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Marco tedrico

1. Introduccién

La creciente prevalencia de enfermedades cardiovasculares ha sido un tema de estudio
relevante en los Ultimos afios. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se
consideran la primer causa de mortalidad global, y en México se estima que al menos el 70%
de la poblacion adulta vive con factores de riesgo (1). Si bien, la predisposicion genética es
determinante, la dieta también tiene un papel importante en el desarrollo de estas patologias,
principalmente cuando el metabolismo lipidico del individuo es modificado. Estas alteraciones
definidas como dislipidemias se caracterizan por niveles elevados de triglicéridos y colesterol
en plasma, en particular la disminucion de los niveles de colesterol-HDL (c-HDL) en paralelo
con el aumento de colesterol-LDL (c-LDL) (2). Las dislipidemias son los principales factores de
riesgo en el desarrollo de la enfermedad coronaria y lesiones aterosclerosas (3). De acuerdo
con esto, el desarrollo de intervenciones farmacoldgicas para la prevencién y tratamiento de

estas enfermedades se ha enfocado en la normalizacidén de estos parametros lipidicos.

Las estatinas son la familia de farmacos mas utilizados en terapias de intervencién primaria y
secundaria. Actuan inhibiendo el mecanismo de accion de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima
A (HMG-CoA) reductasa, bloqueando una etapa clave en la sintesis de colesterol (4,5).
Ademas, se han relacionado con la disminucién de triglicéridos plasmaticos y niveles de c-LDL.
Sin embargo, recientemente se han reportado efectos adversos posteriores al tratamiento con
estos farmacos, entre los mas relevantes su relacién con la precipitacién de diabetes mellitus

tipo 2 en personas con riesgos preexistentes (6,7).

En los siguientes capitulos se abordard el mecanismo de accion de estos farmacos, sus
caracteristicas principales y las evidencias recientes que relacionan a las estatinas con

modificaciones de la microbiota intestinal y su relacion con el metabolismo lipidico.



2.1 Estatinas

Las estatinas son metabolitos fungicos hipolipemiantes de gran interés ya que ademas de su
actividad sobre el perfil lipidico se les han atribuido multiples efectos pleiotrépicos (8,9).
Estudios epidemioldgicos a nivel global reportan que cerca de 30 millones de pacientes son
tratados con estatinas como terapia farmacolégica como medida de prevencion primaria y
secundaria, disminuyendo la incidencia de eventos cardiovasculares en ambas poblaciones
(10).

Los primeros pasos para definir su mecanismo de accién fueron descritos en 1965 por Akira
Endo, en investigaciones que tenian como objetivo la reduccion de los niveles plasméticos de
colesterol interviniendo su via de sintesis. Dentro de estos estudios reportd que determinados
hongos, por un mecanismo defensivo producen sustancias inhibidoras de la sintesis bacteriana
de esteroles e isoprenoides (11). Posteriormente al evaluar cerca de 6000 cepas de hongos
pudo identificar a la mevastatina como producto de Penicillium citrium, un inhibidor competitivo
de la sintesis del colesterol que actua a nivel de la HMG-CoA reductasa (12). Esto tuvo como
resultado la introduccién del primer farmaco en su tipo, la Lovastatina marcando un antes y

después en la terapia farmacoldgica de las enfermades cardiovasculares (13).

2.2 Inhibicién de la HMG-CoA reductasa

La HMG-CoA reductasa es una enzima que regula la velocidad de sintesis lipidica en el higado,
su actividad esta mediada por la concentracion de colesterol circulante el cual actia como
inhibidor competitivo del sitio activo de esta enzima. El mecanismo de accion de las estatinas
es similar, el farmaco se une competitivamente al sitio activo, al verse alterado el proceso, la
3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A, a través de la reductasa no continua su conversion hacia

acido mevalonico y detiene la sintesis de colesterol en sus primeras etapas (grafico 1) (14).
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Figura 1. Metabolismo del mevalonato. Se muestra la via del mevalonato que tiene como producto final la
sintesis de colesterol, el sitio de accién de las estatinas y los productos finales de la reaccion de la HMG-CoA

reductasa, incluidas las moléculas de colesterol e isoprenoides. Figura realizada con Procreate ® |0S.

Modificado de: Cesare R. Sirtori et al (4)

Al actuar las estatinas como inhibidor de la via del mevalonato ocurren afectaciones a distintos
niveles celulares dependientes de este ciclo, vias isoprenoides como la de la ubiquinona que
interviene en el transporte de electrones mitocondriales, la sintesis de dolicol necesario para
la sintesis de glicoproteinas, componentes de ARN de transferencia, isopentenil adenina y
demas cambios sobre moléculas de sefializacion celular (15,16,17). Las estatinas también han
mostrado tener efectos sobre la estructura de la HMG-CoA reductasa, modificando su
funcionalidad (18).

La disminucion del colesterol intracelular promueve la activacion de proteinas del reticulo

endoplasmico que se unen a elementos reguladores de esteroles (SREBP), estas proteinas
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tienen una funcién compensadora a través de la activacion de receptores que promueven la
captacion de lipoproteinas en el tejido adiposo y el higado (19). Esto podria explicar los efectos
consecuentes de las estatinas sobre el perfil lipidico, como la disminucion de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) (20).

2.3 Tipos de estatinas

Dada la eficacia del mecanismo de las estatinas, derivado de la lovastatina se han desarrollado
distintos farmacos mejorando su actividad inhibitoria a través de la intervencion biotecnologica.
La primer modificacion de su estructura se dio con la aparicion de simvastatina, la cual contaba
con la adicion de un grupo metilo en 2”, esta diferenciacién provee mayor afinidad lipolitica

para la inhibicién de la sintesis del colesterol (21).

Siguiendo la misma linea, investigaciones determinaron que la estructura de lovastatina y
simvastatina contenia una lactona de anillo cerrado y que en esta estructura se encontraba
gran parte de su actividad inhibitoria. Esto dio paso al desarrollo de farmacos de mayor eficacia
a través de modificaciones estructurales (22). Asi se llegd al desarrollo de pravastatina,
farmaco que sustituia la composicion cerrada de anillo con una molécula de estructura abierta.
Si bien este farmaco no mostraba diferencias significativas sobre las estatinas, presentaba
mayor actividad hepatica comparada a su actividad en otros tejidos, estas caracteristicas la
han destacado como una terapia farmacoldgica relevante para pacientes con dislipidemias
congénitas (23).

Derivado de estas modificaciones surge la tercera generacibn de estatinas que se
comercializan actualmente: fluvastatina, rosuvastatina, pitavastatina y atorvastatina. Estos
farmacos conservan la modificacion estructural de anillo abierto afadiendo nuevas
modificaciones que van desde la adicion de grupos OH o metilo hasta patrones
estereoquimicos mas complejos (24). A través de estas modificaciones se ha logrado generar
una gran diversidad de estatinas que independientemente de su origen pueden diferenciarse
por sus caracteristicas farmacoldgicas, teniendo distintos niveles de absorcion,

biodisponibilidad, solubilidad, y variacion en la disminucién de pardmetros lipidicos (tabla 1).



Tabla 1. Tipos de estatinas y sus caracteristicas

Estatina Dosis Disminucién Disminucion Absorcion Solubilidad Vida
(mQ) LDL (%) Tg (%) (%) media (h)
Fluvastatina 20- 80 36 5-10 98 Liposoluble <1
Pravastatina 10- 40 34 5-10 35 Hidrosoluble 1-3
Lovastatina 20- 80 48 5-10 30 Liposoluble 2-4
Simvastatina 10- 80 46 10- 40 60-85 Liposoluble 2-3
Atorvastatina 10- 80 54 15- 40 90 * Liposoluble 11-14

Se muestran las caracteristicas diferenciales entre los farmacos pertenecientes a este grupo. Resultados
posteriores a 4 semanas de tratamiento con las dosis indicadas. h (horas), mg (miligramos), %
(porcentaje). Tg (triglicéridos)

Estas observaciones nos permiten comparar la viabilidad que la terapia farmacoldgica podra
tener en la poblacion. La atorvastatina destaca como una de las estatinas mas eficaces por su
mayor efecto sobre el perfil lipidico con respecto a otras estatinas y que podria relacionarse
con su vida media que es de hasta 3 veces mayor.

2.4 Diabetes mellitus tipo 2 y estatinas

La eficacia de la actividad inhibitoria de las estatinas ha revolucionado el tratamiento
farmacoldgico en las enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, a pesar sus efectos
benéficos se ha descrito que las modificaciones sobre la via del mevalonato afectan la
produccién de otros metabolitos y la activacién de receptores de membrana relacionados con
el metabolismo lipidico (25). Si bien las modificaciones son importantes en la disminucion de
factores de riesgo cardiovascular como los niveles de colesterol total y c-LDL, estudios
relativamente recientes han reportado su relacién con alteraciones en la homeostasis del
metabolismo de la glucosa (26, 27, 28). El proyecto JUPITER, un estudio a gran escala
enfocado en la prevencion primaria de eventos cardiovasculares con rosuvastatina en
pacientes con proteina C reactiva elevada, aporté datos relevantes sobre la relacién del

tratamiento con estatinas y mayor riesgo de desarrollar diabetes mellitus (29).

A partir de esto, las investigaciones se han enfocado en la identificacion de los factores que
promueven el aumento de este riesgo. El tipo de estatinas, la frecuencia de la dosis y los

riesgos preexistentes para el desarrollo de la enfermedad, como obesidad, sobrepeso y
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resistencia a la insulina, pueden ser los determinantes para desencadenar la enfermedad (30).
En este sentido, un metaanalisis reciente indica que el tratamiento con estatinas se asocia con
el aumento de entre 10-12 % de desarrollar diabetes mellitus (31). Sin embargo, el mecanismo

implicado en esta condicion no ha sido claramente descrito.

Un estudio por aleatorizacion mendeliana demostré que el aumento en el desarrollo de
diabetes mellitus tipo 2 estd relacionado directamente con la inhibicion de la HMG-CoA
reductasa, y que la dosis y tipo de estatina utilizada es determinante en la evaluacién del riesgo
(32). Como posible mecanismo, se ha propuesto que el aumento de la resistencia a la insulina
se debe al efecto que tienen las estatinas sobre la sintesis de las biomoléculas derivadas de
la ruta del mevalonato en las células 3-pancreéticas, lo que conduce a un deterioro de su

funcién y disminucion de la sensibilidad a la insulina (32,33).

Mita et al. (34) compararon el efecto del tratamiento con dos estatinas de naturaleza distinta:
pravastatina (hidrofilica) y atorvastatina (lipofilica) sobre la funcion de las células R3-
pancreéticas utilizando el indice insulinogénico; este parametro derivado de las mediciones de
glucosa e insulina durante una prueba oral de tolerancia. Los resultados mostraron niveles mas
bajos del indice insulinogénico en el grupo tratado con atorvastatina, relacionado a una mayor
afectacion de las células . En un estudio de cohorte similar, participantes que recibieron
terapia con estatinas por mas de 5 afios presentaron niveles postprandiales de glucosa mas
altos en comparacion al grupo control. Ademas, los resultados mostraron la disminucion en la
sensibilidad de la insulina en un 24% y su secrecidn hasta en un 12% respectivamente (35).
Por otra parte, se ha reportado que el tratamiento con estatinas causa disminucion en los
niveles plasméaticos de adiponectina y que esto puede estar relacionado con el aumento de la

resistencia a la insulina mediado por estos farmacos (36)

Como se mencion0 previamente, la inhibicion de la HMG-CoA reductasa tiene repercusiones
a nivel de los sistemas que requieren colesterol; se ha reportado que la disminucion de este
lipido en la membrana de adipocitos puede modificar su fluidez y aumentar la captacién y
almacenamiento interno de colesterol no esterificado y triglicéridos. Esto deriva en la formacion
de adipocitos hipertrofiados, que por sus caracteristicas presentan alteraciones biolégicas y se

han relacionado con el desarrollo de resistencia a la insulina (37).



2.5 Tejido adiposo y estatinas

Un estudio de nuestro grupo de investigacion usando un modelo de conejo Nueva Zelanda
(38), analizo la accién de la atorvastatina sobre el tejido adiposo. Los resultados demostraron
que el tratamiento con atorvastatina induce un aumento de tamafio de los adipocitos en

comparacion con el grupo control (figura 2).
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Figura 2. Tejido adiposo posterior al tratamiento con atorvastatina. Los resultados del estudio muestran un
incremento en el tamafio de los adipocitos posterior al tratamiento con atorvastatina (A), sin embargo la presencia
de vasos sanguineos puestos de manifiesto por la presencia de PECAM-1 identificado por inmunohistoquimica

no se modifica en este tejido después del tratamiento (B). Figura realizada con Procreate ® 10S.
Modificado de: Mondragén-Garcia et al (38). Graficas afadir

Sin embargo, en este estudio el aumento de tamafio de los adipocitos no estd acompafiado de
un incremento de su vascularizacion (figura 2). Se ha propuesto que la ausencia de una
vascularizacion suficiente en el tejido adiposo es caracteristica del desarrollo prematuro de
resistencia a la insulina. El adipocito hipertrofiado tiene una distribucion de oxigeno insuficiente
y comienza a presentar hipoxia que lo conduce a inflamacién del tejido, un estado disfuncional

y muerte celular (figura 3) (40).
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Pre adipocitos

Resistencia a la insulina

Figura 3. Desarrollo de la disfuncion del adipocito. Se muestra la expansion del adipocito en
distintas condiciones de vascularizacion. Expansion y maduracién normal de adipocitos (A), y
expansion patoldgica que desencadena la resistencia a la insulina en etapas tempranas (B). Figura

realizada con Procreate ® |10S.

Modificado de: Kai Sun et al.(40)

2.6 Atorvastatina y absorcion de acidos grasos

En un estudio similar, se determiné el efecto de la atorvastatina sobre el perfil de acidos grasos
de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (41). Los resultados demostraron que el tratamiento
con atorvastatina induce cambios a nivel del contenido de acidos grasos de estas lipoproteinas;
los niveles de acidos grasos saturados disminuyen en paralelo del aumento de acidos grasos
poliinsaturados, en especifico acido linoleico y a- linolénico. Es importante enfatizar que estos
dos acidos grasos esenciales no pueden ser sintetizados por los mamiferos de manera que
provienen de la ingesta en el conejo. Estos resultados sugieren que el tratamiento con

atorvastatina modifica la absorcion de acidos grasos exdgenos. De esta manera, el perfil de
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lipidos y lipoproteinas postprandiales durante el tratamiento con estatinas podria ser diferente
con respecto a la situacion basal del individuo. Sin embargo, se conoce muy poco acerca del
efecto de estatinas en la lipemia postprandial, particularmente sobre las posibles alteraciones
de las HDL en este estado, Por otra parte, dentro de las diferentes posibilidades que pueden
explicar una alteracion en la absorcion de los 4cidos grasos, una alteracion de la microbiota

intestinal es compatible con esta observacion.

2.7 Actividad antibidtica de las estatinas y su efecto sobre la microbiota intestinal

Como se menciond anteriormente, las estatinas se desarrollaron a partir de hongos y su

actividad antimicrobiana ha sido reportada por diversos estudios (42).

Masadeh et al. (43) evaluaron la actividad de atorvastatina, simvastatina y rosuvastatina sobre
cultivos de bacterias nativas de microbiota humana. Como resultado observaron que el
tratamiento con estas estatinas disminuia la proliferacion de distintas colonias bacterianas al
ser afiadidas al medio de manera especifica para cada tipo de estatina. Por ejemplo, la
atorvastatina mostré actividad antibacterial disminuida ante colonias de Escherichia coli y
pseudomona aeruginosa en comparacion con simvastatina y rosuvastatina. Estas
observaciones les permitieron concluir que el tratamiento con estatinas puede modificar
bacterias especificas de la microbiota intestinal debido a la actividad antimicrobiana que

presentan.

En este sentido, Zimmermann et al. (44) evaluaron la relacion entra la actividad hipolipemiante
de la atorvastatina y la composicion de la microbiota intestinal en un modelo murino expuesto
a una dieta alta en grasas y tratado con este farmaco durante 4 semanas. A partir de la
secuenciacion del gen 16s rARN observaron modificaciones en la abundancia relativa y
abundancia absoluta de la microbiota (figura 4). Estos resultados refuerzan la hipotesis de que

la atorvastatina modifica la composicién de la microbiota intestinal.



O Bacteroidetes

O Firmicutes

3x10°  —

2x10°

Dieta alta en
grasas +
atorvastatina

o Dieta estdndar Dieta alta en
1x1 . (DE) grasas (DAG)
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Figura 4. Abundancia relativa y absoluta de la microbiota intestinal posterior al tratamiento con
atorvastatina. Se observan los resultados de la secuenciacion del gen 16S rARN de un modelo murino bajo
distintas condiciones de dieta posterior al tratamiento con atorvastatina. Abundancia absoluta (A), Abundancia

relativa (B). Figura realizada con Procreate ® 10S.

Modificado de: Zimmermann et al. (44)

Khan et al. (45) probaron el efecto de distintas dosis de atorvastatina sobre la microbiota
intestinal de un modelo murino alimentado con una dieta alta en grasas. La secuenciacion del
gen 16s rARN les permiti6 observar cambios a nivel de filos de la diversidad bacteriana en los
grupos tratados con dosis medias de atorvastatina. Particularmente un aumento en la
abundancia relativa de Proteobacteria y la disminucién de la abundancia relativa de Firmicutes.
De acuerdo con estos resultados, concluyeron que la composicion general de la microbiota
intestinal puede modificarse con el tratamiento con atorvastatina. Por lo tanto, surge la
necesidad de conocer a detalle que especies bacterianas se modifican particularmente con el

uso de estos farmacos.

2.8 Estatinas y triglicéridos

La capacidad hipolipemiante de las estatinas incluye también la disminucion de los niveles
plasmaticos de triglicéridos como efecto secundario al mecanismo de accion principal (46,
47,48). Si bien esto se relaciona con la disminucién del riesgo cardiovascular, el efecto de las

estatinas sobre los triglicéridos no ha sido estudiado a detalle.

Las investigaciones que han tratado de esclarecer este mecanismo estan enfocadas en el

analisis de los parametros lipidicos posterior a un periodo de ayuno. No obstante, el
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metabolismo de triglicéridos tiene mayor actividad durante el posprandio. Se ha reportado que
posterior a la ingesta de un alimento hiperlipidico, los triglicéridos en plasma alcanzan su pico

mas alto entre las dos y cuatro horas posteriores a la digestion (49).

En el intestino delgado los triglicéridos son hidrolizados a &acidos grasos libres y
monoacilglicerol. Estos acidos grasos difunden a través de la membrana del enterocito y son
reensamblados nuevamente como triglicéridos en el reticulo endoplasmico para integrarse
posteriormente a los quilomicrones. La sintesis de estas lipoproteinas depende entre otros de
la accion de la proteina microsémica transferidora de triglicéridos (MTP). Esta proteina asocia
a los triglicéridos provenientes de la dieta, el colesterol libre y fosfolipidos, con una fraccion
proteica de Apo B48 sintetizada en el enterocito para la formacién del quilomicrén. Antes de
salir del enterocito, los quilomicrones pasan por Golgi y son dirigidos a la circulacion linfatica

para ser integrados al torrente sanguineo (figura 5) (50).

Reticulo
Endoplasmico liso

LAVAVAATRVAVATATAVAAVAV
@

Figura 5. Metabolismo de triglicéridos. Se muestra la formacion de quilomicrones en el enterocito, medio por
el cual los lipidos exdgenos provenientes de la dieta se integran a la circulacion sanguinea. El mecanismo inicia
con la accién de la MTP ensamblando de novo los &cidos grasos en quilomicrones, continuando el proceso en
Golgi donde se enriquece con apolipoproteina B 48 caracteristica de estas moléculas, y pasa a la circulacion
linfatica para incorporarse al torrente sanguineo. Figura realizada con Procreate ® |0S.
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2.9 Acidos grasos y estatinas

De acuerdo con los reportes del efecto de las estatinas sobre la composicién de la microbiota
intestinal y el metabolismo de &cidos grasos, es probable que los cambios inducidos por las
estatinas afectan particularmente a bacterias relacionadas con el metabolismo lipidico. De ser
asi, estas bacterias con actividad lipolitica serian capaces de metabolizar parcialmente los
acidos grasos provenientes de la dieta, formando &cidos grasos de cadena media de entre 6 'y
12 carbonos. El tamafio de estos acidos grasos haria posible su difusién directamente del
enterocito hacia el torrente sanguineo sin necesidad de pasar ensamblados como
qguilomicrones. Al ser la dieta la fuente principal de estos acidos grasos es probable que su
concentracion, al igual que la de los triglicéridos se modifigue en una etapa postprandial,
posterior a la ingesta de alimentos.

En este sentido, se ha reportado que concentraciones elevadas de acidos grasos libres (AGL)
en plasma se relacionan con el desarrollo de resistencia a la insulina y son un factor de riesgo
en el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2. A pesar de que el mecanismo de accién no ha sido
del todo explicado existen diversos reportes sobre el papel de los AGL en el metabolismo de
la glucosa. Boden G et al. (51) demostraron que la elevacién aguda de AGL en sangre
disminuye la captacion de glucosa estimulada por la insulina en los tejidos y esto se normaliza
a medida que su concentracion disminuye. Por lo tanto, las revisiones concluyen que los
niveles elevados de AGL pueden explicar hasta un 50% de la resistencia a la insulina en

pacientes con obesidad y diabetes mellitus tipo 2 (52-53).

De esta manera los cambios en la diversidad y abundancia bacteriana, especificamente en
bacterias lipoliticas y la sintesis de AGL tomarian importancia en el comportamiento del

metabolismo lipidico y los efectos adversos que se dan posterior al tratamiento con estatinas.
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3. Justificacion

Actualmente las enfermedades cardiovasculares son consideradas un problema de salud a
nivel mundial debido a la multicausalidad de su origen. Dentro de los factores a mencionar
encontramos a las dislipidemias, principalmente las concentraciones elevadas de c-LDL y
triglicéridos en sangre. En este contexto se desarrollaron las estatinas que acttan inhibiendo
la accion de la HMG-CoA reductasa, deteniendo la sintesis de colesterol. Asi, estos farmacos
han mostrado resultados eficientes en el tratamiento y prevencion de patologias
cardiovasculares. No obstante, estudios recientes han reportado efectos adversos
relacionados con el uso de estatinas, particularmente el desarrollo prematuro de diabetes
mellitus tipo 2 en sujetos con factores de riesgo preexistentes. En este sentido, estudios de
nuestro laboratorio reportaron un aumento a nivel del tejido adiposo con una vascularizacién
insuficiente en conejos Nueva Zelanda tratados con atorvastatina. Estos resultados sugieren
gue la atorvastatina induce hipertrofia y disfuncion de los adipocitos. Lo anterior podria
desencadenar el desarrollo de resistencia a la insulina a largo plazo, lo que explicaria por qué

las estatinas precipitan la aparicion de diabetes en los pacientes susceptibles.

Por otra parte, las HDL de estos conejos tratados con atorvastatina, mostraron disminucion del
contenido de acidos grasos saturados y un aumento de &cidos grasos insaturados, en
especifico el acido linoleico y a-linolénico, los cuales son de origen exégeno. Estas
observaciones permiten sugerir que el tratamiento con atorvastatina podria modificar la

absorcién de estos acidos grasos provenientes de la dieta dada a nivel del intestino delgado.

Considerando ademas estudios que demuestran cambios en los filos de la microbiota intestinal
posteriores al tratamiento con estatinas, proponemos en este estudio que la atorvastatina
altera especies bacterianas con capacidad lipolitica capaces de metabolizar parcialmente los
acidos grasos provenientes de la dieta, y les permite incorporarse directamente al torrente

sanguineo, alterando el metabolismo lipidico.

Debido a que los reportes existentes estan enfocados especificamente en ayuno, y la
absorcion y transito de los acidos grasos alimentarios ocurre durante el posprandio, resulta
relevante evaluar el comportamiento de estos parametros durante la etapa postprandial y como
se relacionan con los cambios a nivel de la microbiota intestinal a nivel de bacterias lipoliticas

posterior al tratamiento con atorvastatina.
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4. Hipotesis

El tratamiento con atorvastatina modifica la trigliceridemia y perfil lipidico en las HDL durante
el periodo postprandial asi como la proliferacion de bacterias lipoliticas de la microbiota

intestinal detectables en heces.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Identificar los cambios en las lipoproteinas postprandiales y la presencia de bacterias lipoliticas

a partir de muestras de heces antes y después del tratamiento con atorvastatina.

5.2 Objetivos especificos

e Establecer el efecto del tratamiento con atorvastatina sobre los triglicéridos y
composicion lipidica de lipoproteinas durante el posprandio.
e Determinar el efecto del tratamiento con atorvastatina sobre la microbiota con actividad

lipolitica presente en heces.
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6. Métodos

6.1 Implicaciones éticas

Los métodos realizados en este estudio siguen la normativa ética de la declaracién de Helsinki.
Los parametros para el reclutamiento, tratamiento e intervencion con los participantes fueron
revisados y aprobados por el comité de ética e investigacion del Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez” en su Decima sesion ordinaria del 28 de octubre del 2021.
Numero de estudio: 316650FOP02-2021-04.

6.2 Disefno del estudio

Se trata de un estudio clinico cruzado de ciego sencillo, con eleccion de muestra por

conveniencia.

6.3 Poblaciéon de estudio

La poblacién son sujetos sanos, hombres entre 18 y 30 afios (n=6) con parametros normales
de colesterol (<200 mg/dL), triglicéridos (<150 mg/dL), glucosa (<100 mg/dL) y c-HDL (>40
mg/dL). Con valores de grasa total, grasa visceral y masa muscular dentro de los intervalos
normales al ser determinados por bioimpedancia. Reclutados por el equipo de trabajo del
laboratorio de metabolismo de lipidos del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”,
los sujetos fueron asignados aleatoriamente al inicio del estudio al grupo de tratamiento

farmacoldgico con atorvastatina o al grupo de placebo (figura 7).

La importancia del estado de salud de los pacientes reside en la necesidad de una poblacion
homogénea que pueda ser comparada y cuyos parametros bioquimicos no afecten la
confiabilidad de los resultados. Ademas es importante mencionar que los reportes indican que
desoérdenes como el sindrome metabdlico pueden potenciar los efectos adversos de las
estatinas y generar complicaciones prematuras en el individuo. Contrario a lo que sucede en

sujetos sanos donde no se han reportado contradicciones al tratamiento en periodos cortos.
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® Subgrupo 1

+ Atorvastatina + Blanqueamiento * Placebo
.|

Subgrupo 2

18- 30 afios

Sulstos SEI0S * Placebo » Blanqueamiento + Atorvastatina

—

Figura 6. Disefio del estudio. Se muestra la segmentacion de la poblacion en dos subgrupos, que
determinan la secuencia de la intervencion. El subgrupo 1 comienza con el tratamiento con
atorvastatina 20 mg/ dia durante 30 dias, un periodo de cuatro semanas de blanqueamiento y continta
con la administracion del placebo durante 30 dias. El subgrupo 2 inicia con la administracién del placebo
durante 30 dias, un periodo de cuatro semanas de blanqueamiento y continla con el tratamiento con

atorvastatina 20 mg/ dia durante 30 dias. Figura realizada con Procreate ® 10S

6.4 Estandarizacién previa

Los sujetos que cumplieron con los criterios de inclusion iniciales continuaron con el proceso
de estandarizacion de la dieta, adoptando un régimen normo cal6rico que siguieron durante el
tiempo total de la intervencion. El plan alimentario consiste en mantener las calorias totales
reportadas en la evaluacién nutricional, con modificaciones a la distribucién de macronutrientes
(tabla 3). La distribucién de macronutrientes recomendada para la ingesta por la organizacion
mundial de la salud asigna un 55-60% para carbohidratos, 15-20% proteina y 20-25% para
lipidos. Para la elaboracion de los planes de alimentacién en este estudio se utilizaron
pardmetros superiores para el porcentaje de lipidos (30%), de acuerdo con los analisis lipidicos

realizados.
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Tabla 2. Distribucién calérica de la dieta durante la intervenciéon

Macronutrientes Distribucién calérica (%)
Hidratos de carbono 55
Lipidos 30
Proteinas 15

El consumo de macronutrientes se ajusto a partir del aumento del porcentaje de lipidos. Distribucion normal de la
dieta de acuerdo con el sistema mexicano de equivalentes: Hidratos de carbono 55-60%, Lipidos 25-30%,
Proteinas 15-20%.

T?Qﬂif :: E@

Isocalérica Blanqueamiento
ATO

Placebo

18- 30 afos
Sujetos sanos Dia -7 0 -30dias 4 semanas 0 -30dias

Figura 7. Descripcion general del estudio. Se muestra el diagrama de flujo de la intervencion total del estudio
y su duracién. Estandarizacion de la dieta, inicio del tratamiento farmacoldgico, periodo de blanqueamiento y

suplementacion con placebo. Figura realizada con Procreate ® 10S

6.5 Parametros de exclusion

Sujetos que no cumplan los criterios de inclusién, que estén bajo tratamiento farmacolégico al

momento del reclutamiento o que no desearan firmar el consentimiento informado.

6.6 Parametros de eliminacion

Sujetos que no concluyan la etapa de estandarizacién, que no cumplan con el seguimiento de
la dieta, que no tengan un apego de al menos 90% al tratamiento, que hayan sido tratados con
antibidticos durante la intervencion, que presenten malestares musculares, elevacion de

creatinina o transaminasas durante el tratamiento con atorvastatina.
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6.7 Hipertrigliceridemia postprandial

Como parte de la evaluacion del perfil lipidico durante el posprandio, se indujo un incremento
de la trigliceridemia postprandial con una carga de lipidos a través de la ingesta de un alimento
equivalente a 1000 kcal con la siguiente distribucion energética: 67,4% de grasa, 21,0% de
proteinay 11,6% de carbohidratos (54) (figura 9).

6.8 Toma de muestras bioldgicas
Para la evaluacion del perfil lipidico durante el posprandio y la identificacion de bacterias en
medio selectivo fueron recolectadas muestras biologicas de sangre y heces, bajo los

parametros que se describen a continuacion.

6.8.1 Muestra sanguinea

La toma de muestra sanguinea fue realizada por el personal de enfermeria del banco de sangre
del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. Se colocé a cada paciente un catéter
para terapia intravenosa periférica BD Insyte ® que permitio realizar las tomas del tiempo basal
y durante la etapa postprandial.

Con ayuno previo de 8 horas se recolectaron 20 mL de muestra sanguinea al tiempo basal, y
dos tomas adicionales a las 2 y 4 horas posteriores a la ingesta del alimento hiperlipidico (figura
9). El volumen total fue centrifugado a 5,000 rpm/ 15 minutos para la obtencién de suero o
plasma sanguineo que fueron diferenciados en alicuotas y almacenados a una temperatura de

-70° C hasta su uso.

Toma de muestra Toma de muestra Toma de muestra
— - —
Alimento l '
hiperlipidico

2 horas 4 horas

Figura 8. Carga de lipidos. Se muestra el cronograma de tomas de muestra indicando el tiempo de la ingesta

del alimento hiperlipidico. Figura realizada con Procreate ® I0S
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6.8.2 Heces

Las muestras de heces fueron tomadas de forma autbnoma por cada paciente siguiendo las
indicaciones de inocuidad instruidas previamente. Para la recoleccion se utilizaron frascos de
plastico estériles de 50 mL, de boca ancha y cierre hermético mismos que fueron usados para

su almacenamiento a una temperatura de -20 °C hasta su uso.

6.9 Evaluacién antropométricay composicion corporal

Se realiz6 la toma de medidas antropomeétricas utiles para el diagnéstico del estado de salud
nutricional y de relevancia para el estudio. Se evalué peso, talla, indice de masa corporal (IMC),

circunferencia de cintura y presion arterial.

6.9.1 Composicion corporal

Los parametros de la composicion corporal: masa muscular, grasa total y grasa visceral fueron
medidos por bioimpedancia con una balanza de medicién corporal Omnron HDF-514 (OMRON
HEALTHCARE® Co. Ltd 53, Kyoto, Japon).

6.10 Analisis bioquimicos

6.10.1 Concentracién plasmatica de indicadores bioquimicos

Utilizando el plasma sanguineo de cada paciente se determiné la concentracion plasméatica de
colesterol total (CT), triglicéridos (Tg) y glucosa (Glc) en el tiempo basal (dia 0) y posterior al
tratamiento con atorvastatina (dia 30), mediante ensayos enzimaticos colorimétricos (Randox
Laboratories LTD; Reino Unido). La absorbancia fue leida a 505 nm en un espectrofotdmetro
(Beckman Coulter Du® Uv/Vis Spectrophotometer; Alemania).

6.10.2 Perfil lipidico de HDL

En HDL previamente aisladas por ultra centrifugacion (41) se determino la concentracion de c-
HDL, triglicéridos-HDL (tg-HDL) y fosfolipidos-HDL (pho-HDL) en el tiempo basal, 2 y 4 horas
posteriores a la ingesta del alimento hiperlipidico, antes y después del tratamiento con
atorvastatina o placebo, mediante ensayos enzimaticos colorimétricos (Randox Laboratories
LTD; Reino Unido). La absorbancia se ley6é a 505 nm en un espectrofotometro (BECKMAN
COULTER DU® Uv/Vis Spectrophotometer; Alemania).
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6.11 Medio de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas

6.11.1 Optimizacion del medio de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas

Como parte de la primera etapa de identificacion de bacterias lipoliticas presentes en heces,
se realiz6 la optimizacion de un medio de cultivo selectivo que contiene triglicéridos como Unica
fuente de carbono previamente desarrollado en nuestro laboratorio, con la finalidad de

identificar bacterias capaces de metabolizar triglicéridos como Unica fuente de energia.

6.11.2 Composicion del medio de cultivo

El medio de cultivo selectivo se compone por una mezcla de medio comercial FAM+(tabla 3),
adicionado de una suspensién estable de triglicéridos (aceite de canola comestible, lecitina,
solucién de sales) y adicionado con agar BACTO 1™, (Becton, Dickinson and Company Sparks,

MD USA), para dar una consistencia solida.

Tabla 3. Componentes del medio selectivo para bacterias lipoliticas (30 mL)

NaNOs 10 mM
KH2PO4 4 mM
Na2HPO4 16 mM
MgSOs-7H20 0.4 mM
(NHa)2 SO4 9.8 mM
CaClz 60 mM
Agar Bacto ™ 12 gramos

6.11.3 Emulsion de lipidos

Tabla 4. Emulsion de lipidos para medio selectivo (1.5 mL)

Aceite de canola comestible 900 pL

Lecitina 600 pL

Dicha emulsién se logré utilizando un Sonicador para incorporar las muestras con intervalos de tiempo 1-3-1

minutos, manteniendo la temperatura de la muestra por debajo de 20 °C. pH de 6.54.
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6.11.4 Aislamiento de bacterias lipoliticas usando el medio de cultivo selectivo

k)

Figura 9. Estandarizacién del medio de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas. Se describe el proceso
de prueba de utilidad del medio selectivo utilizando muestras de tejido intestinal y heces de un conejo Nueva

Zelanda. Figura realizada con Procreate ® 10S

a) Recoleccion de fracciones de duodeno, yeyuno e ileon de conejos Nueva Zelanda.

b) Suspension del tejido en medio acuoso para la obtencién de residuos.

c¢) Centrifugacion de los residuos obtenidos a partir del tejido. Obtencion del pellet (precipitado).

d) Cultivo del pellet en medio liquido BBL TM Brain Heart Infusion- infusién cerebro- corazén
(Becton, Dickinson and Company ® Le pont de Claix, Francia) en incubacion bajo condiciones

aerobias y anaerobias/ 24 horas.

e) Cultivo de colonias resultantes en medio sélido solucion control y atorvastatina (200 mg/L)

en incubacion bajo condiciones aerobias y anaerobias/ 48 horas.

f) Incubacién de colonias bacterianas resultantes del medio sé6lido en medio BBL TM Brain
Heart Infusion durante 72 horas. Posteriormente centrifugar para la obtencion del pellet.

g) Cultivo de pellet en medio liquido y solucién control durante 48 horas.
h) Mezcla de los componentes en tubos falcon.

i-j) Separacion de los componentes mediante centrifugacion, para identificacion. Pellet:

colonias bacterianas, sobrenadante: solucion de acidos grasos para su extraccion.

k) Determinacion morfologica de colonias bacterianas mediante tincion de Gram.
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6.12 Desarrollo del medio de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas

6.12.1 Aislamiento de bacterias contenidas en heces

Como primer paso para el analisis se realizo el aislamiento de colonias bacterianas contenidas
en muestras de heces. Las heces fueron descongeladas bajo condiciones controladas en una
Campana de seguridad bioldgica de flujo laminar vertical (Logic+, LABCONCO ® Estados Unidos
de América). Se realizo una toma de muestra a temperatura ambiente que se vertié en 20 mL
de TBE 10x, la solucién se homogenizo y fue filtrada usando gasa estéril para eliminar sélidos.
El volumen resultante se centrifugdé a 15,000 rpm durante 10 minutos. Se recuperd el
precipitado que contenia las bacterias con el minimo de volumen liquido para ser utilizadas en

la inoculacion del medio de cultivo selectivo.

6.13 Andlisis de muestras en medio de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas

Una vez establecidas las condiciones Optimas para preparar el medio de cultivo selectivo, se
procedi6 a utilizarlo para aislar las bacterias lipoliticas facultativas de las muestras de heces

de los pacientes.

6.13.1 Medio de cultivo selectivo

La mezcla que contenia solucion de sales y agar bacto a una concentracién de 0.5 mg/mL
pasoé por un proceso de esterilizacion en un esterilizador de vapor 430 LS, (STERIS ® Moema,
Brasil) a una temperatura de 120 °C durante 15 minutos. Posterior a la esterilizacion, se dio un
tiempo de temple de la temperatura, fue afiadida la emulsién de lipidos sonicada en intervalos
de tiempo de 1-3-1 minutos para lograr una consistencia homogénea, que posteriormente fue

esterilizada en una campana de flujo haciéndola pasar por un filtro estéril.

6.13.2 Inoculacién de bacterias en el medio de cultivo selectivo

Conservando la temperatura a 40°C, se vertieron 30 mL de solucién en una caja de Petri (NEST
® 100 mm Petri disl, Estados Unidos de América), simultdneamente se afiadieron a la caja 5 mL
del volumen de colonias bacterianas recuperadas de las muestras de heces y se mantuvieron

a temperatura ambiente hasta su solidificacion. Una vez solidificadas se incubaron en una
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estufa de cultivo con control digital- Incubadora 9162 (ECOSHEL ® Polk aveu suite 100, USA)

durante 8 a 10 dias hasta mostrar crecimiento significativo.

6.13.3 Aislamiento de las colonias del medio de cultivo selectivo

Las colonias que tuvieron crecimiento posterior a la incubacion fueron recuperadas en
condiciones de esterilidad e incubadas nuevamente en un medio liquido BBL TM Brain Heart
Infusion- infusién cerebro- corazon (Becton, Dickinson and Company ® Le pont de Claix, Francia)

durante 48 horas, para su expansion.

6.14 Medios de cultivo sangre y medio de cultivo chocolate

Posterior a las 48 horas de incubacién en el medio liquido, las colonias fueron cultivadas en
medios de cultivo sangre y chocolate para ser caracterizadas individualmente por su

morfologia mediante tincion de Gram.

6.15 Medio selectivo para bacterias lipoliticas adicionado con atorvastatina

Como parametro de control se realizé la adicion de atorvastatina al medio de cultivo selectivo
para bacterias lipoliticas que habia sido inoculado con muestras de sujetos en etapa previa al

tratamiento. Las condiciones se describen a continuacion.

En el medio de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas que contenia muestras de sujetos en
el tiempo previo al tratamiento, se adicion6 una mezcla de atorvastatina célcica al 99.96% (p/V)

Posterior a la adicién, las cajas fueron inoculadas con muestras fecales pertenecientes al grupo

de participantes sin exposicion previa a atorvastatina y se incubaron por 8 a 10 dias.
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6.16 ldentificacion de bacterias lipoliticas por espectrometria de masas MALDI- TOF

La identificacion de bacterias lipoliticas inicié con el cultivo de las muestras de heces de los
grupos de tratamiento y placebo en el medio selectivo que contenia lipidos como Unica fuente
de carbono. Posterior a la incubacién las colonias que mostraron crecimiento fueron aisladas
en medio infusién cerebro-corazon durante 48 horas para estimular su desarrollo. La
diferenciacion de las colonias bacterianas encontradas se realizé mediante el cultivo en medio
agar sangre y agar chocolate. Una vez diferenciadas, las colonias fueron identificadas
mediante espectrometria de masas de tiempo de vuelo (MALDI-TOF), un método de analisis
gue determina la especie y tipo de bacteria a través de su composicion proteica utilizando

bibliotecas de datos.

1. Medio de cultivo selectivo 2. Medio Infusién cerebro-corazén
Cultivo con la muestra contenida en el agar Cultivo de colonias aisladas (48 horas).
(8-10 dias)
3. Medios de cultivo sangre y chocolate 4. Maldi- TOF EM
Oo0o0©0O0
O o0o00O0
00 00O
Cultivo previo a la identificacion. (48 Identificacién a partir de su
horas) composicion proteica.

Figura 10. Identificacion de bacterias en medio de cultivo selectivo. Se esquematiza el proceso de
identificacion de colonias bacterianas mediante espectrometria de masas MALDI-TOF a partir de

colonias aisladas de muestras de heces. Figura realizada con Procreate ® 10S
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7. Andlisis estadistico

Los datos se presentas como mediana + rango intercuartilar, a menos que se indique de otra
forma. El analisis de los resultados se realizo con el software estadistico IBM® SPSS Statistics.
Por la naturaleza del estudio se realizaron pruebas no paramétricas; prueba de Wilcoxon para
muestras relacionadas y U-de Mann Whitney para la comparacion de muestras no
relacionadas. El desarrollo de los graficos se realizd con el software estadistico GraphPad

Prism 5.
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8. Resultados

La poblacion de este estudio son sujetos sanos de entre 18 y 30 afios con pardmetros
bioguimicos y de composicion corporal dentro de los parametros normales, y que fueron
reclutados por el equipo de trabajo del laboratorio de metabolismo de lipidos del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. El reclutamiento inicial fue de 12 participantes,
posterior a las evaluaciones bioquimicas, se incluyeron a 8 sujetos y continuaron la etapa de
intervencion. Por criterios de eliminaciébn durante la etapa de tratamiento dos de los
participantes fueron omitidos de los resultados finales. Asi, la muestra final para este estudio

fue de 6 sujetos (n=6).

8.1 Mediciones antropométricas

Los analisis antropométricos muestran una poblacién homogénea, con una mediana de 67
kilogramos (kg) para el peso y 1.7 metros (m) para la talla. El indice de masa corporal fue de
23.4 kg/m? en promedio y la masa muscular tiene un intervalo que va de los 36.8% a 38.3%.
De acuerdo con la evaluacion por bioimpedancia, el porcentaje de grasa visceral no tuvo
variaciones en la intervencion. La circunferencia de cintura con una mediana de 84 centimetros

(cm), presentd una tendencia de aumento posterior al tratamiento con atorvastatina.

Tabla 5. Mediciones antropométricas placebo y tratamiento

Parametro Pre-placebo Post-placebo Pre-tratamiento Post-tratamiento
27 27 27 27
Edad (afios) [26-28] [26-28] [26-28] [26-28]
67.6 67.8 67 67.1
Peso (kg) [64.7-72.8] [64-73.1] [64.9-72.6] [64.9-72.6]
1.7 1.7 1.7 1.7
Talla (m) [1.67-1.71] [1.67-1.71] [1.67-1.71] [1.67-1.71]
234 234 23.3 23.2
IMC (kg/m?) [22.3-24.9] [22-25.1] [22-24.83] [22.2-24.86]
37.3 37.8 36.8 38.3
Musculo (%) [35.3-38.7] [34.9-38.9] [36.3-37.9] [37.7-40.7]
23 23.3 25.1 21.3
Grasa total(%) [21.4-25.3] [21.6-25.8] [21.7-25.6] [19.5-23.6]
6 6 6 6
Visceral (%) [5-8] [5-8] [5-8] [5-8]
84.5 84.2 83.5 85
Cintura (cm) [81-87] [80.8-87.5] [81-86] [82-86]

Se muestran Mediana * [rango intercuartilar] de los pardmetros antropométricos antes y después de la
administracién del placebo y tratamiento con atorvastatina. El % de grasa total, grasa visceral y masa muscular
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fueron calculados por bioimpedancia. Wilcoxon p < 0.05%, U de Mann Whitney p < 0.05** indice de masa corporal
(IMC).

8.2 Parametros bioquimicos

Se determind la concentracion de colesterol total y glucosa al tiempo basal y a las 2 y 4 horas
de la etapa postprandial posterior la carga de lipidos descrita en la seccién de métodos. Las
observaciones muestran la disminucion significativa de la concentracion de colesterol total al
tiempo basal y esto se mantiene a las 2 y 4 horas del posprandio en el grupo tratado con
atorvastatina. Para la glucosa, los niveles plasmaticos no muestran cambios estadisticamente

significativos tanto en el tiempo basal como el posprandio de ambos grupos.

Tabla 6. Parametros bioquimicos en grupos con tratamiento y placebo

Parametro Pre-placebo Post-placebo Pre-tratamiento Post-tratamiento
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
171.71 187.42 202.35 100.19*
Colesterol Oh [152.08-211.31] [166.08-223.60] [153.56-227.90] [76.93-145.52]
209.61 219.17 205.25 115.20*
Colesterol 2h [178.03-226.85] [169.49-240.16] 154.2-229.89] [85.88-162.22]
235.89 251.26 208.15 112.20*
Colesterol 4h [189.47-270.03] [189.23-269.69] [166.63-219.93] [102.58-153.27]
91.76 92.95 91.99 90.90
Glucosa Oh [90.64-93.32] [90.20-97.49] [90.47-107.58] [91.40-107.73]
99.64 97.31 109.05 102.07
Glucosa 2h [95.62-105.66] [87.49-101.94] [95.78-128.73] [95.23-149.57]
98.15 91.27 115.10 99.92
Glucosa 4h [91.68-101.72] [88.75-97.30] [109.11-124.59] [89.05-106.26]

Se muestran Mediana + [rango intercuartilar] de los parametros bioquimicos en el tiempo basal, 2 y 4 horas del
posprandio determinados en plasma sanguineo, antes y después de la administracion del placebo y el tratamiento
con atorvastatina. * Wilcoxon p < 0.05 para muestras relacionadas, **U de Mann Whitney p < 0.05. para muestras

independientes.
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8.3 Perfil lipidico en HDL

Por la importancia que tienen las HDL en el metabolismo lipidico y los cambios en estas

lipoproteinas relacionados al tratamiento con atorvastatina previamente reportado, se realizo

el analisis de su composicion mediante la medicion de la concentracion de c-HDL y fosfolipidos

HDL (pho-HDL) en el tiempo basal y a las 2 y 4 horas del posprandio. Como resultado, no se

muestran diferencias significativas para ambos parametros al comparar el tiempo previo (pre)

y el tiempo posterior (post). Sin embargo, con la prueba de U de Mann Whitney para muestras

no relacionadas podemos observar diferencias entre las muestras de los grupos “pre-placebo”

y “pre-tratamiento”.

Tabla 7. Perfil de colesterol y fosfolipidos en HDL de grupos con placebo y tratamiento

Parametro Pre-placebo Post-placebo Pre-tratamiento Post-tratamiento
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
41.53 42.32 41.04 47.73
c- HDL Oh [38.38-46.47] [40.78-46.32] [31.85-47.28] [39.54-53.53]
46.73 46.53 40.59 44.61
c- HDL 2h [42.09-48.12] [43.29-49.46] [29.44-42.82] [32.09-46.84]
41.23 41.92 38.81 39.70
c- HDL 4h [38.79-50.51] [39.85-45.41] [29.92-45.50] [25.58-42.82]
Pho-HDL 83.01 78.28 104.64** 108.95
Oh [67.00-95.62] [74.77-97.94] [80.92-108.98] [84.72-120.75]
Pho-HDL 61.98 63.49 85.45** 90.52
2h [59.80-89.74] [57.90-81.88] [68.97-88.16] [78.03-112.24]
Pho-HDL 78.47 80.74 90.52** 91.24
4h [69.08-90.69] [72.12-90.79] [76.76-98.12] [77.30-116.77]

Se muestran Mediana * [rango intercuartilar] de los pardmetros del perfil lipidico en el tiempo basal, 2 y 4 horas

del posprandio determinados en plasma sanguineo, antes y después de la administracion del placebo vy el

tratamiento con atorvastatina. * Wilcoxon p < 0.05 para muestras relacionadas, **U de Mann Whitney p < 0.05.

para muestras independientes. Colesterol-HDL (c-HDL), fosfolipidos-HDL (Pho-HDL), horas (h).
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8.4 Triglicéridos totales con Atorvastatina

La capacidad hipolipemiante que tienen las estatinas sobre la concentracion plasméatica de
triglicéridos ha sido reportada anteriormente, sin embargo, no existen investigaciones que
analicen qué pasa con los triglicéridos en la etapa postprandial después del tratamiento con
estos farmacos. La propuesta metodoldgica de este estudio fue dar un alimento hiperlipidico a
los participantes, con una composicion de 67.4% de grasa, 21.0% de proteina y 11,6% de
carbohidratos, y realizar tomas de muestra de sangre a las 2 y 4 horas del posprandio. Los

resultados del analisis de triglicéridos en plasma y HDL se muestran a continuacion.

Triglicéridos tratamiento
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Figura 11. Triglicéridos antes y después del tratamiento con atorvastatina. Se observa la concentracion
plasmatica de triglicéridos pre y post al tiempo 0, 2 y 4 horas posteriores a la ingesta de un alimento hiperlipidico.

Wilcoxon para muestras relacionadas. Mediana + [rango intercuartilar]. p < 0.05 *

Los resultados muestran que la concentracion plasmética de triglicéridos es significativamente
menor en el grupo tratado con atorvastatina, desde el tiempo basal y mantiene esta tendencia

hacia las 2 y 4 horas del posprandio, en contraste con el grupo placebo.
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8.5 Triglicéridos en HDL con Atorvastatina

Posterior al tratamiento con atorvastatina la concentracion de tg-HDL muestra un aumento
significativo al tiempo basal, 2 y 4 horas del posprandio. Contrario a lo que se observa en la
concentracion plasmatica, esto podria explicar un efecto amortiguador por parte de las HDL

ante la disminucion de la concentracion plasmatica de triglicéridos.

Triglicéridos-HDL Tratamiento
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Figura 12. Triglicéridos en HDL antes y después del tratamiento con atorvastatina. Se observa la
concentracién de triglicéridos en HDL pre y post al tiempo 0, 2 y 4 horas posteriores a la ingesta de un alimento

hiperlipidico. Mediana + [rango intercuartilar]. p < 0.05 *

8.6 Prueba de utilidad del medio de cultivo selectivo

Como primera etapa del proyecto realizamos la estandarizacion de un medio selectivo para
bacterias lipoliticas. Este medio estd compuesto por una mezcla de lipidos afiadida a un medio
comercial que le da la caracteristica de tener triglicéridos como unica fuente de carbono. Las
pruebas de funcionalidad del medio se realizaron con muestras de contenido intestinal y
segmentos de intestino delgado de conejos nueva Zelanda (tabla 8). Los resultados muestran
cambios en el crecimiento de bacterias lipoliticas en el segmento de yeyuno y la muestra de
heces en condiciones aerobias, en comparacion con el medio adicionado con estatinas y el

medio control (tabla 9). Estas observaciones podrian dar indicios de que la microbiota
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identificada en heces puede ser un reflejo de las modificaciones que suceden a nivel de
intestino delgado.

Tabla 8. Muestras de tejido y heces

Muestras de tejido (Conejos Nueva Zelanda)

1 Duodeno 10 cm. +/- 5 g de contenido intestinal
2 lleon 10 cm +/- 5 g de contenido intestinal

3 Yeyuno 10 cm +/- 5 g de contenido intestinal

4 Heces fecales +/- 3 g

Se muestran los segmentos de intestino delgado y heces que fueron cultivadas en medio de cultivo selectivo para

bacterias lipoliticas adicionado con atorvastatina.

Tabla 9. Presencia de bacterias lipoliticas

Se muestran los resultados del analisis de segmentos de intestino delgado y heces de un conejo nueva Zelanda

en medio de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas, grupo control y adicionado con atorvastatina.

Segmento Bacterias lipoliticas

Heces aerobiosis (control) -

Heces aerobiosis + atorvastatina +

Yeyuno aerobiosis (control) -

Yeyuno aerobiosis + atorvastatina ++
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8.7 Medio de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas

El medio selectivo para bacterias lipoliticas que fue previamente estandarizado se utilizé para
evaluar el crecimiento bacteriano en muestras de heces de los sujetos participantes, antes y
después del tratamiento con atorvastatina. Con la particularidad de que las muestras se
afladian inmersas dentro del medio de cultivo y eran incubadas bajo condiciones aerobias en
un periodo de 8 a 10 dias. De acuerdo con los resultados, se observo crecimiento Unicamente
en las cajas que contenian muestras obtenidas después del tratamiento con atorvastatina. Las
colonias bacterianas observadas mostraban el halo de hidrolisis lipidica caracteristico de
bacterias lipoliticas (figura 15), entre las especies predominantes se encuentran Escherichia
coli, Klebsiella oxytoca y enterobacter clocae (tabla 9), y su crecimiento y distribucién fueron

distintos entre las muestras de cada individuo.

Antes de Atorvastatina Después de Atorvastatina

Figura 13. Muestras de heces cultivadas en medio de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas. Se

muestran las cajas que contiene muestras antes y después del tratamiento con Atorvastatina. Después del
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tratamiento con atorvastatina se muestra el crecimiento de colonias bacterianas que forman el halo de hidrdlisis

lipidica.

8.8 Medio selectivo adicionado con atorvastatina

Como método de control se realizé la adicion de atorvastatina a una concentracion de 2 mg/dL
a la mezcla del medio de cultivo selectivo. Esta vez utilizando muestras obtenidas antes del
tratamiento con atorvastatina que no mostraron crecimiento en los analisis anteriores.
Siguiendo las mismas condiciones de cultivo los resultados muestran crecimiento
especificamente en las cajas en las que se adiciond atorvastatina al medio de cultivo. Estos
resultados podrian sugerir la interaccién directa del farmaco sobre la capacidad de las
bacterias para metabolizar &cidos grasos como fuente de energia.

Antes de Atorvastatina Antes de atorvastatina +
atorvastatina anadida al
medio de cultivo

Figura 14. Muestras de heces del tiempo previo al inicio del tratamiento con atorvastatina en medio de
cultivo adicionado con atorvastatina. Se muestra el cultivo en dos condiciones distintas: 1. Medio de cultivo

selectivo para bacterias lipoliticas. 2. Medio de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas adicionado con
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atorvastatina a una concentracion final de 2 mg/dL. Los resultados muestran crecimiento de colonias bacterianas

que forman el halo de hidrdlisis lipidica en el medio adicionado con atorvastatina.

Tabla 10. Identificacion de colonias bacterianas por MALDI-TOF

La siguiente tabla muestra los resultados del analisis de crecimiento bacteriano con el medio

de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas especificos de cada participante. En la primer

columna se indican las colonias con crecimiento en el tiempo posterior del grupo tratado con

atorvastatina y a continuacion en la segunda columna se indican los resultados del crecimiento

en muestras del tiempo previo al tratamiento con el medio adicionado con atorvastatina. La

comparacién entre estos grupos demuestra que si bien las especies bacterianas no son

exactamente las mismas con respecto a las muestras obtenidas después del tratamiento,

algunas especies como Escherichia coli y Klebsiella oxytoca coinciden.

Sujeto Bacterias Morfologia Bacterias Morfologia
(Post-Tratamiento (Pre-tratamiento +
Atorvastatina) Atorvastatina afiadida
al medio)

1 Pseudomonas aeruginosa BGN Escherichia coli BGN
Klebsiella oxytoca BGN Pseudomonas BGN
Enterococcus gallinarum CGP mendocinas

2 Escherichia coli BGN Escherichia coli BGN
Enterococcus faecium CGP

3 Enterobacter cloacae BGN Pseudomonas composti BGN
Paeniclostridium sordellii BGP Klebsiella oxytoca CGP

4 Enterobacter cloacae BGN Pseudomonas composti BGN
Escherichia coli BGN Escherichia coli BGN

5 Klebsiella oxytoca BGN Escherichia coli BGN
Enterobacter cloacae BGN Klebsiella oxytoca CGP

6 Escherichia coli BGN Escherichia coli BGN
Enterobacter cloacae BGN

Se muestra el crecimiento bacteriano en medio de cultivo selectivo para bacterias lipoliticas con muestras

posteriores al tratamiento con atorvastatina (columna 1) y muestras previas al tratamiento con adicion de
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atorvastatina directamente en el medio (columna 2). BGN (Bacilos gram negativos), BGP (Bacilos gram positivos),
CGP (Cocos gram positivos), PONER EN ITALICAS

9. Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio son de importancia para abordar nuevas perspectivas
acerca de los efectos secundarios de las estatinas. Uno de los objetivos de este proyecto fue
determinar el efecto de las estatinas sobre la lipemia postprandial. Observamos que la
atorvastatina altera la cinética de lipidos en la etapa postprandial. Para esta evaluacion
utilizamos un alimento hiperlipidico que ha sido utilizado previamente en estudios en estado
de posprandio. De acuerdo con Estrada-Luna et al. (49) las tomas de muestra sanguinea se
realizaron a las 2 y 4 horas posteriores a la ingesta de alimento. El desorden metabdlico
causado por la hipertrigliceridemia postprandial se relaciona directamente con la retencion de
particulas remanentes en la pared arterial y es la causa del desarrollo de la placa de ateroma
(54). Por lo tanto, menores concentraciones en los niveles plasmaticos de triglicéridos durante
el posprandio podrian favorecer la disminucion del riesgo cardiometabdlico, atenuando los
efectos sobre el endotelio vascular. En este sentido, Quintanilla Cantu et al. (55) demostraron
gue la trigliceridemia postprandial inducida por la ingesta de un alimento alto en grasas
disminuye el contenido de colesterol en las HDL. Sus resultados demuestran que las
modificaciones en la composicion de estas lipoproteinas podrian modificar su efecto benéfico

sobre el endotelio vascular.

En esta misma linea, en nuestro estudio evaluamos el perfil lipidico de HDL; los resultados
muestran que los triglicéridos contenidos en estas lipoproteinas aumentan en el ayuno por el
tratamiento con atorvastatina y luego disminuyen ligeramente en el periodo postprandial, en
contraste con la disminucion de la concentracion plasmatica de triglicéridos en ayuno y una
menor lipemia postprandial posterior al tratamiento con atorvastatina. Estos reportes sugieren
gue las HDL realizan una funcion amortiguadora del exceso de triglicéridos en plasma. Este
efecto puede relacionarse al aumento de la actividad de la proteina de transferencia de ésteres
de colesterol (CETP) inducida por las estatinas (56) que promueve el intercambio de ésteres
de colesterol y triglicéridos entre las lipoproteinas. La determinacién de la actividad CETP

puede ser un parametro importante en préximos estudios.
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Por otra parte, para los analisis bacterianos de las especies lipoliticas, desarrollamos un medio
de cultivo con triglicéridos como Unica fuente de carbono. Este medio permitié seleccionar a
las bacterias capaces de hidrolizar y utilizar los triglicéridos como fuente de energia. Durante
la estandarizacion se realizaron pruebas con muestras de contenido intestinal y heces de
conejo Nueva Zelanda. Estos mamiferos hidrolizan y modifican la longitud y dobles ligaduras
de los acidos grasos que ingieren a través de las bacterias presentes en el ciego (57). Dichos
metabolitos, asi como las bacterias lipoliticas presentes en los cecotrofos que excreta el
conejo, son reingeridos para absorber los nutrientes derivados de la fermentacion bacteriana.
De esta forma, el conejo es un modelo adecuado para aislar bacterias lipoliticas de intestino
delgado para la validacion del medio de cultivo selectivo. Los resultados obtenidos al analizar
la viabilidad del medio selectivo demostraron que los cultivos de muestras de heces y
segmentos de yeyuno con exposicidn a atorvastatina mostraban crecimiento de colonias
bacterianas similares en ambas muestras. Esto podria sugerir que los cambios que acontecen

a nivel de intestino delgado pueden reflejarse también en el contenido de excrecion intestinal.

La propuesta de que las estatinas podrian alterar la microbiota relacionada con el metabolismo
intestinal de lipidos surgio de dos estudios previos de nuestro grupo de investigacién. Por una
parte, Mondragon et al, 2019 (35) evaluaron el efecto de atorvastatina sobre el tejido adiposo
en un modelo similar de conejos nueva Zelanda. Observaron que posterior al tratamiento, los
adipocitos mostraban un aumento de tamafio en comparacion con el grupo control, sin
aumento en la ingesta ni la presencia de cambios significativos en el peso corporal con
respecto al grupo control. El aumento de los adipocitos en este estudio se podria explicar por
la generacion en el intestino delgado de acidos grasos de cadena media, los cuales pueden
ser absorbidos y llegar directamente a la circulacion sanguinea sin necesidad de integrarse a
los quilomicrones. De esta forma, podrian fungir como fuente de energia sin contribuir a la
trigliceridemia postprandial detectable por los métodos convencionales. Por otra parte, Flores-
Castillo et al. evaluaron el perfil de acidos grasos contenidos en HDL, también en conejos
tratados con atorvastatina (42). En este ultimo estudio, los acidos grasos saturados de las HDL
disminuyeron, mientras que los acidos linoleico (AL) y a-linolénico (ALA) incrementaron. Es
importante enfatizar que estos Ultimos acidos grasos poliinsaturados son esenciales y los
mamiferos los adquieren exclusivamente de la ingesta de aceites vegetales. Considerando
gue tanto AL como ALA son de origen exdgeno, y que la ingesta calérica no cambié a lo largo

del estudio, los autores sugieren que hay modificaciones a nivel intestinal que favorecen la
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absorcion de ciertos acidos grasos (35). Tomando en cuenta todo lo anterior, nuestra hipétesis
fue que el tratamiento con atorvastatina induce cambios en la absorcion de acidos grasos y

esos cambios podrian estar relacionados con modificaciones de la microbiota intestinal.

En este sentido, Zimmermann et al. (44) evaluaron la actividad de atorvastatina sobre la
microbiota intestinal de ratones bajo distintos regimenes de alimentacion. Compararon 3
grupos: dieta estandar, dieta alta en grasas, y dieta alta en grasas tratados con atorvastatina.
Sus resultados muestran modificaciones en la abundancia relativa y la abundancia absoluta
del microbioma en el grupo con dieta alta en grasas. Sin embargo, estos cambios fueron
menores en el grupo en el cual se habia afiadido atorvastatina, donde el microbioma era similar

a lo mostrado en el grupo con una dieta estandar.

En un estudio bajo condiciones alimentarias similares, Khan et al. secuenciaron el gen 16s
ARNr de ratones posterior al tratamiento con dosis distintas de atorvastatina (45). Tras la
evaluacion de la composicion de la microbiota intestinal a nivel de filos, sus observaciones
reportan que el grupo tratado con atorvastatina de 20 mg/d y que tenian una dieta alta en
grasas aumento la diversidad de su microbioma, especificamente el filo Proteobacteriay a su
vez disminuyo la abundancia de Firmicutes, comparado con dos grupos mas tratados con dosis

de atorvastatina de 5y 10 mg/d.

Con base en todo lo anterior, uno de los objetivos principales de nuestro estudio fue evaluar si
la atorvastatina influye en el crecimiento de bacterias lipoliticas. Nuestros resultados apoyan
esta idea, ya que observamos el desarrollo de bacterias lipoliticas en muestras de heces
obtenidas posterior al tratamiento con atorvastatina, sin embargo estas bacterias no se
encuentran en muestras previas al tratamiento. Interesantemente, hubo desarrollo bacteriano
en medios de cultivo selectivo que contenian muestras previas al tratamiento adicionados con
atorvastatina. Respecto a las especies bacterianas con actividad lipolitica en las muestras
obtenidas después del tratamiento, identificamos Escherichia coli, Klebsiella oxytoca,
Enterococcus gallinarum, entre otras. Las dos primeras desarrollaron también a partir de
muestras obtenidas antes del tratamiento cuando se suplementd el medio con atorvastatina.
Tomando en cuenta todos estos resultados, es probable que la atorvastatina favorezca que las
bacterias adapten su metabolismo para poder utilizar los triglicéridos como fuente de carbono.

No obstante, no se puede descartar la posibilidad de que el efecto antibiético de las estatinas
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previamente demostrado (44) condicione los cambios de la microbiota intestinal. Los estudios

de los mecanismos involucrados en tal switch metabdlico estan garantizados en el futuro.

10. Conclusiones

Nuestros resultados demostraron que el tratamiento con atorvastatina:

e Favorece la proliferacion de bacterias lipoliticas de diferentes especies en cada sujeto,
y este crecimiento es similar en muestras previas al tratamiento al afiadir atorvastatina
directamente al cultivo.

e Aumenta la concentracion de triglicéridos en HDL durante el tiempo basal y la etapa

postprandial posterior a la ingesta de un alimento hiperlipidico.

11. Perspectivas

La siguiente etapa del proyecto se centra en el andlisis de acidos grasos de cadena media en
las muestras de plasma sanguineo obtenidas durante el estado postprandial. Conocer el
comportamiento de estos acidos grasos posterior a la ingesta del alimento puede dar mas
informacion acerca de la relacion entre el mecanismo de accion de la atorvastatina y la

hipertrofia del tejido adiposo.
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