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RESUMEN

Introducciéon: La enfermedad arterial coronaria (EAC) es caracterizada por disfuncion
endotelial promovida por la coexistencia de hipoalfalipoproteinemia e hipertrigliceridemia. El
consumo de acidos grasos omega-3 (n-3) ha mostrado una relacién inversa con eventos
cardiovasculares e induce cambios en composicién de HDL, que poseen efectos favorables
sobre la funcion endotelial. Sin embargo, se desconoce el mecanismo cardioprotector exacto
de los n-3. En este trabajo proponemos que los n-3 median cambios en el contenido lipidico
de HDL que promueven una mejora en su funcion endotelial, lo que contribuiria a disminuir
la progresion de EAC en pacientes con alto riesgo cardiovascular.

Objetivo: Establecer el efecto de los acidos grasos n-3 sobre la composicion lipidica y
funcion endotelial de las HDL, en pacientes con hipertrigliceridemia.

Metodologia: Se realizé un ensayo clinico cruzado controlado con placebo en 18 pacientes
con hipertrigliceridemia, que fueron aleatorizados en 2 grupos (n=9), el primero inici6é 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
inicié con placebo (Capsulas de gelatina sin azlcar). Después de 5 semanas de tratamiento,
los sujetos siguieron 4 semanas de lavado (periodo sin n-3 ni placebo) para la depuracion
del tratamiento y posterior cruce del mismo. Se realiz6 una evaluacion clinico-nutriolégica y
se indic6 una dieta isocal6rica a lo largo del estudio para evitar factores dietéticos de
confusién. Se obtuvo muestra sanguinea en ayuno (10 mL), en tubos con EDTA. Se
determiné el perfil de lipidos (colesterol total, triglicéridos y glucosa), asi como el perfil de
lipidos de HDL (colesterol-HDL, fosfolipidos-HDL vy triglicéridos -HDL) por técnicas
enziméticas-colorimétricas. También se aislaron las HDL por medio de ultracentrifugacion
secuencial para para realizar ensayos in vitro de funcién endotelial en anillos de rata Wistar
en camara de 6rgano aislado en presencia de las HDL de los pacientes. Las modificaciones
en la funcién endotelial de los pacientes se determinaron por ultrasonido en la arteria braquial
(prueba de dilatacién mediada por flujo, DMF).

Resultados: Se encontré una disminucion significativa de peso corporal (87.8 £ 11.0 vs.
85.5 + 11.3 kg, P<0.05), circunferencia de cintura (102.4 £ 10.0 vs. 98.4 + 8.9 cm, P<0.01) y
cadera (103.6 £9.1vs. 101.1 + 9.2 cm, P<0.01) postratamiento con n-3. En el perfil de lipidos
se observé una disminucién significativa en la concentracion de triglicéridos después del
tratamiento (454.3 = 344.2 vs. 283.92 + 208.6 mg/dL, P<0.05) y un incremento en la
concentracion de colesterol-HDL (+29.18%, p<0.01) y fosfolipidos-HDL (+68%, p= <0.01)
respectivamente, acompafiado de una disminucion significativa en los triglicéridos-HDL (-
56.04%, P=<0.05) después de la suplementacién de n-3. Por otro lado, en la prueba de DMF,
se observd un incremento significativo de la funcién endotelial (8.6 = 3.6 vs. 10.9 + 4.0%,
P<0.01). Sin embargo, no se observaron cambios significativos en los ensayos de funcion
endotelial en anillos de aorta incubados con HDL pre y postratamiento con n-3.

Conclusién: La suplementacion con EPA y DHA indujo cambios significativos en la
composicion de las HDL, con una disminucién de triglicéridos e incremento de colesterol y
fosfolipidos en la particula. Sin embargo, no se observaron modificaciones en la funcién
endotelial de anillos de aorta de rata Wistar mediadas por HDL, a pesar de una mejora
significativa en la funcion endotelial de los pacientes en la prueba de DMF después del
tratamiento. Estos resultados sugieren un efecto benéfico de los n-3 sobre la funcion
endotelial, por medio de un mecanismo independiente de las HDL.



ABSTRACT

Introduction: Coronary artery disease (CAD) is characterized by endothelial dysfunction
promoted by the coexistence of hypoalphalipoproteinemia and hypertriglyceridemia. The
consumption of omega-3 fatty acids (n-3), has shown an inverse relationship with
cardiovascular events and induces changes in HDL composition, which have favorable
effects on endothelial function. However, the cardioprotective mechanism of n-3 is still not
well understood. In this study, we postulate that n-3 drives changes in the lipid content of
HDL that promote an improvement in their function vis-a-vis the endothelium, which would
contribute to decrease the progression of CAD in patients with high cardiovascular risk.

Objective: To determine the effect of n-3 fatty acids on the composition and endothelial
function of HDL in patients with hypertriglyceridemia.

Methodology: A placebo-controlled crossover clinical trial was performed in 18
hypertriglyceridemic patients, randomized in 2 groups (n =9), one started with 2 g/d n-3 (1000
mg capsules from n-3, EPA 460 mg, DHA 380 mg) and the other group started with placebo.
After 5 weeks of treatment, the subjects followed 4 weeks washout period before crossover.
A clinical-nutriological evaluation was performed and an isocaloric diet was indicated during
the study to avoid dietary confounding factors. Fasting blood samples (10 mL) were obtained
in tubes with EDTA. The lipid profile (total cholesterol, triacylglycerides and glucose) was
determined, as well as the lipid profile of HDL (HDL-cholesterol, HDL-phospholipids and HDL-
triglycerides). HDL were also isolated by sequential ultracentrifugation from patient’s plasma
to perform endothelial function in vitro using aorta rings of Wistar rats in an isolated organ
chamber in the presence of the lipoproteins. Modifications in the endothelial function of the
patients were determined by ultrasound in the brachial artery (flow-mediated dilatation test,
FMD).

Results: n-3 induced a significant decrease in body weight (87.8 + 11.0 vs. 85.5 + 11.3 kg,
P <0.05), waist circumference (102.4 + 10.0 vs. 98.4 + 89 cm, P <0.01) and hip
circumference (103.6 + 9.1 vs. 101.1 + 9.2 cm, P <0.01). A significant decrease in the
concentration of triacylglycerides was observed in the lipid profile (454.3 £ 344.2 vs. 283.92
+208.6 mg/dL, P <0.05) and an increase in the concentration of HDL-cholesterol (+29.18%,
p<0.01) and phospholipids- HDL (+68%, p= <0.01) respectively, accompanied by a
significant decrease in triglycerides-HDL (-56.04%, p=<0.05) after n-3 supplementation. On
the other hand, a significant increase in endothelial function was observed in the FMD test
after n-3, (8.6 = 3.6 vs. 10.9 = 4.0%, P <0.01). However, no changes were observed in
endothelial function assays with aortic rings co-incubated with HDL before and after treatment
with n-3.

Conclusion: Supplementation with DHA and EPA induced significant changes in the
composition of HDL, with a decrease in triacylglycerides and an increase in cholesterol and
phospholipids. However, no changes were observed in the endothelial function of Wistar rat
aortic rings mediated by HDL, despite a significant improvement in the endothelial function
of patients on the FMD test after treatment. These results suggest a beneficial effect of n-3
on endothelial function, through an HDL independent mechanism.
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INTRODUCCION

Dentro de las Enfermedades Croénicas No Transmisibles (ECNT), las enfermedades
cardiovasculares (ECV) constituyen la principal causa de muerte a nivel mundial, dentro de
las que destaca la enfermedad arterial coronaria (EAC) 2. La EAC es una patologia crénico-
inflamatoria caracterizada por disfuncién endotelial . Una de sus principales causas es la
formacion de placa en las arterias como consecuencia de desequilibrios en el metabolismo
de los lipidos y lipoproteinas #°. Dado lo anterior, la alteracion en las concentraciones
plasméticas de lipidos o dislipidemias, constituyen un factor de riesgo cardiovascular
importante. La hipoalfalipoproteinemia (Colesterol-HDL <40 mg/dl) y su coexistencia con
hipertrigliceridemia (Triglicéridos >150 mg/dL) y otros factores como obesidad, hipertensién
y resistencia a la insulina o diabetes, incrementan el riesgo y progresién de las ECV,
también caracterizadas por la presencia de disfunciéon endotelial ®.

El consumo de acidos grasos poliinsaturados n-3, ha mostrado una relacién inversa con
eventos cardiovasculares y un efecto benéfico sobre el perfil de lipidos 7. Asimismo, se ha
observado que induce cambios en la estructura y distribucién de las lipoproteinas, que son
complejos macromoleculares que funcionan como transportadores de lipidos en el plasma
sanguineo 8. En particular, las lipoproteinas de alta densidad o HDL, poseen funciones
antiaterogénicas asociadas en parte al recambio de colesterol y lipidos en su paso por los
tejidos periféricos. Se subdividen en cinco subclases que difieren en su composiciéon y radio
hidrodinamico. Se ha propuesto que cada una de las subclases de HDL posee un potencial
antiaterogénico distinto determinado en gran parte por su composicion, pero no existe un
consenso sobre cual brinda mayor proteccion. Es importante destacar que las HDL tienen
efectos favorables sobre la funciébn endotelial; modulan la expresion de moléculas de
adhesion en el endotelio, contribuyen a la sintesis de éxido nitrico (NO) y lo protegen ante
el estrés oxidativo °.

La evidencia actual apunta al gran potencial de los n-3 sobre las ECV, particularmente por
su efecto benéfico sobre el perfil lipidico. De esta forma, el beneficio cardiovascular que
aportan los n-3 podria estar relacionado, al menos parcialmente, con la calidad y contenido
de lipidos de las HDL 2°. Asi, la calidad de los lipidos que transportan las HDL repercutiria
en la funcién de las membranas de los tejidos periféricos. Estos cambios podrian estar
relacionados con el papel protector de las HDL contra el desarrollo de la ateroesclerosis.
En la actualidad no existe una caracterizacion sobre los posibles cambios en la composicién
lipidica de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) mediados por los n-3 y la relacién de
estos cambios con posibles modificaciones en su funcion. Por lo anterior, es posible que la
mejora en la funcién de las HDL mediada por los n-3, represente una disminucion en el
desarrollo y progresion de ECV en pacientes hipertrigliceridémicos con alto riesgo
cardiovascular. En consecuencia, es necesaria la investigacion sobre el efecto de los n-3
sobre las HDL, su composiciéon y los efectos sobre su funcion endotelial, que se aborda en
el presente trabajo de investigacion.



1. ANTECEDENTES

1.1 Lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares que funcionan como transportadores
de lipidos en el plasma sanguineo. Estan constituidas por lipidos y proteinas especificas
gue les confieren estabilidad, las cuales, se denominan apolipoproteinas. Su composicion
consta de un nucleo que contiene triglicéridos y ésteres de colesterol y en su corteza
colesterol no esterificado, fosfolipidos y apolipoproteinas L.

Las lipoproteinas se clasifican en 5 tipos de acuerdo con su densidad de flotacion, donde
las lipoproteinas mas grandes y menos densas son los quilomicrones, les siguen las VLDL
(Very Low Density Lipoproteins), IDL (Intermediate Density Lipoproteins), LDL (Low Density
Lipoproteins) y las HDL. Las lipoproteinas reciben su nombre de sus siglas en inglés, como
se muestra en la figura 1.

#5) |
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Quilomicron VLDL IDL LDL HDL
d >.940 1.006-1.019 1.019-1.063 1.063-1.12 1.12-1.125 mg/ ml
>70 30-70 20-30 18-30 7.5-12.5 nm

Figura 1.- Esquema de densidades y tamafios de las lipoproteinas. Se clasifican en 5 tipos de acuerdo con
su densidad de flotacion, donde las lipoproteinas mas grandes son menos densas, con mayor contenido de
lipidos y de mayor tamafio en comparacion con las mas densas. Las lipoproteinas reciben su nombre de sus
siglas en inglés.

Existe otra clasificacion utilizada de acuerdo con el contenido en apolipoproteinas, donde
se pueden identificar dos clases; las lipoproteinas que contienen Apo-B (VLDL, IDL, LDL y
quilomicrones) y las que contienen Apo-Al como las HDL 2. Cada tipo de lipoproteina tiene
diferente composicién proteica y lipidica como se muestra en la tabla 1. Las HDL son las
lipoproteinas con mayor contenido de proteina, uno de los factores a los que se les atribuye
su papel cardioprotector 2.

Tabla 1. Porcentaje de los componentes de las lipoproteinas.

Lipoproteina (%) Proteina Colesterol Triglicéridos Fosfolipidos
Quilomicrones 1-2 1-3 90-95 3-6
VLDL 6-10 4-8 45-65 15-20
IDL 20 38 35 30

LDL 18-22 50 4-8 18-24
HDL 45-55 20-25 2-7 26-32

Se muestran los porcentajes de proteina, colesterol, triglicéridos y fosfolipidos de cada lipoproteina.



1.2 Lipoproteinas de alta densidad

Las HDL son un grupo heterogéneo de tamafo relativamente pequefio y alta densidad
(1.063-1.21 g/mL). Difieren en su composicion y funcion debido al constante recambio de
colesterol y otros compuestos lipidicos en su paso por los tejidos periféricos. Se
caracterizan por ser complejos pseudomicelares estructurados en su interior por colesterol
esterificado y triglicéridos, y en su superficie por colesterol libre y fosfolipidos ! (Figura 2).

Al ser insolubles en agua, los lipidos no polares se encuentran hacia el interior de la
molécula, lo que garantiza su transporte en medios acuosos tales como el plasma
sanguineo 2. El 50 % de su masa esta constituida por proteinas y tienen ademas una
proporcion muy importante de fosfolipidos. Se ha demostrado que particulas ricas en estos
componentes, son muy eficientes al promover el eflujo de colesterol de placas de ateroma.
El eflujo se refiere a la salida del excedente de colesterol intracelular ® 13,

Dentro del contenido proteico de las HDL, la Apo-Al es su apolipoproteina caracteristica;
representa el 70 % de su contenido en proteina seguida de la Apo-All, la segunda con
mayor abundancia en su estructura que junto con otras apolipoproteinas tales como Apo-
C, Apo-E, Apo-D, Apo-J, Apo-AlV confieren estabilidad fisicoquimica a las HDL 2°.

Fosfolipidos

Colesterol libre

‘ 9, E
' 7 o 4 colesterol
Triacilgliceroles o @ Apo A-II

i | |
— —

Diametro 7.2-12 nm

Figura 2.- Estructura de las lipoproteinas de alta densidad. Se esquematiza la estructura
pseudomicelar de la particula, los lipidos anfipaticos en la superficie, los hidréfobos en el interior y
las apolipoproteinas que se integran a la particula estabilizandola.

1.2.1 Clasificacion de las HDL

Se han descrito diferentes subclases de HDL en funcién de caracteristicas fisicoquimicas y
de composicion, que difieren en tamafo, forma, densidad y carga. Cada una de estas,
posee distintas capacidades antioxidantes, antiaterogénicas y de potencial para promover
el eflujo de colesterol de los tejidos, motivo por el cual, se ha sugerido que la evaluacién de
su funcion refleja mejor su potencial antiaterogénico que el C-HDL per se 4.

Las HDL se clasifican de acuerdo con su densidad en:

e HDL-2 (densidad de flotacién entre 1.063y 1.12 g/mL)
e HDL-3 (densidad de flotacién entre 1.12 'y 1.21 g/mL) %,



Durante el metabolismo de las HDL o transporte reverso del colesterol (TRC), las HDL de
reciente formacion son denominadas HDL-3 y se distinguen por ser ricas en proteinas y
fosfolipidos, mientras que las HDL maduras, son llamadas HDL-2; las cuales son
abundantes en lipidos. Otro método de separacion se basa en su tamafio, el cual, se
determina por el radio hidrodinamico de las HDL. De esta manera, se subdividen en cinco
subclases, en orden decreciente de tamafio: HDL-2b, HDL-2a, HDL-3a, HDL-3b y HDL-3c,
como se muestra en la Figura 3 1817,
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Figura 3.- Clasificacion de las HDL de acuerdo con su radio hidrodinamico. Se presenta la
clasificacion de las HDL por su densidad de flotacion, en conjunto con su radio hidrodindmico.

1.2.2 Relacion de composicion y funcion de HDL

Las HDL son particulas dindmicas, su tamafio, composicion lipidica y proteica esta
determinada por su remodelacion, producto del intercambio de ésteres de colesterol,
triglicéridos y fosfolipidos con otras lipoproteinas y tejidos periféricos. Enzimas, proteinas,
receptores celulares y el transporte de lipidos modifican constantemente su composicion
convirtiéndolas en un grupo muy heterogéneo que difiere en su estructura y actividad
biolégica, principalmente debido a su distinto contenido lipidico y de apolipoproteinas 2.

Por lo anterior, en décadas recientes se ha propuesto que la funcionalidad de las HDL posee
mayor importancia en su rol ateroprotector su contenido de colesterol, el cual, ha mostrado
una relacion inversa entre su concentracion plasmatica y riesgo de enfermedad coronaria.
Sin embargo, datos epidemiolégicos establecieron que el intento de un aumento del nivel
de colesterol-HDL (C-HDL) con terapias farmacoldgicas no es suficiente para reducir el
riesgo de EAC 1819,

Diversas funciones protectoras como su funcién antioxidante en el endotelio o su capacidad
de remover el colesterol de tejidos periféricos no pueden ser evaluadas por medio de la
concentracion de colesterol-HDL, ya que estas funciones son el resultado de mecanismos
locales. En consecuencia, el desarrollo de métodos que evalten la funcion y composicién
de las HDL y que estén al alcance de laboratorios clinicos es un objetivo deseable 2°.

Actualmente es aceptado que la funcionalidad HDL esta estrechamente relacionada con la
composicion y la calidad de las moléculas 2! y que su funcién antiaterogénica no siempre
estd relacionada a las concentraciones plasmaticas de C-HDL 22 por lo que los
investigadores se han enfocado actualmente a la evaluacién de la funcién y composicién
de las HDL.



Ademads, el sindrome metabdlico (SM) o hipertrigliceridemia enriquecen el contenido de
triglicéridos de HDL. Las HDL ricas en triglicéridos resultan en una disminucion de niveles
de C-HDL. En consecuencia, los hepatocitos no pueden captar las HDL a través del receptor
SR-B1 (Scavenger Receptor B type 1) tan facilmente, lo que reduce la eficacia del
Transporte Reverso del Colesterol (TRC). Por lo tanto, las anormalidades metabdlicas y
estados proinflamatorios pueden resultar en HDL disfuncionales 3.

La hipertrigliceridemia afecta la afinidad de HDL para interactuar con distintos receptores,
lo que modifica su capacidad de unir lipidos a su superficie, esto podria ser el factor
etioldgico de las HDL disfuncionales, que promueven la oxidacion del C-LDL, convirtiéndose
en moléculas proinflamatorias 2°. También se ha reportado que las HDL aisladas de sujetos
con obesidad abdominal poseen menor capacidad para revertir la inhibicién de la relajacion
dependiente del endotelio del anillo adrtico por LDL oxidadas (LDLox) en comparacion con
HDL de sujetos control sanos °.

Por lo anterior, es importante destacar que la heterogeneidad de los efectos vasculares de
las HDL puede atribuirse a cambios en su proteoma y el lipidoma, es decir, cambios en la
cantidad y tipo de proteinas y lipidos unidos a la particula HDL.
Estudios previos han descrito que la inhibicion de la expresiéon de VCAM-1 mediante HDL
reconstituidas vari6 cuando se usaron diferentes especies de fosfatidilcolina. Esto sugiere
gue la composicion lipidica de HDL influye en su capacidad antiinflamatoria y es probable
que sea un determinante importante de la funcionalidad de HDL *°.

Estas observaciones indican que la composicion de HDL puede alterarse en diferentes
enfermedades que probablemente tengan un impacto su funcién. Cada vez es mas evidente
que la heterogeneidad funcional de HDL puede atribuirse a la complejidad de estas
particulas, que contienen proteinas y lipidos que pueden modificarse o alterarse en su
composicion bajo diversas condiciones como enfermedad renal crénica, diabetes mellitus,
enfermedad arterial coronaria'y SM *°.

1.2.3 Funciones de las HDL

Las HDL evitan la acumulacion de colesterol en las membranas celulares y tejidos
periféricos al promover su eflujo a través del TRC, factor que les concede capacidad
antiaterogénica y antitrombética 2*2°. Asimismo, modulan la inflamacién, a través de la
regulacion de las moléculas de adhesion (VCAM-1 y e-selectina), asi como la inhibicion de
la expresion de interleucinas, como IL-8, y contribuyen a la funcion endotelial al estimular
la sintesis de NO y lo protegen ante el estrés oxidante por medio de la accién de la enzima
paraoxonasa (PON-1) °.



1.2.4 Transporte reverso de colesterol (TRC)

El TRC, consiste en el regreso de colesterol que proviene de los tejidos periféricos hacia el
higado para su reciclaje y/o excrecion. Este proceso es representado esquematicamente
en la figura 4 y es el mecanismo principal por el cual se evita la formacion de la placa
ateromatosa ?°?’. El colesterol proveniente de la ingesta dietética o sintesis hepética puede
tener diferentes destinos durante su metabolismo. El primero consiste en la incorporacion
de la bilis, que, junto con los fosfolipidos, es excretado en las heces. El colesterol también
puede ser eliminado por las células epiteliales e intestinales. Finalmente, una pequefa parte
de este es destinada a la sintesis de hormonas esteroideas 282°,
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Figura 4.- Representacion grafica del transporte reverso o metabolismo de las HDL.
Tras su sintesis intestinal y hepatica, las particulas precursoras de las HDL, denominadas particulas Pre-p1,
son liberadas a la circulacién; poseen una forma discoidal debido a su pobre contenido de lipidos, sin embargo,
en su paso por los tejidos, rdpidamente adquieren fosfolipidos y colesterol libre por medio del transportador
ABCA1 (transportador dependiente de la unién de ATP, miembro 1 de la subfamilia de transportadores ABCA)
convirtiéndose en HDL pequefias y esféricas denominadas HDL-3. Posteriormente, el colesterol libre (FC) es
esterificado por accién de la enzima LCAT. Las particulas se enriquecen con colesterol esterificado e
incrementan su tamarfio, ademas, de disminuir su densidad, convirtiéndose en HDL-2. A continuacion, ésta es
depurada en el higado, y da como resultado una particula remanente de HDL-3 que puede volver a iniciar el
ciclo. Los remanentes de moléculas que contienen Apo-B, son catabolizadas en el higado por el receptor Apo
B/E, mientras que los triglicéridos de estas moléculas son intercambiados por colesterol esterificado de las HDL-
2 através de la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP). Los triglicéridos recién captados por
las HDL-2 son hidrolizados por la lipasa hepatica, que junto con la proteina de transferencia de fosfolipidos
(PLTP) la transforman nuevamente en Pre-31 o HDL-3. Las particulas que contienen Apo-Al, son metabolizadas
en el higado por medio del receptor Apo B/E o a través del rifién.



1.2.5 Funcion endotelial de las HDL

El endotelio se constituye por monocapa de células que recubren las arterias, venas y
capilares. Tiene un papel principal en la homeostasis vascular, vasodilatacion,
antitrombosis y produccion de NO, el cual, es liberado en respuesta a fuerzas mecanicas,
y al estrés 331, En décadas recientes, ha habido un interés creciente en el entendimiento
de los efectos de las HDL sobre el endotelio, debido a que interactian directamente con las
células endoteliales y son transportadas e internalizadas en su porcién luminal por
transcitosis *.

Las HDL ejercen propiedades benéficas en el endotelio; estimulan la sintesis de NO,
disminuyen la expresién de factor tisular y suprimen la expresion de moléculas de adhesion.
De igual manera, participan en la regulacién del tono vascular por la induccién de la
ciclooxigenasa-2 (COX2) que incrementa la secrecion de prostaciclina I-2 (PGI-2) en las
células endoteliales ?*. Adicionalmente, disminuyen la sintesis de especies reactivas de
oxigeno o ROS (Reactive Oxygen Species, por sus siglas en inglés), factores clave en el
desarrollo de la EAC lo que se ha asociado a una menor progresion de ateroesclerosis 2°.

También promueven la vasorelajacion por distintos mecanismos; uno de ellos es el
mantenimiento del microambiente lipidico. Es bien conocido que las oxLDL inducen la
disfuncion endotelial, inhibiendo la produccion de NO, que es mediada por la enzima 6xido
nitrico sintasa (eNOS) a partir de L-arginina. Se ha descrito ademas que las HDL
incrementan la estabilidad de la eNOS e inducen la cascada de sefializacion para su
fosforilacion, aumentando su tiempo medio de vida y su abundancia %2,

De igual manera, las HDL previenen la apoptosis de células endoteliales causada por
oxLDL y Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a), por inhibicion de la via apoptotica
mitocondrial. Por otra parte, promueven la unién celular, por medio de la esfingosina-1-
fosfato asociada a las HDL, lo que favorece la integridad del endotelio. También, protegen
su integridad por la promocion del reparamiento de lesiones vasculares. Asimismo, el
endotelio posee un receptor para HDL, SR-BI y la proteina de membrana ABCA1 (ATP-
Binding Cassette Al). Estas proteinas podrian participar en la internalizacién de las HDL
en el endotelio vascular, aunque aun se desconoce si este proceso ocurre durante la
recoleccion de colesterol de los tejidos periféricos 323,

Debido a su creciente importancia, se han desarrollado técnicas para la medicion de la
funcién endotelial. Una de las méas comunes es la prueba de Dilatacion Mediada por Flujo
(DMF), debido a que es accesible y no invasiva. Consiste en medir ultrasonido el diametro
de la arteria braquial después de la hiperemia reactiva mediada por el endotelio posterior a
una oclusiéon del flujo sanguineo. El esfigmomandémetro es colocado por encima del
antebrazo y se aplica una presion de 200-300 mmHg durante 5 minutos. El porcentaje de
cambio de didmetro después de la hiperemia se ha propuesto como una medicién de la
funcién microvascular periférica 4.

La funcién endotelial medida por DMF no es normal en sujetos con hipercolesterolemia y
sindrome metabdlico. Los factores de riesgo cardiovascular como hipertension, DM2 e
hipercolesterolemia, estdn asociados a alteraciones en la funcién endotelial, asi como una
vasodilatacién dependiente de endotelio deteriorada, la cual se asocia a un mayor riesgo
cardiovascular %.



1.3 Disfuncién endotelial.

En condiciones normales, las células endoteliales intervienen en diversos procesos
involucrados en la homeostasis vascular, entre los que se encuentran la regulacion de la
fibrinolisis, presion arterial, y tono vascular. Las alteraciones en sus funciones se
denominan disfuncién endotelial. La liberaciobn de NO regula el tono vasomotor en
respuesta a sustancias que inducen la vasodilataciéon como la acetilcolina * y la reduccion
de su sintesis es caracteristica de las primeras etapas de la disfuncién endotelial
favoreciendo la vasoconstriccion, incremento en la apoptosis de las células endoteliales y
un estado protrombético 3, asi como un incremento de citocinas proinflamatorias que
inducen estrés oxidativo, como se muestra en la figura 5 .

ENDOTELIO VASCULAR
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Figura 5. Caracteristicas de la disfuncién endotelial. Bajo condiciones patolégicas se producen
alteraciones en la homeostasis vascular a consecuencia de la pérdida o modificacion en uno o mas
de los mecanismos protectores del endotelio, lo cual es conocido como disfuncién endotelial

La disfuncién endotelial se ha identificado como un factor comun en todas las ECV. La
diabetes mellitus, hipertension, ateroesclerosis y tabaquismo se han asociado con
alteraciones en la relajacién dependiente del endotelio °. En particular, se encuentra
estrechamente relacionada con la EAC y ateroesclerosis, por lo que se le ha considerado
como predictor de eventos clinicos y se ha propuesto como un mecanismo subyacente de
las ECV 3L La disfuncion endotelial es uno de los primeros pasos involucrados en la
ateroesclerosis, que conlleva al desarrollo de EAC; se ha observado que las HDL de
pacientes con enfermedad coronaria, exhiben propiedades proinflamatorias cuando son
expuestas a células endoteliales ¥'.

En adicién, las Lipoproteinas Ricas en Triglicéridos (LRT) aisladas por ultracentrifugacion
secuencial de pacientes con funcion endotelial alterada mostraron sobre enriquecimiento
de triglicéridos en comparacion con LRT de pacientes con funcidn endotelial normal, y estas
lipoproteinas afectan de manera significativa la funcion endotelial, inhibiendo la relajacion.
Asimismo, se ha observado que el contenido de triglicéridos de las LRT se correlaciona
directamente con el grado de inhibicion de la relajacion en el endotelio en ensayos in vitro
38,39, 40 Por otro lado, se observé en sujetos obesos que los macréfagos activados se
infiltran en los adipocitos y promueven la liberacion de citocinas proinflamatorias como TNF-
a y Proteina C Reactiva (PCR), que promueven la disfunciéon endotelial. Asimismo, los



acidos grasos libres liberados por el tejido adiposo disfuncional causan efectos toxicos en
el endotelio vascular, lo cual puede perjudicar la produccion de agentes vasodilatadores
4142 Cabe destacar que la disfuncién endotelial se encuentra estrechamente relacionada
con la patogénesis del sindrome metabdlico, asimismo, en la presencia de obesidad central,
el tejido adiposo perivascular que rodea el corazén y las arterias puede tornarse
disfuncional y afectar la funcion vascular, lo que contribuiria al desarrollo de ateroesclerosis
y disfuncién endotelial, en el proceso que se detalla a continuacion 3.

1.4 Formacion de lalesion ateroesclerodtica

En el subendotelio, la accion proaterogénica de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
favorece el desarrollo de ateroesclerosis. Cuando estas lipoproteinas son oxidadas por
ROS en el espacio subendotelial, propician la generacion de radicales libres, y a su vez,
promueven la produccién de citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento que
favorecen el desarrollo de la placa ateromatosa 2°.

Las LDL oxidadas son fagocitadas por los macréfagos, dando lugar a una acumulacion de
lipidos en su citoplasma, lo que origina una célula espumosa que, a su vez, promueve una
respuesta inflamatoria al estimular la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio,
necesarias para la migracion de los leucocitos hacia el espacio subendotelial. Entre estas
moléculas, se encuentran las moléculas de adhesioén celular vascular (VCAM-1), moléculas
de adhesién intercelular (ICAM-1) y E-Selectina 6. La apoptosis celular junto con la
disfuncion endotelial provocada por el ateroma, inducen un aumento en la permeabilidad
de la pared vascular, factores clave en el inicio del proceso ateroesclerético (Figura 6).
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Figura 6.- Formacién de la placa ateromatosa. En zonas donde existen alteraciones de la
permeabilidad en el endotelio vascular se facilita la infiltracién de LDL al espacio subendotelial, donde
se modifican por ROS, formando LDLox. Esto genera una respuesta de los monocitos que se
adhieren al endotelio activado, el cual genera la sobreexpresion de moléculas de adhesion (ICAM,
VCAM). Los monocitos penetran en la pared y se diferencian a macréfagos, los cuales captan LDLox
y se transforman en células espumosas. Las células musculares lisas de la media, activadas por
citocinas y factores de crecimiento, migran a la intima y proliferan provocando apoptosis y
contribuyen a la evolucién de la lesion.

La relevancia clinica y cientifica de la disfuncién endotelial se fundamenta en que ésta es
un factor comudn en la patogénesis de las enfermedades cronicas y cardiovasculares, tales



como la aterosclerosis y la enfermedad arterial coronaria y se presenta incluso antes de
que aparezcan las manifestaciones clinicas 334,

1.5 Enfermedades cardiovasculares

Segun la Organizaciébn Mundial de la Salud (OMS) las enfermedades crénicas no
transmisibles (ECNT) son aquellas que no se transmiten de persona a persona y son
caracterizadas por su larga duracién y lenta evolucién!. En México conforman las
principales causas de mortalidad general, propician la incapacidad temprana y su
tratamiento se caracteriza por ser complejo y de costo elevado ©. Dentro de estas destacan
las ECV, que constituyen la principal causa de muerte en México y el mundo 3.

Las ECV incluyen enfermedades del corazon, enfermedades vasculares cerebrales y
enfermedades de los vasos sanguineos. Existen distintos tipos de ECV, dentro de las
gue destacan las causadas por ateroesclerosis. Las manifestaciones clinicas de la
ateroesclerosis son la enfermedad cerebrovascular y la enfermedad arterial coronaria
(EAC) o enfermedad isquémica del corazdn y existen diversos factores que propician
su aparicion o progresion 44,

1.5.1 Factores de riesgo cardiovascular:

Diversos factores pueden incrementar el riesgo metabdlico y favorecer el desarrollo de
ECV, por ejemplo, el sobrepeso, la obesidad, HTA, tabaquismo, antecedentes familiares,
factores genéticos y dislipidemias “°.

Por otro lado, la dieta es reconocida como un factor de riesgo importante en el desarrollo y
prevencion de ECNT debido a que, en la actualidad, es habitual el consumo desorganizado
y frecuente de alimentos con un elevado contenido cal6rico y poco valor nutricional, ricos
en hidratos de carbono simples y grasas saturadas “*%%. La coexistencia de patrones
dietéticos inadecuados y estilo de vida no saludable como la ingesta excesiva de alcohol e
inactividad fisica han favorecido un incremento potencial en la prevalencia de las ECV 4748,

No obstante, este riesgo podria ser revertido con cambios en el estilo de vida, lo que ofrece
la oportunidad de implementar estrategias pronésticas o0 preventivas, asi como
farmacoldgicas que incidan en su aparicion o progresion. Los principales objetivos para su
prevencién y tratamiento se centran en el control de la presion arterial, pérdida de peso,
suspender el tabaquismo, incremento en la actividad fisica y alcanzar concentraciones
plasmaticas normales de colesterol-HDL (C-HDL) y triglicéridos ©.

La obesidad central, es decir, el exceso de tejido adiposo visceral ha mostrado ser un factor
predictivo para el desarrollo de enfermedad coronaria; se asocia con frecuencia a
alteraciones en el perfil de lipidos caracterizados por hipertrigliceridemia en ayuno,
incremento en las concentraciones de insulina, disminucién de C-HDL e incremento de
colesterol LDL (C-LDL). Se puede estimar por la medicion de la circunferencia de cintura (>
88 cm en mujeres y >102 cm en hombres) #°.

Por otra parte, el sindrome metabdlico (SM) incrementa potencialmente el riesgo
cardiovascular °. Segln el Panel de expertos del programa nacional de educacion sobre la
deteccion, evaluacion, y tratamiento del colesterol sanguineo elevado en adultos, de
Estados Unidos de América (ATP IV, por sus siglas en inglés), se define como un conjunto
de factores de riesgo metabdlico, que se encuentran ligados con un incremento del riesgo



de ECV, entre los cuales se incluyen; dislipidemia aterogénica, obesidad abdominal, presion
arterial elevada y un estado protrombdtico e inflamatorio. Cabe destacar que se encuentra
estrechamente relacionado con la resistencia a la insulina, es decir, la respuesta de los
tejidos a la insulina es ineficiente, lo que incrementa el riesgo de desarrollar DM2. El criterio
para su diagndstico es la presencia de 3 0 mas de las siguientes caracteristicas “°:

¢ Circunferencia de cintura: hombres > 102 cm, mujeres > 88 cm.
e Presion arterial = 130/85 mmHg.
e Glucosa en ayuno = 110 mg/dL.
e Dislipidemia aterogénica:
Triglicéridos = 150 mg/dL o C-HDL hombres < 40 mg/dL, mujeres < 50 mg/dL.

1.6 DISLIPIDEMIAS

Las dislipidemias se definen como anomalias en las concentraciones de lipidos plasmaticos
gue incrementan considerablemente el riesgo cardiovascular. La hipoalfalipoproteinemia,
es decir, concentraciones plasmaticas de C-HDL <40 mg/dL en hombres y <50 mg/dL en
mujeres, constituyen el factor mas comun en la poblacion mexicana. Asi como el aumento
en la concentracion de C-LDL e hipertrigliceridemia, que es reconocida como un factor
independiente de riesgo cardiovascular .

Los valores de referencia para el perfil de lipidos segun el ATP IV se resumen a
continuacién en la tabla 2.

Tabla 2. Valores de referencia de concentraciones plasméticas de lipidos.

Colesterol Total Triglicéridos
< 200 mg/dL Deseable < 150 mg/dL MNarmal
200 a 239 mg/dL Limitrofe 150 a 199 mg/dL Limitrofe
> 240 mg/dL Alto 200 - 499 mg/dL Alto
Colesterol-HDL Colesterol-LDL
<40 mg/dL Factor de riesgo < 100 mg/dL Optimo
40 to 59 mg/dL Normal 130 a 159 mg/dL Limitrofe
> 60 mg/dL FProtector 160 a 189 mg/dL Alto

Se han establecido rangos de concentraciones plasmaticas de lipidos para la determinacién del
riesgo cardiovascular
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1.6.1 Hipertrigliceridemia

La elevacion de triglicéridos plasmaticos se reconoce como un factor clinico independiente
gue contribuye al aumento del riesgo cardiovascular y desarrollo de ateroesclerosis 3%, El
ATP IV clasifica la hipertrigliceridemia de la siguiente manera:

e Normal: <150 mg/dL
e Limite superior: 150-199 mg/dL
e Alto: 200-499 mg/dL
e Muy alto: 500 mg/dL

La hipertrigliceridemia se clasifica de acuerdo con su origen en primaria, como
consecuencia de defectos genéticos que intervienen en el metabolismo de los triglicéridos,
por ejemplo, la hipertrigliceridemia familiar y la deficiencia de lipoproteinlipasa (LPL). Esta
enzima que tiene un rol primordial en la hidrolisis de triglicéridos a acidos grasos y acil
glicerol en las lipoproteinas, principalmente quilomicrones y VLDL; la LPL se encuentra
localizada en el endotelio de los capilares, en el tejido muscular y adiposo % 1.

La hipertrigliceridemia secundaria es resultado de la ingesta excesiva de alcohol,
sedentarismo, diabetes no controlada, resistencia a la insulina, hipotiroidismo, sobrepeso y
obesidad, asi como ingesta dietética excesiva de carbohidratos simples. En condiciones
normales durante la glucdlisis el piruvato es convertido a acetil-CoA, sin embargo, cuando
hay una ingesta excesiva de energia, el acetil CoA se convierte en Malonil-CoA, por el acetil
CoA-carboxilasa, precursor de todos los acidos grasos de cadena larga, lo que origina la
sintesis en exceso de triglicéridos 2 5.

A su vez, los quilomicrones transportan los triglicéridos postprandiales, asi como las LDL y
VLDL los derivados de la sintesis hepatica e intestinal, principalmente al higado y tejidos
periféricos. Estas lipoproteinas ricas en triglicéridos pueden promover el desarrollo de
ateroesclerosis por su efecto negativo sobre la vasodilatacion mediada por endotelio,
incremento en la agregacion plaquetaria y captacion de colesterol de los macréfagos en el
espacio subendotelial, lo que promueve la progresién de la placa ateroesclerética y el riesgo
de un evento cardiovascular. Ademas, la hipertrigliceridemia se relaciona con niveles bajos
de C-HDL vy elevacion de C-LDL, lo que propicia la disminucion del eflujo del colesterol
desde las placas ateroesclerdticas, asi como una respuesta antiinflamatoria por HDL
disminuida 50 5152

Los remanentes de lipoproteinas como quilomicrones y VLDL, generan sustancias téxicas
gue podrian dafar el endotelio vascular. De igual forma, las LDL mas pequefias y densas
poseen mayor potencial aterogénico, debido a que es mas facil que penetren la pared
arterial y sean menos resistentes al estrés oxidante. Asimismo, la apolipoproteina C-lll,
caracteristica de los quilomicrones, las VLDL y las IDL, inhibe la funcién de la LPL, ademas
de activar las células endoteliales vasculares y promover factores de adhesion celular 373,

Por otro lado, la obesidad ha contribuido de forma importante en el aumento de la
prevalencia de hipertrigliceridemia, debido a que la acumulacion de grasa visceral y
disfuncion del tejido adiposo se acompafan de un incremento en la liberacion de &acidos
grasos libres a la circulacion, propiciando el desarrollo de higado graso no alcohélico e
incremento de la sintesis hepética de triglicéridos, lo que incrementa el riesgo
cardiovascular 373,
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1.6.2 Epidemiologia de la hipertrigliceridemia

La poblacion mexicana presenta mayor prevalencia de hipertrigliceridemia e
hipoalfalipoproteinemia (60.5%) que poblaciones caucésicas (18.7%). En México, las
dislipidemias son el factor de riesgo cardiovascular mas frecuente. La prevalencia de la
hipertrigliceridemia es 31.5% en poblacién mexicana, y es mas comun en personas que
presentan obesidad o diabetes. También, su prevalencia es proporcional a la edad y es mas
frecuente en el sexo masculino (36.9% en hombres y 26.9% en mujeres) % %4,

La frecuencia de los alelos de susceptibilidad para dislipidemias en poblacion mexicana es
mayor que la encontrada en poblaciones europeas para varios de los genes que tienen
mayor efecto sobre las concentraciones séricas de triglicéridos o de C-HDL. Tal es el caso
de las variantes de APOAS5 y MLXIPL para la hipertrigliceridemia. Los genes con las
asociaciones mas fuertes con las concentraciones de triglicéridos son: TRIB1, ANGPTL3,
LPL, GCKR, FADS1-2-3 y MLXIPL y de ABCALl y CETP para la hipoalfalipoproteinemia las
variantes R230C del transportador ABCA1, un haplotipo de riesgo en SIK3 y el rs1349411
en APOBEC1, que a su vez pueden propiciar modificaciones en el metabolismo de las
lipoproteinas 4.

Dada la importancia de la hipertrigliceridemia sobre el incremento del riesgo cardiovascular,
se han explorado diversas terapias dietéticas y farmacologicas. Entre estas destacan los
acidos grasos poliinsaturados, que ejercen un papel cardioprotector y modifican el perfil de
lipidos, principalmente disminucion la concentracion sérica de triglicéridos, asi como la
progresion de la lesion ateroesclerética .
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1.7 Acidos grasos poliinsaturados

Los acidos grasos son acidos carboxilicos de cadena larga, de nimero par de carbonos y
gue pueden contener insaturaciones; si éstas estan presentes, tienen isomeria cis. Los
acidos grasos se pueden clasificar de acuerdo con el nUmero de insaturaciones en su
cadena policarbonada, de los que se derivan *.

e Acidos grasos saturados (sin doble enlace entre sus carbonos).
e Acidos grasos monoinsaturados (1 solo doble enlace entre sus carbonos).
e Acidos grasos poliinsaturados (2 o méas dobles enlaces entre sus carbonos).

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés), se pueden agrupar en
Omega-3, que incluye a los acidos a-linolénico (ALA), eicosapentaenoico (EPA) y
docosahexaenoico (DHA) y en omega-6 (n-6), que incluye a los &cidos linoleico (LA) y
araquidénico. Su denominacion corresponde de acuerdo con la ubicacién del primer doble
enlace a partir del metilo terminal °.

1.7.1 Omega-3

Se denominan esenciales, debido a que el cuerpo humano carece de las enzimas
necesarias para afiadir un doble enlace en la posicion Omega-3 o -6 de la cadena de
carbonos, o no los sintetiza en cantidad suficiente para los requerimientos celulares, por lo
que deben ser obtenidos de la dieta. El acido a-linolénico (ALA) se obtiene principalmente
de aceites vegetales como nueces, semillas, chia y linaza, pero la principal fuente de EPA
y DHA la constituyen pescados de agua fria y sus aceites, incluyendo el salmén, sardina,
atin, asi como algunas algas. En los humanos, el consumo de ALA tiene una tasa muy baja
de conversién, alrededor del 8% para EPA y menos del 0.1% para DHA, por lo que

requieren una ingesta importante de estos productos para cubrir los requerimientos tisulares
55,56

1.7.2 Metabolismo de Omega-3

Las dos series de PUFAs se derivan de una serie de elongaciones y desaturaciones usando
el mismo complejo enzimético para ambas vias, como se muestra en la figura 7. EI ALA 'y
LA, comparten vias metabolicas y compiten por la A®-desaturasa. Como resultado de este
proceso, el ALA es convertido en EPA y DHA y el LA se convierte en acido araquidénico
(AA), que posee un potente efecto proinflamatorio .

Los productos derivados de la conversion del EPA tienen efectos proinflamatorios
significativamente menores que los del AA, incluso poseen un efecto inhibitorio competitivo
de las citocinas proinflamatorias. EI ALA compite por la A®-desaturasa con el LA mientras
qgue el EPA compite con el AA por las vias de la ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa
(LOX). Esta es una de las razones a las que se les atribuye el efecto cardioprotector al EPA
y al LA. Ademés, ALA y EPA conducen a una mayor sintesis de resolvinas, protectinas y
lipoxinas, sustancias que actian como mediadores lipidicos que promueven la
vasodilatacion y poseen propiedades antiinflamatorias 57 58: 59 60, 61,
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Figura 7. Metabolismo de acidos grasos poliinsaturados. A través de COXy LOX, el AA es convertido en la
serie 2 de prostaglandinas, y tromboxanos (TX), la serie 4 de leucotrienos (LT) y lipoxinas. En competencia con
LOX y COX, el EPA es convertido a la serie 5 de LT y serie 3 de PG y TX. Entre las prostaglandinas derivadas
del AA se encuentra la PGEz, que induce inflamacion, dolor e incremento en la permeabilidad vascular, asi como
el tromboxano A2 (TXA2), que es un potente vasoconstrictor y agregante plaquetario. Asimismo, se derivan
leucotrienos que ejercen una accién proinflamatoria, como los leucotrienos Bs Cs4 Ds. El EPA puede ser
convertido mediante COX y LOX a la serie de resolvinas D y E. La prostaglandina E2 promueve la inflamacion y
permeabilidad vascular, asi como los leucotrienos (LTB4, LTC4 y LTD4) que estimulan la accion de citoquinas
proinflamatorias. Por el contrario, los productos derivados del ALA (TXAs, PGI3, PGE3 y LTBES5) poseen efectos
proinflamatorios menos potentes y antagonizan los de los eicosanoides derivados del AA.
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1.7.3 Omega-3 y enfermedad cardiovascular

Los patrones dietéticos de la actualidad han ocasionado un cambio en la proporcion del
consumo de n-6 y n-3, debido al elevado consumo de aceites vegetales y pobre ingesta de
productos de origen marino como pescados, mostrando una relaciéon de 12:1 de n-6 y n-3
respectivamente. Sin embargo, en poblaciones donde existe un consumo elevado de
productos marinos con contenido elevado de n-3, como en la poblacién japonesa y
esquimales, existe significativamente menor incidencia de ECV como hipertensién e infartos
¢1, Asimismo, se ha observado menor incidencia de eventos coronarios en el tratamiento
combinado de estatinas y n-3 en comparaciéon con los que Unicamente llevaban tratamiento
farmacoldgico "%,

Derivado de estas observaciones, se ha investigado el papel de los n-3 como agentes
cardioprotectores, particularmente EPA y DHA '°. Los n-3 se asocian a una menor
incidencia de arritmias cardiacas, inhibicion de la agregacion plaquetaria, disminucion de la
presion arterial y frecuencia cardiaca, mejora en la funciébn endotelial debido a que
promueven la sintesis o liberaciéon de NO %, asi como efectos antitrombéticos, disminuyen
la coagulacion al reducir la adherencia de plaquetas en las arterias y regulan procesos
inflamatorios, caracteristicos en el desarrollo de EAC 7 % 8 También, se consideran
protectores de la ateroesclerosis debido a su efecto en la disminucion de colesterol
plasmético, asi como el colesterol VLDL, pero principalmente por la reduccién en la
concentracion de triglicéridos en el plasma .

Se ha observado que el consumo de 0.5 a 1.8 g/dia de n-3 reduce significativamente la
muerte por enfermedades cardiacas, por lo tanto, se han establecido recomendaciones
especificas de consumo para la disminucién del riesgo cardiovascular 2. La Asociacion
Americana del Corazén recomienda de 2 a 4 g/d de EPA + DHA para la disminucién de
triglicéridos, logrando una reduccion del 20% al 40%. Dosis de 3 a 6 gramos de n-3 han
mostrado ser seguras en diversos ensayos clinicos. Esta dosis puede ser obtenida de
productos como aceite de pescado o concentrados en forma de capsulas 2. Existen
diversos mecanismos propuestos para el efecto cardioprotector de los n-3 que se describen
a continuacion.

1.7.4 Omega- 3y proteccion cardiovascular: mecanismos de accidn

Uno de los mecanismos por los que los n-3 han podrian ejercer efectos cardioprotectores y
antitrombadticos es porque se ha mostrado que el EPA y DHA modifican el perfil lipidico,
principalmente la reduccion en la concentracion de triglicéridos plasmaticos .

La administracion de concentrados de Omega-3 estd indicada principalmente en
hipertrigliceridemias graves, y ha mostrado ser una terapia segura, sin efectos secundarios
graves °%; siendo los mas comunes la dispepsia, nausea, eructos o distension abdominal,
gue disminuyen al administrarse junto con los alimentos. El porcentaje de disminucion es
dependiente del tiempo de administracion, de los valores basales de triglicéridos y la dosis
administrada de n-3. Es importante destacar que pacientes con concentraciones menores
de triglicéridos experimentaran una disminucién menor %,

Las modificaciones en las concentraciones de triglicéridos mediados por la administracion
de Omega-3 se pueden observar en un periodo de 2 a 4 semanas y se necesita el mismo
periodo para su eliminacion del organismo después de descontinuar su administraciéon. Los
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acidos grasos n-3 son almacenados en el tejido adiposo y las membranas de eritrocitos por
un periodo aproximado de 4 meses, sin embargo, sus concentraciones plasmaticas
retornan a valores basales a las 2-4 semanas .

Dosis de 4 g disminuyen en un 30% las concentraciones plasmaticas en sujetos con
triglicéridos >500 mg/dL. Se ha propuesto que puede ser por medio de la inhibicién de la
enzima acil-coenzima-A 1,2-diacylglycerol aciltransferasa, disminucion en la lipogénesis e
incremento en la oxidaciéon mitocondrial y peroxisomal e incremento en la expresion del gen
de LPL en el tejido adiposo. También se ha observado que la HMGCo-A es inhibida in vitro
en hepatocitos por el EPA 'y DHA .

Ademas, los n-3 pueden reducir la sintesis y secrecion hepatica de triglicéridos y acelerar
el aclaramiento de quilomicrones promoviendo la actividad de la LPL. La disminucién de la
incorporacion de triglicéridos a las VLDL reduce la secrecién de triglicéridos. Los acidos
grasos, fungen como sustratos para la sintesis de triglicéridos, y son degradados por medio
de la B-oxidacion. Los n-3 podrian disminuir la lipogénesis hepatica, debido a que se ha
observado que incrementan la B-oxidacion en los peroxisomas y mitocondria, dejando
menor disponibilidad de sustrato para la sintesis de triglicéridos e incrementan la
degradacién de apoB-100 3,

También, podria deberse a la reduccion de la ApoC-Illl, un componente de las LRT que
eleva los triglicéridos por inhibiciéon de la LPL disminuye su lipolisis y el catabolismo de las
lipoproteinas remanentes . Los triglicéridos son transportados en las LRT como VLDL y
quilomicrones, que pueden ser aclarados de la circulacion en el higado o en situaciones
patoldgicas, depositarse en la pared arterial, como las LDL, que contribuyen al depésito de
colesterol e inflamacion vascular, lo que favorece el deterioro de la funcion endotelial. Cabe
destacar que las concentraciones de LRT se consideran como un factor predictivo de
eventos cardiovasculares, independientemente de los niveles de C-HDL o C-LDL *.

Por otro lado, un mecanismo esencial por los que los n-3 ejercen multiples efectos
metabdlicos, es la activacién de PPAR’s (Peroxisome proliferator-activated receptor), para
los que los n-3 actuan como ligandos. Los PPAR’s y los SRBEP’s (Sterol regulatory
element-binding protein) son factores transcripcionales que tienen un papel esencial en el
metabolismo de lipidos.

Los SRBEP’s regulan la expresion de enzimas para la sintesis de acidos grasos,
triglicéridos y colesterol. La activacion de estos factores estimula enzimas involucradas en
la sintesis lipidica, tales como la acetil-CoA carboxilasa y la acido-graso sintetasa. En este
contexto, los n-3 suprimen la expresion del factor transcripcional SREBP-1, el cual activa
genes involucrados en la sintesis de acidos grasos, y que a su vez es un proceso regulado
por PPAR’s, por lo que parecen ser uno de los blancos mas importantes para la regulacién
del metabolismo lipidico por medio de n-3 .

Los PPAR'’s ejercen efectos distintos de acuerdo con sus diferentes isoformas (a, 8, y); el
EPA se une a todos los subtipos de PPAR. Por ejemplo, el PPAR-a se expresa en tejido
adiposo marrén, tejido hepatico, cardiaco, renal, intestino y musculo esquelético, e
interviene en la regulacién de genes del metabolismo de acidos grasos, su transporte en
membranas celulares y regulacion de la B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal .

16



El PPAR-y regula la diferenciacion del tejido adiposo, lipogénesis, sensibilidad a la insulina
y expresion de enzimas del metabolismo de lipidos como la LPL, e incrementa el
aclaramiento de TG, mediada por la actividad de PPAR-y, estimulada por EPA 5767,

El PPAR-B actia como regulador de la oxidacion de acidos grasos en distintos tejidos,
regula el metabolismo mitocondrial, interviene en el metabolismo de lipidos y lipoproteinas,
y posee una accién antagonica de la respuesta proinflamatoria ©°.

Ensayos clinicos han comprobado que los PPAR’s podrian mediar una respuesta diferencial
al tratamiento con n-3. Binia A, et al (2012), encontraron en poblacién mexicana sana, que
la presencia de los alelos P12A para PPAR-y y L162V para PPAR-a inducen una mejor
respuesta en cuanto la disminucion plasmatica de triglicéridos en comparacién a los sujetos
con genotipo distinto, asi como efectos diferenciales en otros marcadores metabolicos
como adiponectina 8.

Otro mecanismo de accién propuesto es la regulacion del metabolismo mitocondrial via la
enzima carnitin-palmitoil-transferasa-1 (CPT1), que incrementa la oxidacion de acidos
grasos en el musculo cardiaco y esquelético, asi como en el intestino e higado, y facilita su
transporte en la mitocondria en estos tejidos. Asimismo, la expresién de CPT1 es regulada
por los PPAR’s, que a su vez son regulados por los n-3 ©°,

Otro de los factores que podrian intervenir en su efecto cardioprotector es su actividad
antioxidante; Burillo et al (2012), encontraron que la suplementaciéon con n-3 en sujetos
fumadores, regula positivamente la expresion de proteinas de HDL como Apo-Al, PON-1y
otras proteinas implicadas en el metabolismo de lipidos, fibrindlisis, sefiales de transduccion
y oxidacién, aun sin cambios significativos en las concentraciones plasmaticas de
triglicéridos °.

Ademas, los n-3 se encuentran en mayor concentracion en los fosfolipidos membranales
en comparacién con otros compartimentos, y estos responden a su vez de forma rapida a
modificaciones dietéticas, por lo que son un buen pardmetro para medir el EPA y DHA, que
son precursores de metabolitos lipidicos como pro resolvinas especializadas y
monoepdxidos generados por citocromo P450, los que podrian contribuir a un menor riesgo
cardiovascular 1. De tal forma, el EPA y DHA inhiben el AA de forma competitiva durante
su metabolismo, asi como otras moléculas proinflamatorias, como las prostaglandinas,
citocinas y leucotrienos. Es posible que la reduccidon del estrés oxidante y ambiente
proinflamatorio mediado por los n-3 resulte en una mejora de la vasodilatacion 8.

Otro mecanismo importante lo constituyen cambios en las lipoproteinas y sus fracciones,
mediadas por los n-3; la evidencia actual apunta al gran potencial de los n-3 sobre las
enfermedades cardiovasculares, y este mecanismo podria explicarse debido a cambios
inducidos sobre los lipidos y lipoproteinas. Existe evidencia de que el ALA mejora el
metabolismo de las lipoproteinas, disminuyen la secrecién de VLDL e incrementan su
conversion a IDL o LDL; sin embargo, se ha observado que estas LDL poseen un mayor
tamario, lo que las convierte en particulas menos aterogénicas ©’.

En un estudio en pacientes con sindrome metabdlico, se observé que la suplementacion
con n-3 purificado durante 6 meses, se asocia con una disminucién en el peso corporal,
concentraciones de C-LDL vy triglicéridos °8, asi como efectos diferenciales en el aumento
de tamario de las particulas de LDL entre el EPA 'y DHA ™.
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El EPA y DHA no ejercen efectos en los niveles de colesterol total, sin embargo, se
observan cambios variables en las fracciones de CT, como C-LDL y C-HDL. Distintos
estudios han evidenciado cambios en su concentracién, principalmente un incremento
significativo de ambas fracciones .

A pesar de que es bien conocido el efecto benéfico de los n-3 sobre el pefrfil 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, asi
como cambios en su funcion endotelial que podrian estar relacionados con el papel
protector de las HDL contra el desarrollo de la ateroesclerosis 2.

1.7.5 Omega 3y su efecto sobre las HDL

Existe poca evidencia sobre el efecto que ejercen los n-3 sobre las lipoproteinas, asi como
en las HDL y su composicion, sin embargo, se ha observado que su consumo induce
cambios en la distribucion de sus subclases. En estudios previos, Mostad et al (2008),
observaron tras la suplementacion de 5.9 g/d de n-3, durante 9 semanas en pacientes con
diabetes, una reduccion en el tamafio de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y
una disminuciéon en la concentracion de particulas de HDL pequefias, sin cambios
significativos en LDL "2, Por otro lado, el consumo de 1.8 g/dia de EPA durante 6 meses en
sujetos con hipertrigliceridemia indujo un incremento significativo en el tamafio de particulas
LDL, sin cambios en la concentracion plasmatica de C-LDL .

En cuanto al efecto sobre las HDL, Ginsberg et al (1994), incrementaron la proporcion
dietética de acidos grasos poliinsaturados del 7 al 13% del valor energético total en hombres
sanos, y no hallaron diferencias significativas en las subclases . En contraste Martin
Petersen et al (2002), observaron en pacientes con diabetes cambios en la distribucién de
las subclases de HDL con una mayor prevalencia de la subclase HDL-2 después de la
suplementaciéon con 4g de n-3 durante 9 semanas, acompafado de un incremento
significativo en la concentracion de C-HDL en estas subfracciones .

También en pacientes con diabetes, después de suplementar 4 g/d de EPA y DHA por 6
semanas, se encontré un incremento significativo de la subclase HDL-2 y una disminucion
de la subclase HDL-3, sin cambios en la concentracién de C-HDL o C-LDL, sin embargo,
se reportd un incremento en el contenido de colesterol en la subclase HDL-2 7.

En un estudio en pacientes con hiperlipidemia familiar combinada, el consumo de 4 g/d de
EPA-DHA durante 8 semanas, mostro un efecto similar en la distribucion de subclases de
HDL, con un incremento significativo en la subfraccibn de HDL-2 acompafiado de un
incremento significativo de colesterol y una disminucion de la subclase HDL-3, ambas
experimentaron una disminucion de triglicéridos en su composicion que no alcanzé
significancia estadistica ’’.

Adicionalmente, tras la suplementacion de 4.55 g/dia de n-3 durante 42 dias, Joshua S et
al (2009), encontraron en sujetos sanos normolipémicos un enriquecimiento de colesterol
de las HDL-2 sin cambios en la concentraciéon de C-HDL8. Asimismo, Bogl L et al (2011),
reportaron en gemelos monocigéticos, una asociacion significativa entre el consumo
dietario de n-3, y una distribucién predominante de particulas grandes de HDL-2b y menor
presencia de HDL pequefias 8.
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En un estudio realizado en Japdn por Tanaka et al (2014), se observd tras la
suplementacion de 1.8 g/d de n-3 en sujetos dislipidémicos, una mejora significativa en la
funcién endotelial, antioxidante y antiinflamatoria de las HDL. También, se observé que la
suplementacion de 4 g/d con aceite de pescado durante 15 semanas, disminuyo la
concentracion plasmatica de triglicéridos, asi como modificaciones en el radio de HDL-2 y
HDL-3. Un incremento en la subclase HDL-2 fue asociado con disminucion de la grasa
visceral y funciéon de VLDL modificada *°.

Aun es controversial el efecto de los n-3 sobre las concentraciones plasmaticas de C-HDL,
debido a que en algunos ensayos clinicos no se encontraron diferencias significativas
después de la suplementacion con EPA y DHA, mientras que otros estudios han puesto en
evidencia un incremento significativo en su concentracion .

Con base en esta evidencia, los n-3 podrian ejercen su efecto cardioprotector por medio de
cambios inducidos en el contenido lipidico de HDL, que difieren en su funcién de acuerdo
a su composicion 2. Por lo anterior, se ha propuesto que las particulas de HDL son
macromoléculas complejas que no deben su funcién antiaterogénica Unicamente a su
contenido de colesterol, y que este no es un marcador fiable de las funciones de las HDL.
En consecuencia, es necesaria la investigacion sobre el efecto de los n-3 sobre las HDL,
su composicién y los efectos sobre su funcién 2.
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2. JUSTIFICACION

Las ECNT representan un grave problema de salud en la actualidad, principalmente las
ECV, que constituyen una de las primeras causas de muerte en México y el mundo, por lo
gue representan una carga socioeconémica muy elevada para los sistemas de salud. Su
magnitud radica en que en sus primeros estadios no producen signos ni sintomas que las
hagan evidentes, convirtiéndolas en enfermedades potencialmente peligrosas y mortales,
generando en muchos casos discapacidad, invalidez, y marginacion laboral debido a la
carga de la enfermedad y problemas financieros.

Por lo anterior, es necesaria la implementacién de medidas correctivas y preventivas,
especialmente sobre las alteraciones en el metabolismo de lipidos, como la
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e hipoalfalipoproteinemia, que son determinantes
en el desarrollo y progresion de la EAC. Por lo tanto, es de suma relevancia la exploracién
y generacion de nuevos tratamientos basados en evidencia cientifica, que ayuden a evitar
y disminuir la progresion de las dislipidemias, y sus complicaciones de forma temprana.

Es preciso implementar ensayos clinicos y bioquimicos que permitan conocer el efecto de
los acidos grasos poliinsaturados sobre las lipoproteinas. Asi, la comprension del papel que
juegan los n-3 sobre las HDL en las dislipidemias y su efecto sobre la funcién endotelial,
factor clave en la progresion de las ECV, constituiria una herramienta atil para su
tratamiento y prevencion.

AuUn no se ha establecido si los efectos benéficos asociados a los n-3 sobre el sistema
cardiovascular se deben especificamente a la reduccion de triglicéridos, a algin mecanismo
mediado directamente por el EPA y DHA, o a la mejora en la funcion antiaterogénica de las
HDL.

Los estudios del metabolismo de lipidos, dislipidemias, sus mecanismos y relacion con las
ECV que se realizan en la actualidad en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chéavez,
permiten la viabilidad del presente trabajo.

Por lo anterior, el estudio del efecto vascular de las HDL ha adquirido mayor relevancia en
la actualidad, debido a que intervienen directamente en la homeostasis del endotelio
vascular. El incremento en las concentraciones de C-HDL, ha mostrado no ser un blanco
terapéutico suficientemente efectivo para disminuir el riesgo cardiovascular. La
comprension de los mecanismos y nuevas estrategias terapéuticas que mejoren la funcion
endotelial mediada por las HDL y los mecanismos que influyen sobre ésta, podrian
representar un blanco terapéutico .

La presencia de hipertrigliceridemia promueve un incremento potencial en el riesgo
cardiovascular, ademas del desarrollo de disfuncién endotelial; un paso clave en la
aparicion de la EAC. Por lo anterior, la mejora en la funcion endotelial mediada por las HDL
podria constituir un nuevo blanco para su prevencion y tratamiento.

El incremento de los lipidos plasmaticos, principalmente de triglicéridos implica cambios en
la funcién y composicién de las lipoproteinas, cada una relacionada con un potencial
aterogénico distinto °°. Los n-3 podrian estar relacionados a alteraciones en el metabolismo
de las HDL y su funcién endotelial, mediadas por estos acidos grasos °.
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Porotro lado, la relacion inversa entre las concentraciones de C-HDL y EAC se ha explicado
por el papel que desempefian las HDL en el TRC 2°. No obstante, los ensayos
farmacoldgicos & y observaciones clinicas 882 83 indican claramente que el TRC no es el
Gnico mecanismo por el cual las HDL se asocian inversamente con el riesgo cardiovascular.

Diversos estudios sugieren que una concentracién Optima de C-HDL no garantiza la
ausencia de eventos cardiovasculares, como se observo en el estudio de Framingham. Se
ha evidenciado que el incremento de C-HDL inducido por terapia farmacolégica no implica
un menor riesgo cardiovascular, probablemente porque no ejercen los efectos adecuados
en la estructura y funciones de estas particulas, que poseen una complejidad que
sobrepasa unicamente su contenido de colesterol; se ha identificado que transportan
distintas especies lipidicas y proteicas, asi como microRNA’s, lo que las convierte en
particulas biolégicamente activas, que pueden intervenir en distintos procesos moleculares
que determinan su funcion fisioldgica 8 8. Por lo anterior, en la actualidad se ha propuesto
como nuevo blanco terapéutico la mejora en la funcién de las HDL, lo que podria disminuir
de manera significativa el riesgo cardiovascular de un individuo en comparacion a
Unicamente el aumento en su contenido de colesterol y los acidos grasos n-3 podrian
contribuir a una mejora en su funcién 8 87,

En la actualidad, no existe una caracterizacién sobre los cambios en la composicién lipidica
de las HDL mediados por los n-3 y la relacién de estos cambios con posibles modificaciones
en su funcion. Estos efectos podrian estar relacionados con sus propiedades
antiaterogénicas %, principalmente la funciéon endotelial, que se pretende abordar en el
presente proyecto de investigacion.

El consumo de EPA y DHA, tiene una tasa muy baja de conversion, alrededor del 8% y
0.1% respectivamente, por lo que la suplementacion con concentrados en forma de
capsulas a diferencia del consumo dietético, proveen mayor control de la dosis ingerida
para la evaluacién de su efecto cardioprotector 5% 6.

El beneficio cardiovascular que aportan los n-3 puede estar relacionado, al menos
parcialmente, con la calidad y contenido de lipidos de las HDL; a su vez, las HDL podrian
acarrear estos lipidos hacia las células endoteliales favoreciendo una homeostasis vascular
adecuada . Asimismo, estudios de nuestro laboratorio y de otros grupos de investigacion
33,5161 gsugieren que las HDL son vectores de lipidos del higado hacia los tejidos. Asi, la
calidad de los lipidos que transportan las HDL podria repercutir en la funcién de las
membranas de los tejidos periféricos, sin embargo, no existen reportes previos sobre los
posibles cambios en la composicién y funcién de las HDL mediados por la permanencia de
estos lipidos en las lipoproteinas.

Por otro lado, actualmente no existen terapias que promuevan una mejora en la funcién de
las HDL, por lo tanto, la administracion de n-3 parece ser prometedora para promover este
efecto ©L. Por todo lo anterior, es necesaria la investigacion sobre los posibles cambios en
la funcion endotelial y composicién lipidica de HDL mediados por n-3 que podrian constituir
una herramienta terapéutica y preventiva de ECV en pacientes dislipidémicos con alto
riesgo cardiovascular 50789,

21



3. HIPOTESIS

La suplementacion con acidos grasos omega-3 modifica la composicion lipidica y funcion
endotelial de las lipoproteinas de alta densidad en sujetos con hipertrigliceridemia.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la suplementacién de &cidos grasos n-3 sobre la composicion
lipidica y funcién endotelial de las HDL en sujetos con hipertrigliceridemia.

4.2 Objetivos especificos.

1. Determinar cambios en el perfil lipidico de los pacientes (colesterol, triglicéridos,
glucosa).

2. Determinar cambios en la composicion lipidica de HDL (colesterol-HDL, fosfolipidos-
HDL vy triglicéridos -HDL) después de la suplementacién con acidos grasos omega-
3.

3. Determinar cambios en la funcién endotelial de los pacientes por medio de la prueba
de dilatacion mediada por flujo.

4. Determinar cambios en la funcién endotelial mediada por HDL en ensayos in vitro
en anillos de aorta de rata Wistar en camara de érgano aislado.
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5. MATERIALES Y METODOS.
Poblacién de estudio: Hombres de 30 a 65 afios con hipertrigliceridemia.

Tamafio de muestra: El tamafio muestral fue determinado por conveniencia, con una n
final de 18 sujetos.

Criterios de inclusion:

Con base a las indicaciones para prescribir Omacor, se reclutaron 18 sujetos con
hipertrigliceridemia (>200 mg/dL), de sexo masculino para evitar variaciones fisiolégicas del
nivel de triglicéridos plasméticos asociados al ciclo menstrual o factores hormonales.

Criterios de exclusion:

Eventos cardiovasculares previos, tratamiento con farmacos antidislipidémicos (fibratos,
niacina y estatinas), farmacos anticoagulantes o suplementacion reciente con n-3,
enfermedad hepética crénica o aguda, enfermedades tiroideas, renales o Diabetes Mellitus.

Criterios de eliminacion:

No concluir el estudio o interrumpir el tratamiento.

5.1 DISENO DE ESTUDIO

Intervencién: Ensayo clinico cruzado aleatorizado, controlado con placebo. Los sujetos de
estudio fueron asignados a 2 grupos (n=9), un grupo inicié con 2 g/d Omacor (Laboratorio
Ferrer, capsulas blandas de 1000 mg de Omega-3 al 90%, EPA 460 mg, DHA 380 mg) por
un periodo de 5 semanas, y el otro grupo inicié con la toma de placebo (Capsulas de
gelatina sin azucar).

Actividad fisica: Se indic6 a los pacientes continuar con su actividad fisica habitual.
Dieta: Con el fin de homogeneizar la proporcion de macronutrientes y evitar factores
dietéticos de confusion, previo a la intervencion y toma de muestra, ambos grupos iniciaron
por periodo de una semana una dieta isocaldrica individualizada, es decir, ajustada a sus
necesidades energéticas determinadas por su consumo energético habitual, que fue
estimado promediando al menos 3 recordatorios de 24 h. La dieta tenia una distribucién de
macronutrientes en la que los lipidos corresponden al 30%, los carbohidratos 50% y
proteinas 20% del requerimiento caldrico total, ajustada a la ingesta calérica promedio del
paciente para evitar una disminuciébn o aumento significativo en su consumo calérico.
Asimismo, se dio la indicacion a los pacientes de evitar el consumo de alimentos ricos en
acidos grasos poliinsaturados, como oleaginosas, asi como alimentos de origen marino
como pescados, atun, sardina, algas marinas y alimentos adicionados con n-3 para
garantizar que la principal fuente de EPA y DHA fuera Unicamente el suplemento
administrado. El andlisis dietético se realizdé con el Software de andlisis nutricional AZ
Nutrition ® Version Profesional, que al introducir las raciones de alimentos generd
automaticamente el célculo de macro y micronutrimentos, asi como su distribucion.
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Tratamiento: Posteriormente, se inicié el tratamiento que consistia en la suplementaciéon
de 2 g/d de n-3 0 2 capsulas de placebo durante 5 semanas; al finalizar este tiempo, se
procedié a 4 semanas de depuracion del tratamiento, en el que los pacientes continuaron
Unicamente con la dieta isocalérica, sin ningan tratamiento, con el fin de eliminar el efecto
del Omacor. Posteriormente se procediod con el cruce de tratamientos, el grupo placebo
inicié con 5 semanas de suplementacion con Omacor y viceversa, como se muestra en la

figura 8.
T )

® o o0 o // OMACOR (n=9) OMACOR (n=9)
w w ‘/// ] i i
m \ ™
\\\
n=18 ~a -
PLACEBO (n=9) i PLACEBO (n=9)
INICIO TRATAMIENTO FINAL TRATAMIENTO
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Figura 8.- Diagrama de intervencion 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 inicié con placebo. Después de 5 semanas de tratamiento, los sujetos siguieron 4
semanas sin n-3 o placebo para la depuracién del tratamiento y posterior cruce de este. Se realiz6 una evaluacién clinico-
nutriolégica y se indico una dieta isocaldrica a lo largo del estudio, con el fin de evitar factores de confusién.

5.2 Toma de muestras sanguineas: Se recolectaron muestras de sangre venosa (10 mL)
de los pacientes con un ayuno previo minimo de 8 horas. Las muestras fueron colectadas
en tubos que contenian EDTA como anticoagulante para plasma y centrifugadas a 3000
rpm durante 12 minutos. Posteriormente, se separd el plasma del paquete globular y se
almaceno a -70°C hasta el momento de su analisis. Se obtuvieron las siguientes muestras
sanguineas de cada paciente:

1. Pre-Tratamiento

2. Post-Tratamiento

3. Pre-Placebo

4. Post-Placebo

5.3 Evaluacién nutricional e historia clinica:

Se aplicé a los sujetos de estudio una historia clinica-nutriolégica (Anexo 2), que incluye
antecedentes personales y familiares, patol6gicos y no patolégicos, asi como aspectos
dietéticos. Para tener un control sobre la ingesta dietética de los participantes, se aplicé una
frecuencia de consumo de alimentos al inicio de la intervencion y 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 obtencién de
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muestra sanguinea. Asimismo, se instruyo a los pacientes para llevar el registro de un diario
de alimentos durante toda la intervencion en un formato proporcionado por los
investigadores para conocer su apego a la dieta (Anexo 3).

Como parte de la evaluacion se determinaron los siguientes parametros dietético-
antropométricos en cada etapa del estudio (Pre-Tratamiento, Post-Tratamiento, Pre-
Placebo y Post-Placebo):

e Peso (kg) (Bascula OMRON®)

¢ Talla (m) (Estadimetro electronico SOHENLE®)

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

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

e indice Cintura/Cadera (ICC): Circ. cintura (cm) / Circ. Cadera (cm)

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

5.4 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS Y TECNICAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO

Dilatacion Mediada por Flujo

-y - @

Toma de muestra sanguinea Perfil de lipidos
Métodos enzimaticos

Composicion lipidica HDL

3
.

>
—
Pl + Purificacion de HDL Ensayos de relajacién en
aame sangunes Ultracentrifugacién Secuencial anillos de aorta

Figura 9. Diagrama de flujo del estudio.

A los sujetos reclutados se les realiz6 una prueba de dilatacion mediada por flujo, asi como toma de muestra
sanguinea, que fue utilizada para la determinacion de perfil lipidico y composicion lipidica de las HDL por
métodos enzimaticos colorimétricos. Ademas del aislamiento y purificacién de HDL para ensayos de funcion
endotelial en anillos de aorta.

5.4.1 Determinacion de la concentracidon plasmatica de lipidos:

La determinacion de la bioquimica sanguinea se realiz6 a través de métodos enziméticos
colorimétricos comerciales (Randox®, Reino Unido). Para la evaluaciéon del C-HDL, se
precipitaron a partir del plasma de manera selectiva, las lipoproteinas que contienen Apo-
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B (VLDL, IDL, LDL) con el reactivo comercial de Randox® (sulfato de dextran/magnesio,
100 uL de plasma / 250 pL de reactivo precipitante). Posteriormente, se centrifugé a 1000
g durante 10 minutos. El sobrenadante contiene las HDL totales, las cuales se utilizaron
para determinar la concentraciéon de C-HDL vy lipidos asociados.

5.4.2 Ultracentrifugacién secuencial

Para el aislamiento y purificacion de las HDL, se utilizé la técnica de US en una
ultracentrifuga Beckman Optimal TLX (Anexo 4). El plasma fue centrifugado en tubos de
policarbonato de 3.2 mL de manera secuencial, 3 veces consecutivas a 436 000 g por
lapsos de 3 h, a una temperatura de 10 ° C. El producto final obtenido son HDL purificadas.
Con esta técnica se logro colectar hasta el 85 % de estas moléculas sin contaminacion de
otras particulas de menor densidad. Para su analisis se utiliz6 la técnica de electroforesis.

5.4.3 Ensayo de funcion endotelial en camara de 6rgano aislado.

Esta técnica ha sido validada con anterioridad en diversos estudios, y permite conocer la
respuesta del endotelio vascular de modelos animales bajo distintos estimulos y
condiciones %°.

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

Control HDL
Solucién Krebs Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamiento Post-tratamiento

Figura 10. Incubacién de anillos de aorta en HDL
Los anillos de aorta diseccionados fueron incubados 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 6rgano
aislado con 10 mL de solucién de Krebs a 37° C, con la ayuda de ganchos especiales para
tal efecto, los cuales, tienen un extremo anclado a la cAmara de vidrio y otro a un transductor
de la sefal. Se ajustd la tension del gancho-transductor de manera que su tensién basal
sea de 1 g (40 mm del papel milimétrico utilizado para realizar el registro). Se realizaron
lavados con solucion de Krebs a cada una de las camaras a intervalos de quince minutos
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durante una hora. Finalmente se dejo 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 poder evaluar la relajacion inducida por la acetilcolina (Ach).

Cuando el registro alcanzé la meseta, se llevé a cabo una curva de Ach con las siguientes

concentraciones:

1.25 pL Ach [50uM]
2.5 pL Ach [50uM]
5 pL Ach [50uM]

10 pL Ach [50uM]
20 pL Ach [50pM]
10 pL Ach [1 mM]

1 pL Ach [100 mM]
10 pL Ach [100 mM]

Finalmente, se determina el porcentaje de relajacién con respecto a los milimetros totales
de contraccidn inducidos por la fenilefrina.
5.4.4 Prueba de dilatacion mediada por flujo (DMF):

Se visualizé longitudinalmente la arteria humeral derecha entre 2 y 8 cm por encima del
pliegue antecubital. Tras obtener la mejor definicién de la pared arterial, se identifico la zona
exacta con tiras adhesivas en la piel y se realizé la medicion del diametro basal. Asimismo,
el perimetro del brazo es medido en dicho punto. La hiperemia reactiva se provocé con un
mango neumatico inflado a 200 mmHg durante 5 minutos para su posterior liberaciéon. Tras
el desinflado, se midi6é el diametro arterial a los 60 y 90 segundos para determinar el
diametro maximo post-hiperemia. La DMF se expresa como el cambio porcentual de
diametro comparado con la medida basal.

Tiempo (min)

0 1 6 8

ﬂ Basal Oclusiéon Hineremia Reactiva

Ultrasonido ' 200 mmHg Desinflar

Brazalete | ey

1 Liberacion NO

Figura 11. Prueba de Dilatacién Mediada por Flujo. A. Por medio de ultrasonido se
mide el didmetro basal de la arteria braquial. B. Durante 5 minutos se infla el baumanémetro
a 200 mmHg produciendo la oclusion de la arteria. C. Al quitar la presion induce hiperemia
reactiva y liberacién de NO produciendo la dilatacion de la arteria, para posteriormente medir
el porcentaje en el cambio de diametro.

27



5.5 CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo fue aprobado por la comision cientifica y de bioética del Instituto Nacional de
Cardiologia (No. De Protocolo 17-996). Todos los pacientes fueron invitados a participar en
el protocolo mediante una carta de consentimiento informado (Anexo 1), en la cual se
especificod el fundamento, los objetivos y el alcance del protocolo. Asimismo, se detall6 en
tiempo y forma su participacion en el mismo. 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.
Es posible que los pacientes sufran de trastornos gastrointestinales, secundarios al
consumo de capsulas de n-3, incluyendo distensién abdominal, estrefiimiento, diarrea,
dispepsia, flatulencias, eructos, reflujo gastroesofagico, nauseas o vomitos. Derivado de la
toma de muestra sanguinea es posible presentar dolor durante la puncién y posible
formacion de hematoma.

5.6 ANALISIS 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 determinadas por la
prueba U de Mann—Whitney.

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 distribucién normal
fueron expresados con mediana = desviacion estandar. El analisis estadistico se realiz6
con el Software GraphPad PRISM. Version 6.1 (2012).
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6. RESULTADOS

De 105 pacientes evaluados para elegibilidad, 83 no cumplieron con los criterios de
inclusion y 4 descontinuaron el estudio, dejando un total de 18 pacientes incluidos en el
estudio, como se muestra en la figura 12.

EXCLUIDOS
Pacientes elv:lalluados para * Glucosa elevada (>126 mg/dL) n=13
elegibilidad —
(N=105) » Triglicéridos <200 mg/dL n=55

+ No regreso después de primera toma n=15

v

Pacientes incluidos a ELIMINADOS
(n=22) . . .
l + Descontinuaron el estudio =4
Pacientes incluid
acner;l:‘:s"lg;: uiaos ey + Finalizaron estudio completo= 18

Figura 12. Diagrama de flujo de pacientes incluidos en el estudio.

En las siguientes tablas se muestran las diferencias con respecto al Pre-Tratamiento. Las
caracteristicas de los sujetos de estudio se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas generales de la poblacién

PRE POST PRE POST
TRATAMIENTO TRATAMIENTO PLACEBO PLACEBO
Edad 42.83 + 6.07
(afios)
Peso . . exk . 10 2%
K0) 87.84 +11.05 85.53 + 11.38 86.53 + 10.88 85.35 + 10.4
IMC
) 31.56 + 5.03 29.13 + 4.06 29.23 +3.91 29.5+4.6
(kg/m?
C”'(g:)t“’a 102.47 + 10.05 98.46 + 8.91%+* 100.9 +9.23 99.4+913
clr.(gr?gera 103.69 + 9.19 101.1 + 9.26%* 104.75 + 7.26 103.77 + 7.64
G(r(;sa 30.82 + 4.89 29.13+ 4.16 29.38 + 4.1 28.50 + 4.71
TAS
117.42 +8.24 115.75 + 7.96 119.54 +7.9 115.86 + 10.5
(mmHg)
TAD 81.23 +4.11 80.7 +5.36 81.14 + 4.0 82.12 + 5.20
(mmHg)

Los valores representan la media + DE, se realizo t de Student entre las medias. Se encontraron
diferencias significativas en las mediciones antropométricas, con una disminucion significativa de
peso (p <0.001), ademas de una reduccion significativa (p <0.001) en la circunferencia de cintura
y de cadera (p <0.001) después del tratamiento con n-3.
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Se realizo el analisis del recordatorio de 24 h de los pacientes en las distintas etapas de la
intervencion. En la tabla 4 se muestra el promedio del consumo energético y gramos de
carbohidratos, lipidos y proteina.

Tabla 4. Andlisis de recordatorio de 24 h.

=18 PRE POST PRE POST
TRATAMIENTO TRATAMIENTO PLACEBO PLACEBO
(igg{,%"fa) 2213.83 +516.11 2089.70 + 362 2165.10 + 422.5 2164.96 + 475.92
Ca”zglhdig)ams 298.21 + 100.22 281.79 + 69.27 272.97 + 67.85 293.91 + 59.91
FE;‘;;?;’)‘E‘ 95.81 + 27.33 86.90 + 20.21 103.57 + 51.84 89.31 + 35.15
L('g/'ggj‘ 72.71 + 23.30 68.66 + 16.44 73.42 + 21.97 71.07 + 25.18

Los valores representan la media + DE, se realiz6 t de Student entre las medias. En el analisis
del recordatorio de 24hrs no se encontraron diferencias significativas en el consumo energético
0 ingesta de macronutrientes a lo largo del estudio.

Posteriormente se determind el consumo dietético de &cidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados en gramos, asi como su consumo en porcentaje a partir
de la ingesta total de lipidos, como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Analisis de consumo de &cidos grasos.

18 PRE POST PRE POST
= TRATAMIENTO TRATAMIENTO PLACEBO PLACEBO

AGS 3.92+3.03 5.83+4.72 6.03+5.18 2.93+2.23
(g/dia)

AGPI 420+4.41 4.87 +6.66 4.05+3.92 3.60 +3.70
(g/dia)

AGMI 10.44 + 9.83 7.98 +5.77 9.06 + 8.02 5.07 + 5.25+
(g/dia)

A(oc/f);s 159 +1.34 251 +1.69 250 +1.48 1.21+0.81
A((f/i)F" 1.70 + 1.40 2.09 +2.63 1.68+1.35 1.49+134
AGMI 424+272 3.39 +2.19* 3.76 + 2.42 210 + 1.98*

(%)
Los valores representan la media + DE, se realiz6 t de Student entre las medias. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el consumo en gramos y porcentaje
de acidos grasos. Unicamente se encontré una diferencia en el consumo de AGMI en el
momento post-placebo con respecto al pre-tratamiento.
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A partir del plasma sanguineo de los pacientes se determind perfil de lipidos que incluyé
triglicéridos, colesterol y glucosa. De igual manera, se determind el colesterol no HDL,
restando el valor de C-HDL de la concentracion de colesterol total, como se muestra en la

tabla 6.
Tabla 6. Resultados de perfil de lipidos

18 PRE POST PRE POST
= TRATAMIENTO  TRATAMIENTO PLACEBO PLACEBO
T”(gn':;/écﬂ‘ios 454.38 + 344.2 283.9 + 208.6* 348.7 + 245.6 269.0 + 145.58
Colesterol
e 200.4 + 38.7 227.9+64.4 213.8 + 66.1 207.4 +37.1
Glucosa
s 89.0 + 15.8 92.1+19.9 96.6 + 15.6 99.8 + 16.2
Co'es(t:]r;'d’ﬂ‘)’ HDL 164.9 + 40.4 179.5 + 69.4 170.6 +108.1 118.6 + 83.3

Los valores representan la media = DE, se realizé t de Student entre las medias. Se encontré una
disminucién significativa en la concentracion de triglicéridos después del tratamiento con n-3, sin
cambios significativos en los niveles de colesterol, glucosa y colesterol no HDL.

Tras la precipitacién de forma selectiva de las HDL del plasma sanguineo, se determiné su
composicion lipidica que incluye colesterol, fosfolipidos y triglicéridos de HDL. Los
resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Composicion lipidica de HDL.

n=18 PRE POST PRE POST
- TRATAMIENTO TRATAMIENTO PLACEBO PLACEBO
C-HDL 40.03 + 12.07 56.52 + 14.02+* 41.30 +12.69 43.70 + 11.87
(mg/dL) Vo x lz. ozt 14, .30 £12. 70+ 11.
P(r';:;‘/';E)L 24.61+11.89 4152 + 23.17** 28.13+9.16 19.66+ 10.95
T(ﬁb‘/';E)L 16.72 +14.49 9.37 +5.67* 14.15 + 15.20 12.98 + 13.94

Los valores representan la media + DE, se realiz6 t de Student entre las medias. Se encontrd un
cambio en la composicion lipidica de las HDL, con un incremento significativo en la concentracion
de colesterol HDL (C-HDL) y fosfolipidos de HDL (PLP-HDL), asi como una disminucion en la
concentracion de triglicéridos de HDL (TGL-HDL), en el momento Post-Tratamiento con respecto al

Pre-Tratamiento.
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Por medio de la prueba de DMF se determinaron los cambios en la funcion endotelial de
los pacientes. En la tabla 8 se reporta el porcentaje de cambio del diametro arterial.

Tabla 8. Resultados prueba de dilatacion mediada por flujo.

n=18 Pre-Tratamiento | Post-Tratamiento Pre-Placebo Post-Placebo
D'am‘(artr:fn')”'c'a' 0.428 £ 0.3 0.447 £0.40 0.423 £0.40 0.422 +0.40
Diametro F(’n‘;frf)h'perem'a 0.463 + 0.4 0.496 + 0.45 0.462 +0.30 0.461 £ 0.30
Funeton Zdoteli 8.14 +4.19 11.03 + 3.9* 9.47 +3.63 9.49 £ 5.03

Los valores representan la media + DE, se realizé t de Student entre las medias. El porcentaje de diferencia
entre el diametro arterial basal y el diametro después de la hiperemia inducida por estrés mecanico mostré un
incremento significativo en el momento Post-tratamiento en comparacion con el Pre-Tratamiento, con un
promedio de 11.03%, considerando como funcién endotelial normal un porcentaje >10% de cambio en el
diametro.

Para detectar posibles cambios en la funcion endotelial in vitro mediada por HDL, se llevo
a cabo una curva de relajacion por acetilcolina en anillos de aorta de rata Wistar, como se
muestra en la figura 13.

Figura 13. Efecto de las HDL sobre la relajacion de anillos de aorta.
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Tras la pre-contraccion con epinefrina, se prosiguioé con una curva de concentracién de acetilcolina para inducir
la relajacion de los anillos de aorta de rata Wistar, incubadas en HDL purificadas, obtenidas de los pacientes en
los distintos momentos del tratamiento. No se encontraron cambios significativos en el porcentaje de relajacion
en ningtn momento de la intervencién con respecto al Pre-Tratamiento. Sin embargo, se encontraron
diferencias significativas en todas las tomas, con respecto a la curva control.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

El disefio de nuestro estudio corresponde a un ensayo clinico aleatorizado cruzado
controlado con placebo. A pesar de que el tamafio de muestra es pequefio y fue
determinada por conveniencia, su disefio representa una fortaleza metodoldgica, debido a
gue este disefio provee mayor nivel de confianza para valorar la eficacia de un tratamiento
y proporciona evidencia de mayor calidad para establecer una relacién causal entre el
tratamiento y los efectos observados, debido a que el mismo sujeto constituye su propio
control al someterse al tratamiento y al placebo. Sin embargo, una desventaja de este
disefio es que puede ser dificil controlar un posible efecto de arrastre de la primera fase del
estudio. La actividad fisica de los sujetos es la Unica variable que no se controlé ni midié
por lo que no podemos asegurar si ésta pudo tener algun efecto sobre los resultados.

Los 18 pacientes incluidos concluyeron exitosamente las 4 fases en las que consistia la
intervencion (Pre-tratamiento, Post-tratamiento, Pre-placebo y Post-placebo), y siguieron
las indicaciones de los investigadores para incrementar el apego al tratamiento con n-3 que
completaron en tiempo y forma.

Se realizd una historia clinica-nutriolégica que incluyd la evaluacion de antecedentes
familiares y personales, evaluacion bioquimica del perfil de lipidos, dietética con la
aplicacion de un recordatorio de 24 h, asi como la evaluacion antropométrica con el peso,
talla, IMC, circunferencia de cintura y cadera, y porcentaje de grasa corporal, con el fin de
incluir a los candidatos que constituyeran una poblacion homogénea, asi como para evaluar
y controlar factores externos de confusion.

En cuanto a las caracteristicas generales de la poblacion de estudio, se incluyeron
Unicamente sujetos masculinos, que 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?, por lo que todos los sujetos se clasificaban de acuerdo a
su IMC en sobrepeso u obesidad.

En cuanto a los resultados de la evaluacion antropométrica, se observé una reduccion
significativa de peso (-2.62% del peso corporal total) en el momento Post-Tratamiento, lo
gue concuerda con otros estudios realizados en pacientes con sindrome metabdlico que
experimentaron una pérdida significativa tras el consumo de 1 g de EPA y DHA durante 6
meses . Sin embargo, estos resultados contrastan con otros estudios en donde no se han
encontrado modificaciones en el peso tras la suplementacién con n-3 %8 91, A pesar de que
también se encontré una pérdida de peso significativa en el momento Post-Placebo, la
fuerza de asociacion es menor que con la del momento Post-Tratamiento.

El ATP IV establece una circunferencia de cintura en hombres >102 cm como factor de
riesgo cardiovascular; en nuestro ensayo clinico, la poblacion de estudio presenté una
circunferencia en el momento de Pre-Tratamiento, por encima de la recomendacion
establecida que junto con otros factores como la hipertrigliceridemia, incrementa
potencialmente su riesgo metabdlico “°. Sin embargo, la pérdida de peso durante la
intervencion fue acompafada de una reduccion significativa en la circunferencia de cintura
y cadera en el momento Post-Tratamiento, con una pérdida promedio de 2.59 cm de cadera.
A pesar de que en el momento Post-Placebo se experimenté una pérdida significativa de
peso, no hubo cambios significativos en la circunferencia de cintura y cadera.
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Es por ello que, a pesar de que el porcentaje de grasa corporal total no sufri6 cambios
significativos en ninguna etapa del estudio, las modificaciones observadas en el peso y
circunferencia de cintura en el momento Post-Tratamiento refuerza la evidencia de los
efectos benéficos mediados por el consumo de n-3, lo que podria suponer una disminucion
del riesgo cardiovascular después de la suplementacion con Omacor, y pudieran reflejar
modificaciones en el tejido adiposo, posiblemente reguladas por el efecto que ejercen los
n-3 sobre el metabolismo de lipidos. Los n-3 regulan la sintesis y diferenciacion de
adipocitos a través de la modulacion de PPAR-y; estos cambios fueron evidenciados en un
estudio en ratones con una administracion dietética de n-3, donde se observoé la pérdida de
peso por tejido adiposo a través de la reduccion en el nUmero y tamafio de adipocitos, sin
embargo, la evidencia ain no es concluyente .

Asimismo, se ha mostrado que los n-3 modulan enzimas que intervienen en la lipélisis,
como la LPL; clave para la incorporacion de triglicéridos hacia los adipocitos desde las LRT.
Por otro lado, los n-3 promueven la $-oxidacién mitocondrial, y se asocian con la regulaciéon
de algunas adipocinas como la adiponectina y leptina, lo que podria explicar los cambios
observados en los pacientes tras la suplementacion con n-3 1,

A pesar de que se ha documentado el efecto hipotensor de los n-3 %, en nuestro estudio
s6lo se observé una disminucion discreta en los valores de presién arterial sistélica y
diastdlica Post-tratamiento, pero la diferencia con los valores basales no fue
estadisticamente significativa, dado que los sujetos incluidos en el estudio son normotensos
no esperabamos una reduccion importante en los valores de TA.

Por otra parte, una fortaleza de nuestro estudio consistié en la evaluacién y seguimiento
dietético de los pacientes incluidos a lo largo del estudio, que contribuyd a controlar factores
dietéticos de confusion y descartar cambios antropométricos o bioquimicos mediados por
cambios en el consumo dietético.

En la mayoria de los estudios previos disponibles sobre suplementacién de n-3 y su relacién
con las lipoproteinas, no se hacen recomendaciones especificas o evaluacion sobre la
ingesta dietética de los sujetos de estudio, que constituye un factor que podria influenciar
de forma muy importante los resultados obtenidos. Por lo anterior, durante la intervencion
se indico el auto registro de un recordatorio de 24 h tras instruir a los pacientes a través de
un formato la forma de reportar las porciones de alimentos consumidas. Se promediaron 3
dias del consumo de cada semana que incluian 1 dia del fin de semana para conocer el
apego a la dieta isocal6rica indicada.

En cuanto al resultado del andlisis dietético mostrado en la tabla 4, no se evidenciaron
cambios significativos en la ingesta dietética de los participantes a lo largo del estudio en
cuanto a consumo energético o de macronutrimentos, lo que refleja un apego de los
pacientes a la dieta isocaldrica indicada durante la intervencion; lo anterior nos ayuda a
descartar que los cambios observados en el perfil de lipidos, pérdida de peso y
circunferencia de cintura sean mediados por cambios el consumo dietético.

De igual forma, se realiz6 la evaluacion del consumo dietético de &cidos grasos de los
pacientes (Tabla 5). Segun la NOM-037-SSA2-2012, para la prevencion, tratamiento y
control de las dislipidemias, el contenido de grasa de la dieta corresponde al 25-30% de las
calorias totales ingeridas, de las cuales < 10% corresponde al consumo de grasas
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saturadas, 10% grasas monoinsaturadas y 10% poliinsaturadas, asi como la
recomendacién de consumo menor de 300 mg/dia de colesterol *2.

De acuerdo con el analisis del recordatorio de 24 h, el consumo de acidos grasos de los
pacientes se mostro estable, sin diferencias en la ingesta AGPI ni AGS a lo largo del estudio.
Sin embargo, se encontr6 una disminucién significativa en el consumo de acidos grasos
monoinsaturados entre el Post-Tratamiento y Post-Placebo.

Por otra parte, se realizé el calculo del porcentaje de consumo de acidos grasos, donde se
encontré una ingesta de AGPly AGMI de 1.70 + 1.40% y 4.24 + 2.72% respectivamente de
la ingesta caldrica total en el periodo Pre-Tratamiento, lo que refleja un consumo muy por
debajo del 10% recomendado por la NOM-037. Sin embargo, de acuerdo con el reporte de
los pacientes, tuvieron un consumo de AGS de 1.59 + 1.34% en el periodo de Pre-
Tratamiento, que se encuentra dentro de las recomendaciones de un consumo <10% de
este tipo de acidos grasos. No se encontraron cambios significativos en el porcentaje de
consumo a lo largo del estudio.

De acuerdo con el analisis de la ingesta de acidos grasos, se puede concluir que los
pacientes tienen un consumo muy bajo de AGPI, que no representa una cantidad que pueda
contribuir a los efectos derivados de la suplementacion de n-3. Ademas, cabe destacar que
el consumo de ALA tiene una tasa muy baja de conversion, alrededor del 8% para EPA 'y
menos del 0.1% para DHA, por lo que requieren una ingesta muy elevada proporcionar
efectos bioldgicos 5.

A pesar de que el recordatorio de 24 horas proporciona informacién valiosa, se debe tomar
en cuenta que es una herramienta sujeta a la memoria del paciente, asi como
subestimacion o sobre estimacién de las cantidades reportadas, por lo que los datos
presentados podrian variar en comparacion al consumo real del reportado por el paciente.

A pesar de que se conoce que el consumo dietético de acidos grasos modifica
significativamente el riesgo cardiovascular, existen estudios que no coinciden con esta
afirmacion. Estudios previos demuestran que los cambios en el consumo de acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados no tiene un efecto clinicamente significativo sobre los
lipidos plasmaticos y niveles de lipoproteinas o metabolismo en hombres jévenes sanos;
un aumento en el contenido de grasas poliinsaturadas de la dieta no afecté las
concentraciones de LDL-C o HDL-C "4,

Con relacion a los cambios en el perfil lipidico de los pacientes, los resultados en este
estudio muestran que una dosis de 2 g de EPA y DHA como lo establece la AHA para el
tratamiento de hipertrigliceridemia, durante un periodo de 5 semanas, es suficiente para
promover la disminucion significativa (-37.52%) en los niveles plasmaticos de triglicéridos
con respecto al Pre-Tratamiento, que constituye la principal indicacién terapéutica del
Omacor. A pesar de las modificaciones en la concentracién de triglicéridos, no se
observaron cambios significativos en la concentracion de colesterol total y glucosa durante
el estudio.

Algunos estudios han evaluado cambios en la distribucién de sus subclases tras la
suplementaciéon con n-3 > 75,y coinciden en un incremento en el nimero particulas grandes
de HDL-2 y una disminucion de particulas HDL-3; esta evidencia podria estar relacionada
con los cambios en la composicién lipidica de HDL hallados en nuestro estudio.
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Tras determinar el perfil de lipidos de HDL, se encontré un incremento significativo en la
concentracion de C-HDL durante el Post-Tratamiento, asi como una disminucion
significativa en la concentracién de Triglicéridos-HDL y un aumento de PLP-HDL. EI
incremento de fosfolipidos podria deberse a la incorporacion del EPA y DHA a la particula,
dado que se ha reportado que se encuentran en mayor concentracion en los fosfolipidos
membranales en comparacion con otros compartimentos, y estos responden a su vez de
forma rapida a modificaciones dietéticas ®*. Sin embargo, es necesaria la aplicacién de
otras técnicas para la determinacién de acidos grasos de la particula, como cromatografia
de gases, con el fin confirmar que el EPA y DHA se encuentren integrados en los
fosfolipidos de las membranas de HDL.

Los estudios que evaltan los cambios en la distribucion de las subclases de HDL mediadas
por la suplementacién con n-3, hasta la fecha no brindan datos concluyentes sobre cambios
en la estructura y composicion de estas particulas, y su importancia radica en que se ha
propuesto que la funcion de las HDL puede ser modificada de acuerdo con su contenido
||pid|C0 18, 19, 20, 21.

En un estudio de nuestro grupo de trabajo, Quintanilla-Canta et al (2018, datos no
publicados), demuestran que las HDL enriquecidas con triglicéridos modifican su funcién
endotelial, inhibiendo la relajacién por acetilcolina en anillos de rata Wistar %°. Por lo anterior,
la disminucién de triglicéridos en la particula, acompafiado de un incremento de fosfolipidos
y C-HDL, podrian relacionarse con cambios en su funcion endotelial; los fosfolipidos de las
HDL se encuentran directamente relacionados con la funcion endotelial y podrian constituir
un mecanismo subyacente en el papel cardioprotector de los Omega-3 *.

A pesar de que existe una controversia en cuanto al efecto del consumo de n-3 sobre
modificaciones en la concentracion de C-HDL, en nuestro estudio encontramos cambios
relevantes. El incremento significativo de C-HDL, podria explicar los cambios reportados en
la distribucién de las subclases de HDL a particulas de mayor tamafio, como las HDL-2
después de la suplementacién con n-3 2 7> 7677 dado que estas particulas se caracterizan
por un mayor contenido de colesterol en comparacién con las HDL-3 de reciente formacion.
Ademads, el incremento en la concentracién de C-HDL, ha sido un objetivo deseable durante
décadas, por su relacion con un menor riesgo cardiovascular &, lo que podria representar
una mejora mediada por n-3 para pacientes con hipertrigliceridemia, que aunada a otros
factores poseen un riesgo cardiovascular elevado.

Cabe destacar que el cambio observado en la composicion de HDL Gnicamente se presento
en el Post-Tratamiento, lo que sugiere la posible incorporacién de los acidos a la particula
y que estos cambios tienen lugar Unicamente durante la duracion de la suplementacién,
para posteriormente volver a sus valores basales. Esto refuerza reportes previos, en los
gue se estima que los acidos grasos n-3 son almacenados en el tejido adiposo y las
membranas de eritrocitos por un periodo aproximado de 4 meses, pero que sus niveles
plasmaticos retornan a valores basales a las 2-4 semanas ®*.

La modificacion de la composicion de lipidos HDL, coincide con los cambios observados
durante el tratamiento en cuanto al perfil lipidico, medidas antropométricas y funcién
endotelial y que después del periodo de lavado de 4 semanas se acercaron a sus valores
basales. Lo anterior podria sugerir que los cambios en la composiciéon lipidica de HDL
subyacen los cambios metabdlicos y antropométricos observados en los sujetos de estudio.
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En cuanto a la evaluacion de la funcion endotelial por la prueba de DMF, se observé un
cambio significativo en el porcentaje de cambio de diametro tras la aplicacién de un estrés
mecanico, que es un reflejo directo de la respuesta mediada por el endotelio de la arteria
braquial y la liberacion de NO en respuesta a la hiperemia reactiva. El promedio del
porcentaje basal de funcién endotelial indica una funcién endotelial anormal o disminuida
en los sujetos de estudio (< 10%). Sin embargo, en la fase de Post-Tratamiento, se observé
un incremento significativo con respecto al Pre-Tratamiento; esto coincide con hallazgos de
diversos estudios, que muestran una mejora en la funcién endotelial después de la
suplementacién con EPA y DHA, principalmente en sujetos con alto riesgo cardiovascular,
asi como un incremento de la vasodilatacion mediada por endotelio, determinada por DMF
en sujetos con hipertrigliceridemia 3657,

Se sabe que los n-3 disminuyen el NF-kB (Nuclear Factor Kappa light-chain enhancer of
activated B cells), que regula la expresion de moléculas de adhesion, citocinas
proinflamatorias y agentes vasoconstrictores, lo que conlleva a menor adhesion de
monocitos, menor inflamacién endotelial, menos vasoconstriccion y disminucion en la
sintesis de ROS, lo que contribuye a su accion protectora del endotelio 3¢9, Estos
mecanismos podrian explicar la mejora en la prueba de DMF después de la suplementaciéon
con n-3, debido a que la incorporacion del DHA a la membrana endotelial podria estimular
la liberacion de ATP del endotelio, lo que a su vez promueve la liberacién de NO y favorece
la vasodilatacion ¢,

Sin embargo, aun existe controversia en cuanto al efecto de los n-3 sobre la funcién
endotelial; Skulas-Ray et al (2015), no encontraron cambios significativos en la prueba de
DMF en sujetos con hipertrigliceridemia tras una suplementacion de 3.4 g/d de EPA y DHA
por un periodo de 8 semanas, independientemente de una reduccion significativa del 27%
en la concentracion plasmatica de triglicéridos .

Para conocer si las mejoras en la funcion endotelial de los pacientes se relacionaban con
las HDL y su contenido lipidico tras la suplementacion de omega-3, se llevaron a cabo
pruebas in vitro de funcidn endotelial en cdmara de 6rgano aislado, en donde se incubaron
anillos de aorta de rata Wistar con HDL aisladas de los pacientes, por medio de
ultracentrifugacion secuencial.

Derivado de las observaciones en estudios previos, asi como de nuestro grupo de
investigacion, se conoce que las HDL enriquecidas en triglicéridos pueden generar dafio en
la relajacion endotelial mediada por acetilcolina, posiblemente debido a la estrecha relacion
de estas particulas en la homeostasis de este tejido. Mufioz-Vega et al (2018), evidenciaron
gue las HDL podrian funcionar como vectores lipidicos a las células endoteliales, por lo que
se propuso que el enriquecimiento de las lipoproteinas de alta densidad con n-3 y su
incorporacién a las células endoteliales, podria favorecer la homeostasis vascular y mediar
de forma directa una mejora en su funcion 33,

Se encontraron diferencias significativas en 5 puntos de la curva de relajacion en todas las
fases del tratamiento (Pre-tratamiento, Post-tratamiento, Pre-placebo y Post-placebo) con
respecto al control, lo que refleja una menor respuesta al estimulo de relajacién por acetil
colina en los anillos de aorta incubados con HDL, asi como una relajacion total menor. Sin
embargo, en este estudio no se encontraron modificaciones de la funcién endotelial
mediada por las HDL Post-Tratamiento, ni en ninguna otra etapa del estudio. Esto podria
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sugerir que la mejora en la funcion endotelial después del tratamiento con n-3 observada
en la DMF, no es mediada por las HDL, sino por mecanismos independientes. Sin embargo,
no existen reportes previos sobre la funcion endotelial en anillos de aorta mediada por HDL
enriquecidas con n-3, por lo que no existen antecedentes que provean una referencia sobre
nuestros resultados, en consecuencia, son necesarios mas estudios en esta area.

No obstante, Limbu R, et al (2018), evidenci6 que los n-3 tienen un papel directo sobre la
vasorelajacion en anillos de aorta, ya que al afiadir EPA y DHA en una curva de
concentracion en aortas pre contraidas con distintos agentes vasoconstrictores, promovian
directamente la relajacion del tejido. De forma interesante, se repitié el estudio bajo las
mismas condiciones, a excepcion de que el endotelio de la aorta fue removido de forma
mecénica con un raspado del tejido. Tras llevar a cabo la curva de EPA y DHA, el tejido
siguié presentando una respuesta de vasorelajacion, lo que podria indicar un mecanismo
vasodilatador de EPA y DHA independiente del endotelio %.

Una posible explicacién es que los n-3 se podrian incorporar a los fosfolipidos de la
membrana del endotelio, desde donde podrian ser metabolizados o incorporados de forma
directa al musculo liso, sin necesidad de mediadores endoteliales, como las HDL *. Por lo
tanto, al ser posiblemente captados e incorporados en las HDL, no estarian en contacto
directo con el endotelio, impidiendo su accién directa, lo que explicaria la nula respuesta en
la funcién endotelial mediada por HDL en los anillos de aorta observada en nuestro estudio.

Por otra parte, los n-3 pueden ser metabolizados por diversas vias, como la de COX, LOX
y AA, por medio de las cuales, se obtienen derivados que funcionan como metabolitos
bioactivos, tales como las maresinas, lipoxinas o prostaglandinas. Una de estas vias es la
del CYP450, de la que a partir del EPA se derivan acidos epoxieicosatrienoicos (EETS),
gue ejercen diversos efectos antiinflamatorios y sobre el tono vascular, pero también acttian
a nivel endotelial, promoviendo la accién de la eNOS. Ademas, se ha propuesto que los
EETS pueden ejercer un papel vaso relajante directamente sobre el musculo liso, sin
necesidad de interactuar con el endotelio vascular %,

También se hipotetiza que los EETS modulan los canales de calcio dependientes de
potasio, que a través de una hiperpolarizacion causan la relajacion de las células
musculares lisas %.

Sin embargo, aunque no se observd una mejora en la respuesta de funcion endotelial
mediada por HDL en los anillos de aorta después del tratamiento con n-3, debemos resaltar
gue a pesar de que las condiciones in vitro simulan una respuesta fisiolégica, existe una
gran diversidad de factores que podrian influir en los resultados observados in vivo. En el
ensayo en camara de 6rgano aislado, la interaccion durante la incubacién del tejido
endotelial con las HDL de pacientes tratados con n-3, es por un tiempo limitado y podria no
ser suficiente para observar el efecto que experimentaron los pacientes en la prueba de
DMF, en donde se encontré una mejora significativa en la funcion endotelial, posiblemente
porque el endotelio podria estar en contacto por mayor tiempo durante las 5 semanas de
suplementacion con el EPA y DHA, para mediar cambios en la funcién endotelial.

Tanaka et al (2014), comprobaron que en sujetos con dislipidemia, la suplementacién con
1.8 g/dia durante 4 semanas indujo mejoras en la funcidén antioxidante y antiinflamatoria de
las HDL, asi como una mejora en el eflujo de colesterol desde los macrofagos. Lo anterior
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refuerza la hipotesis de que el EPA y DHA podrian mejorar la funcion de las lipoproteinas
de alta densidad *°.

Finalmente, es importante resaltar que las ECV son prevenibles cuando se actla sobre los
factores de riesgo. Su desarrollo se encuentra estrechamente relacionado con la nutricion.
A pesar de que el factor genético es clave en el desarrollo de las ECNT, es reconocida la
influencia de factores ambientales, entre los cuales destaca el tabaquismo, el sedentarismo,
hipertensién arterial, sobrepeso, obesidad e hiperglucemia, determinantes para su
aparicion o progresion y su importancia radica en que son factores de riesgo modificables.
La OMS recomienda el incremento en la actividad fisica y modificaciones en el estilo de
vida, que pueden constituir una herramienta accesible y econémica para su prevencion.
Asimismo, la implementacién de politicas nacionales de salud dirigidas a la poblacion en
general y a personas en riesgo, que disminuyan la incidencia de las ECV .

Ademas, cabe resaltar que este es el primer estudio de este tipo realizado en poblacién
mexicana y hasta la fecha no existen reportes de cambios en la funcion de HDL
relacionadas a cambios en su composicion lipidica mediada por n-3, por lo que constituye
aporte innovador que podria sentar las bases para futuras investigaciones que evallen la
relacion de los n-3 sobre el metabolismo de las HDL.

Adicionalmente, no existen terapias capaces de mejorar la funcién de las HDL; de esta
forma, los n-3 podrian constituir una herramienta terapéutica y preventiva que favorezca
cambios en la composicién y funcién de las HDL para la disminucién y progresion de las
ECV. Son necesarios mas estudios que nos acerquen a descifrar el papel de las
lipoproteinas de alta densidad sobre la funcién endotelial y su relacién con los acidos grasos
omega-3.

Hasta la fecha, ningun estudio ha investigado el impacto independiente de EPA y DHA en
el metabolismo de las lipoproteinas; tales estudios podrian aclarar sus efectos
modificadores de lipidos y el potencial terapéutico de consumir aceites ricos en EPA o DHA.
Este conocimiento enfatiza la importancia de regular el metabolismo de las lipoproteinas
como un modo de mejorar los lipidos plasméaticos y potencialmente el riesgo de ECV &8,

Por todo lo anterior, se puede concluir que por lo menos en este estudio, la suplementacién
con n-3 medio cambios significativos antropométricos, como pérdida de peso,
circunferencia de cintura y cadera, asi modificaciones en el perfil lipidico, principalmente
disminucion de los triglicéridos plasmaticos, acompafiada de un incremento en la funcién
endotelial de los pacientes medida por la prueba de DMF.

La participacion de las HDL en procesos biolégicos fundamentales que son relevantes para
la salud genera un gran esfuerzo de investigacion por parte de muchos grupos de estudio
alrededor del mundo. La investigacion se ha dirigido recientemente a probar la nueva
informacién sobre la calidad y funcion de HDL en relacion con el riesgo de ECV y como las
funciones de HDL pueden convertirse en pruebas clinicas para estimar el riesgo
cardiovascular o que puedan utilizarse en la evaluacibn de nuevos desarrollos
farmacoldgicos.
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8. CONCLUSION

La suplementacion con EPA y DHA en humanos induce cambios significativos en la
composicion de las HDL, con una disminucién de triglicéridos e incremento de colesterol y
fosfolipidos en la particula. Sin embargo, no se observaron modificaciones en la funcion
endotelial de anillos de aorta de rata Wistar mediadas por HDL, a pesar de una mejora
significativa en la funcién endotelial de los pacientes en la prueba de DMF después del
tratamiento. Estos resultados sugieren un efecto benéfico de los n-3 sobre la funcion
endotelial por medio de un mecanismo independiente de las HDL.
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9. ANEXOS
ANEXO 1. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
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INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA IGNACIO CHAVEZ
DIRECCION DE INVESTIGACION

INSTITVTO*N*DF UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

gaEnloLacis PROPUESTA DE PROYECTO DE INVESTIGACION ESTADO DE MORELOS

Carta de consentimiento informado.

Ciudad de México a de del afio

Por medio de la presente yo, autorizo mi participacion
en el proyecto de investigacidn titulado “Efecto de la suplementacidon de acidos grasos omega-3 sobre la estructura y
funcién de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) en sujetos con hipertrigliceridemia”.

El objetivo de este estudio es analizar cambios en la funcién de las HDL después de la suplementacion con acidos grasos
omega-3. Se me ha explicado y he comprendido que mi participacion consistird 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 indicara una dieta
isocaldrica que seguiré durante 1 semana. A continuacion, se me indicé la toma de 3 capsulas de omega-3 al dia por un
periodo de 8 semanas, que seran proporcionadas por el investigador y transcurrido este tiempo, asistiré para la toma de
muestra final. Me han informado que la realizacidn de este estudio me permitird 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 haran
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 formaciéon 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 informacidn para determinar el efecto de los omega-3 sobre la estructura y funcion
de las HDL. Entiendo que conservo el derecho de retirarme o retirar mi muestra biolégica 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 identificara en las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y
que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados en forma absolutamente confidencial. Para cumplir con lo
anterior, el investigador utilizard para la creacion de base de datos (que tendrd mi informacién clinica, asi como las
respuestas del cuestionario acerca de mis datos que se me aplicard), nimero de folio (no empleard 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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ANEXO 2. HISTORIA CLINICA NUTRIOLOGICA

PROTOCOLO: EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE ACIDOS GRASOS
OMEGA-3 SOBRE LA ESTRUCTURA Y FUNCION ENDOTELIAL DE LAS HDL
EN SUJETOS CON HIPERTRIGLICERIDEMIA.

Fecha: No. De Expediente:
l Datos Generales
KNombre: Genero: FLIM[] Edad: )
Estado Civil: Soltero [_] Casado [] Viudo [_] Divorciado [_] Fecha de nacimiento: / /
Domicilio:
C.P. Tel. Correo
electrénico.
\ J
Il. Datos Socioeconémicos
Ocupacion: Horario:
Ingreso Mensual aproximado ¢,Cuanto destina a la compra de alimentos?
lll. Antecedentes Fisiopatologicos
Personal Familiar Personal Familiares

3.5 Enfermedad Renal

3.9.2 Colitis
3.6 Enfermedad Hepética [ ]

3.9.2Ulceras

3.1 Diabetes tipo ] ] 3.7Trastorno Hormonal ] ]
3.2 Hipertensién Arterial |:| |:| 3.8 Cancer [ ] |:|
3.3 Obesidad [ ] ] 3.9 Enfermedades tiroideas []

3 4 Cardiopati 3.9.1Gastritis
4 Cardiopatia [] ] ]
[] [] []
[] [] []

]

Trastornos de la alimentacion Si L1 No [ ;cual?

Padecimiento Actual:

Prescripcion Médica:
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IV. Datos Clinicos

Digestivos Cardiovascular Otros
4.1Apetito satisfactorio: 4.2Edema: 4.3Nicturia:
si LNo L] si L1No [ si LNo U
4.1.1Pirosis: 4.2.1Mareo: 4.3.1Poliuria:
si LINo [ si [LINo [ si [LINo [
4.1.2Meteorismo: 4.2.2Visién Borrosa: 4.3.2Polidipsia:
si LINo [ si [LINo [ si [LINo [
4.1.3Distension: 4.2.3Zumbido de oidos: 4.3.3Polifagia:
si LINo [ si [INo [ si [INo [
4.1.4Flatulencias: 4.2.4Cefalea: 4.3.4Insomnio:
si LINo [ si [INo [ si [INo [
4.1.5Vémito: 4.2.5Disnea: 4.3.5Depresion:
si LNo L si LINo si LNo U
4.1.6Estrefimiento:
si LNo L

V. Estilo de Vida

5.1 Actividad fisica: Si [_INo []

5.1.1 Tipo: Aerobica [] Anaerébica []

5.1.2 Frecuencia: <2 veces/semana L 3-5 veces/semana ] >6 veces/semana ]

5.2 Horas suefio: <5 horas [_] 6-8 horas[_] >8 horas [

5.3 Horas trabajo y / o escuela: <5 horas []6-8 horas [_1>8 horas []

5.4 ¢ Consume alcohol? Si [ INo [cantidad:

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

5.5 ¢Fuma? Si [ No [] cantidad:

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

ﬁNo de Comidas al dia: <2 comidas ] 3-5 comidas[ | >6 comidas[ ]

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

6.3 ¢,Cuanto tiempo tarda en comer?:

6.5 ¢,Donde y con quién ingiere los alimentos?:

6.4 ¢Quién prepara?

6.6 ¢ Ha realizado algun tipo de dieta? Si [ INo L] Duracién:

6.7Consistia en:

¢Ha presentado incremento o pérdida de peso recientes?

(Cuéntos kilogramos y en qué tiempo?




IX. Datos Antropométricos

Medicion
9.1 Peso actual (kg)
9.2 Talla (m)
9.3 IMC (kg/m?
9.4 Peso Ideal (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

Referencia

18.5-24.9

6-18%
<102 cm

<1
< 120-80 mmHg

Valor de Referencia*

60-120 mg/dL

10.2.1 Colesterol total <200 mg/dL

10.2.2 HDL colesterol 29 - 71 mg/dL

10.2.3 LDL colesterol 72 - 100 mg/dL

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

kg/mts? y la relacion cintura-cadera.
Se diagndstica un requerimiento calérico maximo de
riesgo nutricional y de salud.

Kcal, para reducir cualquier
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ANEXO 3. FORMATO DE RECORDATORIO DE 24 HORAS

IBY234 SBJOY 7 3P 01J01EpJoIaY

BY234 SEIOY $7 3P O1J01EPIOI3Y




ANEXO 4. ULTRACENTRIFUGACION SECUENCIAL PARA OBTENCION Y
PURIFICACION DE HDL

El proceso de US se llevo a cabo conforme al siguiente protocolo:
1) Se ajusto la densidad de 1 mL de plasma (d 1.005) a una densidad de 1.063 g/mL con

bromuro de potasio solido (KBr).

2) Se ultracentrifug6 durante 2:35 h a una velocidad de 100,000 g. En este paso se

separaron por flotacion las lipoproteinas que contienen apo B (VLDL, LDL, IDL).

3) Se retird el sobrenadante (lipoproteinas que contienen apo B) y se recuperé el pellet

(sedimento) del tubo.

4) Se cuantificé el volumen recuperado y se ajusto la densidad del plasma a 1.21 g/mL con
KBr solido en un tubo limpio. Se centrifugd a 100,000 g por 3:05 h. En estas condiciones se
recuperd entre el 80 % y 85 % de la apolipoproteina Apo A-l del total del plasma por

flotacion.

5) Por ultimo, se ajustd la densidad del sobrenadante con solucion de KBra 1.25 g/mL y se
volvié a centrifugar por 3 h a 100,000 g para disminuir la cantidad de albumina residual

presente en la muestra.

6) De forma posterior al aislamiento, las HDL recuperadas se colocaron en membranas de
dialisis Spectrum Labs® para ser dializadas en solucién amortiguadora de TBE (Tris 0.09
M, acido boérico 0.08 M, EDTA 3 mM, pH= 8.4), con el fin de retirar de la muestra el KBr

restante.

p 1.063 el 1.21 g/ml feensmns

KBr KBr
p>125g
@ SaeA KBr [&\
T 100 000 rpm
= 3 horas

100 000 rpm 10°C
g o 100 000 rpr
2.5 horas
10 °C 3 horas
= = 10°C o
Obtencion Obtencion Purificacion
de apo B de apo-Al de HDL

Ajustes de densidad
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