GACETA MEDICA DE MEXICO ARTICULO ORIGINAL

Irma Zamora-Ginez,"™ Blanca Guadalupe Baez-Duarte,' Adriana Nieva-Vazquez? Karla Hilsen Garcia-Aragon,?
Eduardo Monjaraz-Guzman,* Francisco Mendoza-Carrera,® Paola Meneses-Zamora,’

Claudia Valeria Flores-Blanco' y Karina Luna-De Jesus®

'"Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla, Facultad de Medicina, Puebla; 2Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Complejo Regional
Sur, Puebla; *Universidad Auténoma del Estado de Morelos, Morelos; “Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Unidad de Fisiologia, Puebla;
SInstituto Mexicano del Seguro Social, Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, Divisién de Medicina Molecular, Jalisco; ®Instituto Politécnico
Nacional, Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada, Tlaxcala. México

Resumen

Introduccion: E/ indice de lipoproteinas de baja densidad (LDL)/lipoproteinas de alta densidad (HDL) es un factor predictivo de
aterosclerosis, la cual esta asociada con modificaciones oxidativas. Objetivo: Evaluar la asociacion del indice con marcadores
de estrés oxidativo. Método: Se incluyeron 444 sujetos, caracterizados clinica, antropométrica y bioquimicamente; se cuantifico
superdxido dismutasa, glutation peroxidasa 3 (GPx3), magnesio e indice LDL oxidadas (oxLDL/HDL). Resultados: La disminu-
cion en 1.014 unidades del indice LDL/HDL se asocid con aumento de 1 unidad/mL de superdxido dismutasa (p = 0.030) y la
de 0.023 unidades con aumento de 1 nmol/minuto/mL de GPx3 (p < 0.0005). El aumento en 1 unidad del indice se asocié con
aumento de 0.831 unidades en el indice oxLDL/HDL (p < 0.05). Después de controlar el efecto del sexo, edad, fumar, obesidad
y resistencia a la insulina, la reduccion de 0.001 por unidad del indice se asocio con aumento de 1 Lg/g de magnesio en ufas
(p = 0.020). Conclusiones: El indice LDL/HDL presenta relacion inversa con el estado antioxidante y relacion directa con el
estado de oxidacion, independientemente de otros factores de riesgo cardiovascular y de estrés oxidativo.

indice LDL/HDL. Antioxidantes. Indice oxLDL/HDL.
Abstract

Introduction: The low-density lipoprotein (LDL)/high-density lipoprotein (HDL) index is a predictive factor for atherosclerosis,
which is associated with oxidative modifications. Objective: To assess the association of the index with oxidative stress markers.
Methods: 444 subjects were included and were clinically, anthropometrically and biochemically characterized; superoxide dis-
mutase, glutathione peroxidase 3 (GPx3), magnesium and oxidized LDL (oxLDL) index (oxLDL/HDL) were quantified. Results: A de-
crease of 1.014 units in the LDL/HDL index was associated with a superoxide dismutase increase of 1 unit/mL (p = 0.030), while
a decrease of 0.023 units was associated with a GPx3 increase of 1 nmol/min/mL (p < 0.0005). An increase of one unit in the
index was associated with an increase of 0.831 in the oxLDL/HDL index (p < 0.05). After controlling for the effect of gender, age,
smoking, obesity and insulin resistance, a reduction of 0.001 per index unit was associated with an increase of 1 pg/g of mag-
nesium in the nails (p = 0.020). Conclusions: The LDL/HDL index shows an inverse relationship with the antioxidant status and
a direct relationship with oxidation status, regardless of other cardiovascular and oxidative stress risk factors.

Low-density lipoprotein/high-density lipoprotein index. Antioxidants. Oxidized low-density lipoprotein/high-den-
sity lipoprotein index.
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|ntroducci6n

La oxidacién lipidica es una de las principales
causas de aterosclerosis: la lipoproteina de baja
densidad (LDL, low-density lipoproteins), principal
lipoproteina oxidativa, la lipoproteina de alta densi-
dad (HDL, high-density lipoproteins) y la lipoprotei-
na con actividad antioxidante.'®* Recientemente, el
indice LDL oxidada (oxLDL)/HDL se ha propuesto
como predictor de estrés oxidativo en pacientes dia-
lizados y como biomarcador de enfermedad cardio-
vascular (ECV).*3

El aumento de la oxidacidn lipidica se ha relaciona-
do con mieloperoxidasa (MPO)® y deficiencia de
magnesio.” Por otra parte, la reduccién del estrés
oxidativo mediante las enzimas antioxidantes supe-
roxido dismutasas (SOD) y glutatién peroxidasa 3
(GPx3) se asocia inversamente con ECV.8°

Actualmente, el indice LDL/HDL se ha propuesto
como un indicador de riesgo de cardiovascular (RCV)
con mayor valor predictivo que las lipoproteinas que
lo forman,'®"? sin embargo, hasta nuestro conocimien-
to, no se ha explorado su relacion con biomarcadores
de estrés oxidativo, con la finalidad de establecer si
pudiera considerarse referencia temprana para el es-
tado oxidativo.

En general, este estudio tuvo como objetivo evaluar
la asociacién del indice LDL/HDL con SOD, GPx3,
MOP, magnesio y oxLDL/HDL, después de controlar
el efecto del sexo, edad, consumo de tabaco, obesi-
dad y resistencia a la insulina, parametros que se han
asociado con ECV o estrés oxidativo.”

Método

El estudio se realizd de acuerdo con la Declaracion
de Helsinki. Los participantes dieron su consentimien-
to informado por escrito. Los resultados son parte de
protocolo 342, aprobado por el Comité de Investiga-
cién de la Facultad de Medicina, Benemérita Univer-
sidad Auténoma de Puebla. Disefiamos un estudio
transversal en voluntarios hombres y mujeres no em-
barazadas, de 18 a 65 anos, de enero a diciembre de
2017. Se excluyeron sujetos con dependencia al ciga-
rrillos™ y/o alcohol' y/o con consumo de suplementos
vitaminicos en el Ultimo afio, y/o con ingesta de este-
roides o medicamentos que interfieren con el meta-
bolismo de los lipidos, asi como los sujetos con ECV,
enfermedad renal, enfermedad hepatica o enferme-
dad inflamatoria.

Caracterizacion clinica y antropométrica

Se realizd historia clinica estandarizada. Con el su-
jeto en condiciones de ayuno, con ropa liviana y sin
zapatos, se midid talla y peso, con los cuales se calculd
el indice de masa corporal (IMC) como parametro de
obesidad (peso en kilogramos/altura en m?). Se consi-
deré consumo de cigarrillos bajo, moderado y alto.™

Ensayos

Las muestras de sangre se extrajeron en el
laboratorio del Hospital Universitario de Puebla,
mediante puncion venosa después de 12 horas de
ayuno nocturno. Glucosa, insulina, triglicéridos, co-
lesterol total, LDL, HDL y magnesio sérico se de-
terminaron mediante métodos estandarizados. La
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) se esti-
mo dividiendo triglicéridos entre 5. La resistencia a
la insulina se cuantific6 mediante HOMA-IR (ho-
meostatic model assessment insulin resistance) con
base en glucosa en ayuno (mmol/L) x insulina en
ayunas (pU/mL)/22.517, mediante la calculadora
HOMA®."® Siguiendo las instrucciones de kits co-
merciales se determinaron SOD, GPx3, MPO y
oxLDL. La concentracion de magnesio de muestras
de ufias de pies y manos se midié por espectrome-
tria de absorcion atémica.

La normalidad se probd mediante la prueba de Kol-
mogorov-Smirnov. Las diferencias entre grupos (RCV:
LDL/HDL > 3.0)" se estimaron utilizando U de
Mann-Whitney para variables numéricas y la prueba
exacta de Fisher para variables cualitativas. Se utilizd
regresion lineal multivariable y coeficiente de
correlacion parcial para determinar las asociaciones
ajustadas para edad (afios), sexo (femenino/masculi-
no), fumador (no/si), IMC (kg/m?) y HOMA-IR. Se uti-
liz6 el programa estadistico SPSS, version 23.0;
p < 0.05 fue considerado estadisticamente significa-
tivo. Dado que MPO, magnesio en ufias y oxLDL/HDL
se midieron en un ndmero menor de participantes (74,
74 y 214, respectivamente), se probd a posteriori la
potencia estadistica (1-f), utilizando el tamafio del
efecto f2 (basado en valores r? ajustados), mediante
G * Power, version 3.0.10.

Resultados

En este estudio participaron 444 sujetos, con ma-
yor participacion de mujeres que de hombres
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(62.8 versus 37.2 %, p = 0.005). La caracterizacion
de la poblacion en estudio conforme LDL/HDL (> 3.0
RCV) se muestra en la Tabla 1. El andlisis de regre-
sion lineal y el coeficiente de correlacién parcial mos-
traron que la actividad de SOD y GPx3 fueron
predictores negativos de LDL/HDL, asi como la con-
centracion de magnesio en ufias después de ajustar
para edad, sexo, fumar, obesidad y resistencia a la
insulina (Tabla 2).

El indice LDL/HDL se ha definido en un intento por
optimizar la capacidad predictiva del perfil lipidico, por
lo que la tendencia de los componentes del indice fue
probada para las variables con asociacion significati-
va. SOD no se asoci6 con LDL (coeficiente 3 [intervalo
de confianza de 95 %, IC 95 %] = 5.662 [-25.84-
3717, r =-0.015, p = 0.724), pero si positivamen-

? 1123456

te con HDL (coeficiente B [IC 95 %] = 21.550 [12.237-

30.864], r,,,,,,= —0.186, p < 0.0005). GPx3 se asocio
negativamente con LDL (coeficiente p [IC 95
%] = -0.360 [-0.545 a -0.174], r . = -0.232,

p < 0.0005) y positivamente con HDL (coeficiente 8
[IC 95 %] = 0.294 [0.162-0.425], r,,,. = 0.265,
p < 0.0005). El magnesio en ufias no se asocié con
LDL (coeficiente B [IC 95 %] = -0.019 [-0.079-0.41],
Foasss = —0-127, p = 0.520) ni con HDL (coeficiente 8
[IC 95 %] = 0.012 [-0.002-0.025], R,,,,., = 0.333,
p = 0.084). Finalmente, el indice LDL/HDL se asocid
directamente con el indice oxLDL/HDL (Tabla 3).
Dado que se midié MPO, magnesio de ufia 'y oxLDL/
HDL en un numero menor de participantes (74, 74 y
240, respectivamente) a posteriori probamos el poder
estadistico de los andlisis, el cual fue satisfactorio
para todos los resultados (1-f de 0.94, 0.99 y 0.80,

respectivamente).
Discusion

Mediante un estudio transversal analizamos la aso-
ciacion del indice LDL/HDL con marcadores de estrés
oxidativo, demostrando que se relaciona inversamen-
te con la actividad de SOD y GPx3 y directamente
con el indice oxLDL/HDL, relacién que no es alterada
por el efecto de la edad, el sexo, fumar, obesidad ni
resistencia a la insulina.

Nuestro estudio demostré por primera vez que el
aumento en 1 unidad/mL en la actividad de SOD
reduce el indice en 1.01 unidad, dependiendo
aparentemente de un efecto adicional de modulacién
antioxidante entre SOD y HDL. Nuestros resultados
coinciden con otros en los que se ha reportado co-
rrelacion positiva entre SOD y éster hidrolasa

Caracterizacion clinica, antropométrica y bioquimica de
la poblacion de estudio categorizada por el indice LDL/HDL (< 3.0,

riesgo cardiovascular)

Sexo (FIM, %) 64.9/35.1 48/52 0.075*

Fumador (Si, %) 11.3 12.9 0.739*
Media + DE Media + DE

Edad (afios) 40.14 + 13.31 42.68 + 11.75 0.035**

Peso (kg) 69.38 + 1368  75.86 + 14.88 < 0.0005**

Talla (m) 1.58 + 0.085 1.59 + 0.09 0.503**

IMC (kg/m?) 27.72 £5.08 29.89£508 <0.0005**

Glucosa de 100.41+£2820 107.76 + 3437  0.002**

ayudo (mg/dL)

Insulina de 10.41+8.44 12.24+8.88 0.005**

ayuno (uU/mL)

HOMA-IR 1.37 £ 0.91 1.52 + 0.96 0.009*

Triglicéridos 163.07£95.57  192.34£83.32 < 0.0005**

(mg/dL)

Colesterol 185.91+37.44 211.86+37.76 < 0.0005**

total (mg/dL)

HDL (mg/dL) 4796 + 1246  36.81 £856  <0.0005*

LDL (mg/dL) 88.04 £ 4166 139.76 £ 28.96 < 0.0005**

VLDL (mg/dL) 30.61+19.11 3847+ 16.67 <0.0005**

*La diferencia entre grupos se analizé mediante la prueba exacta de Fisher.
Significacion estadistica p < 0.05.

**La diferencia entre grupos se analizé mediante la prueba U de Mann-Whitney.
Significacion estadistica p < 0.05.

IMC = indice de masa corporal, HOMA-IR = evaluacién del modelo de homeostasis de
la resistencia a la insulina, HDL = lipoproteina de alta densidad, LDL-C = lipoproteina
de baja densidad, VLDL-C = lipoproteina de muy baja densidad.

paraoxonasa (PON) 1, enzima presente en el nucleo
de HDL con efecto protector a la oxidacién, y entre
SOD y HDL en sujetos con sobrepeso u obesidad y
en pacientes con diabetes mellitus'®?' y baja actividad
de SOD en pacientes con diabetes mellitus con nive-
les bajos de HDL.?2%

Aunado a esto, demostramos que el aumento de
1 nmol/minuto/mL en la actividad de GPx3 dismi-
nuye el indice en 0.023 unidades, consecuencia
de que GPx3 se relaciona negativamente con LDL
y positivamente con HDL. Al igual que nosotros,
un estudio previo demostro la relacién inversa de
la actividad de GPx3 con LDL/HDL en pacientes
isquémicos masculinos.?* Estos resultados po-
drian explicarse porque GPx3 previene la oxida-
cion de los fosfolipidos,?®2® por lo que pudiera
prevenir la oxidacion de LDL, manteniéndose la
afinidad de LDL con su receptor?” y porque PON1
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Asociacion del indice LDL/HDL como variable dependiente con marcadores de estrés oxidativo

SOD (U/mL)
SOD* (U/mL)

GP x 3 (nmol/minuto/mL)
GP x 3* (nmol/minuto/mL)
MPQ? (pg/dL)

MPO=* (pg/dL)

Mg en suero (mg/dL)

Mg* en suero (mg/dL)
Mg? en ufias (ug/g)

Mg?* en ufias (ug/g)

~1.153(-2.109 a - 0.197)
~1.014 (-1.930 a - 0.099)
~0.024 (-0.036 a - 0.013)
~0.023 (-0.035 a - 0.012)

< 0.0005 (< 0.0005 a 0.0005)

< 0.0005 (< 0.0005 a 0.0005)

-0.243 (~0.634 a 0.148)
~0.339 (-0.732 a 0.054)
~0.001 (~0.003 a < 0.0005)

-0.001 (-0.008 a < 0.0005)

-0.098 0.018
-0.090 0.030
-0.255 < 0.0005
-0.255 < 0.0005
0.408 < 0.0005
0.235 0.052
-0.058 0.222
-0.081 0.090
-0.309 0.085
-0.437 0.020

0.008
0.094
0.065
0.104
0.167
0.278
0.003
0.055
0.065

0.351

Regresion lineal multivariable. *Ajustada para edad (afios), sexo (femenino/masculino), fumador (no/si), IMC (kg/m?) y HOMA-IR. Significacion estadistica p < 0.05. #n = 74
IC = intervalo de confianza, LDL/HDL = indice lipoproteina de baja densidad/lipoproteina de alta densidad, SOD = superéxido dismutasa, GPx3 = glutation peroxidasa 3,

MPO = mieloperoxidasa, Mg = magnesio.

Analisis de asociacion de oxLDL/HDL como variable dependiente con el indice LDL/HDL y enzimas antioxidantes

LDL/HDL 0.365 (0.271 a 0.459)
LDL/HDL* 0.831(0.640 a 1.022)
SOD (U/mL) ~2.648 (-3.713 a - 1.584)
SOD* (UfmL) -2.760 (-3.837 a 0.148)

GPx3 (nmol/minuto/mL) -0.014 (-0.022 a - 0.006)

GPx3* (nmol/minuto/mL) ~0.016 (-0.024 a - 0.008)

0.532 < 0.0005 0.283
0.582 < 0.0005 0.348
-0.383 < 0.0005 0.146
-0.059 < 0.0005 0.144
-0.280 0.001 0.078
-0.317 0.047 0.092

Regresion lineal multivariable. *Ajustada para edad (afios), sexo (femenino/masculino), fumador (no/sf), IMC (kg/m?) y HOMA-IR. Significacion estadistica p < 0.05. n = 214
IC = intervalo de confianza, oxLDL/HDL = indice lipoproteina de baja densidad oxidada/lipoproteina de alta densidad, LDL/HDL = indice lipoproteina de baja densidad/lipoproteina de

alta densidad, SOD = superéxido dismutasa, GPx3 = glutation peroxidasa 3.

y GPx se asocian,” pudiéndose presentar un efec-
to adicional de modulacién entre GPx3 y HDL. Al
igual que nuestros resultados, diferentes estudios
han reportado la asociacién de GPx3 con LDL y
HDL.20,22,23,28,29

Por otra parte, diversos estudios han propuesto que
el indice oxLDL/HDL representa la oxidacion lipidica
asociada al RCV.3%*2 En nuestra poblacion, el aumen-
to en una unidad del indice LDL/HDL se tradujo en
un aumento de 0.831 del indice oxLDL/HDL, por lo
tanto, el indice LDL/HDL representa adecuadamente
la presencia de anormalidades oxidativas en las
lipoproteinas.

Otro resultado relevante de este estudio fue que el
aumento de 1 pg de magnesio por gramo de ufia se
asocio con disminucién del indice de 0.001 por uni-
dad. El magnesio es cofactor de lecitina colesterol

aciltransferasa vy lipoproteina lipasa, por lo que esta
implicado en la disminucion de LDL y el aumento de
HDL. De acuerdo con esto, la terapia con magnesio
oral aumenta significativa el indice HDL/LDL.*® En
nuestro estudio, esta asociacion no dependio de la
relacién del magnesio en ufias con las lipoproteinas,
sino de otros mecanismos fisioldgicos. En este senti-
do, se conoce el papel fundamental del magnesio en
la captacion de glucosa en los tejidos sensibles a la
insulina* y se ha reportado correlacion positiva entre
los niveles séricos de magnesio y HDL en pacientes
con diabetes tipo 2.% Por otro lado, el magnesio sérico
no se asocio con el indice LDL/HDL. Estos resultados
controversiales podrian justificarse porque las mues-
tras de ufias son mejores para el andlisis de oligoele-
mentos que las muestras de suero,*® sin embargo, es
necesario realizar estudios para determinar la relacion
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entre el magnesio en ufias y el sérico en diferentes
poblaciones para esclarecer su asociacion.

Finalmente, no observamos asociacion entre MPO
con el indice LDL/HDL después de controlar el efecto
de la edad, sexo, fumar, obesidad y resistencia a la
insulina. Se ha reportado que en pacientes con ECV,
el aumento del indice MPO/HDL no se acomparia de
aumento en los niveles de LDL,* lo cual podria justi-
ficar nuestros resultados; ademas, la asociaciéon de
MPO con RCV aparentemente es modulada por el
efecto de otros factores metabdlicos, por ejemplo, en
pacientes diabéticos, la asociacién de MPO con ECV
es modulada por la concentracion de glucosa en san-
gre.® Aunado a esto, se ha sefialado correlacion de
MPO con edad, talla, peso e IMC en sujetos obesos
sin ECV.*

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones: es un
estudio transversal que no permite establecer una
causa-efecto, ademas no se tomaron en cuenta
otras variables confusoras como la dieta y el ejer-
cicio, que podrian modificar el estado de estrés
oxidativo de los sujetos de estudio. El tamafo de
la muestra es adecuado para un poder estadistico
satisfactorio en los andlisis con menor numero de
poblacidn, sin embargo, seria conveniente realizar
investigaciones adicionales en muestras indepen-
dientes y mas grandes para una futura aplicacion
en la poblacién.

Conclusiones

El indice LDL/HDL se asocid inversamente con
antioxidantes (SOD, Gpx3) y positivamente con la
oxidacion de las lipoproteinas (oxLDL/HDL), des-
pués de controlar el efecto atribuible a edad, sexo,
fumar, obesidad y resistencia a la insulina. Estos
hallazgos sugieren conjuntamente que el indice
puede considerarse una referencia temprana para
el estado de oxidacion independiente de otros fac-
tores de RCV y estrés oxidativo, ademas de con-
tribuir a la comprension de la relacion compleja
entre el perfil de lipidos y el equilibrio del estado
de oxido reduccién, independientemente de otros
factores de riesgo.
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