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| Resumen

En afos recientes el estudio de las pequefas y densas particulas de colesterol de
baja densidad (sd-LDL) ha cobrado importancia debido que estos complejos se
encuentran en mayores concentraciones en personas con elevado riesgo
cardiovascular, ya sea por dislipidemia o por complicaciones de otras enfermedades
como la diabetes mellitus (DM). La cuantificacion de estas lipoproteinas permite
estimar mejor el riesgo cardiovascular; sin embargo, se desconoce como se
encuentran conformadas y su implicacién fisiopatoldgica en el desarrollo de estos
padecimientos. Se ha observado que, al existir deficiencias de insulina las sd-LDL
aumentan su concentracién, aunque no se sabe a detalle cual es la via por la cual
son sintetizadas ni su composicion proteica. El estudio de las proteinas que
conforman estos complejos resulta de gran importancia para determinar como
interactuan en el metabolismo para poder hallar una correlacion entre su presencia
y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Las herramientas protedmicas
permiten estudiar a un conjunto de proteinas en cierto momento, para ello se utilizan
técnicas como la cromatografia, la espectrometria de masas y los ensayos de doble
dimensién para la separacion e identificacion de las proteinas de interés, asi como
de sus isoformas. Los estudios de las sd-LDL se han enfocado en la asociacién de
las concentraciones de estas con el riesgo cardiovascular, por lo cual la evaluacion
de las proteinas que contienen podria ayudar a generar herramientas para el
diagnostico y posibles dianas terapéuticas de enfermedades cardiovasculares. Los
ensayos protedmicos mencionados poseen la desventaja de requerir de equipos
costosos, por lo que en el presente proyecto se estandarizé un método de doble
dimensién a partir de un sistema de mini geles para la evaluacion del perfil
protedbmico de las sd-LDL. La separacion de los complejos lipoproteicos de la
primera dimension se baso en la capacidad de migracidén de las sd-LDL en geles
nativos por su densidad en regiones especificas, para que a partir de esas zonas
en el gel recuperar dichos complejos y realizar un ensayo de doble dimension en
condiciones desnaturalizantes para observar las fracciones proteicas presentes. El
perfil proteébmico obtenido por la metodologia estandarizada en el presente trabajo
permitié la visualizacion de al menos 7 bandas proteicas con pesos de entre 55 y



240 kDa. Al probar la metodologia estandarizada con muestras de personas con
DM y compararlo con el perfil de individuos con valores lipidicos normales se
encontraron cambios en la presencia de algunas bandas proteicas, resaltando la
variacion de intensidad en las bandas P>250 y P95, asi como la presencia de una
banda de aproximadamente 36 kDa (P36) en personas con DM. Estas variaciones
en la presencia o ausencia de las bandas y su intensidad sugieren el posible
intercambio y agregacion de proteinas no estructurales a las sd-LDL bajo ciertas
condiciones no fisioldgicas, en este caso a periodos de hiperglucemia, lo cual las

convierte en potenciales biomarcadores.



Il Introduccién
1.1 Antecedentes
1.1 Composicion de los complejos lipoproteicos

Las lipoproteinas son complejos que se encargan de transportar lipidos insolubles
sintetizados en diversos tejidos hacia otros donde pueden ser metabolizados o
almacenados.” Se encuentran conformadas por moléculas hidrofobicas en el
nucleo, particularmente triglicéridos y ésteres de colesterol, estabilizados por
fosfolipidos, colesterol no esterificado y proteinas (figura 1).' Se dividen en
diferentes familias que difieren entre si en las concentraciones de las particulas que
las conforman, asi como de las proteinas que contienen. Son capaces de reconocer
receptores especificos y sufren diversas modificaciones en los tejidos, ademas de
que pueden ser reutilizadas dependiendo del tipo de lipoproteina.?? También se
encuentran implicadas en el metabolismo de lipidos, mecanismos de inflamacion,
entre otros. Los altos niveles de colesterol asociado a las lipoproteinas de baja
densidad (LDL-c) y un bajo nivel de colesterol asociado a lipoproteinas de alta
densidad (HDL-c) son relacionados con riesgo cardiovascular. '#

La parte proteica de las lipoproteinas se denominan apoproteinas o
apolipoproteinas. Son importantes constituyentes de las lipoproteinas debido a que
juegan un rol importante en el transporte de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos y
ciertos tipos de vitaminas no solubles a través del intestino, higado y tejidos
periféricos.® Las apoproteinas presentes en los complejos lipoproteicos pueden ser
de dos tipos: integrales o periféricas. Las primeras se encuentran unidas a las
membranas de las lipoproteinas de forma constitutiva, mientras que las segundas a
pesar de encontrarse en la superficie de los complejos pueden ser intercambiadas

de un complejo a otro.®
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Figura 1. Estructura de las lipoproteinas. Las lipoproteinas cuentan con un
nucleo compuesto de colesterol esterificado y triglicéridos. Su membrana se
conforma de fosfolipidos y apoproteinas que se encargan de reconocer receptores
especificos y dar soporte a la estructura.’

1.1.2 Familias de lipoproteinas y su rol en el metabolismo de lipidos
1.1.2.1 Quilomicrones (CM)

Son particulas con altas concentraciones de triglicéridos (TG), en su mayoria
provenientes de la ingesta, suelen ser transportados a tejidos periféricos y al higado.
Poseen un diametro de entre 100 y 1200 nm. Contienen apoproteinas como la A-l,
A-ll, A-IV, A-V, B48, C-II, C-lll y E. La ApoB-48 se caracteriza por ser el centro
estructural, encontrandose presente una sola en cada quilomicron. El tamafio de
estas lipoproteinas depende de la cantidad de grasa que se ingiere de la dieta diaria.
La remocion de los triglicéridos de los quilomicrones da como resultado una

molécula con mayor contenido de colesterol incrementando el riesgo aterogénico.”8



I.1.2.2 Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)

Son particulas producidas por el higado ricas en triglicéridos, cuyo diametro de 45-
100 nm. Contienen apoproteinas como B-100, C-I, C-Il, C-lll y E. Cada particula de
VLDL posee una molécula de ApoB-100, siendo esta su principal componente
estructural. Al igual que los quilomicrones su tamafo varia dependiendo de la
cantidad de triglicéridos que posean. Al perder triglicéridos estas moléculas se
convierten en lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), siendo estas particulas

pro aterogénicas’:®
1.1.2.3 Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

Las LDL son una fraccion de lipoproteinas heterogéneas que poseen una densidad
de entre 1.006 y 1.063 g/mL, incluyendo a las IDL. En su membrana poseen una
ApoB-100. Son las principales transportadoras de colesterol y se les considera el
grupo mas aterogénico.®-'" Las LDL poseen distintas subfracciones que difieren

entre si en tamano, carga, densidad y su composicion quimica. %12,

La ApoB-100 presente en la membrana de las LDL posee una cadena de 4536
residuos de aminoacidos. Contiene aproximadamente el 5% de carbohidratos en su

estructura incluidos la manosa, galactosa, xilosa y acido sidlico.®
1.1.2.4 Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las HDL son un grupo heterogéneo de particulas con diferente densidad, tamafio,
movilidad electroforética y contenido de apoproteinas. En su membrana poseen
apoproteinas como ApoA-l y ApoA-ll, las cuales son requeridas para la correcta
biosintesis de las HDL. ApoA-| es sintetizado en el higado y en el intestino; es la
proteina de mayor cantidad en las HDL. ApoA-Il se sintetiza en el higado y conforma
el 20% de las proteinas de las HDL, encontrandose presente en dos tercios del total
particulas de HDL, siendo estas apoproteinas integrales.’® También poseen
apoproteinas periféricas como ApoC y apoE altamente intercambiables entre las
HDL, CMy VLDL.



Estas lipoproteinas juegan un papel importante en el transporte de colesterol,
teniendo propiedades biolégicas que generan proteccidn contra enfermedades
cardiovasculares. Se ha reportado que inhiben la generacion de lipidos
proinflamatorios asi como la expresiéon de moléculas de adhesion en las células

endoteliales.’
1.1.3 Implicaciones de las lipoproteinas en el metabolismo.

Los CM se encargan de recoger las grasas del intestino provenientes de la dieta, el
reconocimiento de este proceso es gracias a la ApoB-48. Los triglicéridos
contenidos en el nucleo de los CM son hidrolizados en acidos grasos y glicerol por
medio de la lipoproteina lipasa con apoC-Il como cofactor, produciendo remanentes
de los quilomicrones, complejos de menor tamafo. El higado se encarga de
reconocer estos remanentes y de removerlos, con este paso se da por finalizado el
transporte exdégeno de la grasa. Con respecto a la parte endogena del transporte de
grasa, el higado se encarga de sintetizar y secretar a los complejos de VLDL ricos
en triglicéridos, los cuales poseen en su membrana a la ApoB-100. En el plasma,
los triglicéridos transportados por las VLDL son degradados a acidos grasos libres
y colesterol por la lipasa utilizando a ApoC-Il como cofactor. Los remanentes de
VLDL pasan a IDL. Algunas particulas IDL se remueven por medio de la interaccion
de ApoE con el receptor de LDL en la superficie del higado. Los triglicéridos
contenidos a en las IDL pueden ser hidrolizados por la lipasa hepatica, produciendo
complejos de LDL. Estos ultimos son removidos por medio de la interaccion de
ApoB-100 con el receptor de LDL. %1114

En el caso de las HDL, estas se producen en el higado y el intestino, conteniendo
en su membrana principalmente ApoA-I. Las HDL recién generadas interaccionan
con células periféricas para recolectar colesterol no esterificado, dando lugar a los
HDL maduras. Este colesterol es transportado al higado y transferido a lipoproteinas
que contengan a ApoB en su superficie por medio de la proteina transportadora de
colesterol esterificado (CETP).'



Cualquier desbalance entre la ingesta de calorias o en el transporte de lipidos en el
organismo genera anormalidades en el perfil lipidico de las personas, dando lugar
a distintos padecimientos como las hiperlipoproteinemias, aumentando el riesgo de
eventos cardiovasculares. Entre las causas mas comunes de estos desbalances se
encuentra la diabetes mellitus, donde la deficiencia de insulina genera la
movilizacion excesiva de acidos grasos del tejido adiposo, asi como una
disminucién en la eliminacion de los CM, VLDL y LDL, dando lugar a la
hipercolesterolemia e hipertriglicerinemia.®

.2 Pequenas y densas lipoproteinas de baja densidad (sd-LDL)

De todas las subfracciones de LDL, las sd-LDL son las fracciones que han sido
aceptadas como factor de riesgo para eventos cardiovasculares por el Tercer
Programa Nacional de Educacién en Colesterol (NCEP 1lI). 1518 En afos recientes,
se ha estudiado la variabilidad de estas moléculas de forma cuantitativa ya que da
una idea mas precisa para estimar el riesgo cardiovascular, debido a que su

concentracion es proporcional a la cantidad de particulas de LDL circulantes. '°

Aun se desconoce por qué el aumento de estas subfracciones aumenta el riesgo
cardiovascular; sin embargo, se han propuesto diversos mecanismos para
determinar por qué son un factor de riesgo, entre ellos destaca el hecho de que las
sd-LDL poseen una menor afinidad por el receptor de LDL, facilidad de entrada a
las arterias, gran capacidad de mantenerse en ellas por su union a proteoglicanos,
por su susceptibilidad a ser oxidados y por su prolongada vida media.?®?! Debido a
su tamafio poseen una menor cantidad de colesterol en su interior, provocando un
incremento en el nimero de particulas aterogénicas. 222° Aun se desconoce el
mecanismo por el cual se generan las sd-LDL, la teoria mas aceptada apunta a que
diversos precursores de estas lipoproteinas son secretados por el higado o a su
sintesis por medio de modificaciones lipoliticas.®

La presencia de las subfracciones de LDL depende tanto de factores genéticos
como de factores ambientales. En el caso de las sd-LDL, han sido relacionadas con

un alto nivel de triglicéridos y con (DM) o sindrome metabdlico. ?? Las personas con



DM poseen un alto riesgo de enfermedades cardiovasculares, relacionadas con la
presencia de las sd-LDL. Ademas de su susceptibilidad a la oxidacion, las sd-LDL
pueden volverse mas aterogénicas debido a que son mas propensas a ser

glucosiladas tanto en personas con DM, como en personas sanas.?®
I.2.1 Fisiopatologia de las sd-LDL

Diversas caracteristicas han sido asociadas con el aumento de las sd-LDL, incluidos
la resistencia a insulina, la hipertension y bajas concentraciones de HDL. Este
vinculo puede ser explicado debido a los efectos que tienen la insulina y los TG en
la produccion y secrecion de VLDL, la actividad de la lipasa hepatica y el cambio en
las moléculas de LDL ricas en ftriglicéeridos a particulas mas densas y

aterogénicas.'4?7

La insulina es un importante regulador de las concentraciones de VLDL en el
plasma, se encarga de regular el flujo de sustratos para la sintesis de triglicéridos
en el higado, suprimiendo la liberacion de acidos grasos del tejido adiposo.?” Sin
embargo, cuando existe resistencia a insulina, la liberacion de acidos grasos
aumenta, promoviendo la produccion de triglicéridos y a su vez estimulando la
secrecion de la ApoB y VLDL. La incapacidad de la insulina para detener la
liberacion de acidos grasos hace que la produccion de VLDL no pueda ser regulada,
aumentando la acumulaciéon de grasa en el higado.?® Por otro lado, la
hiperinsulinemia también se encuentra asociada con los niveles bajos de HDL y
altos niveles de las sd-LDL.?8

La propuesta con mayor aceptacion para la sintesis de las sd-LDL es a través de
las modificaciones en el metabolismo de lipidos causados por enfermedades como
la DM, en donde se incrementan la sintesis y secrecién de VLDL, lo cual conlleva a
un incremento en la produccion de sd-LDL y pequenas particulas de HDL, una
combinacion que incrementa el riesgo cardiovascular. La resistencia a insulina
causa un alto nivel de acidos grasos libres en el plasma ocasionando que el higado
aumente la captaciéon de estos, incrementando la produccion de triglicéridos,



inhibiendo la hidrélisis de ApoB e incrementando la produccidon y secrecion de
particulas de VLDL ricas en triglicéridos.?°

La CETP provoca un intercambio mayor de triglicéridos en LDL y HDL, dando como
resultado lipoproteinas enriquecidas en triglicéridos y reducidas en colesterol. Estas
se convierten en particulas mas pequefas y densas mediante la accion de la lipasa
hepatica. Las LDL ricas en triglicéridos se hidrolizan aumentando las sd-LDL. Por
otro lado, las HDL ricas en triglicéridos también son modificadas por la lipasa
hepatica, produciendo moléculas de HDL mas pequenas, las cuales se eliminan con
mayor facilidad a través de los rifiones, lo que contribuye a la disminucion de las
HDL-C y de la ApoA-l. Estas anomalias en la via VLDL-IDL-LDL a menudo se
manifiestan por la triada dislipidémica compuesta de niveles altos de triglicéridos,

aumento de las sd-LDL y bajos niveles de HDL-C (figura 2). 420

Si bien la presencia de sd-LDL es un factor de riesgo para las enfermedades
coronarias, los estudios realizados hasta fecha no han podido establecer una
correlacion entre el tamafo de las LDL y la severidad o tipo de padecimientos
cardiacos. 232°. Una opcion para determinar como las lipoproteinas influyen en algin
padecimiento es por medio del estudio del complejo como tal y de sus componentes
proteicos. Para ello se han utilizado diferentes técnicas de separacién como las
electroforesis, las cuales permiten separar en condiciones nativas al complejo y
determinar si existe algun cambio en su diametro; y en condiciones
desnaturalizantes para observar sus fracciones proteicas y el tamafio que estas

presentan.
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Figura 2. Sintesis de las sd-LDL. La elevacion en el flujo de las acidos grasos libres son
resultado de la resistencia a insulina, dando lugar al incremento de triglicéridos (TG),
apolipoproteina B y las VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad). A su vez ocurre un
incremento en el intercambio de triglicéridos y colesterol entre las VLDL y las LDL
(lipoproteinas de baja densidad). La lipasa hepatica (HL) produce la hidrdlisis de las LDL
generando sd-LDL. Mientras tanto, las HDL (lipoproteinas de alta densidad) sufren
modificaciones en su tamafo, ocasionando que puedan ser eliminadas facilmente por via
renal. Estos cambios dan como resultado la triada dislipidémica. 2 ASP, Proteina estimuladora
de la acilacion. LCAT, Lectina-colesterol-acil-transferasa. CE, colesterol esterificado, CETP,
proteina de transferencia de ésteres de colesterol. LPL, lipoproteina lipasa.
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I.2.2 Dislipidemia diabética

La diabetes mellitus (DM) es un conjunto de trastornos metabdlicos caracterizado
por la hiperglucemia como resultado de defectos en la secrecién y/o accién de la
insulina. En estado crénico este padecimiento puede causar dafios a largo plazo en
distintos érganos como los ojos, corazon, rifiones, venas, etc. La DM es considerada
como un padecimiento degenerativo con grados variables de predisposicion
hereditaria, caracterizada por periodos prolongados de hiperglucemia que afectan
el metabolismo de grasas, lipidos y carbohidratos. Sus principales sintomas son: la
poliuria, polidipsia, pérdida de peso, visidn borrosa y polifagia.®® La DM es
considerada un problema de salud publica a nivel mundial y se estima que para el
afo 2030 habra cerca de 366 millones de personas viviendo con DM, lo que
repercutira en la economia de los paises, principalmente de los que se encuentran
en vias de desarrollo.3" México se encuentra entre los primeros 10 paises con un
mayor numero de personas que viven con DM y durante los ultimos cinco afios se
ha convertido en la primera causa de muerte en la poblacion mexicana.?’ En el
estado de Yucatan la DM es la primera causa de muerte y se encuentra relacionada
con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, las cuales ocupan el 4 lugar
en la misma lista. A nivel mundial las enfermedades cardiovasculares son la primera
causa de muerte en los paises industrializados siendo la poblacion de mayor riesgo

a padecer los adultos, los fumadores, las personas con hipertension y la obesidad.
32,33

La dislipidemia se encuentra asociada con la resistencia a insulina y ésta a su vez
con el riesgo aterogénico.3* Se ha observado que las personas con DM tienen un
aumento en los niveles de triglicéridos en plasma, bajos niveles de HDL e
incremento de las sd-LD.?® Este aumento de las sd-LDL representa un grave peligro
para las personas con DM, ya que acelera el proceso de la formacion de las placas
aterogénicas.?®3% Las personas con DM pueden no presentar concentraciones
elevadas de LDL, y aun asi tener incrementada la fraccion sd-LDL, aumentando las
cantidades de apolipoproteina B y con ello el riesgo de padecer de enfermedades

cardiovasculares.®® Al respecto, en el estudio realizado por Hirano vy
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colaboradores,®” se observo que las personas con DM presentaban un nivel mas
elevado de sd-LDL, en comparacion con personas sanas; esta mismo hallazgo fue
reportado en personas con padecimientos cardiacos, lo cual implica que estos

padecimientos se encuentran estrechamente vinculados entre si.

1.3 Metodologias para el estudio de las lipoproteinas

Las lipoproteinas juegan un rol importante en el metabolismo, no solo por el
metabolismo de lipidos sino también por su interaccion con otros metabolitos, como
es el caso de insulina y células del sistema inmune. Debido a esto, a lo largo de los
afnos se han utilizado diferentes metodologias para su estudio, dentro de las que
destacan su cuantificacion, tanto del complejo en total como de las apoproteinas
estructurales relacionadas a cada familia; y la determinacién de su diametro. La
cuantificacion de la concentracion de complejos lipoproteicos, asi como la medicion
de los niveles de colesterol y triglicéridos bajo ciertas condiciones ha ayudado a
determinar el papel que juegan en distintos padecimientos como en los eventos
cardiovasculares. Este tipo de mediciones puede llevarse a cabo mediante
resonancia magnética nuclear, inmunoensayos. Las concentraciones obtenidas han
servido para establecer correlaciones entre, por ejemplo, los niveles de sd-LDL y el
riesgo cardiovascular; y entre las HDL como factor de proteccion.6.38-39

El analisis del tamano de las LDL y la mediciéon de las concentraciones de
triglicéridos y HDL han permitido realizar asociaciones entre ciertos padecimientos,
como la hiperlipidemia y la influencia génica.*° Los métodos de medicion de las LDL
han ido evolucionando con los afos. Estos han pasado desde la ultracentrifugacion
y la electroforesis, las cuales permiten la separacion de lipoproteinas por su
densidad para luego ser cuantificadas por un método complementario; sin embargo,
estos suelen ser tardados y en ocasiones inexactos; hasta métodos mas directos
como las precipitaciones quimicas e inmunoseparaciones realizadas con Kkits
disponibles en el mercado. Este tipo de separaciones permiten evadir el paso de la

ultracentrifugacion. Por ultimo se encuentran los métodos separacion homogéneos

12



que consisten de diferentes detergentes y otros compuestos quimicos que permiten
el bloqueo o solubilizacion de otras lipoproteinas diferentes a las LDL.*

La evaluacidon de estos métodos asi como plantear nuevas estrategias del uso de
dos o mas tipos de separacion puede dar lugar a una metodologia que permita un
mejor aislamiento de las LDL, facilitando el estudio y la caracterizacion de sus
diferentes subclases.

1.3.1 Electroforesis de lipoproteinas

El aislamiento de las HDL en la década de los 60, permitié el analisis de las
propiedades que poseen sus diversas subfracciones. Desde entonces, la mayor
parte de los estudios realizados a lipoproteinas se centran en la divisién de las
fracciones de estos por medio de centrifugaciones secuenciales, asi como de
electroforesis que permitan por medio de su capacidad de migracién su
identificacion a través de geles de agarosa o poliacrilamida, siendo esta ultima una
de las mas utilizadas para dicho propdsito.? Debido a su diametro, las lipoproteinas
suelen ser separadas en capilares usando concentraciones bajas de poliacrilamida
para tener un proceso mas rapido; con la desventaja de requerir equipos especiales
para su utilizacion.*® Estas electroforesis permiten la separacion de los complejos
lipoproteicos para la fenotipificacion de lipoproteinemias. En el caso de las LDL, las
pruebas de migracion electroforética permiten su diferenciacion de las HDL por
medio del tamafo. Las diferencias en tamafo de las subfracciones de las LDL han

permitido relacionarlas con diversos grados de riesgo cardiovascular. 4345

A pesar de que estas pruebas permiten la asociacion de las LDL o sus subfracciones
con el riesgo cardiovascular, aun existe la necesidad de desarrollar métodos para
el analisis de las multiples proteinas presentes en dichos complejos. La
identificacion de las proteinas permitiria determinar el papel que juegan en el
desarrollo de enfermedades.
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1.3.2 Estudios proteémicos

Los estudios protedmicos se definen como el analisis de los complejos proteicos
presentes en las células u organismo bajo condiciones especificas; permitiendo su
identificacion y caracterizacion para obtener una mejor vision de su funcion e
integracion con otras proteinas a nivel celular.*®No sélo permite la deteccién de las
proteinas sino que también permite la identificacion de varias isoformas de las
mismas. Esta herramienta puede facilitar la identificacion de biomarcadores utiles
para el diagndstico de enfermedades, asi como de la respuesta farmacolégica de
las personas. En la actualidad este tipo de estudios ha logrado identificar algunos
biomarcadores para algunos padecimientos cardiovasculares, como la
aterosclerosis, la isquemia miocardica y la hipertrofia ventricular.#” El objetivo de
encontrar este tipo de marcadores es que puedan ser identificados con facilidad de
muestras como suero, plasma y orina, proporcionando diagnosticos rapidos vy
confiables.*®

El desarrollo de un estudio proteémico se divide en varias partes, como la
separacion de las proteinas de interés por medio de ensayos bidimensionales, el
analisis de la imagen obtenida, la aplicacion de técnicas como la espectrometria de
masas, técnicas electroforéticas y de herramientas bioinformaticas para la correcta
identificacion y caracterizacion de las proteinas. La separacion bidimensional de
proteinas consiste en separar en la primera dimension a las proteinas de acuerdo
con su punto isoeléctrico y en segunda instancia por su peso molecular. Las
coordenadas obtenidas seran unicas para cada proteina. La separacion por medio
de isoelectroenfoque consiste en depositar las muestras en un gradiente de pH
inmovilizado en geles de poliacrilamida, garantizando la reproducibilidad. En la
segunda dimension la tira de pH con las proteinas es depositada en un gel SDS-
PAGE para separar a las proteinas de acuerdo con su peso molecular. Una vez
finalizada la electroforesis se procede al analisis de los geles por medio de softwares
como PD-QUEST, MELANIE, Z3 y Z400.4749

En el caso de la separacion por medio de espectrometria de masas, este se utiliza
como complemento para identificar los péptidos de las proteinas obtenidas en un
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ensayo bidimensional. Este método consiste en digerir enzimaticamente la proteina
en fragmentos especificos para la correcta identificacion de la proteina de interés.
También es comun el uso de técnicas cromatograficas, muchas veces empleando
micromatrices proteicas para separar solamente las proteinas de interés. Los
ensayos cromatograficos se basan en el analisis de las proteinas digeridas por

medio de enzimas, ofreciendo un panorama mas amplio de su composicion.47:49.50

Las técnicas mencionadas se basan en el uso de instrumentos y equipos
especializados y de alto costo, a los cuales muchas veces los laboratorios no tienen
acceso. Esto conlleva a que el diagndstico sea tardado y de costos elevados para
el procesamiento de dichas muestras.

1.3.3 Estudios proteémicos a lipoproteinas

El analisis protedmico aplicado a complejos lipoproteicos contribuye a la
comprension de la complejidad de su estructura para determinar el papel que juegan
estos en los procesos fisioldgicos y patologicos en el metabolismo de lipidos. 1951
En los ultimos afios, los estudios protebmicos enfocados a lipoproteinas han
revelado un escenario complejo del funcionamiento de las apoproteinas y proteinas
presentes las lipoproteinas, demostrando que cada grupo de estos complejos
presenta diversas funciones dificiles de anticipar.'®

Se han realizados diversos analisis protedmicos para determinar la variacidén en las
estructuras de diversas lipoproteinas, principalmente en las VLDL y LDL. Krauss y
Burke (1982)%2, realizaron un analisis para la identificacion de las subfracciones de
las LDL en plasma partiendo de su separacion por medio de ultracentrifugacion y
electroforesis para determinar sus diferencias metabdlicas y propiedades
patolégicas. También se han realizado analisis protedbmicos de las VLDL y LDL,
mediante el uso de espectrometria de masas y una doble dimensioén por medio de
isoelectroenfoque, y el acoplamiento de cromatografia liquida acoplada a ionizacion
por electroespray.'?2® Asi mismo, el estudio realizado por Sodar y colaboradores
(2016)* identificaron posibles marcadores de riesgo cardiovascular en las LDL por

medio de microscopia electrénica y citometria de flujo.* En el cuadro 3 se mencionan
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los resultados de los estudios mencionados. Todos estos estos estudios tenian en

comun el uso de un pool de suero con las muestras de personas para lograr alcanzar

la cantidad necesaria de lipoproteinas para su correcta visualizacion en los

resultados.

Cuadro 1. Estudios previos para determinar la estructura o componentes de las

lipoproteinas

Estudio Numero de Afo Resultados Autores
personas
Aplicacion de un 12 1982 Se observaron Krauss y Burke
electroforetograma diversas 52
para determinar subfracciones de
las fracciones de las LDL que
las LDL. difieren en
diametro y
composicion.
Aplicacion de una 6 2009 Presencia de Banfi et al., ?°
técnica de proteinas PC1
isoelectroenfoque asociada a las
para dividir las lipoproteinas
proteinas de las VLDLy LDL, lo
LDL en fracciones cual hace
y poder apreciar la
describirlas con capacidad de
mayor claridad. estas
lipoproteinas
para producir
agentes
oxidantes.
Analisis 10/’pool” 0 2010 Las LDL Bancells et al.,'?
protedmico de conjuncion negativas
lipoproteinas con de muestras tuvieron un
carga negativa. homogéneas. mayor numero de
componentes
(composicion
anormal de
lipidos).
Aplicacion de 3 2016 Co-purificacion y Sédar et al.,*

técnicas para el
aislamiento de

asociacion in
vitro de LDL con
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vesiculas vesiculas

extracelulares. extracelulares y
su interferencia
con el analisis de
vesiculas
extracelulares
con LDL.

La utilidad de la electroforesis para clasificar los desordenes lipidicos especialmente
en la clasificacion de las hiperlipoproteinemias es bien conocida. Para ello han sido
utilizados diferentes modalidades y porcentajes de geles para determinar la
cantidad y calidad de las lipoproteinas asociadas al riesgo de enfermedades
vasculares. Sin embargo, estas electroforesis se basan mas en la densidad y
estructura del complejo lipoproteico que en la estructura del tipo de lipidos o
proteinas presentes en el mismo. Los estudios de doble dimension a partir de geles
nativos y SDS-PAGE han demostrado ser efectivos para identificar y caracterizar
complejos proteicos abriendo la posibilidad de utilizarlos como método para el
diagnodstico rapido de cambios en proteinas sin tener que recurrir a costosos

equipos. 4

En los ultimos afios, las sd-LDL han sido blanco de diversos estudios debido a su
presencia en personas con problemas cardiovasculares y a su relacién con las
personas con DM pero aun se desconocen los mecanismos de su sintesis y funcion.
Ademas, al ser considerados como predictores de las enfermedades
cardiovasculares, se han desarrollado diversas técnicas para su aislamiento y
cuantificacion, y aunque los métodos de separacion han resultado efectivos, aun se
desconoce como se encuentran formados y su variacion bajo diversas condiciones

fisiologicas como la hiperglucemia.

Nuestro grupo de trabajo ha realizado el estudio bioquimico de las sd-LDL,
reportando los componentes de variabilidad biolégica a corto plazo usados para
estimar las especificaciones de calidad, indice de individualidad y valores de
referencia para el ensayo de precipitacion de sd-LDL en poblacion yucateca sana.53
Sin embargo, el componente proteico no ha sido analizado en estas moléculas. Por
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lo anterior, la estandarizacion de una metodologia sencilla a partir del uso de geles
nativos para la separacion de los complejos proteicos y una segunda dimension en
geles SDS-PAGE, para el analisis del perfil proteémico de las sd-LDL resulta
importante para comprender su interaccion en los mecanismos fisiopatoldgicos y su
relacién con la enfermedad cardiovascular. Asi como para la identificaciéon de un

posible bomarcador que permita un diagnostico del riesgo cardiovascular.
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lll Hipotesis

La estandarizacién de una metodologia de doble dimension a partir de geles nativos
y SDS-PAGE permitira la comparacion del perfil proteico asociado a las sd-LDL

entre personas con y sin DM.

IV Objetivo general

Estandarizar un método de doble dimension para la visualizacion y comparacion del

perfil protedmico de las sd-LDL en personas con y sin DM.

IV.1 Objetivos especificos

e Estandarizar la primera dimension para la separacion de la fraccion de las sd-
LDL en mini geles nativos.

e Estandarizar la segunda dimensidn para la separacion de las especies proteicas

asociadas a la fraccion de sd-LDL en geles desnaturalizantes.

e Aplicar el ensayo bidimensional estandarizado para el analisis protedmico de
las muestras clinicas de personas con y sin DM.
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V  Material y métodos
V.1 Tipo y diseifo de estudio

Se llevo a cabo la estadarizacion de una metodologia que permite en analisis
descriptivo del perfil proteébmico de las sd-LDL, para comparar el cambio entre el

perfil de bandeo de las proteinas presentes en las sd-LD de personas con y sin DM.

V.2 Definicién de las variables y escalas de medicién

Cuadro 2. Variables y deficiniones operacionales

Variable Definicion Tipo Categoria Indicador
operacional

Perfil protedmico Modificacion en la Cualitativa Dicotomica Presencia de

de las sd-LDL migracion o] bandas en
expresion de distintas

proteinas posiciones en

involucradas en el el gel de

complejo lipoproteico poliacrilamida.

en el gel de
electroforesis
bidimensional
(Nativo/SDS-PAGE)

V.3 Criterios
Criterios de inclusion en el grupo de personas con DM

e Personas con DM diagnosticada con niveles de hemoglobina glicada mayores a
7%.

e Dislipidemia, con valores de triglicéridos mayores a 150 mg/dL y niveles de
colesterol por encima de 200 mg/dL.

e Niveles de sd-LDL con una variacion biologica interindividual mayor a 20%.53

e Ser mayor de 18 afnos.

e Haber firmado el consentimiento informado.
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Criterios de inclusién en grupo sin DM

e Personas aparentemente sanos con niveles de hemoglobina glicada menores a
6.5.

e Perfil lipidico con valores dentro de los rangos considerados como normales
(niveles de triglicéridos y colesterol menores a 150 mg/dL y 200 mg/dL,
respectivamente).

e Niveles de sd-LDL con una variacién bioldgica interindividual menor al 20%.53

e Ser mayor de 18 afnos.

e Haber firmado el consentimiento informado.
Criterios de exclusion

e Presentar alguna discapacidad que impida que el paciente pueda tomar sus

propias decisiones.

V.4 Fuentes y recoleccion de la informaciéon
En el caso de las personas se realizaron encuestas y toma de muestras.

Para la elaboracién del documento se utilizé la informacion proveniente de articulos
cientificos, libros y documentos de paginas oficiales, como es el caso de los datos
en materia de salud correspondientes al estado.

V.5 Consideraciones bioéticas

La presente tesis se derivo del proyecto titulado Bienestar comunitario: proyecto de

capacitacion para la autogestion de la salud de las personas con DT2 vy sus familias,

en la comunidad de Tixcacaltuyub y Yaxcaba, el cual fue aprobado por el Comité de

Etica e Investigacion con el nimero de registro 09/17.
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V.6 Metodologia

JUR—

Fase 1
\

Estandarizacién de una doble dimensién para la evaluacién del perfil

proteémico de las sd-LDL

Estandarizacién
metodolégica

Muestras de
voluntarios
dislipidémicos

Preparacion del pool
de sueros

Obtencién de la
fraccién de las sd-LDL

Estandarizacién de la
primera dimension en
geles nativos

Estandarizacién de la segunda
dimensién en condiciones

desnaturalizantes

Evaluacién de la
metodologia
estandarizada

Muestras de
personas con y sin
DM

Anélisis clinicos para
la agrupacién de
casos y controles

l l

Muestras de Muestras de
personas con personas

DT2 (N=12) | [sanas (N=10) —
L

Z 9se4

Obtencién y
cuantificacion de las

sd-LDL

Preparacion del pool de
sueros (concentracién sd-
LDL= 10.9 mg/dL)

Evaluacién del perfil
proteémico de las sd-
LDL

Figura 3. Diagrama metodolégico.
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La metodologia del presente proyecto constd de dos partes, la primera fue la
estadarizacion de la doble dimensién para la evaluacién del perfil protedmico de las
sd-LDL; mientras que en la segunda parte del proyecto se llevo a cabo la evaluacion
del método estandarizado utilizando muestras clinicas de personas con y sin DM
(figura 3).

El proceso de estandarizacion (fase 1) se llevé a cabo con muestras de personas
dislipidémicas y se obtuvieron las condiciones adecuadas para la primera dimension
en condiciones nativas, donde se separo a los complejos lipoproteicos, y la segunda
dimensidon en condiciones desnaturalizantes donde se separaron las proteinas

presentes en los complejos.

Terminada la estandarizacion se llevé a cabo la evaluacion del perfil proteémico de
personas con y sin DM (fase 2). Se escogi6 a las personas con DM debido a que
suelen presentar mayores concentraciones de las sd-LDL. Cada grupo fue

seleccionado de acuerdo a sus perfiles lipidicos y niveles de glucosa en sangre.
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V.6.1 Obtencion de muestra sanguinea y analisis clinicos

Se recolectaron muestras sanguineas de personas con 10-12 horas de ayuno por
medio de una venopuncién en el brazo. Se recolecté sangre suficiente para tres
tipos de tubos, un tubo con anticoagulante (EDTA) y dos tubos para suero con gel
separador. Cada tubo fue etiquetado con el nombre del paciente y el folio asignado.
Una vez obtenidas las muestras los sueros fueron separados y depositados en
tubos para centrifuga de 1.5 mL.

Se envio una alicuota de 400 pL de suero de cada uno de las personas al laboratorio
de analisis clinicos de servicio a la comunidad de la Facultad de Quimica para la
determinacién bioquimica de seis elementos (glucosa, colesterol, triglicéridos, acido
urico, urea y creatinina), de igual manera, los tubos con EDTA se utilizaron para el
analisis de hemoglobina glicada (A1c).

V.6.2 Obtencion de las sd-LDL por medio del método de precipitaciéon con
sales divalentes (Heparina-MgCl2)

Para la cuantificacién de las sd-LDL se empled el método de precipitacion descrito
por Hirano y cols. modificado® en el Laboratorio de Bioquimica y Genética
Molecular de la Facultad de Quimica UADY. Para ello se utiliz6 una solucion
precipitante compuesta por heparina de sodio (150 u/mL; cuadro 3) y cloruro de
magnesio (90 mmol/mL) (ver anexo 5).

Las muestras fueron procesadas dependiendo de sus niveles de triglicéridos. En el
caso del grupo de personas con DM dislipidémicos se realizé una dilucion con buffer
de fosfatos pH 8.5 (ver anexo 5) para obtener una concentracién de triglicéridos en
la muestra de 100 mg/dL y de esta forma evitar interferencias con el método de
precipitacion.®® Se mezclé el suero de las personas con la solucion precipitante,
para ello se tomaron 300 uL del suero y 300 uL de la solucion precipitante. Las
mezclas se incubaron a 37 °C por 10 minutos, posteriormente se colocaron en un

bafio de hielo durante 15 minutos y por ultimo fueron centrifugadas a 12,000 rpm
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por 20 minutos a una temperatura de 5°C. Se tomd una alicuota del sobrenadante
y se envid para su analisis al Laboratorio de Analisis Clinicos de Servicio a la

Comunidad de la Facultad de Quimica UADY para la cuantificacion de las sd-LDL.

V.6.3 Estandarizacion de la electroforesis en geles de poliacrilamida para la
doble dimension

V.6.3.1 Primera dimension en condiciones nativas

La electroforesis se define como el transporte de moléculas cargadas a través de
un solvente por medio de un campo eléctrico. Es un método rapido, simple y
sensible para separar proteinas y acidos nucleicos. La movilidad de las moléculas
dependen de su carga neta, el tamafo y forma, la fuerza ionica y las propiedades
de la matriz en la cual migran las muestras (agarosa o poliacrilamida).®® En el
presente trabajo, la primera dimension se realiz6 mediante una electroforesis en
condiciones nativas, en la cual se mantiene la conformacién, las subunidades de
interaccion y la actividad biologica de las proteinas. Para ello se recolectaron
muestras de voluntarios con dislipidemia para la preparacion del pool de sueros
con volumenes iguales de los sueros de cada voluntario, una vez mezclados se
procedié a obtener la fraccion de sd-LDL por medio del método de precipitacion
salina previamente mencionado. Una vez obtenida la fraccion de las sd-LDL, se
procedi6 a realizar una electroforesis en mini geles de 7mm en condiciones nativas
con un gel al 3% a 80 V por 3 h, con base a lo descrito por Hirano y colaboradores.>*
Al término de la electroforesis se procedio a la tincidén del gel con PageBlue™ por
1h y posterioremente se dejo desteiir el gel por 1h en agitacién con agua destilada
hasta visualizar el patron correspondiente a las lipoproteinas incluyendo las sd-
LDL.%*
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V.6.3.2 Segunda dimension en condiciones desnaturalizantes

La segunda dimension del método se llevd a acabo en condiciones
desnaturalizantes, en el cual se utilizé un detergente idnico como el dodecilsulfato
de sodio (SDS) para desnaturalizar las proteinas, quedando cargadas
negativamente y de esta forma separarlas en el gel por su tamario.%®

De acuerdo con la literatura, se decidio probar dos estrategias para la obtencion del
patron proteico proveniente de la separacion nativa de la fraccion de las sd-LDL. La
primera estrategia fue probar con el carril completo y la segunda probar sélo con
recortar la banda de la region perteneciente a las sd-LDL del gel nativo. En ambos
la fraccion del gel nativo fue sometido a tratamiento con luz UV y buffer de Laemmli

con B—mercaptoetanol 2X (Anexo 5).

Para determinar la concentracion de gel que permitiera la visualizacion de mayor
cantidad de proteinas, se procedié de inicio a utilizar un gradiente del 4-20% con un
programa de electroforesis de 80 V por 20 min para el empaquetamiento de la
muestra y 100 V por 90 minutos mas. Para el carril completo de muestra se preparé
un gel preparativo y en el caso de la banda recortada se trabajo con un gel de pozos
individuales, ambos geles en gradiente. Una vez depositado el carril o la banda,
segun sea el caso, en el gel SDS-PAGE, se procedio a sellar con agarosa al 0.5%.
Para la visualizar las bandas se utlizé la tincién con nitrato de plata.

Para el corrimiento electroforético en geles de concentraciones al 8 y 12%, de
manera independiente, se realizd el mismo proceso previamente mencionado,
modificando solo en las condiciones de voltaje y tiempo en la etapa de separacion:
los programas de electroforesis para cada gel fue de 80 V, 118 minutos y 80 V, 125
min respectivamente. En los geles de la segunda dimensién se utilizé el marcador
de peso molecular Thermo Scientific™ PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladders.
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VI Resultados
V1.1 Primera dimension

Con el fin de poder reproducir el corrimiento electroforético en condiciones nativas
de las lipoproteinas, en especial de las sd-LDL, sin necesidad del uso de sistemas
de capilares, se monto el sistema de electroforesis en mini-geles de poliacrilamida
al 30% ratio 29:1, ya que es la mas utilizada para este tipo de ensayos. Como se
muestra en la figura 4, con el sistema de mini geles y una concentracion al 3% fue
posible reproducir los resultados obtenidos por Hirano y colaboradores en 2003
donde se muestra el patron de migracion del sobrenadante con sd-LDL, donde se

identificé a las lipoproteinas (VLDL, LDL y HL) presentes en la fraccion analizada.5*

El patron ilustrado es similar al que se ha identificado utilizando sistemas de
capilares, lo que indica que la primera dimension en mini-geles es funcional, sin
embargo, la manipulacion de estos tipos de geles resulta complicada por la
consistencia acuosa del gel. Por ello, se evalué una concentracion al 6%; sin
embargo, las primeras pruebas realizadas en geles al 6% mostraron una menor
definicidn de las bandas en la region de interés (figura 5). A pesar de ello, debido a
su facil manejo, se optd por realizar otras pruebas con la concentracion al 6%. Se
encontré que al bajar el voltaje y aumentar el tiempo de la electroforesis se podia
obtener una mejor definicion de las bandas, siendo este similar al reportado para
las lipoproteinas. La tincidon con PageBlue™ permitio la correcta visualizacion de las
bandas por lo que se decidi6 mantenerlo como método de tincion para la primera

dimension en condiciones nativas (figura 6).
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Suero Sb

VLDL - VLDL
DL = - sd-LDL
HDL - - HDL

GEL NATIVO AL 3%

Figura 4. Migracion electroforética de las sd-LDL en geles de poliacrilamida al 3%. A)
Patron de bandeo obtenido con un pool de suero de voluntarios dislipidémicos (suero). B)
Patron de bandeo obtenido del sobrenadante (Sb) después de realizar el método de
precipitacién con sales divalentes. En la regidn central se encuentra la banda perteneciente a
las sd-LDL. Tincion con PageBlue™. VLDL, Lipoproteinas de muy baja densidad; LDL,
Lipoproteinas de baja densidad; sd-LDL, Pequefias y densas lipoproteinas de baja densidad;
HDL, Lipoproteinas de alta densidad.
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GEL NATIVO AL 6%

Figura 5. Migracion electroforética de las sd-LDL en geles de poliacrilamida al 6% con
alto voltaje. A) Patron de bandeo obtenido al utilizar el suero de los voluntarios
dislipidémicos (suero). B) Patrén de bandeo perteneciente a la fraccion recuperada de sd-
LDL del método de precipitacion con sales divalentes (Sb). VLDL, Lipoproteinas de muy
baja densidad; sd-LDL, Pequefias y densas lipoproteinas de baja densidad; HDL,
Lipoproteinas de alta densidad.
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Figura 6. Migracion electroforética de las sd-LDL en geles de poliacrilamida al 6%, 80
V por 6 h. Al aumentar el tiempo de electroforesis y disminuir el voltaje se puede reproducir
el patron obtenido en un sistema de mini geles, mejorando la facilidad de manipulacion del
gel. Carril 1y 2 duplicados de muestras de sd-LDL (Sb). VLDL, Lipoproteinas de muy baja
densidad; sd-LDL, Pequefas y densas lipoproteinas de baja densidad; HDL, Lipoproteinas
de alta densidad.
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VI.2 Segunda dimensién

Una vez obtenido el patrén de bandeo adecuado, se procedié a determinar las
condiciones para la segunda dimensidén. Se probaron geles desnaturalizantes en
gradiente del 4-20%, recortando el carril de la muestra por completo, ademas
recibieron distintos tratamientos con luz UV por 15 min y buffer de Laemmli 2x,
incubando a 37° C por 30 minutos; el primero para asegurar la formacién de enlaces
covalentes y no perder moléculas que pudieran estarse uniendo de forma débil a
las proteinas y el segundo para desnaturalizar las proteinas presentes en las sd-
LDL. A pesar de la obtencion de bandas proteicas en los geles preparativos, no se
podia observar la presencia de la apoB-100, la cual es la proteina especifica de las
sd-LDL (figura 7). En el gradiente en el cual se utilizé la banda recortada de sd-LDL
con el tratamiento de luz UV y buffer de Laemmli se pudo observar, al igual que en
el gel preparativo, que la mayor parte de las proteinas se encontraba en las regiones
de 8y 12%, aunque la visualizacién de las proteinas era de baja resolucion al tefiirse

con PageBlue™ (figura 8).

Con base en los resultados anteriores se decidié a probar geles al 8% y 12% por
separado para determinar cual de ellos tendria una mejor resolucion de las bandas
de proteinas. Estas pruebas fueron realizadas con la banda, a la cual se le dio
tratamiento con luz UV por 15 min y se le agreg6 buffer de Laemmli 2x (anexo 5) en
proporcion 1:1 con respecto al volumen de muestra utilizado para la primera
dimension (20 uL de muestra), después de agregar el buffer se agitdé por 10

segundos y se incubd por 30 minutos a 37° C (figura 9).

Los geles al 8% presentaron una mejor resolucion en las bandas proteicas. En el
gel al 12% se puede observar que no se encuentran bandas con pesos moleculares
con menores a 36 kDa, por lo cual, durante la electroforesis al 8% se dej6 salir el
frente de bandeo con los marcadores de menor peso, de esta forma las bandas de
proteina tendrian un mayor espacio para separarse durante su migracion hacia el
frente de corrida. Con esto se establecié que la mejor opcion para la electroforesis

de la segunda dimensién es a partir de un gel desnaturalizante al 8%, 80V por 120
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minutos. Ademas de que la tincidn con plata presentd mejores resultados que la
tincion con PageBlue™, por su mayor sensibilidad al momento de teiiir las proteinas.

Una vez terminada la estadarizacion se identificaron las proteinas visualizadas en
en los geles al 8% y se nombraron de acuerdo a sus pesos de ~240, ~120, ~95,
~80, ~70 y ~36 kDa, a los cuales se les denomin6 P240, P120, P95, P80, P70 y

P36, respectivamente (figura 10).
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8%

— 12%

— 16%

— 20%

SDS PAGE

Figura 7. Gel preparativo en gradiente del 4-20 % SDS-PAGE. El carril recortado del gel
nativo (Sb) fue recortado y recibié tratamiento con luz uv y buffer de Laemmli. Después del
tratamiento se coloco en la parte superior del gel SDS-PAGE preparativo y se sellé con
agarosa. Se observa un patrén de bandeo con poca nitidez en las regiones del gel al 8 y
12%. Tincion con PageBlue™. HDL, Lipoproteinas de alta densidad; sd-LDL, Pequefas y
densas lipoproteinas de baja densidad; VLDL, Lipoproteinas de muy baja densidad.
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«— HDL
12%
GEL NATIVO AL 6%
16%
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Figura 8. Gradiente SDS-PAGE 4-20% con banda de sd-LDL recortada. En la columna
M, marcador de peso molecular en distintas concentraciones del gel. En la columna sd-LDL,
se uso la banda de sd-LDL obtenida en el gel nativo (primera dimension). En la region de
8% se observa una proteina de alto peso molecular (en rojo), posiblemente apoB-100,
apoproteina presente en las sd-LDL. Tincion con PageBlue™. sd-LDL, Pequefias y densas
lipoproteinas de baja densidad.
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Figura 9. Comparacion de la resoluciéon de bandas en un gel SDS-PAGE al 8 y 12%. A)
M, marcador de peso molecular; sd-LDL, banda del gel nativo. Resolucion de bandas proteicas
provenientes de las sd-LDL en SDS PAGE al 8%. B) M, marcador de peso molecular; sd-LDL,
banda del gel nativo. Resolucion de bandas proteicas en SDS PAGE al 12%. Tinciéon con
nitratro de plata. EI marcador de peso molecular se expresa en kDa, P indica proteina. sd-
LDL, Pequenas y densas lipoproteinas de baja densidad.
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Figura 10. Perfil proteémico de las sd-LDL en el pool de personas dislipidémicas. M,
marcador de peso molécular, en kDa. Carril 1, proteinas presentes en las sd-LDL provenientes
del pool de voluntarios dislipidémicos para la estadarizacion de la doble dimensién. sd-LDL,
Pequefias y densas lipoproteinas de baja densidad.
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VL.3 Analisis del perfil proteémico de las muestras en paciente con DM y

personas sanos
VI1.3.4 Preparacion del pool con los sueros las personas.

Los resultados de los analisis clinicos se utilizaron para poder clasificar a las
personas dentro del grupo de personas sin DM o del grupo con DM. Se tomaron en
cuenta los valores de la hemogobina glicada (mayor a 7 en el caso del grupo de
personas con DMy menor a 6.5 en el grupo sin DM), asi como el perfil lipidico y los
niveles de glucosa (cuadro 3). Con el objetivo de obtener dos grupos para cada
condicion se tomaron en cuenta las concentraciones de sd-LDL para asignar los
grupos. En cada grupo se realizé una subdivision para dos réplicas biologicas y tres
repeticiones técnicas. En ambos casos se agruparon de acuerdo a las
concentraciones de sd-LDL. Las personas con mayores concentraciones se
asignaron a los subgrupos 1, mientras que las personas con menores
concentraciones se asignaron para los subgrupos 2, tanto en la caso de las grupo
sin DM como en el caso de las personas con DM. Se mezclaron los sueros de 6
personas para cada réplica biolégica del grupo de personas con DM, mientras que
para el grupo de personas sin DM se utilizaron 5 muestras por réplica. Cada réplica
biolégica tuvo un total de 3 repeticiones técnicas. Con las concentraciones de sd-
LDL obtenidas de los resultados de los analisis clinicos de cada paciente se calculé
el volumen de muestra a tomar para que todos aportaran la misma cantidad de sd-
LDL. La preparacion del pool de entre cinco y seis personas fue con el objetivo de
poder obtener la cantidad necesaria de sd-LDL, asi como de obtener un panorama
general de las proteinas presentes en un grupo de personas, mientras que las dos
repeticiones independientes del pool para poder tomar en cuenta la variabilidad
interindividual de las personas (réplicas biologicas).'?

Asi mismo se calculd la cantidad necesaria de suero a tomar para que cada muestra
aportara la misma cantidad de sd-LDL en todos los subgrupos. Posteriormente se
realizaron los pool de sueros y se realizé el método de precipitacion para obtener
las sd-LDL. Con las condiciones ya establecidas para el analisis de doble dimension
se procedio a preparar el pool de personas con DM y el de las personas sin DM.
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Para el grupo de personas sanas el promedio de Ac1 fue de 6.09% quedando dentro
del rango normal para este parametro, ademas de que presentaron niveles
normales en sus perfiles lipidicos. Por el contrario, las personas con DM presentaron
en Ac1 un promedio del 11%, mientras que mostraban un perfil lipidico anormal.

Cuadro 3. Datos clinicos de los grupos de estudio

DM SN
(N=12) (N=10)
Glucosa (md/dL) 223.75+64.87 102.75+15.12

Colesterol (mg/dL) | 202.33+29.72 138.09 +21.38
Triglicéridos (mg/dL)|242.91 + 104.67 74.50 + 34.80

HDL-C (md/dL) 40+ 7.66 48.67 +5.53
LDL-C (g/dL) 114.16 +26.15 76.46 + 19.54
sd-LDL (mg/dL) 115.45+24.56  17.19 +6.05
A1c (%) 11.006 + 1.77  6.09 + 0.60

DM: Grupo de personas con diabetes mellitus.
SN: Grupo de personas sin DM.

V1.3.5 Primera dimension.

Después de realizar las mezclas de los sueros se procedid a obtener el
sobrenadante a través del método de precipitacién salina y se llevd a cabo la
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas en geles al 6%. Una
vez polimerizado el gel se procedio a cargar la muestra, utilizando 18 uL de cada
pool y 2 uL de buffer de carga Coral 10x. Al terminar de cargar las muestras en el
gel se realizé la electroforesis a 80 V por 6 h. Al terminar cada gel fue tefiido con
PageBlue™. Al finalizar la tincion, se retird el colorante y se dejaron los geles
destifiendo en agua una hora para poder observar con mayor claridad la separacion

proteica y poder cortar la banda perteneciente a las sd-LDL.

En la figura 11 pueden observarse las diferencias entre ambos grupos de estudio.
En el caso del grupo de las personas sin DM se pudo apreciar que la banda de las
sd-LDL se encontraba de forma mas compacta en comparacion con la del grupo
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con DM, ademas de que en el frente de corrida (parte inferior del gel), la banda de
las HDL se podia observar con facilidad. Por el contrario, las personas con DM
presentaban en la parte superior del gel la banda perteneciente a las VLDL, mientras
que en la zona central se encontraba la region de las sd-LDL. Sin embargo, no se
podia apreciar la banda correspondiente a las HDL.

En ambos grupos las bandas de sd-LDL fueron recortadas y sometidas al
tratamiento con luz UV y buffer de Laemmli 2X para posteriormente colocarse en el

gel desnaturalizante al 8%.
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Figura 11. Primera dimension en condiciones nativas con muestras clinicas (imagen
representativa). Patron de bandeo obtenido con el pool de las muestras clinicas de las
personas del grupo sin DM (SN, carril 1) y del grupo con personas con DM (DM, carril 2).
En ambos carriles puede observarse en la region central la banda perteneciente a las sd-
LDL (en rojo). Tincion con PageBlue™. sd-LDL, Pequefias y densas lipoproteinas de baja
densidad; HDL, Lipoproteinas de alta densidad.
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VI1.3.6 Segunda dimension.

Para la separacioén de las fracciones obtenidas en el gel nativo (primera dimension)
se realiz6 el método estandarizado para la segunda dimension del método en
condiciones desnaturalizantes en un gel con SDS al 8% y tincién con nitrato de
plata. En la figura 12 se muestra las repeticiones de uno de los subgrupos de cada
grupo evaluado. Debido a la poca uniformidad de las imagenes de las bandas se
procedi6 a realizar de nuevo las repeticiones, esta vez en el mismo gel para eliminar

la probabilidad de errores ténicos en cuanto la parte electroforética.

Los resultados obtenidos en esta repeticion de la segunda dimension (figura 13) no
mostraron diferencias en cuanto a la migracion de las proteinas. Por el contrario, el
patrén de bandeo difiere entre cada grupo, lo cual indica que existen cambios en
cuanto al perfil protedmico entre personas con y sin DM. Se observaron diferencias
en ambos grupos de estudio en las proteinas P>250, P95 y P36. En P>250 y P95
se encontraron diferencias en la intensidad de las bandas observadas, siendo
P>250 mas intensa en en grupo con DM, mientras que en P95 posee una menor

intensidad en el grupo mencionado.
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Figura 12. Réplicas técnicas de los grupos evaluados. A) Pérfil protedmico de las sd-
LDL en personas sin DM. Carril M, marcador de peso molecular; carriles 1y 2, sd-LDL del
pool de personas sin DM (duplicado). B) Perfil protedmico de las sd-LDL en personas con
DM. M, marcador de peso molecular en kDa; carriles 1y 2, sd-LDL del pool de personas con
DM. sd-LDL, Pequenas y densas lipoproteinas de baja densidad.
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Figura 13. Imagen representativa de la segunda dimension en geles SDS-PAGE al 8%. En
ambos grupos se pudo observar la presencia de bandas proteicas de entre 55 y 240 kDa. M,
marcador de peso molecular. En el carril 1 con muestra perteneciente a las personas sin DM
(SN) las bandas se ven mejor definidas. En el caso de las personas con DM (carril 2) se observa
la presencia de una banda con un peso molecular mayor a 250 kDa, posiblemente apoB-100 y
la presencia de una banda P36. P, abreviatura de proteina.
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VIl Discusiones

Las sd-LDL han sido blanco de mediciones para la estimacién del riesgo
cardiovascular. Se desconoce como su estructura y composicion las vuelven
marcador de riesgo; bajo ciertas condiciones, estas lipoproteinas aumentan su
concentracion aumentando el riesgo cardiovascular. Por lo anterior, el estudio de
las proteinas presentes en su membrana podria servir para la identificacion de un
posible biomarcador de riesgo cardiovascular. El método estandarizado en el
presente estudio hace mas accesible el analisis en doble dimension del perfil
protedmico de las sd-LDL al realizarse con un sistema de mini geles evitando el uso
de equipos especiales como los capilares o la técnica de isoelectroenfoque. La
metodologia utilizada por Hirano resulta mas rapida al trabajar con capilares de
geles al 3% para separar a las sd-LDL, sin embargo, nuestra metodologia permite
obtener los mismos resultados con un sistema de mini geles de mayor accesibilidad,
menor costo para la separacidon de las lipoproteinas, asi como una mejor

consistencia para el manejo del gel y su posterior uso.

El uso de electroforesis en condiciones nativas permitid la correcta separacion e
identificacion de los complejos pertenecientes a las sd-LDL. Se comprobd que el
complejo seleccionado al cortar la banda central del gel nativo son sd-LDL por el
patrén de migracion y la zona donde estas se alojaron en el gel. Durante las pruebas
para estandarizar la primera dimension se observo la poca estabilidad de las
lipoproteinas ya que el aumentar el voltaje para disminuir el tiempo de electroforesis

dié como resultado patrones anormales de bandeo o poca nitidez de las bandas.

La metodologia propuesta para la segunda dimension en condiciones
desnaturalizantes permite la visualizacidén de las especies proteicas encontradas en
las sd-LDL, permitiendo estimar los pesos aproximados que presentan estas
proteinas logrando una identificacién parcial de las mismas. En el pool de
voluntarios con dislipidemia se pudo observar la presencia de las proteinas P240,
P120, P95, P80, P70, P36 (nombre de acuerdo con su peso aproximado). Al igual
que lo reportado por Bancells y colaboradores en 2010, en algunas de las

repeticiones técnicas no se observd la presencia de algunas proteinas en
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comparacion con las encontradas durante la estadarizacion lo cual podria deberse
a la baja cantidad de estas en el suero de las personas, como es el caso de ApoJ y
ApoF. 12

La banda P250 se encuentra cercana al peso reportado para la lipoproteina LP, una
particula de LDL unida a una proteina adicional; por lo general contiene a ApoA
unida de forma covalente a ApoB. Su estructura le otorga funciones relacionadas
con el transporte de lipidos y en su composicion estructural.>” En cuanto a las
proteinas presentes de entre 100 y 120 kDa, son de pesos aproximados a los
reportados para la proteina microsomal transferidora de triglicéridos (MTP), un
dimero de una subunidad de P de 58 kDa y una subunidad M de 97 kDa. Cuando
se encuentran unidas la proteina ejerce sus funciones entre las que destacan la
transferencia de lipidos neutros entre las vesiculas. La subunidad P fue indenficada
como proteina chaperona de la proteina disulfuro isomerasa (PDI), la cual facilita la
formacion de puentes disulfuro durante la biosintesis de nuevas proteinas. Esta
actividad se ve interrumpida al separarse el dimero impidiendo de la formacion de
complejos funcionales por la falta de plegamiento de las proteinas. Asimismo, la
proteina P95 (aproximdamente 95 kDa) podria tratarse de la subunidad M (97 kDa)
de MTP. 58

Las apoproteinas pueden ser glicosiladas bajo ciertas condiciones, aumentando su
tamano, provocando cambios en su migracion electroforética. La apoproteina J
(Apod) en estado altamente glicosilado posee un peso aproximado de entre 75y 80
kDa, como las proteinas P80 y P70 observadas; mientras que sin glicosilar tiene un
peso de entre 35y 60 kDa. La Apod se encuentra relacionada con el envejecimiento,
cancer, procesos degenerativos en rifiones y neuronas, dafio vascular y diabetes.
Su papel en estos procesos aun no ha sido descrito; sin embargo, ApoJ es capaz
de unirse a una gran variedad de moléculas bioldgicas que presentan regiones
hidrofébicas, como lipidos, ApoA-I entre otros, promoviendo el reconocimiento de
las LDL con el receptor LDL (LRP2) y favoreniendo su degradacion.'> En la
estandarizacion pudo observarse una proteina P36; las LDL negativas presentan

proteinas como la apoE y ApoF, ambas de pesos reportados de 36 kDa, ademas de
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que podria tratarse de una fraccion no glicosilada de apoJ. La cercania de pesos
entre estas proteinas supone una limitante para el método planteado, ya que estas
proteinas podrian estarse traslapando, dificultando su dentificacion. A pesar de
esto, las proteinas podrian ser identificadas por medio otros métodos, como la

espectrometria de masas. 122°

En el caso de P55, en el estudio realizado por Banfi en 2009 se menciona la
presencia de la prenilcisteina liasa (PCL1) con un peso aproximado de 56 kDa. Se
ha descrito que la PCL1 esta asociada a la modificacion de lipidos generando
uniones covalentes con otros residuos de cisteina, siendo las proteinas mas
afectadas aquellas proteinas involucradas en los eventos de regulacion en las
membranas celulares. La presencia de PCL1 en lipoproteinas pro aterogénicas (en
este caso las sd-LDL) generan H2O., induciendo a la oxidacion de lipoproteinas,
causando que su funcionamiento se vea afectado aumentando el riesgo

aterogénico.?®

Para evaluar la funcionalidad del método estandarizado se realiz6 el analisis del
perfil proteébmico de personas con DM como fuente de sd-LDL por las altas
concentraciones que presentan y se comparé con el de individuos sin DM.
Inicialmente se determinaron las concentraciones de estas en las personas de
ambos grupos de estudio. Los resultados de la cuantificacion demostraron que las
personas con DM presentan mayores concentraciones de estas subfracciones,
concordando con lo reportado por Younis y colaboradores en 2013, quienes
encontraron que las personas con DM que no tomaban estatinas presentaban las
mayores concentraciones de estas moléculas.?® Ademas, las personas con DM
presentaron niveles elevados de TG y bajos niveles de HDL, esto se debe a que la
regulacion de estas lipoproteinas mediada por la insulina se encuentra disminuida
en estas personas.3* Estas anormalidades en el perfil lipidico de las personas con
DM aumenta la probabilidad de presentar problemas cardiovasculares.?®

Los patrones de migracion en los geles de primera dimensién entre las personas
con y sin DM difieren en el tamafo de la banda perteneciente a las sd-LDL, siendo

menor en el segundo grupo, indicando que poseen una menor cantidad de estas

46



lipoproteinas, concordando con lo encontrado en los analisis clinicos realizados
preciamente. La banda perteneciente a las HDL no se pudo observar con facilidad
en las personas con DM, esto podria ser indicativo de su eliminacién sistémica por

la disminucion en el tamario de estas lipoproteinas.3®

En personas con estados prolongado de hiperglicemia las sd-LDL son mas
propensas que otros complejos lipoproteicos a ser glicosilados, aumentando su
tamano y por lo tanto su migracion electroforética. Se encontré una banda mayor a
250 kDa (apoB-100), posiblemente la apoB-100 de 550 kDa la proteina estructural
de las sd-LDL en el grupo con DM encargada del reconocimiento de las LDL con su
receptor, encontrandose el 95% de las LDL .#'2 Aunado a esto observo la presencia
de las proteinas P240 P95, P70, P55y P36.

Los resultados de la segunda dimension dieron un perfil protedmico diferente a
algunos perfiles reportados para LDL y para proteinas reportadas en sd-LDL. La
ausencia de proteinas reportadas puede deberse a su separacion durante la
centrifugacion en el método de precipitacion salina por estar unidas de forma débil
con el complejo, a pesar de ello las demas proteinas pudieron permanecer en el
complejo gracias al tratamiento con luz UV para la formacién de enlaces covalentes
entre las proteinas estructurales de las sd-LDL y otras proteinas o moléculas
bioldgicas con uniones temporales. Entre las apoproteinas que han sido reportadas
en LDL de carga negativa y sd-LDL que no se observaron en el presente estudio se
encuentran la apoA-Il, Apo-D, las ApoC- I, II, lll y ApoM. 1218

En el perfil protebmico de las personas con DM se observo la presencia de la
proteina P36 (de aproximadamente 36 kDa), proteina ausente en el grupo sin DM
lo cual podria sugerir la presencia de apoproteinas como ApoE o ApoF. Al
encontrarse solo en el grupo de personas con DM disminuye la probabilidad de ser
la estructura no glicosilada de apoJ. ApoE se encarga del reconocimiento de
diferentes lipoproteinas, entre ellas la familia de las LDL y su ausencia genera
hiperlipidemia. Ademas, se ha reportado la relacion entre los niveles de ApoE vy el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, pudiendo tener una relacién con el hecho
de que las personas con DM poseen una mayor probabilidad de desarrollar este
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padecimiento; mientras que ApoF se ha relacionado con la modulacion de las
funciones de las LDL inhibiendo su interaccion con la CETP, por lo que el
intercambio de colesterol esterificado y TG entre las LDL y VLDL es anormalmente
bajo cuando la ApoF se encuentra en altas concentraciones. Es por ello que la
diferencia de P36 en ambos grupos de estudio sugiere que la futura caracterizacion
y correcta identificacion de las proteinas presentes en esa banda podria dar como

resultado la identificacion de nuevos biomarcadores. 12:59-64

Ademas del cambio que pudieran estar presentando las proteinas encontradas en
el perfil analizado, un factor importante que contribuye a aumentar en riesgo
aterogénico en las personas con DM, es la disfuncidn endotelial que desarrollan,
ocasionando que los grupos carboxilo con carga negativa de las cadenas de
galactosaminoglicanos en la matriz extracelular de lugar a la interaccion
electrostatica con ApoB presentes en las LDL. Los cambios en las LDL que llevan
a la generacion de sd-LDL y el cambio en el tejido endotelial ocasionan que las LDL

queden atrapadas en los vasos sanguineos, generando una lesién aterosclerotica.®®

La metodologia estandarizada presenta ciertas limitantes como la estabilidad de las
sd-LDL y la homogeneidad de condiciones en personas con DM, debido a las
variaciones que presentan en cuanto a las afecciones que sufren como

consecuencia del descontrol de los niveles de glucosa.
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VIl Conclusiones

Se estableci6 como condiciones idoneas que permiten la correcta migracion y
separacion de las sd-LDL el corrimiento unidimensional en un sistema de mini geles
de poliacrilamida al 6% en condiciones nativas con un programa electroforético a 80
V por 6 h.

El corrimiento de la banda del gel nativo en condiciones desnaturalizantes en geles
al 8%, 80 V por 120 min, permitié la separacion bidimensional de las proteinas
presentes en los complejos de las sd-LDL, observandose al menos 6 bandas
proteicas con pesos de ~240, ~120, ~95, ~80, ~70 y ~36 kDa (P240, P120, P95,
P80, P36; respectivamente).

Las proteinas observadas en el ensayo clinico entre personas con DM y sin DM
fueron P240, P120, P95, P80, P70, P55 y P36 variando la intensidad de P>250, P95
y la presencia de P36 en personas con DM en comparacion con personas sin DM,
sugiriendo cambios incorporacion de proteinas no estructurales a las sd-LDL
dependiendo de las condiciones en las que se encuentren las personas. Asi como
del posible intercambio de apoproteinas entre dichos complejos.

El método de doble dimension a partir de un sistema de mini geles resulta funcional
para determinar el perfil protedmico de las sd-LDL, siendo un método sencillo y sin
el uso de equipos de alto costo; el cual podia ser una alternativa para la evaluacion
de dicho perfil entre casos y controles de enfermedades de interés clinico.
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IX Perspectivas del trabajo

Identificar a las proteinas P>250, P~240, P~120, P~95, P~80, P~70, P~55 y P~36
por medio de espectrometria de masas o cromatografia.

Identificar la secuencia de péptidos de cada una de las proteinas encontradas para
determinar los cambios que sufren al estar expuestas a altas concentraciones de

glucosa en el caso de las personas con DM.

Identificar una cadena peptidica altamente conservada en las proteinas de las sd-
LDL como posible biomarcador para el diagnostico de enfermedades

cardiovasculares.
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Xl Anexos

X1.1 Anexo 1. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE YUCATAN
FACULTAD DE QUIMICA
LABORATORIO DE BIOQUIMICA Y GENETICA MOLECULAR

“Bienestar comunitario: Proyecto de capacitacion para la autogestion de la salud en
personas con DT2 y sus familias, en la comunidad de Tixcacaltuyub, Yaxcaba .*

Consentimiento informado
Se solicita su participacion en el proyecto de investigacion “Bienestar comunitario: Proyecto
de capacitacion para la autogestion de la salud en personas con DT2 y sus familias, en la
comunidad de Tixcacaltuyub, Yaxcaba *, cuyo propésito es identificar factores genéticos
que impacten en el efecto de la terapia con antihiperglucemiantes, con el objetivo de
prevenir posibles reacciones no deseadas al tratamiento de la DT2.

Es de destacar que su participacion en el estudio es totalmente voluntaria, y si usted decide
no participar no habra represalias de ningun tipo.

¢A quién puedo llamar si tengo preguntas sobre este proyecto?

Si usted tiene preguntas acerca de la recoleccion de muestras, sus derechos en este
proyecto o sobre el almacenamiento de las mismas, contacte a la Facultad de Quimica,
Laboratorio de Bioquimica y Genética Molecular al teléfono 9 22 57 16 ext. 38125

Por favor lea la siguiente informacién, mediante su eleccion y firme si usted esta de

acuerdo:
Estoy de acuerdo:

« En donar una muestra de sangre;
« En que a partir de la muestra se me realicen examenes bioquimicos como: glucosa,
colesterol, triglicéridos, insulina, entre otros, cuyos resultados me seran entregados

para evaluar el estado de mi salud.
* En que a partir de la muestra se haga la extraccion de ADN para realizar estudios

genoemicos.
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En que a partir de la muestra se haga una linea celular que permitira a los
investigadores una cantidad ilimitada de ADN y materiales biolégicos durante mucho
tiempo;

En que la linea celular y ADN se utilicen tanto en el presente estudio como en otros
estudios que se describen en esta forma de consentimiento.

En que toda la informacién genética de la muestra sea depositada en bases de datos
clentificos de libre acceso (piblicas) en Internet.

He leido o escuchado toda la informacién, he hecho todas las preguntas que he
tenido, y todas mis preguntas han sido respondidas satisfactoriamente. Soy
consciente que dar una muestra es mi decision.

Acepto que se me realice la toma de muestra de sangre periférica.

Lugar y fecha:
Nombre del paciente:
Direccidn;
Firma del paciente:
¢ Se le otorgé copia al paciente? Si No
Firma del Investigador:
Testigo 1 (firma):
Testigo 2 (firma):
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Xl.2 Anexo 2. Encuesta

“
. ‘T‘\
"Bienestar comunitario: proyecto de capacitacién para la autogestién de la salud en personas con DT2 ccs
y sus familias, en la comunidad de Tixcacaltuyub, Yaxcabh.

A —

Datos personales:
Folio:
Nombre: Fecha de nac
Ocupacion: Estado Civil
Sexo: Direccion - X
Escolandad. Ongen étmico
iTiene antecedentes de familiares con
diabetes?
Puede escoger vanas opciones
r Padre 0 Madre . Hermanos/as R e
r Cirugias' no ___s1___
Abuelosias Tios/as
r Cudl(es)?
i Hyjos/as Ninguno (Cuiindo?
No sabe Transfusiones: no ___ si ___ ;Cuando fue la
¢Hace cudnto tiempo que ticne diabetes? altima? 1l
@ JMotivo?

&Cuiil es su iltimo dato de HbAle
(Hemoglobina Glucosilada)?

Trasplantes: no ___ si

¢Trasplante realizado?

iSe hace la prueba del colesterol una vez al

nio?
2Tiene usted otras enfermedades ademis de Si
dinbetes? ; Cuilies? No
Existe historia de:
Coma  diabético_ Neuropatia,
Desordenes de lapicl_ Retinopatia
Enfermedad ardiaca
i Enfermedad renal __ Otras
ANTROPOMETRIA Enf sl
EDAD | Ftatura | Peso | IMC | oo {x@ M Fdod fudfb i ((}:‘Zw TA I-(.—'
corporai | " | Keal | corporal Mfm wisceral LS
! i
PRSR | A
daateg oot oot ol B -
|
!
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con DT2
“Blenestar comunitario: proyecto de capacitacién pam la autogestion de la salud en personas CCS
y sus familias, en la idad de Ti Htuyub, Yaxcaba.

Evaluaciones de la adherencia terapéutica

Test Morisky-Green
1. ¢ Olvida alguna vez tomar los medicamentos para tratar su enfermedad?

2. , Toma los medicamentos a las horas indicadas?
3. Cuando se encuentra bien, ¢deja de tomar la medicacién?

4. Si alguna vez le sienta mal, ¢ deja usted de tomarla?
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X1.3

Anexo 3. Dictamen del Comité de Etica e Investigacion

A
———— g JADY

Nimero de registro: 0817 _
{Asignado per |a Secretania del Comist de £9ca & hvesigaciin)

“COMITE DE ETICA E INVESTIGACION"
DICTAMEN

Facha: 04 de Diclembre de 2017

MCES. Maria Ermila Moo Mezeta

PRESENTE

Por la presente se le informa que su protocolo con nimero de registro 09/17, titulado
r nitario: proyecto de capacitacién para la autogestion de |

las personas con DT2 y sus familias, en la comunidad de Tixcacaltuyub y

Yaxcabd, a realizarse en Tixcacaltuyub. Yaxcaba. Yucatén, fue evaluado por el Comité

de Etica e Investigacion, el cual emitié el dictamen:

__x__ Aprobado
Condicionadoe con modificaciones mayores*
Condicionado con modificaciones menores*
Diferido ***

Atentamente

M.S.P Ligia Maria Rosado Alcocer

Nota: *“Favor de atender el dictamen en un Sempo no mayor & dos meses.
“Favor de atender o dictamen y regresar el manuscrito en 20 dias naturales.
*Favor de atender & dictamen y regrasar of manuscrito en 15 dias naturales.

Ccp. Jefe de la Unidad da Posgrado e Invesfigacicn
Cep. Archiva
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Calle 90 $/N entre 59 v 59-A, espaklas del Hospital 'Hordn, CP. 97000, Apdo. Pastal 0971, Mérida. Yoo, Méx
Tel, 0285250, Faox. {999) 924-22-16
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Xl.4 Anexo 4. Figuras complementarias

A
>

Figura Anexa 4-1. Gel SDS-PAGE AL 8%. Corrimiento del pool de personas sin
DM (SN) y personas con DM (DM) en el mismo gel.
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Figura anexa 4-2. Diagrama metodolégico de la segunda dimensién. La banda
recortada de las sd-LDL proveniente del gel en condiciones nativas recibid
tratamiento con luz UV y buffer de Laemmli. Posteriormente la banda fue insertada
en los pozos del gel desnaturalizante al 8% y se sell6 con agarosa al 0.5% para
evitar que la banda se salga de su lugar. La electroforesis fue llevada a cabo en las
condiciones establecidas
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X1.5 Anexo 5. Soluciones
Solucion precipitante
Heparina sédica (1000 U/mL) 7.5 mL
Cloruro de magnesio 1M 4.5 mL

Aforar a 50 mL con agua destilada y almacenar a 4°C.

Buffer de fosfatos pH 8.5
Fosfato monopotasico 13649
Fosfato dipotasico 17. 449

Disolver en 100 mL de agua destilada y ajustar a pH 8.5 con HCI 1M.

Acrilamida-bisacrilamida al 30% (29:1)

Acrilamida 29.2¢
N’N-bis-metilenacrilamida 08g
Agua destilada 100 mL

Almacenar a 4°C.

Persulfato de amonio (PSA) al 10%
Persulfato de amonio 100 mg

Agua destilada 1mL
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Almacenar a -20°C.

SDS al 10%
SDS 19
Agua destilada 10 mL

Almacenar a temperatura ambiente.

Tris HCI1.5M pH 8.8
Tris 18.15¢

Disolver en 50 mL de agua destilada, ajustar pH con HCI y aforar a 100 mL.

Almacenar a 4°C.

Tris HCI0.5M pH 6.8
Tris 69

Disolver en 50 mL de agua destilada, ajustar pH con HCI y aforar a 100 mL.

Almacenar a 4°C.

Buffer de corrimiento SDS 5X pH 8.3

Tris 7549
Glicina 369
SDS 59
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Disolver en 250 mL de agua destilada, ajustar pH con HCIl y aforar a 500 mL.
Almacenar a 4°C.

TBE 10X

Trizma base 108 g
Acido bérico 559
EDTAO0.5MpH 8 40 mL

Aforar a 1000 mL con agua destilada y esterilizar.

Buffer de Laemmli 2x (10 mL)

Tris HCI 1M, pH 6.8 1 mL
SDS 10% 4 mL
Glicerol 2mL
-mercaptoetanol 2.5 mL
Azul de bromofenol 500 pL

Una vez preparado a -20 °C protegido de la luz.
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