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RESUMEN

Uno de los factores de riesgo para desarrollar enfermedades cardiovasculares
son las bajas concentraciones de colesterol HDL (HDL-C) ya que éste evita la
oxidacion del colesterol LDL mediante su enzima paraoxonasa 1. Un estudio
previo en sonorenses asocio los polimorfismos (SNPs) R230C y el R1587K del
gen ABCAL con las bajas concentraciones de HDL-C. Objetivo: Evaluar el nivel
de oxidacion de LDL y su asociacion con la concentracion y la actividad de la
enzima PON1 en sujetos adultos sonorenses con y sin los SNPs R230C y
R1587K del gen ABCAL. Materiales y métodos: Se realizé un estudio de corte
transversal con 57 adultos sonorenses previamente identificados con la
presencia o ausencia de los SNPs R230C y R1587K del gen ABCAL. Se evalu6
antropometria, composicion corporal, presion arterial, dieta y actividad fisica. De
marcadores bioquimicos se analiz6 el perfil de lipidos sanguineos y glucosa por
métodos enziméaticas colorimétricas. Las LDLOx se determinaron a través de la
medicidn de anticuerpos anti LDLOXx (Anti-LDLOX), la concentracion de la enzima
PONL1 e insulina a través de métodos de ELISA y la actividad de la enzima PON1
por ensayo enzimatico. Resultados: La concentracion promedio de HDL-C en
los sujetos de estudio clasific6 como muy baja (39.44 + 7.35 mg/dL). A su vez,
las concentraciones de anticuerpos anti LDLOx se encontraron muy elevadas
(540.37 + 424 mU/mL), no encontrdndose diferencias significativas entre
portadores de SNPs (535.84 + 478.43 mU/mL) y no portadores (543.25 + 397.37
muU/mL). Asi mismo, tanto la concentracion (21.64 + 12.42 ng/mL) como la
actividad (53.33 + 11.87 kU/L) de la enzima PON1 obtenidas se encontraron en
niveles muy bajos y ninguna de éstas present0 asociacion con la concentracion
de anticuerpos anti LDLOx (p > 0.05). Se observo una tendencia a tener un mejor
perfil bioquimico metabdlico cuando la concentracion de PON1 es mayor a 22
ng/mL y la actividad de PON1 es mayor a 53 kU/L. Conclusién: El alto nivel de
oxidacion de LDL en la poblacion estudiada, no se asocié con la baja
concentracion y baja actividad de la enzima PON1 y esto a su vez, fue

independiente de la presencia de los polimorfismos del gen ABCAL.
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Palabras clave: enfermedad cardiovascular, colesterol HDL, gen ABCA1, SNPs
R230C R1587K, paraoxonasa 1, oxidacion de LDL.
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ABSTRACT

One of the risk factors to develop cardiovascular disease (CVD) are low HDL
cholesterol concentrations (HDL-C) since it prevents the oxidation of cholesterol
by the enzyme paraoxonase 1 (PON1). A previous study with people of Sonora
showed that the R230C and R1587K polymorphisms (SNPs) of the ABCAL gene
were associated with low levels of HDL—C. Objective: Evaluate the association
between the LDL oxidation (OxLDL) level and the concentration and activity of the
PON1 enzyme in adults from Sonora that were carriers of the R230C or R1587K
SNPs of the ABCAL gene. Materials and methods: A cross-sectional study with
57 people from Sonora that were previously identified with the presence or
absence of the R230C or R1587K SNPs of the ABCA1 gene was performed. In
which it was conducted an anthropometric, body composition, blood pressure,
dietary and physical activity assessment. About biochemical biomarkers, it was
analyzed the lipid profile and fasting glucose by colorimetric enzymatic methods.
The OxLDL were determined by the anti-OxLDL antibodies (anti-OxLDL)
concentrations assessment, the PON1 enzyme concentration and insulin through
ELISA assays and the PON1 enzyme activity by an enzymatic assay. Results:
The study subject’s average HDL-C concentration (39.44 + 7.35 mg/dL) classified
as very low. Meanwhile, the anti-OXxLDL concentrations were found very high
(540.37 + 424 mU/mL), not being significant differences (p >0.05) between
carriers (535.84 + 478.43 mU/mL) and not carriers (543.25 = 397.37 mU/mL).
Regarding the obtained PON1 concentration (21.64 + 12.42 ng/mL) and activity
(53.33 £ 11.87 kU/L), both were at very low levels and none of these showed an
association with the anti-OxLDL antibodies (p >0.05). In addition, a tendency of
having a better biochemical metabolic profile when the PON1 concentration is
higher than 22 ng/mL and the PONL1 activity is higher than 53 kU/L was showed.
Conclusion: The high LDL oxidation level at the studied population wasn’t
associated with the low concentration and the low activity of the PON1 enzyme
and at the same time, this was independently of the ABCAL1 gen polymorphisms

presence.
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I. INTRODUCCION

Segun la OMS las enfermedades cardiovasculares representan la principal causa
de muerte en el mundo (OMS, 2011). Diversos estudios han mostrado una
relacion inversa entre los niveles de colesterol HDL (HDL-C) y el riesgo de
enfermedad cardiovascular (ECV) (Curb et al., 2004; Barter et al., 2007; Navab
et al., 2011). Lo anterior se debe a que las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
juegan un papel clave en dos de los mecanismos importantes para la prevencion
de lesiones ateroscleroticas. Estos son, el transporte reverso del colesterol (TRC)
y su capacidad para prevenir la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(Cho, 2009).

La formacion de HDL requiere de un paso importante dentro del TRC que
involucra a la proteina transportadora de casete unida a ATP-Al (ABCAl),
proteina situada en la membrana plasmatica y encargada del eflujo del colesterol
desde las células de tejidos periféricos hacia las HDL nacientes. Recientemente
se han reportado distintos polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs, por sus
siglas en inglés) en el gen que codifica para ABCAL; mismos que se relacionan
con niveles disminuidos de HDL-C. En México, el estudio realizado por Aguilar-
Salinas et al. (2011) revel6 la presencia del polimorfismo R230C en el 20% de la
poblacion amerindia. Dicha variante se relaciondé en un 12.2% con las bajas

concentraciones de HDL-C.

Por otra parte, un estudio reciente realizado en 76 sonorenses de tercera
generacion, reveld que tanto el SNP R230C como el R1587K (frecuente en
poblacion europea) se encuentran presentes en esta poblacion; hallandose en
mayor medida el R1587K confirmando asi, la ancestria europea de los

sonorenses reportada por Acuia-Alonzo et al., 2010 y Silva-Zolezzi et al., 2009.



El estudio en poblacion sonorense determind que ambos polimorfismos tienen
una relacion con las bajas concentraciones de HDL-C mostrando una
disminucién de los niveles de HDL-C de 5.1 mg/dL para R230C y de 3.8 mg/dL
para R1587K (Roman-Pellegrini, 2014).

Ademas del TRC la lipoproteina HDL presenta otras funciones antioxidantes y
antiinflamatorias, las cuales estdn dadas en mayor medida por la enzima
paraoxonasa 1 (PON1) (Navab et al., 2005); ya que su actividad le confiere una
capacidad ateroprotectora al hidrolizar peroxidos de lipidos en las LDL oxidadas
(Mackness et al.,, 1991). Las cuales son las desencadenantes de la lesion
aterosclerotica y posteriores eventos cardiacos. Aunado a esto, diversos estudios
realizados en poblacién sonorense muestran una alta prevalencia de niveles
bajos de HDL-C (Ballesteros et al., 2001; Ballesteros et al., 2005; Galaz-Sanchez
et al., 2008); estas bajas concentraciones pueden estar asociadas tanto a
factores genéticos como de estilo de vida. Asi mismo, la deficiencia de HDL-C
se asocia con niveles bajos de PON1, ya que esta enzima se encuentra
fisicamente unida a la region proteinica de la HDL. En este sentido, la actividad
de dicha enzima se ha relacionado con las concentraciones de HDL-C y con el
nivel de oxidacion de LDL en plasma (Mackness y Mackness, 2010; Getz y
Reardon, 2004).

De acuerdo a la informacion proveniente de los estudios realizados en poblacion
sonorense; los cuales muestran por un lado, que existen bajas concentraciones
de HDL-C y por otro la presencia de dos SNPs (R230C y R1587K) del gen ABCA1
asociados a estas bajas concentraciones. Es por lo anterior, que este estudio se
plantea determinar si existe asociacion entre el nivel de estrés oxidativo de LDL
y la concentracion y actividad de la enzima PON1 en sonorenses que presenten
0 no los SNPs R230C y R1587K del gen ABCA1l



II. ANTECEDENTES

I1.1. Estrés Oxidativo

Los radicales libres son moléculas inestables que para lograr su equilibrio oxidan
moléculas sustrayéndoles un electron. Esta oxidacion altera la estructura de la
molécula y la convierte en otro radical libre iniciando una reaccién en cadena
(Chen et al., 2012). Asi mismo, hay derivados de oxigeno que no contienen
electrones desapareados (no radicales). Se utiliza el término especies reactivas
de oxigeno (ERO) para describir tanto a los radicales libres como los no radicales
(Pérez de la Cruz et al., 2008).

La produccion excesiva de ERO puede causar dafio oxidativo a macromoléculas
bioldgicas como el ADN, lipidos, carbohidratos y proteinas (Del Rio et al., 2002).
La célula cuenta con un sistema de defensa contra el dafio ocasionado por las
ERO llamado sistema antioxidante (AOX). Un desequilibrio entre la produccién
de ERO y su neutralizacion por los sistemas AOX del organismo da origen a lo
gue se conoce como estrés oxidativo (EO) (Halliwell, 2006; Pérez de la Cruz et
al., 2008).



[I.1.1. Implicaciones en Procesos Metabdlicos

El metabolismo aerobio implica la produccion de ERO incluso en condiciones
basales. Estas pueden escapar de la mitocondria y producir dafio sobre todo tipo
de moléculas biolégicas, como lesiones oxidativas en el ADN, pérdida de la
integridad de la membrana debido a la peroxidacion de lipidos, cambios en la
estructura de proteinas y carbohidratos funcionales (Pérez de la Cruz et al.,
2008). Todos estos cambios tienen consecuencias clinicas directas, llevando a
la aceleracion del proceso de envejecimiento general y algunos fenémenos
patologicos (llie y Margina, 2012). Entre estos fendmenos resaltan los factores
de riesgo para enfermedad cardiovascular; ya que éstos conllevan a un aumento
en la concentracion de las especies reactivas de oxigeno en la pared vascular
(Forstermann, 2008).

Para contrarrestar la accion dafiina de las ERO sobre los tejidos, los organismos
Vivos poseen un sistema antioxidante muy eficiente (Halliwell, 2006). Este se
compone de sustancias que en cantidades relativamente bajas, son capaces de
competir con otros sustratos oxidables y asi, inhibir o retardar significativamente
la oxidacion de dichos sustratos. Esta defensa tiene diferentes niveles de accion
en los que participan enzimas, moléculas secuestradoras de electrones y
nutrientes. Los AOX enzimaticos (enzimas antioxidantes) previenen la formacion
de nuevas ERO a través de la conversion de los radicales libres existentes en
moléculas menos reactivas, previniendo asi su reaccidon en cadena (Pérez de la
Cruz et al., 2008; Blasco, 2009; Rahman, 2007).

[1.1.2. Peroxidacion de Lipidos

En la actualidad, la peroxidacion lipidica es el principal mecanismo molecular
involucrado en el dafio oxidativo de las estructuras celulares y el proceso toxico
que llevan a la muerte celular. La peroxidacion es un proceso complejo que

implica: la formacion y propagacion de radicales lipidicos, el consumo de



oxigeno, el reordenamiento de los dobles enlaces en los lipidos insaturados y la
posterior destruccion de la membrana lipidica (Céspedes y Castillo, 2008;
Repetto et al., 2012).

La peroxidacion lipidica inicia cuando un radical libre ataca el carbono en la
cadena alifatica de un acido graso formando una especie radical. En la etapa de
propagacion la especie radical formada en la primera fase reacciona con el
oxigeno formando un radical peroxilo lipidico (ROO¢). Estos radicales pueden
reaccionar con otros acidos grasos poliinsaturados (PUFA’s) adyacentes,
sustrayéndoles un hidrégeno y asi sucesivamente, comenzando una reaccion en
cadena (llie y Margina, 2012). La fase de terminacién ocurre cuando los
hidroperoxidos formados se descomponen en etano, pentano, aldehidos
reactivos y cetonas. Dichos productos pueden reaccionar con moléculas
bioldgicas, lo que determina efectos citotoxicos, genotoxicos y mutagénicos, asi
como un papel patogénico en varias enfermedades como lo son las

cardiovasculares (Céspedes y Castillo, 2008; Repetto et al., 2012).

[1.2. Enfermedad Cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares se definen como el conjunto de patologias
gue afectan el corazon y los vasos sanguineos (OMS, 2011). Dentro de éstas se
encuentran la hipertensién arterial, cardiopatia coronaria, enfermedad
cerebrovascular, enfermedad vascular periférica, insuficiencia cardiaca,
cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita, miocardiopatias y ateroesclerosis.
De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (2011), las enfermedades
cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo. Se calcula que
en el 2008 murieron 17,3 millones de personas por ECV, lo que representa el

30% de las muertes registradas en el mundo.

En México, segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en el
2012 las ECV se encontraron dentro de las diez primeras causas de defunciones.



Particularmente en el estado de Sonora segun esta misma institucion, la principal
causa de muerte en el 2012 fueron las enfermedades del corazéon (INEGI, 2012).
El origen de las ECV es multifactorial y dentro de los factores de riesgo que la
predisponen se encuentran la edad, el sexo, hipertension arterial, dislipidemias,
diabetes, tabaquismo, obesidad, sedentarismo, dieta aterogénica (alta en grasas
saturadas, azUcares simples y baja en fibra), entre otros. (Smith et al., 2004).
Estos mismos factores se encuentran en gran prevalencia en México (Velazquez
et al., 2005).

[1.2.1. Dislipidemias

Las dislipidemias son un conjunto de enfermedades asintomaticas, detectadas
por concentraciones sanguineas anormales de colesterol asociado a
lipoproteinas de baja densidad, triglicéridos y/o colesterol HDL. Su potencial
aterogenicidad es debida a dos mecanismos: en primer lugar, a la acumulacién
en plasma de LDL ya que éstas tienen la capacidad de alterar la funcién del
endotelio y depositarse en las placas de ateroma. Por otra parte se encuentra la
concentracion baja de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (hipoa-
lipoproteinemia); ya que las HDL protegen contra el desarrollo de la
aterosclerosis (Aguilar et al., 2004). Estas dislipidemias representan uno de los

principales factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular.

La hipoa-lipoproteinemia es la dislipidemia mas frecuente en la poblacién
mexicana, presente en alrededor del 50% de la poblacién adulta. Esta
dislipidemia es un factor de riesgo importante para desarrollar aterosclerosis y
cardiopatia isquémica, las cuales estan entre las primeras causas de mortalidad
en México. En cambio, el factor independiente mas poderoso de proteccion para
la cardiopatia isquémica es presentar niveles plasmaticos altos de HDL (Aguilar
et al., 2004).



En cuanto a la prevalencia de niveles plasméticos de HDL-C en la poblacién
Sonorense, se han realizado algunos estudios que han mostrado una alta
incidencia de niveles bajos de este biomarcador. Estos resultados se observaron
tanto en niflos como en hombres y mujeres en etapas adultas; en estos ultimos,
la presencia de hipoa-lipoproteinemia se asocié de manera inversa al consumo
elevado de acidos grasos trans (Ballesteros et al., 2001; Ballesteros et al., 2005;
Valenzuela, 2010). Del mismo modo, en un estudio llevado a cabo con jovenes
sonorenses (n=100), se encontré una alta prevalencia de niveles bajos de HDL-

C (Galaz-Sanchez y Olivas-Pefiufiuri, 2008).

Debido a los resultados mostrados por este tipo de estudios, se puede hipotetizar
que en Sonora, la poblacién presenta un alto riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares. Esto se debe a que los sonorenses tienen niveles muy bajos
de HDL-C, uno de los factores antiaterogénicos independientes mas importantes.
Asi mismo, se ha demostrado que factores como la obesidad, tabaquismo,
diabetes, insuficiencia renal, actividad fisica, consumo excesivo de alcohol asi
como variantes en el genoma afectan los niveles de HDL-C (Feliciano y Sierra,
2008). Por lo que se vuelve importante el estudio de las posibles interacciones
entre las variantes del genoma y los factores ambientales que afectan las

concentraciones de HDL-C.

I1.2.2. Aterosclerosis

El proceso histopatoldgico que precede a la ECV es la aterosclerosis. Esta es
una enfermedad crénica inflamatoria que ocurre cuando se acumulan grasa,
colesterol y otras sustancias en las paredes de las arterias formando
estructuras duras llamadas placas ateromatosas. El dafio fisico de este tipo
de placas permite el contacto entre los factores de coagulacién sanguinea
circulantes y el nacleo de la placa. Esto desencadena la formacién de un
trombo, que puede traer consecuencias fatales. La actividad inflamatoria
sostenida en la propia placa es la responsable de la debilitacion de la capa



fibrosa que la protege y, finalmente, de su ruptura (Laguna, 2002). Uno de los
factores iniciadores mas reconocidos es la hipercolesterolemia, debido a que
esta asociada a una mayor susceptibilidad de oxidacion de las lipoproteinas
de baja densidad (Cakatay et al., 2008).

[1.2.3. Lipoproteinas de Baja Densidad Oxidadas (LDLOXx)

La oxidacion de LDL es un proceso mediado por radicales libres que induce a la
peroxidacién de los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) contenidos en las
membranas de las LDL; lo que implica modificaciones estructurales en éstas.
Este proceso sigue los mismos pasos de iniciacion, propagacion y terminacion
de la peroxidacién lipidica, lo que conlleva a la formacién de una reaccién en

cadena (llie y Margina, 2012; Calmarza, 2008).

La oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad est4 asociada con la
enfermedad de las arterias coronarias (EAC). Esto debido a que las LDL oxidadas
son promotoras de pasos claves en el comienzo y la evolucion de la
aterosclerosis, como lo es el desarrollo de la placa ateromatosa (Mascarenhas-
Melo et al., 2013). Esto sucede porque las LDLOx inducen a las células
endoteliales a producir sustancias para la adhesion de moléculas y segregacion
de factores estimulantes de colonias de monocitos. De esta forma, algunos
monocitos del torrente circulatorio pasan al interior de la pared arterial y forman
parte del fluido inflamatorio reactivo de la lesidbn. Los monocitos se activan y se
convierten en macréfagos, los cuales expresan receptores basurero (scavenger)
para lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y LDLOx (Laguna, 2002;
Canales y Sanchez-Muniz, 2003).

Los receptores basurero reconocen las LDL modificadas por oxidacion,
acetilacion o peroxidacion, y no presentan contrarregulacion. De esta forma, los
macréfagos fagocitan las LDLOx, hidrolizan y reesterifican el colesterol,
almacenandolo en gotas lipidicas, transformandose asi en las llamadas células

espumosas (Canales y Sanchez-Muniz, 2003). Estas células contindan
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acumulando lipidos hasta que se lisan, lo que se traduce en una liberacion de su
contenido al espacio extracelular formando la estria grasa; misma que representa
el sello caracteristico de la aterosclerosis. Es por esto que las LDLOx son un nexo
de unién entre la formacion del deposito lipidico ateromatoso y la induccion de la
lesion inflamatoria que facilita el desarrollo de la placa (Calmarza, 2008;
Céspedes y Castillo, 2008).

Se ha reportado, tanto en modelos animales como en personas, que las
lipoproteinas modificadas, particularmente distintas formas de LDLOX, provocan
una respuesta inmune humoral y producen autoanticuerpos anti LDLOx (OLAB)
(Lopes-Virella y Virella, 1994). Estos autoanticuerpos pueden ser usados como
un parametro que refleja consistentemente el proceso de oxidacion llevado a
cabo in vivo, ya que la medicion directa de las LDLOXx en suero no es del todo
factible. Lo anterior, debido a la proteccién que tienen sobre la LDLOX distintos
agentes antioxidantes presentes en la circulacion. Algunas lineas de
investigacion sugieren que los OLAB pueden por si solos estar involucrados en
el proceso aterosclerotico; ya que el complejo inmune formado por OLAB y
LDLOx estimula la acumulacién de ésteres de colesterol en macréfagos
(progenitores de células espumosas) en un grado mucho mayor que las LDL

nativas (Orem et al., 1999).

[1.3. HDL y Capacidad Ateroprotectora

A diferencia de las LDLOx proaterogénicas, las lipoproteinas de alta densidad
tienen un papel protector frente al desarrollo de la aterosclerosis y la aparicion de
los eventos clinicos producidos por esta patologia. Esta capacidad
antiaterogénica puede explicarse en gran medida porque estas particulas facilitan
el transporte del colesterol desde los tejidos periféricos al higado (TRC). Ademas,
se han descrito nuevos mecanismos antiaterogénicos de las HDL que pueden

tener tanta relevancia como el TRC. Estos mecanismos son principalmente dos,



la capacidad de las HDL para prevenir la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y su actividad antinflamatoria; ambos estrechamente
relacionados (Cho, 2009; Gomez-Coronado, 2010).

[1.3.1. Transporte Reverso del Colesterol

El nivel de colesterol en plasma es un factor importante en el desarrollo de la
aterosclerosis ya que este conforma la mayor parte de la placa ateromatosa. La
acumulacion del colesterol se da cuando la entrada de éste en la pared arterial
es mayor que su salida. Para evitar este problema es necesaria una regulacion
del colesterol, proceso complicado que incluye la absorcién, biosintesis,
transporte, metabolismo y secrecion del colesterol. EI TRC es una via que
transporta el colesterol de macréfagos u otras células y tejidos hacia el higado e
intestino para ser excretado, evitando asi su acumulacion (Sanchez de Medina,
2000).

11.3.2. Eflujo del Colesterol

El TRC inicia con la adquisicion del colesterol celular excedente por las HDL o
bien por la apolipoproteina A-I (apo A-1) en el liquido intersticial o la intima arterial.
Uno de los mecanismos implicados en este proceso es el eflujo del colesterol.
Este mecanismo estd mediado por la proteina transmembranal ABCAL (por sus
siglas en inglés ATP-Binding Cassette Transporter Al) la cual interacciona con
la apo A-l de las HDL transfiriéndole el colesterol intracelular de los macréfagos
u otras ceélulas formando asi, las HDL nacientes (pre-B-HDL) (Ohashi et al.,
2005). Después del eflujo de colesterol se da la esterificacion del colesterol por
accion de la lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) formandose las HDL
maduras (a-HDL), las cuales constituyen la mayoria de las HDL circulantes
(Gémez-Coronado, 2010).
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En los humanos practicamente todos los ésteres de colesterol de las HDL llegan
al higado tras su transferencia a las lipoproteinas de muy baja (VLDL-C) y baja
densidad (LDL-C). Sin embargo, las HDL pueden entregar directamente el
colesterol libre al higado mediante el receptor basurero Bl (SR-BI), debido a la
accion de la lipasa hepética. Estas Ultimas interacciones ocasionan la liberacién
de HDL pequefas y apo A-l, las cuales adquiriran nuevamente colesterol de los
tejidos periféricos (Gomez-Coronado, 2010). Es por esta razén que el TRC,
ademas de ser esencial para la homeostasis del colesterol, se considera clave
para impedir la acumulacion de este lipido en los macrofagos de la intima arterial,

evitando asi la formacion de células espumosas.

11.3.3. Proteina ABCA1l

ABCAL es una proteina codificada por el gen que lleva el mismo nombre, la
funcién principal de esta proteina es promover el eflujo del colesterol y
fosfolipidos a través de las membranas celulares, asi como también la formacién
de HDL nacientes. Ambos pasos son fundamentales para evitar la formacion de
las células espumosas y el depdsito de colesterol en las arterias. De esta forma
ABCA1 previene el desarrollo de patologias como la aterosclerosis y la
cardiopatia isquémica (Schmitz y Schambeck, 2006; Omer et al., 2006). ABCA1
es un gen con una gran cantidad de polimorfismos de un solo nucleétido en
humanos. Diversos estudios realizados en distintas poblaciones han buscado la
asociacion entre SNPs de este gen con los niveles de HDL-C obteniendo
resultados inconsistentes (Shioji et al., 2004; Tregouet et al., 2004; Benton et al.,
2007).

La variante R230C del gen ABCAL es de particular interés en América ya que es
exclusiva de los Nativos Americanos asi como de su descendencia. Segun
informes de Aguilar-Salinas et al. (2011) la frecuencia de este polimorfismo en
poblacién mestiza mexicana es del 10%. El alelo 230C tiene un efecto funcional

al disminuir, in vitro, aproximadamente un 30 % el eflujo del colesterol y muestra
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evidencia de una seleccion positiva en los Nativos Americanos (Acufia-Alonzo et
al.,, 2010). Esta variante ha sido constantemente asociada con bajas
concentraciones de HDL-C (Villareal-Molina., 2007; Flores-Dorante., 2010;
Aguilar-Salinas., 2011), y la sola presencia del alelo de riesgo 230C explica casi

el 4 % de la variacion de HDL-C plasmatico (Romero-Hidalgo et al., 2012).

Asi mismo en el estudio de Aguilar-Salinas et al. (2011) se report6 que el efecto
atribuible a la variante R230C para la presencia de concentraciones disminuidas
de HDL-C fue del 12.2%. Lo cual es elevado, esto al compararlo con otras
variantes comunes en el gen ABCAl. Ademas, este polimorfismo ha sido
asociado con factores de riesgo cardiovascular tales como un incremento en el
indice de masa corporal, obesidad, sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo
2 (Villareal-Molina et al., 2008).

Por otro lado, en un estudio realizado con 76 sonorenses de tercera generacion
residentes de la ciudad de Hermosillo, se encontré la presencia de los SNPs
R230C y R1587K (caracteristico de la poblacion europea), siendo el R1587K mas
frecuente que el R230C confirmando asi, la ancestria europea de los sonorenses
(Acuia-Alonzo et al., 2010; Silva-Zolezzi et al., 2009). El estudio determiné que
ambos polimorfismos tienen una relacion con las bajas concentraciones de HDL-
C mostrando una disminucion de 5.1 mg/dL para R230C y de 3.8 mg/dL para
R1587K (Roman-Pellegrini, 2014). Ademas, estos tipos de variantes genéticas
podrian ocasionar una disminucién en los mecanismos y enzimas asociados al

HDL-C, los cuales contribuyen en su capacidad ateroprotectora.

I1.4. Enzima Paraoxonasa

La enzima sérica paraoxonasa 1 (PON1) es una glicoproteina conformada por
354 aminoéacidos y con una masa molecular de 43 kDa. Se sintetiza en el higado
de los mamiferos para después ser secretada en la sangre donde circula unida a

las apo A-l'y apo J de las HDL. La asociacion entre PON1 y HDL fue demostrada
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por Mackness et al. (1985) tanto en ovejas como en humanos. Esta enzima es
miembro de una familia de 3 genes: PON1, PON2 y PON3 localizados en el
cromosoma humano 7. Ademas las proteinas paraoxonasas son hidrolasas
dependientes de calcio y tienen el 60% de su secuencia idéntica entre si
(Mackness et al., 1985; Primo-Parmo et al., 1996).

La PONL1 fue la primera proteina identificada de esta familia y es también la mas
estudiada (Hassett et al., 1991), presenta actividades antioxidantes paraoxonasa
y arilesterasa. La actividad de enzimatica determinada utilizando paraoxon (el
metabolito activo del insecticida paratibn) como sustrato, se denomina actividad
paraoxonasa (PON). Mientras que la actividad determinada usando como
sustrato fenilacetato se llama actividad arilesterasa. Adicionalmente a estas
actividades, la PON1 actia como lactonasa y es capaz de hidrolizar gran
variedad de lactonas, incluyendo ciertas drogas, compuestos enddégenos, y N-

acetil-homoserina lactonas (Ferré et al., 2004).

La paraoxonasa puede hidrolizar un gran nimero de compuestos in vitro como lo
son compuestos organofosforados, ésteres alifaticos insaturados, ésteres
carboxilicos aromaticos y carbamatos. Sin embargo, no se conoce la
especificidad de la PON1 contra sustratos enddégenos en suero y tejidos, por lo
gue su funcién fisiolégica no esta completamente aclarada. En muchos casos se
utiliza la medicion de la actividad arilesterasa para conocer el nivel de PONL1 en
muestras biolégicas. Basado en los parametros cinéticos de la paraoxonasa a
través de distintos sustratos, se asume que las lactonas y otros sustratos que
participan en las lesiones aterosclerdéticas son el sustrato fisiolégico més probable
(Khersonsky y Tawfik, 2005). Lo anterior podria suponer que uno de los papeles
fisiol6gicos de estas enzimas consiste en proteger al organismo del desarrollo de

lesiones provocadas por la aterosclerosis.

Debido a que PONL1 se encuentra fisicamente unida a la region proteinica apo A-
| y apo J de las HDL, la enzima se constituye como la principal responsable de
las actividades antioxidantes y antiinflamatorias de esta lipoproteina (Mackness
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et al., 1985). Esto sucede debido a que la actividad sérica de PON1 se asocia
inversamente al estrés oxidativo, por su capacidad de hidrolizar peroxidos de
lipidos asi como ésteres de colesterol y fosfolipidos oxidados; mismos
compuestos que se relacionan con la formacién de la lesién arteriosclerética
(Aviram et al., 1998; Mackness y Mackness, 2010).

I1.4.1. Factores que Afectan la Actividad y Concentracion de la PON1

En la actualidad diversos estudios han encontrado que tanto factores internos
como externos modulan la actividad y concentracion de PON1. Aunque hay
discrepancias en cuanto a los resultados de estos estudios, la evidencia respecto
al tema sigue creciendo. Es por esto, que tomar en cuenta estos factores
moduladores puede ser un elemento importante para reducir el margen de error

al medir tanto la actividad como la concentracion de esta enzima.

11.4.1.1. Genotipo. Se ha documentado que el genotipo es participe en la
modulacién de la actividad de la enzima PON1 ya que se conocen cuatro
polimorfismos en el gen que codifica para PON1. Estos polimorfismos son:
PON1C-108T (rs705379), PON1G-162A (rs705381), PON1M55L (rs854560), y
PON1Q192R (rs662) (Suehiro et al., 2000). De éstos, segun lo reportado por
Leviev y James (2000), PON1C-108T tiene un mayor efecto en la actividad
arilesterasa de la PON1; representado aproximadamente el 15% de la
variabilidad en la actividad de la enzima. Por otro lado, en un estudio realizado
por Kim et al. (2012), se encontré que el polimorfismo PON1Q192R es el
determinante de aproximadamente el 65% de la actividad paraoxonasa de la
PONI1.

11.4.1.2 Edad. La edad representa uno de los factores que mas afecta la actividad
de PONL1, pues se sabe que esta actividad en recién nacidos es la mitad que en
los adultos; alcanzando el nivel del adulto después del afio de vida y éste va
disminuyendo con la edad (Costa et al., 2005). Esto se puede deber a la relacién

gue existe entre el envejecimiento y el estrés oxidativo. En la ciudad de
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Monterrey, México, Huen et al. (2010) llevaron a cabo un estudio de comparacién
longitudinal donde participaron madres México-Americanas y sus hijos. Se midio
la actividad de la PON1 en las madres durante el embarazo y siete afios después,
y a los infantes en el nacimiento y 7 afios después. Los resultados mostraron que
la actividad PON1 fue mayor en las madres durante la gestacion y el parto
comparadas con la de 7 afios después. El promedio de la actividad PON1 en los

nifios a la edad de 7 afos seguia siendo menor que la de las madres.

11.4.1.3. Farmacos. Otro de los factores que juega un papel importante en la
modulacién de la actividad de PON1 son los farmacos hipolemiantes, los cuales
bloquean la sintesis del colesterol. En humanos tratados con simvastatin o
atorvastatin (farmacos hipolemiantes) se ha visto que hay un aumento en la
actividad de la PONL1 sérica (Kassai et al., 2007; Mirdamadi et al., 2008; Harangi
et al., 2009). Aunque en el estudio realizado por Dullaart et al. (2009), no se
encontraron tales resultados. Esto se podria deber a que el estudio se realizé en
personas diabéticas en las cuales el estado de estrés oxidativo es mayor, debido
a su alteracion en el metabolismo de carbohidratos, y por lo tanto la actividad de
la PON1 disminuye. Por otra parte en modelos in vitro y en animales se observo
gue la actividad de PON1 disminuia en lugar de aumentar (Gouédard et al., 2003;
Beltowski et al., 2004).

I1.4.1.4 Factores dietarios. Hay numerosos estudios respecto a los efectos de las
vitaminas antioxidantes E y C en la actividad de la PON1. Uno de estos estudios
es el de Jarvik et al. (2002), realizado en hombres veteranos con enfermedad de
la arteria carétida. En este estudio se realiz6 una medicién del consumo de
vitamina C y E por medio de un cuestionario de frecuencia alimentaria. Los
resultados mostraron que el consumo de estas vitaminas se asocia a un
incremento en la actividad de la PON1. (Jarvik et al., 2002). Posteriormente, esto
fue corroborado por el estudio de Gursu et al. (2004), donde se observo que el
consumo de vitamina C revertia la disminucion de la actividad PON1 inducida por
el estrés térmico. Este efecto sucedia particularmente, cuando se asociaban la

vitamina C y acido félico. Por otro lado, hay estudios que muestran resultados
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contradictorios (Kleemola et al., 2002), como el realizado por Sarandél et al.
(2010), donde no se observaron cambios en la actividad de PON1 en pacientes
en hemodialisis suplementados con vitamina E. Estos resultados se pueden

relacionar a la patologia que presentaban estas personas.

En cuanto a los lipidos de la dieta, Kim et al. (2013), realizaron el estudio de
cohorte mas grande de la relacion entre los lipidos dietarios y la actividad
enzimatica de PON1. En el estudio participaron 1,548 personas a las cuales se
les midi6 su actividad PON y se les aplicé el cuestionario de frecuencia
alimentaria estandarizado de Harvard. Con esto se determind la ingestion diaria
de nutrientes de las personas durante el afio anterior, midiendo asi los acidos
grasos dietarios. Los resultados mostraron que el acido miristico y el gadoleico,
acidos grasos saturados y monoinsaturados, respectivamente, tenian una
asociacion positiva con la actividad de PON1. De los &cidos grasos
poliinsaturados probados (araquiddnico y eicosapentaendico), ambos tuvieron
una asociacion negativa a la actividad de PON1. Respecto a los &cidos grasos
poliinsaturados diversos estudios encontraron esta misma relacion negativa con
la actividad de PON1 (Nguyen y Sok, 2003; Nguyen y Sok, 2004). Esto a pesar
de que los acidos grasos omega-3 y 6 generalmente son considerados

cardioprotectores.

Por otra parte, estudios realizados con ratones transgénicos susceptibles a
padecer aterosclerosis (deficientes del receptor de LDL) muestran que una dieta
proaterogénica y alta en acidos grasos insaturados trans, causa una disminucién
en la actividad de PON1 (Forte et al., 2002; Hedrick et al., 2000). Esta reduccion
en la accibn enziméatica de PON1 se puede deber a que estas dietas

proaterogénicas se relacionan con una disminucioén en los niveles de HDL-C.
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[1.4.1.5. Alcohol. Estudios in vitro muestran que el etanol inhibe la actividad de la
PONL1 (Parkash et al., 2007). También se han registrado estudios donde el
consumo moderado de alcohol (<40 g/d por 3 semanas) causa un pequefo
incremento en la actividad enzimatica de la PON1 (Costa et al., 2005; Sierksma
et al., 2002). Por el contrario, un estudio similar donde el consumo de alcohol fue
mayor a 26 g/d por 3 semanas, no alteré la actividad de la PONL1 e incluso
disminuy6 de manera leve la actividad arilesterasa de la enzima (Saranddl et al.,
2003).

11.4.1.6. Tabaquismo. En 1997 Nishio y Watanabe, encontraron que el extracto
del humo de cigarrillo inhibe la actividad de la PON1 en plasma; mientras que
antioxidantes como las vitaminas C y E, superéxido dismutasa y catalasa no
tuvieron el efecto de revertir esta inhibicién. Los compuestos que se sugieren son
responsables de esta inhibicion, son varios aldehidos reactivos asi como
hidrocarburos aromaticos. Estudios posteriores en humanos comprueban lo
entonces descubierto, mostrando una disminucion de la actividad de PON1 de un
15% en promedio (Ferré et al., 2003; James et al., 2000; Senti et al., 2003).

[1.5. PON1 y Enfermedad Cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares estan regularmente acompafadas por
concentraciones disminuidas de HDL o por defectos estructurales en PON1. Por
ejemplo, un defecto en PON1 disminuiria la capacidad antioxidante vy
antiinflamatoria de la HDL, aumentando el riesgo cardiovascular. Mackness et al.
(1993), documentaron que al desnaturalizar térmicamente PON1 la HDL
disminuia su capacidad de hidrolizar peréxidos. Otros estudios han demostrado
que bajos niveles de HDL, o niveles normales HDL y LDL oxidadas representan
un riesgo cardiovascular elevado (Kresanov et al., 2013). Se podria suponer que
este riesgo cardiovascular aumenta ya que la PON1 se encuentra unida a la HDL

y a menor concentracion de HDL, menor presencia de esta enzima antioxidante.
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La hipdtesis del papel protector de la PON1 contra la peroxidacion lipidica tomo
importancia con el estudio de Shih et al. (1988), quienes trabajaron con ratones
knock out para el gen PONL1. Los autores observaron que las HDL de los ratones
gue no expresan PON1 eran mas propensas a la oxidacion y menos eficientes
en la proteccion de las LDL contra la oxidacién, en comparacion con el grupo
control. Ademas presentaban aterosclerosis méas rapida e intensa que los ratones

no modificados.

Diversos estudios han demostrado que la actividad deficiente de la PON1
representa un mejor marcador de ECV en humanos que su genotipo; ya que
bajos niveles de la actividad de PON1 se observan de manera recurrente en
personas que padecen estas patologias (Jarvik et al., 2000; Mackness et al.,
2001; Jarvik et al., 2003). Por ejemplo, en el estudio de Tang et al. (2012), se
monitored la actividad arilesterasa y PON sérica de 3668 personas con
cardiopatias. Los autores concluyeron que bajos niveles de la actividad
arilesterasa y PON se asocian a un mayor riesgo de eventos cardiacos adversos
graves (infarto de miocardio, cirugia cardiaca de urgencia o muerte). Es por esto
gue se ha considerado a la PON1 como un nuevo marcador de riesgo de contraer
ECV. No obstante, no se debe descartar la posibilidad de que existan otros
marcadores moleculares con similar o mejor eficiencia que los antes

mencionados; aunque aparentemente PON1 representa uno muy confiable.

En el 2012 se publicaron dos meta-analisis de 90 estudios en total, donde se hizo
una comparaciéon de personas que presentan enfermedad coronaria (EC) con
personas sanas. Los resultados de estos estudios mostraron una clara diferencia
en cuanto a la actividad enziméatica de PON1, siendo mayor en las personas
sanas (Wang et al., 2012; Zhao et al., 2012). Un ejemplo de éstos es el estudio
de Rozek et al. (2005), quienes compararon la actividad de la PON1 en personas
con cardiopatias y personas sanas. Los autores observaron que en personas
sanas la actividad de PONL1 era mayor y se correlacionaba con concentraciones
adecuadas de HDL. Por otro lado, en las personas con EC la actividad de PON1

era menor y se encontraba correlacionada a concentraciones elevadas de LDL y
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VLDL. Esto indica que la actividad de la PON1 varia dependiendo del estado de

la enfermedad.

De acuerdo a la informacién generada por diversos estudios, se observé que la
actividad y concentracion de PONL1 estan relacionados a los niveles de HDL-C y
de LDLOx en plasma. Asi como la presencia de SNPs del gen ABCA1 asociados
a concentraciones disminuidas de HDL-C en poblacion sonorense. En este
contexto, el presente estudio tiene como objetivo determinar si existe una
asociacion entre el nivel de estrés oxidativo de LDL y la concentracion y actividad
de la enzima PON1 en sonorenses que presenten o no los SNPs R230C y
R1587K del gen ABCAL.
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. HIPOTESIS

El nivel de oxidacion de LDL en personas con SNPs del gen ABCAL es mayor
que el de personas sin el polimorfismo y esta inversamente asociado a la

concentracion y actividad antioxidante de la enzima paraoxonasa 1.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. General

Determinar si existe asociacion entre el nivel de estrés oxidativo de LDL y la
concentracion y actividad de la enzima PONL1 en sujetos adultos sonorenses, que
presentan el polimorfismo R230C o R1587K del gen ABCAL.

IV.2. Particulares

1. Realizar la evaluacion clinica de los sujetos de estudio a través de la

determinacion de la composicién corporal, antropometria y estilo de vida.

2. Evaluar biomarcadores clinicos de enfermedad cardiovascular como la
concentracion de lipidos en plasma (colesterol HDL, colesterol total, colesterol

LDL, y triglicéridos).

3. Cuantificar la concentracion y actividad de la enzima PON1 y medir el nivel de

estrés oxidativo de LDL.

4. Evaluar la asociacion entre LDLOXx y la concentracion y actividad de la enzima
PON1.

5. Buscar un modelo de prediccion que explique la variabilidad de los niveles de

anticuerpos anti-LDLOXx asi como de la concentracion y actividad de la enzima
PONL.
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V. SUJETOS Y METODOS

Cada uno de los métodos descritos a continuacién fueron aprobados por el
Comité de Etica del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C.
(Oficio no. CE/014/14).

V.1. Sujetos y Disefo del Estudio

Este trabajo de investigacion es una continuacion del estudio “Polimorfismos de
un solo nucleétido en el gen ABCAL relacionados con colesterol-HDL en

poblacion sonorense” realizado por Roman-Pellegrini, 2014.

Se llevd a cabo un estudio de corte transversal, sobre una poblacién adulta
sonorense de tercera generacion, de ambos sexos, residentes de la ciudad de
Hermosillo, Sonora, México. Se formaron dos grupos de estudio, uno integrado
por personas identificadas con la presencia de los polimorfismos R230C o
R1587K del gen ABCA1, asi como un grupo que no presentaba estos

polimorfismos.

V.1.1. Tamafio de Muestra

El tamafio de muestra calculado para el estudio fue de 68 sujetos, formando dos
grupos con 34 participantes cada uno. Para el calculo se empled la férmula de
comparacion de medias para dos muestras independientes, utilizando un poder

del estudio del 80 % y un nivel de confianza del 95 % (alfa= 0.05).
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También se tomaron en cuenta las medias y desviaciones estandar de la
actividad de la enzima paraoxonasal. Para esto, se consideraron los datos
publicados por Gamboa et al. (2008), utilizando los valores de 175.1 + 88.6
nmol/min/mL para actividad de la enzima en enfermos coronarios y 258.2 + 148.4

nmol/min/mL para los controles.

V.1.2. Criterios de Inclusién

Para participar en el estudio los sujetos tuvieron que cumplir con los criterios de
inclusién establecidos. Debieron ser personas adultas de cualquier sexo, que
hubieran participado en el estudio previo “Polimorfismos de un solo nucleétido en
el gen ABCAL1 relacionados con colesterol-HDL en poblacion sonorense”. Cuyos
resultados determinaron la presencia de dos polimorfismos R230C y R1587K del
gen ABCAL, asi como también los que no los presentaron. Otro de los criterios
empleados fue que los sujetos debian ser sonorenses de tercera generacion filial
(Fs), de acuerdo al Principio de Segregacion (Primera Ley de Mendel), sin
parentesco consanguineo, aparentemente sanos y residentes de la ciudad de

Hermosillo.

V.1.3. Criterios de Exclusién

Se excluyeron del estudio a los sujetos que al momento de la evaluacion
estuvieran tomando medicamentos hipolipemiantes o tuvieran alguna
enfermedad que pudiera alterar los lipidos sanguineos como hiper o
hipotiroidismo. Tampoco pudieron ser parte del estudio los sujetos que
presentaron enfermedad renal, hepatica y diabetes mellitus. En el caso de las
mujeres, encontrarse en embarazo o lactancia. También, se excluyeron a

quienes no completaron sus evaluaciones, o decidieran salir del estudio.
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V.1.4. Reclutamiento de los Sujetos de Estudio

El reclutamiento de los sujetos de estudio se realizé de manera intencional no
probabilistica. Se contactdé de nueva cuenta a los participantes del estudio de
Roman-Pellegrini (2014); los cuales son residentes de diversas colonias de la
ciudad de Hermosillo, Sonora, asi como de una zona suburbana de la ciudad
(Ejido la Victoria). Al contactarlos se les extendio una invitacién para participar en
la nueva investigacion y se les explicé detalladamente en qué consistia. Una vez
que aceptaron participar, se les aplicé una breve encuesta clinica para obtener
informacién que nos permitiera saber si en el momento cumplian con los criterios

de inclusién preestablecidos para esta nueva investigacion.

El cuestionario clinico consistié en recolectar informacion basica del sujeto asi
como informacion acerca del uso de medicamentos y la presencia de patologias
como hipertension, diabetes mellitus, hipotiroidismo y esteatosis hepatica. En
caso de que cumplieran con los requisitos se les dio a leer cuidadosamente la
hoja de consentimiento informado, donde se indicaba en qué consistia el estudio
y cuales eran los procedimientos que se seguirian. Los que asi lo decidieron y

firmaron, les fue entregada una copia de dicho documento.

V.2. Evaluaciones Realizadas

V.2.1. Composicion Corporal y Antropometria

Se les realizaron mediciones de composicion corporal y antropometrias a los
participantes para identificar factores de riesgo asociados al desarrollo de

enfermedades cardiovasculares.

V.2.1.1. Porcentaje de grasa corporal. Para la medicion de masa libre de grasa,
masa grasa y porcentaje de grasa se utilizé un equipo de bioimpedancia eléctrica
(BIA-101A, RJIL Systems, Inc., MI. USA.), con una frecuencia simple de 50 kHz y

24



exactitud electrénica de = 0.5 %. Se les pidi6 a los voluntarios que se acostaran
en posicion supina (con las manos a su costado, con las palmas hacia abajo y
con sus piernas separadas). Posteriormente se limpio la superficie de la piel con
etanol y se coloraron 4 electrodos, 2 se colocaron en dorso del pie derecho y 2
en la mano derecha con una distancia de 5 centimetros entre estos. Todas la
mediciones se realizaron segun la técnica de Lukasaki et al. (1985).

Para la obtencion del porcentaje de grasa, se utilizd la formula adaptada para
adultos mexicanos propuesta por Macias et al. (2007), y para la clasificacion de
exceso de grasa estos se tomo en cuenta lo propuesto por Bray et al. (1998) de

>25 % en hombres y >30 % en mujeres.

V.2.1.2. Peso corporal. La medicion del peso corporal se llevo a cabo por medio
de una balanza electronica digital (AND FU-150 KA1. A&D Co. Ltd. Japan) con
capacidad de 150 + 0.5 kg. Se le pidi6 al sujeto que se colocara de pie sobre la
balanza, descalzo y con la menor cantidad de ropa posible segun el

procedimiento propuesto por Jellife y Jellife (1989).

V.2.1.3. Talla. Para la medicion de talla se utiliz6 un estadiémetro portatil (242
Digital Stadiometer, Seca, Alemania) con un alcance de 2.11 m + 1 mm. Se le
pidié al sujeto que se colocara de pie, descalzo en posicién firme con las puntas
de los pies ligeramente separadas y los talones unidos tocando la superficie
vertical del estadiometro. Asi mismo, la cabeza y gluteos tocando la superficie
vertical y la cabeza orientada en el plano de Frankfort. Posterior a esto se le
solicité al sujeto que realizara una inspiracion profunda y al término de la

exhalacion se tomo la medicion (Jellife y Jellife, 1989).

V.2.1.4. indice de Masa Corporal (IMC). Una vez obtenidos los datos de peso y
talla, se llevo a cabo el célculo para la obtencién del indice de masa corporal
mediante la ecuacion: peso (en kilogramos) dividido entre la talla (en metros)
elevado al cuadrado (kg/talla m?). Posterior a esto, para la clasificacion del IMC
se utilizaron los puntos de corte establecidos por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS, 2000).
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V.2.1.5. Circunferencia de cintura. Para la medicion de la circunferencia de
cintura se utilizé una cinta métrica flexible e inelastica (Lafayette Instruments,
USA). Durante la medicién se le pidio al voluntario sentarse para colocar la cinta
debajo de su espalda y después que se acostara para tomar la medicién al nivel
umbilical. Las lecturas se realizaron en el milimetro mas préoximo, estas
mediciones se llevaron a cabo en el cuarto de composicién corporal de CIAD
(Ohrvall et al., 2000). Para la clasificacion de los valores obtenidos se sigui6 lo
estipulado por la OMS (2008).

V.2.2. Evaluaciones Clinicas y de Estilo de Vida

De la misma manera, para la identificacion de factores de riesgo cardiovascular,
se realiz6 la evaluacion clinica y de estilo de vida de los participantes en donde
todas las mediciones bioquimicas se realizaron por duplicado y utilizando

controles certificados.

V.2.2.1. Presion arterial. Se llevo a cabo la medicion de la presién arterial con la
ayuda de un monitor de presion arterial automéatico (HEM-7220, OMRON, USA).
Se le pidio al sujeto que se sentara y se relajara por 15 minutos, se coloco el
brazalete en el brazo derecho a la altura del corazén y se realizo la lectura. Tras
2 minutos de espera se repitio el procedimiento para obtener un promedio de las
lecturas. La clasificacion de los valores obtenidos se realiz6 de acuerdo a los
lineamientos que marca el Programa Nacional de Educacion sobre la Presion
Arterial de Estados Unidos (NHLBI, 2003).

V.2.2.2. Evaluacion dietaria. El contenido nutrimental de la dieta se determino a
través del método de cuestionarios de recordatorio de 24 horas. Se aplicaron dos
cuestionarios no consecutivos (uno entre semana y otro en fin de semana). En
estos recordatorios se les pidi0 a los entrevistados que sefalaran el tipo y
cantidad de alimentos que consumio durante las 24 horas previas a la entrevista

(Linnuson et al., 1974; Lechting et al., 1976). Esto con la ayuda de modelos de
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plastico y cartdn, asi como utensilios de cocina para identificar el peso y volumen
de los alimentos consumidos. El tiempo de aplicacién entre un recordatorio y otro

fue de 1 — 2 semanas.

Una vez obtenidos los datos se obtuvo el peso en gramos y cdédigo de cada
alimento para ser analizados individualmente en el software ESHA Food
Procesor Il version 10.3, 2008; este programa contiene la composicion nutricional
de los alimentos de Estados Unidos de América, asi como también alimentos
regionales que han sido analizados en el laboratorio de alimentos de la
Coordinacion de Nutricion del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo, A. C. (CIAD) e incluidos en dicho programa (Grijalva et al., 1995;
Martinez, 2010).

V.2.2.3. Evaluacion de actividad fisica. La evaluacion de la actividad fisica se
llevé a cabo mediante diarios de actividad fisica donde se le pidi6 al sujeto que
registrara la actividad realizada durante 3 dias usando el método de registro de
3 dias (Haggarty et al., 1997). Estos consistieron en registrar cada 15 minutos la
actividad fisica realizada hasta completar las 24 horas, incluyendo las horas que
el sujeto duerme. Una vez obtenido el registro se clasifico dentro del rango de
categorias de mdltiplos del metabolismo basal (mMB) establecido por la

FAO/OMS/UNU (2001), de acuerdo al sexo, edad y peso corporal de cada sujeto.

V.2.2.4. Andlisis bioquimico clinico. Se tomaron dos muestras de sangre de la
vena antecubital (5 mL cada una), después de un ayuno de 12 a 14 horas. A los
pacientes se les pididé que antes de la toma de muestra no fumaran, ni realizaran
ejercicio, asimismo, se les pidié que el dia anterior su cena fuera baja en grasa y
lActeos. Las muestras se colectaron en tubos Vacutainer® con anticoagulante
EDTA para la obtencion de plasma, se centrifugaron a 2400 rpm por 20 minutos
a 4 °C (CS-6R Centrifugue, Beckman Coulter Inc., CA, USA). Para la obtencién
del suero se emplearon tubos Vacutainer® con separador de suero y se
centrifugaron a 3000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Posterior a la centrifugacion el

suero y el plasma se guardaron en tubos independientes y se almacenaron en
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un ultra congelador (So-Low, Environmental Equipment, Ohio, USA) a -70° C

hasta su analisis.

V.2.2.5. Glucosa. Para la medicion de la glucosa en ayuno se utilizé el método
colorimétrico de glucosa oxidasa GOD-PAP con un juego de reactivos comercial
(Roche Diagnostics, Manheim, Alemania). El cual se basa en la técnica de Trinder
(1969). En cuanto a la clasificacion de los valores obtenidos, se considero la
glucosa elevada en ayuno con un valor mayor o igual a 100 mg/dL, de acuerdo a
lo estipulado por la Asociacibn Americana de Diabetes (ADA, 2015).

V.2.2.6. Insulina. La determinacion de la insulina se llevo a cabo a través de un
inmunoensayo enzimético (ELISA) de fase sélida de dos puntos mediante el kit
comercial Insulin ELISA (Grupo Mexlab, Jalisco, México). Este se basé en la
técnica de sandwich directa en la que dos anticuerpos monoclonales son dirigidos
contra determinantes antigénicas separadas de la molécula de insulina. Durante
la incubacion, la insulina de la muestra reaccion6 con los anticuerpos anti-insulina
conjugados a la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) y con los
anticuerpos anti-insulina ligados con los pocillos de microtitracion. Mediante un
paso de lavado de la muestra se elimina el anticuerpo no unido con la enzima
HRP y el que si se uni6 se detect6 por una reaccion con el sustrato 3, 3’, 5, 5'-
tetrametilbencidina (TMB). La reaccion se detuvo afiadiendo &cido para dar un
punto final colorimétrico que se leyé después de 15 minutos a través de un lector
de ELISA a una longitud de onda de 450 nm. Las concentraciones obtenidas se
consideraron normales cuando resultaron < 16.7 plU/ml segun lo establecido por
Ascaso et al. (2001) para poblacion no diabética.

V.2.2.7. Resistencia a la insulina. A partir de las concentraciones de glucosa e
insulina se calculo la resistencia a la insulina mediante la ecuacion de HOMA-IR
(Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance). HOMA-IR = Insulina en
ayuno (MU/mL) x glucosa en ayuno (mmol/L) / 22.5 (Matthews et al., 1985). Se
defini6 como insulinoresistencia a los valores de HOMA-IR > 3.8 de acuerdo al

punto de corte reportado por Ascaso et al. (2001) para poblacion no diabética.
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V.2.2.8. Perfil de lipidos. El colesterol total se midié por el método enzimatico
colorimétrico CHOD/PAP (Roche Diagnostics, Manheim, Alemania), con la
técnica descrita por Allain et al. (1974) y utlizando sueros comerciales
certificados. Los triglicéridos se analizaron por el método enziméatico GPO-PAP
(Roche Diagnostics, Manheim, Alemania). Por su parte, el HDL-C se determiné
enzimaticamente por medio de un juego de reactivos comerciales (Roche
Diagnostics, Manheim, Alemania). Esta fraccion del colesterol se midi6 en el
sobrenadante después de la precipitacion de las lipoproteinas conteniendo Apo-
B mediante la técnica descrita por Warnick et al (1982). Ademas, las lipoproteinas
de baja densidad (LDL-C) se determinaron a través del célculo matematico de
Friedewald et al. (1972):

CioL= C plasma— C voL — TG/5

Para cada analisis se utilizaron curvas estandar y sueros control certificados
(Sigma Diagnostics, Missouri, USA), asi como un multicalibrador (C.E.F.A.S.)
(Roche Diagnostics, Manheim, Alemania), ademas, todas las pruebas se
realizaron por duplicado. Por ultimo, para la clasificacion del perfil de lipidos se
emplearon los puntos de corte establecidos por el programa Nacional de
Colesterol en Estados Unidos (NCEP, ATP 1ll) (NCEP, 2002).

V.2.2.9. LDL Oxidadas. Para la deteccion y cuantificacion de las LDLOX se utilizd
un ELISA indirecto. Este ensayo determiné directamente los autoanticuerpos
humanos hacia la forma oxidada de LDL en suero (Anti-LDLOX). El procedimiento
involucré una microplaca recubierta con LDL oxidada-Cu?* como antigeno, en la
cual, al agregar el suero de los sujetos de estudio, si se encontraban presentes
los autoanticuerpos, estos quedaban ligados a la LDL oxidada-Cu?*. Posterior a
lavado, se agregd un anticuerpo especifico anti-lgG de humano conjugado con
peroxidasa para detectar la presencia de autoanticuerpos ligados. Los
conjugados que no se encontraban ligados fueron retirados a través de un lavado,
posteriormente se agregd TMB a los pocillos como un sustrato cromogénico. La

cuantificacion de las IgG especificas en la muestra se realizé por un cambio de
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color catalizado por la enzima, detectable en un lector de ELISA a 450 nm. La
intensidad del color obtenida fue directamente proporcional a la concentracion de
autoanticuerpos en la muestra. La concentracion de IgG en la muestra fue
cuantificada en mili unidades por mililitro (mU/mL) usando una curva estandar.
Todos los reactivos y materiales fueron suministrados por el kit oLAB (ALPCO,
Salem, NH, USA).

V.2.2.10. Actividad de PON1. Se determino la actividad de la enzima PON1
mediante un juego de reactivos comerciales arilesterasa/paraoxonasa
(ZeptoMetrix Corpotarion, NY, USA). Este ensayo enzimético consistidé en la
degradacion del compuesto fenilo acetato a fenol. El rango de formacién de fenol
fue monitoreado por el incremento en la absorbancia a 270 nm con un
espectrofotometro UV-visible (Genesys 10uv, Wisconsin, USA) a 25 °C. El
reactivo de trabajo consistio en 20 mM de bufer Tris/HCI, pH de 8.0, 1 mM de
CaClz y como sustrato 4 mM de fenilacetato. Se agregaron las muestras diluidas
en el bufer al 1:3 y se registré el cambio en la absorbancia después de un tiempo
lag de 20 segundos. Una unidad de actividad arilesterasa fue igual a 1 uM de
fenol formado por minuto. La actividad de se expres6 en kU/L, basada en el
coeficiente de extincion del fenol de 1310 M-1cm-1 a 270 nm, 8.0 de pH 'y 25 °C.
Las pruebas blancos que contenian agua fueron utilizadas para corregir la
hidrolisis no enzimatica. Se incluyé un estandar de PON 1 purificada contenido

en el juego de reactivos y las pruebas se realizaron por duplicado.

V.2.2.11. Concentracion de PONL1. La concentracién de la paraoxonasa 1 se
cuantifico a través de un ELISA tipo sandwich usando el kit Human Serum
Paraoxonase 1 (PON1) ELISA Kit (Aviscera Bioscience, Inc., CA, USA). El kit
contenia una microplaca pre cubierta con un anticuerpo especifico para PON1 de
humanos. El anticuerpo de captura se pudo unir a la PON1 de humanos tanto en

la solucién estandar como en las muestras.
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El procedimiento fue el siguiente, después de lavar la microplaca de cualquier
sustancia que no estuviera unida, se afadi6 un anticuerpo anti PON1 humana a
los pocillos. Posterior a esto, se realizo otro lavado de la microplaca y se afiadio
anti igG de conejo conjugado con la enzima HRP. Después de un ultimo lavado
para remover cualquier enzima que no estuviera ligada, se afiadio sustrato TMB
a cada pocillo y se mostré un cambio de color directamente proporcional a la
cantidad de PON1 unida a las soluciones estandar y muestras. La reaccion
enzima-sustrato fue detenida tras afiadir una solucién de acido clorhidrico y el
cambio en el color fue medido a través de un lector de microplacas a una longitud
de onda de 450 nm después de 15 minutos.

V.3. Andlisis Estadistico

Primero se verificd la normalidad de los datos, se realizé estadistica descriptiva
para evaluar las caracteristicas generales de la poblacion de los cuales se
calcularon los promedios * la desviacion estandar para datos normales. Para los
datos no normales se calcularon las medianas o intercuartiles. Para la
comparacion entre los grupos de estudio se utilizé la prueba de T de Student para
dos muestras independientes. En el caso de las variables no normales se utilizé

la prueba de U de Mann Whitney.

Para determinar la asociacion entre la oxidacion de LDL y la concentracion y
actividad de la enzima paraoxonasa 1 se realizd una regresion lineal multiple
donde se considerd la oxidacion de LDL como variable dependiente, la actividad
y concentracion de PON1 como variable independiente. Dentro del modelo se
incluyeron la edad, sexo, IMC, presién arterial, actividad fisica, componentes de
la dieta y tabaquismo como variables de ajuste. Los datos fueron analizados en
el software estadistico NCSS version 2007 (Number Cruncher Statistical System
for Windows, Kaysville, Utah); considerando significancia estadistica con una p
<0.05.
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VI. RESULTADOS

La presente investigacion se basoé en la busqueda de 76 sujetos de estudio que
participaron en una investigacion previa a ésta, en la cual se determiné si los
sujetos tenian presencia 0 no de los polimorfismos R230C y R1587K del gen
ABCAL. El tamafio de muestra calculado para la presente investigacion fue de
68 sujetos, con los cuales se formarian dos grupos de estudio, cada uno con 34
participantes (un grupo formado por personas portadoras de cualquiera de los
dos SNPs R230C y R1587K y el otro con no portadoras de estos SNPs). Sin
embargo, al momento de contactarlos no todos cumplieron con los criterios de
inclusion preestablecidos, 0 no aceptaron participar, por lo que la presente
investigaciéon contd con la participacion de 57 voluntarios (29 hombres y 28
mujeres) de los cuales, 26 presentaban alguno de los dos SNPs y 31 no eran

portadores (Figura 1).

De los 57 participantes se obtuvo el total de muestras sanguineas, sin embargo
los kits de reactivos empleados para los biomarcadores de interés (LDLOX,
concentracion y actividad de PON1) no lograron detectar su presencia en 18
participantes debido a la presencia de muestras lipémicas o hemolizadas que
interfirieron con la lectura. Ademas de esto, 3 personas no cumplieron con las
entrevistas dietarios y de actividad fisica. Asi, del total de sujetos planteados
inicialmente, logramos obtener todas las mediciones en 36 personas, numero
gue finalmente conformd nuestro tamafio de muestra. La Figura 1 esquematiza

con detalle la disminuciéon del tamafio de muestra planteado originalmente.
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68 sujetos de muestra
calculada

76 candidatos
contactados del estudio
previo con presencia o

ausencia de SNPs

57 aceptaron participar y
comenzaron el estudio

36 sujetos tuvieron todas las
mediciones
antropomeétricas, clinicas,
bioguimicas, dietarias y de
estilo de vida completas

Para formar dos grupos:

34 no portadores de SNPs
34 portadores de SNPs

19 no aceptaron participar
0 en el momento no
cumplian con los criterios
de inclusion

De los cuales:

29 son hombres

28 son mujeres

31 no potadores de SNPs
27 portadores de SNPs

De los cuales:

16 son hombres

20 son mujeres

22 no potadores de SNPs
14 portadores de SNPs

Figura 1. Seleccion de la muestra
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VI.1. Andlisis de Diferencias en las Caracteristicas Antropométricas, de
Composicion Corporal, Clinicas, Dietarias y Bioquimicas Segun la Presencia o
Ausencia de Polimorfismos (R230C y R1587K) del Gen ABCA1

Del total de personas previamente genotipificadas para los polimorfismos de
interés que aceptaron participar en el estudio (n = 57), el 45.6 % presentaron
alguno de los dos SNPs del gen ABCA1; 8.8% tuvieron el polimorfismo R230C y
38.6% el polimorfismo R1587. En el Cuadro 1 se muestra el analisis de las
variables antropométricas, clinicas y de estilo de vida segun su genotipo. Los
resultados muestran que los portadores de polimorfismo tuvieron mayor

circunferencia de cintura y masa libre de grasa que los no portadores (p <0.05).

En el Cuadro 2 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de las variables
bioguimicas. Como se puede observar, no se detectaron diferencias significativas
entre portadores y no portadores de polimorfismos en ninguno de los
biomarcadores estudiados (p>0.05). A pesar de que los portadores de
polimorfismos presentaron valores ligeramente superiores en glucosa, insulina,
HOMA, CT y LDL-C, estadisticamente no hubo diferencia significativa (p>0.05).
De igual forma, se observd una tendencia de los portadores de SNPs a tener

mayor concentracion de triglicéridos y VLDL-C sanguineos (p >0.05).

La presencia de dislipidemias en esta poblacion también fue analizada en funcion
de la presencia o ausencia de los polimorfismos (Cuadro 3). Los hallazgos
determinaron que las dislipidemias mas frecuentes en el total de los sujetos (n =
57) fueron los niveles bajos de HDL-C en un 67 %, asi como también
concentraciones elevadas de triglicéridos y VLDL-C en un 26 %. Ademas, no se
observaron diferencias (p>0.05) en estos parametros entre portadores y no

portadores de polimorfismos.
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Cuadro 1. Evaluacién de las caracteristicas antropométricas y de estilo de vida de los
participantes entre portadores y no portadores de los polimorfismos (SNPs) R230C y

R1587K.
Portadores de
Parametro (;(_)tg;) No Fzr?itgis) res SNPs p
- - (n= 26)
Edad (afios) 38.70 + 10.82 38.93+11.24 38.42 + 10.51 0.8
(21 -61) (21 - 60) (24 - 61)
IMC (kg/m?) 28.16 + 4.76 27.22 + .80 29.27 + 5.57 0.1
(20.26 — 43.42) (20.26 — 33.69) (21.5 - 43.42)
Circunferencia
- 91* 89* 94.6* 0.05**
de cintura (cm) [84.25 — 98.55] [82 — 96] [87.5 — 104.07]
M li
raassaa ('E r)e de 53.32 + 13.10 50.23+12.85  57.02+12.64 0.05
9 9 (31.61-90.12) (31.61— 76.26) (38.15-90.12)
M
(ka)s agrasa 25.54* 24,24 26.36* 0.2%*
9 [20.62 — 30.28] [20.21 — 28.26] [21.18 — 33.44]
Grasa (%) 33.17 +8.83 33.44 + 8.35 32.85+ 9.53 0.8
(13.08 — 50.23) (19.15 - 50.23) (13.08 — 48.25)
PAS (mmHg) 114.31 + 15.66 112.20 £+ 16.54 116.82 + 14.46 0.2
(81.5 — 151.5) (81.5 — 151.5) (98 — 147)
PAD (mmHg) 76.5* 76.5% 79.5% 0.2%*
[70.75 — 84] [70.5 - 82] [71.5 — 85.37]
1.65* 1.65* 1.65*
AF (mMB) [1.54 — 1.77] [1.54 - 1.73] [1.52 — 1.80] 0.7*
Tabaquismo 0.46 + 1.54 0.18 + 0.58 0.80 +2.17 0. 1+
(cigarros/dia) (0-10) (0-2.5) (0-10) :
Alcohol 66.66* 41.41* 71* 0.3**
(mL/dia) [0 — 253.56] [0-152.14] [5 — 304.28] '

Media + desviacién estandar (valor minimo-valor maximo). *Mediana (intervalo intercuartil [25-
75]). Diferencia entre grupos mediante prueba de T-Student para muestras independientes y **U
de Mann-Whitney para datos no normales (p<0.05). Abreviaturas: IMC, indice de masa corporal;
PAS, presion arterial sistélica; PAD, presion arterial diastolica; AF, actividad fisica.
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Cuadro 2. Evaluacién de diferencias en los marcadores bioguimicos de los participantes
del estudio entre portadores y no portadores de los polimorfismos (SNPs) R230C y

R1587K.
Total Portadores de
Parametro (n=57) No ;zr?itgci)ores SNPs p
- (n= 26)

Glucosa (mg/dL) 89.78 + 10.74 88.15 + 10.38 91.71+11.05 0.2
(72.22 - 116.43) (72.22 - 113.71) (73.04 — 116.43)

Insulina (pUI/mL) 4.80% 4.77* 5.02* 0.3**

[3.95 - 5.91] [3.76 — 5.74] [4.23 - 6.10]
HOMA-IR 1.11* 1.00* 1.14* 0.3**
[0.84 — 1.37] [0.82 - 1.37] [0.93 — 1.40]

Colesterol Total 178.23 + 32.78 174.68 + 29.54 182.45 + 36.41 0.3

(mg/dL) (91.1 - 254.80) (125.02 - 236.02) (91.1 - 254.80)

LDL-C (mg/dL) 105.34 +27.28  104.11+28.57  106.82 + 26.14 0.7
(51.53 — 167.66) (51.53 — 161.62) (56.81 — 167.66)

HDL-C (mg/dL) 39.44 £7.35 39.49 + 7.07 39.37 +7.82 0.9
(25.01 — 61.49) (25.01 — 59.48) (26.01 — 61.49)

VLDL-C (mg/dL) 27.95* 25.2* 33.6* 0.08**
[21.54 — 40.51] [20.46 — 38.85] [23.93 — 41.85]

Triglicéridos 139.77* 126* 168* 0.08**

(mg/dL) [107.7 — 202.57] [102.3 — 194.25] [119.66 — 209.25]

Media + desviacion estandar (valor minimo-valor maximo). *Mediana (intervalo intercuartil [25-75]).
Diferencia entre grupos mediante prueba de T-Student para muestras independientes y **U de
Mann-Whitney para datos no normales (p<0.05). Abreviaturas: HOMA-IR, modelo homeostatico de
evaluacion de la resistencia en insulina; VLDL-C, colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad;
HDL-C, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LDL-C, colesterol de lipoproteinas de baja
densidad.
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Cuadro 3. Analisis de la presencia de alteraciones en parametros clinicos de riesgo
cardiovascular (CV) por presencia o ausencia de SNPs (R230C y R1587K).

No

Total portadores Portadores
Parametro Riesgo CV de SNPs P
n (%) de SNPs n (%)
n (%) 0
Colesterol total =200 12 (21) 6 (19) 6 (23) 0.73
(mg/dL)
Trigliceridos > 200 15 (26) 6 (19) 9 (35) 0.19
(mg/dL) B '
VLDL-C (mg/dL) >40 15 (26) 6 (19) 9 (35) 0.19
HDL-C (mg/dL) <50,<40 38 (67) 20 (65) 18 (69) 0.70
LDL-C (mg/dL) >130 10 (18) 5 (16) 5 (19) 0.75
Glucosa (mg/dL) =100 9 (16) 5 (16) 4 (15) 0.93
HOMA-IR >3.8 1(2) 1(3) 0 (0) 0.35

Diferencias entre proporciones para dos muestras independientes (p<0.05). Abreviaturas: VLDL-
C, colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad; HDL-C, colesterol de lipoproteinas de alta
densidad; LDL-C, colesterol de lipoproteinas de baja densidad. HOMA-IR, modelo homeostatico
de evaluacion de la resistencia en insulina.

En la evaluacién dietaria participaron solo 54 sujetos de estudio ya que 3 de ellos
no pudieron continuar por cambio de residencia. En el andlisis efectuado para
este caso, no se encontro diferencias significativas (p >0.05) en funcion de la
presencia 0 no de los polimorfismos (Cuadro 4). Ademas, en los resultados
obtenidos, observamos que del total de kcal consumidas el 16.77 % provino de
proteina, 49.32 % de carbohidratos y 33.23 % de grasas. En general, la mayor
parte de la grasa consumida proviene de las grasas saturadas (11.45%), seguida
en orden por las monoinsaturadas (9.53 %) y polinsaturadas (3.55 %). Es
importante mencionar la presencia en la dieta de los acidos grasos trans (1.43 %
del total de la energia consumida), los cuales se encontraron por encima de la

recomendacion de <1 % establecida por la OMS (2000).
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Cuadro 4. Distribucién del consumo de la energia dietaria proveniente de los
principales macronutrientes de la dieta de los sujetos de estudio segun la presencia o

no de SNPs
Portadores de
Nutriente Total No portadores SNPs p
n=>54 n =30 n=24
Energia (Kcal) 2048* 2020* 2068.45* 0.3**
[1630.9 - 2756.75] [1480.9 — 2707.60]  [1705.50 — 2897.10]
Proteinas (%) 16.77 £ 4.22 17.24 + 4.45 16.18 + 3.93 0.3
(10.02 — 24.71) (10.02 — 24.08) (10.03 — 24.71)
Carbohidratos (%) 49.32 + 8.06 49.17 +9.01 49.52 + 6.88 0.8
(29.69 — 65.79) (29.69 — 65.79) (35.49 — 61.69)
Fibra 22.54 + 8.24 20.84* 23.6* 0.5**
(6.79 — 45.61) [14.59 — 25.24] [17.63 — 28.58]
Soluble 3.09* 3.09* 3.33* 0.8**
[2.45 - 5.50] [2.64 — 5.25] [2.40 - 6.15]
Insoluble 9.52 +4.49 8.91* 9.19* 0.9**
(1.52 - 24.12) [6.34 — 11.67] [5.41 - 13.81]
Grasas (%) 33.23 +5.57 32.51+6.12 34.13+£5.10 0.2
(21.86 — 48.23) (21.86 — 47.41) (25.56 — 48.23)
Saturadas (%) 11.45* 11.31* 11.54* 0.7**
[9.68 — 13.76] [9.35 - 14.00] [9.75 - 13.64]
Mono-insaturadas 9.53 £ 2.87 9.09 £ 2.67 10.08 + 3.06 0.2
(%) (1.91 - 16.81) (3.68 — 16.81) (1.91 - 15.81)
Poli-insaturadas 3.55* 3.57+1.18 410+1.61 0.1
(%) [2.85 — 4.65] (1.47 - 7.19) (0.99 — 7.55)
Omega 3 (%) 0.41* 0.39* 0.49* 0.3**
[0.31-0.71] [0.27 - 0.67] [0.34 —0.78]
Omega 6 (%) 2.61* 2.47* 3.04* 0.06**
[1.92 - 3.26] [1.64 - 3.22] [2.37 - 3.50]
Acidos grasos 1.43* 1.45* 1.24* 0.7*
trans (%) [0.71 - 2.06] [0.97 — 1.91] [0.55 - 2.73]
Ac. elaidico (%) 0.16* 0.17* 0.11* 0.4**
[0-0.30] [0-0.35] [0-0.21]
Ac. linoelaidico (%) 0.38* 0.49* 0.32* 0.1%
[0.10 - 0.63] [0.28 - 0.63] [0-0.79]
Ac. vaccénico (%) 0* 0* 0* 0.5**
[0-0.34] [0-0.41] [0 — 6.46]
Colesterol (mg) 309.77* 258.85* 329.07* 0.3**

[164.17 — 439.11]

[153.25 — 422.88]

[216.58 — 463.06]

Media * desviacion estandar (valor minimo-valor maximo). *Mediana (intervalo intercuartil [25-
75]). Diferencia entre grupos mediante prueba de T-Student para muestras independientes y
**U de Mann-Whitney para datos no normales (p<0.05). Abreviaturas: Ac. elaidico, acido
elaidico; Ac. linoelaidico, &cido linolelaidico; Ac. Vaccénico, acido vaccénico.
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VI.2. Nivel de Oxidacién de LDL en Portadores y no Portadores de los SNPs
R230C y R1587K del Gen ABCA1 y su Asociacion con la Concentracion y
Actividad de PON1

La hipétesis de esta investigacion plantea que las personas que presentan los
polimorfismos R230C y R1587K del gen ABCA1 tienen una mayor concentracion
de anticuerpos anti-LDLOXx respecto a las personas que no los presentan. Los
resultados que se presentan en el Cuadro 5, muestran que la hipétesis planteada
se rechazo al no existir diferencias entre los niveles de anticuerpos anti-LDLOX,
asi como tampoco en la concentracion y actividad de la paraoxonasa 1 (p >0.05).

Otro aspecto incluido en la hipotesis de la presente investigacion fue que la
concentracion y la actividad de la enzima PON1 mostraba una asociacion inversa
con la oxidacion de LDL; asociacion que tampoco se encontré (p >0.05) como se

muestra en el Cuadro 6.

Cuadro 5. Evaluacién de diferencias en la concentracion de anticuerpos anti-LDLOX y
concentracion y actividad de la enzima paraoxonasa 1 entre portadores y no portadores
de los polimorfismos (SNPs) R230C y R1587K

Total No portadores Portadores de
Parametro (n=36) an_ 22) SNPs p
- (n=14)
Anti-LDLOx
(mU/mL) 540.37 £ 424 543.25 + 397.37 535.84 +478.43 0.5
(54.43 — 1528.85) (54.43 — 1402.15) (61.86 — 1528.85) '
Concentracion
21.64 £12.42 22.38£12.73 20.49 £12.30
PON1(ng/mL) (0.52 — 52.42) (2.26 — 49.54) (0.52 — 52.42) 0.7
Actividad
53.33+£11.87 51.90 £ 12.93 55.57 £ 10.03
PON1(kUIL) (22 - 69) (22 - 68) (41 - 69) 0.2

Media = desviacidon estandar (valor minimo-valor maximo). Diferencia entre grupos mediante
prueba de T-Student para muestras independientes (p<0.05). Abreviaturas: Anti-LDLOX,
anticuerpos anti lipoproteinas de baja densidad oxidadas; Concentracion PON1, Concentracion de
paraoxonasa 1; Actividad PON1, Actividad de paraoxonasa 1.
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Cuadro 6. Asociacion de anticuerpos anti-LDLOXx con la concentracién y actividad de
la enzima paraoxonasa 1 en el total de la poblacién y estratificado por presencia de
polimorfismos (R230C y R1587K) del gen ABCAL.

Coeficiente Coeficiente Coeficiente
Poblacion de de de
estudiada regresion p regresion p regresion p
crudo (B) ajustado ajustado
B)* B)*
Total
Concentracién 0.007 0.589 0.003 0.793 0.004 0.779
PON1
Actividad PON1 0.009 0.475 0.009 0.471 0.016 0.284
Personas con
polimorfismos
Concentracion 0.020 0.403 0.025 0.381 0.040 0.447
PON1
Actividad PON1 0.0005 0.987 0.0007 0.982 0.027 0.658
Personas sin
polimorfismos
Concentracion -0.002 0.893 -0.004 0.779 -0.009 0.640
PON1
Actividad PON1 0.015 0.302 0.013 0.334 0.015 0.407

Andlisis de regresién lineal simple y multiple. *Ajustado por edad. **Ajustado por edad,

consumo de: vitamina C, vitamina E, grasa saturada, grasa monoinsaturada y energia.
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VI.3. Modelos de Prediccion que Podrian Explicar la Variabilidad en los Niveles
de Anticuerpos Anti-LDLOX, asi Como de la Actividad y Concentracion de PON1

Para explicar si alguna de las variables estudiadas explica la variabilidad en los
niveles de anticuerpos anti-LDLOx asi como de la actividad y concentracion de
la enzima PONL, se realizaron analisis de regresion lineal multiple en donde se
incluyeron todas las variables estudiadas. Lo anterior se realiz6 estratificando por
la presencia o ausencia de SNPs. En los Cuadros 7, 8 y 9 se muestran los
resultados obtenidos y las variables incluidas en el mejor modelo de prediccion

encontrado.

En el Cuadro 7 se puede observar el modelo de prediccion obtenido para los
niveles de anticuerpos anti LDLOX, tanto en portadores como en no portadores
de SNPs, el cual no resulté ser significativo (p >0.05). Es decir, las variables que
Mas se acercaron a explicar el comportamiento de los anticuerpos anti LDLOXx no

logran que el modelo sea significativo.

Cuadro 7. Modelo predictor de la variabilidad en la concentracién de anticuerpos anti-
LDLOx en funcién de variables dietarias y bioquimicas en personas con y sin
polimorfismos.

Personas con polimorfismos Personas sin polimorfismos
Variables Coeficiente p Variables Coeficiente p
predictoras en  de regresion predictoras en  de regresion
el modelo (B) el modelo (B)
Glucosa (mg/dL) -0.69 0.73 Energia (Kcal) -0.67 0.12
Insulina 0.62 0.90 HDL-C (mg/dL) -0.03 0.13
(LUI/mL)
PAS (mmHg) -0.02 0.04 Vitamina C -0.09 0.04
(mg/dia)
Vitamina E -0.71 0.05
(mg/dia)
R?=0.15 p=0.63 R?=0.39 p= 0.06

Analisis de regresion lineal multiple. Abreviaturas: PAS, presion arterial sist6lica.
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Para la concentracion de PON1 en personas portadoras de SNPs se obtuvo un
modelo en el que la energia de la dieta, los anticuerpos anti LDLOX, la vitamina
C y la vitamina E parecen explicar en un 76% de la variabilidad en la
concentracion de esta enzima (R?= 0.76, p= <0.01). Ademas, estas mismas
variables en conjunto con el 4cido linoelaidico y el colesterol de la dieta explican
un 71 % de la variabilidad en la concentraciéon de PON1 en no portadores (R?=
0.71, p= <0.01). En el Cuadro 8 se presentan los mejores modelos encontrados

para cada caso.

Cuadro 8. Modelo predictor de la variabilidad en la concentraciébn de la enzima
paraoxonasa 1 en funcién de variables dietarias y bioquimicas en personas con y sin
polimorfismos.

Personas con polimorfismos Personas sin polimorfismos
Variables Coeficiente Variables Coeficiente
predictoras en de predictoras en de
el modelo regresion P el modelo regresion p
(B) (B)
Energia( Kcal) -18.99 0.08 Energia (Kcal) 7.77 0.30
Anti-LDLOX 5.02 0.03 Colesterol (mg) 8.16 0.05
(mU/mL)
Vitamina C 2.5 <0.01 Vitamina C 1.37 0.02
(mg/dia) (mg/dia)
Vitamina E -7.99 0.06 Vitamina E -8.51 0.06
(mg/dia) (mg/dia)
Anti-LDLOXx 2.83 0.30
(mU/mL)
Acido -21.21 <0.01

linoelaidico (g)

R?=0.76 p=<0.01 R?=0.71 p= <0.01

Andlisis de regresion lineal maultiple. Abreviaturas: Anti-LDLOX, anticuerpos anti lipoproteinas de
baja densidad oxidadas.
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En cuanto a la actividad de PON1 en personas portadoras de SNPs se obtuvo un
modelo en el que factores dietarios (energia, fibra, grasa mono-insaturada,
vitamina E) y factores bioquimicos (colesterol total y HDL) explican un 77% de su
actividad (R?= 0.77, p= 0.04). Mientras que en las personas no portadoras el
modelo obtenido nos indicé que la energia consumida, la grasa saturada, los
anticuerpos anti LDLOXx y el sexo explican un 48 % la actividad de PON1 (R?=
0.48, p=<0.01) (Cuadro 9).

Cuadro 9. Modelo predictor de la variabilidad en la actividad de la enzima paraoxonasa
1 en funcién de variables dietarias y bioquimicas en personas con y sin polimorfismos.

Personas con polimorfismos Personas sin polimorfismos
Variables Coeficiente p Variables Coeficiente p
predictoras en de predictoras en de
el modelo regresion el modelo regresion
(B) (B)
Energia( Kcal) -48.33 0.02 Energia (Kcal) 27.28 0.14
Fibra (g) 29.01 0.05 Grasa saturada -25.11 <0.01
(9
Grasa mono-
insaturada (g) 53.02 0.01 Anti-LDLOXx 2.24 0.44
(mU/mL)
Vitamina E -21.01 0.04 Sexo 3.31 0.71
(mg/dia)
Colesterol total 0.30 0.02
(mg/dL)
HDL-C (mg/dL) -0.97 0.06
R?=0.77 p= 0.04 R?=0.48 p= 0.01

Analisis de regresion lineal multiple. Abreviaturas: Anti-LDLOX, anticuerpos anti lipoproteinas de
baja densidad oxidadas.
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VI.4. Andlisis de Variables Bioquimicas en Funcion de la Estratificacion de los
Valores de Concentracion y Actividad de la Enzima PON1 en Personas con y
sin la Presencia de los Polimorfismo R230C y R1587K del Gen ABCAL.

Por ultimo y de manera adicional, se decidio realizar un andlisis para determinar
como se comportaban las variables bioquimicas y clinicas en funcién de la
concentracion y actividad de PON1 en personas con y sin la presencia de los
SNPs R230C y R1587K del gen ABCAl (Cuadros 10, 11, 12 y 13). La
estratificacion de los niveles de concentracion y actividad de PON1 se realizé
tomando en cuenta el valor promedio obtenido en cada caso y luego
considerando valores por debajo o por arriba de esta cifra promedio.

En personas con presencia de SNPs no se encontraron diferencias (p>0.05) en
ninguno de los parametros evaluados conforme a la concentracion de PON1. Sin
embargo pudimos observar una tendencia a tener mayores niveles de
triglicéridos y VLDL-C cuando la concentracion de PON1 es baja (Cuadro 10).
Por otro lado, en las personas que no presentaban alguno de los SNPs tampoco
se observaron diferencias entre los niveles de concentracion de PON1 (p>0.05)
(Cuadro 11).

De acuerdo a la estratificacion de los niveles de la actividad de PON1 no se
observaron diferencias significativas (p>0.05) entre los parametros evaluados
tanto en personas con SNPs como las que no los presentaban (Cuadros 12 y 13).
Sin embargo, en ambos casos se observl una tendencia en un aumento de la
presion sistolica cuando la actividad de PON1 era alta. Ademas, en las personas
sin SNPs los niveles de triglicéridos tendieron a ser mayores cuando la actividad

era alta.
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Cuadro 10. Evaluacién de marcadores bioquimicos en personas con la presencia de
SNPs del gen ABCAL (R230C y R1587K) en relacién a la concentracion de PONL1.

Grupos por niveles de concentracion de PON1 (ng/mL)

. Baja (£22) Alta (>22)
Parametro n=9 n=5 p
Glucosa (mg/dL) 89.05 + 7.50 91.86 +12.81 0.60
(73.40 — 97.16) (73.99 — 106.38) '
Insulina (pUI/mL) 5.18 + 1.53 7.51+3.48 0.10
(3.64 — 8.24) (3.42 - 12.02) '
HOMA-IR 1.14 £ 0.35 1.74 £ 0.90 0.21
(0.75 — 1.83) (0.62 — 2.89) '
Colesterol Total 179.61 +£ 32.78 194.27 £ 19.92 0.38
(mg/dL) (125.50 - 239.74) (161.18 — 209) '
103.33 £ 31.91 120.07 £ 16.68
LDL-C (mg/dL) (56.81 — 167.66) (101.14 — 136.21) 0.30
) 39.88* 42.98* %
HDL-C (mg/dL) [35.57 — 45.41] [39.32 — 43.97] 0.46
35.26 + 10.54 25.45 +7.09
VLDL-C (mg/dL) (12.81 — 46.60) (15.27 — 32.91) 0.08
T 176.32 £ 52.72 127. + 35.45
Triglicéridos (mg/dL) (6405 _ 233) (76.35 _ 164.58) 0.08
_ 402.84 + 376.93 775.26 + 590.17 0.17
Anti-LDLOx (mU/mL) (61.86 — 1187.84) (196.13 — 1528.85) '
Actividad PON1(kU/L) 54.44 + 9.69 57.6 +11.45 0.59
(41 - 67) (42 - 69)
PAS (mmHg) 116.05 + 10.16 121.8+17.31 0.44
(105.5 — 138) (99 — 141.5)
PAD (mmHg) 80.55 + 4.36 83.4 + 16.39 0.72
(73 -85) (64.5 — 106) '

Media + desviacion estandar (valor minimo-valor maximo). *Mediana (intervalo intercuartil
[25-75]). Diferencia entre grupos mediante ANOVA de una via y **Kruskal-Wallis para datos
no normales (p<0.05). Abreviaturas: HOMA-IR, modelo homeostatico de evaluacién de la
resistencia en insulina; VLDL-C, colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad; HDL-C,
colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LDL-C, colesterol de lipoproteinas de baja
densidad; Anti-LDLOX, anticuerpos anti lipoproteinas de baja densidad oxidadas; Actividad
PON1, actividad de paraoxonasal; PAS, presion arterial sistolica; PAD, presién arterial
diastdlica.



Cuadro 11. Evaluacion de marcadores bioquimicos en personas sin la presencia de
SNPs del gen ABCA1 (R230C y R1587K) en relacién a la concentracion de PONL1.

Grupos por niveles de concentraciéon de PON1 (ng/mL)

n=9 n=13
Glucosa (mg/dL) 91.50 + 11.64 85.35 +8.35 0.16
(78.48 — 113.71) (72.22 - 100.35)
Insulina (pUI/mL) 5.74* 4.77* 0.34**
[3.69 — 8.33] [3.84 — 6.20]
HOMA-IR 1.33* 1.00* 0.31**
[0.85—1.98] [0.78 — 1.29]
Colesterol Total 182.28 + 35.29 168.93 + 28.35 0.33
(mg/dL) (142.06 — 236.02) (125.02 — 221.66)
LDL-C (mg/dL) 113.11 £ 29.82 99.47 + 26.38 0.27
(68.41 — 161.62) (51.53 - 138.72)
HDL-C (mg/dL) 38.76 + 4.16 40.75 + 8.72 0.53
(31.22 — 46.32) (28.34 — 59.48)
VLDL-C (mg/dL) 27.39* 24.93* 0.46**
[21.24 — 39.88] [22.23 - 32.30]
Triglicéridos (mg/dL) 136.95*% 124.65*% 0.46**
[106.2 — 199.41] [111.17 - 161.52]
Anti-LDLOx (mU/mL) 522.26* 392.88* 0.28**
[308.59 — 956.97] [208.72 — 528.49]
Actividad PON1(kU/L) 48.55 + 11.87 54.23 £ 13.57 0.32
(24 - 65) (22 - 68)
PAS (mmHg) 107.16 + 13.43 110.88 + 19.01 0.61
(81.5 — 129) (83.5 - 151.5)
75.77 £ 8.54 73.26 £ 11.09
PAD (mmHg) (615 915) (54— 94) 0.57

Media + desviacion estdndar (valor minimo-valor maximo). *Mediana (intervalo intercuartil [25-
75]). Diferencia entre grupos mediante ANOVA de una via y **Kruskal-Wallis para datos no
normales (p<0.05). Abreviaturas: HOMA-IR, modelo homeostético de evaluacion de la
resistencia en insulina; VLDL-C, colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad; HDL-C,
colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LDL-C, colesterol de lipoproteinas de baja
densidad; Anti-LDLOX, anticuerpos anti lipoproteinas de baja densidad oxidadas; Actividad
PON1, actividad de paraoxonasal; PAS, presion arterial sistolica; PAD, presion arterial

diastolica.

46



Cuadro 12. Evaluacion de marcadores bioquimicos en personas con la presencia
de SNPs del gen ABCA1 (R230C y R1587K) en relacién a la actividad de PONL1.

Grupos por niveles de actividad de PON1 (kU/L)

n==6 n=28
Glucosa (mg/dL) 89.30 + 11.50 90.63 + 8.14 0.80
(73.40 — 106.38) (73.99 — 97.75)
Insulina (pUI/mL) 5.10 + 1.96 6.69 + 2.84 0.26
(3.64 — 8.68) (3.42 - 12.02)
HOMA-IR 0.98* 1.41* 0.22**
[0.76 — 1.39] [1.00 - 1.82]
Colesterol Total 182.77 + 33.45 186.40 £ 27.34 0.82
(mg/dL) (125.50 — 210.50) (157.20 — 239.74)
LDL-C (mg/dL) 104.88 £ 27.22 112.63 £ 29.89 0.62
(56.81 — 136.21) (75.18 — 167.66)
HDL-C (mg/dL) 42.61+5.71 39.11 + 3.63 0.18
(35.73 - 50.37) (35.03 — 44.77)
VLDL-C (mg/dL) 34.66 +7.65 29.58 + 12.06 0.38
(25.98 —44.28) (12.81- 46.60)
Triglicéridos (mg/dL) 173.33 + 38.25 147.90 + 60.30 0.38
(129.90 — 221.40) (64.05 — 233)
Anti-LDLOx (mU/mL) 700.18* 258.77* 0.40**
[109.12 — 1195.15] [131.19 - 536.62]
Concentracion 20.73 £7.99 20.30 £ 15.34 0.95
PONZ1(ng/mL) (6.63 — 30.94) (0.52 - 52.42)
PAS (mmHg) 112.16 + 10.25 122.56 + 13.29 0.13
(99 — 129) (105.5 — 141.5)
7991+£7.5 82.81 £11.85
PAD (mmHg) (69.5 — 89.5) (64.5 — 106) 0.61

Media * desviacion estdndar (valor minimo-valor maximo). *Mediana (intervalo intercuartil
[25-75]). Diferencia entre grupos mediante ANOVA de una via y **Kruskal-Wallis para datos
no normales (p<0.05). Abreviaturas: HOMA-IR, modelo homeostatico de evaluacién de la
resistencia en insulina; VLDL-C, colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad; HDL-C,
colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LDL-C, colesterol de lipoproteinas de baja
densidad; Anti-LDLOx, anticuerpos anti lipoproteinas de baja densidad oxidadas;
Concentraciéon PON1, concentracién de paraoxonasal; PAS, presion arterial sistdlica;

PAD, presion arterial diastélica.
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Cuadro 13. Evaluaciéon de marcadores bioquimicos en personas sin la presencia de
SNPs del gen ABCA1 (R230C y R1587K) en relacién a la actividad de PONL1.

Grupos por niveles de actividad de PON1 (kU/L)

, Baja (<53) Alta (>53)
Parametro n= 11 n=11 p
Glucosa (mg/dL) 88.74 + 12.39 86.98 + 7.51 0.69
(72.22 - 113.71) (78.95 — 99.88) '
Insulina (pUI/mL) 4.45* 5.64* 0.26**
[3.61 - 7.39] [4.42 - 6.77] '
HOMA-IR 0.89* 1.14* 0.26**
[0.74 — 1.52] [0.91 — 1.42] :
Colesterol Total 168.79 + 28.71 180 + 34.09 0.41
(mg/dL) (133.06 — 236.02) (125.02 — 229.36) '
LDL-C (mg/dL) 103.65 + 24.14 106.46 + 32.53 0.82
(64.39 — 145.59) (51.53 - 161.62)
HDL-C (mg/dL) 38.63* 40.58* 0.47**
[34.64 — 40.90] [37.09 — 43.37]
VLDL-C (mg/dL) 2457 + 6.52 32.59 + 13.21 0.08
(16.41 — 40.64) (15.18 — 62.58)
Triglicéridos (mg/dL) 122.87 + 32.62 162.95 + 66.09 0.08
(82.05 — 203.22) (75.9 — 312.9)
Anti-LDLOx (mU/mL) 392.88* 483.68* 0.18**
[183.28 — 573.16] [369.43 — 1130.92]
Concentracion 21.61 + 13.77 23.14 +12.23 0.78
PONZ1(kU/L) (6.24 — 49.54) (2.26 —42.03)
PAS (mmHg) 103.18 + 19.06 115.54 + 11.74 0.08
(81.5 — 151.5) (99.5 — 141)
70.81+11.11 77.77+7.71 0.10
PAD (mmHg) (54 — 94) (67 —91.5)

Media * desviacion estandar (valor minimo-valor maximo). *Mediana (intervalo intercuartil
[25-75]). Diferencia entre grupos mediante ANOVA de una via y **Kruskal-Wallis para datos
no normales (p<0.05). Abreviaturas: HOMA-IR, modelo homeostatico de evaluacién de la
resistencia en insulina; VLDL-C, colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad; HDL-C,
colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LDL-C, colesterol de lipoproteinas de baja
densidad; Anti-LDLOX, anticuerpos anti lipoproteinas de baja densidad oxidadas; Actividad
PON1, actividad de paraoxonasal; PAS, presion arterial sistolica; PAD, presion arterial
diastdlica.
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Ademas, comparando el perfil metabdlico de las personas que presentan SNPs
en funcion de la concentracion de PON1 < 22 ng/mL vs >22 ng/mL. Se observo
que el mejor perfil metabdlico lo presentan las personas que tienen una
concentracion de la enzima mayor a 22 ng/mL. EI mismo resultado se observo en
las personas sin el polimorfismo, siendo incluso mejor que en las personas que
presentan SNPs.

De la misma forma, se analizé el perfil metabdlico en cuanto a la actividad de la
enzima PON1, determinandose que en ambos casos con o sin presencia de
polimorfismos, el mejor perfil metabdlico se da cuando la actividad de PON1 se

encuentra por debajo de 53 (kU/L).
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VII. DISCUSION

En el andlisis realizado tomando en cuenta la presencia o ausencia de los SNPs
R230C y R1587K del gen ABCAl se determind que el tamafio corporal en
términos del IMC es igual en ambos grupos. Si tomamos en consideracion los
puntos de corte establecidos por la OMS (2000) para el IMC, del total de sujetos
estudiados (n =57), el 29.8 % tuvo obesidad y 45.6 % sobrepeso. En la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2012) para poblacidon sonorense se
sefala una tasa de sobrepeso méas obesidad del 73 %, valor similar al obtenido
en nuestros sujetos de estudio (75%). Los porcentajes individuales de sobrepeso
y obesidad con respecto a la mencionada encuesta no coinciden, pero esto es
debido a que nuestra muestra no fue aleatorizada, mas bien fue por conveniencia,
buscando personas con y sin SNPs ya evaluados anteriormente. Ademas, los
promedios de porcentaje de grasa para ambos grupos (33.4 % en no portadores
y 32.85 % en portadores) los ubicaron en un exceso de grasa (>30 %) (Bray et
al., 1998).

Por otra parte, la masa libre de grasa (MLG) y la circunferencia de cintura (CC)
fueron mayores (p <0.05) en los portadores de SNPs que en los no portadores.
La presencia de mayor MLG se puede explicar debido a que en el grupo de
potadores de SNPs (n = 26) el 61.5 % estuvo conformado por hombres, los cuales
por naturaleza tienen mayor masa muscular que las mujeres. En cambio, en el

grupo de los no portadores (n = 31) solo habia un 42 % de hombres.
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En cuanto a los valores de CC encontrados en los portadores de SNPs (91 cm)
vs los no portadores (94.6 cm), resultan ser cifras similares a las reportadas por
Villareal-Monila et al. (2007). Este autor evalu6é a mexicanos adultos portadores
del SNP R230C (n= 86) en los que observé una CC de 93.1 cm y de 90.1 cm en
los no portadores (n= 343) observando diferencias significativas entre estos. De
igual forma, el valor promedios de IMC reportado por estos mismos autores fue
de 27.22 kg/m? para los que no presentaban el SNP y 29.27 kg/m? para
portadores del SNP R230C, coincidiendo con los datos obtenidos en nuestra
investigacion para ambos grupos (27.1 kg/m? para los que no presentaban SNPs
y 29.3 kg/m? para portadores de SNPs).

Villareal-Molina et al. (2007) también encontraron una asociacion positiva entre
un aumento en el IMC y la presencia del SNP R230C, dicha asociacion fue més
fuerte que la encontrada respecto a la disminucion de HDL-C; de acuerdo a lo
mencionado por los autores, esto podria sugerir que el SNP R230C del gen
ABCA1, ademas de tener un papel regulador en el HDL-C, tiene también un papel
independiente en la fisiopatologia de la obesidad. En el estudio de Roman-
Pellegrini (2014) se observo esta misma tendencia en el aumento del IMC segun
la presencia del SNP R230C, sin alcanzar significancia estadistica,
probablemente por el menor nimero de muestra obtenida; misma falta de

asociacion encontrada en la presente investigacion.

Adicionalmente, Villareal-Molina et al. (2007) encontraron una asociacién de
R230C con la presencia de sindrome metabdlico. En el presente estudio no se
encontrd tal asociacion; Sin embargo, se pudo observar una tendencia a un
aumento en los niveles de presién arterial, triglicéridos, glucosa y circunferencia
de cintura en las personas con SNPs, sin presentar significancia estadistica. La
falta de significancia estadistica, pudiera deberse en parte, al tamafio de muestra
logrado. Ademas, en este estudio el SNP R1587K es el que con mayor frecuencia
se presenta, por lo que no podriamos asegurar lo mismo respecto a su papel en

la obesidad.
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En cuanto a los aspectos clinicos, la presion arterial de la mayoria de los
participantes resultd ser normal. Sin embargo, el 13.2 % de ellos presentaron
hipertension arterial ya sea sistélica o diastolica, ademas, cabe mencionar que
algunos participantes tomaban medicamentos antihipertensivos. Por otra parte,
en lo referente al estilo de vida, se pudo ver que la mayoria de los participantes
fueron sedentarios o ligeramente activos (1.65 mMB), sin existir diferencia entre

portadores y no portadores de SNPs.

Lo anterior se podria deber a que la mayoria de los participantes tienen trabajos
de oficina, los cuales no requieren mucho esfuerzo fisico. Aunado a esto, la
mayoria no realizaba algun tipo de actividad fisica fuera del horario de trabajo o
si lo hacian era de bajo esfuerzo o el tiempo dedicado era muy corto. En este
sentido, nuestros resultados (1.65 mMB) coinciden con los reportados en un
estudio previo en adultos sonorenses por Valenzuela (2010). Por lo que el

sedentarismo parece ser habitual en nuestra poblacion.

Uno de los principales beneficios de la actividad fisica es ayudarnos a mantener
el equilibrio energético entre las calorias consumidas y las que gastamos durante
el ejercicio; lo que evitara la acumulacion de grasa y desarrollo de la obesidad.
Ademas, se sabe que el ejercicio se encuentra directamente asociado con los
niveles de HDL-C factor que protege contra el desarrollo de ECV (O’'Donnell y
Elosua, 2008). Las otras variables medidas de estilo de vida indicaron que el 35

% de los participantes consumian alcohol y el 12.3 % cigarro.

Al analizar los marcadores bioquimicos tampoco se observaron diferencias
significativas entre portadores y no portadores de SNPs. Contrario a lo esperado,
no se encontro6 diferencia en las concentraciones de HDL-C; esta misma falta de
significancia estadistica se ha observado en otros estudios (Pasdar et al., 2007;
Marvaki et al., 2014). Sin embargo, los valores promedios muestran que ambos
grupos se encuentran por debajo de la recomendacion general de =40 mg/dL.
Ademas, tanto en portadores de SNPs como en los no portadores existen

concentraciones en extremos bajas de HDL-C (<35 mg/dL), esto situa a la
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poblacion de estudio con problemas de hipoalfalipoproteinemia, lo que
representa un factor de riesgo importante para el desarrollo de ECV.

Estas mismas concentraciones en extremo bajas de HDL-C se encontraron en el
estudio previo de Roman-Pellegrini (2014) tanto en portadores como en no
portadores de SNPs; donde se llego a la conclusion de que a pesar de que los
SNPs se relacionan con una disminucion en las concentraciones de HDL-C, el
genotipo per se, no es el determinante total de estos niveles. Lo anterior, se
puede deber a que en la regulacion de la HDL puede haber otros genes
implicados, tal como el de la proteina de transferencia de colesterol esterificado
o el de la enzima lipasa hepética (Villareal-Molina et al., 2007); asi como factores

externos tales como la dieta y la actividad fisica (O’'Donnell y Elosua, 2008).

El analisis mas a fondo de los datos bioquimicos determind que, del total de la
muestra (n=57), el 67 % presento alteraciones en los niveles de colesterol HDL
(=40 mg/dL en hombres y <50 mg/dL en mujeres) y el 26 % en los niveles de
triglicéridos (=200 mg/dL). De este Uultimo porcentaje un 21 % presentd niveles
limitrofes altos (200 — 399 mg/dL) y un 5 % niveles altos (400 — 1000 mg/dL) o
gue caen dentro de la categoria de hipertrigliceridemia. A pesar de que no
existieron diferencias entre personas con y sin SNPs, se observé una tendencia
en los portadores de SNPs a tener mayores concentraciones de triglicéridos y

VLDL-C que los no portadores.

Los sujetos de estudio portadores de SNPs tuvieron significativamente mayor CC
lo que podria estar explicando la tendencia a tener mayores concentraciones de
triglicéridos y VLDL-C (Fox et al., 2007; Grundy et al., 2013). Ademas, estas
concentraciones elevadas de trigliceridos estan usualmente relacionados a las
bajas concentraciones de HDL-C y esto a su vez, tiene una relacion directa con
las enfermedades CV (Phillips et al., 1981; Schaefer et al., 1988).

En cuanto a la dieta de los sujetos de estudio, ésta resultd ser hipercalorica

(2287.6 Kcal), que en conjunto con la actividad fisica sedentaria, se puede
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traducir en un equilibrio energético negativo. Lo que podria en parte explicar la
prevalencia de sobrepeso y obesidad de los participantes del presente estudio.

En el analisis de la distribucion de la energia consumida proveniente de
macronutrientes, no se encontraron diferencias significativas entre portadores y
no portadores de SNPs. En general, los carbohidratos se encontraron
ligeramente por debajo de las recomendaciones dietarias para una buena salud
cardiovascular (NCEP, ATP lll, 2002) (50-60 % carbohidratos, 25-35 % grasa y
15-25 % proteina). La ingesta baja de carbohidratos, podria estar relacionada con
el bajo consumo de vegetales, asi como también con la intencion manifestada
por los participantes de reducir el consumo de alimentos altos en azucar, segun

lo referido por ellos en las entrevistas realizadas.

Por otra parte, se sabe que para el desarrollo de ECV es mas importante el tipo
de acidos grasos consumidos que el porcentaje total de estos en la dieta. En el
presente estudio las grasas saturadas representaron el mayor aporte caldrico
proveniente de grasas con un 11.45 % de la dieta total; sobrepasando asi la
recomendacion de la NCEP (2002), de ser <10 % de la dieta total.

Por otro lado, el consumo de grasas poliinsaturadas representaron el 3.55 % del
aporte calorico con un 0.41 % los acidos grasos omega 3y un 2.61 % los omega
6. Estos porcentajes se encuentra por debajo de las recomendaciones de la
NCEP (2002) (1 - 2 % omega 3y 5 — 8 % omega 6), ya que su presencia en la
dieta es considerada protectora frente a ECV. Los hallazgos de la baja presencia
de las grasas poliinsaturadas en la dieta de las personas de este estudio,
coinciden con lo encontrado por Valenzuela, (2010), Amaya, (2011) y Guillot,

(2012) en poblacion adulta e infantil sonorense.

Los acidos grasos trans (AGT) representaron el 1.43 % de las calorias totales,
cifra que supera a recomendacion de la OMS, (2003) del 1 %. Estas grasas estan
relacionadas con el aumento en el riesgo de padecer ECV debido al aumento que
ocasionan en el nivel de LDL-C y triglicéridos ademas de la reduccion del HDL-C
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(Mozaffarian et al., 2006). Adema4s, el consumo de AGT también promueve la
inflamacion sistémica al aumentar la actividad del factor de necrosis tumoral, los
niveles de interleucina 6 y la proteina C reactiva (Mozaffarian et al., 2004; Lopez-
Garcia et al., 2005). En este estudio se obtuvo que, por un lado se tiene alto
consumo de AGT y grasas saturadas, y por otro, un consumo bajo consumo de
poliinsaturadas, lo que podria ser un factor en la aparicion de hipertrigliceridemia

y bajas concentraciones HDL-C en los participantes.

Por otra parte, contrario a lo planteado en la hipétesis de esta investigacion, de
gue los niveles de oxidacién de LDL en nuestros sujetos de estudio, estaban
asociados a la presencia de los polimorfismos del gen ABCAL y esto a su vez
con una concentracion menor de HDL-C, estos hallazgos muestran un panorama
distinto; pues el andlisis estadistico efectuado para determinar diferencias entre
las concentraciones de LDLOXx y concentracién y actividad de la enzima PON1
entre sujetos con y sin SNPs no determind diferencias significativas. Esto
significa, por un lado que en la poblacion estudiada, la presencia del polimorfismo
no es determinante en la concentracion de LDLOX. Y por otro lado, tampoco hay
un factor de proteccién de la enzima paraoxonasa 1 asociada a la particula HDL;
quien se supone debiera tener un rol de proteccidn para evitar la oxidacion de la

particula LDL.

Los resultados de este estudio coinciden con los reportados por otros
investigadores, quienes realizaron un estudio de casos y controles con personas
con y sin patologias cardiacas, tampoco observaron una asociacion entre la
LDLOx con la enzima PON1 (Ferré et al., 2002; Malin et al., 2001; Cao et al.,
1999).

En el presente estudio la determinacion de los niveles de LDLOXx se llevo a cabo
de forma indirecta a través de la medicion de la concentracion de anticuerpos anti
LDLOx (anti-LDLOX). Los resultados obtenidos mostraron que la concentracion
promedio en las personas no portadoras y portadoras de SNPs fue de 543.25 +

397 mU/mL y 535.84 + 478 mU/mL respectivamente. Este valor resulta similar
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(499.99 + 52.5 mU/mL) al reportado por Zima et al. (2001), en poblacién checa
en sujetos adultos sanos sin ECV. Cabe destacar que el rango de valores
obtenido en nuestro estudio va desde 54.43 mU/mL hasta 1528.5 mU/mL, muy

por debajo o por encima del valor encontrado por Zima et al. (2001).

El papel de estos anticuerpos anti LDLOx tanto en enfermedades CV como en
personas sanas es aun controversial. Santos et al., (2009) condujeron un estudio
en el que reclutaron personas que acudieron al hospital para prevencion de
enfermedades ateroscleroticas. Ellos formaron dos grupos de estudio: uno con
personas estables que tenian solo hipertensién y otro grupo con personas con
sindrome metabdlico que recién habian sufrido un evento coronario agudo. Sus
resultados mostraron que las personas que padecian hipertensién tenian
concentraciones mas elevadas de anticuerpos anti LDLOXx que las personas que
habian sufrido el evento coronario. Basados en sus resultados, los investigadores
especularon que los sujetos con altas concentraciones de anticuerpos anti
LDLOx podrian estar mas protegidos contra ECV que los que tenian bajas

concentraciones.

Por el contrario, en otro estudio recientemente conducido por Masztalewicz et al.
(2014), en el que consideraron 40 pacientes que habian sufrido un accidente
cerebrovascular y 25 individuos sanos como control. Los autores encontraron que
las concentraciones de anticuerpos anti LDLOx eran mayores en los sujetos que
habian sufrido el evento cerebrovascular (Xx= 275 mU/mL; rango de valores: O -
1400 mU/mL) que en los sujetos control (Xx= 7.5 mU/mL; rango de valores: 0 - 25
mU/mL). Los autores relacionaron estas concentraciones de anticuerpos anti
LDLOx como un intento del sistema inmune de limitar las consecuencias
provocada por la aparicién de las LDLOX. El rango de valores tan amplio obtenido
en nuestro estudio parece coincidir con lo reportado por Masztalewicz et al.
(2014) y nuestros valores promedio se asemejan mas a los de las personas que

sufrieron accidentes cerebrovasculares.
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Nuestro trabajo de investigacién pretendia dar respuesta en funcién de la
presencia o no de los SNPs del gen ABCAL, sin embargo, hos damos cuenta que
las concentraciones obtenidas se encuentran muy por encima de lo considerado
normal para otras poblaciones. Es decir, que independientemente de la presencia
0 no de los SNPs, se tienen altas concentraciones de anticuerpos anti LDLOX, lo
gue puede significar una respuesta a concentraciones elevadas de LDLOx. En
este punto, es importante recordar que la aterosclerosis, que es la fase inicial de
las enfermedades cardiacas mas peligrosas, es una enfermedad inflamatoria
dado que las LDL al oxidarse activan al sistema inmune y es probable que
aumente la produccién de anticuerpos como mecanismo de defensa para
contrarrestar el dafio oxidativo. Por otro lado, las estadisticas de salud en Sonora,
indican que una de las principales causas de muerte en la poblacién sonorense
son las ECV, por lo que parece congruente encontrar concentraciones elevadas

de anticuerpos anti LDLOXx en esta poblacion.

De acuerdo a Mueller et al., (1983) y Richter y Furlong, (1999) la concentracion y
actividad de la enzima PON1 varia ampliamente de un individuo a otro (hasta 40
veces), ya que estos niveles pueden verse modificados tanto por factores
genéticos como factores externos como la dieta, estilo de vida y enfermedades.
La mayoria de las publicaciones reportadas a la fecha muestran las
concentraciones de PON1 en el orden de pg/mL, en contraste la concentracion
promedio de PON1 encontrada en el presente estudio fue en el orden de ng/mL.
Siendo similar a los valores promedios de concentracion de PONL1 reportados por
Patra et al. (2013) en poblacién Hindu en el que se obtuvieron valores de 58.43
+ 8.3 ng/mL en personas diabéticas, y de 95.6 + 8.3 ng/mL en personas sanas.
Ambos promedios de concentracion resultan ser mayores al obtenido en nuestra
muestra tanto en potadores (20.49 + 12.30 ng/mL) como en no portadores de
SNPs (22.38 + 12.73 ng/mL).

En este contexto, pudimos observar que las concentraciones de PON1 en

nuestra poblacion son menores al compararlas con el estudio de Sujareet et al.,
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(2013), independientemente de la presencia o no de SNPs del gen ABCAl
ademas de observar que habia personas con concentraciones tan bajas como
0.5 ng/mL.

En cuanto a la actividad de la enzima PON1, Xu et al., (2005) en poblacion china
con personas adultas sanas sefialaron que la actividad enzimética de PON1 se
encontraba en un rango de 45.5 a 265.8 KU/L. Los resultados obtenidos en la
presente investigacion sefialan una actividad promedio de 53.33 + 11.87 kUI/L, el
cual entra dentro del rango normal, pero pudiéndose considerar normal bajo o
limitrofe bajo. Es importante mencionar que dentro del rango de valores

obtenidos se encontraron cifras tan bajas como 22 kU/L.

En otro estudio realizado en Iran, Hashemi et al. (2011) analizaron la actividad
de la enzima PONL1 en personas sanas, reportando un valor promedio de 65.69
+ 31.10 kU/L, también evaluaron personas con sindrome metabdlico cuya
actividad promedio fue de 45.23 + 23.24 kU/L; es decir, se encontré un valor mas
bajo en las personas enfermas. El valor promedio de actividad obtenido en
nuestro estudio es similar a lo encontrado por Hashemi et al., (2011), en personas
con sindrome metabdlico. Cabe destacar que en el estudio antes mencionado, el
promedio de la concentracién de HDL-C fue de 41.6 + 8 mg/dL, cifra mayor que
el promedio obtenido en nuestro estudio (39.4 + 7.3 mg/dL).

En este contexto, segun los datos obtenidos en nuestra investigacion, a pesar de
no encontrar diferencias significativas, por un lado se tiene una alta concentracion
de anticuerpos anti LDLOX, y por otro baja actividad y concentracion de la enzima
PONL1. Por lo anterior, podriamos especular que las concentraciones sanguineas
de HLD-C en promedio son tan bajas, que lo mismo sucede con la concentracion
y actividad de su enzima asociada PON1, por consiguiente su papel de evitar la
oxidacion de las LDL se encuentra reducido; aumentando asi la producciéon de

los anticuerpos anti LDLOXx para contrarrestar el dafio ocasionado por la aparicion
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éstas. Ademas, lo anterior ocurre independientemente de la presencia o no de
los SNPs R230C y R1587K del gen ABCAL.

Por otra parte, para intentar explicar la variabilidad en las concentraciones de
anticuerpos anti LDLOx asi como de la enzima PONL1 se decidi6 explorar posibles
modelos de prediccion en el que se consideraron como variables de ajuste o
predictoras tanto variables bioquimicas como clinicas y dietarias. De manera
importante se tomo en cuenta variables que ya han sido reportadas en la literatura
que tienen algun efecto sobre nuestras variables de interés. El andlisis se realizo
considerando la presencia o no de los SNPs (R230C y R1587K) de gen ABCAL.

En el caso de los anticuerpos anti LDLOX, no se encontré un modelo significativo
para ambos grupos (portadores y no portadores de SNPs) que explicara la
variabilidad en los niveles de anticuerpos anti LDLOx. Sin embargo, si se pudo
observar que las vitaminas C y E podrian estar influyendo en las concentraciones
de Anti-LDLOx de las personas que no presentan polimorfismos. Se ha
demostrado que los antioxidantes provenientes de la dieta tienden a reducir el
riesgo de enfermedades CV, entre estos antioxidantes se encuentran la vitamina
C y E; ya que minimizan el estrés oxidativo (Furhman y Aviram, 2001). De la
misma manera, Koubaa et al. (2007) trabajando con pacientes diabéticos observo

que a mayor consumo de vitamina C menor concentracién de LDLOX.

Ademas, estudios in vivo han probado que los antioxidantes naturales como los
compuestos fendlicos y la vitamina E del aceite de oliva virgen tienen esta misma
capacidad antioxidante (Visioli et al., 1995; Fito et al., 2005). En nuestro estudio
pareciera ser que dada la baja concentracion y actividad de la enzima PON1
encontradas en esta poblacion, éstas no estan actuando como protectores de la
LDL, o no son suficientes para realizar la proteccion de manera adecuada. En
cambio, nutrientes provenientes de la dieta de los participantes sin polimorfismos
como las vitaminas C y E, pareciera que estan ayudando a evitar o disminuir el

dafo oxidativo.
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Hasta ahora, existe evidencia considerable sobre la relacién entre la actividad de
la enzima PON1 y factores dietarios, pero poco se sabe de la relacion que
guardan estos con la concentracion de la enzima. En la presente investigacion
los modelos de prediccion obtenidos acerca de la concentracion de la enzima

PONL (en personas con y sin SNPs) explican en mas del 70 % su variabilidad.

Ambos modelos incluyeron, la energia consumida, las vitaminas antioxidantes C
y E ademas de los anticuerpos anti LDLOx como variables predictoras de la
variabilidad de la concentracion de PONL1. Los anticuerpos anti LDLOX tuvieron
una asociacion positiva; por lo que podriamos hipotetizar que el aumento en los
anti-LDLOx que se producen probablemente al estar presentes las LDLOXx
ocasionan un aumento en la produccion de la enzima PON1 como mecanismo
de defensa. Otro aspecto interesante observado fue, que en las personas no
portadoras de SNPs se observé una asociacién negativa con el &cido graso trans
linoelaidico; misma asociacion que observaron con anterioridad Hedrick et al.
(2000) y Forte et al. (2002), trabajando con ratones, pero en relacion a la actividad
de la enzima PONL1.

La actividad de la enzima PON 1 en las personas que no presentan SNPs se
explicé en un 70 % por variables como el consumo de energia total, fibra dietaria
total, grasa monoinsaturada, vitamina E y HDL-C. La asociacién observada con
la vitamina E fue negativa. Lo anterior resulta ser contradictorio a lo observado
en la literatura donde el aumento en el consumo de la vitamina E, por sus
propiedades antioxidantes, ayuda a aumentar la actividad enzimética (Jarvik et
al., 2002; Tsakiris et al., 2007). Sin embargo, al igual que en nuestro caso,
Kleemola et al. (2002) en un estudio en poblacién finlandesa encontré que el
consumo de vitamina E se asocid negativamente con la actividad de PON1; los
autores manifestaron que el mecanismo por el cual sucedia esto no estaba
elucidado, por lo que aunado a nuestros hallazgos esto sugiere que son

necesarios mas estudios que den evidencia de esta relacion.
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La asociacion positiva entre la actividad de PONL1 y las grasas mono-insaturadas
encontrada en nuestro estudio, coincide con lo encontrado por Kim et al. (2013),
en donde el consumo de acidos grasos mono-insaturados se asoci6 fuertemente
con un aumento en la actividad de PON1. Evidencia de estudios in vitro sugieren
que las grasas mono-insaturadas se unen a un sitio especifico y protector
separado del sitio activo catalitico; previniendo asi la inactivacion de la PON1
causada por la oxidacion (Nguyen y Sox, 2003; Nguyen et al., 2009). Aunado a
lo anterior, una posible explicacion de por qué la fibra podria estar influyendo en
la actividad de PONL1 es debido a su papel protector frente a las enfermedades
CV (Ballesteros et al., 2001).

Por otra parte, en las personas sin polimorfismos, el modelo obtenido aunque fue
significativo solo explica la variabilidad de la actividad de la enzima en un 48 %
guedando incluidas dentro de las variables predictoras la energia consumida,

grasa saturada, anticuerpos anti LDLOXx y el sexo.

Adicionalmente, al estratificar los niveles de concentracion y actividad de PON1
en relacion a las variables bioquimicas evaluadas no se encontré una asociacion
significativa con ninguno de los parametros analizados. Esta falta de asociaciéon
coincide con lo reportado por Hashemi et al. (2011) en donde solo se encontré
asociacion de PON1 con HDL-C en personas sanas. Otros estudios realizados
por Bednarska-Makaruk et al. (2012) y Gamliel-Lazarovicha et al. (2012)
encontraron asociacion con la presion arterial sistélica. Los hallazgos de estos
investigadores sugieren que la enzima PON1 podria estar involucrada en la
regulacion de la presion arterial. Respecto a lo anterior, en nuestro caso se
observé una tendencia que sin embargo no fue significativa tanto en personas
con presencia de SNPs como en los que no los tenian. Tampoco se observo
diferencia en los anticuerpos anti LDLOx coincidiendo con los reportes de Ferré
et al. (2002), Malin et al. (2001) y Cao et al. (1999).

Una observacion del presente estudio, proveniente del analisis efectuado

estratificando los niveles de concentracion y actividad de la enzima PON1 en
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personas con y sin polimorfismos fue, que en ambos casos (Cuadros 10, 11,12y
13) a mayor concentracion de la enzima (> 22 ng/dL), las personas presentan
una tendencia a tener un mejor perfil bioquimico (glucosa, insulina, CT, LDL-C,
HDL-C y TG). Por el contrario, en la estratificacion de la actividad de la enzima
se observo una tendencia a que el mejor perfil metabdlico o bioquimico se
encuentra cuando la actividad es menor (< 53 kU/L) independientemente de la

presencia o no del polimorfismo del gen ABCAL.
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CONCLUSIONES

En esta poblacion de estudio estan presentes factores de riesgo de ECV tales
como alteraciones en el IMC, circunferencia de cintura, porcentaje de grasa
corporal, concentracién de HDL-C vy triglicéridos. Existe ademas, una dieta pro
aterogénica (alta en grasas trans y saturadas y baja en grasas poliinsaturadas) y

un nivel de actividad fisica sedentario.

La concentracion de anticuerpos anti LDLOX, asi como de la concentracion y
actividad de la enzima PONL1 no fueron diferentes entre personas portadoras y
no portadoras de los polimorfismos R230C y R1587K del gen ABCAL. Es decir,
la presencia del polimorfismo no determina las concentraciones de LDLOX, lo que

lleva a rechazar la hipotesis planteada en el presente estudio.

Frente a lo reportado en la literatura para distintas poblaciones en el mundo, e
independientemente de si existe presencia 0 no de los SNPs, en la poblacion del
presente estudio existen concentraciones elevadas de anticuerpos anti LDLOX.
Asi como una baja concentracion y actividad de la enzima PON1, que pudieran
estar asociadas con las bajas concentraciones de HDL-C encontradas;
traduciéndose en una baja proteccién anti oxidativa de las particulas LDL y por

lo tanto mayor susceptibilidad de sufrir aterosclerosis.
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Ninguno de los pardmetros bioquimicos, clinicos, dietarios y de estilo de vida
evaluados fueron diferentes entre los portadores de SNPs y los no portadores,
mientras que en los parametros antropométricos la circunferencia de cintura
resulté ser mayor (p <0.05) en los portadores; lo que podria sugerir que la
presencia delos SNPs R230C y R1587K del gen ABCA1, podrian tener un rol
independiente en la fisiopatologia de la obesidad central.

Se observo una tendencia a tener un mejor perfil bioquimico (glucosa, insulina,
CT, LDL-C, HDL-C y TG) cuando la concentracion de la enzima PON1 fue mayor
a 22 ng/mL y la actividad de PON1 menor a 53 kU/L, ambos casos

independientemente de la presencia o no de los polimorfismos.

No se encontrd asociacion entre la concentracion y actividad de la enzima PON1

con los niveles de anticuerpos anti LDLOX.

La variabilidad en los niveles de la enzima PONL1 se explicé por factores como
las vitaminas C y E, acidos grasos mono-insaturados, saturados y trans, asi como
los anticuerpos anti LDLOx. Explicando la variabilidad de la concentraciéon de la
enzima PON1 en mas del 70 % (p <0.01) en personas con y sin polimorfismos y
la variabilidad de la actividad de PON1 se explicé en un 77 % en las personas

con polimorfismo y en un 48 % (p <0.05) en personas sin polimorfismos.
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LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO

Una de las limitaciones del estudio fue, que el tamafio de muestra calculado para
obtener significancia estadistica no se alcanzé a cubrir debido a que no todos los

sujetos del estudio previo aceptaron participar.

La medicion de LDLOX se realiz6 de forma indirecta ya que se midio la formacion
de anticuerpos anti LDLOX, lo cual podria ser una limitacion pues es a partir de

estos que se dedujo la variabilidad en la concentracion de LDLOX.

Entre las fortalezas del estudio podemos decir que se incluyeron la mayor parte
de las variables que se consideran tienen un efecto sobre el nivel de oxidacion
de LDL, asi como también de la concentracion y actividad de la enzima PONL1.
Tal es el caso de parametros bioquimicos y clinicos, la dieta, el estilo de vida,
mediciones antropométricas y composicién corporal. De tal manera, que nos

permitié obtener las variables que mejor pueden predecir su comportamiento.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas metabdlicas y de estilo de vida de los participantes por sexo.

Parametro Total Hombres Mujeres
(n=57) (n= 29) (n= 28) P
Edad (afios) 38.70 + 10.82 38.31+11.64 39.10+10.10 0.7
(21 -61) (22 - 61) (21 -58)
IMC (kg/m?) 28.16 + 4.76 26.68* 28.87* 0.1**
(20.26 — 43.42) [25.09 — 29.62] [24.25 — 32.14]
Circunferencia
: 91* 91.2* 89.15* 0.8*
de cintura (cm) [84.25 — 98.55] [86.15 — 96.65] [83.25 — 99.8]
Masa libre d
af:S; (rf ) € 53.32 + 13.10 63.15+9094  4315+650  <0.01
9 9 (31.61 — 90.12) (47.27— 90.12) (31.61 — 59.31)
Masa grasa (kg) 25.54* 22.14* 27.87* <0.01**
[20.62 — 30.28] [19.02 — 26.46] [24.03 - 36.56]
Grasa (%) 33.17 + 8.83 26* 40.74* <0.01
(13.08 — 50.23) [23.30 — 29.57] [36 — 43.46]
PAS (mmHg) 114.31 + 15.66 118.5* 103.75* <0.01**
(81.5 — 151.5) [111.25-132.25]  [100.25 —113.37]
PAD (mmHg) 76.5% 80.65 + 12.20 75.48 + 8.89 0.07
[70.75 — 84] (54 — 115.5) (56.5 — 94)
1.65* 1.61* 1.67*

AF (mMB) [1.54 — 1.77] [1.54 —1.78] [1.57 — 1.76] 0.3**
Tabaquismo 0.46 + 1.54 0.79 + 2.08 0.13+0.50 0.09%*
(cigarros/dia) (0-10) (0-10) (0-2.5) '

] 66.66* 118.33* 12.58*
Alcohol (mL/dia) [0 — 253.56] [44.37 - 608.57] [0-71] <0.01*

Media + desviacién estandar (valor minimo-valor maximo). *Mediana (intervalo intercuartil [25-
75]). Diferencia entre grupos mediante prueba de T-Student para datos normales y **U de Mann-
Whitney para datos no normales (p<0.05). Abreviaturas: IMC, indice de masa corporal; PAS,
presion arterial sistolica; PAD, presion arterial diastdlica; AF, actividad fisica.
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Anexo 2. Caracteristicas bioquimicas de los participantes por sexo.

Total Hombres Mujeres
Parametro (n=57) (n=29) (n= 28) p
89.78 £ 10.74 88.21 £ 9.69 91.40 £ 11.69
Glucosa (mg/dL) 75> " 16 3) (73.04 — 104.96) (72.22 — 116.43) 0.2
. 4.80* 4.73* 511*
Insulina (uUl/mL) [3.95 — 5.91] [3.95 — 5.64] [4.03 - 6.59] 0.3
1.11* 1.02* 1.17*
HOMA-IR [0.84 — 1.37] [0.82 — 1.35] [0.88 — 1.41] 0.3
I rol Total
Co e(sr;e ;;L) ol 17823+3278 179.96+3548  176.43 + 30.26 0.6
9 (91.1 — 254.80) (125.02 — 254.8) (91.1 — 229.36)
LDL-C (mg/dL) 105.34 +27.28  102.47 +30.24  108.32 +24.03 0.4
(51.53 — 167.66) (51.53 — 167.66) (64.39 — 161.62)
HDL-C (mg/dL) 39.44 +7.35 38.30 +7.92 40.62 + 6.65 0.2
(25.01 — 61.49) (25.01 — 61.49) (30.02 — 59.48)
VLDL-C (mg/dL) 27.95* 32.91* 26.63* 0.09
[21.54 — 40.51] [22.47 — 47.46] [20.12 — 36.65]
Triglicéri
|?n|]c/ed||_c)ios 139.77* 164.58* 133.17* 0.09
9 [107.7 — 202.57] [112.35 — 237.30] [100.64 — 183.26]
LDLOx (mU/mL) 570.05+431.79 549.07 + 498.35 585.31 + 387.97 0.8
(54.43 — 1528.85) (87.58 — 1528.85) (54.43 — 1402.15)
Concentracion
21.16 + 11.69 22.40 + 14.13 20.06 £9.18
PON1(ng/mL) (0.52— 52.42) (0.52— 52.42) (2.26- 39.79) 0.4
Actividad
54.49 + 10.99 60* 53.5*
PONl(KU/L) (22 -74) [46 — 65] [46 — 63.5] 0.2%

Media + desviacidn estandar (valor minimo-valor maximo). *Mediana (intervalo intercuartil [25-
75]). Diferencia entre grupos mediante prueba de T-Student para datos normales y **U de Mann-
Whitney para datos no normales (p<0.05). Abreviaturas: HOMA-IR, modelo homeostatico de
evaluacion de la resistencia en insulina; VLDL-C, colesterol de lipoproteinas de muy baja
densidad; HDL-C, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LDL-C, colesterol de lipoproteinas
de baja densidad; LDLOX, lipoproteinas de baja densidad oxidadas; Concentracion PONL1,
Concentracion de paraoxonasa 1; Actividad PON1, Actividad de paraoxonasa 1.
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Anexo 3. Consumo promedio de macronutrientes de los participantes por sexo.

Nutriente Total Hombres Mujeres P
n =54 n =28 n =26
Energia (Kcal) 2048* 2703.50* 1613.18* <0.01**
[1630.9 - 2756.75] [2091.30 —3223.50] [1427.78 — 1962.62]
Proteinas (%) 16.77 £ 4.22 17.45 £ 4.45 16.04 + 3.92 0.2
(10.02 — 24.71) (10.02 — 24.71) (10.15 - 23.02)
Carbohidratos (%) 49.32 + 8.06 46.66 + 8.19 52.20 + 6.98 0.01
(29.69 — 65.79) (29.69 — 61.69) (37.78 - 65.79)
Fibra 2254 +8.24 25.76* 17.92* <0.01**
(6.79 — 45.61) [20.72 — 32.86] [13.55 — 21.02]
Soluble 3.09* 4.79 +2.40 3.05+ 1.66 <0.01
[2.45 — 5.50] (1.58 - 11.63) (0.36 - 6.67)
Insoluble 9.52 + 4.49 11.04 + 4.53 7.90 £ 3.90 <0.01
(1.52 - 24.12) (4.22 - 24.12) (1.52 - 16.65)
Grasas (%) 33.23 £ 5.57 33.83+£6.01 32.58 +5.10 0.4
(21.86 — 48.23) (24.71 — 48.23) (21.86 — 43.52)
Saturadas (%) 11.45* 11.29* 11.76* 0.9
[9.68 — 13.76] [9.75 - 13.68] [9.31 — 14.08]
Monoinsaturadas (%) 9.53 + 2.87 9.85+3.19 9.19 +2.48 0.4
(1.91 - 16.81) (1.91 - 16.81) (3.68 — 13.77)
Poliinsaturadas (%) 3.55* 3.98+1.63 3.61+1.10 0.3
[2.85 — 4.65] (0.99 — 7.55) (1.47 - 5.69)
Omega 3 (%) 0.41* 0.37* 0.44* 0.4**
[0.31-0.71] [0.27 — 0.69] [0.34 - 0.75]
Omega 6 (%) 2.61* 2.58* 2.89* 0.7*
[1.92 — 3.26] [1.84 — 3.24] [2.00 — 3.28]
Trans (%) 1.43* 1.33* 1.45* 0.8**
[0.71 — 2.06] [0.70 — 2.02] [0.77 - 2.32]
Ac. elaidico (%) 0.16* 0.13* 0.17* 0.5%
[0-0.30] [0-0.13] [0-0.35]
Ac. linolelaidico (%) 0.38* 0.37* 0.41* 0.4**
[0.10 — 0.63] [0.10 — 0.37] [0.15-0.95]
Ac. vaccénico (%) 0* 0* 0* 0.9*
[0-0.34] [0 —0.46] [0-0.29]
Colesterol (mg) 309.77* 424.02 £ 237.96 252.29+137.94 <0.01

[164.17 — 439.11]

(89.63 — 1063.72)

(31.25 — 595.33)

Media + desviacidn estandar (valor minimo-valor maximo). *Mediana (intervalo intercuartil [25-
75]). Diferencia entre grupos mediante prueba de T-Student para datos normales y **U de Mann-
Whitney para datos no normales (p<0.05). Abreviaturas: Ac. elai, acido elaidico; Ac. linolelai,

acido linolelaidico; Ac. vaccé, acido vaccénico.
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