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RESUMEN

La correlacién que existe entre las apolipoproteinas y fetuinas con diversas
patologias como la dislipidemia, principal factor de riesgo de las enfermedades
cardiovasculares, evidencian su importancia como biomarcadores en el
metabolismo de los lipidos. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la
correlacion entre los niveles de apo M y A5 con los niveles de fetuina Ay B en
pacientes dislipidémicos. Para ello, se seleccionaron cuarenta personas de
acuerdo a criterios de inclusion y exclusion con previa firma del consentimiento
informado, los cuales fueron divididos en dos grupos: grupo Control (10) y grupo
Dislipidémico (30). El analisis del perfil lipidico se realiz6 mediante métodos
enzimaticos y colorimétricos; y los biomarcadores, por el método de ELISA (tipo
sandwich y competitivo). Los datos se analizaron utilizando los softwares SPSS
Statistics 25 y Graph Prism VXY. Como resultado no se encontrd una correlaciéon
significativa entre los niveles de apo M y A5 con los niveles de fetuina Ay B en

pacientes dislipidémicos.

Palabras clave: Apo A5, apo M, fetuina A, fetuina B, correlacion, dislipidemia.
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ABSTRACT

The connections that exist between apolipoproteins and fetuins with various
pathologies such as dyslipidemia, the main risk factor for cardiovascular
diseases, show their importance as biomarkers in lipid metabolism. The present
study aimed to determine the reaction between the levels of apo M and A5 with
the levels of fetuin A and B in dyslipidemic patients. For this, forty people were
selected according to inclusion and exclusion criteria with prior signing of the
informed consent, which were divided into two groups: Control group (10) and
Dyslipidemic group (30). The analysis of the lipid profile was carried out using
enzymatic and colorimetric methods; and the biomarkers, by the sandwich and
competitive ELISA method. Data were analyzed using SPSS Statistics 25 and
Graph Prism VXY software. As a result, no significant efficacy was found between
the levels of apo M and A5 with the levels of fetuin A and B in dyslipidemic

patients.

Key words: Apo A5, apo M, fetuin A, fetuin B, correlation, dyslipidemia.
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INTRODUCCION

I.1. Planteamiento del problema

La dislipidemia es uno de los factores de riesgo mas importante de las
enfermedades cardiovasculares, esta ultima considerada la principal
causa de muerte en el mundo de acuerdo con el Informe del Estado Global
en Salud de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)™", condicién que
causa graves dafos y genera una inversion importante por parte del
Estado, ademas del aumento progresivo de la poblacion, los estilos de
vida poco saludables de las personas(?, el contexto actual de pandemia y
nuevas enfermedades que iran apareciendo en un futuro préoximo, no ha

hecho mas que agravar la situacion a nivel global®).

A lo largo de los afnos la dislipidemia (DLP) ha sido objeto de estudio,
permitiendo el descubrimiento de una miriada de sustancias que afectan
directa o indirectamente al desarrollo de esta patologia y sus
consecuencias. En la actualidad gracias al desarrollo de mecanismos mas
sensibles y especificos se ha logrado descubrir moléculas a bajas
concentraciones que de una u otra forma estan involucradas en una red
metabodlica que afecta al desarrollo de esta patologia, entre estas
moléculas podemos encontrar a las apolipoproteinas M y AS y fetuinas A
y B.

Hasta el momento el estudio de estas sustancias se ha realizado de forma
aislada y en paises de Asia y Europa, teniendo como eje central su
relacion con la DLP, Enfermedad Cardiovascular (ECV) y Diabetes
Mellitus Tipo 2 (DM2) 4-7), por ese motivo se formuld la pregunta siguiente:
¢ Existe correlacion entre los niveles de Apo M y A5 con los niveles de

fetuina A y B en pacientes dislipidémicos?



1.2. Objetivos

Objetivo general

Determinar la correlacion entre los niveles de apo M y A5 con los niveles

de fetuina A y B en pacientes dislipidémicos

Objetivos especificos

Analizar el perfil lipidico para encontrar a los pacientes dislipidémicos.
Analizar parametros bioquimicos (insulina y glucosa) en pacientes
dislipidémicos.

Determinar los niveles de apo M y A5 en el suero de pacientes
dislipidémico.

Determinar los niveles de fetuina A y B en el suero de pacientes

dislipidémicos.

1.3. Importancia y alcance de la investigacion

La relacién que existe entre las apolipoproteinas y fetuinas con diversas
patologias como la DLP, principal factor de riesgo de las ECV, evidencian
su importancia como biomarcadores en el metabolismo de los lipidos.
Actualmente estos estudios son llevados a cabo con mayor frecuencia y
profundidad en paises de Asia, Europa y algunos paises de América tales
como Estados Unidos, Brasil y Chile 19 por lo cual consideramos
necesario establecer dicha correlacion en una poblacion con alta
variabilidad genética como lo es la peruana. Con ello, ademas, sumarnos
al enfoque actual de prevencién y promocion de la Salud, reduciendo los
costos en el tratamiento de este padecimiento y de las enfermedades
consecuentes a ella, como también mejorando la calidad de vida de la

poblacion.



Comparar los niveles de apo M y A5 con las fetuinas A y B permitira
observar si existe una correlacion positiva o negativa en pacientes
dislipidémicos y establecer su importancia como biomarcadores de riesgo

de esta enfermedad.

Este estudio busca ser una puerta de entrada a diferentes investigaciones
relacionadas a estas relativamente nuevas apolipoproteinas M y A5, y
fetuinas A y B, con el propdsito de sentar las bases al descubrimiento de
herramientas biolégicas diagndsticas que sumen en la prevencion de la

dislipidemia.

I.4. Limitaciones de la investigacion

Durante el desarrollo de la tesis se presentaron las siguientes
limitaciones:

- Debido al contexto de pandemia en el Peru a causa del COVID-19,
fue necesaria la implementacién de medidas de bioseguridad al
momento de la toma de muestra, teniendo como prioridad la salud
de los pacientes.

- Laimportacion de kits Elisa, el aumento del ddlar y las dificultades
relacionadas a la importacidn, consecuencia del coronavirus,
generaron un encarecimiento de los mismos y un mayor tiempo de
espera.

- La falta de estudios de estos biomarcadores (apo M, apo A5,
fetuina A y fetuina B) en el Peru y su reducida investigacion en
América Latina generaron un sesgo en los valores normales

estandar manejados en el estudio.



REVISION DE LA LITERATURA

11.1. Marco teédrico

1.1.1. Apolipoproteinas

Las apolipoproteinas (apo) son proteinas necesarias para la estructura,
funcion, ensamblado y metabolismo de lipoproteinas (V. Su
denominacion se basa en una letra y un numero, que va desde apo A1

hasta apo M (12),

Entre sus funciones se encuentran las siguientes: (a) el mantenimiento de
la estructura de las lipoproteinas, (b) solubilidad de las lipoproteinas en
plasma, (c) formacion de lipoproteinas en sus respectivos tejidos (apo B48
en el caso de CM y apo B100 en VLDL), (d) Interaccion con receptores
especificos (apo B100 y apo E), (e) cofactor de enzimas involucradas en
el metabolismo de lipoproteinas (transporte y redistribucién de lipidos), e
(f) inhibicion de algunas enzimas implicadas en el metabolismos
lipoproteico (apo C3 y apo A2)"3. En la Tabla N°1 se resumen las

principales caracteristicas de las apolipoproteinas mas relevantes.

Dentro de estos diferentes tipos de apo vamos a centrar el trabajo en el

estudio de la apo A5 y M.



Tabla N°1. Caracteristicas principales de las apolipoproteinas

e e Concentracion | Vinculo con e
Apolipoproteina | Sintesis o o Funcién
(mg/dL) lipoproteinas
. Estructural en HDL; cofactor de LCAT;
Intestino, HDL, ]
Apo A1 90-130 o ligando de receptor ABCA1; transporte
Higado quilomicrones
reverso de colesterol
Proteina estructural de HDL. Forma
HDL, complejo -S-S- con la apo E2 y E3, que
Apo A2 Higado 40 o o )
quilomicrones inhibe la unién de E2 y E3 con los
receptores de lipoproteina
Intestinos, HDL,
Apo A4 i Trazas o Se desconoce
higado quilomicrones
Quilomicrones,
. Proteina estructural de los
Apo B48 Intestinos Trazas restos de o
o quilomicrones
quilomicrones
VLDL, IDL, Proteina estructural de la VLDL, IDL,
Apo B100 Higado 80-100 )
LDL LDL; ligando del receptor de LDL
. Quilomicrones, | Activador de LCAT; modula la union de
Apo C1 Higado 8
VLDL, HDL los remanentes a su receptor
Quilomicrones,
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1.1.1.1. APO A5

Apo A5 es una apolipoproteina compuesta de 366 aminoacidos,
producida en el higado, presenta niveles basales en suero de 25 a 400
ug/L (1), Se expresa en células del tejido hepatico (1) y esta asociada con
el metabolismo de los triglicéridos, ha sido detectada en lipoproteinas
tales como LDL, VLDL, HDL y quilomicrones ('), esto debido a la
presencia de cadenas alfa hélice con predominio hidrofébico a nivel del
extremo C-terminal, donde se unen a lipidos facilitando su transporte (8.
(Figura N°1).

1-146 forman un haz helicoidal Activacion de la Unié liid
que se une a los lipidos lipoproteina lipasa nion a lipidos
1-51 | 52-128 4 129-191 | 192-238 |{ 239-299 |— 300-343
Grupo Regioén Alta actividad de superficie celular. Relativamente
hidréfilo hidrofébica Unidad subestructural hidréfilo

unidad subestructural

Figura N°1: Estructura y funcién de apo A5

Fuente: Adaptado de Liu y col. (1®

Se han propuesto diversos mecanismos de accion de la apo A5. Schaap
y col. (1% presentan a apo A5 como un potente estimulador de la actividad
de LPL, al reducir los TG en plasma disminuyendo la tasa de produccion
hepatica de VLDL-TG, mejorando asi la conversién lipolitica de las
lipoproteinas ricas en TG. Por otra parte, Zheng y col. 29 reportaron tres
mecanismos de accién, el primero referido a que apo A5 dirige a las
lipoproteinas hacia LPL para su hidrdlisis; el segundo, como facilitador de
la captacion hepatica de lipoproteinas ricas en TG; y el tercero, como
reductor de la produccidn hepatica de TG y VLDL. Ademas, mencionan
su funcion en la modulacion del almacenamiento de triglicéridos en los

adipocitos humanos (Figura N°2).
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Figura N°2: Apo A5 regula el metabolismo de los triglicéridos

Fuente: Adaptado de Liu y col. 8

Por su parte Nilsson y col. V), sugieren tres posibles mecanismos de apo
A5 en la aceracion de la hidrélisis de los TG. El primero seria la elevacion
de la concentracion de LPL en sitios endoteliales; el segundo, la
estimulacion de la hidrdlisis por medio de LPL; por ultimo, la modificacion

de alipoproteinas que regulan a LPL.



11.1.2. APOM

Apo M es una proteina perteneciente a la superfamilia de lipocalinas, tiene
un peso molecular de 26 KDa y presenta 188 aminoacidos (223), Esta
apolipoproteina es producida por el higado y rifiones, siendo las células
hepaticas las que secretan apo M en mayor cantidad en plasma, donde
se unen a las lipoproteinas (9. Se encuentra unida en un 95% a HDL, y
el 5% restante en particulas VLDL y LDL. Las HDL contienen alrededor

del 5% de apo M, mientras que LDL, menos del 2% (24

Christoffersen y col. (23 en su estudio realizado en ratones genéticamente
modificados con apo M, reportaron la capacidad de esta de promover la
formacion de particulas de prep-HDL, particulas conformadas por apo A1,
colesterol libre y fosfolipidos 28, su efecto oxidante e influencia en la
inhibicion del desarrollo de aterosclerosis. Lo que indicaria la importancia
de esta apolipoproteina en la homeostasis de los lipidos, presentando una

correlacion positiva con HDL (19),

La relevancia de esta correlacion, también se fundamenta en la presencia
de esfingosina-1-fosfato (S1P), el cual es un producto bioactivo
proveniente de la degradacion de la esfingosina, que se encarga de la
regulacion de funciones celulares tales como la proliferacién,
supervivencia y migracion, relacionado con procesos inflamatorios y en la
funcién vascular; solamente se puede unir a HDL si hay presencia de apo
M (27),

Por su parte, Nielsen y col. (29 refieren en su estudio la eficiencia de las
HDL que contienen apo M en la (a) proteccion frente a la oxidacioén de las
LDL y la (b) mediacién en la salida del colesterol de las células

espumosas. Figura N°3.



o
Salida del colesterol

Figura N°3: Implicancias de la Apo M.

Fuente: Adaptado de Nielsen y col. (26)

I1.1.2. Fetuinas

Las fetuinas A y B conjuntamente con el factor de crecimiento de
fibroblastos 21 (FGF-21), selenoproteina P (SeP), chemerina y betatrofina
pertenecen a un grupo conocido como hepatocinas, que son proteinas
predominantemente derivadas del higado y presentan una funcion directa
en el metabolismo de la glucosa y lipidos, de manera similar a las

adipocinas y miocinas (28-9),

I1.1.2.1. Fetuina A

La fetuina A o también llamada a -2 -Heremans -Schmid- glicoproteina
(AHSG) es una proteina multifactorial que consta de tres cadenas, de las
cuales solo la cadena A y B constituyen su forma activa, siendo el dominio
D1 de la cadena A la mas estudiada, presenta un peso molecular de 60

KDa aproximadamente %1 E| gen de la fetuina A se localiza en el
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cromosoma 3927, donde se han encontrado varios polimorfismos de un
solo nucleétido (SNP) asociados con la accion de la insulina a nivel de
adipocitos, DM2 y dislipidemia. En el desarrollo fetal es sintetizada por
multiples tejidos, y en la adultez, por los hepatocitos (>95%) y tejido
adiposo visceral, se acumula en dientes y huesos (fraccion proteica 0sea

no colagena) (32).

Esta proteina se asocia a la resistencia a la insulina, DM2 y sindrome
metabalico, debido a que actua como un inhibidor endégeno del receptor
tirosina quinasa de la insulina 33, Lérincz y col. 34 la consideran como un
biomarcador de dislipidemia, obesidad y aterosclerosis subclinica,
ademas de un indicador del SM. Xu y col. 3%, reportaron que “reduce la
expresion ateroprotectora adipoquina-adiponectina y deteriora la

captacién y almacenamiento de acidos grasos libres en el adipocito”.

Fatima y col. 33 estudiaron la asociacion de fetuina A con la dislipidemia
y resistencia a la insulina en pacientes DM2, concluyendo que los altos
niveles de fetuina A, responsable de la resistencia a la insulina en estos
pacientes, podrian alterar el endotelio, causar inflamacion,

vasoconstriccion y trombosis, y en ultima instancia, aterosclerosis.

Experimentos recientes has demostrado el importante papel de la fetuina
A en mantenimiento de la homeostasis energética de todo el cuerpo al
regular el metabolismo de la glucosa y los lipidos 8 (Figura N° 4). La alta
concentracion de acidos grasos libres (AGL) y la excesiva acumulacion
de glucosa en la circulacion estimulan la biosintesis de fetuina A por los
hepatocitos mediante la activacion de las vias del factor nuclear kappa B
(NF-kB) y quinasas 1/2 reguladas por sefales extracelulares (ERK1/2).
fetuina A actua entonces como un inhibidor de la via de sefnalizacion de
la insulina al afectar la autofosforilacion de la tirosina quinasa del receptor
de insulina; Los tejidos sensibles a la insulina pierden sensibilidad ante
esta hormona, lo que genera la resistencia a la insulina. Mientras tanto,
fetuina A funciona como un adaptador entre AGL y la sefalizacion del

receptor tipo Toll 4 (TLR4) en la inflamacion inducida por lipidos, y a su
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vez la sefializacion del TLR4 conduce a la activacion de NF-kB y la
proteina activadora 1 (AP-1), que luego puede regular al alza la
transcripcion de genes inflamatorios, lo que da como resultado la
produccion de citoquinas inflamatorias que pueden conducir a la
resistencia a la insulina®”). Por otro lado, la disminucion de la sintesis de
fetuina A esta fuertemente correlacionada con la calcificacién vascular
excesiva y la insuficiencia cardiaca general, ya que el efecto de
estabilizacion de la fetuina A hacia los cristales de calcio y fosfato

insolubles ya no se logra adecuadamente (38).
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Figura N°4: Funcion de la Fetuina A.

Fuente: Adaptado de Bourebaba y col.(36)

11.1.2.2. Fetuina B

La fetuina B, de reciente hallazgo, es una proteina perteneciente a la

superfamilia de cistatinas de inhibidores de la cisteina proteasa ®%), con
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una homologia con fetuina A igual al 22%. Esta proteina es codificada por
el gen FETUB, localizado cromosémicamente en 3q27.3, cuenta con 8

exones y las mutaciones en este nivel son propensas al SM y DM2(40),

Entre sus principales funciones se la ha implicado en la osteogénesis y
resorcion Osea, a la respuesta frente a inflamacion sistémica, y a la
regulacion de receptores del factor de crecimiento de insulina vy
hepatocitos (39). Wang y col. 41 reportaron una fuerte asociacion entre los
niveles séricos de fetuina B con el contenido de TG en higado y la
estimulacion temprana de la secrecion de insulina por la glucosa. Xu y col
(42) sugieren una estrecha relacion entre fetuina B y el metabolismo de

lipidos y glucosa.

Ashmawy & Ahmed 3 examinaron el potencial de la fetuina B en suero
para ser un marcador independiente de la enfermedad del higado graso
no alcohdlico (NAFLD) en pacientes con DM2, encontrando que la fetuina
B ajustada por edad y sexo mostrdé correlaciones positivas con
triglicéridos, y-glutamil transferasa, glucosa plasmatica, evaluacion del
modelo de homeostasis de IR, insulina en ayunas y hemoglobina
glicosilada, pero tuvo una correlacion negativa con la creatinina sérica.
Ademas, la odds ratio (OR) estimada para la aparicion de NAFLD de
grado 2-3 aumentd significativamente al aumentar los niveles de fetuina
B.

En personas con esteatosis los niveles de fetuina B también aumentan y
estan relacionados con la resistencia a la insulina en estos individuos.
Estudios basados en células revelaron que la fetuina B causa resistencia
a la insulina en miotubos del musculo esquelético y hepatocitos (Figura
N°5), y estudios in vivo demostraron que la administracion de fetuina B a
ratones delgados causo intolerancia a la glucosa, pero no resistencia a la
insulina; estos hallazgos indican un papel de la fetuina B en la reduccién
de la eficacia de la glucosa 4. Es importante destacar que la reduccion
parcial de la expresion de fetuina B en el higado mediante la

administraciéon de ARN de horquilla corta (shRNA) dirigidos contra la
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fetuina B redujo los niveles circulantes de fetuina B en ratones obesos y
mejoro la tolerancia a la glucosa, Sin embargo, se requieren estudios
futuros para dilucidar como la fetuina B ejerce estos efectos

metabodlicos“?).
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Figura N°5: Efectos de las hepatocinas (fetuina B).

Fuente: Adaptado de Meex y col.

11.1.3. Dislipidemia

11.1.3.1. Generalidades

La dislipidemia se define como una alteracibn a nivel de sintesis,
transporte o metabolismo de las lipoproteinas que cursan con
concentraciones alteradas de lipidos (exceso o defecto) 48). Presenta tres
condiciones: hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y dislipidemia mixta
(47) Esta enfermedad representa un importante factor de riesgo para la

aterosclerosis, ya que afecta a las arterias de gran y mediano tamaino,
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siendo la enfermedad de las arterias coronarias y el accidente
cerebrovascular las de mayor mortalidad “®. Se caracteriza por ser
asintomatica y en casos severos, puede existir presencia de dolor de
piernas, dolor de pecho, mareos, palpitaciones, hinchazén de las

extremidades inferiores o venas y desmayo (9.

A lo largo de los afos la definicidon de dislipidemia se ha ido modificando,
pasando de ser solo la elevacién de lipidos en sangre a tomar en
consideracion a las lipoproteinas (9. En base a lo anterior el “Third report
of the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on
Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults
(Adult Treatment Panel Ill) final report” , consideré6 como criterio para el
diagnostico de dislipidemia, la presencia de las siguientes condiciones:
hipertrigliceridemia aislada, valores de TG = 150 mg/dL y LDL <130
mg/dL; HDL bajas aisladas, HDL colesterol <40 mg/dL en hombres y <50
mg/dL en mujeres con CT y TG normales; y dislipidemia mixta, CT = 200
mg/dL, LDL = 130 mg/dL, TG = 150 mg/dL siempre y cuando la elevacion

de TG no fuese la alteracion primaria lipidica (51-52),

En el Peru, el criterio aplicado se basa en la Guia Técnica peruana: Guia
de Practica Clinica para el diagnostico, tratamiento y control de la
enfermedad hipertensiva, la cual refiere que una persona presenta
dislipidemia si sus valores de LDL son mayores a 130 mg/dL o su CT es
mayor a 200 mg/dl o sus TG son mayores a 150 mg/dL o sus niveles de
HDL son menores a 40 mg/dL en varones o menores a 50 mg/dL en

mujeres(53).

1.1.3.2. Epidemiologia

A nivel mundial la dislipidemia y su relacion con el desarrollo de la
aterosclerosis se ha convertido en uno de los principales focos de accion
en el control clinico metabdlico de la poblacion vulnerable y
aparentemente sana, con una prevalencia que varia segun edad, raza,

factores genéticos, socioecondmicos, culturales y estilo de vida, y un
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marcado aumento provocado por el desarrollo y urbanizacion de dichas

poblaciones (54),

Segun una estimacion de la OMS, la prevalencia mundial de
hipercolesterolemia entre adultos mayores de 25 afos en 2008 fue de
aproximadamente 39.0% 5%, El Global Burden of Disease Study (GBD)
en 2017 informd que los niveles de colesterol LDL en plasma mostraban
una marcada tendencia a aumentar con el desarrollo socioecondmico. En
2019, aproximadamente 4.40 millones de muertes y 98.62 millones de
afios de vida ajustados por discapacidad (AVAD) fueron atribuibles a
niveles elevados de LDL %¢). Un estudio realizado entre 2013 y 2014 en
adultos chinos determind que las formas mas frecuentes de dislipidemia
eran los niveles bajos de HDL (20.4%) e hipertrigliceridemia (13.8%),

ambas con una prevalencia aumentada respecto a afios anteriores (7).

Por su parte, la Unidn Europea presentd una prevalencia de dislipidemia
muy variada, identificando a la hipercolesterolemia como el trastorno
lipidico mas prevalente. Popa y col. %8 informaron que el 67.0% de
rumanos adultos tenian al menos una anomalia lipidica. En 2016, Polonia
presentd una prevalencia del 77.2% de dislipidemia en adultos, de los
cuales el 67.0% tenia hipercolesterolemia (9. En el afio 2014, La
Republica Checa presentaba una mayor prevalencia de dislipidemia en
hombres (77.0%) que en mujeres (62.0%) (€9,

El Consorcio Latinoamericano de Estudios en Obesidad realizé en 2013
un estudio en ocho paises de América latina (Argentina, Chile, Colombia,
Costa Rica, Republica Dominicana, Peru, Puerto Rico y Venezuela)
determinando una prevalencia de 53.2% y 25.0% de HDL bajo e
hipertrigliceridemia, respectivamente (¢1). Por otra parte, Rubinstein y col.
(62) report6 una prevalencia de 34.1% de HDL bajo y 26.5% de
hipertrigliceridemia en un estudio realizado entre 2013 y 2014 en 4
ciudades del cono sur de América (2 ciudades de Argentina, 1 de Chile y

1 de Uruguay).
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El panorama en Peru no fue indiferente respecto al internacional, en el
2006 la prevalencia de hipercolesterolemia representaba el 19.6% de la
poblacién peruana mayor a 20 anos; la hipertrigliceridemia, el 15.0%; y el
LDL elevado, 13.0% (3. En el afio 2010 las tasas de dislipidemia en Lima
fueron de 62.3%, donde los niveles de HDL bajos, caracterizaron la
enfermedad (64). De acuerdo a un estudio comparativo de TORNASOL | y
TORNASOL Il publicado en la Revista Peruana de Cardiologia en el afo
2013, se determind un aumento significativo de la prevalencia de
hipercolesterolemia, pasando de un 10.0% a 13.8% en tan solo 5 afios,
siendo las mujeres las mas afectadas (11.1% a 16.0%) (69). Dos afios
después el Centro Nacional de Epidemiologia de Prevencién y Control de
Enfermedades (CDC), informd que la tercera causa de muerte en el Peru
se debid a enfermedades a nivel del aparato circulatorio, falleciendo cerca
de 26 565 personas, siendo la dislipidemia uno de sus principales factores
de riesgo (8. En el 2017, Avellaneda & Mamani (¢7) realizaron un estudio
en trabajadores de salud del nivel primario en Lima, reportando una
prevalencia de dislipidemia igual a 87.7%, en la cual el
hipercolesterolemia fue de 30.1%, la hipertrigliceridemia de 40.5%, el HDL
bajo de 69.3% y el LDL elevado igual a 55%, con un mayor predominio en
mujeres que en varones. La dislipidemia en el 2018 fue reportada como
la mas frecuente comorbilidad metabdlica y cardiovascular (51.5%) en

pacientes con VIH de Lima-Callao (68).

1.1.3.3. Fisiopatologia

Se denominan dislipidemias a aquellas enfermedades que guardan
relacion con concentraciones anormales de lipidos. Entre sus causas
directas se encuentran las anormalidades genéticas, desequilibrios
ambientales, estilos de vida o ser la consecuencia de otras enfermedades.

La mayoria se relaciona con cardiopatias coronarias o aterosclerosis (62,

La dislipidemia se puede clasificar de dos formas: segun el fenotipo

lipidico o fenotipos de Fredrickson, el cual presenta limitaciones debido a
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su incapacidad para diferenciar el origen y el mecanismo responsable de
la alteracion lipidica ™; y segun su etiologia, que se divide en dos:

dislipidemias primarias y dislipidemias secundarias (/).

1.1.3.3.1. Dislipidemia primaria

Las dislipidemias primarias se deben principalmente a alteraciones
genéticas que afectan el metabolismo de las lipoproteinas (72, a nivel de
enzimas, receptores especificos y apolipoproteinas (73). Entre el 5-10% de
la poblacion la padece, se clasifican de acuerdo a su origen en dos:
monogénico, se deben a mutaciones en un solo gen; y poligénico,

fundamentalmente a SNPs, siendo este ultimo el de mayor prevalencia(™).

1.1.3.3.2. Dislipidemia secundaria

Se considera una dislipidemia secundaria cuando la hiperlipidemia esta
relacionada con enfermedades o alteraciones que modifican el
metabolismo lipidico y este se normaliza si la causa desaparece (74, Esta
condicién suele presentarse con una prevalencia del 28% en los pacientes

dislipidémicos (76),

I.2. Antecedentes del estudio

Actualmente no existen estudios que correlacionen los niveles de apo M y A5
con los niveles de fetuina A y B, pero si existen estudios que correlacionan
cada una de estas sustancias con otros componentes relacionados con la
dislipidemia, como es el caso de Shidfar y col."”), quienes en su estudio
correlacionaron los niveles séricos de fetuina A con las apolipoproteinas A1
y B100 (predictores de ECV) en pacientes con DMT2, enfermedad
caracterizada por un aumento de ftriglicéridos, resistencia a la insulina,
homocisteina y reduccion de HDL y apo A1, en este estudio se determiné una
correlacion directa entre los valores de apo A1 (componente principal de

HDL) y fetuina A y una correlacion negativa entre apo A1y apo B100(73).
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Adicionalmente en un estudio reciente realizado por Lérincz y col. (34,
correlacionaron los niveles de fetuina A y la proteina 4 de unién al retinol
(RBP4) con las subfracciones de lipoproteinas en sujetos con obesidad
morbida y sujetos delgados no diabéticos, encontrando una correlacion
negativa de la fetuina A con el IMC y una correlacion positiva con el colesterol
total y con el HDL. Chen y col. (™ evaluaron la asociacion de fetuina A
circulante con la mortalidad en pacientes con ECV utilizando modelos de
regresion de Cox concluyendo que los niveles plasmaticos bajos de fetuina
A se asociaban con un mayor riesgo de mortalidad por ECV en pacientes con
enfermedad de las arterias coronarias independientemente de los factores de

riesgo presentes en las ECV.

De los estudios sobre la fetuina B se encuentra el realizado por Xue y col. 42
donde el analisis de correlacion lineal mostré que habia una correlacion
positiva significativa entre fetuina B, la obesidad y los lipidos, asi como el
HOMA-IR en todos los sujetos. Ademas, se encontroé que la sobreexpresion

de fetuina B agrava el estrés oxidativo in vitro.

Resultados similares fueron obtenidos por Xia y col. 89, donde determinaron
que los niveles séricos de fetuina B se correlacionaron positivamente con la
obesidad y los parametros relacionados con la resistencia a la insulina (IMC,
% de grasa, TG y HOMA-IR).

En el caso de estudios de correlacidn de las apolipoproteinas A5 y M, Dullaart
y col. @1 reportaron una correlacién positiva entre apo M y apo A1 y una
correlacion no significativa con niveles de glucosa y TG en pacientes con SM.
Por su parte Xu y col. 2 en un estudio donde correlacionaban apo M con
colesterol y leptina en personas normales y con obesidad encontraron una
correlacion positiva entre apo M y leptina y una correlacién negativa entre
apo My colesterol. Li y col. 8% estudiaron la correlacion de la apo M y factores
inflamatorios en pacientes obesos, determinando una correlacion negativa

con el IMC, el nivel de insulina y el HOMA-IR.
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Por otro lado, Hyun y col. % en su investigacion donde asociaban las
concentraciones de apo A5 con niveles séricos de TG, insulina y EAC,
determinaron una correlacion negativa entre apo A5 con TG e insulina y una
asociacion inversa entre apo A5 y riesgo de EAC. Dai y col. ®5 también
hallaron considerables evidencias de la asociacion inversa entre apo C3 y

apo A5 en la EAC y el metabolismo de los lipidos.

I.3. Glosario de términos

e Antigeno (Ag): Molécula exdégena o enddgena extrafia al organismo,
pero que no necesariamente genera respuesta inmune. (€6

e Anticuerpo (Ac): También conocidos como inmunoglobulinas (Ig), son
moléculas conformadas por un 90% de polipéptidos y un 10% de
carbohidratos, son capaces de combinarse de forma especifica con un
antigeno o inmundgeno. &7

e Biomarcador: Es una biomolécula que se encuentra a nivel de sangre,
tejidos u otros liquidos. Su presencia indica un proceso anormal o normal
de una enfermedad o afeccion. (88

e Correlaciéon: El término correlacion describe si dos variables estan
asociadas, conociendo el valor de una variable “X”, se puede predecir a
su variable correlacionada “Y”, no implica causalidad. Existen diferentes
tipos de correlacion como los siguientes: fuertes, débiles, negativas o
positivas, lineales o no lineales (89),

e Correlacioén positiva: Una correlacion positiva se da cuando aumentan
ambas variables, como por ejemplo el caso de la edad y la experiencia
(89)

e Correlacién negativa: Una correlacion negativa surge cuando una
variable aumenta mientras que disminuye la otra, como en el caso de la
edad y la fuerza en adultos (89,

e ELISA (Ensayo de inmunoadsorcion enzimatica): Es una técnica
utilizada para detectar y cuantificar un antigeno presente en una muestra.
Existen principalmente 4 tipos de ELISA: competitivo, sandwich, directo
e indirecto. (0

e Inmunégeno: Molécula que induce una respuesta inmune. (86)
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HIPOTESIS Y VARIABLES

ll.1. Hipoétesis
- Existe correlacion entre los niveles de apo M y A5 con los niveles de

fetuina A y B en pacientes dislipidémicos.

lll.2. Variables

- Niveles de apo A5

- Niveles apo M

- Niveles de fetuina A

- Niveles de fetuina B

20



l.3.

Operacionalizacion de variables

Tabla N°2:

Operalizacién de variables

) o Apo M es una proteina predominantemente Concentracion sérica de Apo A5 de Concentracion )
Nivel de | Cuantitativa ) . . ) o ] o ] Método de
) enriquecida en HDL, perteneciente a |a pacientes dislipidémicos (segun criterios | sérica deapo | ng/mL
apo M continua - ) ) - ) . ) ELISA
familia de las lipocalinas ©"). de inclusion establecidos en el proyecto) M
) o Apo 5 es una proteina compuesta de 366 T Concentracion ]
Nivel de | Cuantitativa ) ) ) ] Concentracién sérica de Apo A5 de Método de
aminoacidos asociada al metabolismo de séricadeapo | ng/mL
apo A5 continua o pacientes dislipidémicos (segun criterios ELISA
los triglicéridos (19:92), ] B ) A5
de inclusion establecidos en el proyecto)
La fetuina A es una glicoproteina, se ha
) o descrito su interaccion con proteinasas, Concentracion sérica de Fetuina Ade | Concentracion )
Nivel de | Cuantitativa . . . . ] o L . Método de
] ) unién a lipidos y lectinas, antagonismo del | pacientes dislipidémicos (segln criterios sérica de pg/ mL
fetuina A | continua . . N . ] ELISA
factor de crecimiento, transformante y de inclusion establecidos en el proyecto) fetuina A
antagonismo del receptor de insulina (33-4),
Fetuina B es una adipocina / hepatocina L ;
) o o ) Concentracion sérica de Fetuina B de B i
Nivel de | Cuantitativa que esta significativamente elevada en ] o ) o Concentracion Método de
) . . o . . pacientes dislipidémicos (segun criterios ) pg/ mL
fetuina B continua resistencia a la insulina / diabetes mellitus ) ] ] sérica de ELISA
) ) N de inclusion establecidos en el proyecto) )
tipo 2 y esteatosis hepatica (9%, fetuina B

Fuente: Elaboracién propia.
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V.

MATERIALES Y METODOS

IV.1. Area de estudio

Lugar de realizacion de la investigacion: Asociacion vecinal Canto Chico
Mz D, pueblo joven Canto Chico, del distrito de San Juan de Lurigancho.
Coordenadas: Latitud (-12.003920) Longitud (-77.017489).

IV.2. Diseio de investigacion

El presente estudio fue descriptivo porque se determinaron los niveles de
Apo A5, Apo M, fetuina A y fetuina B en pacientes dislipidémicos,
observacional porque se limité a medir las variables que se definen en el
estudio, prospectivo porque se utilizaron datos obtenidos a futuro y
transversal debido a que la medicidn de los niveles se realizé en un tiempo

especifico.

IV.3. Poblaciéon y muestra

IV.3.1. Consideraciones éticas

El proyecto de tesis fue aceptado por el Comité de Etica de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
antes de empezar su realizacion (Anexo I). Los participantes leyeron y
expresaron su aceptacion mediante la firma de un consentimiento

informado (Anexo II).

IV.3.2. Poblaciéon de estudio

La poblacion estuvo conformada por personas pertenecientes a la
Asociacion vecinal Canto Chico Mz D, pueblo joven Canto Chico, del

distrito de San Juan de Lurigancho. El estudio procedié de acuerdo a las

directrices establecidas en la Declaracién de Helsinki, y aplicando
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medidas de bioseguridad y control sanitario para prevenir el COVID-19,

en mayo del 2021.

IV.3.3. Muestra

Se realizé un muestreo de tipo no probabilistico. Se seleccionaron 40
personas de acuerdo a los criterios de inclusion y exclusion con previa
autorizacion por medio del consentimiento informado. Los cuales fueron

divididos en dos grupos: grupo Control (10) y grupo dislipidémico (30).

IV.3.3.1. Grupo dislipidémico (DLP)

a) Criterios de inclusion:

- Personas entre 18 y 60 afios.

- Personas de ambos géneros.

- Los criterios para la seleccién del grupo DLP fueron basados
en la Guia Técnica peruana: Guia de Practica Clinica para
el diagnodstico, tratamiento y control de la enfermedad
hipertensiva 3 (Tabla N°3)
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Tabla N°3. Criterios de diagndstico de dislipidemia de la Guia
Técnica peruana: Guia de Practica Clinica para el diagnéstico,

tratamiento y control de la enfermedad hipertensiva

Guia de Practica Clinica para el diagnéstico, tratamiento y control de la enfermedad

hipertensiva

Variables Criterio diagndstico

HDL e Varones: <40 mg/dL
e Mujeres: <50 mg/dL

LDL e >130 mg/dL
CT e >200 mg/dL
TG e >150 mg/dl

Se considera al paciente como dislipidémico si se cumple cualquiera de los criterios.
Abreviaturas: HDL: Lipoproteina de alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja
densidad, CT: Colesterol total, TG: Triglicéridos.

Fuente: Guia Técnica peruana: Guia de Practica Clinica para el diagndstico,

tratamiento y control de la enfermedad hipertensiva 3.

b) Criterios de exclusion:

- Personas con anormalidades congénitas mayores, recuento
sanguineo anormal o funcion renal o hepatica fuera de los
rangos clinicos normales.

- Personas con enfermedades tiroideas

- Personas con tratamiento farmacolégico.

- Personas con evidencia de enfermedad cronica.

- Personas con presencia de diabetes tipo I, tipo Il o sindrome
de Cushing.
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IV.3.3.2. Grupo Control

a) Criterios de inclusion:
- Personas aparentemente sanas

- Personas entre 18 y 60 afios

Personas de ambos géneros.
b) Criterios de exclusion:
- Personas dislipidémicas
- Personas con anormalidades congénitas mayores, recuento
sanguineo anormal o funcion renal o hepatica fuera de los
rangos clinicos normales.
- Personas con enfermedades tiroideas
- Personas con tratamiento farmacoldgico.
- Personas con evidencia de enfermedad crénica.
- Personas con presencia de diabetes tipo I, tipo Il o sindrome

de Cushing.

IV.4. Procedimiento

IV.4.1. Recopilacion de datos y consentimiento informado

Para la obtencion y almacenamiento de la informacion general y
clinica del paciente, este leyd y expresd su aceptacion mediante la
firma de un consentimiento informado (Anexo Il), posteriormente se
recurrié a un breve cuestionario estandarizado (Anexo lll) que cubria
el historial médico, los habitos de fumar y la ingesta de alcohol y
medicamentos, realizados durante entrevistas personales conducidas
por los quimicos farmaceéuticos del equipo. Todas las encuestas
fueron disefadas por el equipo, con recomendaciones de los

colaboradores y consultores externos.
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IV.4.2. Toma de muestra

Las muestras de sangre periférica fueron extraidas por puncion
venosa en dos Tubos BD Vacutainer® SSTTM por persona, ambos
sin anticoagulante (tubo amarillo). El primero fue destinado para la
determinacién del perfil lipidico y el segundo para la determinacién de
niveles de apo A5, apo M, fetuina A y fetuina B. La toma de muestra
se realizé por la mafana con previo ayuno de 12 horas y la no
ingestion de licor por un minimo de 24 horas antes, para evitar

alteraciones del perfil lipidico.

IV.4.3. Acondicionamiento de muestras

Una vez obtenida la muestra se procedié de la siguiente manera:

a. Tubo destinado para la determinacion del perfil lipidico:
Fueron centrifugados a los 15 minutos de su recoleccion a
3500 rpm durante 15 minutos, siendo alicuotados vy
almacenados en contenedores con gel pack (2 a 8°C) para
su posterior transporte.

b. Tubo destinado para la determinacion de apo A5, apo M,
fetuina A y fetuina B:

Se procedié segun las condiciones establecidas por el
fabricante. Se alicuotaron y almacenaron en contenedores

con hielo seco (-20 a -15°C) para su posterior transporte.
IV.4.4. Determinaciones antropométricas y presion arterial
El IMC fue obtenido utilizando una balanza de bioimpedancia
Omron®. Ademas, se midid la circunferencia de la cintura en

centimetros (°), La presién arterial fue determinada mediante un

tensiometro digital.
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IV.4.5. Determinacion de los parametros bioquimicos

La glucosa fue determinada utilizando un glucémetro Accucheck; el perfil
lipidico, siguiendo las instrucciones y reactivos del kit Wiener Lab en el
SAAAC; y el LDL, mediante la formula de Friedewald®7?).

IV.4.6. Determinacion de los niveles de apo A5, apo M, fetuina Ay

fetuina B por inmunoensayo

Las determinaciones de apo A5, apo M, fetuina A y fetuina B se realiz6
mediante el método de ELISA (8 Se utilizaron los siguientes Kits: Human
apoprotein M (apo M) ELISA Kit (MyBioSource, CA, USA), Human
apolipoprotein A5 (apo A5) ELISA Kit (MyBioSource, CA, USA), Human
fetuin A ELISA Kit (MyBioSource, CA, USA) y Human fetuin B ELISA Kit
(Cloud-Clone Corp., Houston, Texas, EE. UU.); siguiendo las

instrucciones del fabricante.

27



a) Determinacion de los niveles de apo A5

o
+
=
-t
o
o
E
o
o

Fundamento

Este ensayo emplea la técnica de inmunoensayo enzimatico de

inhibicion competitiva. La placa de microtitulacién proporcionada

en este kit fue recubierta previamente con Apo-A5. Los estandares

o las muestras se agregaron a los pocillos de la placa de

microtitulacién apropiados con una preparacidon de anticuerpo

conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) especifica

para Apo-A5. La reaccion de inhibicion competitiva se inicia entre

muestras con Apo-A5 y Apo-AS recubiertas previamente

(MyBioSource, CA, USA).

Los pocillos son El anticuerpo El analito y La reaccion de
1 recubiertos 2 de captura, el 3 e conjugado 4 color enzimatica
previamente con conjugado y la compiten es proporcional
anticuerpo de muestra se por la union. al conjugado
captura agregan unido.
secundario. simultaneamente.
Matriz de muestra Analito conjugado con i
* kg V® onzima : # Sustrato enzimético
) : : Unién Producto de reaccion
¥ Analito objetivo e’- bintina-estreptavidina coloreado
. Conjugado enzimético
}' Anticuerpo U {(AP/HRP)

Figura N°6: ELISA tipo competitivo

Fuente: Adaptado de los autores Ghaffari y col. #® y Ramirez(109).
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e Reactivos

Placa de ensayo

Estandar (liofilizado)
HRP-conjugado

Diluyente de HRP-conjugado
Diluyente de muestra

Buffer de lavado

Sustrato TMB

Solucién de parada

AN N N N Y N N NN

Sellador de placas

e Procedimiento

Se procedié de acuerdo a lo indicado por el kit Human apolipoprotein A5
(apo A5) ELISA Kit (MyBioSource, CA, USA), de la siguiente manera:

1. A cada pocillo se agregé 50 yL de estandar y muestra. Luego se
afiadieron 50ul de HRP-conjugado a cada pocillo a excepcién del
blanco. Se cubrié la placa con el sellador de placas e incubé durante
60 min a 37 ° C.

2. Se aspird y lavd cada pocillo 4 veces para un total de cinco lavados.
Con una pipeta multicanal se lavé cada pocillo con 200 uL de buffer y
se dejo reposar durante 2 min. Después del ultimo lavado, se retir6 el
buffer de lavado restante aspirando o decantando. Luego se invirtio el
plato y se secd con toallas de papel limpias.

3. 90 pL de Sustrato TMB fueron afiadidos a cada pocillo y se incubaron
por 20 min a 37 ° C. Se protegio de la luz.

4. Se agregaron 50uL de solucion de parada a cada pocillo y se golped
suavemente la placa para asegurar una mezcla completa.

5. Finalmente se determiné la densidad 6ptica a 450 nm.
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b) Determinacion de los niveles de apo M

. Fundamento

El ensayo emplea la técnica del ELISA tipo sandwich. En este, el Ac de

captura se encuentra unido a una fase solida. Los Ag en la muestra y el

Ac de captura se uniran para luego ser detectados por otro Ac marcado

con una enzima. (99

-
L

2
o

c
g
w

4 Los pocillos son 2 Se agrega la 3 El anticuerpo 4 La deteccion

recubiertos muestra y el de deteccion indirecta y la
previamente con 3I'IE}|I10 se une al conjugado se reaccion
el anticuerpo de anticuerpo de une al analito enzimatica son
captura. captura. inmovilizado. proporcionales
al analito.
Matriz de muestra Analito conjugado con ;
© o At ! W oiina * Sustrato enzimatico
o Unidn . Producto de reacoidn
# Anaito objetivo : ¥ viotina-estreptavidina : 7 coloreado
. Conjugado enzimatico
J" Aptitdeipe i ™ (AP/HRP)

Figura N°7: ELISA tipo sandwich.

Fuente: Adaptado de los autores Ghaffari y col. #® y Ramirez. (100)
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e Reactivos

Placa de ensayo
Estandar

Diluyente de muestra
Diluyente de ensayo A
Diluyente de ensayo B
Reactivo de deteccion A
Reactivo de deteccion B
Buffer de lavado
Sustrato

Solucién de parada

AN NN Y U N N N N N

Sellador de placas

e Procedimiento

Se procedié de acuerdo a lo indicado por el kit Human apoprotein M (apo
M) ELISA Kit (MyBioSource, CA, USA), de la siguiente manera:

1. Se afadi6é 100 uL de estandar, blanco y muestra por pocillo. Cubriendo
con el sellador de placas e incubé por 2 h a 37°C.

2. El liquido de cada pocillo se retir6, no se lavd. Posteriormente se
afiadié 100 pL de solucién de trabajo del reactivo de deteccién A a
cada pocillo. Luego, se cubrié con el sellador de placas. Se incubé
durante 1h a 37°C.

3. Cada pocillo se aspird y lavo, repitiendo el proceso tres veces para un
total de tres lavados. Con una pipeta multicanal se lavé cada pocillo
con el buffer de lavado (aproximadamente 400 pL) y se dejo reposar
por 2 minutos. Después del ultimo lavado se eliminé el buffer de lavado
restante y se invirtio la placa y se secdé con toallas de papel limpia.

4. A cada pocillo se anadieron 100 pL del reactivo de deteccion B. Se
cubrieron con el sellador de placas nuevo y se incubé por 1 h a 37°C.

5. El proceso de aspiracidon/lavado se repitio 5 veces de acuerdo al paso
3.
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6.

90 pL de solucion de sustrato se agregaron a cada pocillo. Se cubrid
con el sellador de placas nuevo e incubé 15 min a 37 ° C. Se protegid
de la luz.

Se anadieron 50 pyL de solucion de parada a cada pocillo y
posteriormente se determin6 densidad 6ptica de cada pocillo a la vez,

utilizando un lector de microplacas ajustado a 450 nm.

Determinacion de fetuina A

¢ Fundamento

Este kit se basé en la tecnologia de ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas tipo sandwich. El anticuerpo de captura se revistio

previamente en placas de 96 pocillos (MyBioSource, CA, USA).

e Reactivos

Buffer de lavado
Anticuerpo anti-AHSG
humano biotinilado
Complejo avidina-biotina-
Peroxidasa

Estandar humano AHSG

AN N N N NN
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e Procedimiento

—_—

Se agreg6 100 pL de estdandar o muestra a cada pocillo e incubd
durante 90 minutos a 37 °C. Paso de lavado: Aspirar y lavar las placas
2 veces.

2. Se agrego 100 uL de solucion de trabajo de anticuerpos marcados
con biotina a cada pocillo e incub6d durante 60 min a 37 °C. Paso de
lavado: Aspirar y lavar las placas 3 veces.

3. Se agreg6 100 pL de solucidén de trabajo e incubd por 30 min a 37 °C.
Paso de lavado: Aspirar y lavar las placas 5 veces.

4. Se agrego 90 pL de solucidn de sustrato TMB e incub$10-20 minutos
a37°C.

5. Se agregd 50 uL de soluciéon de parada y de forma inmediata se

realizo la lectura a 450nm en el lector de microplacas.

d) Determinacion de fetuina B

¢ Fundamento

Este ensayo empled la técnica de ELISA tipo sandwich. El anticuerpo

para fetuina B se recubrié en una microplaca previamente.

e Reactivos

Placa de ensayo recubierta
Estandar

Biotina-anticuerpo
HRP-avidina

Diluyente de biotina-anticuerpo
Diluyente HRP-avidina
Diluyente de muestra

tampdn de lavado

Sustrato TMB

Solucién de parada

A N N N Y N N NN
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Procedimiento

1. Se agregd 100 pyL de estandar o muestra a cada pocillo e incubd
durante 90 minutos a 37 °C. Paso de lavado: Aspirar y lavar las placas
2 veces.

2. Se agreg6 100 pL de solucion de trabajo de anticuerpos marcados
con biotina a cada pocillo e incub6 durante 60 min a 37 °C. Paso de
lavado: Aspirar y lavar las placas 3 veces.

3. Se agrego6 100 uL de solucion de trabajo se incubd por 30 min a 37
°C. Paso de lavado: Aspirar y lavar las placas 5 veces.

4. Se agreg6 90 pl de solucién de sustrato TMB e incub610-20 min a
37°C.

5. Se agrego 50 ul de solucion de parada y de forma inmediata se realizé

la lectura a 450 nm en el lector de microplacas.
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IV.5. Analisis estadistico

Para el analisis de datos, se utilizaron los siguientes softwares
estadisticos: “SPSS Statistics 25 y Graph Prism VXYZ”. Las variables
fueron divididas como cualitativas y cuantitativas, las primeras se
obtuvieron como frecuencia relativa, y las segundas, fueron presentadas
como media y desviacion estandar. Se usé la prueba Shapiro-Wilk para
determinar el tipo de test estadistico a aplicar. En el caso de las variables
cualitativas, como el caso de la variable género, el p-valor se determino
mediante la prueba de Chi-cuadrado. Asimismo, el p-valor de las variables
cuantitativas con distribucién normal (p-valor < 0.05) fue estimado por la
prueba t-Student, y aquellas con una distribucién no normal (p-valor >

0.05), fueron obtenidas por la prueba U. de Mann-Whitney.

Finalmente, para determinar la correlacion existente entre los valores
obtenidos de apo M y A5 y fetuina A y B, se aplico el coeficiente
correlacion de Pearson para variables que presentaron distribucion
normal, y la correlacién de Spearman, para las de distribucion no normal.
También se aplicaron estas pruebas para correlacionar los valores de
apolipoproteinas y fetuinas con las variables laboratoriales, con el fin de

obtener un enfoque hacia proximas investigaciones (101-2),
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V.

RESULTADOS

V.1.Caracteristicas clinicas y antropomeétricas

El presente estudio comprendié a un total de 40 personas, las cuales
fueron invitadas a participar de forma voluntaria y con previa autorizacion
por medio de un consentimiento informado. De los participantes, 10 fueron
incluidos al grupo control y 30 al grupo DLP, esto de acuerdo a sus
caracteristicas clinicas basadas en los criterios de inclusién y exclusion.
Las Caracteristicas clinicas y antropométricas (Tabla N°4) fueron
presentadas como media y desviacién estandar y estratificadas en tres:
Total, grupo Control y grupo DLP. Con respecto al género, la poblacion
total presenté un mayor porcentaje femenino (60.0%) en comparacion al
masculino (40.0%), se determin6 una diferencia significativa entre estos
(p< 0.0001).

En relacion a la edad, el grupo DLP presentd6 una edad mayor con
respecto al grupo Control (40.30 + 13.12 vs. 30.50 + 13.62; 0.031), cuyo

promedio en la poblacion total fue equivalente a 37.85 + 13.76.

Los resultados obtenidos de las caracteristicas antropométricas y clinicas
del grupo DLP mostraron valores de peso (p=0.055), IMC (p=0.012),
porcentaje de masa grasa (p=0.039), indice cintura/cadera (p=0.099) e
indice aterogénico (p=< 0.0001) mayores que el grupo Control. Por su
parte, el porcentaje de masa muscular (p=0.755) en el grupo Control fue
mayor que en el grupo DLP. Asimismo, no se encontré una diferencia
significativa en los valores de presion arterial sistdlica y diastdlica

(p=0.525y p=0.972, respectivamente).
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Tabla N°4: Caracteristicas clinicas y antropométricas

Variables Total Grupo Control Grupo DLP p-valor
{n=40} {n=10} {n=30}
Género
Femenino %(n) 60.0 (24) 60.0 (6) 60.0 (18) < 0.0001
Masculino %(n) 40.0 (16) 40.0 (4) 40.0 (12)
Edad (afios) 37.85+13.76 30.50 + 13.62 40.30 £ 13.12 0.0317
Talla (cm) 161.42 + 8.47 161.65 £ 9.20 161.34 £ 8.38 0.922"
Peso (Kg) 76.59 +16.49 67.15 + 16.31 79.73 + 15.56 0.055"
IMC (Kg/m?) 29.21+£4.95 25.56 £5.34 3042+ 4.25 0.012*
Masa grasa (%) 37.01 £ 8.91 33.33 £10.78 38.24 £ 8.03 0.039*
Masa muscular (%) 27.51 £5.07 28.80 +7.62 27.07 + 3.97 0.755%
ICC 0.93 £ 0.07 0.90 £+ 0.67 0.94 £+ 0.07 0.099"
Presion Sistolica 111.65 £ 14.08 112.40 £ 12.96 111.40 £ 14.64 0.525%
(mmHg)
Presion diastolica 67.83 £12.87 67.70 £10.72 67.87 £ 13.67 0_972*

(mmHg)

La distribucion se realizé mediante la prueba Shapiro-Wilk. El “p-valor” para los datos de

distribucién normal, se estimé mediante el test t-Student®, y para los que no, por U. de Mann-

Whitney*. El género se determino por Chi-cuadrado.

Se considera a un p-valor estadisticamente significativo cuando es < 0.05.

Fuente: Elaboracién propia
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En la evaluacion de criterios diagnosticos de la dislipidemia se determiné

una prevalencia de 83.3%

de hipercolesterolemia,

40.0%

de

hipertrigliceridemia, 73.3% de elevados niveles séricos de LDL y 66.7%

de valores por debajo de lo normal de HDL. (Tabla N°5).

Tabla N°5. Frecuencia de criterios diagnostico de dislipidemia

Criterios Si cumple No cumple
HDL % (n) 66.7 (25) 33.3 (5)
LDL% (n) 73.3 (22) 26.7 (8)
CT % (n) 83.3 (25) 16.7 (5)
TG % (n) 40.0 (12) 60.0 (18)

Abreviaturas: HDL: Lipoproteina de alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja

densidad, CT: Colesterol total, TG: Triglicéridos.

Fuente: Elaboracién propia

El analisis de las variables laboratoriales en la Tabla N°6 indican, de
acuerdo a los criterios de inclusién, una mayor concentracién de glucosa
(p= 0.002), insulina (p= 0.043), TG (p= 0.024), CT (p< 0.0001) y LDL (p<
0.0001) y VLDL (p= 0.024) en el grupo DLP. Por otro lado, los niveles
séricos de HDL (p= 0.111) en el grupo DLP fueron menores en

comparacioén al grupo Control.
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Tabla N°6. Analisis de variables laboratoriales de la poblacion de estudio

Variables Total Grupo Control Grupo DLP p-valor
{n=40} {n=10} {n=30}
Glucosa en ayunas (mg/dL) | 107.95 = 31.11 94.30 £ 4.83 112.50 £ 34.77 0.002*
Insulina (pU/ml) 13.82 £9.90 8.38 £ 8.12 15.64 +9.88 0.043"
TG (mg/dL) 150.43 +104.88 | 86.42+66.21 |171.77 £107.47 | (024"
CT (mg/dL) 210.62 +44.59 | 168.23 £23.42 | 224,75 +40.95 | < 0.0001*
HDL (mg/dL) 47.38 +10.57 51.23 £ 10.66 49.10 £ 10.41 0.111*
LDL (mg/dL) 133.16 £ 39.51 99.72 +26.58 | 144.31 £36.96 | <0.0001*
VLDL (mg/dL) 30.09 +20.98 17.28 £ 13.24 34.35 £ 21.49 0.024"

La distribucidn se realizé mediante la prueba Shapiro-Wilk. El “p-valor” para los datos de

distribucion normal, se estimo mediante t-Student*, y para los que no, por U. de Mann-Whitney™.

Se considera a un p-valor estadisticamente significativo cuando es < 0.05.

Por su parte,

Fuente: Elaboracién propia

los resultados obtenidos en el

analisis de

las

apolipoproteinas y fetuinas evidenciaron una mayor concentracion de apo

A5 (p=0.001) en el grupo Control con respecto al grupo DLP, al igual que

apo M (p=0.337) y fetuina A (p=0.557). Por el contrario, fetuina B

(p=0.472) presentdé menores niveles séricos con respecto al grupo

Control, siendo apo A5 el unico que demostro significancia (Tabla N°7).
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Tabla N°7. Andlisis de las apolipoproteinas M y A5 y fetuinas Ay B

Variables Total Grupo Control Grupo DLP p-valor
{n=40} {n=10} {n=30}

Apo M (ng/mL) 20.15+68.49 1.89+2.30 26.25+78.44 0.337

Apo A5 (ng/mL) 303.48 + 254 .10 567.80 £293.18 | 215.37 + 167.44 0.001+

Fetuina A (pg/mL) 85.46 + 71.55 73.75+58.94 89.37+75.78 0.557

Fetuina B (pg/mL) 103.21 £ 15.67 107.08 £ 17.67 101.92 £ 15.05 0.472*

La distribuciéon de los datos se determind utilizando la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Para

datos con distribuciéon normal el “p-valor” se estimd mediante la prueba t de Student®, y para los

que no, se realizd por medio de la prueba U. de Mann-Whitney*.

Se considera a un p-valor estadisticamente significativo cuando es < 0.05.

Fuente: Elaboracion propia

V.2. Correlacion entre parametros bioquimicos y niveles de apo M, apo
A5, fetuina A y fetuina B

La Tabla N°8 nos permite analizar la correlacion de las fetuinas y

apolipoproteinas estudiadas en el presente trabajo, frente a los

parametros bioquimicos. En esta se puede evidenciar las correlaciones

halladas en la poblacién, la cual se dividié en tres grupos: Total, grupo

Control y grupo DLP.
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Tabla N°8. Correlacion entre los niveles séricos de apo M, apo A5, fetuina A y fetuina B y los parametros bioquimicos

Grupo Total
Glucosa Insulina TG CT HDL LDL VLDL
Variables
r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor
Apo M 0.086 0.598 -0.194™ | 0.231 | -0.076™ | 0.641 0.269" | 0.093 0.0777 0.637 0.226" | 0.160 | -0.076™ 0.641
Apo A5 -0.113" 0.487 -0.194 | 0.230 | -0.064" [ 0.694 | -0.301 | 0.059 0.096"™ 0.556 | -0.306™ | 0.055 | -0.064" 0.694
Fetuina A | -0.029™ 0.858 -0.069" | 0.673 | -0.038" | 0.816 0.404 | 0.010 0.195™ 0.227 0.303* | 0.057 | -0.0387 0.816
Fetuina B | -0.043™ 0.793 -0.182 | 0.260 | -0.007" [ 0.966 | -0.207 | 0.200 | -0.024 | 0.881 | -0.170" | 0.295 [ -0.007" 0.966
Grupo Control
Glucosa Insulina TG CT HDL LDL VLDL
Variables
r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor
Apo M -0.241" 0.502 0.733" | 0.016 | -0.153" | 0.674 0.149" | 0.682 0.498™ 0.143 0.019" | 0.958 | -0.153™ 0.674
Apo A5 0.404' 0.247 -0.212 | 0.556 0.358™ | 0.310 0.430" | 0.214 | -0.212 | 0.556 0.709" | 0.022 0.358™ 0.310
Fetuina A | -0.171™ 0.636 0.718™ | 0.019 | -0.125" | 0.730 0.236" | 0.511 0.8427 0.002 | -0.127° | 0.726 | -0.125™ 0.730
FetuinaB | 0.3477 0.326 -0.559* | 0.093 0.255" | 0.476 0.036™ | 0.920 | -0.207"* | 0.567 0.067° | 0.854 0.255% 0.476
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Grupo dislipidémico

Glucosa Insulina TG CT HDL-c LDL-c VLDL-c
Variables
r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor
Apo M -0.1427 0.455 -0.292® [ 0.117 | -0.150™ | 0.429 | -0.008™ | 0.965 0.124" 0.514 | -0.031™ | 0.868 | -0.150" 0.429
Apo A5 0.215% 0.253 0.104' 0.586 0.3377 0.068 0.056™ 0.769 | -0.055" | 0.773 | -0.055" | 0.773 0.3377 0.068
Fetuina A | -0.087™ 0.647 -0.269® | 0.151 | -0.071™ | 0.710 0.415™ 0.023 0.098"™ 0.605 0.293* | 0.115 | -0.071™ 0.710
Fetuina B | -0.028™ 0.881 -0.006™ | 0.973 | -0.028" [ 0.882 | -0.219" | 0.245 0.024" 0.900 | -0.176™ | 0.351 | -0.028" 0.882

La correlacion se determiné mediante el coeficiente de correlacion de Spearman para variables no paramétricas™ y el coeficiente de correlaciéon

de Pearson para variables paramétricas'™.

Se considera a un p-valor estadisticamente significativo cuando es < 0.05.

Abreviaturas: r: coeficiente de correlacion; rp: coeficiente de correlacién de Pearson; rs: coeficiente de correlacion de Spearman.

Fuente: Elaboracién propia
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El analisis compara en primera instancia a apo M en el

(Figura N°8), observandose una ausencia de correlaciéon

pruebas bioquimicas.
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Figura N°8. Correlacion de apo M y parametros bioquimicos en el grupo Total. A: Apo M vs. glucosa. B:

Apo M vs. insulina. C: Apo M vs. triglicéridos. D: Apo M vs. colesterol total. E: Apo M vs. HDL. F: Apo

Mvs. LDL. G: Apo Mvs. VLDL.

Fuente: Elaboracién propia
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De manera similar se puede observar los resultados de correlacion en los

casos de apo A5 (Figura N°9) y fetuina B (Figura N°10), exceptuando a

la fetuina A (Figura N°11), donde se observa una correlacion positiva
moderada frente al CT (r= 0.404, p= 0.010).
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Fuente: Elaboracién propia
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Fuente: Elaboracién propia

45




400 < L
e B
3 A T
£ 300 . E 3004 .
~ .
ad ")
2 - R »
< 200 << 200
@
g *. Y E . .
3199 = < 100+ P e .
- [y
0 T T 1 a . a
0 100 200 300 hd T T T T 1
Glucosa (mg/mL) 0 10 20 30 40 %0
Insulina (uU/mL)
400 . 400 .
s Cc e D
-
E 300 . E 300 .
5 ™
= . 2 .
<< 200+ << 2004
) )
& ] ", & o ¥
= (] =1 (]
= 100 as & -
k3 100 _r:: .o - s k2 100 -’—’-0?"'_’_’.)'
Ve T ’ RrSe
u--l-l-|.'1-l-l-ﬁ“!-r|‘1+l-l'f'r'|'1-r"l‘1-l-l"l'ﬁ'r‘] ] bl -
. ] T T 1
0 200 400 600 (] 100 200 300 400
Triglicéridos (mg/dL) Colesterol total (mg/dL)
400 400 —
- .
e E _ F
—d —d
£ 3004 L E 300+ .
. ~
ol oh
e - 3 L]
< 200 <¢ 200
o o
= - = -
5 . - 5 o
% 100+ ,‘;,,/-i:‘-"/ﬂ. s 1007 N ¥ LS
L]
oo .‘&. .“.. - = .. "'.: o 1]
n a L ] b n . - A
- T T T 1 v T T I T 1
0 20 40 60 BO ] 50 100 150 200 250
HDL-¢ {mg/dL) LDL-¢ {mg/dL)
400 -
L]
- G
—_
E 200 .
5
\9 -
<< 200
~
= . »
< 100 .o
a Voo, * 2 .
[ -
o--ﬂgnwrmm‘j
0 50 100 150

VLDL-c (mg/dL}
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Fuente: Elaboracién propia

Con respecto al grupo Control, se determin6 una correlacion positiva alta

entre los niveles de apo M e insulina (r = 0.733, p = 0.016) (Figura N°12),
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B: Apo Mvs. insulina. C: Apo M vs. ftriglicéridos. D: Apo M vs. colesterol total. E: Apo M vs. HDL. F:
Apo M vs. LDL. G: ApoMyvs. VLDL.

Fuente: Elaboracion propia

apo A5 y LDL (r= 0.709, p= 0.022) (Figura N°13), fetuina A e insulina
(r=0.718, p=0.019), y fetuina A y HDL (r= 0.842, p= 0.002) (Figura N°14).
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Fuente: Elaboracién propia
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Por su parte, la correlacion determinada entre los niveles de fetuina B

con las pruebas bioquimicas en el grupo Control, no evidencié
significancia (Figura N°15).
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Figura N°15. Correlacion de fetuina B y parametros bioquimicos en el grupo Control. A: Fetuina B vs.

glucosa. B: Fetuina B vs. insulina. C: Fetuina B vs. triglicéridos. D: Fetuina B vs. colesterol total. E:

Fetuina B vs. HDL. F: Fetuina B vs. LDL. G: Fetuina B vs. VLDL.

Fuente: Elaboracién propia

En relacién al grupo DLP, este estuvo ausente de correlacion en el caso

de apo M (Figura N°16), apo A5 (Figura N°17) y fetuina B (Figura N°18).
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Fuente: Elaboracién propia
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Figura N°18. Correlacion de fetuina B y parametros bioquimicos en el grupo DLP. A: Fetuina
B vs. glucosa. B: Fetuina B vs. insulina. C: Fetuina B vs. triglicéridos. D: Fetuina B vs.
colesterol total. E: Fetuina B vs. HDL. F: Fetuina B vs. LDL. G: Fetuina B vs. VLDL.

Fuente: Elaboracién propia
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A diferencia de Fetuina A y CT (Figura N°19), donde se evidenci6 una

correlacién positiva moderada (r= 0.415, p= 0.023).
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Figura N°19. Correlacion de fetuina A y parametros bioquimicos en el grupo DLP. A: Fetuina A vs.
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Fuente: Elaboracién propia
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V.3.Correlacion entre los niveles séricos de apo My A5 y fetuina Ay B

Los resultados obtenidos a partir de la correlacion entre los niveles séricos
de apo M y A5 y fetuina A y B realizados en el grupo total (Figura N°20)
evidenciaron correlaciones no significativas negativas muy bajas entre los
valores de apo M y apo A5 (r=-0.196, p= 0.225), apo M y fetuina A (r= -
0.060, p=0.714), apo My fetuina B (r=-0.124, p=0.271), apo A5 y fetuina
A (r= -0.050, p= 0.761), y fetuina A y fetuina B (r= -0.046, p= 0.777),
mientras que entre apo A5 y fetuina B (r= -0.271, p= 0.090), se identifico

una correlacion negativa baja sin significancia (Tabla N°9).
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Figura N°20. Correlacién de apo M y A5 y fetuina Ay B en el grupo Total. A: Apo M vs. apo A5. B: Apo M
vs. fetuina A. C: Apo M vs. fetuina B. D: Apo A5 vs. fetuina A. E: Apo A5 vs. fetuina B. F: Fetuina A vs.

fetuina B.

Fuente: Elaboracién propia
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Por otra parte, se determiné en el grupo Control (Figura N°21) una
correlaciéon negativa muy baja no significativa entre los niveles de apo M
y apo A5 (r= -0.136, p= 0.709), una correlacion negativa baja no
significativa entre fetuina Ay B (r=-0.316, p=0.374 ) y apo A5 y fetuina A
(r=-0.321, p= 0.365), una correlacion positiva moderada no significativa
entre apo A5 y fetuina B (r= 0.426, p= 0.220), y una correlacidén negativa
moderada significativa entre fetuina B y apo M (r=-0.694, p= 0.026).
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Figura N°21. Correlacion de apo M y A5 y fetuina Ay B en el grupo Control. A: Apo M vs. apo A5. B: Apo
M vs. fetuina A. C: Apo M vs. fetuina B. D: Apo A5 vs. fetuina A. E: Apo A5 vs. fetuina B. F: Fetuina A vs.

fetuina B.

Fuente: Elaboracién propia
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Con respecto al grupo DLP (Figura N°22), sus resultados de correlaciéon

no mostraron significancia, pero se identificaron correlaciones positivas

muy bajas entre los valores de apo M y fetuina B (r= 0.067, p= 0.727), y

apo A5 y fetuina A (r=0.109, p= 0.567); correlaciones positivas bajas entre
fetuina A 'y B (r= -0.213, p= 0.258), y apo A5 y fetuina B (r= 0.205,
p=0.277), correlacién nula entre apo A5 y apo M (r=-0.002, p= 0.993), y

una correlacion negativa muy baja entre apo M y fetuina A (r= -0.086,
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Figura N°22. Correlacion de apo M y A5 y fetuina Ay B en el grupo DLP. A: Apo M vs. apo A5. B: Apo M
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Fuente: Elaboracién propia
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Tabla N°13: Correlacién entre los niveles séricos de apo My A5 y fetuina Ay B

Grupo Total
Apo M Apo A5 Fetuina A
Variables
r p-valor r p-valor r p-valor
Apo A5 -0.196" 0.225
Fetuina A -0.060™ 0.714 -0.050's 0.761
Fetuina B -0.124rs 0.446 0.271rs 0.090 0.046" 0.777
Grupo Control
Apo M Apo A5 Fetuina A
Variables
r p-valor r p-valor r p-valor
Apo A5 -0.136' 0.708
Fetuina A 0.395™ 0.259 -0.321's 0.365
Fetuina B -0.694rs 0.026 0.426' 0.220 -0.316" 0.374
Grupo DLP
Apo M Apo A5 Fetuina A
Variables
r p-valor r p-valor r p-valor
Apo A5 0.002rs 0.993
Fetuina A -0.086™ 0.653 0.109's 0.567
Fetuina B 0.067's 0.727 0.205's 0.277 0.213's 0.258

La correlaciéon se determind mediante el coeficiente de correlacion de Spearman para

variables no paramétricas' y el coeficiente de correlacion de Pearson para variables

paramétricas'™.

Se considera a un p-valor estadisticamente significativo cuando es < 0.05.

Fuente: Elaboracién propia
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VL.

DISCUSION

La dislipidemia es un trastorno metabdlico en los lipidos caracterizado por
alteraciones a nivel de la sintesis, degradacién y composicion de las
lipoproteinas, provocando cambios tanto cuantitativos como cualitativos en estas

(103-4). y como consecuencia, graves dafios en la salud de las personas.

De acuerdo a ello, los resultados obtenidos en el analisis caracterizaron a
nuestro grupo DLP como un grupo con IMC de 30.42 + 4.25, con un alto ICC
(0.94 £ 0.07), niveles por encima de sus valores normales de glucosa (112.50
34.77 mg/dL), insulina (15.64 + 9.88 plU/ml), TG (171.77 £ 107.47 mg/dL), CT
(224.75 + 40.95 mg/dL), LDL (144.31 + 36.96 mg/dL) y VLDL-c (34.35 + 21.49),
ademas de niveles mas bajos de HDL (49.10 £ 10.41 mg/dL) en comparacion al
grupo Control. De acuerdo a la literatura, estos valores son los que se esperan
al referirse a un paciente dislipidémico. Segun Halawani y col.“9), si bien la
dislipidemia puede darse por herencia genética, existen factores como el
alcoholismo, elevado IMC y altos valores de circunferencia de cintura, que se
asocian con la propension al desarrollo de esta enfermedad. Por su parte
Amanda & Robert (193) en su trabajo refieren a la obesidad y la DM2 como
predisponentes secundarios de la dislipidemia. Adicionalmente Vekic y col. (199,
sefalan a la resistencia a la insulina como principal vinculo entre obesidad y
dislipidemia, debido a que esta retrasa la depuracion de lipoproteinas ricas en

TG en el plasma, produciendo hipertrigliceridemia.

Respecto a apo A5, esta presentd una cierta tendencia a correlacionarse de
manera positiva y no significativa con los niveles de TG (r= 0.337, p< 0.068) y
VLDL (r= 0.337, p= 0.068). Segun May-Zhang y col. (1%) en un reciente estudio
que demuestra una alta correlacion entre los valores elevados de TG / apo A5,
los estudios de asociacion de todo el genoma indican consistentemente a apo
A5 como un regulador de los niveles de TG en plasma. A su vez, Doy col. (197
también mencionan que los portadores de una mutacion en el gen de apo A5
presentan mayores niveles de triglicéridos y a su vez un mayor riesgo de infarto
al miocardio. De acuerdo a Kim y col. (1% en un estudio realizado en Corea,

determinaron que entre las concentraciones de TG y apo A5 existe una
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correlaciéon negativa (r =-0.170, p <0.001). En correspondencia a lo anterior,
Zhao y col. 199 determinaron en una poblacion femenina que los valores de TG/
apo A5 poseen una correlacion negativa (r=-0.496, p= 0.001), lo que se
fundamenta por Schaap y col. 19 donde mencionan a apo A5 como un
estimulador potente de la actividad de LPL, dando como consecuencia una
disminucién en los niveles de TG. O’Brien y col. 119 suman a este posible
mecanismo, mencionado a apo A5 como un inhibidor de la produccién de VLDL-
TG y estimulador de la hidrdlisis de VLDL-TG mediada por LPL.

En cuanto a la correlacion positiva entre apo A5 y LDL (r= 0.709, p= 0.022)
hallada en el grupo control, Kim y col.1%) en su estudio, determinaron una
correlacion positiva entre la concentracion de apo A5 y el tamano de particula de
LDL (r= 0.193, p <0.001), teniendo en cuenta que las LDL pequenas y densas
tienden a oxidarse, resultado que Kim y col."") también reportaron en su estudio,
pacientes normotrigliceridémicos que evidenciaron una correlacién positiva con
el tamafio de particula de LDL (r=0.117, p <0.001). Zhao y col. (%) por su parte,
en un estudio realizado en China, no encontraron una correlacién significativa
entre la concentracion de apo A5 y LDL tanto en varones como en mujeres, a
diferencia de lo evidenciado en nuestros resultados. Con respecto a la
correlacion entre apo A5 con apo M y Fetuina A y B, no se determin6 una

correlaciéon con significancia.

En relacién a fetuina A, si bien los resultados muestran que la fetuina A es mayor
en el grupo DLP en comparacion al grupo control, la dispersion de los datos no
permite que sea estadisticamente significativa, sin embargo, la correlacién
existente entre la fetuina A y la insulina en el grupo control (r= 0.718, p= 0.019)
indicaria un comportamiento muy particular de esta hepatocina. Fatima y col. (%6
también estudiaron la correlaciéon de la fetuina A con la insulina, con la diferencia
de un grupo de estudio caracterizado por la DM2, encontrando una baja
correlacion entre estas moléculas (r= 0.227, p <0.001). Otra diferencia importante
es la caracterizacién del grupo de estudio, siendo la dislipidemia el factor
diferenciador, esta caracteristica es resaltada debido a que Fatima y col.(33
estipulan que niveles elevados de fetuina A podrian ser responsables de instigar

la aterosclerosis al causar un perfil de lipidos aterogénicos, por lo que se puede
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intuir que ante condiciones fisiolégicas normales, los valores de fetuina A serian
estables y con un comportamiento lineal como respuesta ante cambios leves de
lipidos en sangre, caso contrario una desregulacion puede evitar estudiar esta
molécula adecuadamente. Este comportamiento en la fetuina A también se
sustenta por lo expuesto por Khadir y col. 112, donde estudiaron la concentracion
de esta proteina en plasma y en células del tejido adiposo subcutaneo (TAS) en
sujetos obesos diabéticos y no diabéticos, encontrando en primera instancia que
los niveles plasmaticos de fetuina A no se ven afectados por la diabetes en los
obesos, sin embargo las células del TAS mostraron concentraciones claramente
mas altas en el grupo de obesos diabéticos, pero el analisis de ARN y RT-PCR
(Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) realizado en el
mismo estudio reveld que la concentracion elevada de fetuina A no correspondia
a una sintesis intracelular sino que procede de fuentes externas al TAS, por lo
que se infiere que el tejido adiposo es capaz de captar la fetuina A circulante
como mecanismo de regulacion. De acuerdo a la literatura la fetuina A es un
inhibidor del receptor de insulina tirosina quinasa y el receptor tipo Toll 4 en el
higado y las células musculares, cumpliendo la funcion de suprimir la
sefializacion de insulina y estimular las vias de sefializacion inflamatorias (113-9),
una caracteristica observada también en el estudio de Kurnaz y col. (118 en la
cual establecen que los glucocorticoides pueden inducir indirectamente la
resistencia a la insulina al aumentar el nivel de fetuina A. Adicionalmente Jirak y
col.M7) informaron que la fetuina A se puede considerar como un biomarcador
predictivo temprano para el diagndstico de trastornos metabdlicos asociados con
la resistencia a la insulina al causar la inhibicion del sustrato del receptor de
insulina (SRI) que conduce a la inhibicion del transportador de glucosa tipo 4
(GLUT-4). Por lo que nuestros resultados sumados a la bibliografia existente
permiten un mejor entendimiento de esta proteina y de su importancia en

patologias como la dislipidemia.

Hasta la fecha, los datos son muy contradictorios sobre la asociacion directa de
la fetuina A con el HDL, si bien nuestros datos de correlacion (r =0.842, p= 0.002)
son aparentemente opuestos a los obtenidos en estudios como los realizados
por Shim y col. (18 (r=-0.236, p=0.019), Ishibashi y col. 1% (r=-0.191, p <0.001)

y Yin y col.(20) (r = -0.18, p <0.05), estudios en donde se puede observar una
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correlacién negativa; también son coherentes a los expuestos por Lérincz y
col.(?) (r= 0.22, p= 0.02) e Ismail y col.(?") (r= 0.632; p= 0.020), en los que se
puede observar una correlacion positiva, por o que no se podria asegurar que
exista una relacién causal entre estas dos moléculas. De manera similar la
correlacion encontrada entre la fetuina A y CT en nuestro estudio (r= 0.404, p=
0.010) es coherente con lo mostrado por Liu y col. 122 (r=0.184, p<0.01), sin
embargo, en diversos estudios estuvo ausente de correlacion (11821 Estos
resultados aparentemente inconsistentes pueden ser explicados por lo
expresado en el estudio de Almarashda y col. ('?®) quienes concluyen que los
niveles de fetuina A pueden alterar el perfil lipidico, ademas nuestro estudio tiene
la particularidad de un grupo de estudio dislipidémico, independiente de otros

factores como la obesidad y la DM2, siendo el primer estudio de esta indole.

Aunque los resultados de correlacion de la fetuina B con los parametros
bioquimicos no muestran valores estadisticamente significativos, es la unica
hepatocina que ha mostrado correlacion con apo M (r= -0.694, p= 0.026),
correlacion que no ha sido reportado en otros estudios hasta la actualidad, sin
embargo, se puede explicar esta conexidon por medio de sus implicancias en el
metabolismo y diversas enfermedades como la DM2, higado graso no alcohdlico,
dislipidemias, entre otros. La fetuina B es una hepatocina recientemente
estudiada y esta asociada con diversas afecciones metabdlicas. Wang y col. 41
realizaron un estudio sobre la asociacion de la fetuina B y los triglicéridos
intrahepaticos, encontrando que se presentaron valores mas elevados de estas
dos moléculas (fetuina B y TG) en personas con la enfermedad del higado graso
no alcohdlico. Meex y col. (124 establecieron que los niveles de fetuina B se
encuentran aumentados en pacientes con esteatosis y pacientes con DM2. Otro
estudio realizado por Xue y col. 42 determiné que los niveles séricos de fetuina
B estan elevados en mujeres con sindrome metabdlico y eso esta relacionado
con el metabolismo de la glucosa, los lipidos y la resistencia a la insulina. Apo M
es un miembro de la superfamilia lipocalina, que tiene diferentes funciones en la
construccion y el transporte de lipidos (125, Xu y col. (126) gbservaron que entre
ratones con diabetes secundaria al tratamiento con aloxano, los niveles de
ARNmM de apo M hepatica y apo M en plasma se redujeron en un 70 % y un 40

% respectivamente, lo que indica que la apo M esta disminuida en modelos de
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diabetes generalizada. Wolfrum y col. (1?27} también demostraron que el
silenciamiento del gen apo M disminuyo los niveles de HDL en un 25%, lo que
resulté en una falta de pre-p HDL, lo que indica que la apo M desempefia un
papel fundamental en la formacion de pre-p HDL, lo que contribuye a la accién

vasculoprotectora del HDL (128),

Apo M también es el transportador de esfingosina-1-fosfato (S1P) en las
lipoproteinas (26). Ademas, en otro estudio se demostré que el HDL en pacientes
con DM2 pierde la capacidad de mantener una funciéon endotelial adecuada,
posiblemente como resultado de la pérdida de S1P, y podria contribuir al
desarrollo de complicaciones diabéticas (129, La apo M ademas de su estrecha
relacion con la HDL también esta implicada con la liberacién de insulina y una
mayor tolerancia a la glucosa, lo cual es coherente a la correlacion positiva entre
la apo My la insulina encontrada en nuestro estudio (r= 0.733, p= 0.016), Yu y
col.39 realizaron un estudio usando modelos de rata goto-kakizaki, llegando a
la conclusion de que la sobreexpresién de apo M podria mejorar la via del
receptor de insulina (deteriorada en este modelo de ratas), permitiendo que la
insulina se una a los receptores de insulina en el tejido muscular, facilitando asi
la entrada de glucosa en el musculo y su utilizacion completa. Contrariamente Li
y col. 83, encontraron entre estas dos moléculas una correlacion negativa (r =
-0.53, p < 0.05) en pacientes obesos, ademas de que el nivel de apo M mostré
una correlacion positiva con el nivel de HDL (r= 0.57, p < 0.05) tanto en pacientes

obesos como no obesos.

Si bien los estudios han mostrado que tanto la fetuina A como la apo M tienen
relacion con la insulina y el HDL, nuestro estudio no mostré una correlacion
directa entre estos dos, lo que nos lleva a deducir que estas proteinas se rigen
por mecanismos independientes entre si, e igualmente no se ha reportado
estudios de correlacion de estas proteinas por lo que no es posible su

comparaciéon con otros modelos estadisticos.

Finalmente, el estudio permite un mejor entendimiento de las hepatocinas y
apolipoproteinas, y su interacciéon frente a un perfil lipidico considerado

patoldgico. Sin embargo, los resultados presentados deben ser corroborados en
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estudios poblacionales con el fin de disminuir el error sistematico e incluir la
medicion de otros marcadores como la adiponectina, marcadores de inflamacién
cronica, entre otros. Asi mismo incluir estudios de expresion génica de estos
biomarcadores y el estudio de polimorfismos a fin de establecer correlacion con
enfermedades metabdlicas como la DM2, higado graso no alcohdlico, resistencia

a la insulina, obesidad, y enfermedades cardiovasculares.

El presente estudio pretende iniciar el estudio de estos biomarcadores en la
poblacién peruana, debido a que contamos con una amplia diversidad genética
y una alta prevalencia de enfermedades metabdlicas, lo cual podria ayudar en
formas predictivas de detectar diversas enfermedades a fin de precisar un

tratamiento efectivo al paciente.
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VIL.

CONCLUSIONES

Se determiné el perfil lipidico de los pacientes (40 personas),

encontrandose 30 pacientes con dislipidemia.

Se analizé6 los parametros de glucosa (Glu) e insulina (Ins),
encontrandose un valor medio mayor en el grupo dislipidémico (Glu =
112.50 + 34.77; Ins = 15.64 + 9.88) que el grupo control (Glu = 94.30 %
4.83; Ins = 8.38 £ 8.12) y con un p-valor estadisticamente significativo (Glu
=0.002; Ins = 0.043)

Se determind los valores de las apolipoproteinas estudiadas, encontrando
una menor concentracion de apo A5 en el grupo dislipidémico con
respecto al grupo control, asi como valores mas altos de apo M en el

mismo grupo.

Se determind los valores de las fetuinas, encontrando valores mas altos
de fetuina A en el grupo dislipidémico y contrariamente a la media de la

fetuina B, que mostré valores mas bajos en este grupo.

La correlacidn entre los niveles de apo M y A5 con los niveles de fetuina
Ay B en pacientes dislipidémicos no presenté significancia, a diferencia
del grupo Control, donde se identificé una correlacion negativa moderada
significativa entre los niveles de fetuina B y apo M, esto respaldado
mediante estudios que muestran el comportamiento inversamente

proporcional entre estas moléculas.
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VIIL.

RECOMENDACIONES

e FEl estudio se realizé sobre una comunidad de Canto Chico en el distrito

de San Juan de Lurigancho, la cual presenta a una poblacion reducida,
por lo que se debe realizar un estudio sobre varios puntos en las regiones
del Peru para obtener una muestra mas representativa de nuestra
poblacion peruana.

Existen otras apolipoproteinas relacionadas con el metabolismo lipidico
que podrian enriquecer los resultados del presente estudio, para los
cuales se requiere una mayor inversion econdémica debido al alto costo de
las pruebas.

El método de ELISA requiere de procedimientos relativamente largos por
lo que las muestras deben ser alicuotadas dependiendo de la cantidad de
pruebas que se debe realizar, siempre que se congelen para analisis
posteriores, esto evitara la destruccion de los metabolitos de interés por

el proceso de congelacion-descongelacion.
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ANEXO Il. Consentimiento Informado

A. INFORMACION

Le invitamos cordialmente a participar en la investigacion del
“Determinacion de la correlacion entre los niveles de apo A5y M con
los niveles de fetuina A y B en pacientes dislipidémicos”, realizado
por los tesistas de pregrado Casqui Ccapcha, Alexandra y Fernandez
Salazar, Jordan Alexander; integrantes del grupo de investigacion:
Metabolismo y uso de Omicas en el estudio del Sindrome Metabdlico,
Obesidad y Diabetes (METOSMOD) y estudiantes de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

La dislipidemia se caracteriza por la alteracion de sustancias como
colesterol, LDL-colesterol, HDL-colesterol y triglicéridos. Entre sus causas
directas se encuentran las anormalidades genéticas, desequilibrios
ambientales, estilos de vida o ser la consecuencia de otras enfermedades

(Diabetes Mellitus, hipotiroidismo, entre otras).

Por otra parte, el higado es un 6rgano importante en el metabolismo de
cada persona, capaces de secretar sustancias conocidas como
hepatocinas (fetuina A y fetuina B) y lipoproteinas (apo A5 y apo M), las
cuales se encargan de regular el exceso o disminucidn de grasa en sangre
y en diferentes tejidos. Sin embargo, su correlacion no esta claramente
definida.

Por lo que nuestro objetivo es determinar la correlacion que existe entre
los niveles de apo A5 y apo M con los niveles de fetuina Ay B en pacientes
dislipidémicos, y de esta manera poder contribuir en la busqueda de
posibles biomarcadores para el diagnéstico temprano de dislipidemia, de
ese modo poder contrarrestar los efectos adversos provocados por este
padecimiento, tales como la aterosclerosis, enfermedad coronaria,

accidente cerebrovascular (ACV) e hipertension arterial.
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El presente estudio es descriptivo, observacional, prospectivo vy

transversal, y estamos invitando a participar en este estudio de

investigacion a las personas que cumplan con los siguientes requisitos:
a. Hombres y mujeres de la Asociacion vecinal Canto Chico Mz D,

pueblo joven Canto Chico, del distrito de San Juan de Lurigancho.

Para esto usted debera:

- Estar en ayuno de 8-12 horas.
- No estar tomando medicamentos o haber tomado medicamentos
por lo menos 1 mes antes del inicio del estudio.

- Cumplir con al menos una de las siguientes caracteristicas:

Variables Criterio diagnostico

HDL e Varones: <40 mg/dL
e Mujeres: <50 mg/dL

LDL e >130 mg/dL
CT e >200 mg/dL
TG e >150 mg/dl

Se considera al paciente como dislipidémico si se cumple cualquiera de los criterios.
Abreviaturas: HDL: Lipoproteina de alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja
densidad, CT: Colesterol total, TG: Triglicéridos.

Fuente: Guia Técnica peruana: Guia de Préactica Clinica para el diagnéstico,

tratamiento y control de la enfermedad hipertensiva

Para la realizacion del proyecto requerimos su participacion en las

siguientes actividades:
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A) Responder un cuestionario, de 36 preguntas, que sera utilizado como

instrumento de medicién de variables, y considera:

° Datos generales: nombre completo, sexo, edad, DNI, fecha de
nacimiento, numero telefénico, lugar de nacimiento, distrito actual,

provincia actual, y direccion.

° Actividad fisica.

° Habitos alimenticios.

. Salud y bienestar.

B) Mediciones antropomeétricas: Talla y peso.
C) Medicion de presion arterial

D) Examenes de sangre: Extraccion de 8 mL de sangre, equivalente a 2
cucharaditas (usted tiene en su cuerpo una cantidad de sangre

equivalente a 1000 cucharaditas), para la determinacion de:

e Perfil lipidico (colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL,
triglicéridos).

e Niveles de apo A5, apo M, fetuina Ay fetuina B.

La extraccion de sangre sera realizada por el personal del Servicio
Academico Asistencial de Analisis Clinico (SAAAC) - Facultad de
Farmacia y Bioquimica; UNMSM.

Es importante sehalar que su participacion es voluntaria y que la

informacion obtenida es de caracter confidencial y los resultados

finales respetaran el anonimato de los participantes.

Asimismo, se les informara a los participantes sobre los resultados o

cualquier hallazgo importante identificado durante la investigacion y que
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pudiera repercutir en su salud mediante via telefonica o correo electrénico
proporcionado por el mismo participante en el CUESTIONARIO posterior.
También tiene el derecho de guardar una copia de este documento

después de que lo firme.

Si tiene alguna pregunta adicional acerca del estudio, por favor siéntase

libre de consultar a:

- Dra. Gloria Gordillo al teléfono 992406281
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B. Consentimiento informado

Yo, (nombre vy
apellidos) con
DNI: , he leido y comprendido la informacion

anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria.

He hablado con:

(Nombre del investigador o colaborador del grupo de investigacion)

He sido informado, entiendo y autorizo a los autores que los datos
obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines
cientificos en las condiciones detalladas en la hoja informativa.

Aceptando asi participar voluntariamente de esta investigacion.

Firma del participante: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:

Huella Digital del participante
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ANEXO Illl. Encuesta

2% M
s ‘ii.—‘\ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
\: gql; FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
gi':ﬂ'f o ENCUESTA - “METOSMOD”

Determinacion de la correlacion entre los niveles de apo A5 y apo M con los

niveles de fetuina A y B en pacientes dislipidémicos

L DATOS GENERALES

Nombres y apellidos:

Edad: Sexo: MD F D DNI:

Fecha de nacimiento: Lugar de nacimiento: Distrito actual:

Provincia actual: Direccion: Teléfono:
INSTRUCCIONES:

Responda de manera objetiva las preguntas de opcion multiple marcando el nimero
que usted crea conveniente, siendo:

1 2 3 4 5

Nunca Casi nunca Algunas veces | Con frecuencia Siempre

1.  ACTIVIDAD FISICA

1. &,Con qué frecuencia realiza actividad 1|:| 2:' 3 D 4 |:| 5|:|

fisica?

|:| Baile
[] Caminata
|:] Correr

1. 7 Qué tipo de actividad fisi liza?
£Queé tipo de actividad fisica realiza |:| Gifriasio

[] nA
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|:| Menos de 1 hora
|:| Entre 1-2 horas

1. ¢ Cuanto tiempo del dia permanece
[ ] Entre 2-4 horas
sentado?
[ ] Entre 4-6 horas
D Mas de 6 horas
|:| Menos de 2 hora
[] Entre 2-4 horas
1. ¢ Cuantas horas duerme al dia? [_] Entre 4-6 horas

|:| Entre 6-8 horas
|:| Mas de 8 horas

L. HABITOS ALIMENTICIOS

5. ;Con qué frecuencia consume gaseosas? 1:’ 2 |:| 3 D 4 |:| 5 |:|
6. ; Con qué frecuencia consume postres?

e " 10 200+« ds O
(Pasteles, crema volteada, budin, etc.)
7. ;Con qué frecuencia consume comidas con alto
contenido en grasas? (arroz Chaufa, pollo a la 1|:| 2 |:| 3 I:] 4 I:l 5 |:|
brasa, etc.)
8. ;. Con qué frecuencia consume suplementos

e i ] 2] 3[4 s [
para adelgazar?
9. ;Con qué frecuencia consume carne roja? 1|:| 2 D 3 D 4 |:| 5 D
10. ;Con qué frecuencia consume carne blanca? 1|:| 2 E’ 3 D 4 |:| 5 D
11. ;Con qué frecuencia consume grasas
insaturadas? (aceite de oliva, almendra, girasol, 1[’ 2 I:I 3 D 4 |:| 5 D
etc.)
12. ;Con qué frecuencia consume frutos secos?

1 2 3 4 5
(pecanas, almendras, castafia, etc.) |:| D D |:| D
13. ;Con qué frecuencia consume frutas? 1|:| 2 |:| 3 D 4 D 5 D
14. ;Con qué frecuencia consume verduras? 1D 2 |:| 3 D 4 E’ 5 D
15. ;Cumple con las tres comidas al dia? 1|:| 2 |:| 3 D 4 |:| 5 D
16. ;Con qué frecuencia desayuna? 1|:| 2 |:| 3 I:] 4 |:| 5 |:|
17. ;Con qué frecuencia almuerza? 1|:| 2 |:| 3 D 4 D 5 D
- : - N

18. ;Con qué frecuencia cena? 1|:| 2|:| 3 |:| 4 D 5 D

Iv. SALUD Y BIENESTAR

19. ;Usted ha tenido o tiene problemas de

colesterol?

20. ;Con qué frecuencia fuma?

21. ;Con qué frecuencia consume alcohol?
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22. ; Esta usted tomando algin medicamento

actualmente?

si[] No[]

Especifique:

23. ;Esta tomando algun medicamento para

adelgazar?

st No[]

24. ; Toma usted corticoides? (Cortisona,

prednisona, otros)

sil_] w~o[_]

25. ;Toma usted algun medicamento diurético?

(Furosemida, espironolactona, otros)

si[ ] N[ ]

26. ; Toma usted estrégenos?

si[ ] No[ ]

27. Sufre usted de:

|:| Diabetes

|:| Enfermedades cardiovasculares

Especifique:

|:| Problemas de tircides
Especifique:

[ ] Enfermedades hepaticas
Especifique:

|:| Enfermedades renales
Especifique:

|:| Ninguna enfermedad
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28. Tiene familiares que padecen de:

Especifique el grado de consanguinidad (Ejemplo:

Padre, abuelo, etc.)

D Diabetes

|:| Enfermedades cardiovasculares

Especifique:

[ ]Problemas de firoides
Especifique:

[ ]Enfermedades hepaticas
Especifique:

L]

Enfermedades renales

Especifique:

|:|Ninguna enfermedad
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ANEXO IV. Campana de recolecciéon de muestras

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXO V. Determinacion del perfil lipidico

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXO VI. Determinacién de niveles de apolipoproteinas A5y My
fetuinas Ay B

Fuente: Elaboracién propia
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Fuente: Elaboracién propia
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