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RESUMEN

La Enfermedad Arterial Coronaria (EAC) constituye la principal causa de muerte a
nivel mundial y se caracteriza por la presencia de hipoalfalipoproteinemia e
hipertrigliceridemia. La suplementacion con acidos grasos omega 3 (n-3), se asocia
con una menor incidencia de eventos cardiovasculares e induce cambios en la
composicion y distribucion de las Lipoproteinas de Alta Densidad (HDL, High
Density Lipoprotein); que podrian relacionarse con modificaciones en su funcion
endotelial. En el presente trabajo se propuso caracterizar el efecto de la
suplementacion de n-3 sobre la distribucién y contenido lipidico de las subclases de
HDL de pacientes con hipertrigliceridemia y evaluar si dichos cambios se relacionan
con modificaciones en la funcibn endotelial de estas lipoproteinas.
Se realiz6 un ensayo clinico cruzado aleatorizado, controlado con placebo en 18
pacientes con hipertrigliceridemia. Los sujetos fueron asignados a 2 grupos (n=9).
El primero inicié con suplementacion de n-3 por un periodo de 5 semanas, y el otro
grupo inicié con placebo, para el posterior cruce de tratamientos. Se evaluo el perfil
de lipidos plasmaticos, el contenido lipidico y de acidos grasos de HDL. La
composicién y distribucién de las subclases, se determiné por electroforesis en gel
de poliacrilamida. La funcion endotelial mediada por HDL, se evalué de forma in
vitro, utilizando anillos de aorta rata Wistar, donde el tejido fue incubado en una
camara de érgano aislado utilizando las HDL aisladas de los pacientes.

Los resultados indican que, al menos en nuestra muestra de pacientes con
hipertrigliceridemia, los n-3 inducen cambios significativos en la composicion lipidica
de HDL y que estos acidos grasos se incorporan a estas particulas. Sin embargo,
no se observaron modificaciones en la funcion endotelial in vitro de las HDL, en los
ensayos con anillos de aorta, lo que sugiere que el mecanismo benéfico de los n-3

sobre la funcion endotelial es independiente de HDL.



ABSTRACT

Coronary Artery Disease (CAD) is the leading cause of death worldwide and is
characterized by the presence of hypoalphalipoproteinemia  and
hypertriglyceridemia. Supplementation with omega 3 (n-3) fatty acids is associated
with a lower incidence of cardiovascular events and induces changes in the
composition and distribution of High Density Lipoproteins (HDL, High Density
Lipoprotein); which could be related to modifications on its endothelial function. In
the present work, it was proposed to characterize the effect of n-3 supplementation
on the distribution and lipid content of HDL subclasses in patients with
hypertriglyceridemia and to evaluate whether these changes are related to
modifications in the endothelial function of these lipoproteins.

A randomized, placebo-controlled crossover clinical trial was conducted in 18
patients with hypertriglyceridaemia. Subjects were assigned to 2 groups (n =9). The
first started with n-3 supplementation for a period of 5 weeks, and the other group
started with placebo, for the subsequent crossover of treatments. The plasma lipid
profile and the lipid and fatty acid content of HDL were evaluated. The composition
and distribution of the subclasses was determined by polyacrylamide gel
electrophoresis. HDL-mediated endothelial function was evaluated in vitro, using
Wistar rat aortic rings, where the tissue was incubated in an isolated organ chamber
using HDL isolated from patients.

The results indicate that, at least in our sample of patients with hypertriglyceridemia,
n-3 induce significant changes in the lipid composition of HDL and that these fatty
acids are incorporated into these particles. However, no modifications were
observed in the in vitro endothelial function of HDL in the aortic ring assays,
suggesting that the beneficial mechanism of n-3 on endothelial function is
independent of HDL.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) son un grupo de patologias
caracterizadas por su larga duracién y evolucion lenta, que constituyen el 70% de
las defunciones anuales a nivel globall. Dentro de las ECNT se encuentran las
enfermedades cardiovasculares (ECV), que son la primera causa de muerte en el
mundo®. La enfermedad arterial coronaria (EAC), es una ECNT que se caracteriza
por estrechamiento y pérdida de elasticidad de las arterias coronarias a
consecuencia de alteraciones en la funcion endotelial, asociadas con el
desequilibrio en el metabolismo de lipidos y lipoproteinas, que propician el
desarrollo y progresion de la placa aterosclerética®.

Distintos mecanismos y condiciones fisiolégicas predisponen al desarrollo de
ateroesclerosis, una de ellas es la hipertrigliceridemia3, que es una condicion
caracterizada por concentraciones plasmaticas de triglicéridos (TGL) >150 mg/dL y
que constituye un factor independiente de riesgo cardiovascular®. La
hipertrigliceridemia induce cambios en la composicion y funcién de las lipoproteinas
de alta densidad (HDL, por sus siglas en ingles High Density Lipoprotein), las cuales
poseen funciones antitromboticas, antioxidantes, antiinflamatorias y protectoras del
endotelio, por lo que se consideran como particulas ateroprotectoras® > 6v7,

Un factor relacionado con menor incidencia de ECV es el consumo de acidos grasos
omega 3 (n-3)%. Se ha demostrado que los n-3 modifican el perfil lipidico,
principalmente disminuyendo la concentracién plasmatica de triglicéridos® 0V 11,

También, se ha reportado que inducen cambios en la distribucion de subclases de

HDLlZ, 13,14y 15_



Sin embargo, en la actualidad existe poca evidencia sobre el efecto de los n-3 sobre
estas lipoproteinas, y si pudieran estar relacionados con modificaciones en su

funcion.

Las HDL tienen una relacion muy estrecha con la funcién vascular al modular
diversas funciones del endotelio; promueven la sintesis de 6xido nitrico (NO)16: 17,
lo protegen ante el estrés oxidativo e inhiben la expresion de moléculas implicadas
en la progresion de la placa aterosclerética, previenen la apoptosis de las células
endoteliales y permiten mantener un estado antitrombdtico, profibrinolitico y
antioxidante® 8, De igual manera, en la actualidad no existe una caracterizacion
de los efectos de n-3 sobre la funcidon endotelial de las HDL y de las posibles

modificaciones en sus subclases?®.

Por lo anterior, es preciso implementar ensayos clinicos y bioquimicos que permitan
conocer los efectos de los &cidos grasos n-3 sobre las HDL, la distribucion de sus
subclases y funcion endotelial en condiciones como la hipertrigliceridemia, como

proponemos en el presente trabajo de investigacion.



2. ANTECEDENTES

2.1Lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares que se encargan del transporte
de lipidos en el plasma sanguineo, constituidas por una fraccion lipidica conformada
por colesterol, TGL y fosfolipidos (PLP), y una fraccién proteica integrada por

diferentes apolipoproteinas (Apo’s), que confieren estabilidad a su estructura®.

Las lipoproteinas se clasifican en 5 tipos de acuerdo con su densidad de flotacion

como se muestra en la Figura 1.

Quilomicrén Lipoproteina de muy baja Lipoproteina de Densidad
Tamafo: >70 nm densidad Intermedia
Densidad: > 0.94 (VLDL, Very Low Density (IDL, Intermediate Density

ma/mL Lipoproteins) Lipoproteins)
Tamafio: 30 a 70 nm Tamafo: 20 a 30 nm
Densidad: 1.006 - 1.019 mg/mL Densidad: 1.019 - 1.063 mg/mL

B
& 1 - e
v o

Lipoproteina de baja Lipoproteina de alta densidad
densidad (HDL, High Density

(LDL, Low density Lipoproteins) Lipoproteins)
Tamanfo: 18 a 25 nm Tamano: 7.5a 12.5 nm

Densidad: 1.063 - 1.120 mg/mL Densidad: 1.020 — 1.210 mg/mL

Figura 1. Clasificacién de lipoproteinas de acuerdo con su densidad
Las lipoproteinas de menor densidad son los quilomicrones seguido en forma ascendente por las
VLDL, IDL, LDL y las HDL. Las HDL poseen mayor densidad y menor tamafio en comparacion con
las otras lipoproteinas. (Modificado de Barquera y Campos 2009)



Es importante resaltar que las lipoproteinas difieren en su composicion lipidica y
proteica, como se muestra en la Tabla 1. Los quilomicrones, VLDL, IDL y LDL,

poseen un mayor contenido de TGL, en comparacién con las HDL?,

Tabla 1. Composicion de lipoproteinas

Lipoproteina | Proteina | Colesterol | Triglicéridos | Fosfolipidos Apo
. L Al All, B-48, C |
— 20, — 10, — 0, — RO ! ! ! !
Quilomicrén 1-2% 1-3% 90 — 95% 3-6% Cll, CIl Y E
VLBL 6-10% | 4 8% 45 — 65% 15-209% | °7100CLENC
DL 20% 38% 35% 30% B-100, C IIl, Y E
LDL
18 — 22% 50% 4 —-8% 18 — 24% B-100
HDL 45 -55% | 20— 25% 2 7% 26— 32% ALATLCLCL,
Cll,DyE

Las lipoproteinas difieren en su contenido de colesterol, fosfolipidos y triglicéridos, asi como en la
fraccion proteica. Poseen apolipoproteinas especificas; la Apo-B caracteriza a las VLDL, IDL y
LDL, mientras que las HDL se caracterizan por contener Apo-Al. (Modificado de Barquera y
Campos, 2009).
2.2 Lipoproteinas de alta densidad (HDL)
Las HDL, son lipoproteinas que se encuentran constituidas en su ndcleo por ésteres
de colesterol y TGL, y en su corteza por colesterol libre (CL) y PLP?2, Estan
conformadas por distintas Apo’s (Tabla 1 y Figura 2) que en conjunto confieren
estabilidad fisicoquimica a las HDL. La Apo-Al, es caracteristica de estas particulas

y constituye el 70% del contenido proteico, seguida de Apo-All con un 20%, y otras

Apo’s (Apo-IV, Apo-C y Apo-E) en menor proporciont®.



Fosfolipidos

Esteres de

Colesterol libre colesterol

Triacligliceroles B ST o R Apo A-I1

ApoC’s

Didmetro 7.2-12 nm

Figura 2. Estructura de las lipoproteinas de alta densidad
Las HDL estan constituidas por una fraccién de lipidos anfipaticos como fosfolipidos y colesterol libre
los cuales se encuentran en su superficie, mientras que las apolipoproteinas como Apo-Al y Apo-All
les confieren estabilidad estructural, y en el nicleo se encuentran lipidos como triglicéridos y ésteres
de colesterol?®. (Modificado de Toledo et al, 2010)

2.2.1 Clasificacién de las HDL
Las HDL son un conjunto de lipoproteinas altamente heterogéneas como producto
del recambio de colesterol y otros lipidos con tejidos periféricos. En consecuencia,
poseen tamafio, composicion y propiedades fisicoquimicas distintas. Se pueden

clasificar por su densidad de flotacién en dos subfracciones?*:

e HDL-2: densidad de flotacion entre 1.063 y 1.12 g/mL.

e HDL-3: densidad de flotaciéon entre 1.12 y 1.21 g/mL.

Por otra parte, la clasificacion de acuerdo con su tamafo es determinado por su
diametro hidrodinamico y se pueden distinguir cinco subclases; HDL-2b, HDL-2a,

HDL-3a, HDL-3b, HDL-3¢?%, como se muestra en la Figura 3.
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HDL, HDL, HDL_

2b 2a 3a
12.3-10.5 10.5-9.9 9.9-8.9 8.9-8.45 8.45-7.9 nm

Figura 3. Clasificacién de HDL de acuerdo con su tamafio
Se presenta la clasificacién de HDL de acuerdo con su radio hidrodinamico. Las HDL-2 son las
particulas de mayor tamafio, mientras que las HDL-3 son las mas pequefias. (Modificado de Toledo
et al, 2010)

2.2.2 Funcién de HDL

Debido a sus funciones cardioprotectoras, el colesterol-HDL (c-HDL) se considera
como un factor protector, ya que una concentracién >40 mg/dL se relaciona de
manera inversa con la incidencia de eventos cardiovasculares?®: 27,

Ademas, las HDL poseen propiedades antioxidantes, antitrombdticas vy
antiinflamatorias que contribuyen a su potencial antiaterogénico?®?’.
Las propiedades antiinflamatorias de las HDL se deben a que inhiben la expresion
de moléculas de adhesién vascular como la E-selectina, la Molécula de Adhesion
Intracelular 1 (ICAM-1) y de la Molécula de Adhesién Celular Vascular 1 (VCAM-1),
las cuales, promueven la progresion de la placa aterosclerética'®. Por otra parte, las
propiedades antioxidantes de las HDL se asocian a la enzima Paraoxonasa-1 (PON-
1), que evita la peroxidacion lipidica de las LDL neutralizando los lipidos
peroxidados, transformandolos en compuestos biolégicamente inocuos?® 2°.

No obstante, la evidencia no es concluyente, ya que algunos individuos con
concentraciones de c-HDL <40 mg/dL, no presentan un mayor riesgo
cardiovascular®. La mutacibn Apo A-l Milano, se caracteriza por presentar

concentraciones bajas de c-HDL, sin embargo, los individuos poseen mayor



longevidad y menor incidencia de eventos cardiovasculares®!. Por el contrario,
sujetos con mutaciones en el gen que codifica para la proteina de transferencia de
ésteres de colesterol (CETP, por sus siglas en inglés Cholesteryl Ester Transfer
Protein), muestran mayor incidencia de eventos coronarios a pesar de presentar
concentraciones elevadas de c-HDL (>80 mg/dL)32.

Actualmente se reconoce que la elevacion plasmatica de c-HDL, por medio de
terapia farmacologica, no ejerce una disminucién del riesgo cardiovascular, debido
a que las HDL constituyen un grupo de moléculas de mayor complejidad.
Su metabolismo y funcién, ademés de la composicion y distribucion de sus
subclases, son resultado de un continuo proceso de remodelacion durante el
intercambio de distintos compuestos lipidicos con otras lipoproteinas y tejidos
periféricos??, donde interactan con enzimas, proteinas y receptores celulares que
modifican su estructura y actividad biol6gica?’.

2.2.3 Transporte reverso de colesterol (TRC)

El TRC es definido como el retorno de colesterol de las células periféricas hacia el
higado (Figura 4), en donde una parte es reciclada para estructurar membranas
celulares, para la sintesis de hormonas esteroideas y otra destinada a la formacién
de bilis?%:32. El TRC tiene como finalidad impedir la acumulacién de colesterol en los
tejidos, y evitar la progresion de la placa aterosclerética®3. Ademas, en presencia de
hipertrigliceridemia, se ha observado un aumento en el contenido de TGL en las
particulas HDL y disminucion en la concentracion plasmatica de c-HDL, asi como

menor capacidad cardioprotectora34 35 36y 37,
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Tras su sintesis intestinal y hepatica, las HDL nacientes denominadas Pre-1, pobres en lipidos y
con estructura discoidal, son liberadas a la circulacion por los hepatocitos (1), donde por accién de
la proteina de membrana ATP-casete de unién A1 (por sus siglas en ingles ABCA-1, ATP-Binding
Cassette A1) adquieren colesterol libre y fosfolipidos de los tejidos periféricos (2), convirtiéndolas en
particulas HDL-3. El colesterol posteriormente es esterificado por la enzima Lecitin Colesterol Acil-
Transferasa (LCAT) (3), lo que provoca que las HDL-3 aumenten de tamafo, transformandolas en
HDL-2 esféricas (4). Posteriormente las HDL-2 pueden continuar el ciclo por dos vias. En el caso de
la via 1, el colesterol esterificado de las HDL-2 es reducido por los hepatocitos por el receptor de
barrido clase B (por sus siglas en ingles SRB-1, Scavenger Receptor B Type 1), las lipoproteinas
remanentes de este proceso son HDL-3, las cuales tienen capacidad de reiniciar el ciclo, mientras
que los remantes que contienen Apo B son catabolizados principalmente en el higado por los
receptores Apo B/E. Por otra parte, en la via 2 por accion de la CETP, las HDL-2 transfieren colesterol
esterificado a lipoproteinas que contienen Apo-B (quilomicrones, VLDL y LDL) e intercambian
triglicéridos (5). Los triglicéridos captados por las HDL-2, son hidrolizados por la lipasa hepatica, que
en conjunto con la Proteina de Transferencia de Fosfolipidos (PLTP) generan una HDL-3 y una
particula Pre-B1, que pueden reiniciar el ciclo de captacion de colesterol (6). Las particulas que
contienen Apo-Al, son metabolizadas en el higado por medio del receptor Apo B/E o a través del
rinon®2 33 (Modificado de Pérez-Méndez, 2000)



2.2.4 Propiedades endoteliales de las HDL

El endotelio vascular se constituye por una monocapa de células que recubren la
pared interna de vasos y capilares. Mediante mecanismos especificos, regula el
flujo sanguineo, permeabilidad y tono vascular a través del Oxido Nitrico (NO); un
potente vasodilatador sintetizado por Oxido Nitrico Sintetasa Endotelial (ONSe)3®.
El NO a su vez, inhibe la adhesion y agregacion plaquetaria, impide la proliferacion
de células musculares lisas y la expresién de E-selectina y VCAM-13° 40 ademas,
mantiene un estado antitrombético, profibrinolitico y antioxidante!®.

En este contexto, las HDL inhiben la apoptosis de células endoteliales (CE)
mediante la regulacién de vias en las que participa apoA-128. Ademas, las HDL
favorecen la estabilidad de la ONSe, inducen la cascada de sefializacién para su
fosforilacion y aumentan su tiempo medio de vida y abundancial’: 41 ¥ 42, También
interactian con receptores de sefializacion como ABCAL, presentes en células
endoteliales, los cuales, se ha propuesto que pudieran asociarse a la internalizacion
de HDL en estas células, aunque este mecanismo aun no es bien conocidol’: 43,
Estudios previos de nuestro grupo, en el Instituto Nacional de Cardiologia,
demostraron que las células endoteliales en cultivo internalizan a las HDL. Durante
este proceso, las HDL depositan colesterol y esfingomielina en las células
endoteliales*3. Esta entrega de lipidos por parte de las HDL a las células en cultivo
da como resultado una reduccién de la expresion de ICAM-1 que depende de la
esfingomielina. Ademas, la internalizacién de las HDL induce la activacion de la
fosforilacidon de la ONSe, en un proceso que depende solo de la presencia de

colesterol en la particula*.
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Estos resultados sugieren que las HDL regulan la funcion endotelial en un proceso
que depende de la composicion lipidica de la lipoproteina®3.
Cabe destacar que bajo ciertas condiciones las HDL sufren alteraciones en su
capacidad antioxidante, antiinflamatoria y endotelial, principalmente en sujetos con
diabetes mellitus (DM), hipertrigliceridemia o con defectos en el metabolismo de
lipoproteinas. Ademas, se ha observado que las HDL de pacientes con enfermedad
coronaria exhiben propiedades proinflamatorias cuando son expuestas a CE
induciendo disfuncién endotelial y el desarrollo de ECV#4 > 44y 45,
La disfuncién endotelial se ha identificado como un factor comdn en las ECV y
metabdlicas, en especial con la EAC, por lo que actualmente se considera como un
factor predictor de eventos clinicos al constituir una de las primeras etapas de la
formacion de la placa ateroesclerosa“®.

2.3 Disfuncién endotelial (DE)
La DE se caracteriza por un desequilibrio en la produccion de sustancias
vasoactivas y pérdida de la integridad vascular, que produce inhibicién de la sintesis
de NO y sobreexpresion de agentes vasoconstrictores, provocando un aumento del
tono vascular e inflamacién, agregacion plaquetaria, proliferacion de células
musculares lisas, incremento de la permeabilidad vascular y desarrollo de la placa

aterosclerotica3# 46,
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Enfermedades metabdlicas como HTA y DM propician defectos en la funcién
endotelial*®, ocasionando efectos como*’:

» Reduccioén en produccién de NO

= Aumento en el depdsito de lipidos

= Hiperproduccion de radicales libres

= Pérdida de control del tono vascular

= Estrés oxidativo

= Aumento de adhesion plaquetaria

= Aumento de adhesion para leucocito-monocito

»= Reduccién en produccion de Prostaglandina Il

Estas condiciones también se encuentran asociadas con la presencia de
dislipidemia aterogénica, caracterizada por la presencia de particulas LDL
pequefias y densas en el espacio subendotelial 8. Asimismo, se relacionan con
disminucién en la funcién antioxidante de la enzima PON-1, y desacoplamiento de
la Apo-Al, responsable de anclar las HDL discoidales a membranas ricas en
colesterol y facilitar su intercambio, evitando su acumulacion en distintos tejidos

periféricos y macréfagos?®: 0,

2.4Formacion de la lesion aterosclerotica
La aterosclerosis es una patologia crénico-inflamatoria caracterizada por
engrosamiento y pérdida de elasticidad de los vasos sanguineos, consecuencia de
la acumulacion en el espacio subendotelial de colesterol, colageno, calcio,
macroéfagos y linfocitos, ademas de la proliferacion de células del musculo liso y
expresion de citocinas y de factores de crecimiento®’: 5. El proceso de la formacion

de la placa aterosclerotica se describe en la Figura 5.
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Espacio subendotelial

Figura 5. Formacion de la placa aterosclerética

El endotelio vascular disfuncional facilita la infiltracion de LDL al espacio subendotelial, donde son
oxidadas por especies reactivas de oxigeno (ROS), generando LDL-ox que estimulan al endotelio
para producir moléculas de adhesion, como VCAM e ICAM, permitiendo que los monocitos se
adhieran a su superficie y se internalicen en la subintima diferenciandose a macrofagos, los cuales,
fagocitan las LDL-ox, pero al no poder metabolizar su colesterol se transforman en células
espumosas, generando una respuesta quimiotactica, que atrae mas monocitos a la zona dafiada e
inducen apoptosis celular. Por otra parte, los macrofagos liberan Interleucina-1 (IL-1), responsable
del proceso inflamatorio, lo que induce la migracién de linfocitos T, dando paso a la proliferacion de
musculo liso, debido que junto con el calcio forman una capa fibrosa para cubrir el nucleo lipidico de
la zona afectada 52 53, (Modificado de Pefia de la Sancha, 2018)

A medida que la congregacion de diversos factores promueve la progresion de la
placa, esta podria ocasionar la oclusién de la luz arterial o el desprendimiento de un
trombo a la circulacién, provocando un evento cardiovascular agudo®*.
2.5 Factores de riesgo cardiovascular

Las manifestaciones clinicas de la ateroesclerosis son la enfermedad
cerebrovascular y EAC?, que surgen como consecuencia de la suma de factores de
riesgo cardiovascular.

Entre los factores no modificables, se incluye la edad (> 40 afios), género masculino
y predisposiciéon genética. Por otro lado, los factores modificables comprenden el
consumo de alcohol y tabaco, inactividad fisica y una dieta inadecuada, con alto

contenido de hidratos de carbono simples y grasa saturada, que se asocian a
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alteraciones en el perfil de lipidos como hipertrigliceridemia en ayuno y favorecen el
desarrollo de obesidad abdominal®® ¢,

La obesidad abdominal, se caracteriza por exceso de tejido adiposo visceral,
relacionado con resistencia a la insulina, dislipidemia e HTA%’. Segln el Instituto
Nacional de Salud de Estados Unidos®8, la obesidad abdominal constituye un criterio
para la evaluacion de riesgo cardiovascular y se define por una circunferencia de
cintura >102 cm en hombres y >88 cm en mujeres. Asimismo, el indice de cintura-
cadera (ICC) se determina mediante su cociente y clasifica el riesgo

cardiovascular® como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. indice de cintura cadera.

Riesgo cardiovascular Mujeres Hombres
Bajo <0.80 <0.95
Moderado 0.81a0.84 0.96 a 0.99
Alto >0.85 21

El ICC mide el nivel de grasa visceral y se estima como el cociente del perimetro de cintura y
cadera. La OMS establece pardmetros normales para la determinacion de obesidad abdominal.
(Modificado de Rosas y Attie, 2007)

De acuerdo con el Panel Ill de Tratamiento de Adultos (ATP Ill) del Programa
Nacional de Educacion sobre el Colesterol (NCEP) de Estados Unidos de América,
la obesidad abdominal en conjunto con otros factores de riesgo metabdlico como
sucede con la dislipidemia aterogénica, la presion arterial elevada y la resistencia a
la insulina, propician un estado protromboético e inflamatorio que se encuentran

ligados con un incremento del riesgo cardiovascular®? 62,
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2.6 Dislipidemias
Las dislipidemias o alteraciones en la concentracion sérica de lipidos incrementan
potencialmente el riesgo cardiovascular®2. En México las de mayor prevalencia son
hipercolesterolemia, hipoalfalipoproteinemia e hipertrigliceridemia®?. En cuanto a los
valores de referencia de concentraciones séricas de lipidos, el ATP Il establece los

parametros ilustrados en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de referencia de lipidos plasmaticos.

Lipidos Concentraciéon (mg/dL) thegoria
<100 Optimo
100 - 129 Deseable
c-LDL 130 - 159 Limite alto
160 — 189 Alto
=190 Muy alto
<200 Deseable
Colesterol total 200 — 239 Limite alto
2 240 Alto
<40 Bajo
c-HDL > 60 Deseable

El ATP Il establece los parametros de concentracién de lipidos plasmaticos de colesterol-LDL (c-
LDL), colesterol total y colesterol-HDL (c-HDL), en la cual, se asigna un riesgo cardiovascular.
(Modificado de: Adult Treatment Panel Ill, ATP Ill, 2001)

2.6.1 Hipertrigliceridemia
Se define por una concentracion plasmatica elevada de TGL (>150 mg/dL)®. Su
importancia clinica radica en que contribuye al desarrollo de ateroesclerosis y
EACS3 64, Se asocia con la formacion de particulas de LDL mas densas y pequenias,
que se internalizan facilmente en la pared arterial, lo que les confiere alta capacidad
aterogénica, por lo cual, es considerada como un factor de riesgo independiente en
el desarrollo de ECV®®. Su clasificacion de acuerdo con la concentracion sérica de

TGL se describe en la Tabla 4.
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Tabla 4. Clasificacién de triglicéridos séricos

Concentracién de Triglicéridos (mg/dL) Clasificacion
<150 Deseable
150 — 199 Limite alto
200 — 499 Alto
= 500 Muy alto

De acuerdo con el Panel Il de Tratamiento de Adultos, establece la concentracion
de triglicéridos plasmaticos, relacionado al riesgo cardiovascular. (Modificado de:
Adult Treatment Panel Ill, ATP IIl, 2001)

Los factores que influyen en el desarrollo de la hipertrigliceridemia se clasifican en
primarios, cuando son a causa de factores genéticos e incluyen una amplia gama
de mutaciones en genes que intervienen en el metabolismo lipidico®. Por ejemplo,
el déficit de lipoproteinlipasa o de su cofactor ApoC-Il, induce una elevacion de
quilomicrones y aumento de TGL transportados por VLDL, debido a que son un
factor clave para su metabolismo e hidrélisis®’.

La hipertrigliceridemia secundaria se presenta como consecuencia de DM,
obesidad, insuficiencia renal, resistencia a la insulina, o consumo de farmacos como
estrogenos, B-bloqueadores o diuréticos®®. También, se asocia con consumo
excesivo de hidratos de carbono simples, como azUcares refinados®®, por lo que la
OMS recomienda que el consumo de azlUcar simple debe ser <10%, del
requerimiento caldrico total’.

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn 2016, estimé que en la poblacion
mexicana la proporcion del consumo de bebidas azucaradas no lacteas es de
85.3%, de botanas, dulces y postres un 38.8% y un 45.6% de cereales dulces’!. El
consumo excesivo de carbohidratos propicia la lipogénesis, donde a partir de la

glucolisis se obtiene piruvato y posteriormente acetil-CoA, que por accion de CoA-
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carboxilasa es convertido en Malonil-CoA, paso clave en la sintesis de acidos
grasos, que son esterificados con glicerol para formar TGL"2.
Por otro lado, en la via exdégena del transporte de lipidos, los TGL son distribuidos
a tejidos periféricos por medio de quilomicrones, que son hidrolizados por accion de
la LPL, liberando acidos grasos, que son captados por células musculares y
adiposas. Asimismo, las VLDL y LDL transportan los derivados lipidicos de la
sintesis hepatica a diferentes tejidos periféricos’2.
La elevacion plasmética de TGL se asocia con incremento de c-LDL, caracterizado
por particulas mas aterogénicas que promueven el proceso inflamatorio en el
endotelio y concentraciones bajas de c-HDL, relacionadas con alteraciones en la
funcionalidad de estas lipoproteinas. Por ello, la hipertrigliceridemia se considera un
factor importante de riesgo cardiovascular 6 73 74. 75,

2.6.2 Epidemiologia de la hipertrigliceridemia
En poblacibn mexicana, la incidencia de hipoalfalipoproteinemia e
hipertrigliceridemia es mayor que en otras poblaciones®34. Al respecto, en un
estudio realizado en 161,270 mexicanos, se detectd una incidencia de
hipertrigliceridemia de 45,7% en mujeres y 40.40% en hombres, en un rango de
edad de 41 a 61 afios®? 64, Otros estudios epidemiol6gicos muestran que en México
la prevalencia de hipertrigliceridemia de la poblacion total es de 31.5% y se
encuentra asociada con la presencia de variantes genéticas como el APOA5 y

MLXIPL® 77,
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La Norma Oficial Mexicana “NOM-037-SSA2-2012: tratamiento y control de
dislipidemias”, indica el uso de farmacos hipolipemiantes como niacina, estatinas y
fibratos, que a través de diversos mecanismos ejercen una disminucion plasmética
de triglicéridos e incremento en los niveles c-HDL, con la finalidad de evitar el
desarrollo de EAC y sus complicaciones’ 7°,
Sin embargo, indica como intervencion primaria para la hipertrigliceridemia la terapia
nutricional y cambios en el estilo de vida’®. Por lo tanto, el uso de nutracéuticos, que
se definen como un alimento o parte de este, que proporciona beneficios
medicinales para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades®, han tomado
importancia en los ultimos afos. Entre estos, destaca el uso de é&cidos grasos
poliinsaturados, que se asocian con un papel cardioprotector® 10y 11,

2.7 Acidos Grasos Poliinsaturados
Los &cidos grasos polinsaturados forman parte de los acidos grasos (AG), se
encuentran constituidos por una cadena hidrocarbonada larga y un grupo carboxilo
(-COOH), que le proporciona caracteristicas fisicoquimicas especificas®’. Los AG
se clasifican de acuerdo con la presencia de dobles enlaces en®?:

= Acidos grasos saturados (AGS): cuando hay ausencia de enlaces dobles.

= Acidos grasos monoinsaturados (AGMI): cuando presentan un doble

enlace en su cadena hidrocarbonada.
= Acidos grasos poliinsaturados (AGPI): cuando presentan dos o mas

dobles enlaces en su cadena hidrocarbonada.
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De acuerdo con las caracteristicas de una dieta correcta, los AG deben aportar un
30-35% del requerimiento energético total, del cual los AGS deben cubrir un 10%,
los AGMI un 15%, y los AGPI un 10%"°. Los AGPI, se clasifican de acuerdo con la
ubicaciéon del primer doble enlace contando a partir del metilo terminaltl. Los
Omega-6 (n-6) se caracterizan por la presencia del primer doble enlace en el
carbono 6, en los cuales se incluye a los acidos linoleico (LA) y araquidénico (AA).
Por otra parte, los n-3 presentan el primer doble enlace en el tercer atomo de
carbono e incluye el acido alfa-linolénico (ALA), &cido eicosapentaenoico (EPA) y el
acido docosahexaenoico (DHA). Cabe sefialar que estos se denominan &cidos
grasos esenciales, debido a que no pueden ser sintetizados en el organismo

humano y es necesario obtenerlos de fuentes dietéticas®3 84y 85,

2.7.1 Acidos Grasos Omega-3
Dentro de la familia de los n-3 destaca el ALA, que se encuentra principalmente en
alimentos como la chia, coles de bruselas, nueces y linaza®. Su consumo
recomendado es de 2,2 g/dia®. El ALA a través de una secuencia alterna de
desaturaciones y elongaciones dependientes de malonil coenzima A, genera EPA
(C20:5) y DHA (C22:6)8%, como se describe en la Figura 6. Sin embargo, se estima
que la tasa de conversion dentro del organismo de ALA a EPA esde 0.2 a 8% y de
0.13 a 6% para el DHA87:88Y8_Por |o tanto, como parte de una dieta saludable para
cubrir los requerimientos fisiologicos, la recomendacion de consumo al dia de EPA
y DHA es de 2.0 y 0.250 g, respectivamente. El EPA y el DHA se encuentran

presentes en alimentos como sardina, ostion, trucha, arenque, anchoa y salmén?®,
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Por otra parte, dentro de la familia de los n-6 se encuentra el LA que por accion de
las enzimas desaturasas A5, A6 y elongasas dan origen al AA (C20:4), el cual, es
precursor de eicosanoides bioactivos, como se describe en la Figura 6. Es
importante mencionar que los n-3 y los n-6 emplean el mismo complejo enzimético
para su sintesis, por lo que el n-6 puede actuar como inhibidor competitivo del n-3
y sus metabolitos derivados, disminuyendo sus efectos antiinflamatorios. En ello
radica la importancia de mantener una proporcion adecuada en el consumo de

AGP|82, Ny 91_
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Figura 6. Metabolismo y bioconversién de acidos grasos poliinsaturados omega 3y 6.
Durante la biosintesis de los AGPI, participan las enzimas desaturasa A5 y A6, las cuales, actuan
agregando un doble enlace a través de la eliminacion de hidrogeno. Por otra parte, las elongasas
agregan dos atomos de carbono a la estructura. La bioconversion de los acidos grasos insaturados
en el organismo depende de dos vias; una por accién de la ciclooxigenasa y otra por lipooxigenasa
generando eicosanoides, los cuales son responsables de inducir o inhibir la inflamacién®. (Tomado
y modificado de Valenzuela et al, 2011)

El n-3 y el n-6 compiten por su incorporacién en los fosfolipidos de la membrana
celular, donde la fosfolipasa A2, hidroliza los enlaces de los fosfolipidos, liberando

los AGPI, que por accién de las enzimas ciclooxigenasa y lipooxigenasa dan origen
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a eicosanoides como leucotrienos, tromboxanos y prostaglandinas, que intervienen

en diversos procesos fisiol6gicos®*, como se describe en la Tabla 5.

Tabla 5. Efectos metabolicos de los eicosanoides.

Efecto Proinflamatorio

Efecto antiinflamatorio

Omega 6 (AA)

Omega 3 (EPA)

Via ciclooxigenasa

PGE2: potente mediador del
dolor, la fiebre y del aumento
de la permeabilidad vascular.

PGI3: antiagregante leve.
PGE3:

vasodilatador.

antiagregante leve y

Omega 6 (AA)

Prostaciclina 12: vasodilatador,

antiagregacion plaquetario?.

Omega 6 (AA)

Omega 3 (EPA)

Via lipooxigenasa

LTB4: proinflamatorio,
produce agregacion de
neutréfilos y quimiotaxis de
neutréfilos y eosindfilos.

LTC4: proinflamatoria,
promueve la permeabilidad
de las células endoteliales,
contrae las células del
mausculo liso y estrecha vias
respiratorias periféricas.

LTB5: no quimiotaxico, inhibe

adhesion.

LTD4: contrae las células del
mausculo y estrecha las vias
respiratorias periféricas.

TX-A2: induce agregacion
plaquetaria, potente efecto
vasoconstrictor.

TXA3: vasoconstrictor débil y baja
agregacion plaquetaria.

Los eicosanoides son metabolitos derivados de los AGPI. Los derivados de los n-6, generan un
aumento en la permeabilidad vascular y produccion de moléculas mediadoras de inflamacién, dolor
y agregantes plaquetarios®. Por lo que los derivados del metabolismo de los n-3 podrian
contrarrestar sus efectos y se asocian con efectos benéficos en la prevencion de ECVE.
(Modificado de Valenzuela et al, 2011)

El EPA ejerce un efecto competitivo con los eicosanoides derivados del AA. A través

de la via ciclooxigensa, genera TX-A3, PG (I3, E3) y LT-B5, que reducen los efectos

pro-inflamatorios y mantienen los niveles de Prostaciclina 12, la cual, ejerce un

efecto inhibitorio de agregaciéon plaquetaria y vasodilatador®*. Asimismo, se ha

observado que el DHA reduce la expresion endotelial de E-selectina, ICAM-1 y
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VCAM-1 e inhibe la capacidad de adhesion de los monocitos®*. Ademas, disminuye
la expresion de la proteina de unién al elemento de respuesta a esteroles SREBP-
1 (por sus siglas en inglés sterol regulatory element binding protein-1) lo cual, reduce
la sintesis de novo de los acidos grasos y su almacenamiento®.
2.7.2 Omega-3y Enfermedad Cardiovascular

Diversos estudios epidemiologicos han evidenciado la relacién entre el consumo de
n-3 y menor incidencia de ECV. En 1976 Bang et al. (8), observaron en una
poblacién de nativos de Alaska, una menor incidencia de eventos cardiovasculares
relacionada con un consumo elevado de pescado de agua fria, rico en EPA 'y DHAS,
Derivado de estas observaciones, el estudio GISSI (Gruppo Italiano per lo Studio
della Sopravvivenza nell’Infarto Miocardico GISSI-Prevenzione) demostré que al
suplementar n-3 (1000 mg/dia por 3.5 afios) a pacientes con enfermedad
miocardica, estos presentaban menor riesgo de muerte subita en comparacién con
el grupo no suplementado®? 92,

Asimismo, el estudio Japonés de Intervencion con Acido Eicosapentaenoico (Japan
Eicosapentaenoic Acid Lipid Intervention Study, por sus siglas en inglés JELIS),
investigaron el efecto del EPA (1800 mg/dia) como tratamiento coadyuvante en
pacientes con EAC tratados con estatinas. En el cual, se demostré una reduccion
en la concentracion de colesterol total y TGL, ademas de una menor incidencia de
eventos coronarios en el tratamiento combinado de estatinas y n-3 en comparaciéon
con los que Unicamente llevaron tratamiento farmacolégico®s. El EPA y el DHA
disminuyen la concentracion sérica de TGL, VLDL y de marcadores inflamatorios,

por lo cual, se ha empleado en el tratamiento y prevencién de EC\V/85 90,94y 95,
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La Asociacion Americana del Corazon recomienda el consumo de 2 a 4 g/dia de
EPA y DHA, para lograr una reduccién de TGL del 20 a 40%°.

Los efectos metabdlicos de los n-3 se deben en gran parte a la activacion y
modulacién de una subfamilia de receptores nucleares denominados Receptores
activados por el proliferador de peroxisomas (por sus siglas en ingles PPAR’s,
Peroxisome Proliferator-Activated Receptors), los cuales, actian como factores de
transcripcion. Se encuentran conformados por tres tipos; PPAR-a, PPAR-B y PPAR-
Y, que modulan genes que regulan el balance energético, homeostasis de glucosa,
metabolismo de lipidos y lipoproteinas®’: %8,

En particular, los PPAR-a estimulan la oxidacion de AG a través de la 3-oxidacion
mitocondrial y peroxisomal en érganos como el higado, corazén y tejido adiposo
marrén, ademas de aumentar los niveles plasméticos de c-HDL, regular la sintesis
y transporte de colesterol®”: % y disminuir los niveles plasmaticos de TGL"3.Por otra
parte, los PPAR-y regulan la diferenciacion del tejido adiposo, lipogénesis,
sensibilidad a la insulina, expresion de enzimas del metabolismo de lipidos como la
LPL, e incrementa el aclaramiento de TGL. El consumo de n-3 estimula la expresion
de PPAR’s y también modifica la respuesta inflamatoria al modular la expresion de
genes como NF-KB99:100.101,

Por otro lado, los PPAR-B actuan como reguladores de la oxidacion de AG en
distintos tejidos, regula el metabolismo mitocondrial, interviene en el metabolismo
de lipidos y lipoproteinas y posee una accion antagonica de la respuesta

proinflamatorial?.
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A pesar de que es bien conocido el efecto benéfico de los n-3 sobre el perfil lipidico
y su efecto cardioprotector, en la actualidad no existe una caracterizacién sobre los
posibles cambios en la estructura y composicion lipidica de las lipoproteinas de alta
densidad por efecto de los n-3. Asimismo, poco se sabe sobre los cambios en la
funcién endotelial de las HDL durante la suplementaciéon con n-31°.
2.7.3 Omega-3y efectos sobre las HDL

Evidencia actual sugiere que el consumo de n-3 ejerce efectos sobre la funcion y
distribucion de subclases de HDL y otras lipoproteinas, lo que podria estar
relacionado con su efecto cardioprotector. Al respecto, Woodman et al. (14),
demostraron que tras la suplementacion con EPA y DHA (4 g/dia) durante 6
semanas en pacientes con DM tipo 2, presentaron cambios en la distribucion de
subclases de HDL, principalmente un aumento en la subpoblacién de HDL-2. Asi
mismo, identificaron una disminucion en la subclase HDL-3, sin cambios en la
concentracion de c-HDL o c-LDL, sin embargo, se reportd un incremento en el
contenido de colesterol en la subclase HDL-24.

En adicion, Petersen et al. (13), reportaron en pacientes con DM e
hipertrigliceridemia, un aumento de particulas HDL-2a y HDL-2b, asi como una
disminucién de la subclase HDL-3, posterior a la suplementacion con aceite de
pescado (4 g/dia durante 8 semanas), sin detectar cambios significativos en las
concentraciones plasmaticas de c-LDL y c-HDL!3. También, se ha identificado en
pacientes con DM2 suplementados con n-3, que induce una reduccién en la

proporcién de particulas VLDL y HDL-214,
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Calabresi L. et al. (7), documentaron que tras la suplementacién de 4 g/dia de n-3
durante 8 semanas en pacientes con hiperlipidemia familiar, se presenté un
incremento en la fraccion HDL-2a y HDL-2b y disminucién en los niveles de HDL-3a
y HDL-3b’. Asi mismo, Wooten et al. (15), reportaron en hombres sanos sedentarios
suplementados con acidos grasos n-3 (EPA 4.55 g/d, DHA 1.6g/d), cambios en la
distribucion de subclases de HDL, principalmente una disminucién de particulas
HDL-3ay 3b, y un aumento de HDL-2b y 2a mas grandes Y flotantes®®.

Tanaka et al. (103), observaron en sujetos con dislipidemia, un incremento en la
actividad antioxidante de PON-1 asociada a HDL posterior a la administracién oral
de EPA (1800 mg/d, 4 semanas). También, identificaron que las HDL enriquecidas
con EPA promueven la reparacién endotelial, ademas de aumentar el eflujo de
colesterol desde los macréfagos y reducir la expresion de moléculas de VCAM-1193,
Esto sugiere, que tales modificaciones posteriores a la suplementacion con n-3,
podrian estar relacionadas con mejoras en su funcion endotelial y convertirlas en
particulas con un mayor potencial antiaterogénico que ayuden a reducir el riesgo
cardiovascular.

Esto podria explicarse por la estrecha interaccion de los n-3 en el metabolismo de
las lipoproteinas a través de los PPARs®4. Se ha comprobado que los fibratos, por
medio de la activacion de PPAR-a incrementan los niveles de c-HDL, disminuyen
los niveles de triglicéridos y la expresion de Apo-Clil e inducen Apo-Al y Apo-All%7.
PPAR-a promueve el eflujo de colesterol desde los macréfagos a Apo-Al°.

De acuerdo con la evidencia presentada anteriormente, los n-3 podrian ejercen un
efecto cardioprotector por medio de cambios inducidos en el contenido lipidico de

HDL. Estos cambios en su composicion lipidica podrian mejorar sus funciones
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benéficas con respecto al funcionamiento endotelial. Sin embargo, en la actualidad
no existe una caracterizacion de estos cambios y sus posibles efectos en las
modificaciones sobre la funcion endotelial mediada por las HDL. En consecuencia,
es necesaria la investigacion sobre el efecto de los n-3 sobre la composicién y la
funcion de las HDL.

Por lo tanto, en el presente trabajo proponemos que la suplementacion con acidos
grasos n-3, induce cambios favorables en la estructura y composicion de las
particulas HDL, relacionados con una mejora en su capacidad cardioprotectora,

especificamente en su funcién endotelial.
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3. JUSTIFICACION
Las ECV constituyen un serio problema de salud publica y representan una gran
carga socioeconémica para los sistemas de salud e instituciones gubernamentales?.
En la actualidad, es comun un estilo de vida sedentario acompafiado de una ingesta
excesiva de hidratos de carbono simples y acidos grasos saturados, que favorecen
el desarrollo de hipertrigliceridemia, desequilibrios en el metabolismo de las
lipoproteinas y deterioro de la funcién del endotelio vascular, lo que incrementa el
riesgo metabdlico de desarrollo y progresion de la placa aterosclerética? 9,
Por otra parte, las HDL tienen una relacion muy estrecha con la funcion vascular y
modulan diversas funciones del endotelio, como la inhibicion de la expresion de
VCAM-1 e ICAM-1, previenen la apoptosis de las células endoteliales y promueven
la sintesis del NO16: 38,39y 40,
A pesar de que diversos estudios epidemiol6gicos han comprobado una relacion
inversa entre la concentracion de c-HDL y la incidencia de eventos
cardiovasculares??27¥31 en las Ultimas décadas, la evaluacion de otros parametros
para determinar la capacidad ateroprotectora de las HDL ha cobrado importancia,
dentro de los que destaca la evaluacion de subclases de HDL** 43, Estas pueden
variar en su papel cardioprotector, al ser un grupo de particulas altamente
heterogéneas y cuya funcion podria depender de su composicion lipidica y proteica.
Sin embargo, la evidencia aln no es concluyente?3 44,
Por otra parte, el consumo de n-3 se relaciona con una menor incidencia de ECV?;
principalmente porque promueven una disminucién en la concentracion de TGL

plasmaticos® 10 ¥ 1 Sin embargo, no es suficiente para explicar su efecto
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cardioprotector, y en la actualidad no se conocen a profundidad todos sus
mecanismos34. Una posible explicaciéon, es que sirven como ligando para los
PPARSs, que modulan diversas vias del metabolismo lipidico y de las lipoproteinas®*.
Lo anterior, pudiera estar relacionado con cambios en el metabolismo y composicion
de las HDL, asi como modificaciones en su funcién y la distribucion de sus
subclases® %7,

Estudios realizados por diversos grupos de investigacion” 48, asi como resultados
de nuestro laboratorio, sugieren que las HDL funcionan como vectores lipidicos del
higado hacia los tejidos periféricos, y que la calidad de los lipidos transportados
podria afectar la funcion de estos tejidos®*.

Ademas, existe poca evidencia sobre el efecto de los n-3 sobre las HDL; algunos
estudios han comprobado que el EPA y DHA promueven modificaciones en la
distribucion de subclases de HDL'2 13.14Y15 Sin embargo, en la actualidad no existe
una caracterizacion de estos cambios y su posible efecto en modificaciones sobre
las funciones de las HDL, principalmente en la funcién endotelial, debido a que es
un paso clave en el desarrollo de EAC.

Por lo anterior, es preciso implementar ensayos clinicos y bioquimicos que permitan
conocer los efectos de los &cidos grasos n-3 sobre las HDL, la distribucion de sus
subclases y funcién endotelial en condiciones como la hipertrigliceridemia, para asi,
generar conocimiento que contribuya a establecer medidas para el tratamiento o

prevencion de las ECV.
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4. HIPOTESIS
La suplementacion con &cidos grasos omega-3 modifica la distribucion de subclases
y sus efectos sobre la funcién endotelial de las HDL en sujetos con
hipertrigliceridemia.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Caracterizar el efecto de la suplementacion de 4cidos grasos omega-3 en pacientes
con hipertrigliceridemia sobre la distribucién de tamafios y contenido lipidico de las
subclases de HDL y establecer en un modelo in vitro si dichos cambios se relacionan
con modificaciones en la funcion endotelial de estas lipoproteinas.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar los cambios en la distribucion de tamafios de las HDL aisladas
de plasma de pacientes con hipertrigliceridemia mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida, después de la suplementacién con acidos grasos
omega-3.

2. Determinar los cambios en la composicién lipidica de las subclases de HDL
aisladas de plasma de pacientes con hipertrigliceridemia mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida, después de la suplementacion con
acidos grasos omega-3.

3. Cuantificar el contenido de EPA y DHA en las HDL aisladas de plasma de
pacientes con hipertrigliceridemia, después de la suplementacion con acidos
grasos omega-3.

4. Determinar la funcion endotelial mediada por HDL usando un modelo in vitro
en anillos de aorta de rata Wistar, incubadas con las lipoproteinas de alta

densidad aisladas del plasma de pacientes con hipertrigliceridemia.
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6. METODOLOGIA

6.1 Disefio de estudio
Los resultados presentados en esta investigacion son complementarios a un estudio
previo de nuestro grupo de trabajo®?, en el Laboratorio de Metabolismo de Lipidos
del Instituto Nacional de Cardiologia “Ilgnacio Chavez”.
Intervencion: Ensayo clinico cruzado aleatorizado, controlado con placebo. Los
sujetos de estudio fueron asignados a 2 grupos (n=9). Un grupo inici6 con 2 g/d
OMACOR (Laboratorio Ferrer, capsulas blandas de 1000 mg de Omega-3 90, EPA
460 mg, DHA 380 mg) por un periodo de 5 semanas, y el otro grupo inicié con
placebo (Capsulas de gelatina sin azucar).
Actividad fisica: Se indico a los pacientes continuar con su actividad fisica habitual
evitando ejercicio intenso durante la duracion de la intervencion, con el fin de
mantener la composicion corporal sin modificaciones.
Dieta: Con el fin de homogeneizar la proporciébn de macronutrientes de los
pacientes, previo al tratamiento y toma de muestra, ambos grupos iniciaron con una
dieta isocalérica individualizada por un periodo de una semana, ajustada a sus
necesidades energéticas determinadas por su consumo habitual, que fue estimado
promediando al menos 3 recordatorios de 24 h. La dieta tuvo una distribucién de
macronutrientes del 30% de lipidos, 50% de carbohidratos y 20% de proteina del
requerimiento caldrico total.
Tratamiento: El tratamiento consistio en la suplementacion de 2 g/d OMACOR o 2
capsulas de placebo durante 5 semanas. Posteriormente, se procedié a 4 semanas

de lavado del tratamiento, en el que los pacientes continuaron Unicamente con la
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dieta isocalorica, sin ningun tratamiento, con el fin de eliminar el efecto del
OMACOR. Posteriormente se procedié con el cruce de tratamientos; el grupo
placebo inicié con 5 semanas de suplementacién con OMACOR y viceversa, cOmo

se muestra en la Figura 7.

OMACOR (n»9) OMACOR (n=9)
n=18
PLACEBO (n=9) PLACEBO (n=9)
*
< % &
INICIO INICIO CRUCE FIN DE TRATAMIENTO
DE PRE- TRATAMIENTO Post-TRATAMIENTO PRE- PLACEBO Post-PLACEBO
INTERVENCION PRE- PLACEBO Post-PLACEBO PRE- TRATAMIENTO Post-TRATAMIENTO
l o l © | o I °
Dieta 1 semana 5 SEMANAS 4 SEMANAS 5 SEMANAS
50% HCO DIETA ISOCALORICA DEPURACION DE TRATAMIENTO  DIETA ISOCALORICA
30% Lipldos DIETA ISOCALORICA
20% Proteina
K TOMA DE MUESTRA ) OMACOR
SANGUINEA indice de masa corporal (talla/m?) 2g/dia
Circunferencia de cintura y cadera
B  EVALUACION CLINICA-NUTRIOLOGICA indice de cintura/cadera PLACESO o
Porcentaje de grasa corporal 2 capsulas de 1["1 ,
Recordatorio de 24 horas gelatina/dia v

Figura 7. Diagrama de intervencién del estudio.
Un grupo inicié con 2 g/d n-3 (capsulas de 1000 mg de n-3 al 90%, EPA 460 mg, DHA 380 mg) y el
otro grupo inici6 con placebo. Después de 5 semanas de tratamiento, los sujetos siguieron 4
semanas sin n-3 o placebo para la depuracion del tratamiento y posterior cruce de éste. Se realizd
una evaluacion clinico-nutriolégica y se indicé una dieta isocalérica, con el fin de evitar factores
dietéticos de confusion. Adicionalmente en cada una de las fases del estudio se obtuvo muestra
sanguinea para estudios relacionados con la composicion, estructura y distribucion de HDL

Universo de estudio
Poblacién de estudio: Hombres de 30 a 65 afios con hipertrigliceridemia (n=18).

El tamafio de muestra fue determinado por conveniencia.
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Criterios de Inclusidn: Con base en las indicaciones para prescribir OMACOR, se
reclutaron 18 sujetos con hipertrigliceridemia (>200 mg/dL), de sexo masculino para
evitar variaciones fisiologicas del nivel de triglicéridos plasmaticos asociados al ciclo
menstrual o factores hormonales en mujeres.
Criterios de Exclusion: Eventos cardiovasculares previos, tratamiento con
farmacos antidislipidémicos (fibratos, niacina o estatinas), farmacos anticoagulantes
o suplementacién reciente con n-3 (menor a 3 meses), enfermedad hepatica cronica
0 aguda, enfermedades tiroideas, renales, Diabetes Mellitus e hipertension.
Criterios de eliminacion: No concluir el estudio o interrumpir el tratamiento. Niveles
de TGL <150 mg/dL después de la intervencion con dieta isocalérica.

6.2 Toma de muestra sanguinea
Se obtuvieron muestras de sangre venosa (10 mL) de los pacientes en ayuno. Se
colectaron en tubos con EDTA como anticoagulante que fueron centrifugadas a
3000 rpm/12 min. Posteriormente, se separ6 el plasma del paquete globular y se
almacend a -70°C hasta el momento de su analisis.
Se obtuvieron las siguientes muestras sanguineas de cada paciente.

Pacientes que inician con Pacientes que inician con placebo
tratamiento
Pre-tratamiento
Post-tratamiento
Pre-placebo
Post-placebo

Pre-placebo
Post-placebo
Pre-tratamiento
Post-tratamiento

Hw NP
NP
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6.3 Evaluacién nutricional e historia clinica
Se aplico a los sujetos de estudio una historia clinica-nutriolégica (Anexo 1), que
incluye antecedentes personales y familiares, patolégicos y no patoldgicos, asi
como aspectos dietéticos. Para tener un control sobre la ingesta dietética de los
participantes, se aplicé un recordatorio de 24 horas de 3 dias de la semana anterior
a la toma de cada muestra, que incluia 2 dias de la semana y 1 de fin de semana
para conocer el consumo previo antes de la obtencion de muestra sanguinea.
Asimismo, se instruyo a los pacientes para llevar el registro de un diario de alimentos
durante toda la intervencidn para conocer su apego a la dieta (Anexo 2).
Como parte de la evaluacibn se determinaron los siguientes parametros
antropometricos:

e Peso (kg) (Bascula OMRON®)

e Talla (m) (Estadimetro electrénico SOHENLE®)

e Indice de Masa Corporal (IMC): Peso (kg) / Talla (m?)

e Circunferencia de Cintura y Cadera (Cinta métrica marca SECA®)

« Indice Cintura/Cadera (ICC): Circ. cintura (cm) / Circ. Cadera (cm)

e Porcentaje de Grasa Corporal (Medidor de grasa corporal OMRON®)

6.4 Procesamiento de muestras y técnicas utilizadas
A partir del plasma sanguineo se determiné el perfil bioquimico de tres elementos
(glucosa, colesterol y triglicéridos) y mediante ultracentrifugacion secuencial se
obtuvieron HDL purificadas, que fueron utilizadas para realizar la determinacién la

composicion lipidica y distribucién de subclases de HDL (Figura 8).
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Sujetos con Determinacién de Determinacion de perfil de
Hipertrigliceridemia e perfil de bioquimico lipidos de HDL
n=18 Obtencion v Glucosa v Colesterol
de muestra v Colesterol v Fosfolipidos
sanguinea v Tnglicéndos v Tnglicéndos
: {
— Cromalografia de
gases
A _S
: Electroforesis en gel

de poliacrilamida

. HDL punificadas
Ultracentrifugacion
Secuencial

Ensayo de funcién
endotelial en camara
de 6rgano aislado

Figura 8. Diagrama de flujo del estudio

El plasma sanguineo se utiliz6 para la determinacion del perfil de lipidos mediante técnicas
enziméticas colorimétricas. Posteriormente, por ultracentrifugacién secuencial se obtuvieron HDL
purificadas, para la determinacion de su composicion lipidica y determinacién de EPA'y DHA en HDL
por cromatografia de gases, asi como electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) para identificar
cambios en la distribuciébn de subclases de HDL. Ademas, se realizaron ensayos de funcién
endotelial en aorta de rata Wistar incubadas con HDL de los pacientes en una camara de 6rgano
aislado para determinar la vasodilatacién mediada por endotelio.

6.4.1 Determinacion de la concentracion plasmatica de lipidos y
glucosa

Se realiz6 la determinacion del perfil de lipidos y glucosa a partir del plasma
sanguineo, mediante ensayos enzimaticos colorimétricos comerciales (Randox®
Laboratories LTD, Reino Unido), usando los métodos descritos previamente por
(52). La absorbancia fue leida a 505 nm en espectrofotbmetro Beckman Coulter
DU® UV/Vis spectrophotometer; Alemania.

Para la evaluacién del perfil de lipidos de HDL, se realiz6 un precipitado selectivo
de las lipoproteinas que contienen Apo-B (VLDL, IDL, LDL) con el reactivo comercial
de Randox® (sulfato de dextran/magnesio, 100 uL de plasma/250 uL de reactivo
precipitante). Posteriormente, se centrifugd a 3500 rpm/10 min. El sobrenadante

gue contiene las HDL totales, se utilizé para determinar la concentracién de c-HDL,
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PLP-HDL y TGL-HDL por ensayo enzimatico colorimétrico (Randox® Laboratories
LTD, Reino Unido). La absorbancia fue leida a 505 nm en espectrofotdmetro
Beckman Coulter.
La composicion de &cidos grasos EPA y DHA en HDL purificadas por
ultracentrifugacién secuencial, se determind mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas.
6.4.2 Ultracentrifugacion secuencial (US)
Para el aislamiento y purificaciéon de las HDL, se realiz6 mediante US (Beckman
Optimal TLX; Alemania, Anexo 3) a partir de plasma en tubos de policarbonato de
3.2 mL, usando los métodos descritos previamente por (Pefia, 52). Se empled
bromuro de potasio (KBr) sdlido para ajustar el plasma a diferentes densidades.
Inicialmente se aislan las lipoproteinas que contienen Apo B, ajustando la densidad
a 1.063 g/mL con KBr sélido, fue centrifugada a 100,000 rpm, por un lapso de 2.5 h
a una temperatura de 4°C. Posteriormente se aislaron las HDL a una densidad de
1.21 g/dL con KBr sdlido, durante 3 h y finalmente se realizé un lavado con una
disolucién de densidad (KBr) 1.25 g/mL, nuevamente durante 3 h. El producto final
obtenido es HDL totales purificadas. Con esta técnica se logré colectar hasta el 85 %
de estas moléculas sin contaminacién de otras particulas de menor densidad.
6.4.3 Ensayo de funcion endotelial en camara de 6rgano aislado
Se evalut el efecto de HDL aisladas de los pacientes sobre la funcion endotelial in
vitro (Anexo 4), usando los métodos descritos previamente por (Pefa, 52). Se
emplearon anillos de aorta de rata Wistar macho, los cuales se incubaron a bafio

Maria con una temperatura constante de 37°C y oxigenacion regular durante cuatro
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horas en tubos Eppendorf con solucién fisiolégica, y HDL asiladas a una
concentracion de 50 mg/dL en un volumen final de 300 pL.

Posterior a la incubacién, los anillos de aorta fueron montados en 5 cAmaras de
organo aislado con 10 mL de solucion de Krebs (D-glucosa, Sulfato de magnesio,
fosfato de potasio monobasico, cloruro de potasio, cloruro de sodio) a 37° C. Se
ajusto la tension basal del gancho-transductor a un 1 g. Se realizaron lavados con
solucién de Krebs a cada una de las camaras en intervalos de quince minutos
durante una hora. Finalmente, se dejo estabilizar el tejido durante quince minutos y
se procedi6 a agregar 15 uL de fenilefrina 1mM para inducir una pre-contraccion en
el tejido, cuando alcanzd la contraccibn méxima, se evalué el porcentaje de
relajacion en anillos de aorta de rata Wistar inducida por una curva de acetilcolina
(Ach) a diferentes concentraciones.

De los resultados obtenidos, se determiné el porcentaje de relajacion con respecto
a los milimetros totales de contraccion inducida por la fenilefrina.

6.4.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas
(PAGE).

El andlisis y determinacién de la composicion proteica y lipidica de las subclases de
HDL aisladas, se llevé a cabo a través de electroforesis en geles de poliacrilamida
en gradiente 3-30% en condiciones nativas (Anexo 5), usando los métodos
descritos previamente (Pefia, 104).

El uso de esta técnica permitio diferenciar en 5 subclases las HDL de acuerdo con
su radio hidrodinamico utilizando marcadores de alto peso molecular de proteinas

(Figura 9).
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e HDL-2b (10.58-12.36 mm), HDL-2a (9.94-10.58 mm).

e HDL-3a (8.98 -9.94mm), HDL-3b (8.45-8.98 mm) y HDL-3c (7.9-8.45 mm).
Se realizaron cuatro réplicas de cada gel para la determinacién del contenido lipidico
de HDL; se tifi6 cada una con el reactivo revelador de lipidos (Anexo 6)
correspondiente a colesterol total, colesterol libre, triglicéridos y fosfolipidos, usando
los métodos descritos previamente por (104). Posteriormente, se escanearon en el
Densitdmetro BIO RAD GS-800 para su analisis correspondiente. A continuacion,
los geles fueron decolorados con una mezcla de metanol (25%), &cido acético (10%)
y agua destilada para conocer la distribucién de proteina. Los geles se tifieron con
el colorante azul de Coomassie R250 al 0.1% (solubilizado en metanol 25%, &cido

acético 10% y agua) y posteriormente decolorados para ser escaneados.

a
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Figura 9. Migracion de HDL en PAGE y anédlisis densitométrico
a) Se muestra la migracion de la muestra de HDL aisladas en un gel PAGE nativo tefiido con Azul
de Coomassie. 1) En este carril se encuentra el marcador de proteina de alto peso molecular, 2) En
este carril se encuentra una muestra de HDL al final de la electroforesis. b) Densitograma
correspondiente que presenta la DO (densidad 6ptica) contra la distancia migrada. c) Proporcién
relativa de cada una de las subclases de HDL, con relacion al andlisis densitométrico e integracion
parcial de cada uno de los intervalos. Modificado de Pérez-Méndez et al, 2005.

De cada gel se obtuvo un densitograma correspondiente a los lipidos y proteinas

asociadas, las cuales se analizaron en el programa Visionworks 8.2
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6.5 Consideraciones éticas

El protocolo fue aprobado por la comision cientifica y de bioética del Instituto
Nacional de Cardiologia (No. de Protocolo 17-996). Todos los pacientes incluidos
firmaron una carta de consentimiento informado (Anexo 7), en la cual se especifico
el fundamento, los objetivos y el alcance del protocolo. Asimismo, se detallé en qué
consistia su participacion. La informacion y datos personales recabados de los
participantes del estudio se manejaron de forma confidencial y sus identidades se
mantuvieron en anonimato.

Los posibles efectos secundarios y riesgos de este proyecto se consideran como
minimos. Se explicé a los pacientes que como consecuencia del consumo de
capsulas de n-3 podrian sufrir de trastornos gastrointestinales, como distensién
abdominal, estreflimiento, diarrea, dispepsia, flatulencias, eructos, reflujo
gastroesofagico, nauseas o vomitos. Derivado de la toma de muestra sanguinea es
posible que presentaran dolor durante la puncion y posible formacién de hematoma.

6.6 Andlisis estadistico

La distribucion normal de las variables fue evaluada con la prueba de Kolmogorov-
Smirnoff. La significancia de las diferencias entre los grupos fue determinada por
una prueba t de Student para las variables con distribucion normal. Las
comparaciones independientes de los grupos para las variables que no tienen
distribucion normal fueron analizadas mediante la prueba de Wilcoxon.

Los valores con un valor de p <0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos (p <0.05 = *, p <0.01=**, p <0.001=***). Los valores de las variables
con distribucion normal fueron expresados con mediana + desviacion estandar. Para
los variables de valores de distribucion anormal fueron expresados por error
estandar [ES]. El analisis estadistico se realiz6é con el Software GraphPad PRISM.

Version 6.1 (2012).
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7.1 Caracteristicas de la poblacion, adherencia a la dieta y

determinacion de parametros antropométricos y bioquimicos.

El presente trabajo se desarroll6 en colaboracion con el banco de sangre del

Instituto Nacional de Cardiologia, el cual nos brind6 la oportunidad de reclutar

candidatos para nuestro trabajo experimental. Entre el 1 de julio y el 30 septiembre

del 2018 se captaron 105 pacientes masculinos entre 30 y 65 afos, los cuales

siguieron el protocolo de seleccion para poder participar en nuestro estudio.

Posterior a una minuciosa seleccién, solamente fueron elegibles 18 participantes,

las causas principales de exclusién fueron que la mayoria de los pacientes

presentaron glucosa elevada y baja concentracion de triglicéridos en ayunas, como

se recapitula en la Figura 10.

Pacientes

I’ evaluados para
\ elegibilidad

(N=105)

| Con base a la ndicacknes para
| prascribir OMACOR, se rechdaron
} 18 sujetos de sexo masculino entre

una edad de 30 & 65 afcs con una
| concentracion sésica de lriglicéddos
1 > 200 mgidL.

Elegibilidad de los pacientes

\

T ] # Glucosa elevada 126 mg/dL
[ Excluidos | Triglicérdios <200 mg/dL

- ¥ No regresaron después de la primera toma
[ Eimracos [—_ = No concluyeron el estudio

= Incluidos

Figura 10. Diagrama de flujo de la seleccidn de pacientes en el estudio

Durante toda la intervencion fue muy importante monitorear el apego a la dieta

isocaldrica que se establecio de forma individual para cada paciente, con el fin de

evitar variaciones en el consumo calorico y de macronutrientes que pudieran
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modificar los resultados observados en el estudio. Para evaluar el apego a la dieta
se realizd un recordatorio de 24 h, cada vez que los pacientes acudian a la
intervencién. El promedio de 3 recordatorios de 24 h se presenta en la Figura 11.
Cabe resaltar que durante el andlisis no se identificaron cambios significativos en la
cantidad de energia y macronutrimentos de los pacientes durante todas las fases
del estudio. Es importante mencionar que este instrumento nos permitié identificar
el apego a la dieta isocalérica, por lo cual, podemos descartar que los cambios
observados en los parametros antropométricos y bioquimicos sean derivados a

modificaciones en la dieta.
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Figura 11. Analisis de recordatorio de 24 h
En el andlisis de recordatorio de 24 horas, el consumo energético se mantuvo sin cambios
significativos durante toda la intervencion. Ademas, no se encontraron cambios en el consumo
de macronutrimentos como son los hidratos de carbono (CHOSs), lipidos y proteinas, en los
distintos tiempos del tratamiento. Los valores son representados como promedio y desviacion
estandar.
Adaptado de Pefa de la Sancha, 2018 (Ref. 52)

Por otra parte, dentro del andlisis de recordatorio de 24 horas se evalu6 también la
ingesta de AGS, AGMI y AGPI de la dieta como se describe en la Figura 12, en la

cual, se puede apreciar que en el momento Post-placebo hubo una disminucién en
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el consumo de AGMI, sin embargo, estas modificaciones no fueron acompanas por
cambios antropométricos o bioquimicos significativos. De manera general, con este
resultado, podemos tener la certeza de que los cambios observados en la
composicion corporal y perfil de lipidos no son consecuencia de modificaciones en

los habitos de alimentacion.
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Figura 12. Analisis de consumo de acidos grasos
No identificaron cambios significativos en la ingesta en gramos de &cidos grasos durante la
intervencion, a excepcién del consumo de AGMI en el momento Post-placebo con respecto al Pre-
tratamiento. Los valores son representados como promedio y desviacion estandar.
Adaptado de Pefia de la Sancha P, 2018 (Ref. 52)

Como se describi6 anteriormente en este estudio se seleccionaron Unicamente
sujetos masculinos, los cuales presentaron un promedio de 42 afios, con un peso
promedio de 87.84 + 11.05 kg durante el Pre-tratamiento y un indice de masa
corporal promedio de 31.56 + 5.03 kg/m?, con lo cual, los sujetos presentaban
sobrepeso u obesidad. La Tabla 6 describe las caracteristicas generales de la
poblacion que engloba peso, talla, IMC, circunferencia de cintura, circunferencia de
cadera, resultados obtenidos durante la intervencion clinica-nutriologica. En
particular, de la Tabla 6, podemos destacar que posterior a la suplementacion con
n-3, hubo diferencias significativas en las mediciones antropométricas como: el peso

(p <0.001), circunferencia de cintura (p <0.001) y la circunferencia de cadera (p
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<0.001) en comparacion con otras fases del estudio. La suplementacién con n-3

indujo cambios favorables en la composicién corporal.

TABLA 6. Caracteristicas antropométricas de la poblacién durante la intervencion

PRE POST PRE POST p
TRATAMIENTO TRATAMIENTO PLACEBO PLACEBO
(n=18) (n=18) (n=18) (n=18)
Edad (afios) 42.83 +6.07
Peso (kg) 87.84 +11.05 85.53+11.38***  86.53+10.88 85.35+10.4* 0.001
indice de masa
corporal (kg/m? 31.56 +5.03 29.13+£4.06 29.23+3.91 295+46 ns
Circunferencia de 102.47 £ 10.05 98.46 + 8.91*** 100.9 £9.23 99.4+9.13 0.001
cintura (cm)
Circunferencia de 103.69 £ 9.19 101.1 + 9.26%** 104.75+7.26  103.77+7.64 0.001
cadera (cm)
grasa (%) 30.82 +4.89 29.13 +4.16 29.38+4.1 28.50+4.71 ns

Se muestra las caracteristicas de la poblacion. los valores son representados como promedio y
desviacién estandar. p < 0.05 *, p < 0.001 ***
Adaptado de Pefa de la Sancha P, 2018 (Ref. 52)

Por otro lado, con el objetivo de evidenciar cambios en el perfil de lipidos de los
pacientes durante la intervencion, se realiz6 un andlisis del perfil de lipidos en
plasma como se describe en la Tabla 7. En la cual, se puede apreciar que al inicio
de la intervencion los pacientes presentaban una concentracion plasmatica
promedio de colesterol de 200.4 + 38.7 mg/dL y Colesterol no HDL de 164.9 + 40.4
mg/dL, sin embargo, conviene subrayar que estos parametros se mantuvieron sin
cambios significativos durante toda la intervencion. De la misma forma, se determiné
una concentracion inicial de TGL de 454.38 + 344.2 mg/dL, el cual fue un criterio de
inclusion indispensable para participar en el protocolo de investigacion. Podemos
destacar que posterior a la suplementacion con n-3, fue el Unico parametro en el
cual se observé una disminucion significativa (-37.52%) en comparacion con otras
fases del estudio. Asi mismo, en la Tabla 7 se incluyo la determinacién de glucosa,

la cual, se mantuvo sin cambios significativos durante la intervencion.
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Tabla 7. Modificaciones en el perfil de lipidos y glucosa durante la intervencion

PRE POST PRE POST
TRATAMIENTO TRATAMIENTO PLACEBO PLACEBO p
(n=18) (n=18) (n=18) (n=18)
TGL (mg/dL) 454.38 + 344.2 283.9 + 208.6* 348.7 £ 245.6 269.0 £ 145.58 05
CHOL (mg/dL) 200.4 £ 38.7 227.9+64.4 213.8 £66.1 207.4£37.1 ns
C-no HDL (mg/dL) 164.9 +40.4 179.5+69.4 170.6 £108.1 118.6 + 83.3 ns
Glucosa (mg/dL) 89.0 £ 15.8 92.1+£19.9 96.6 + 15.6 99.8 £ 16.2 ns

Se muestra la concentracion plasmatica del perfil de lipidos que incluye triglicéridos (TGL),
Colesterol (CHOL), y colesterol no HDL (C- no HDL), ademas de la incluir la concentracion de
glucosa. Los valores son representados como promedio y desviacion estandar. * p < 0.05

Adaptado de Pefia de la Sancha P, 2018 (Ref. 52)

7.2 Composicién de proteina en subclases de HDL

Se realiz6 la determinacion del porcentaje relativo de proteina en las subclases de

HDL en las diferentes fases del estudio mediante electroforesis, que se analizd en

el programa Visionworks 8.2, los resultados se muestran en la Tabla 8. Sin

embargo, no se identificaron cambios significativos en ningin momento del estudio.

Tabla 8. Porcentaje de proteina total en las subclases de HDL de los pacientes en la
intervencidon con omega-3 y placebo

PRE POST PRE POST
Subclase
TRATAMIENTO TRATAMIENTO PLACEBO PLACEBO
HDL (%)
(n=18) (n=18) (n=18) (n=18)
HDL-2b 10.50 (6.00-20.00) 10.00 (7.00-21.75) 10.00 (6.00-14.50) 8.00 (5.50-21.00)
HDL-2a 7.00 (4.00-9.00) 7.50 (5.00-10.00) 7.00 (5.00-8.50) 7.00 (5.00-9.00)
HDL-3a 30.00 (27.00-32.75) 30.50 (27.75-33.00) 31.00 (25.00-32.50) 31.00 (29.00-35.50)
HDL-3b 19.0 (15.00-23.75) 19.50 (13.75-24.25) 21.00 (17.50-23.00) 21.00 (16.50-26.00)
HDL-3c 28.50 (23.75-37.25) 28.00 (16.75-40.25) 28.00 (21.00-42.50) 26.00 (20.00-34.00)

En el andlisis de porcentaje de proteina de las subclases de HDL, no se identificaron cambios
significativos durante ninguna fase del estudio. Los datos se expresan en mediana e intervalo

intercuartilar.
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7.3 Perfil de lipidos de las HDL totales

Para identificar si la suplementacion con n-3 propicia cambios en el perfil de lipidos
de HDL, con el uso de la técnica de ultracentrifugacion secuencial, se obtuvieron
HDL purificadas del plasma de los pacientes y se evaludé su composicion lipidica,
como se muestra en la Figura 13. Se observo un aumento significativo tanto en la
concentracion de c-HDL (+29.8%), como en la concentracién de PLP-HDL (+68%),
ademas estos cambios fueron acompafiados por una disminucion significativa en la

concentracion de TGL-HDL (-56.04%) en el momento Post-tratamiento.
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Figura 13. Modificaciones en la composicidn lipidica de HDL Pre y Post-tratamiento
Se muestra el contenido de lipido (colesterol, fosfolipidos y triglicéridos). Los resultados son
representados como promedio y desviacién estandar. * p < 0.05, ** p <0.01
Adaptado de Pefa de la Sancha P, 2018 (Ref. 52)
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Para caracterizar a detalle la composicion lipidica (colesterol, PLP y TGL) de las

HDL, se realiz6 la cuantificacion de contenido de lipidos de las subclases de HDL

por métodos enziméticos colorimétricos. Se identifico un aumento significativo en el

colesterol de las subclases HDL-2b (p <0.01), HDL-2a (p <0.05), HDL-3a (p < 0.01),

HDL-3b (p < 0.01.) y HDL-3c (p < 0.05) posterior a la suplementacion con acidos

grasos n-3, en comparacion con la fase Pre-tratamiento como se muestra en la

Figura 14.
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Figura 14. Distribucion de colesterol en subclases de HDL

Se muestra la concentracion de colesterol en las diversas subclases de HDL. La prueba de Wilcoxon
fue utilizada para evaluar las diferencias entre el Pre-tratamiento (Pre-Tx) y el Post-tratamiento (Post-
Tx), los valores son representados con mediana y rango intercuartilar. * p < 0.05 ** p < 0.01
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De igual forma en la concentracion de PLP de las subclases de HDL, se identifico

un aumento significativo en las subclases HDL-2b (p < 0.05), HDL-2a (p < 0.001),
HDL-3a (p < 0.001), HDL-3b (p < 0.001) y HDL-3c (p < 0.05), posterior a la

suplementacion con acidos grasos n-3, en comparacion con la fase Pre-tratamiento,

como se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Distribucion de fosfolipidos en subclases de HDL
Se muestra la concentracién de PLP en las diversas subclases de HDL. La prueba de Wilcoxon fue
utilizada para evaluar las diferencias entre el Pre-tratamiento (Pre-Tx) y el Post-tratamiento (Post-
Tx), los valores son representados con mediana y rango intercuartilar. * p < 0.05, *** p < 0.001
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Por otra parte, se identificé una disminucion significativa de TGL en las subclases
HDL-2b (p < 0.05), HDL-2a (p < 0.001), HDL-3a (p < 0.001), HDL-3b (p = 0.0001.) y
HDL-3c (p < 0.05) posterior a la suplementacion con &acidos grasos n-3, en

comparacion con la fase Pre-tratamiento (Pre-Tx), como se muestra en la Figura

16.
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Figura 16. Distribucion de triglicéridos en subclases de HDL
Se muestra la concentracion de TGL en las diversas subclases de HDL. La prueba de Wilcoxon fue
utilizada para evaluar las diferencias entre el Pre-tratamiento (Pre-Tx) y el Post-tratamiento (Post-
Tx), los valores son representados con mediana y rango intercuartilar. ** p < 0.01
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Garcia Sanchez et al; han reportado que el cociente de concentracion de c-
HDL/PLP-HDL y TGL-HDL/PLP-HDL, es util para estimar el contenido de colesterol
y TGL por particulas de HDL!%, Por lo cual, se realizé la determinacién de dicho
cociente para categorizar los cambios en el contenido de lipidos en las
subpoblaciones de las particulas de HDL. Con respecto al cociente de c-HDL/PLP-
HDL no se identificaron cambios significativos entre el Pre-tratamiento y el Post-

tratamiento, como se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Cociente de la concentracién (mg/dL) de c-HDL/PLP-HDL en subclases de HDL
Se muestra el cociente de c-HDL (mg/dL)/PLP-HDL (mg/dL) en las diversas subclases de HDL, en
la cual, no se identific6 cambios significativos. La prueba de Wilcoxon fue utilizada para evaluar las
diferencias entre el Pre-tratamiento (Pre-Tx) y el Post-tratamiento (Post-Tx). Los valores son

representados con mediana y rango intercuartilar.
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Con relacion al cociente de la concentracién (mg/dL) de TGL-HDL/PLP-HDL de las
diferentes subclases de HDL, se identificaron cambios significativos en las
subclases HDL-2b (p < 0.05), HDL-2a (p < 0.001), HDL-3a (p < 0.001), HDL-3b (p <
0.0001) y HDL-3c (p = 0.05), posterior a la suplementacion con acidos grasos n-3,

en comparacion con el momento Pre-tratamiento como se muestra en la siguiente

Figura 18.
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Figura 18. Cociente de la concentracion (mg/dL) de TGL-HDL/PLP-HDL en subclases de HDL
Se muestra el cociente de TGL-HDL (mg/dL)/PLP-HDL (mg/dL) en las diversas subclases de HDL.
La prueba de Wilcoxon fue utilizada para evaluar las diferencias entre el Pre-Tx y el Post-Tx Los
valores son representados con mediana y rango intercuartilar. **p < 0.01, ***p < 0.001
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7.4 Perfil de 4cidos grasos omega-3 (EPA y DHA) en HDL

Con el objetivo de identificar si el EPA y el DHA se incorporan a la estructura de las
HDL, las muestras de HDL purificadas obtenidas de la fase Pre-tratamiento y Post-
tratamiento de los pacientes se utilizaron para realizar la determinacion de EPA
(Figura 19) y DHA (Figura 20), mediante cromatografia de gases. En la cual,
identificamos que la suplementacién con n-3, genera un incremento significativo en
el porcentaje de composicién de EPA y DHA en las particulas de HDL totales en
comparacion con el Pre-tratamiento.
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Figura 19. Porcentaje de EPA en HDL
Se observé un incremento significativo con respecto al porcentaje de composicion de EPA
incorporado en HDL en el momento Post-tratamiento en comparacion con el Pre-tratamiento (0.42
vs 0.94 %). Los valores son representados con mediana (linea) e intervalo intercuartilar (cajas). ***p
<0.001
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Figura 20. Porcentaje de DHA en HDL
Se observé un incremento significativo en el porcentaje de composicion de DHA en HDL en el
momento Post-tratamiento en comparacion con el Pre-tratamiento (1.84 vs 2.95 %). Los valores son
representados con mediana (lineal) e intervalo intercuartilar (cajas). ***p < 0.001
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7.5 Determinacién de la funcion endotelial mediada por HDL en camara

de 6rgano aislado

Dentro del marco del proyecto global en el que enmarca el presente estudio, se
evalué la funcion endotelial en presencia de las HDL de los sujetos de estudio; los

resultados se publicaron previamente %2, y se describen a continuacion.

Con el fin identificar los posibles cambios a nivel endotelial relacionados con la
suplementacion de omega-3, se empled un método in vitro en cadmara de érgano
aislado, utilizando anillos de aorta de rata Wistar, que fueron pre-incubadas con

HDL aisladas previamente de los pacientes.

Como se report6 previamente®?, la aorta fue aislada y diseccionada en anillos, que
fueron individualmente incubados durante 1 h con HDL purificadas de las distintas
fases del estudio. Posteriormente los anillos fueron colocados en la camara de
organo aislado ancladas a un transductor de fuerza a una tension basal de 1 g (40
mm del papel milimétrico utilizado para realizar el registro), en solucion de Krebs a
una temperatura de 37° C. Posteriormente, se indujo la contraccibn maxima del
anillo de aorta, empleando fenilefrina (un potente vasoconstrictor) a una
concentracion final de 1mM. Cuando el tejido alcanz6 la meseta, se indujo la
vasorelajacion mediada por endotelio afiadiendo dosis crecientes del vasodilatador
acetilcolina, en un rango de 1.25 pL Ach [50puM] a 10 pL Ach [100 mM]. La
contraccion isométrica del vaso se registré en cada dosis de acetilcolina por medio
de un poligrafo acoplado a un transductor y se representd en una grafica de dosis
respuesta (datos no mostrados). Se encontraron diferencias significativas en 5
puntos de la curva de relajacion en todas las fases del tratamiento con respecto al
control, lo que refleja una menor respuesta al estimulo de relajacion por acetilcolina

en los anillos de aorta incubados con HDL%2,
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8. DISCUSION
En este ensayo clinico aleatorizado, cruzado, controlado con placebo, forma parte
de un proyecto global disefiado para analizar diversos aspectos de las HDL en
sujetos que toman un suplemento de EPA y DHA, La vinculacién de los resultados
derivados del presente estudio toman relevancia al integrarlos con otros generados
previamente por nuestro grupo de investigacion dentro del marco del mismo
proyecto 2 y que se presentan como parte de este trabajo.
En cuanto al disefio de estudio, este nos permite evaluar mejor la relacion causal
entre un tratamiento y sus efectos en comparacion con otros disefios®. Ademas,
cabe resaltar que el paciente constituye su propio control durante la intervencion,
ya que el mismo sujeto es expuesto a ambos tratamientos, OMACOR vy placebo, lo
gue representa una fortaleza metodologica y permite demostrar causalidad de los
efectos observados.
A los 18 pacientes que concluyeron satisfactoriamente cada una de las fases del
estudio, se les realizé una historia clinica-nutrioldgica con la finalidad de conocer
sus antecedentes heredofamiliares, estilo de vida y hébitos de alimentacion.
Derivado de la evaluacion antropométrica, se identific6 que los pacientes al
momento de ser reclutados presentaban sobrepeso u obesidad, de acuerdo con su
IMC; esta condicion incrementa el riesgo cardiovascular, ademas de estar
posiblemente asociada con manifestaciones clinicas como la insulinorresistencia,
dislipidemia e hipertension arterial®’: €,
Con relacion a modificaciones del peso corporal, en la fase Post-tratamiento se

identificd una reduccion significativa (-2.31 kg del peso total) en comparacion con
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otras fases del estudio. Estos resultados concuerdan con reportes de estudios
previos; Gonzalez-Acevedo et al., 2013 identificaron en mujeres con obesidad una
perdida promedio de 7.1 kg al ser suplementadas con 2 g/d de n-3 por un periodo
de 3 meses!?”. De igual forma, en modelos murinos experimentales se ha
demostrado que la suplementaciéon con n-3 disminuye la grasa retroperitoneal%®
109 Esto podria explicarse porque los n-3 modulan la expresién de PPAR’s. Se ha
comprobado que el DHA tiene afinidad por PPAR-q, el cual actia regulando el
metabolismo de lipidos, activando principalmente la  B-oxidacion
mitocondrial/peroxisomal de acidos grasos® °. Sin embargo, también se encontrd
una reduccién significativa en el peso corporal después del placebo, posiblemente
por el efecto de arrastre del momento Post-tratamiento. Por otro lado, los cambios
en la masa corporal no se acompafaron por modificaciones antropométricas ni
bioquimicas como se describe en las Tabla 8 y Tabla 9.

Con respecto a la fase Post-tratamiento se observd una reduccion significativa en
la circunferencia de cintura y cadera. Al respecto, Gonzalez-Acevedo et al., 2013
han documentado también una disminucién significativa en la circunferencia de
cintura y cadera en mujeres con obesidad suplementadas con n-3'%7. Estos
hallazgos son relevantes ya que se ha descrito que la acumulacién excesiva de
grasa abdominal se asocia con mayor riesgo cardiovascular®®.

Con respecto a la presion arterial sistdlica y diastdlica®, se identificé una
disminucion discreta en el momento Post-tratamiento, sin embargo, estos cambios
no alcanzaron significancia estadistica, esto podria deberse a que los pacientes

eran normotensos, por lo cual, no se esperaba una disminucion significativa (datos
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no mostrados). Cabe mencionar que en pacientes normotensos como hipertensos
se ha descrito un efecto hipotensor posterior a la suplementacién con n-3110.111y 112,
Por otra parte, se monitoreo el consumo dietético durante las 15 semanas de
intervencion mediante el promedio de recordatorios de 24 h, dos dias entre semana
y un dia de fin de semana para conocer el apego al plan de alimentacion. Los
resultados del analisis no mostraron cambios significativos en el consumo
energético y de macronutrimentos, lo que demuestra el apego de los pacientes a la
dieta isocaldrica. Es importante destacar que el recordatorio de 24 h proporciona
informacion valiosa, pero esta sujeto a la memoria del paciente, por lo cual, podria
haber una sub o sobre estimacion en las cantidades reportadas. No obstante, es un
instrumento valido que ha sido utilizado ampliamente en mliltiples estudios 3. En
este contexto, descartamos que los cambios observados en la evaluacién
antropométrica y bioquimica después de la suplementacion con n-3 sean mediados
por modificaciones en la ingesta calérica.

A partir de los recordatorios de 24 h se calcul6 el promedio de la ingesta de acidos
grasos, donde no identificamos variaciones en el consumo de AGS y AGPI a lo largo
del estudio; se observé Unicamente una disminucién significativa en la ingesta de
acidos grasos monoinsaturados en la fase Post-placebo. Es importante resaltar que
no existié una sobre-ingesta de AGPI n-3 que causara sesgos en los resultados. En
este contexto, una fortaleza de nuestro estudio consistio en la evaluacion dietética
durante la intervencion, debido a que muy pocos ensayos toman en cuenta el
aspecto nutricional'?1314y100 que es de gran relevancia en la respuesta metabdlica

de los individuos y nos permite descartar sesgos inducidos por la dieta.
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Como era esperado, observamos una disminucién significativa (-37.52%) en la
concentracion plasmatica de TGL asociada al tratamiento con n-3 con respecto al
Pre-tratamiento. Al respecto, la Asociacion Americana del corazén recomienda de
2 a 4 g/dia de EPA + DHA para la disminucién de TGL logrando una reduccion del
20 al 40%°%. La suplementacién con EPA y DHA induce cambios favorables en el
perfil lipidico, principalmente por promover aclaramiento plasmatico de TGL como
consecuencia del descenso de VLDL, disminucion de la sintesis hepética de TGL e
inhibicion de la esterificacion de acidos grasos®” %. También, estimulan la expresion
de PPAR-a, que modulan la expresion génica de varias enzimas implicadas en el
metabolismo de lipidos®” %8, sobre todo al promover la B-oxidacién mitocondrial y
peroxisomal en higado, corazén y tejido adiposo marré6n’. Por otro lado, se ha
descrito que la suplementacion con n-3 inhibe la expresion del factor transcripcional
SREBP-1, el cual se encuentra implicado en la sintesis de AG, en la homeostasis
del tejido adiposo y en el metabolismo glucidico!®®. Con relacién a la concentracion
sérica de glucosa y colesterol total no se identificaron cambios significativos en
ninguna fase del estudio.

De forma interesante, se encontraron cambios relevantes en la composicion lipidica
de las HDL. En la fase Post-tratamiento se identificd un incremento significativo en
la concentracién de c-HDL (p <0.01) en comparacion con otras fases del estudio.
En la actualidad, no existe un consenso sobre los efectos de la suplementacion de
n-3 sobre los niveles de c-HDL, debido a que la evidencia disponible ha mostrado
discrepancias!!' 193, Se ha documentado que el consumo de >3 g/dia de n-3, se
asocia a un incremento en las concentraciones plasmaticas de c-HDL!. Por el

contrario, Tanaka et al., reportaron en pacientes con dislipidemia que la
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suplementacion con 1.8 g/dia de EPA durante 4 semanas no indujo cambios en la
concentracion de c-HDL!®. Sin embargo, en este estudio se mostré que la
suplementacion con 2 g/dia de OMACOR, es suficiente para incrementar la
concentracion de c-HDL en nuestra muestra de pacientes con hipertrigliceridemia.
De igual forma, posterior al tratamiento con n-3 identificamos una disminucién
significativa en la concentracién de TGL-HDL (p < 0.05) en comparacion con otras
fases del estudio. Ademas, estos hallazgos fueron acompafiados con un incremento
significativo en la concentracion de PLP-HDL (p <0.01).

En estudios previos se ha mostrado que posterior a la suplementacion con EPA y
DHA, éstos se incorporan en las membranas celulares de globulos rojos y
cardiomiocitos®. Esto se podria explicar en parte al aumento de fosfolipidos de
HDL, ya que se ha descrito que los n-3 son incorporados en los fosfolipidos de la
membrana celular®. En este estudio se demostré que la suplementaciéon con n-3
induce cambios en la composicion lipidica de las particulas HDL en sujetos con
hipertrigliceridemia.

Otro aspecto analizado fue la determinacion del contenido de &cidos grasos n-3 de
las HDL aisladas de los pacientes, por medio de cromatografia de gases. Se
identific6 en la fase Post-tratamiento un aumento significativo de EPA (C20:5,
p=0.0005) y DHA (C22:5, p=0.0001) en comparacion con el contenido basal. Estos
resultados corroboran que el EPA y DHA se incorporan a la estructura de las HDL
posterior a la suplementacion con n-3. Es importante resaltar que estudios previos
de nuestro laboratorio demostraron que las particulas de HDL son vectores de
lipidos para las células endoteliales*3; con base en esta evidencia, postulamos que

las HDL podrian inducir efectos favorables a la funcion vascular al aportar EPA y
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DHA a las células endoteliales. Es importante destacar que los cambios en la
composicion de las HDL mediados por n-3 son relevantes, ya que, hasta el
momento, no tenemos conocimiento de algun estudio que evalle los cambios en la
composicion lipidica las subclases HDL posterior a la suplementacion con acidos
grasos n-3.

Por otra parte, el andlisis de la distribucion de subclases de HDL no mostré cambios
significativos en ningdn momento del estudio. Al respecto, Cottin et al. (90),
reportaron que el consumo de DHA se asocia a un incremento de particulas grandes
de HDL®?, Esto datos coinciden con los reportados por Mostad et al. (19), quienes
identificaron que la suplementacién con n-3 genera cambios en la distribucion de
subclases de HDL, con un aumento significativo en la subpoblacion de particulas
HDL-2%°. Resultados similares fueron identificados por Woodman et al. (13), y
Petersen et al. (14), que en pacientes con DM tipo 2, observaron un incremento
significativo en las subclases HDL-2 y disminucibn en HDL-3, posterior a la
suplementacion con acidos grasos n-3'3 14, Ademas, Bogl et al. (12); documentaron
en pacientes con hiperlipemia familiar combinada, un incremento significativo de
particulas HDL-212, Es posible que las discrepancias entre nuestros resultados y lo
reportado por otros autores respecto al tamafo de las HDL radiquen en el método
de andlisis de las subclases de HDL. La precipitacion selectiva que usaron en otros
estudios es dependiente de la composicion lipidica de las particulas; en vista de que
los lipidos contenidos en las HDL, es posible que cambie su comportamiento en
presencia del reactivo precipitante2131419y 100 En contraste, nuestro método de

separacion por electroforesis no esta influido por la composicion lipidica de las HDL.
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Con respecto a la cuantificacion lipidica en las subclases de HDL, se observaron
cambios significativos en la concentracion de colesterol en el Post-tratamiento. Esta
disminucién no afecta de manera especifica a alguna de las subclases, sino a todas
las subpoblaciones de HDL, pero es mas evidente en las HDL-2b, HDL-3a y HDL-
3b, y en menor medida en las HDL-2a y HDL-3c. En investigaciones previas se ha
reportado un incremento significativo en el contenido de colesterol en la subclase
de HDL-2b posterior a la suplementacién con AGPI n-3 (4 a 4.55 g/dia), en sujetos
sanos, con hiperlipidemia familiar y diabetes 7 1314y 15,

De igual forma, observamos un incremento significativo en la concentracién de PLP-
HDL en todas las subclases de HDL después de la suplementacion con n-3. Los
cambios mas evidentes se observaron en las HDL-2a, HDL-3a y HDL-3b y en menor
medida en las HDL-2b y HDL-3c, en comparacion con los valores basales. Las bajas
concentraciones de fosfolipidos en las subclases de HDL se han asociado a la
presencia de EAC subclinica determinada por el puntaje de calcio coronario'®. En
este sentido, el aumento de los fosfolipidos en las subclases de HDL puede
representar un efecto benéfico de los n-3 en términos de calcificacion coronarial®.
Los cambios antes descritos, fueron acompafiados con una disminucién en la
concentracion de TGL-HDL en todas las subpoblaciones de HDL. Ademas, es
importante mencionar que se realiz6 el cociente de concentracion de TGL-
HDL/PLP-HDL; este cociente se ha considerado un indicador del contenido de
triglicéridos en las particulas HDL1%. Considerando lo anterior, la suplementacion
con acidos grasos n-3 induce una disminucion en el contenido de los TGL de las
particulas HDL. Las HDL enriquecidas con TGL se han descrito en sujetos con

diabetes mellitus, sujetos con sindrome metabdlico y pacientes con enfermedad
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arterial coronaria* > 44y 45 por lo tanto, consideramos como un efecto positivo la
disminucién de TGL en las HDL mediado por n-3. Es importante destacar que hasta
el momento es el primer estudio que reporta resultados que caracteriza el contenido
de lipidos en subclases de HDL después de la suplementacion con n-3 en pacientes
con hipertrigliceridemia.

Derivado de observaciones de estudios previos y de nuestro grupo de investigacion,
se ha descrito a las particulas HDL como posibles vectores lipidicos” 43, Asimismo,
se debe considerar que la funcionalidad de las HDL se ve comprometida al
encontrase enriquecidas con TGL®. En este contexto, nuestro estudio demostr6
que el EPA 'y el DHA se incorporan a la estructura de las HDL, ademas se identificd
que inducen cambios en la composicion de lipidos en las subpoblaciones de dichas
particulas entre ellas una disminucién en el contenido de TGL. Por lo tanto, se plate6
que el enriquecimiento de las particulas HDL con acidos grasos n-3, podria
favorecer la homeostasis vascular y mediar de manera directa una mejora en su
funcién. Para demostrar esta hipétesis, se realizaron los ensayos in vitro de funcién
endotelial, utilizando anillos de aorta de rata Wistar en camara de érgano aislado,
incubados con las HDL aisladas de los pacientes. En estos ensayos, no se
identificaron cambios significativos en la funcion endotelial mediada por HDL en
ninguna fase del estudio.

Cabe mencionar que, como parte de un trabajo colaborativo, se les realizé a los
pacientes la prueba de dilatacién mediada por flujo; esta prueba consistié en evaluar
la vasodilatacion en la arteria braquial a través de la medicion del cambio en el
porcentaje del diametro posterior a una hiperemia reactiva respecto al diametro de

referencia, este estudio evalla la respuesta de las células endoteliales ante un
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estimulo mecanico. Consecuentemente, la incorporacién de los n-3 en la membrana
endotelial podria estimular una mejor respuesta del endotelio en la produccion de
NO ante la hiperemia reactiva inducida en la arteria braquial'®® 14, Como resultado
de la dilatacion mediada por flujo, se identificé una mejora significativa en la funcién
endotelial por efecto de la suplementacion con n-3. Sin embargo, no fue posible
determinar si es mediada por las HDL o por mecanismos independientes. Por lo
cual, son necesarios otros estudios para determinar si las HDL enriquecidas en EPA
y DHA pueden también regular la funcion del musculo liso arterial. Al respecto,
Limbu et al. (115), describieron en un estudio similar en el que emplearon anillos de
aorta previamente contraidos con diferentes agentes vasoconstrictores, y co-
incubados con diferentes concentraciones de EPA y DHA; los autores reportan una
potente respuesta vasodilatadora del tejido mediada por los n-3 dependiente de
musculo liso e independiente del endotelio!*®. Los eicosanoides, como los acidos
epoxieicosatetraenoicos  (EpETEs)  derivados  del EPA y  &cidos
epoxidocosapentaenoicos (EDP) del DHA, propician un efecto vasodilatador.
Ademas, los EDP activan las conductancias de los canales de potasio (BKca),
resultando en hiperpolarizacion y por tanto relajaciéon de las células musculares
lisas't®,

Finalmente, es indispensable resaltar que a pesar de no haber identificado
modificaciones en la funcion endotelial mediada por HDL posterior a la
suplementacién con n-3, se encontraron cambios favorables con relacion a la
composicion corporal (peso, circunferencia de cintura y circunferencia de cadera) y
en cuanto a la concentracion de TGL plasmaticos. Por otra parte, es importante

destacar que este es el primer estudio realizado en poblacién mexicana, en el que
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se caracterizé la composicion lipidica (TGL-HDL, colesterol-HDL y PLP-HDL) de las
particulas HDL, ademas, se comprobd que el EPA y DHA se incorpora a su

estructura posterior a la suplementacién con n-3.
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9. CONCLUSION

En el presente estudio se puso en evidencia que la suplementacién con acidos
grasos n-3 induce modificaciones importantes en la composicion lipidica de las
lipoproteinas de alta densidad, con un incremento significativo en el colesterol y
fosfolipidos de HDL, asi como una disminucion significativa de triglicéridos de estas
lipoproteinas. Asimismo, se evidencié que el EPA y DHA se incorporan a las HDL.
La suplementacion con n-3 indujo cambios antropométricos favorables en los
pacientes (disminucion en la circunferencia de cintura, caderay en el peso corporal).
No obstante, estos hallazgos no se encuentran relacionados con modificaciones en

la funcidon endotelial de las HDL evaluada de forma in vitro.



63

10. PERSPECTIVAS
A pesar de que en nuestro estudio la suplementacion con acidos grasos n-3 no
modific la vasorelajacion mediada por endotelio vascular a través de las HDL, los
cambios observados en la composicion lipidica son prometedores. Por lo tanto, no
se puede descartar que las HDL enriquecidas con EPA y DHA no tengan otros
efectos benéficos en el endotelio vascular; por ejemplo, su capacidad de inhibir la
expresion de moléculas de adhesion como VCAM e ICAM implicadas en el
desarrollo y/o progresion de la lesion aterosclerética. Estas propiedades se deberan

evaluar en estudios posteriores.

Asimismo, al tratarse de acidos grasos poliinsaturados, es posible que el
enriqguecimiento con EPA y DHA, altere la fluidez de la superficie de las HDL,
mejorando su estabilidad. Por lo tanto, la evaluacion de la estabilidad de las HDL

enriquecidas con n-3 es otro aspecto que se debe explorar ulteriormente.

Por otra parte, serd necesario comprobar si la suplementacion con EPA y DHA
induce una mejora en la capacidad antioxidante de las HDL a través de la
determinacioén de la actividad de paraoxonasa, puesto que, se ha identificado?® 2°
que la actividad de dicha enzima evita la peroxidacion lipidica de las LDL, al
neutralizar lipidos peroxidados y transformandolos en compuestos bioloégicamente

inocuos.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Historia Clinica-Nutrioldgica

PROTOCOLO: EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE ACIDOS GRASOS OMEGA-3
SOBRE LA DISTRIBUCION DE SUBCLASES DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA
DENSIDAD (HDL) Y SU FUNCION ENDOTELIAL EN PACIENTES CON
HIPERTRIGLICERIDEMIA.

Fecha: No. De Expediente:
. Datos Generales
/Nombre: Genero: FLIM L] A
Edad:
Estado Civil: Soltero ] Casado [] Viudo [_] Divorciado L] Fecha de
nacimiento: / /
Domicilio:
/
Il. Datos Socioecondmicos
Ocupacion: Horario:
Ingreso Mensual aproximado ¢ Cuénto destina a la compra de alimentos?
lll. Antecedentes Fisiopatolégicos
Personal Familiar Personal Familiares
3.1 Diabetes tipo ] ] 3.7Trastorno Hormonal[__] ]
3.2 Hipertension Arterial (] [ ] 3.8 Cancer [ ] (]
3.3 Obesidad [] [] 3.9 Enfermedades tiroideas [ []
3.4 Cardiopatia ] ] 3.9.1Gastritis [] [ ]
3.5 Enfermedad Renal  [] [ ] 3.9.2 Colitis [ ] ]
3.6 Enfermedad Hepatica [ | (] 3.9.2UIcera [ ] [ ]

Trastornos de la alimentacion Si L1 No [ ¢cual?

Padecimiento Actual:

Prescripcion Médica:




IV. Datos Clinicos
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Digestivos Cardiovascular Otros
4.1Apetito satisfactorio: 4.2Edema: 4.3Nicturia:
si [INo [] si [INo [ si [L1No [
4.1.1Pirosis: 4.2.1Mareo: 4.3.1Poliuria:
si L1No [ si L1No [ si L1No [
4.1.2Meteorismo: 4.2.2Vision Borrosa: 4.3.2Polidipsia:
si [1No [ si L1No [ si L1No [
4.1.3Distension: 4.2.3Zumbido de oidos: 4.3.3Polifagia:
si L1No [ si L1No [ si L1No [
4.1.4Flatulencias: 4.2.4Cefalea: 4.3.4Insomnio:
si LINo L] si L1No [ si L1No [
4.1.5Vomito: 4.2.5Disnea: 4.3.5Depresion:
si LINo L] si L1No [ si L1No [
4.1.6Estrefiimiento:
si LINo [

V. Estilo de Vida

5.1 Actividad fisica: Si [_1No [l

5.1.1 Tipo: Aerébica (] Anaerébica [

5.1.2 Frecuencia: <2 veces/semana | 3-5 veces/semana [l >6 veces/semana [_]

5.2 Horas suefio: <5 horas [_16-8 horas[_]>8 horas [ ]

5.3 Horas trabajo y / o escuela: <5 horas []6-8 horas [_]>8 horas []

5.4 ; Consume alcohol? Si [INo [cantidad:

5.4.1 Frecuencia: <2 veces/semana [] 3-5 veces/semana [] >6 veces/semanaD

5.5 ¢Fuma? Si [ INo ] cantidad:

5.5.1 Frecuencia: <2 veces/semana L_| 3-5 veces/semana [_] >6 veces/semanal_]

ﬁ.lNo de Comidas al dia: <2 comidas ] 3-5 comidas L] >6 comidas []

6.7Consistia en:

6.5 ¢Dbénde y con quién ingiere los alimentos?:

6.6 ¢ Ha realizado algun tipo de dieta? Si [ No [ Duracién:

6.4 ¢ Quién prepara?

6.1.2 ¢ Cudles? Desayuno (] colacion L] comida L] colacion [ cenal]

6.3 ¢ Cuanto tiempo tarda en comer?:

¢ Ha presentado incremento o pérdida de peso recientes?

\(;Cuéntos kilogramos y en qué tiempo?

~




Nombre del paciente:

Fecha:

/ /

IX. Datos Antropométricos
Medicion
9.1 Peso actual (kg)
9.2 Talla (m)
9.3 IMC (kg/m?
9.4 Peso ldeal (kg)
9.5 Grasa (%)
9.6 Circunferencia cintura (cm)
9.7Circunferencia cadera (cm)
9.7.1 Indice cintura cadera
9.8 Presion Arterial (mmHg)

9.9 Riesgo Cardiovascular

X. Datos Bioquimicos.

Dato Bioquimico Resultado
10.1 Glucosa en ayuno
PERFIL DE LIPIDOS
10.2.1 Colesterol total
10.2.2 HDL colesterol
10.2.3 LDL colesterol

10.2.4 Triglicéridos < 150 mg/dL
* Referencia: “laboratorio clinico y pruebas de diagnéstico”
La historia clinica refiere , con una distribucién de grasa de tipo
y riesgo de padecer enfermedades de tipo , relacionado

a su peso ( kg), evidenciado por un indice de Masa Corporal de

cintura-cadera.
Se diagnéstica un requerimiento calérico maximo de
nutricional y de salud.

Referencia

18.5-24.9

6-18%
<102 cm

<1
< 120-80 mmHg

Valor de Referencia*

60-120 mg/dL

<200 mg/dL
29 - 71 mg/dL
72 - 100 mg/dL
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kg/mts? y la relacion

Kcal, para reducir cualquier riesgo
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Anexo 2. Recordatorio de 24 horas

Recordatorio de 24 horas Fecha: Recordatorio de 24 horas Fecha:
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Anexo 3. Ultracentrifugacion secuencial (US) para obtencién y
purificacion de lipoproteinas de alta densidad

El proceso de US se lleva acabo conforme al siguiente protocolo:

VI.

VII.

VIII.

Se centrifugd la muestra de sangre a 4000 RPM durante un periodo 10
minutos a una temperatura de 4°C, y se parar el plasma en alicuatas de 1mL.
Se ajusta 2 mL de plasma sanguineo a una densidad de 1.063 con bromuro
de potasio solido (KBr), y se llevé a una cantidad de 3 mL con la solucion de
densidad de 1.063.

Se ultracentrifugd (ultracentrifuga Beckman optimal TLX) durante 3:05 h a
una velocidad de 100.000 RPM, a 4°C.

Nota: En este paso se separan por flotacién las lipoproteinas que contienen
apo B (VLDL, LDL Y IDL).

Se retird el sobrenadante (lipoproteinas que contienen Apo B) y se recuperé
el pellet (sedimentos) del tubo.

Se cuantificd el volumen recuperado y se ajusté la densidad del plasma a
1.21 g/mL con KBr sélido en un tubo limpio y se llevd a una cantidad de 3 mL
con solucién de densidad de 1.21.

Se ultracentrifug6 a 100,000 RPM durante 3:05 h, a 4°C.

Nota: En estas condiciones se recupera entre el 80% y 85% de las
apolipoproteinas Apo A-I del total del plasma por flotacion, mediante pipeteo
(pipeta Pasteur) con formacion de burbujas constantes.

Por dltimo, se ajusto la densidad del sobrenadante con solucion de KBr a
1.25 g/mL y se llevo a una cantidad de 3 mL, y se ultracentrifugd a 100.000
RPM durante un periodo de 3:05 h, a 4°C. Con la finalidad de disminuir la
cantidad de albumina residual presente en la muestra.

La muestra de las HDL recuperadas, se colocan en membrana de dialisis
Spectrum Labsr® para ser dializadas en solucion amortiguadora de TBE (Tris
0.09 M, EDTA 3 mM, pH=8.4), con la finalidad de retirar de la muestra el KBr
restante.

P 1063 w/ml SRS 1.2]1 g/ml

KBy KB
; @ 100 000 rpm
. 3 horas
100 000 rpm 10 "¢

00 000 mp
2.5 horas 1 i
3 horas

" \
~ - 10 “C ’ *

from 10 “C —
OMbmiscitn Cltrtwnre hihn Purificscitn
e spo D ‘ oo apo Al e MO0

Ajuntes de densidad

Figura 21. Ajuste de densidad de plasma.

Las muestras de plasma se ajustan a diferentes densidades con el empleo de KBr, con la finalidad

de obtener muestra de HDL purificadas.
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Anexo 4. Ensayo funcion Endotelial en cAmara de 6rgano aislado

Se sacrificaron ratas Wistar macho mediante administracion intraperitoneal de
pentobarbital y se realiz6 la diseccion de la arteria aorta toracica. A continuacion, se
cortaron 5 anillos de aproximadamente 4 mm de grosor. Posteriormente se
incubaron en bafio Maria con una temperatura constante de 37°C y oxigenacion
regular durante cuatro horas en tubos Eppendorf con solucion fisioldgica (solucion
de Krebs), y HDL purificadas a una concentracion de 50 mg/dL en un volumen final
de 300 pL de la siguiente forma:

TITTUT

C(_)ntrol HDL HDL HDL HDL
Solucién Krebs Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamiento Post-tratamiento

Figura 22. Incubacion de anillos de aorta de rata Wistar en HDL
Los anillos de aorta diseccionados se incuban durante 1 hora en HDL aislados del suero de los pacientes en los distintos
momentos del tratamiento.

Posterior a la incubacion, los anillos de aorta fueron montados en 5 camaras para
organo aislado con 10 mL de solucion de Krebs a 37° C, con la ayuda de ganchos
especiales para tal efecto, los cuales, tenian un extremo anclado a la camara de
vidrio y otro a un transductor de la sefial. Se ajusté la tensién del gancho-transductor
de manera que su tensioén basal sea de 1 g (40 mm del papel milimétrico utilizado
para realizar el registro). Se realizaron lavados con solucién de Krebs a cada una
de las camaras a intervalos de quince minutos durante una hora. Finalmente se dej6
estabilizar el tejido durante quince minutos y se procedié a agregar 15 uL de
fenilefrina (Phe) 1mM para inducir una pre-contraccion en el tejido y asi evaluar la
relajacion inducida por la acetilcolina (Ach).

Cuando el registro alcanzo6 la meseta, se lleva a cabo una curva de Ach con las

siguientes concentraciones:
e 1.25puL Ach [50uM]

2.5 L Ach [50pM]

5 L Ach [50uM]

10 uL Ach [50uM]

20 pL Ach [50uM]

10 pL Ach [1 mM]

1 pL Ach [100 mM]

10 pL Ach [100 mM]

Finalmente, se determind el porcentaje de relajacion con respecto a los milimetros
totales de contraccién inducidos por la fenilefrina.
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Anexo 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas

Soluciones

Solucién amortiguadora de muestra

Sacarosa 50% + Azul de Bromuro fenol al 0.05%  c.b.p. 20mL

Solucion A: Tris 0.09 M, acido bérico 0.08 , EDTA 3mM (TBE 1X) pH 8.35
Solucién B: 48 g acrilamida + 1.28 g bis acrilamida c.b.p. 100 mlelectroge
Solucién D: persulfato de amonio 10%

3% 30%
Solucién A 500 pL 500 pL
Solucién B 300 pL 3mL
H20 destilada 4.2 mL 750 pL
Glicerol -- 750 pL
Volumen total 5mL 5mL

Las soluciones de acrilamida al 3 y 30% se colocaron por separado en los compartimentos de la
camara generadora de gradiente, se mezclaron lentamente y progresivamente con agitacion
constante (mezclador y agitador magnético).

Nota: la solucion de acrilamida al 3% se coloca en el lado izquierdo y la de 30% en el lado derecho.

TEMED 4 pL 4 L
Tetrametiletiléndiamina
SOLUCION 20 pL 20 pL
Persulfato de amonio 10%

La solucion D y TEMED se agregaron posteriormente en los pozos de acrilamida al 3 y 30%, en
constante agitacion.

Para finalizar se verti6 el poso que contiene la solucion de acrilamida al 30% entre las placas (0.05

mm) para el gel, en cuanto la primera gota toco el fondo del vidrio, se abre la llave de circular para

gue se mezclen los gradientes. Al finalizar el llenado se colocé el peine de forma uniforme,

evitando la formacion de burbujas.

Nota: es una reaccion exotérmica libera calor, el gel se habra solidificado cuando disminuya su

temperatura nuevamente.

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

Carga de muestra en el Gel

I. Los geles se colocaron en la camara de electroforesis con solucién de TBE
1X.

Il.  Se calculd la cantidad de muestra necesaria para correr el Gel, mediante la
determinacion de proteina por el metedo de Lowry, y se agregan 5 pl de
Buffer de muestra.

llIl.  En el primer carril se coloc6é el marcador de alto peso molecular y
posteriormente las muestras (TB,Pre-tratamiento, Post-tratamiento, Pre-
placebo, Post-placebo) de cada paciente.

IV. La separacion electroforética se realizé primero durante 20 minutos a 90 V
para permitir la entrada de la muestra a el gel, al término de este periodo la
separacién se continu6 durante 22 h a 180 V.

V. Al finalizar el tiempo de migracién, el gel se desmoldé y se tiié segun el
método seleccionado para determinar proteina (azul de Comassie) o lipidos
(reactivo revelador de colesterol, triglicéridos, fosfolipido).
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Anexo 6. Tincién para la determinacion de la distribucién de lipidos de
las subclases de las lipoproteinas de alta densidad en fase semisélida
(sobre el gel de poliacrilamida)

Preparacion de reactivo para colesterol total y colesterol esterificado.

Reactivo | Concentracion
Colesterol Colesterol
Total Libre

Solucion salina isotonica 7456 pL 7474 uL
(0.9%)

Buffer PBS 10X (100mM) 1000 pL 1000 pL
pH=7.4

Solucion Stock 500 pL 500 pL

(Colato de sodio 3mMy
Triton de sodio al 0.1%)

+» Carboximetilcelulosa 120 mg 120 mg
Peroxidasa (0.25 uu/mL) 12 pL 12 pL
Colesterol estereasa 10 pL --

(0.075 pu/mL)
13 L 13 L
Colesterol oxidasa
(0.05 pu/mL)

% Los reactivos se mezclaron hasta homogenizarse y se evit6 la formacion
de grumos o burbujas.

» Azul de tetrazolium 400 pL 400 pL
(MTT) 0.04 mM

» Fenazin 600 pL 600 pL
metasulfato (FMS)
0.04mM
» ElI MTT y FMS se agregaron hasta el momento de uso del reactivo,
homogenizando vigorosamente.
Nota: Se cubri6 de la luz por ser una reaccion fotosensible.
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Anexo 6. Tincién para la determinacion de la distribucién de lipidos de
las subclases de las lipoproteinas de alta densidad en fase semisélida
(sobre el gel de poliacrilamida)

Preparacion de reactivo para triglicéridos y fosfolipidos.

Reactivo | Concentracion
Trigliceridos Fosfolipidos
Solucion salina isotonica 5500 pL 5500 pL
(0.9%)
Buffer PBS 10X (100mM) 1000 pL 1000 pL
pH=7.4
+ Carboximetilcelulosa 120 mg 120 mg
Reactivo comercial 2500 pL -
trigliceridos
Reactivo comercial -- 2500 pL
fosfolipidos

% Los reactivos se mezclaron hasta homogenizarse y se evitd la formacién
de grumos o burbujas.

» Azul de tetrazolium 400 pL 400 pL
(MTT) 0.04 mM

» Fenazin 600 pL 600 pL
metasulfato (FMS)
0.04mM
» El MTT y FMS se agregaron hasta el momento de uso del reactivo,
homogenizando vigorosamente.
Nota: Se cubrié de la luz por ser una reaccién fotosensible.

Método de revelacion de geles

I. Los geles se colocan sobre la base de vidrio, donde se distribuye el reactivo
revelador de forma uniforme (sin dejar exceso de grumos o burbujas), y se
introducen dentro de un toupper para evitar la exposicion con la luz (reaccion
fotosensible).

[I.  Seincuban en bafio maria durante 1 hora a una temperatura de 37°C,

[lI. Al concluir la reaccion, se retira el reactivo revelador del gel con agua, para
enseguida ser escaneados y posteriormente analizarlos.
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Anexo 7. Carta de consentimiento informado
[ reen [ g A

P . R e T 4
M o . Les

A 7;:—:.:‘._
Ny 2

= 50
s , , AN
"]Eﬁ"' INSTITUTO NACIONAL DE CA'RDIOLOGIA IGNACIQ CHAVEZ
- DIRECCION DE INVESTIGACION ) - .
CARbiKncly PROPUESTA DE PROYECTO DE INVESTIGACION V" ESTADS o MoRELDS
Carta de consentimiento informado.
Ciudad de México a de del afio
Por medio de la presente yo, autorizo mi

participacion en el proyecto de investigacion titulado “Efecto de la suplementacion de acidos grasos omega-3
sobre la estructura y funcion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) en sujetos con hipertrigliceridemia”.

El objetivo de este estudio es analizar cambios en la funcion de las HDL después de la suplementacién con
acidos grasos omega-3. Se me ha explicado y he comprendido que mi participacién consistira en asistir en
ayuno al Banco de Sangre del Instituto Nacional de Cardiologia, en donde se me tomaran 10 mL de sangre y
posteriormente, se me indicard una dieta isocalérica que seguiré durante 1 semana. A continuacion, se me indicé
la toma de 2 capsulas de omega-3 al dia por un periodo de 5 semanas, que seran proporcionadas por el
investigador y transcurrido este tiempo, asistiré para la toma de muestra final. Me han informado que la
realizacion de este estudio me permitir conocer mis niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en sangre, y
mis medidas antropométricas (peso, talla, indice de masa corporal). Asimismo, se me realizard una valoracién
clinico-nutricional, con lo cual se determinara mi riesgo cardiovascular y al finalizar el estudio se me harén las
recomendaciones dietéticas y nutricionales pertinentes. Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los
posibles riesgos, inconvenientes y molestias derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes;
como consecuencia del consumo de capsulas de omega-3, es probable que sufra de trastornos gastrointestinales
(incluyendo distensién abdominal, dolor abdominal, estrefiimiento, diarrea, dispepsia, flatulencias, eructos,
reflujo gastroesofagico, nauseas o vomitos) y derivado de la toma de sangre, dolor durante la puncion y posible
formacidn de hematoma en el sitio de la misma. Los posibles efectos secundarios y riesgos por el volumen de
sangre colectado son considerados como minimos. Con lo anterior, se generara informacion para determinar el
efecto de los omega-3 sobre la estructura y funcién de las HDL. Entiendo que conservo el derecho de retirarme
o retirar mi muestra bioldgica del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente. Los
investigadores en cargo; Dra. Azucena Salazar Pifia y Dr. Oscar Pérez Méndez, han confirmado que no se me
identificaré en las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados con
mi privacidad serdn manejados en forma absolutamente confidencial. Para cumplir con lo anterior, el
investigador utilizard para la creacion de base de datos (que tendrd mi informacion clinica, asi como las
respuestas del cuestionario acerca de mis datos que se me aplicara), nimero de folio (ho emplear4 mi nombre)
para identificarme y de esa forma conservar mi anonimato.

Nombre y firma del paciente.

Firma del Investigador encargado.

Testigo 1. Nombre y firma Testigo 2. Nombre y firma
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del estudiante de Licenciatura en Nutricién Adolfo Mufioz Garcia, he leido y revisado la tesis
titulada EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE ACIDOS GRASOS OMEGA-3 SOBRE LA
DISTRIBUCION DE SUBCLASES DE LAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (HDL) Y
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