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Resumen

Resumen

La obesidad es un factor de riesgo para desarrollar enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC). En este
sentido, es bien conocida la relacidn negativa que existe entre las concentraciones plasmaticas del

colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) y el riesgo de desarrollar EAC.

Diversos investigadores han tratado de explicar esta relacion inversa mediante el metabolismo
intravascular de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), conocido como transporte reverso del
colesterol (TRC). Durante su metabolismo las HDL modifican su estructura y composicion, dando como

resultado diversas subpoblaciones de HDL, con propiedades antiaterogénicas diferentes.

El asma y la obesidad son trastornos cada vez mads frecuentes en nuestro pais. Sin embargo, el estado
inflamatorio sistémico que provoca la obesidad produce cambios metabdlicos y alteraciones en las

subpoblaciones de HDL, pero se desconoce si éste estado se complica cuando se combina con el asma.

En este trabajo se propuso que el estado inflamatorio de los sujetos asmaticos exacerba las alteraciones
en la distribucion de subpoblaciones de HDL. Se caracterizaron las subpoblaciones de HDL por su
contenido de lipidos utilizando plasma en la electroforesis de geles de poliacrilamida en gradiente 3-30%

en condiciones nativas, en lugar de HDL aisladas como lo describe el método original.

Los resultados demuestran que la distribucidon de tamafios en sujetos eutrdficos con asma se desplaza
hacia particulas HDL grandes cuando se determinan por su contenido de fosfolipidos. Sin embargo, dicha
distribucion no se observa cuando se determina por su contenido de colesterol. En los sujetos con
obesidad y asma, predominan anomalias en el contenido de colesterol y fosfolipidos de las
subpoblaciones de HDL encontrandose disminuida la concentracion de estos lipidos en las

subpoblaciones HDL2b, 2a y 3c.

Nuestros resultados demuestran que no existen diferencias entre los sujetos con y sin asma en presencia
de obesidad. Sin embargo, en los sujetos que solo presentan asma encontramos alteraciones en la
distribucidn de subpoblaciones de HDL sugiriendo que el estado inflamatorio inherente al asma modifica

las subpoblaciones de HDL.
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Lipoproteinas

Los lipidos son un grupo diverso de compuestos, de origen celular, insolubles en agua y solubles en
disolventes organicos no polares. Desempefian diversas funciones bioldgicas importantes, como
componentes estructurales de las membranas, almacenamiento del combustible catabdlico y segundos

mensajeros entre otras.

Los lipidos necesitan ser transportados en la sangre por lo que se asocian de manera no covalente a

proteinas formando a las lipoproteinas (Figura 1).

Las lipoproteinas son macromoléculas pseudomicelares constituidas por una monocapa de lipidos
anfipaticos (fosfolipidos y colesterol libre) que tiene contacto con el medio acuoso, lipidos hidrofébicos
(ésteres de colesterol y triglicéridos) orientados al interior de la molécula para evitar el contacto con el
medio acuoso, y para garantizar la estabilidad de la molécula en términos fisicoquimicos, integrando los

componentes internos y los externos contienen estructuras proteinicas denominadas apolipoproteinas

(apo) (1),(2).

Colesterol Estenficado

Apolipoproteinas

Colesterol libre

Fosfolipidos

Figura 1. Estructura general de las lipoproteinas. Muestra la estructura pseudomicelar, los lipidos anfipaticos de la
superficie, los lipidos hidréfobos en el interior y las apolipoproteinas.
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Clasificacion de las lipoproteinas

Las lipoproteinas del plasma humano son muy variables en cuanto a composicién quimica, tamafio de la
particula, movilidad electroforética y densidad de flotacidon, que dependen de su origen de sintesis y
metabolismo. Se pueden clasificar en cinco grupos de lipoproteinas seglin su densidad de flotacidn,

siendo ésta la clasificaciéon mas aceptada (cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion y composicidon quimica de las lipoproteinas.

Qm VLDL IDL LDL HDL
Densidad
<0.94 0.94-1.006 | 1.006-1.019 | 1.019- 1.063 1.063-1.21
(g/mL)
Movilidad Pre-beta
Origen Pre- beta Beta Alfa
electroforética beta
Tamafio (nm) >70 30-70 20-30 18- 30 5-12
Composicidn quimica
Proteina (%) 1-2 6-10 20 18-22 45-55
Tg (%) 90- 95 45-65 35 4-8 2-7
Pps (%) 3-6 15-20 30 18-24 26-32
CL (%) 1-3 4-8 6-8 3-5
CE (%) 2-4 5 35 45-50 15-20

Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia, LDL:
Lipoproteinas de baja densidad, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, %: porcentaje peso seco, Tg: Triglicéridos,
Pps: Fosfolipidos, CL: Colesterol libre, CE: Colesterol esterificado.

Lipoproteinas de alta densidad

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL; por sus siglas en ingles, high density lipoprotein) son las
lipoproteinas mas pequefias, de mayor densidad de flotacién en comparacion con el resto de las
lipoproteinas, tienen didmetros hidrodindmicos que varian entre los 5y 13 nm, son particulas esféricas o

discoidales.
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La fraccidn proteinica de las HDL puede estar compuesta por diversas apolipoproteinas (cuadro 2), la apo
A-l, es la apolipoproteina mas abundante en la particula, representa hasta un 70% de su proteina

constitutiva.

Cuadro 2. Caracteristicas fisicoquimicas de las apolipoproteinas (3).

PM.
Apo pl Localizacién SS CP. (mg/dL) Funcion
(Daltons)
Al | 29016 | 5954 | HDLam | MESUNO | 100950 | Activador de LCAT, estimula
Higado el eflujo del colesterol.
Intestino
Al 14,414 | 5.0 HDL 30-50 | |nhibidor de LH y de la LCAT.
Higado
Activador de LCAT,
AV | 44,465 | 55 HDL, Qm Intestino 15 modulador de LPLy
estimula el eflujo de
colesterol.
C-l 6,630 | 7.5 |HDL VLDL, Qm | Higado 4-6 Activador de LCAT, inhibe la
captacién hepatica de Tg.
Activador LPL, inhibe Ia
C-ll 8,900 4.9 | HDL, VLDL,Qm | Higado 3-5 captacién hepética de Lp-
apo B-100.
C-lllg,1,2 8,800 4.5-5.0 [ HDL, VLDL, Qm | Higado 12-14 Inhibidor de la LPL
] Ligando receptor de LDLy
E»ss | 34,145 |6.0-5.7 | VLDL, HDL Higado 3-5 de residuos de Qm, estimula
el eflujo de colesterol.

Apo: Apolipoproteinas, P.M: Peso molecular, pl: Punto isoeléctrico, SS: Sitio de sintesis, C.P: Concentracion
plasmatica, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, Qm: Quilomicrones, LDL: Lipoproteinas de baja densidad, VLDL:
Lipoproteinas de muy baja densidad, Lp: Lipoproteina, LCAT: Lecitina colesterol acilo-transferasa, LPL: Lipoproteina
lipasa, LH: Lipasa hepatica, Tg: Triglicéridos.

Las diferentes apolipoproteinas confieren estructura a las HDL, promueven la interaccion con enzimas y

proteinas extracelulares, asi como la interaccidn con membranas por medio de receptores.

Diferencias cuantitativas y cualitativas en el contenido de lipidos, apolipoproteinas, enzimas y proteinas
de transferencia de lipidos resultan en diferentes subpoblaciones de lipoproteinas de alta densidad, que

son caracterizadas por forma, tamano, densidad, y carga. La diferenciacién de las HDL se presenta como
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una necesidad porque su actividad bioldgica es dependiente de su tamafo y caracteristicas

fisicoquimicas (4).

En este contexto, se han desarrollado diferentes técnicas de separacién de las subpoblaciones de HDL,
pueden ser separadas mediante ultracentrifugacion secuencial y zonal, métodos quimicos de
precipitacién como el de heparina-manganeso, o electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en una o
dos dimensiones. Asimismo, se pueden estimar por espectroscopia de resonancia magnética nuclear en

plasma completo.

De acuerdo al método de separacion de las HDL, se han descrito diferentes clasificaciones, que a

continuacién se describen:

Ultracentrifugacion. Por este método las HDL se separan por su densidad, y se agrupan en dos
subpoblaciones, las HDL2 con una densidad entre 1.063 y 1.125 g/mL y las HDL3 con una densidad entre
1.125y 1.210 g/mL.

Métodos quimicos. Se basan en precipitar selectivamente por interaccién de poli-aniones, y cationes
divalentes, a las lipoproteinas que contienen apo B para formar complejos insolubles que pueden ser
sedimentados por centrifugacidn a baja velocidad, obteniendo una solucidn del sobrenadante con
lipoproteinas que presentan apo A-l. El método puede ser selectivo y bajo ciertas condiciones de

concentracidn del polianién y el idn divalente, permite la separacién de HDL2 y HDL3.

Resonancia magnética nuclear (RMN). La determinacién de tamarnos de HDL se establece por el
desplazamiento quimico de los nucleos de iones hidrogeno de los grupos metilo terminales
pertenecientes a las cadenas alifaticas de fosfolipidos y triglicéridos (0.7 a 0.9 ppm). El registro obtenido
es analizado por integraciéon del drea bajo la curva en los intervalos establecidos experimentalmente
para cada subpoblacién después de una deconvolucion matematica del pico correspondiente. El método
por RMN se calibra con la electroforesis en condiciones nativas (5). Este método permite clasificar a las

HDL en pequefias (7.3 a 8.2 nm), medianas (8.2 a 8.8 nm) y grandes (8.8 a 13nm) (6, 7).

Electroforesis. Cuando una molécula con carga es sometida a un campo eléctrico, ésta migrarad a una
velocidad que dependera del tamafio, carga neta, forma y viscosidad del medio en el cual se mueve (8).
Para la separacién de lipoproteinas el soporte mas utilizado es una matriz polimerizada de acrilamida y
N,N-metil-bis-acrilamida (PAGE), usando como iniciador de la reaccidn tetrametilenamida (TEMED) y

como catalizador persulfato de amonio; este tipo de gel es mecanicamente fuerte, termoestable y
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guimicamente inerte. El efecto tamiz aumenta la resolucién y puede graduarse facilmente el tamafio del

poro, modificando las cantidades de agente de soporte.
Existen varios tipos de electroforesis que se utilizan para la separaciéon de HDL, por ejemplo:

e Electroforesis en gel de poliacrilamida en 2 dimensiones. En este método la muestra es
separada inicialmente en un gel de agarosa (primera dimensién). Al término de la separacion, se
colocan en un gel de gradiente 2-30% de poliacrilamida en condiciones nativas (segunda
dimensién), separando a las HDL por su didmetro hidrodindmico. Este método permite la
clasificacidn de las HDL en particulas pre-beta y particulas alfa.

e Electroforesis en gradiente de poliacrilamida en condiciones nativas. Se utiliza un gel de
poliacrilamida en gradiente 3-30%, en el que se separan las HDL por su tamafio de particula. Una
vez separadas, las lipoproteinas pueden ser identificadas por: a) su capacidad de captacion de un
colorante con especificidad media como el Negro Sudan o el Azul de Coomasie; b) el desarrollo
de color mediante reacciones enzimaticas especificas.

La electroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente 3-30% en condiciones nativas (PAGE),
permite una subclasificacion de las particulas de HDL en HDL2b (10.58-12.36 nm), HDL2a (9.94-
10.58 nm), HDL3a (8.98- 9.94 nm), HDL3b (8.45-8.98 nm), HDL3c (7.9-8.45 nm) en orden
decreciente de tamanio (9, 10). La proporcion relativa de cada subpoblaciéon de HDL se puede

determinar a través de densitometria dptica.

Los métodos existentes para la determinacion de subpoblaciones de HDL son sumamente laboriosos o
requieren de equipos altamente especializados y costosos que no justifican la inversidn; ambos factores
han hecho inviable la determinacidn de las subpoblaciones de HDL en la practica clinica, a pesar de las
bondades que tiene esta determinacién en la evaluacion del riesgo cardiovascular y de diabetes mellitus

(DM) como se detalla mas adelante.

El uso de la técnica anterior en combinacion con el método enzimdatico previamente desarrollado en
nuestro laboratorio (10), y el andlisis densitométrico se ha empleado en la caracterizacion y estimacion

de cada una de las diferentes subpoblaciones de HDL en este trabajo.
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Metabolismo intravascular de las HDL: el transporte reverso de colesterol

El transporte reverso del colesterol (TRC) se define como el regreso de colesterol excedente de las

células periféricas hacia el higado para su excrecién o reciclamiento (figura 2).

La biosintesis de las HDL inicia con la sintesis hepatica y secrecion de la apo A-l al sistema vascular, la cual
se asocia facilmente con fosfolipidos generando una estructura discoidal denominadas particulas pre-f1
que son muy avidas por el colesterol excedente de las células periféricas (11), primera etapa del

transporte reverso de colesterol.

El siguiente paso en el TRC es el eflujo de colesterol de las células hacia las HDL, principalmente de tipo
pre-B1; se lleva a cabo en mayor proporcién por medio de una proteina de membrana denominada
ABCA-1 (transportador de membrana dependiente de ATP clase A tipo 1), que utiliza ATP para bombear

colesterol y fosfolipidos hacia las HDL ubicadas en el exterior de la célula (12).

La apo A-l ademas de su funcién estructural es indispensable para el eflujo de colesterol de las células
periféricas. La apo A-l también desempefia la funcién de factor proteinico para la lecitina colesterol acilo-

transferasa (LCAT), enzima clave en el TRC (13).

Después del eflujo, el colesterol captado por las HDL tipo pre-pB1 es esterificado por la enzima plasmatica
LCAT (cuadro 4). Esta esterificacién provoca que el colesterol pierda su cardcter anfipatico, abandonando
la superficie de la lipoproteina para situarse en el interior de la particula, aumentando el tamafio de la

misma.

Una vez esterificado el colesterol por la LCAT, éste puede ser intercambiado por triglicéridos
provenientes de lipoproteinas que contienen apo B, y estas lipoproteinas pueden ser eliminadas del
compartimiento plasmatico por medio del receptor apo B/E. El intercambio de lipidos hidrofébicos esta
facilitado por la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) (cuadro 4). Esta ruta de
eliminacion del colesterol se ha considerado como proaterogénica porque favorece la llegada de
colesterol a las LDL. En contraste, existe otra alternativa para la eliminacién de los ésteres de colesterol
de las HDL, el receptor hepatico SR-BIl. Este receptor, capta e internaliza hacia el citoplasma a las
particulas HDL, eliminando asi los ésteres de colesterol y reciclando al exterior del hepatocito el resto de

la particula. La particula reciclada es una HDL mds pequefia (14).

Continuando con el TRC, los triglicéridos intercambiados a las HDL son hidrolizados por la lipasa hepatica

(LH). Esta hidrdlisis, en sinergia con la actividad de la proteina de transporte de fosfolipidos (PLTP),
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disminuye el tamano de las HDL, transformandolas en HDL; y en particulas pre-B1 que pueden reiniciar

el ciclo de captacion de colesterol.

LCAT
e
4 L,
m B 5 a
Lp-B \
/ ABC-A$
4/ CETP _prp P-B o
W | /2T
Célulaperiférica

HDL,

Pre-p

Figura 2. Transporte reverso de colesterol. Muestra las enzimas y receptores participantes en el TRC. Lp-B:
Lipoproteinas que contienen apo B (VLDL, LDL, Qm), Tg: Triglicéridos, CE: Colesterol esterificado, CL: Colesterol libre
LCAT: Lecitina colesterol acilo-transferasa; LH: Lipasa hepatica; CETP: Proteina de transferencia de ésteres de
colesterol; PLPT: Proteina de transferencia de fosfolipidos; SR-Bl: Receptor scavenger Bl; Apo B/E r: receptor para
lipoproteinas que contienen apo B/ E; ABCA-1: Transportador de membrana dependiente de ATP clase A, tipo 1
(112).
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Cuadro 3. Enzimas, proteinas de transporte y de membrana que participan en el TRC (15, 16)

Nombre Funcidn Origen

Cataliza la transferencia de un acido graso proveniente de la o
LCAT lecitina o fosfatidilcolina, al colesterol libre presente en las Hepatico
HDL y LDL. Contribuye a la maduracién de HDL.

Hidroliza los Tg y Pps de HDL, IDL y LDL. Es cofactor del SR-BI o
LH para una captacion selectiva, asi como la generacion de apo Hepatico
A-l libre de lipidos.

Tejido adiposo y
muscular, pared
endotelial, pulmén

LPL Hidroliza los Tg de VLDL y Qm utilizando C-ll como cofactor.
Favorece la generacion de precursores de HDL.

Tejido adiposo,
hepatico, intestino
delgado

CETP Intercambia ésteres de colesterol por Tg entre las HDL, y
lipoproteinas que contienen apo B.

PLPT Transferencia de Pps entre LRTG y HDL. Remodelacion de las

HDL. Higado y endotelio

Receptores y proteinas de membrana

SR-BI Receptor para las HDL para intercambiar colesterol entre los Hepatocitos,
hepatocitos y las células. macraéfagos
ABCA-1 Modula el eflujo de colesterol y Pps. Favorece la maduraciéon | Higado, macréfagos,
de HDL. intestino

LCAT: Lecitina colesterol aciltransferasa; LH: Lipasa hepatica; LPL: Lipasa lipoproteica; CETP: Proteina de
transferencia de ésteres de colesterol; PLPT: Proteina de transferencia de fosfolipidos; LRTG: Lipoproteinas ricas en
triglicéridos; SR-BI: Receptor scavenger Bl; ABCA-1: Transportador de membrana dependiente de ATP clase A, tipo
1; Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia, LDL:
Lipoproteinas de baja densidad, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, Tg: Triglicéridos, Pps: Fosfolipidos.

Actividad antiinflamatoria de las HDL

Varias proteinas y lipidos asociados a las HDL contribuyen con la actividad antiinflamatoria de estas
particulas. Por ejemplo, la paraoxonasa (PON1) es capaz de prevenir la lipoperoxidaciéon que inducen la
liberacion de moléculas proinflamatorias como la IL-8. (17). La apo A-l por su parte reduce también el
efecto proinflamatorio de los lipidos oxidados (18), la lipoproteina en su conjunto también es capaz de
secuestrar lo productos de oxidacidn lipidica reduciendo su capacidad proinflamatoria (18). La capacidad

antiinflamatoria relacionada con el poder antioxidante se ha atribuido principalmente a la subpoblacidon
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de HDL pequefias HDL3 (19). Por otra parte, se ha demostrado que las HDL son capaces de regular en las
células endoteliales la expresion de moléculas de adhesién de células vasculares 1 (VCAM-1) y moléculas
de adhesidn intercelular 1 (ICAM-1) (20), moléculas involucradas en la interaccion leucocito-endotelio
caracteristico de los procesos inflamatorios. Cuando se induce un proceso oxidativo en un cocultivo de
células endoteliales y de musculo liso vascular, ambos tipos celulares secretan la proteina
guimioatrayente de monocitos (MCP-1). Dicho efecto, se inhibe casi en su totalidad por adicién de HDL a

las células (21).

Durante los procesos inflamatorios, la estructura de las HDL es anormal y pueden perder su capacidad
protectora (18). En estas circunstancias, las HDL pueden asociarse con proteinas como la
mieloperoxidasa que inhiben la capacidad de las HDL de promover el eflujo de colesterol y las transforma
en moléculas proinflamatorias (17, 22-24). La transformacién de las HDL en moléculas proinflamatorias,
no se refleja en los niveles de colesterol-HDL (C-HDL) en plasma, ya que éstos permanecen constantes

(25).

En este sentido, se ha demostrado que cuando se enriquecen las HDL con triglicéridos por infusién
endovenosa de una emulsion de grasa, las HDL pierden la capacidad de regular la expresion de ICAM-1 y

VCAM-1 (26).

Como se describié previamente, las HDL tienen propiedades antiinflamatorias que pueden perder
durante diversos procesos fisiopatoldgicos, afectando la estructura de estas lipoproteinas. Asi, la
distribucidn de tamafios de HDL también puede ser de utilidad en la evaluacion de enfermedades
inflamatorias con disfuncion endotelial como la arteritis de Takayasu (27). Sin embargo, se desconoce si
las HDL se afectan durante el asma, situacion que se caracteriza por ser un desorden inflamatorio

cronico en las vias aéreas.

A pesar de que la determinacion de los tamafios de las HDL puede ser de gran utilidad en la evaluacidn
precoz del riesgo cardiovascular, existe una controversia acerca de cual subpoblacién de las HDL es mas

antiaterogénica.

Se ha demostrado que cuando se induce un incremento en la tasa de produccién de la apo A-l se
generan HDL pequefias tipo 3b y 3c (14, 28). No obstante, esta explicacion no es aplicable a la presencia
de HDL pequefias caracteristicas de la resistencia a la insulina, ya que se ha demostrado que en esta

circunstancia fisiopatoldgica la sintesis de apo A-I no se incrementa (29, 30). Por lo anterior, proponemos
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que la interpretacion de los tamafios de las HDL debe ser acompafiada de la etiologia que da origen a

una distribucién de tamafios HDL anormal.

Obesidad

La obesidad se define como el exceso de grasa acumulada en el organismo que afecta a la salud (31). La
causa fundamental es un desequilibrio entre la ingesta y el gasto de energia, se relaciona con un estilo de
vida sedentario donde hay una inadecuada alimentacion y disminucidn de la actividad fisica. La obesidad
se asocia a varias de las principales causas de muerte en el pais, como la diabetes, las enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares entre otras, debido a esto la obesidad se asocia a casi 50,000

muertes anuales, constituyendo el principal riesgo de muerte prematura en la poblaciéon mexicana (32).

En México, de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006 (ENSANUT), la prevalencia de
obesidad entre las edades de 5 a 11 afios fue de 11.3% en nifios y 10.3% en nifias (33). En general la
prevalencia combinada de obesidad y sobrepeso es alta para poblacién mexicana, se presenta en uno de
cada cuatro nifios (26%), mientras que uno de cada tres adolescentes la padece (31%). El sobrepeso y la
obesidad han aumentado en todas las edades, regiones y grupos socioecondmicos, lo que ha llevado a
nuestro pais a ocupar el segundo lugar en obesidad en adultos y el primer lugar en obesidad infantil a

nivel mundial (34).

La obesidad es un factor de riesgo para la enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) (35), y se asocia con
un perfil de lipidos aterogénico, esto es, concentraciones plasmaticas de colesterol de HDL (C-HDL) bajas
y concentraciones plasmaticas de triglicéridos altas (36). En este contexto, diversos estudios
epidemioldgicos han demostrado una correlacidn negativa entre el C-HDL y el desarrollo de enfermedad
aterosclerosa coronaria (37). Esta relacion causal entre la concentracion plasmdatica de C-HDL y EAC ha
sido explicada por el papel que juega en el TRC, asi como por las propiedades potencialmente
antiaterogénicas que presentan las HDL, tipo anti-oxidativas, anti-agregatorias, anti-coagulantes,
profibrinoliticas y antiinflamatorias (38). Sin embargo, se ha sugerido que dichas propiedades

antiaterogénicas dependen de la estructura de las HDL (6, 9, 11, 27, 29).

Subpoblaciones de HDL en la obesidad

Diversos estudios han reportado alteraciones en la distribucidon de subpoblaciones de HDL que pueden

ser utilizados como un mejor marcador de riesgo a desarrollar enfermedad cardiovascular que la
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concentracién plasmatica de C-HDL. La mayoria de los trabajos en este ambito se han realizado en
adultos y muy pocos en poblacién pediatrica, pero las alteraciones en los tamafios de HDL en los
pacientes con obesidad se presentan desde la infancia. De esta manera la caracterizacion de
subpoblaciones de HDL, en pacientes con alto riesgo a desarrollar enfermedades cardiovasculares y
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) desde temprana edad, permitiria establecer una estrategia de

prevencion en pacientes que lo requieran.

Como ya se menciond anteriormente la obesidad constituye un factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, asi como para el desarrollo de DMT2. La caracterizacién de las

subpoblaciones de HDL puede ser utilizada como un método de diagndstico en la practica clinica:

A. En sujetos obesos se ha encontrado un cambio hacia HDL pequefias cuando se incrementa el
IMC vy los triglicéridos (39).

B. En mujeres obesas con diabetes, se ha encontrado una menor cantidad de particulas pequefias
de HDL y cantidades elevadas de particulas grandes de VLDL (40).

C. Los pacientes prediabéticos, se caracterizan por tener una mayor cantidad de HDL pequeias y
una menor cantidad de HDL grandes. Las HDL pequefias se han considerado un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de DMT2 (6).

D. En nuestro laboratorio se han realizado estudios en pacientes pediatricos con DMT2 y sindrome
metabdlico confirmando las alteraciones encontradas en pacientes adultos; todos comparten el
mismo perfil de tener una concentracién plasmatica baja de C-HDL, una menor cantidad de

particulas grandes de HDL y una mayor cantidad de particulas pequefias (29, 41).

Asma

El asma es un desorden inflamatorio crénico de las vias aéreas con la participacién de muchas células y
elementos de ellas (células cebadas, eosindfilos, neutréfilos, linfocitos T, macréfagos y células epiteliales)
gue originan episodios recurrentes de tos de predominio nocturno, sibilancias, dificultad respiratoria y
sensacién de opresién tordcica. Estos sintomas se asocian generalmente con una extensa pero variable
obstruccion bronquial, que es a menudo reversible espontaneamente o con tratamiento (42, 43). Con
relacidon al asma en la edad pediatrica la prevalencia varia ampliamente a escala mundial; incluso en

nuestro pais, por ejemplo en Mérida, Tabasco y Ciudad Victoria, se presenta un alto porcentaje de
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escolares (12%), mientras que en el norte del Distrito Federal se presenta en 9.9% de los adolescentes y

en 8.5% de los escolares (43, 44).

Relacion obesidad y asma

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica y el incremento en la funcién del tejido adiposo en los
sujetos obesos conlleva a un estado inflamatorio sistémico en el que las concentraciones séricas de
citocinas, de fracciones solubles de sus receptores y de quimiocinas se encuentran aumentadas (45). La
mayoria de estas sustancias son sintetizadas y secretadas por células del tejido adiposo y se les ha dado
el nombre genérico de adipocinas; se incluyen en este grupo a la interleucina-6 (IL-6), la interleucina-10
(IL-10), la eotaxina, el factor de necrosis tumoral (TNF), el factor de crecimiento transformante beta

(TGF-B1), la proteina C reactiva (PCR), la leptina y la adiponectina.

El TNF se encuentra en los adipocitos, se relaciona directamente con la grasa corporal, se eleva en el
asma vy esta relacionado con la produccién de citocinas de los linfocitos TH, (IL-4, IL-6) en el epitelio
bronquial. Los niveles séricos de IL-6 estan elevados en sujetos obesos y se asocian con la gravedad del

asma (46).

La liberacidn de citocinas proinflamatorias por parte de los adipocitos podria contribuir a incrementar la

incidencia y prevalencia de la enfermedad asmatica.

De esta manera, se puede postular que el estado inflamatorio inherente al paciente asmatico agrave las
alteraciones en la distribucion de tamafos de las HDL que se han descrito previamente. Sin embargo, se
desconoce si esta posible relacion entre inflamacion y alteraciones de las HDL existe en el paciente

pediatrico con asma.
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Justificacion

La encuesta nacional de salud del afio 2006 mostré que en escolares de 5 a 12 afios, el sobrepeso y la
obesidad afectan al 26% de la poblaciéon de esta edad. Lo anterior indica que la obesidad en nifios y
comorbilidades, como el asma, son un problema de salud en nuestro pais. A pesar de que se ha
demostrado que las subpoblaciones de HDL se modifican en un entorno de resistencia a la insulina, es
posible que existan alteraciones estructurales de las HDL adicionales y caracteristicas del proceso de

asma.

La mayoria de los trabajos de caracterizacidn de las subpoblaciones de HDL se han realizado en adultos y
muy pocos en poblacién pedidtrica. Sin embargo, las alteraciones en los tamafios de HDL en los
pacientes con obesidad se presentan desde la infancia, de ahi la importancia de la caracterizacién de
subpoblaciones de HDL, en pacientes con alto riesgo a desarrollar enfermedades cardiovasculares y
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) desde temprana edad, para poder establecer una estrategia de

prevencion en pacientes que lo requieran.

El presente trabajo incluye como poblacién de estudio pacientes pedidtricos con obesidad; para
determinar si la presencia de las HDL pequefas en pacientes con obesidad se altera con un proceso
inflamatorio concurrente, lo que es fundamental para comprender el significado clinico de las
subpoblaciones de HDL. Estas observaciones contribuiran a definir si la determinacion de los tamafios de
HDL puede ser una herramienta diagndstica, incluso de mayor utilidad que la determinacién del C-HDL

plasmatico como predictor de enfermedad cardiovascular.
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Hipotesis

Los pacientes que presentan un estado inflamatorio sistémico (obesidad) presentardn un
desplazamiento de la distribucién de las subpoblaciones de HDL hacia particulas pequefias en

comparacién con los pacientes eutréficos, y tal desplazamiento serd exacerbado por el asma.
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Objetivo

Caracterizar la distribucion de las subpoblaciones de HDL por su contenido de lipidos (colesterol,
triglicéridos y fosfolipidos) y la concentracidn plasmatica de lipidos HDL en pacientes pedidtricos que

presentan un estado inflamatorio debido a la presencia de obesidad y/o asma.
Objetivos particulares

e Comparar el método de determinacion de las subpoblaciones de HDL utilizando lipoproteinas
aisladas por ultracentrifugacion contra plasma total del mismo paciente, en una electroforesis en
condiciones nativas en gel de poliacrilamida en gradiente.

e Caracterizar la distribucion de tamafios de HDL, por colesterol, triglicéridos y fosfolipidos en un
grupo de pacientes pediatricos con diferentes caracteristicas fisiopatoldgicas (obesos con asma,

obesos sin asma, eutroéficos con asma y eutroficos sin asma)
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Material y métodos

Muestras

Este trabajo se realizd en dos etapas: en la primera se estandarizd el método de separacion vy
caracterizacién de las subpoblaciones de HDL, utilizando plasma de sujetos sanos y patoldgicos (A) como
muestra en lugar de HDL aisladas. Una vez establecidas las condiciones del método de trabajo, se realizd

la caracterizacién de las subpoblaciones de HDL utilizando plasma de un segundo grupo de pacientes (B).

A. El primer grupo incluye veinticinco sujetos con diversas alteraciones metabdlicas. Se incluyeron
diez pacientes pediatricos con diagndstico de sindrome metabdlico, cuatro pacientes pediatricos
con obesidad y asma, seis pacientes con hipercolesterolemia familiar y cinco sujetos sanos. Las
muestras de los pacientes pedidtricos con sindrome metabdlico se tomaron en la clinica de
obesidad infantil ISSSTE, Hospital Regional Licenciado Adolfo Lépez Mateos. Las muestras de los
pacientes con hipercolesterolemia familiar se tomaron en el laboratorio Metabolismo de Lipidos
del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

B. El segundo grupo estd conformado por ciento diecisiete pacientes pediatricos que fueron
reclutados de la consulta de Alergia e Inmunologia Clinica Pediatrica del Hospital Infantil de
México Federico Gémez y de escuelas secundarias aledafas a la zona del hospital. Se incluyeron

a aquellos sujetos que cumplieran con los criterios de inclusion.

Criterios de seleccion de las muestras

Se incluyeron en el estudio muestras sanguineas de sujetos pediatricos con las siguientes caracteristicas:

Criterios de inclusion

e Firma del asentimiento y consentimiento bajo informacion

e Hombres y mujeres

e De10a 14 afios de edad

e Sujetos pediatricos con obesidad (con un IMC = a la percentila 95 para su edad y género)

e Sujetos pediatricos eutréficos (con un IMC entre la percentila 5 y 84 para su edad y género)

e Sujetos con asma leve intermitente sin uso de esteroides inhalados
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Criterios de exclusion:

e Retardo mental, retraso en el desarrollo psicomotor.

e Alteraciones del sistema nervioso central (p.e. epilepsia).

e Enfermedad pulmonar (fibrosis quistica, displasia broncopulmonar, tuberculosis pulmonar

e Enfermedad cardiaca

e Endocrinopatias (hipotalamica, tiroidea, diabetes mellitus tipo 1 o 2)

e Dislipidemia: hipertrigliceridemia familiar (Tg > 300 mg/dL e historia familiar de esta) o
hipercolesterolemia familiar.

e Sindrome de ovario poliquistico.

e Uso de medicamentos: vitaminas.

e Infecciones respiratorias cuatro semanas antes

e Pacientes que se encuentren bajo tratamiento de control de peso con medicamentos.

e Toxicomanias: alcoholismo, tabaquismo, o algin consumo de enervantes.

Los sujetos se clasificaron de acuerdo a la presencia de asma y a los valores de percentila de indice de
masa corporal, de la siguiente manera: con percentila 2 95 pacientes con obesidad, sujetos con
percentila < 85 se clasificaron como normopeso (eutréficos). Se utilizé como referencia las percentilas
para nifios de 5 a 17 afios de edad de NHANES | (47). Segun la clasificacidon anterior y la presencia de
asma se integraron cuatro grupos de la siguiente manera: obesos con asma, obesos sin asma, eutréficos

con asma y eutrdficos sin asma.

Toma de muestra

Se obtuvo una muestra de sangre venosa en tubos con EDTA (1.8 mg/dL) con un ayuno de 12 h, las
muestras se centrifugaron a 4°C, el plasma fue separado y analizado o congelado en alicuotas a -80°C

hasta su analisis.

Analisis de laboratorio

La glucosa plasmatica, el colesterol total y los triglicéridos fueron determinados por métodos

enzimaticos colorimétricos disponibles comercialmente (Randox©, Reino Unido). Para la determinacion
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del colesterol-HDL, triglicéridos-HDL y fosfolipidos, se precipitd selectivamente a las lipoproteinas que
contienen apo B en plasma con un reactivo de acido fosfotingstico/cloruro de magnesio (Randox®©,
Reino Unido), posteriormente en el sobrenadante, con métodos enzimaticos colorimétricos comerciales
(Randox®©, Reino Unido y Wako, Japdn) se determinaron los diferentes lipidos. El colesterol LDL fue

calculado por el método Friedewald modificado de DelLong.
C-LDL= colesterol total mg/dL — [colesterol- HDL mg/dL + (0.2 x triglicéridos mg/dL)] (48).

La determinacion de proteinas se realizé por el método de Lowry (Anexo 1). La insulina se determiné por
radioinmuno analisis (RIA) con un estuche comercial (RIA Kit, Millipore, USA). La resistencia a la insulina

se estimo mediante el indice HOMA (homeostasis model assessment)
HOMA = [(glucosa en ayuno mmol/L) x (insulina en ayuno uU/mL)]/22.5 (49).

El valor de corte utilizado para determinar la resistencia a la insulina fue de 3.8 (50).

Validacion del método para determinar la distribuciéon de
subpoblaciones de HDL

Linealidad del método y determinacién del volumen éptimo de plasma

Para determinar la cantidad dptima de plasma se probaron diferentes volimenes de plasma con
diferentes concentraciones de C-HDL. Las concentraciones que se utilizaron fueron 1, 13, 26 y 56 mg/dLy
los volumenes que se probaron fueron 5, 7, 8 y 10 uL. Se realizd la electroforesis en geles de
poliacrilamida en gradiente 3- 30% en condiciones nativas, posteriormente se construyeron las curvas de
densidad 6ptica contra concentracion de colesterol, y se determiné el volumen 6ptimo de plasma a

utilizar en la electroforesis.
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Comparacion de la distribucion de subpoblaciones de HDL por su
contenido de colesterol utilizando plasma y HDL aisladas

Aislamiento de HDL

Las HDL se obtuvieron mediante ultracentrifugacidén secuencial (Beckman Optima TLX) a partir de plasma
en tubos de policarbonato, ajustando la densidad a 1.063 g/mL con KBr sélido, ultracentrifugando por
2.5 h a 100000 r.p.m. con el fin de separar las lipoproteinas que contienen apo B. Al término el
infranadante se ajusté nuevamente a una densidad de 1.21 g/mL con KBr sélido, se ultracentrifugd
durante 3 h a 100000 r.p.m. para aislar las HDL, y por ultimo se ajustd el sobrenadante a una densidad de
1.25 g/mL con KBr sélido y se ultracentrifugd por 3 h a 100000 r.p.m. Bajo estas condiciones se recuperd
de 80 a 85% de la apo A-l total del plasma. Las HDL se dializaron en solucién amortiguadora de Tris 0.09

M, acido bérico 0.08 M, EDTA 3 mM, pH 8.4 (solucidn amortiguadora TBE).

HDL aisladas

Para las muestras de HDL se cuantificd la cantidad de 20 pg de proteina por el método de Lowry (anexo
1); a esta cantidad se le agregé amortiguador de muestra (sacarosa 50% -azul de bromofenol 0.05%, en

solucién TBE) en una relacién 1 uL/ 10 pg de proteina.

Plasma

Una vez establecida las condiciones 6ptimas para la electroforesis, las muestras se prepararon de la

siguiente manera: 7 uL de plasma mds 3 pL de amortiguador de muestra.

Electroforesis en gradiente de poliacrilamida en condiciones nativas
Los geles de poliacrilamida se prepararon con un gradiente 3- 30% en condiciones nativas (anexo 2).

Las muestras se corrieron a 90 V durante 30 minutos posteriormente se aumento el voltaje a 180 V
durante 22 h. Al término del tiempo de la electroforesis los geles fueron tefiidos por colesterol de

acuerdo al método que se describe posteriormente.

Los geles fueron puestos en contacto con la mezcla de reaccién (anexo 3) durante 30 minutos en

oscuridad a 37 °C, posteriormente fue retirado el exceso de la mezcla de reaccién, a continuacion fueron
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analizados por densitometria éptica en un densitdmetro GS-670 BioRad (escaneo 1). Los geles fueron
destefiidos con una mezcla metanol: acido acético: agua (5: 2: 13: v: v: v; decolorante para geles), y
posteriormente se volvieron a tefiir para hacer evidente la proteina con una solucién de colorante azul
de Coomassie R250 0.1% en metanol 25%, acido acético 10% y agua destilada, y finalmente fueron

analizados por segunda vez en el densitometro GS-670 (escaneo 2).

Analisis densitométrico

El didmetro hidrodinamico de las subpoblaciones de HDL se estimd usando como referencia proteinas
globulares; tiroglobulina, 17nm; ferritina, 12.2 nm; catalasa, 10.4 nm; lactato deshidrogenasa, 8.1 nm; y
albumina, 7.1 nm; estuche de marcadores de alto peso molecular (GE healthcare, Reino Unido). De esta
manera se determiné la proporcién relativa de cada subpoblacidon de HDL mediante densitometria dptica
(Molecular Analyst Software Version 1.1 1994 BioRad), considerando los siguientes intervalos de
tamafio: HDL3c, 7.9-8.45 nm; HDL3b, 8.45-8.98 nm; HDL3a, 8.98-9.94 nm; HDL2a, 9.94-10.58 nm; vy
HDL2b 10.58-12.36 nm (10). La proporcion relativa de cada subpoblacion de HDL se expresa como el

porcentaje total de colesterol-HDL del drea bajo la curva, integrado de 7.9 a 12.36 nm.

Caracterizacion de subpoblaciones de HDL por contenido de lipidos
en pacientes pediatricos con obesidad y asma

La caracterizacién de las subpoblaciones de HDL se realizé utilizando plasma en lugar de HDL aisladas

como muestra en la electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente 3- 30% en condiciones nativas.

La electroforesis se realizd siguiendo el método descrito anteriormente, al término de la electroforesis
los geles fueron tefiidos por lipidos (colesterol, triglicéridos y fosfolipidos) (Anexo 3), segun el método
desarrollado previamente en nuestro laboratorio (10, 41); la tinciéon para cada uno de los lipidos

utilizados se detalla a continuacion:

Para la tincion de colesterol total se usé una mezcla enzimdtica que contiene colesterol oxidasa (0.05
puU/mL), peroxidasa (0.25 pU/mL), colesterol esterasa (0.075 pU/mL), colato de sodio (3mM) y Triton
100X (0.1%) para exponer al colesterol embebido en Ila estructura de las lipoproteinas,
carboximetilcelulosa como agente viscosante, en solucion amortiguadora de fosfatos 10mM, pH 7.4. El
producto final de la secuencia de reacciones enzimaticas H,0,, es estequiométricamente proporcional al

colesterol total en la muestra, el perdxido reacciona con el azul de tetrazolium (MTT, 0.04 mM)
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formando un producto soluble de color azul (formazan) en una reaccién catalizada por la peroxidasa. El
fenazin metasulfato (FMS, 0.04 mM) forma un complejo con el formazan (color azul) que precipita en el

gel (51). La secuencia de reacciones se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Secuencia de reacciones enzimaticas para la determinacidn de colesterol total.
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La mezcla enzimatica para la tincidén de triglicéridos contiene lipasa (37.5 pU/mL), glicerol cinasa (0.1
pnU/mL), glicerol fosfato oxidasa (0.4 pU/mL) y peroxidasa (0.13 pU/mL) en soluciéon amortiguadora de
fosfatos 10mM, pH 7.4. Se agregd el agente viscosante para garantizar el contacto homogéneo de la
mezcla con el gel. El producto final es puesto en evidencia al reaccionar con la peroxidasa, el MTT (0.04

uU/mL) y el FMS (0.04 puU/mL) (52). La secuencia de reacciones se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Secuencia de reacciones enzimatica para la determinacion de triglicéridos.
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El reactivo para la tincion de fosfatidilcolina es una mezcla enzimatica que contiene fosfolipasa D (0.12
nU/MI), colina oxidasa (62 pU/mL), peroxidasa (1.1 pU/mL), en solucion amortiguadora de fosfatos
10mM, pH 7.4, colato de sodio (3mM) y Tritén 100X (0.1%), ademas del agente viscosante. El producto
de la reaccidn se pone en evidencia con peroxidasa, MTT (0.04 mM) y FMS (0.04 mM) (51). La secuencia

de reacciones se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Secuencia de reacciones enzimaticas para la determinacion de fosfolipidos.
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Analisis estadistico

El analisis de resultados se realizd con el paquete estadistico Statistical Package for the Social Sciencens
(SPSS Inc, versién 18 para Windows. Chicago llinois). Los valores de las variables clinicas y bioquimicas se
expresan como la media + desviacion estandar (DE) o mediana con rango intercuartilar (percentila 25 a la

75).

Para determinar la normalidad de los datos se realizé la prueba Smirnov- Kolmogorov. La comparacion
entre variables cuantitativas continuas con distribucidn normal se realizd6 mediante la prueba t pareada,
y para la comparacién entre grupos se realizd una ANOVA con analisis post hoc tipo DMS (Diferencia
Minima Significativa) para comparar mas de dos grupos. Las variables con una distribucién no normal
fueron transformadas logaritmicamente para poder aplicarles las pruebas paramétricas

correspondientes.

Para la comparacién de variables con una distribucién no normal se realizé la prueba no paramétrica

correspondiente (Kruskall- Wallis, U de Mann Withney, correlacién de Spearman).

Se utilizé un andlisis de correlacidon de Pearson para evaluar la similitud entre el tipo de muestra utilizado

para el analisis de las subpoblaciones de HDL.

En todos los casos se considerd un valor de p < 0.05 estadisticamente significativo.
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Resultados

Linealidad del método y determinacion del volumen 6ptimo de plasma

Se realizaron diferentes pruebas utilizando diferentes volimenes de plasma en los geles para determinar
la cantidad 6ptima de plasma. En la figura 6 se observa las curvas que se obtuvieron, siendo 7 y 8 uL los

volimenes que muestran el comportamiento mas lineal.
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Figura 6. Curva de densidad dptica vs concentracion de C-HDL. A. Muestra las curvas que se obtienen al utilizar ¢
10 plL de plasma, @ 8 pL de plasma, A 7 plL de plasma, ® 5 plL de plasma en concentraciones de 13, 26 y 56 mg/
dL de colesterol. B. Muestra las curvas cuando se utiliza A 7 pL de plasmay = 8 pL de plasma.

Por lo anterior, se considerd 7 puL como el volumen éptimo de plasma a utilizar en los geles. Una vez
establecida la cantidad de plasma a utilizar, se realizaron pruebas para determinan la linealidad del
método; para ello se realizaron geles en los que se colocaban diferentes concentraciones de C-HDL y se

graficd la densidad dptica vs concentracién de C-HDL.
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En la figura 7 se observa la curva que se obtiene al utilizar diferentes concentraciones de C-HDL.
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Figura 7. Curva de densidad 6ptica méxima vs concentracidon de C-HDL. 4 Las concentraciones de C-HDL utilizadas

fueron 1, 13, 26, 39 y 56 mg/dL.

Indicando que el método es lineal en el intervalo de concentracion de 25 a 56 mg/dL de colesterol de

HDL. Las muestras de los pacientes incluidos en este trabajo se encuentran en el intervalo de linealidad

del método.
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Comparacion de la distribucion de subpoblaciones de HDL por su
contenido de colesterol utilizando plasma y HDL aisladas

Posteriormente para evaluar si el plasma tiene el mismo comportamiento electroforético que las HDL
aisladas, se realizaron geles de poliacrilamida de gradiente 3- 30% en condiciones nativas con las HDL

aisladas y el plasma del mismo paciente y se obtuvieron los siguientes densitogramas (figura 8).

A B
HDL {nm) HDL (nm)
2b(10.58-12.36) 2b(10.58-12.3) \
2a(9.94-10.58) \ 2a(9.94-10.58)
3(8.98-9.94) e 3a(8.98-9.94)
3b(8.45-8.98) /ﬁ 3b(8.45-8.98)

- 3(1.90-849)

- 3¢(7.90-845) /)
e

Figura 8. Curvas de densitometria dptica. A. Densitograma obtenido de una muestra de plasma, B. Densitograma
obtenido de HDL aisladas, se muestran los intervalos de integracién para cada subpoblacion de HDL y el marcador
de proteinas de alto peso molecular: tiroglobulina, apoferritina, catalasa, lactato deshidrogenasa y albumina en
orden decreciente de tamafio.

La proporcion relativa de la distribucion de HDL segun el tipo de muestra se expone en el cuadro 4. Al
comparar los resultados obtenidos segun el tipo de muestra utilizado, se encontré una diferencia en las
HDL2b de 7.4% y en las HDL3c de 19.32%, mientras que para las subpoblaciones de 2a, 3a y 3b, no se

encontraron diferencias que sean estadisticamente significativas.
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Cuadro 4. Comparacion de la distribucion de subpoblaciones de HDL utilizando plasma y HDL aisladas.

Subpoblacién HDL T\:a:'?: NH=D;'5 p
2b (% C) 42.40 £ 12.55* 39.47 +10.88 0.001
2a (% C) 12.85+2.83 12.74 +3.00 NS
3a(%C) 20.39+3.68 20.20+ 2.60 NS
3b (% C) 9.96 + 3.87 10.41+3.99 NS
3c (% C) 14.39 + 8.39* 17.17 £ 8.90 0.005

Media + DE. HDL= Lipoproteinas de alta densidad, C= Colesterol, p< 0.05, * vs HDL aisladas, NS= no significativo, T
de Student pareada.

El analisis de correlacion de Pearson (cuadro 5), se realiz para establecer la equivalencia entre el tipo de
muestra utilizada en la electroforesis. Para el caso de las HDL2b y 3b se observa una fuerte correlacion
positiva. En contraste, con las HDL2a, 3a y 3c tienen una correlacién positiva pero inferior a las HDL2b y

las HDL3b.

Cuadro 5. Correlacion entre distribucién de subpoblaciones de HDL por tipo de muestra utilizada

HDL, 2b HDL, 2a HDL, 3a HDL, 3b HDL, 3c
r r r r r
T
HDL, 2b 0.951
.
HDL, 2a 0.890
.
HDL, 3a 0.773
.
HDL, 3b 0.933
.
HDL, 3¢ 0.885

HDL, = Subpoblaciones de lipoproteinas de alta densidad aislada por ultra centrifugacién, HDL, = Subpoblaciones de
lipoproteinas de alta densidad en plasma, r= coeficiente, T p< 0.001 nivel de significado estadistico, correlacién de
pearson.
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Caracterizacion de subpoblaciones de HDL por contenido de lipidos en
pacientes pediatricos con obesidad

Una vez establecidas las condiciones del método, se determind la concentracién plasmatica de lipidos de
HDL, se clasificaron a los sujetos en 2 grupos (obesos y eutrdficos) para observar si existen alteraciones

en la distribucion de HDL por la presencia de obesidad.

Las caracteristicas antropométricas y clinicas de los sujetos de estudio se presentan en el cuadro 6. Se
observan diferencias estadisticamente significativas en el peso con un aumento de 48.34%, el IMC con
47.61%, el perimetro abdominal con 28.95%, no se observan diferencias significativas en la talla, TAS y

TAD entre los grupos.

Cuadro 6. Caracteristicas antropomeétricas y clinicas de los sujetos de estudio.

Obesos Eutroficos
n=59 n=58 P
Peso (kg) 68.03 + 16.38° 45.86 + 12.82 0.00
Talla (cm) 154.60 + 10.48 152.77 £ 10.68 NS
IMC (kg/m?) 28.09 + 4.00° 19.30+ 3.25 0.00
Perimetro abdominal (cm) 94.61 + 13.03° 73.37 £9.56 0.00
110 106
*
TAS* (mm/Heg) (105-120) (100-110) NS
70 70
* N
TAD* (mm/He) (70-80) (65.50-74.50) >

Media * DE, o * mediana (rango intercuartilar), IMC: indice de masa corporal, TAS: Tensidn arterial sistélica, TAD:
Tension arterial diastélica, p < 0.05, a vs eutroficos, NS: no significativo, ANOVA.

En cuanto al perfil bioquimico, la concentracién de colesterol total en los sujetos con obesidad es de
8.61% mas elevada que en los eutrdficos. En los triglicéridos se observa un aumento considerable de
43.37% en los sujetos que presentan obesidad, la insulina en plasma de los mismos, tiene un aumento de
29.25% en comparacion con los eutréficos (cuadro 7), mientras que la concentracidon de glucosa es

similar entre ambos grupos.
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Cuadro 7. Perfil bioquimico de los sujetos por grupo.

Obesos Eutrdficos
n=59 n=58 P
Colesterol (mg/dL) 149.78 + 32.07° 137.90 + 24.45 0.025
Triglicéridos (mg/dL) 131.46 +57.21° 91.69 + 38.90 0.00
Glucosa (mg/dL) 80.06 + 13.25 80.85+11.92 NS
Insulina (uU/mL) 19.00 + 5.73° 14.70+5.88 0.00
C-LDL (mg/ dL) 87.34 + 27.04° 75.60 £ 22.69 0.012

Media + DE, C-LDL: Colesterol de lipoproteinas de baja densidad, p < 0.05, a vs eutrdficos, NS: no
significativo, ANOVA.

En la composicion quimica de las HDL (cuadro 8) no hay diferencia significativa en la concentracién de
triglicéridos entre los dos grupos, mientras que la concentracién de colesterol, fosfolipidos en los obesos
se encuentra disminuida en un 17.79 y 13.98% respectivamente; el C-LDL se encuentra aumentado un

15.53% en los sujetos con obesidad.

Cuadro 8. Composicién quimica de HDL por grupo.

Obesos Eutréficos p
n="59 n=>58
C (mg/ dL) 36.14 + 8.46° 43.96 + 10.73 0.00
Tg (mg/ dL) 25.77 £9.06 24.43 £ 10.27 NS
Pps (mg/ dL) 83.26 + 14.62° 96.79 + 18.34 0.00

Media * DE, C: Colesterol, Tg: Triglicéridos, Pps: Fosfolipidos, p < 0.05, a vs eutroficos, NS: no significativo, ANOVA.

Por otra parte, en la distribucién de subpoblaciones de HDL de los sujetos con obesidad, se observa una
disminucién en la concentracion de colesterol (figura 9), la subpoblacién 2b presenta una disminucién de
21.76%, la 2a de 17.90% y la 3a de 13.57% con respecto a los eutréficos, no hay diferencia significativa en

las subpoblaciones 3b y 3c.
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Figura 9. Distribucion de subpoblaciones de HDL por colesterol. Media + EE. p < 0.05, * vs eutroficos, ANOVA.

La distribucién por fosfolipidos (figura 10) presenta un comportamiento similar a la distribucion por
colesterol, todas las subpoblaciones se encuentran disminuidas en los sujetos con obesidad; la
subpoblacién 2b presenta una disminucién de 14.87%, la 2a un 14.73%, y la 3a 13.49%, con respecto a

los eutrdficos, en cuanto a la subpoblacién 3b y 3c no hay cambios significativos.

La distribucién de subpoblaciones de HDL por colesterol y fosfolipidos es diferente entre obesos y
eutroéficos, y se encuentran disminuidas las concentraciones de éstos en los sujetos que presentan

obesidad.
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Figura 10. Distribucién de subpoblaciones de HDL por fosfolipidos. Media + EE. p < 0.05, * vs eutréficos, ANOVA.

Las concentraciones plasmaticas de los diferentes lipidos en las subpoblaciones de HDL disminuidas
indican una composicién anormal de las HDL probablemente a causa de la obesidad. Por lo que se
calcularon los cocientes colesterol/ fosfolipidos (C/ Pps) y triglicéridos/ fosfolipidos (Tg/ Pps) para

conocer la composicion de las subpoblaciones de HDL en los sujetos con obesidad y los eutréficos.
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Figura 11. Cociente colesterol/ fosfolipidos entre grupos de sujetos con obesidad y eutréficos. Media + EE. p < 0.05,
* vs eutroficos, ANOVA.

Cociente C/ Pps (mg/ dL)

En el cociente C/ Pps, se observa una tendencia en los sujetos con obesidad a presentar particulas
pobres en colesterol en las subpoblaciones de HDL; sin embargo solo alcanza significado estadistico en

las subpoblaciones 2ay 3c.
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Figura 12. Cociente triglicéridos/ fosfolipidos entre grupos de sujetos con obesidad y eutréficos. Media + EE, p >
0.05, * vs eutroficos, ANOVA.

Para el cociente Tg/ Pps se observan cambios significativos en todas las subpoblaciones de HDL excepto
en la subpoblacién 3b en los obesos comparado con los eutréficos. En este caso los obesos presentan
particulas enriquecidas en triglicéridos en comparacion con los eutréficos que presentan particulas de

HDL pobres en triglicéridos.
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Caracterizacion de subpoblaciones de HDL por contenido de lipidos en
pacientes pediatricos con obesidad y asma

Para conocer si las alteraciones encontradas en la distribucién de subpoblaciones de HDL en los
pacientes con obesidad se exacerban cuando se combinan con la presencia de asma; se dividieron a los
obesos y a los eutréficos en dos grupos, tomando como criterio la presencia de asma, de tal manera que
se obtuvieron 4 grupos obesos con asma (OCA), obesos sin asma (OSA), eutrdficos con asma (ECA) y

eutrdéficos sin asma (ESA 6 grupo control).

En las caracteristicas antropométricas y clinicas no hay diferencias entre los grupos de pacientes que

presentan obesidad con 6 sin asma, para el caso de los eutréficos tampoco se observan diferencias entre

ellos.

Cuadro 9. Caracteristicas antropomeétricas y clinicas de los grupos de estudio

OCA OSA ECA ESA
p
n= 28 n=31 n= 30 n= 28
Genero (M/F) 17/11 16/15 18/12 18/10
Edad*(afios) 12 11 12 12 NS
(11-13) (11-13) (11-14) (11-13)

Peso (kg) 64.99 +12.79°° 70.87 +18.91°°  48.38+13.36 43.03 +11.82 0.000
Talla (cm) 153.48 + 10.13 155.65+10.85  154.37 +10.62 150.98 + 10.68 NS
IMC (kg/m?) 27.33+2.73*° 28.79 + 4.84°° 19.95 + 3.48 18.58 + 2.86 0.000

Perimetro b b
abdominal 91.51 + 13.05” 97.52 +12.54" 75.05 +11.31 71.56 + 7.02 0.000
(cm)
TAS* 110 110 105.50 110 NS
(mm/Hg) (105.50-120) (100-120) (100-110) (100-120)
TAD* 70 70 70 70 NS
(mm/Hg) (68-80) (70-80) (66-70) (65-80)

Media + DE o * mediana (rango intercuartilar), OCA: Obesos con asma, OSA: Obesos sin asma, ECA: Eutrdficos con
asma, ESA: Eutroficos sin asma, TAS: Tension arterial sistdlica, TAD: Tension arterial diastélica, p < 0.05, a vs ECA, b
vs ESA, ANOVA.
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En cuanto a las caracteristicas bioquimicas de los grupos de estudio se observa que la concentracién de
colesterol total en plasma del grupo OCA se encuentra aumentada un 13% con respecto al grupo control,
la glucosa se encuentra disminuida 10% en el grupo ECA con respecto al grupo ESA, entre los grupos
OCA- OSA y ECA- ESA no se presentan diferencias en la concentracidén de colesterol, triglicéridos, glucosa

e insulina.

Cuadro 10. Caracteristicas bioquimicas de los grupos de estudio

OCA OSA ECA ESA
p

n= 28 n=31 n=30 n= 28
C (mg/dL) 15291 + 36.00b 146.94 + 28.33 140.09 + 25.12 135.55 +23.94 0.113
Tg (mg/ dL) 137.48 + 65.28:"’b 126.00 + 49.203’b 92.17 +£45.20 91.17 +31.62 0.000
Glucosa (mg/ dL) 80.59 + 15.33 79.57 +11.28 76.55 + 8.65b 85.46 + 13.31 0.056

C-LDL (mg/dL) 87.20 + 28.59b 87.47 + 26.01b 78.00 + 24.60 73.03 £ 20.58 0.076

Insulina (nu/ mL) 20.36 iG.OOa'b 17.39 6.00b 14.94 £+ 6.86 14.49 +4.98 0.001

Media + DE, OCA: Obesos con asma, OSA: Obesos sin asma, ECA: Eutréficos con asma, ESA: Eutréficos sin asma, C:
Colesterol, Tg: Triglicéridos, C-LDL: Colesterol de lipoproteinas de baja densidad, p < 0.05, a vs ECA, b vs ESA,
ANOVA.

El grupo de obesos con asma presenta las concentraciones mas elevadas de colesterol total, triglicéridos

e insulina comparado con los otros tres grupos.
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Cuadro 11. Composicién quimica de las HDL por grupo.

OCA OSA ECA ESA
n=28 n=31 n=30 n=28 P
C-HDL 38.22 +8.74*° 34.26 +7.86™° 43.65+11.94 44.29 +9.48 0.000
Tg-HDL 24.43 £6.97 26.98 £10.57 25.03 +£11.69 23.80+8.73 NS
Pps-HDL 84.08 + 14.08™" 82.52 + 15.28°° 100.14 +17.98 93.21 +18.37 0.000

Media + DE, OCA: Obesos con asma, OSA: Obesos sin asma, ECA: Eutrdficos con asma, ESA: Eutroficos sin asma, C-
HDL: Colesterol de lipoproteinas de alta densidad, Tg-HDL: Triglicéridos de lipoproteinas de alta densidad, Pps-HDL:
Fosfolipidos de lipoproteinas de alta densidad, p < 0.05, a vs ECA, b vs ESA, ANOVA.

La composicién quimica de las HDL muestra diferencias significativas en la concentracion de colesterol
con una disminucién de 13.7%, 22.6% en el grupo OCA y OSA respectivamente contra el grupo control,
la concentracidon de fosfolipidos en el grupo OCA y OSA se encuentran disminuidas 9.8% y 11.5%
respectivamente con respecto al grupo control, en el grupo ECA se encuentra aumentada 7.4%

comparado con el grupo ESA sin alcanzar significado estadistico.

Cuadro 12. Distribucién de subpoblaciones de HDL por contenido de colesterol.

C (mg/ dl) ol 30 28 p
HDL 2b 15.33 + 6.45" 13.12 + 4.14%° 17.71+7.10 18.43 + 4.87 0.002
HDL 2a 5.52 +1.50° 4.98 +1.29°° 6.09 +2.25 6.67+1.78 0.002
HDL 3a 9.34+2.85 8.44 +2.39" 9.73 +3.67 10.79 + 2.75 0.025
HDL 3b 3.75+1.79 3.68+1.72 4.31+1.80 4.23+1.54 0.571
HDL 3¢ 3.03+1.80 3.01+1.83 3.97+2.18 3.46 +1.54 0.270

Media * DE, C: Colesterol, OCA: Obesos con asma, OSA: Obesos sin asma, ECA: Eutréficos con asma, ESA: Eutréficos
sin asma, p < 0.05, a vs ECA, b vs ESA, ANOVA.

En la distribucién de subpoblaciones de HDL (cuadro 12) el grupo OCA presenta una disminucién de
16.8% en el contenido de colesterol con respecto al grupo control, para el grupo de OSA la disminucion
es aun mayor con un 28.8% comparado con el control y un 26% con respecto a los ECA. La subpoblacion
2a también presenta cambios entre los grupos con una disminucién de 17.2% de colesterol en el grupo
OCA con respecto a los controles, los sujetos del grupo OSA tienen un 25.3% menos que el grupo control
y un 18.2% menos con respecto al grupo ECA. Para la subpoblacion HDL3a encontramos que hay una
disminucién en el contenido de colesterol de 21.8% en el grupo OSA con respecto al grupo control. En las

subpoblaciones 3b y 3¢ no se observan cambios entre los cuatro grupos.
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Por otra parte en la distribucion por triglicéridos (cuadro 13) no se observan cambios entre los grupos en

ninguna subpoblacién de HDL.

Cuadro 13. Distribucion de subpoblaciones de HDL por contenido de triglicéridos.

OCA 0SA ECA ESA

Tg (me/ dL) n=28 n=31 n=30 n=28 p
HDL 2b 9.59 +3.53 9.40 £ 3.63 9.47 +5.88 8.32 +3.43 NS
HDL 2a 3.74+1.26 3.80 +1.49 3.26 +1.56 3424132 NS
HDL 3a 5.97+1.81 6.70 +2.72 5.95 +2.48 6.23 +2.40 NS
HDL 3b 258 +1.25 3.23+1.48 3174152 3.11+1.49 NS
HDL 3¢ 2.47 +1.30 2.84+1.93 2.66 +1.30 2.72+1.19 NS

Media + DE, Tg: Triglicéridos, OCA: Obesos con asma, OSA: Obesos sin asma, ECA: Eutroficos con asma, ESA:

Eutroficos sin asma, NS: no significativo, ANOVA.

En el caso de la distribucion de HDL por fosfolipidos encontramos que en el grupo ECA hay un

incremento en la subpoblacién 2b de 23.7% comparando con el grupo control. En cuanto al grupo OCA'y

OSA no hay cambios en las subpoblaciones de HDL, tipo 2b y 2a con respecto al grupo control, sin

embargo, las diferencias se presentan cuando se compara el grupo ECA con el grupo ESA. Para la

subpoblacién 3a se observa una disminucién de 12% en el contenido de fosfolipidos en el grupo OSA con

respecto al control. En la subpoblacion de HDL3c encontramos que el grupo control tiene mayor

contenido de fosfolipidos, el grupo OCA tienen un 28.8% menos, para el grupo OSA un 25.3% y el grupo

ECA presenta una disminucidn de 30.8% con respecto al grupo control.

Cuadro 14. Distribucién de subpoblaciones de HDL por contenido de fosfolipidos.

OCA OSA ECA ESA

Pps (mg/ dL) n=28 n=31 n=30 n=28 p
HDL 2b 35.02 + 9.54° 33.27+9.84° 44.10+14.12°  35.66+ 11.87 0.002
HDL 2a 12.06 + 2.06° 12.01 + 3.03° 14.78 +2.97 13.42 £3.70 0.001
HDL 3a 20.03+3.37°  19.39+4.33*®  23.42+4.52 22.04 + 6.01 0.004
HDL 3b 9.31+3.30 9.61+2.90 10.21 + 3.42 11.07 +3.78 NS
HDL 3c 7.85+4.51° 8.23 +3.24° 7.63 +3.45° 11.02 + 4.69 0.005

Media + DE, Pps: Fosfolipidos, OCA: Obesos con asma, OSA: Obesos sin asma, ECA: Eutréficos con asma, ESA:

Eutroficos sin asma, p < 0.05, a vs ECA, b vs ESA, NS: no significativo, ANOVA.
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Para estimar la composicién de las subpoblaciones de HDL, se calcularon los cocientes C/ Pps y Tg/ Pps.

El cociente C/ Pps comparando a los eutréficos con y sin asma (figura 13), presenta diferencias en las
subpoblaciones de HDL2a, 3a y 3¢, indicando que los eutréficos con asma tienen particulas grandes
pobres en colesterol y particulas pequefias ricas en colesterol, por otra parte los eutréficos sin asma que
tienen particulas grandes ricas en colesterol y particulas pequefias pobres en colesterol.

Con respecto a los cocientes C/ Pps y Tg/ Pps de los sujetos con obesidad no hay cambios en el contenido

de colesterol y triglicéridos en las subpoblaciones de HDL.
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Figura 13. Cociente colesterol/ fosfolipidos entre grupos de sujetos eutréficos. Media + EE, p> 0.05, * vs Eutréficos
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En el presente trabajo se caracterizaron las subpoblaciones de HDL por su contenido de lipidos de
sujetos obesos y eutrdficos con la caracteristica de presentar o no asma. La caracterizacion se realizé
utilizando plasma en la electroforesis de geles de poliacrilamida en gradiente 3-30% en condiciones
nativas, en lugar de HDL aisladas como lo describe el método original (53). Al tratarse de un nuevo
método de laboratorio, se realizd inicialmente la comparacién de la distribucién de subpoblaciones de
HDL de la misma muestra utilizando plasma y HDL aisladas para establecer su utilidad y limitaciones. Una
vez establecidos los parametros adecuados y conocimos los alcances de nuestro método con plasma
completo, caracterizamos a los diferentes grupos de pacientes. Nuestra hipétesis de trabajo establecia
gue la inflamacién subyacente en los pacientes con asma tenia una influencia sobre la distribucién de
tamafios de las HDL. Los resultados demuestran que la distribucién de tamafios en sujetos eutréficos con
asma se desplaza hacia particulas HDL grandes cuando se determinan por su contenido de fosfolipidos.
Esta distribucién de tamafios no se observa cuando se determinan por su contenido de colesterol. Dicha
distribucidon no se observa en los pacientes con obesidad y asma; en ellos predominan anomalias en el
contenido de colesterol y fosfolipidos de las subpoblaciones de HDL encontrdandose disminuida la

concentracién de estos lipidos en las subpoblaciones HDL2b, 2ay 3c.

La caracterizacion de las subpoblaciones de HDL puede ser de gran apoyo diagndstico en la evaluacion
del riesgo cardiovascular y de enfermedades relacionadas. Como ya se menciond anteriormente, se
puede realizar mediante diferentes métodos, la ultracentrifugacion en combinacidn con la electroforesis
nativa es uno de los métodos mas utilizados. El método de ultracentrifugacién es considerado como el
procedimiento de comparacion para la separacion y cuantificacion de lipoproteinas, habitualmente es
utilizado para la validacién de otros métodos de separacion de lipoproteinas (54). Sin embargo, todos los
procesos de ultracentrifugacion para la separacién de lipoproteinas son relativamente caros por el costo
del equipo y el tiempo de operador requerido, y por tanto son utilizados sélo en algunos laboratorios con
fines de investigacién y no como una herramienta de diagnéstico en la practica clinica (54). Por lo
anterior, decidimos hacer una modificacidon a la técnica de caracterizacién de subpoblaciones de HDL
utilizando plasma directo; esta modificacion tiene como objetivo optimizar la muestra de plasma de cada
paciente, disminuir significativamente el tiempo de procesamiento de la muestra y disminuir el costo del
mismo. El método original contempla el aislamiento de las HDL por ultracentrifugacién secuencial (9, 53);

este proceso toma tres dias, incluyendo el tiempo de dialisis de las muestras. Ademas, esta limitado al
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nimero de muestras que se puedan procesar simultdneamente en la ultracentrifuga; en el caso de
nuestro laboratorio se restringe a 10 muestras. Otra desventaja del proceso, consiste en que para el
aislamiento de HDL se requiere de 1 mL de muestra de plasma que en muchos estudios no es posible
colectar. Por esta razén al utilizar plasma, el nUmero de muestras, que se pueden procesar por dia, esta
solamente limitado por la capacidad que tenga el laboratorio para realizar la electroforesis. El método
original requeria el aislamiento previo de las HDL por ultracentrifugacion porque no existia un
procedimiento que permitiera la tincion selectiva de lipidos sobre el gel de electroforesis, y que al mismo
tiempo permitiera visualizar los marcadores de didmetro molecular que son de naturaleza proteica.
Nosotros aprovechamos un desarrollo tecnolégico recientemente descrito en nuestro grupo de
investigacion que permite la tincidn enzimatica de lipidos sobre el gel de electroforesis (10, 41). Por esta
razén, fuimos capaces de eliminar la etapa de ultracentrifugacion en el proceso de cuantificacion de las

subpoblaciones de HDL por contenido de lipidos.

En nuestros resultados se observa una fuerte correlacidn positiva entre las subpoblaciones determinadas
usando plasma completo y HDL previamente aisladas por ultracentrifugacion, sugiriendo una
equivalencia muy aceptable entre ambos procedimientos. Sin embargo, observamos un menor
porcentaje relativo de colesterol de la subpoblacidon 2b con HDL aisladas en comparacién con el plasma
del mismo sujeto. En contraste, el colesterol de la subpoblacién 3c es significativamente mayor cuando
se utilizan HDL aisladas que cuando se utiliza plasma. Para el resto de las subpoblaciones no se encontré
ninguna diferencia significativa, sugiriendo que ambos métodos son equivalentes. De esta manera, las
subpoblaciones de HDL que presentan diferencias al utilizar plasma completo en comparacién con el
método original que utiliza HDL aisladas, son las que se encuentran en los extremos del barrido

electroforético.

Esta diferencia puede atribuirse a que la recuperacion completa y reproducible después de la
ultracentrifugacion es dificil, ademas de que es a menudo inferior al 90%, y la fiabilidad del método
depende de la habilidad técnica del operador. Ademas, la ultracentrifugacién secuencial puede dar lugar
a alteraciones estructurales de las HDL provocadas por artefactos durante el proceso (54, 55). De esta
manera, es posible que las HDL recuperadas por ultracentrifugacidn pierdan su integridad, tanto las HDL
de menor como las de mayor densidad, dando lugar a las discrepancias que observamos con las HDL2b y

3c al comparar ambos métodos.

Otra desventaja de la ultracentrifugacidn es que existen otras lipoproteinas, habitualmente minoritarias,

como las HDL tipo | con intervalo de densidad de 1.055 a 1.115 g/mL o la lipoproteina (a) con intervalo

42



Discusion de Resultados

de densidad de 1.055 a 1.085 g/mlL, que pueden aislarse con las HDL. Ademas, las elevadas
concentraciones salinas utilizadas para los ajustes de densidad pueden alterar las caracteristicas
fisicoquimicas de las HDL (56), todos estos factores pueden modificar los porcentajes de las

subpoblaciones de HDL.

Por lo tanto, al utilizar plasma en la electroforesis evitamos que la muestra se someta a procesos que

puedan alterar las propiedades fisicoquimicas de las HDL antes de su separacién en la electroforesis.

Una de las desventajas de nuestro método es que al tratarse de plasma completo la cantidad de
proteinas que se colocan en el gel de electroforesis es muy grande y la migracion puede resultar afectada
por efecto idnico. Para reducir el efecto nocivo del exceso de proteina sobre la migraciéon, definimos la

cantidad minima de plasma que permite una tincidon adecuada de todos los lipidos.

En cuanto a la especificidad, se trabajoé con un gel de poliacrilamida en gradiente 3-30% que tiene una
resolucidon efectiva de las subpoblaciones de HDL (tamafio de particula de 7 a 12 nm) y evita
interferencias por particulas como las VLDL, LDL, IDL y otras lipoproteinas minoritarias que tienen un

tamafio de 80 a 25 nm y por lo tanto no entran a la matriz del gel.

En resumen del aspecto metodoldgico del presente estudio, es factible la separacion de las
subpoblaciones de HDL por electroforesis a partir de plasma completo evitando asi las desventajas que
representa el aislamiento de las HDL por ultracentifugacion (p.e., afectaciones a la estructura,
recuperacion incompleta de las subpoblaciones, tiempos prolongados de procesamiento, altos costos y
altos volimenes de muestra). Los resultados que genera este procedimiento correlaciona con los
obtenidos usando HDL aisladas, confirmando la utilidad del método para la determinacion de
subpoblaciones de HDL por contenido de lipidos. Este nuevo procedimiento tiene la particularidad de
arrojar valores mas elevados para el porcentaje de colesterol de las HDL 2b y menores para el de las 3c,
una probable explicacidon a esto es que al utilizar HDL aisladas se trabaja con una cantidad de muestra
constante y por lo tanto la concentracidon de colesterol que se utiliza se mantiene en un intervalo
pequefio, al utilizar un volumen minimo de plasma que permita la tincion adecuada de colesterol, el
intervalo de concentracién es mas amplio, porque depende de la concentracién plasmatica de C-HDL en

la muestra.

Una vez establecidas las caracteristicas de nuestro método de separacién caracterizamos las
subpoblaciones de HDL en los diferentes grupos de estudio. Es bien conocida la relacién inversa que

existe entre la concentracién de C-HDL el mayor riesgo de padecer EAC (57); estudios recientes han
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sugerido que la caracterizacién de subpoblaciones de HDL puede mejorar la prediccién de desarrollar la
enfermedad (58). Sin embargo, existe la controversia de cual subpoblacién de HDL tiene un mayor
potencial antiaterogénico; por una parte se ha sugerido que las HDL grandes estan asociadas a una
disminucién de la EAC (59) y que se encuentran en menor proporcion en sujetos con EAC (60). Por otra
parte, se ha demostrado que el incremento de las HDL pequefias se presenta en situaciones de bajo
riesgo cardiovascular (61), promueven el eflujo de colesterol y tienen un mayor potencial antioxidante
(11). Una explicacién a esta aparente paradoja, es que, cuando las HDL son separadas por tamafio, es
posible que existan diferencias en el contenido de lipidos entre las subpoblaciones del mismo didmetro

hidrodindmico resultado de distintas circunstancias fisiopatoldgicas (62).

Por lo tanto, la cuantificacién del contenido de lipidos en las subpoblaciones de HDL puede proporcionar
informacidn acerca de la fraccién con mas potencial antiaterogénico y poder utilizar esta determinacion

como una herramienta adicional para establecer riesgo de desarrollar EAC en la practica clinica.

En este sentido la caracterizacién de subpoblaciones de HDL por contenido de lipidos que realizamos en
este trabajo muestra que los pacientes con obesidad tienden a tener menos colesterol en todas las
subpoblaciones comparado con los eutréficos, aunque la diferencia no alcanza significado estadistico en
la subpoblacidn 3b y 3c. En contraste la distribucion por triglicéridos es comparable entre ambos grupos
mientras que, la distribucion por fosfolipidos muestra un comportamiento similar a la distribucién de
colesterol las subpoblaciones 2b, 2a y 3a. Estos resultados confirman las observaciones previamente
reportadas en nuestro grupo en nifios con sindrome metabdlico que se realizaron usando HDL aisladas
por ultracentrifugacion (41), en el que se observa una menor cantidad de colesterol en las
subpoblaciones de HDL de éstos. Asi, las alteraciones que encontramos en la distribucion de
subpoblaciones de HDL en nuestros pacientes con obesidad son consistentes con lo reportado en otros

estudios, dando validez a nuestro método (29, 39, 41).

Adicionalmente calculamos los cocientes C/ Pps y Tg/ Pps para conocer la composicién de las HDL; la
fosfatidilcolina puede ser un marcador de la cantidad de particulas de HDL ya que este lipido limita el
tamarnio de la particula y por lo tanto estd en una cantidad constante por particula perteneciente a cada
subpoblacién (53, 63, 64). Por lo tanto, el incremento o la disminucién en la concentracidén de

fosfolipidos puede ser interpretado como un aumento o reduccion, del nimero de particulas HDL.

El cociente C/ Pps presentd una disminucidn que alcanza significado estadistico en las subpoblaciones 2a
y 3c de los sujetos con obesidad con respecto a los eutréficos indicando que estas subpoblaciones se

encuentran empobrecidas en colesterol en los pacientes con obesidad.
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En contraste, el cociente Tg/ Pps tiene una tendencia opuesta; nuestros resultados sugieren que las
subpoblaciones de HDL en los sujetos con obesidad estan enriquecidas con triglicéridos. En este
contexto, algunos autores sugieren que las particulas de HDL enriquecidas en triglicéridos son
disfuncionales en pacientes con sindrome metabdlico, diabetes mellitus tipo 2 y otras dislipidemias (64-

67).

El asma y la obesidad son trastornos frecuentes, cada uno con un impacto importante en la salud publica
y algunos investigadores sugieren que hay una asociacién entre ellos (45, 68, 69). El estado inflamatorio
sistémico que provoca la obesidad produce alteraciones metabdlicas y cardiovasculares, pero aun es
desconocido si este estado se complica cuando se combina con el asma. En este contexto, nuestros
resultados no demuestran cambios en las caracteristicas clinicas, antropométricas y bioquimicas entre
los sujetos asmaticos con obesidad y no asmaticos con obesidad. La distribucidon de subpoblaciones de
HDL por contenido de lipidos tampoco presentan cambios, los cocientes C/ Pps y Tg/ Pps calculados
permanecen constantes sin mostrar tendencia hacia particulas grandes o pequefias, por lo tanto
podemos descartar que las alteraciones encontradas en los sujetos con obesidad se agraven cuando se

presenta un proceso asmatico.

Asi, nuestros resultados demuestran que no existen diferencias entre los sujetos con y sin asma en
presencia de obesidad. Sin embargo, observamos que los sujetos eutréficos con asma son los que tienen
una mayor cantidad de la mayoria de los lipidos-HDL en comparacién con los otros tres grupos. También
encontramos que los eutroficos que presentan asma tienen particulas pequefias enriquecidas en
colesterol y particulas grandes pobres en colesterol. Todos estos hallazgos sugieren que las alteraciones
de las HDL estan relacionadas con la inflamacién subyacente en los sujetos con asma y que dichas
caracteristicas se enmascaran por el efecto predominante de la obesidad sobre las subpoblaciones de
HDL previamente descritas (29, 41, 45, 68, 70). En efecto, algunos reportes indican que durante estados
de inflamacidon aguda o crdnica, el metabolismo de las HDL puede estar alterado, debido a que se
producen cambios en las HDL; varias proteinas plasmaticas que son transportadas en las HDL se
encuentran disminuidas incluyendo a la paraoxonasa-1, LCAT, CETP, PLTP, LH y apoA-Il, modificando la

estructura y funcion de las HDL (45, 68, 70, 71).

En estados de inflamacion, las HDL se empobrecen en ésteres de colesterol, y se enriquecen en
colesterol libre y triglicéridos dejando a las HDL disfuncionales porque no pueden realizar sus funciones

antioxidante ni participar en el transporte reverso de colesterol (40, 41). Las HDL que se producen en
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estos estados son menos efectivas que las HDL normales en cuanto a la remocién del colesterol de los

macréfagos y transporte hacia los hepatocitos (71).

El cociente C/ Pps en los eutréficos con asma presenta cambios significativos en las subpoblaciones 2a,
3a y 3c. De igual manera el cociente Tg/ Pps (no mostrado) para estos grupos no alcanza significado
estadistico pero muestra una tendencia hacia particulas pequefias en los asmaticos, probablemente si

los grupos fueran mas grandes se confirmaria esta tendencia.

Para tratar de explicar estos cambios proponemos que el asma es un estado inflamatorio crénico que se
asocia al estrés oxidativo (EO) definido como el desbalance entre la produccion de especies reactivas de
oxigeno y la produccién y actividad de antioxidantes a favor de los primeros, lo que conduce a una mayor
predisposicién de dafo y alteracidon de la homeostasis intracelular. El EO favorece el desarrollo de otros
procesos fisiopatoldgicos incluyendo el dafio endotelial y la aterosclerosis, por lo que se ha sugerido que
los asmaticos tienen un riesgo adicional para presentar riesgo cardiovascular asociado a hipertension,
enfermedad cardiovascular y embolias (72, 73). Por otra parte, se ha reportado que los pacientes con
DMT?2 tienen un incremento en la proporcidn de particulas pequefias de HDL (29, 74) como observamos
en nuestros pacientes. En este sentido, las HDL pequefias estdn asociadas con una catabolismo acelerado
de apoA-l (14, 75, 76), sugiriendo que este tipo de particulas son catabolizadas mas rapido que las

particulas HDL de mayor tamafio (14, 75, 77).

Los resultados encontrados son novedosos ya que no se ha reportado con anterioridad la distribucion de
subpoblaciones de HDL en pacientes con obesidad y asma. A pesar de que hay una asociacion creciente
entre el asma y la obesidad que no estd esclarecida, varios investigadores sugieren que la obesidad
aumenta el riesgo de padecer asma y dificulta su control (45, 68). Es necesario reconocer que una
limitante de este estudio es que se asume la persistencia del estado inflamatorio en los pacientes con

asma, pero no se determinaron marcadores como PCR, IL-6 para demostrarlo.

En resumen no existen diferencias entre los sujetos con y sin asma en presencia de obesidad, pero los
sujetos eutréficos con asma presentan un incremento hacia particulas grandes pobres en colesterol y
particulas pequefias enriquecidas en colesterol. La asociacidon entre estas anomalias de las HDL con el

estado inflamatorio debe ser demostrada en estudios posteriores.
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Conclusion

En este trabajo caracterizamos las subpoblaciones de HDL por contenido de lipidos utilizando plasma en
lugar de HDL aisladas. Nuestros resultados demuestran que el asma no exacerba las alteraciones en la
distribucidon de las subpoblaciones de HDL cuando se combina con la obesidad. Sin embargo, si se
presentan alteraciones en la distribucién de subpoblaciones de HDL cuando se determinan por su
contenido de fosfolipidos en los sujetos que presentan asma en ausencia de obesidad desplazando la
distribucidn hacia particulas grandes HDL2 empobrecidas en colesterol y particulas pequefias HDL3

enriquecidas en colesterol.
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Anexos

Anexos

Anexo 1. Determinacion de proteinas por el método de Lowry.

Soluciones
> Solucién de Na,Cos 20% en H,0
» Solucidén de tartrato de Nay K 1 g+ CuSO,: 0.5g
> Solucién de NaOH 0.8N 16g en 500 mL de H,0
> Solucién de SDS 10% en H,0
» Solucién estandar de albumina 1 mg/mL

Solucién A preparar al momento

1 volumen de tartrato de Na y K
1 volumen de Na,CO;

2 volumenes de NaOH

2 volumenes de SDS

2 volumenes de H,0

YVVVVY

Técnica

Curva patrén

TUBO 1 2 3 4 5 6 MUESTRA
CONCENTRACION 01 02 04 08 1
(mg/mL)
ST (uL) 0 10 20 40 80 100
H,O (uL) 100 a0 80 60 20 0 95
MUESTRA (uL) 0 0 0 0 0 0 5
MEZCLAR
SOLUCION A (mL) 1 1 1 1 1 1 1
INCUBAR 10 MINUTOS EN OSCURIDAD, A TEMPERATURA AMBIENTE
REACTIVO FOLIN 500 500 500 500 500 500 500
1/6 (uL)
INCUBAR 30 MINUTOS EN OSCURIDAD, A TEMPERATURA AMBIENTE
Lectura

Leer a una longitud de onda de 750 nm

Resultados

Trazar una grafica de absorbancia contra concentracidon con los datos de la curva patrén. Interpolar la

absorbancia de las muestras en la grafica para determinar la concentracidn correspondiente tomando en

cuenta el factor de dilucion.
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Anexo 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas

SOLUCIONES

Soluciéon amortiguadora de muestra

Sacarosa 50% + Azul de bromofenol al 0.05%

A: Tris 0.09M + Ac. Bérico 0.08M + EDTA 3 mM

B: 48g acrilamida + 1.28g bisacrilamida

C: persulfato de amonio 10%

c.b.p. 20 mL
pH 8.35

c.b.p. 100 mL

Anexos

Solucién de Acrilamida 3% 30%
Volumen Total 5mL 5mL
Solucién A 500 pL 500 pL
Soluciéon B 300 uL 3mL
H,0 destilada 4.2 mL 750 uL
Glicerol -- 750 uL
TEMED 4L 4 pL
Soluciéon C 20 uL 20 uL

Las soluciones de acrilamida se colocan en el formador de gradiente, se agrega el TEMED vy la solucién C

para iniciar la reaccion de polimerizacion. Las soluciones se colocan de tal manera que primero se vierta

la solucidn de30 %, en las placas para formar el gel, se agrega el TEMED y la solucién C a las soluciones

de 3y 30%, manteniendo una agitacion constante hasta formar el gel con un gradiente 3- 30%.

Una vez polimerizado el gel, se precorre 15 minutos a 90 V para estabilizarlo. Al término del tiempo

establecido se cargan las muestras de la siguiente manera:

I Depositar un marcador de alto peso molecular en el primer carril.

Il. En el segundo carril depositar 10 puL de amortiguador de muestra.

Il En el tercer carril depositar 7 pL de plasma/3 pL de amortiguador de muestra

V. Repetir el paso Il y lll hasta terminar los pozos del gel.

La electroforesis se realizd a 90 V durante 30 minutos para permitir la entrada de las muestras en el gel,

posteriormente se aumento a 180 V durante 22 h.

Al final del tiempo de migracidn, el gel se desmolda, se hidrata en solucidon PBS y se tifie segun el método

seleccionado (Colesterol Total, Triglicéridos o Fosfolipidos).
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Anexos

Anexo 3. Tincion para la determinacion de la distribucion de lipidos en gel de

poliacrilamida

e Reactivo para Colesterol total

Concentracion

Solucidn salina isotdnica (0.9%)

Solucién Amortiguadora PBS 10X (100mM) pH=
7.4

Solucion Stock [Colato de sodio 3mM/Triton 100X
0.1%]

Carboximetilcelulosa

Peroxidasa (0.25 pu/mL)

Colesterol Esterasa (0.075 uU/mL)

Colesterol Oxidasa (0.05 pu/mL)

Colesterol total
7470 pL

1000 pL

500 pL

120 mg
5uL
15 uL
10 uL

Mezclar hasta homogeneizar sin dejar grumos.

Azul de Tetrazolium (MTT) 0.04 mMm
Fenazin metasulfato (FMS) 0.04 mm

400 pL
400 pL

Afadir 15 minutos antes de aplicar el reactivo en el gel.

e Reactivo para Triglicéridos y Fosfolipidos

Concentracién

Triglicéridos

Solucién isotdnica (0.9%) 5500 uL
Soluciéon amortiguadora PBS

10X (100 mM) pH= 7.4 1000 pt
Carboximetilcelulosa 120 mg

Lipasa (37.5 uu/mL)

Glicerol Cinasa (0.1 uu/mL)
Glicerol-3-fosfato oxidasa (0.4
puu/mL)

Peroxidasa (0.13 pu/mL)

ATP (0.25 pmol/L)

Fosfolipasa D (0.12 pu/mi)
Colina Oxidasa (62 pu/mL)
Peroxidasa (1.1 pu/mL)
Aminopiridina (0.24 mmol/mL)
N-etil-N-DAOS (0.77 mmol/mL)

Reactivo comercial 2500 pL

Fosfolipidos
5500

1000
120

Reactivo Comercial 2500 pL

Mezclar hasta homogeneizar sin dejar grumos.

Azul de Tetrazolium (MTT) 0.04

400 pL
mM
rI:ne’\;:azm metasulfato (FMs) 0.04 600 pL

400 pL

600 pL

Afadir 15 minutos antes de aplicar el reactivo en el gel.

Colocar la mezcla sobre el gel, incubar durante 30 minutos a 37 °C en oscuridad.
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