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Resumen y Abstract IX

Resumen

Introduccion: LaANGPTL-3 es una proteina que regula negativamente laactividad de la
LPL, por lo podriatener un rol importante en el metabolismo lipidico durante la gestacion.

Métodos: El presente es un estudio de cohorte prospectivo con el objetivo de determinar
los niveles séricos Angiopoietin-Like 3 (ANGPTL3) en mujeres sanas y preeclampticas
durante tres periodos de la gestacion y tres meses postparto y correlacionarlos con
variables bioquimicas, hormonales e indices antropométricos. Este incluye un grupo de
mujeres gestantes sanas (n=52), seguidas durante tres periodos de la gestacion:
temprano, intermedio, tardio y 19 de estas mujeres fueron analizadas tres meses
postparto. Adicionalmente, se seleccionaron 21 gestantes pertenecientes a la misma

cohorte que desarrollaron preeclampsialeve.

Resultados: Los niveles de ANGPTL-3 de las mujeres no gestantes fueron mayores que
en el primer trimestre de la gestacion sana (119.28 ng/mL vs 72.78 ng/mL, P < 0.05).
Durante la gestacion sana se observa una disminucion estadisticamente significativa de
la ANGPTL-3 en el primer trimestre, sin cambio significativo en el segundo trimestre y
con un aumento estadisticamente significativo en el tercer trimestre pero que siguen
siendo menores que los niveles de ANGPTL-3 de las pacientes no gestantes, que vuelve
a sus valores basales después del parto. No se encontraron diferencias significativas en
niveles de ANGPTL-3 entre las gestantes sanas y las gestantes con preeclampsia leve
en ninguno de los trimestres de lagestacion. No se encontro correlacion consistente de
ANGPLT-3 con los niveles de triglicéridos en los grupos de gestantes y hubo correlacién

de los niveles de c-LDL alo largo de la gestacion con preeclampsia leve (P<0.05).

Conclusién: La caida de los niveles de ANGPTL-3 mediada probablemente por la

sensibilidad a la insulina libera ala LPL de la inhibicién de la ANGPTL-3 para poder ser
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regulada por otras hormonas, placentarias y no placentarias, con el fin de organizar el

metabolismo energético de lagestacidn en sus diferentes fases

Palabras clave: Angiopoietin-Like 3, ANGPTL-3 en gestaciéon, metabolismo lipidico

en gestantes, lipoproteinlipasa y gestacion.
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Abstract

Introduction: ANGPTL-3 is a protein that regulates the activity of LPL and could have an
important role in in lipid metabolism during pregnancy.

Methods: This is a prospective cohort study aiming to measure serum Angiopoietin-Like 3
(ANGPTL3) levels in healthy and preeclamptic women during three periods of gestation
and three months postpartum and to correlate them with biochemical, hormonal and
anthropometric indices. This includes a group of healthy pregnant women (n = 52),
followed for three periods of gestation: early, intermediate, late and 19 of these women
were analyzed three months postpartum. Additionally, data of 21 pregnant women
belonging to the same cohort who developed mild preeclampsia were selected and

analyzed.

Results: ANGPTL-3 levels in non-pregnant women were higher than women in the first
trimester of healthy pregnancy (119.28 ng / mL vs 72.78 ng / mL, P <0.05). During
healthy pregnancy, a statistically significant decrease in serum ANGPTL-3 was observed
in the first trimester, with no significant change in the second trimester and with a
statistically significant increase in the third trimester, but still lower than the ANGPTL -3
levels of non-pregnant patients, which returnsto their baseline values after delivery. No
significant differences were found in ANGPTL-3 levels between healthy pregnant women
and pregnant women with mild pre-eclampsia in any of the trimesters. There was no
consistent correlation of ANGPLT-3 with triglyceride levels in the groups of pregnant
women, and there was a correlation of LDL-C levels throughout gestation with mild pre-
eclampsia (P <0.05).

Conclusion: The decrease in ANGPTL-3levels, probably mediated by insulin sensitivity,
frees LPL from the inhibition of ANGPTL-3 and it can be regulated by other hormones,
placental and non-placental, in order to organize the gestation energy metabolism in its

different phases.
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1.Marco teoérico

1.1 Metabolismo lipidico

Las moléculas lipidicas fundamentales para el ser humano, como el colesterol, los
triglicéridos y los fosfolipidos son hidrofébicas y requieren unirse a proteinas, formando
lipoproteinas, para poder ser transportadas en el plasma (1). Una lipoproteina es una
molécula que esta compuesta por lipidos hidrofébicos en el centro o nucleo, lipidos
hidrofilicos en la periferia y que esta asociada a proteinas llamadas apolipoproteinas
(Apo) que le otorgan una base estructural, asi como especificidad para ciertos ligandos y
enzimas importantes en el control del metabolismo lipidico (2). Se describen tres vias
principales en el metabolismo de los lipidos: la exdgena (metabolismo de los lipidos de la
dieta), enddégena (metabolismo de los lipidos hepaticos) y el transporte reverso mediado

principalmente por el colesterol HDL (C-HDL) (3).

1.1.1 Viaexdgena (lipidos de la dieta)

Las grasas que se consumen en la dieta son descompuestas en el intestino por enzimas,
principalmente por la Lipasa Pancreética, que hidroliza los triglicéridos produciendo
acidos grasos libres y glicerol. Estas moléculas se combinan con otras moléculas como el
colesterol, los esteroles vegetales, las vitaminas liposolubles, entre otras, para formar

micelas y de esta manera alcanza la superficie luminal del enterocito (4).

El colesterol y los ésteres vegetales son transportado desde la luz intestinal a través de la
membrana apical del enterocito al espacio intracelular por medio del Niemann-Pick C1-
Like Protein 1 (NPC1L1), el cual puede ser inhibido farmacol6gicamente por el ezetimibe
(5). La mayor parte del de los esteroles vegetales y un pequefio porcentaje de colesterol
son devueltos a la luz intestinal por la accion de las proteinas transportadoras ABCG5
(G5)y ABCGS8 (G8) (6). Unavez en el interior del enterocito el colesterol es esterificado
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por medio de la enzima acil-CoA:colesterol acil transferasa (ACAT), que le proporciona
un &cido graso. Por otra parte, los acidos grasos libres difunden pasivamente y por medio
de transportadores como CD36 y FATP4 (7). Una vez dentro del enterocito, los &cidos
grasos libres pueden usarse para esterificar el colesterol o unirse con el glicerol por
medio de reacciones enzimaticas mediadas por las transferasas de monoacilglicerol y
diacilglicerol (MAGT y DAGT) paraformar nuevamente triglicéridos (8).

El enterocito tiene la capacidad de sintetizar la apolipoproteina Apo-B48 en el reticulo
endoplasmico y la proteina microsomal de transferencia de triglicéridos (MTP) transporta
los lipidos hacia éste para formar el Quilomicréon (QM). La lopitamida es un farmaco
capaz de inhibir la accion de MTP y es una opcién en el tratamiento de las
hipercolesterolemias familiares (9). De esta manera se forma el (QM), una lipoproteina
grande (75-1200 nm) rica en triglicéridos y con una densidad muy baja.

Una vez ensamblado, el QM sale al sistema linfatico y antes de llegar al higado entra en
contacto con tejidos periféricos como el musculo y el tejido adiposo. En estos tejidos se
expresa la lipoprotein-lipasa (LPL) (ver mas adelante), una enzima localizada en el
endotelio que puede hidrolizar triglicéridos a glicerol y acidos grasos libres. La insulina
aumenta la actividad de la LPL del tejido adiposo, promoviendo la hidroélisis de los
triglicéridos e inhibiendo la lipdlisis dentro del adipocito, de esta manera, fomentando el

estado anabdlico caracteristico de estahormona (10).

El QM, ademas de Apo-B48, tiene otras apolipoproteinas como Apo-ClI, Apo-Ey Apo-Ab.
ApoC-Il es un cofactor activador de la LPL que potencia la capacidad de hidrolizar los
triglicéridos que el QM transporta produciendo acidos grasos libres (AAL) que ingresan a
la célula muscular o adiposa por medio de los transportadores CD36 y FTAP, mientras
que algunos otros AAL se unen a la albumina para ser transportados a otros tejidos.
Estos acidos grasos son convertidos en la célula adiposa nuevamente a triglicéridos para
ser amacenados mientras que en el musculo cardiaco son oxidados para producir

energia(2).

Debido a la accion de la LPL, el QM disminuye su contenido de triglicéridos y se forma
una molécula rica en ésteres de colesterol y carente de Apo-Cl|, lacual es donada al C-
HDL. Esta molécula es el remanente de QM, que al tener todavia Apo-E, tiene la
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capacidad de ser reconocida por el receptor de LDL (LDL-R) hepatico y al no tener ya
Apo-Cll pierde la capacidad de activar la LPL. De esta manera el colesterol ingeridoen la
dieta llega al higado mientras que los triglicéridos se quedan en principalmente en tejido
adiposo y tejido muscular (11).

1.1.2 ViaEndoégena

En el hepatocito, el colesterol y los triglicéridos son transferidos ala apolipoproteina que
produce esta célula, la Apo-B100, la cual es codificada por el mismo gen de la Apo-B48
en el enterocito, sin embargo, en el caso de la célula intestinal se presentaun coddn de
parada prematuro que trunca la expresion de la apolipoproteina y solo se completa la
expresion del 48% de esta, sin perder la funcién. Al unirse los lipidos con la Apo-B100,
en un proceso similar al de la célulaintestinal también, por medio de la MTP se forma el
colesterol de muy baja densidad (VLDL) (12).

La formacién de VLDL depende de la concentracién de triglicéridos que hayaen la célula
hepética, a mayor sustrato mayor VLDL se formara, mientras que si no hay triglicéridos la
Apo-B100 ser&d degradada por el sistema ubiquitina-proteosoma (13). La insulina es
fundamental en la regulacién de la formacion del VLDL ya que cuando hay resistencia a
la insulina en los tejidos periféricos como el musculo y el tejido adiposo, disminuye la
actividad de la LPL y no se hidrolizan los TG de moléculas como el QM o el mismo VLDL,
lo que produce un aumento del sustrato paraformar VLDL en el hepatocito . Por otro lado,
en la célula hepadtica la insulina disminuye la expresion de Apo-B100, efecto que no
ocurre cuando hay resistencia. De esta manera, tanto la resistencia a la insulina

periféricay central promueven laformacion de VLDL (14).

Al salir del hepatocito, el VLDL llega a musculo y tejido adiposo en donde la LPL
localizada en el endotelio de estos tejidos hidroliza los triglicéridos de la lipoproteina en
un proceso muy similar al que le ocurre al QM, explicado previamente. Sise presenta un
exceso de QM en sangre, por ejemplo, en unadietarica en grasas, el mismo QM impide
gue el VLDL sea hidrolizado de manera efectiva aumentando las concentraciones

plasmaticas del dltimo. Cuando la LPL hidroliza los triglicéridos del VLDL se forma un
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remanente de VLDL al que se le conoce como colesterol de densidad intermedia (C-
IDL)(12).

El C-IDL esrico en ésteres de colesterol y tiene Apo-E (similar al remanente de QM), por
lo que es afin a receptores hepéticos como el LDL-R vy el lipoprotein receptor—related
protein 1 (LRP-1), sin embargo, no es endocitado inmediatamente por estos receptores.
Antes de eso, la lipasa hepatica (LH) hidroliza los pocos triglicéridos del IDL, dejando
una molécula rica predominantemente en colesterol y con Apo-B100, el colesterol de baja
densidad (C-LDL) (3).

El C-LDL se encarga de transportar el colesterol principalmente hacia el higado, pero
también a tejido adiposo y muscular. También es el tipo de colesterol implicado en la
aterogeénesis y el riesgo de enfermedad cardiovascular. Los niveles plasméticos de LDL
dependen de los LDL-R localizados especiamente en el hepatocito, por lo que la
regulacion del LDL-R es muy importante en el metabolismo lipidico. Cuando los niveles
de colesterol dentro del hepatocito son bajos, la proteina fijadora del elemento regulador
de los esteroles (SREBP) se transloca al nucleo para aumentar la expresion de genes
que codifican las proteinas que componen la maquinaria encargada de producir
colesterol endégeno (enzimas como la HMG-CoA Reductasa, diana terapéutica de las
estatinas) y de LDL-R, aumentando el nimero de estos y promoviendo la endocitosis del
LDL, que finalmente lleva a una disminucion de los niveles plasmaticos de esta
lipoproteina. Lo contrario ocurre cuando hay altos niveles de colesterol dentro de la célula
hepatica y en este caso el SREBP se queda en el citoplasma y no se expresan estos
genes (15). Por otra parte, el exceso de colesterol produce un aumento de colesterol
oxidado u oxiesterol en el hepatocito, que activael Liver X Receptor (LXR), un factor de
transcripcion que promueve la degradacion del LDL-R, disminuyendo la endocitosis del
LDL y por tanto las concentraciones de colesterol intracelulares (16).

El LDL-R esta presente tanto en higado como en tejidos periféricos y es capaz de
reconocer a ApoE y ApoB100, interviniendo entonces en laendocitosis de VLDL, C-IDL,
C-LDL y remanentes de QM, ademas de C-LDL. Una vez endocitado el C-LDL, la
lipoproteina en complejo con el LDL-R es llevada a los lisosomas donde se libera el
colesteroly el LDL-R puede ser degradado o volver ala superficie celular. Laproprotein
convertase subtilsin-kexintype 9 (PCSK-9) es una proteina que se une al LDL-R que esta



Capitulo 1 7

intracelular y promueve ladestruccion de éste en el lisosoma, impidiendo el “reciclaje” del
receptor y disminuyendo los LDL-R en la superficie celular. Esta proteina es una diana
terapéutica con anticuerpos monoclonales que inhiben la accion fisiolégica, los
inhibidores de PCSK-9 (17).

La via enddgena entonces es responsable de llevar triglicéridos hacia el misculo y el

tejido adiposo y de transportar colesterol hacia tejidos periféricos.

1.1.3 Transportereverso de colesteroly el C-HDL

La principal apolipoproteina que compone el C-HDL es la Apo-Al, sintetizada en el
enterocito y principalmente en el hepatocito, que puede secretar hasta el 80% del total
del C-HDL plasmatico. Una vez sintetizada, Apo-Al recibe fosfolipidos y colesterol libre
de esas mismas células. En el eflujo de colesterol desde la célula interviene el
transportador ABCA1, que se encarga de proporcionar los primeros lipidos a la Apo-A
conformando un C-HDL inmaduro. Posteriormente el ABCG1 termina de realizar esta
tarea convirtiéendolo en un C-HDL maduro. Los transportadores ABCA y ABCG estan
presentes en el tejido muscular, adiposo y en los macrofagos. Durante la hidrdlisis de los
triglicéridos del VLDL y los QM, el C-HDL obtiene también fosfolipidos y triglicéridos, que
los hacen mas susceptibles de ser degradados por lipasas. Estas lipoproteinas también

donan otras apolipoproteinas al C-HDL, como Apo-Clly Apo-E (18).

Una vez maduro, el C-HDL entra en contacto con los tejidos periféricos, donde por medio
de los transportadores ABCA y ABCGL1 recibe colesterol libre (no esterificado) que por
ser hidrofilico se ubica en la periferia de la molécula. La enzima Lecitin Colesterol Acil
Transferasa (LCAT), producida en el higado y activada por Apo-Al, esterifica el
colesterol tomando un acido graso de un fosfolipido y uniéndolo al colesterol para que
puedaser internalizado al nucleo del C-HDL, permitiendo asi que la periferiaquede libre
para seguir captando colesterol. En el plasma también la Proteina transportadora de
ésteres de colesterol (PTEC), que interactia con el C-HDL y las moléculas ricas en
triglicéridos (VLDL y QM), produciendo que el C-HDL les entregue colesterol esterificado
y reciba triglicéridos. Cuando se intercambian estos lipidos en exceso, el C-HDL queda
rico en triglicéridos y es blanco facil de las lipasas, por ejemplo, la hepatica, que al
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remover gran cantidad de triglicéridos deja una molécula de C-HDL muy pequefia que
facilmente pierde la Apo-Aly es degradada, disminuyendo los niveles plasmaticos de C-
HDL. En estados de resistencia a la insulina, la actividad de la lipasa hepatica aumenta,
disminuyendo concentraciones de C-HDL.

El C-HDL entregasu contenido de colesterol principalmente en el higado, donde se une
al receptor Scavenger receptor class B type 1(SR-B1) sin internalizarse y entrega el
colesterol, volviendo ala circulacion periféricaméas pequefio y &vido de nuevo colesterol
(19). Enresumen, el C-HDL entonces, transporta el colesterol de los tejidos periféricos al
higado de dos formas: directamente por medio de los receptores SR-B1 hepaticos e
indirectamente a través de QM y VLDL, por la accién de la enzima PTEC. Ademas
también entrega colesterol en tejidos esteroidogénicos como la corteza suprarrenal, el
testiculo y el ovario (20,21).

La Apo-Al es degradada principalmente en el rifion y una pequefia parte en el higado.
Entre mas pequefiasea la molécula de C-HDL, es mas facil que se filtre y se elimine por
viarenal. En el higado parecen ser endocitadas por medio de Apo-E(19).

Las células del cuerpo humano no tienen la capacidad de degradar el colesteroly niveles
intracelulares altos pueden llevar a toxicidad al aumentar la concentracion de colesterol
oxidado, por lo que es necesario transportarlo hacia el higado para que pueda ser
eliminado en forma de é&cidos biliares. En este proceso es fundamente al macrofago, que
por medio del receptor SB-R1 y el transportador ABCA, entrega colesterol al C-HDL,
ayudando en la maduracion de este y promoviendo el transporte del exceso de colesterol
hacia el higado. Cuando el macréfago o la célula periférica, tiene exceso de colesterol
intracelular aumenta la expresion de LXR, lo que promueve la sintesis de ABCAl y
ABCGL1 e inhibe la traslocacion de SREBP1, disminuyendo la degradacion de ABCAl y

ABCG1, lo contrario ocurre cuando hay niveles bajos de colesterol intracelular (22).

1.1.4 Adiponectina
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Es uno de los compuestos mas importantes secretados por el tejido adiposo. Se trata de
una proteina de 244 aminoacidos que puede tener varias isoformas en el sistema
circulatorio e interviene en laregulacion del metabolismo de lipidos y carbohidratos por
medio de los receptores de adiponectina: adipoR1 y adipoR2 (23). En general, esta
hormona aumenta la sensibilidad a la insulina en varios tejidos y promueve una
expansion adecuada del tejido adiposo, lo cual previene la acumulacion de grasa

ectopica, es decir, fueradel adipocito (24).

La adiponectina aumenta sus concentraciones circulantes de manera inversamente
proporcional con lamasa de tejido adiposo. En el adipocito promueve la lipogénesis y el
acumulo de grasa, razén por la cual se dice que promueve un crecimiento sano del tejido
adiposo. También se reporta que aumenta la internalizacion de la glucosa promoviendo
la expresion de GLUT 4 (25).

En el higado se expresan ambos receptores de adiponectina. Por medio de adipoR1, se
activan la protein kinasa de AMP (AMPK) y los receptores PPAR alfa, causando
disminucién de la lipogénesis y aumento la beta oxidacién. Por la via AMPK también
inhibe la expresién de SREBP. Ademas, inhibe la acumulacién de ceramidas en el tejido
hepéatico aumentando la actividad de enzimas ceramidasas, estimulada por el factor de
crecimiento fibroblastico 21, protegiendo la sensibilidad central ala insulina (26,27). En el
musculo la adiponectina potencia la lipélisis por vias similares a las mencionadas en el
tejido hepético (AMPK y PPAR), de esta manera protegiendo la sensibilidad periférica a
la insulina (28,29).

En modelos murinos se ha asociado la adiponectinacon un aumento de la actividad de la
LPL en tejido periférico (masculo), disminuyendo los triglicéridos circulantes a expensas
del metabolismo periférico de VLDL (30). Por otro lado se ha asociado inversamente la
concentracién de adiponectina con la actividad pos heparina de la Lipasa Hepatica, lo
gue podria influir en el aumento del C-HDL que produce la adiponectina, al disminuir el

catabolismo de estas lipoproteinas en el higado (31).
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1.1.5 Leptina

Es una hormonatambién producida por el tejido adiposo que constade 167 aminoacidos
cuyo aislamiento se logr6 a mitad de la década de los noventa. Contrario a la
adiponectina, la leptinaaumenta sus niveles proporcionalmente alamasa de tejido graso
del organismo, es decir, al contenido de triglicéridos dentro del adipocito. Al igual que
adiponectina, aun no estéa claro el mecanismo de transito intracelular para secretar esta

hormona (32).

Las mutaciones en el alelo autosdmico recesivo de la obesidad (ob), que codifica la
leptina, producen fenotipos de obesidad, hiperfagia, diabetes mellitus e hipogonadismo
tanto en modelos murinos como en humanos, llevando a un estado de bajo gasto

energeético e hiperinsulinemia (33).

En estudios in vitro se ha demostrado que la leptina aumenta la hidrdlisis de los
triglicéridos y la oxidacion de los acidos grasos, es una hormona inhibidora de la
lipogénesis. Ademas, por medio de la activacion del sistema nervioso simpatico también
aumenta la lipolisis tanto en el tejido adiposo pardo como blanco. El receptor de leptina
(LEPR), es un receptor de la familia de las citoquinas que activa la via se las Janus-
Kinasas 2 (JAK2), presente en la mayoria de tejidos del organismo incluyendo el mismo
adipocito (33-35).

En el adipocito la leptina inhibe la lipogénesis y promueve la lipolisis, aumentando la
hidrolisis de triglicéridos y la oxidacién de acidos grasos. Este efecto es mediado
autocrina y paracrinamente por medio del receptor LEPR, pero también interviene la

estimulacion del sistema simpético (34,35).

En el higado la leptina aumenta la beta oxidacion de los acidos grasos impidiendo la
lipogénesis. Al igual que la adiponectina, inactiva la via de la lipogénesis al fosforilar
(desactivando) la enzima Acetil CoA Carboxilasa (ACC), disminuyendo el riesgo de
lipotoxicidad hepética (36,37).

En el musculo por medio de la via AMPK inhibe el acimulo y la formacién de triglicéridos
previniendo la lipotoxicidad. Incluso llega a disminuir la efectividad de la lipogénesis
causada por la insulina hasta en un 50% (38,39).
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En modelos murinos Ob/Ob se hademostrado que la administracion de leptina disminuye
la actividad de la LPL del tejido adiposo. Un efecto mediado al pare cer por la disminucion
concomitante de niveles de insulina, causando una disminucion en la acumulacion de
grasa en paciente con bajo gasto energético y obesidad (el fenotipo causado por la
mutaciéon Ob/Ob). En los modelos sin la mutacion no hubo efecto significativo (40). La
lipasa hepatica parece aumentar su actividad en estados de deficienciay resistencia a la
leptina, causando el aumento del acimulo de lipidos en el hepatocito. En estos modelos

aumenta también los niveles de VLDL en plasma(41).

La leptina indica el estado energético del organismo. Por medio de sus receptores
localizados en casi todos los tejidos incluyendo el sistema nervioso central, proporciona
informacion acerca de la cantidad de triglicéridos acumulados y si el organismo debe
entonces promover el gasto o no de estos. De esta manera, al haber un aumento de la
masa del tejido graso, se promueve la saciedad por medio de vias hipotalamicas y el
gasto energético por vias hormonales (TRH) y del sistema nervioso simpatico. Lo
contrario ocurre en el ayuno o la restriccion calorica, en este caso el metabolismo se
inclina hacia la conservaciéon de energia, debido a los bajos niveles de leptina. Los
pacientes obesos, a pesar de tener niveles circulantes de leptina incrementados,
muestran un bajo gasto energético debido a la resistencia a la hormona y a los bajos
niveles de adiponectina. Esto impide un adecuado gasto energético y laacumulacién de
grasas en tejidos ectdpicos llevando a lipotoxicidad y alteracion de vias intracelulares
como la de la insulina (42).
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1.2 Metabolismo energético de la gestacion

La gestacion trae consigo varios cambios en el metabolismo de carbohidratos y lipidos
encaminados a promover un adecuado desarrollo y crecimiento del feto. Durante los
primeros dos trimestres de la gestacion se consideraque ocurre unafase anabdlicaen la
cual la madre aumenta el tejido adiposo y en la gestacién tardia los cambios hormonales
llevan a un estado de resistenciaa la insulina con el fin de proporcionar nutrientes parael
crecimiento fetal y la preparacion para el parto y la lactancia.

1.2.1 Fase anabolicade la gestacion

Durante el primer trimestre de la gestacion parece haber un aumento en la sensibilidad a
la insulina. Estudios en modelos murinos en el dia7 que corresponde al primer trimestre,
muestran aumento del 100% de la produccion de &cidos grasos a partir de glucosa en los
adipocitos de laregion lumbar (43). En humanos, Catalano y su grupo, caracterizaron la
respuesta de la insulina y la resistencia a la insulina en 6 gestantes no obesas en
quienes se tomaron muestras previo al embarazo en fase folicular, alas 12-14 semanas
y alas 34-36 semanas de gestacion, realizandoles pruebas de tolerancia a glucosa oral e
intravenosa. En la prueba intravenosa fueron realizadas las mediciones de la respuesta
de la insulinaa la carga intravenosa de glucosa tomando como primera fase de 0 a 5 min
y como segunda fase de 5 a 60 minutos y se realiz6 un clamp hiperinsulinémico
euglicémico para estimar la sensibilidad a la insulina (se infunde insulina y glucosa
intravenosa con el objetivo de mantener la glicemia en 90 mg/dL, tomando esta infusion
de glucosapara estimar la sensibilidad periféricade insulina). En este estudio se observo
un aumento en la primera fase de secrecion de insulinatanto a las 12 (120%) como a las
34 semanas de gestacién en comparacion con no gestacion, y aumento de la segunda
fase también en las 34 semanas, pero no las 12. La sensibilidad a la insulina disminuy6
un 39%a las 12 semanas y un 61% a las 34 semanas comparado con la fase folicular no
gestante (44). En otro estudio el mismo Catalano muestra que la concentracion basal de
insulina, en ayunas, a las 12 semanas es incluso un 20% menor que la que se mide
previo a la gestacion, pero en las 34 semanas si es significativamente mayor. La
produccién basal de glucosa no tuvo diferencias entre previo a la gestacion y las 12

semanas, pero aumenta significativamente a las 34 semanas (45). En un estudio



Capitulo 1 13

realizado en 65 gestantes con Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1), en el que se describen los
patrones de dosis de insulina y control glucémico, se observa un incremento en la
resistencia a la insulina en la gestacion temprano hacia la semana 9, seguido por una
disminucién del requerimiento de insulina en la semana 14 a 16 y posteriormente el
esperado aumento en la resistencia a la insulinaen el segundo trimestre tardio y el tercer
trimestre (46).

En estos estudios se observa un aumento en la sensibilidad a la insulina en el primer
trimestre del embarazo representado por mayor requerimiento de infusiéon de glucosa en
los estudios de clamps hiperinsulinémicos-euglicémicos y menor requerimientode dosis
de insulina en las gestantes con DM1, aun no es clara la razén del aumento de la
sensibilidad a la insulina en este periodo. Este aumento de la sensibilidad a la insulina

promueve lafase anabdlica que se describe en la gestacién temprana.

El aumento en la sensibilidad a la insulina que estimula la sintesis de &cidos grasos,
sumado a la hiperfagia de las gestantes promueven el aumento de la masa del tejido
adiposo (47). Durante este periodo la actividad de la LPL en el tejido adiposo se
mantiene igual o incluso puede aumentar, promoviendo asi la hidrdlisis de las
lipoproteinas ricas en triglicéridos, generando sustrato para la lipogénesis de la fase
anabdlica (48).

1.2.2 Fase catabolicadela gestacion

Especialmente en el tercer trimestre de la gestacion, hay una resistenciaimportante a la
insulina con el objetivo de proveer al feto su principal fuente de energia, la glucosa. En
los modelos murinos se evidencia que el aumento a la sensibilidad de la insulina que
ocurre en la gestacion temprana, se normaliza hacia el dia 14 de gestacion y que en el
tercer trimestre hay una marcada resistencia a la insulina, hasta de un 50% (43). Los
estudios de Catalano soportan esta observacion como se menciono previamente al igual
que el incremente del requerimiento de insulina de las gestantes con DM1.

Por otro lado, la Lipasa Sensible a Hormonas (LSH), localizada en el adipocito, aumenta
Su expresion en esta etapa, promoviendo la hidrolisis de triglicéridos acumulados en el
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tejido adiposo los cuales se liberan en la circulacién (49) y la actividad de la LPL en el
tejido adiposo disminuye, tanto en modelos murinos con en humanos durante el tercer
trimestre de la gestacion (48,50) . Estos cambios en el metabolismo lipidico promueven el
aporte de energia durante el tercer trimestre para un adecuado crecimiento fetal.

La resistencia a la insulina es fundamental en el cambio metabdlico que ocurre en el
tercer trimestre debido a que se disminuye la sintesis de acidos grasos, disminuye la
actividad de la LPL y aumenta la lipolisis dentro del adipocito. La placenta es la principal
responsable del estado de insulinorresistencia. El lactdgeno placentario, la hormona de
crecimiento placentaria humana (hPGH), el cortisol y los estrégenos que aumentan sus
concentraciones conforme avanza la gestacion son la causa fundamental de la
resistencia a la insulina que se presenta especialmente durante el tercer trimestre del
embarazo (51).

1.2.3 Leptina, adiponectinay gestacion

La leptina es producida por el tejido adiposo como se menciond previamente, pero
también puede ser producida por la placenta, por lo que sus niveles durante la gestacion
van aumentando paulatinamente con un pico al comienzo del tercer trimestre y un
descenso abrupto en el posparto (52). La hiperleptinemia gestacional, necesaria ya que
la leptina tiene multiples funciones para un buen funcionamiento placentario, lleva a un
estado de resistencia central a la leptina en la gestacion normal, al parecer por
disminucién de la concentracion de los receptores. También, promueve un estado
proinflamatorio aumentando la produccién de citoquinas como TNF alfay IL-6, ayudando
ala resistenciaa la insulina (53).

La adiponectina sérica por su parte, aumenta un poco sus concentraciones durante las
primeras semanas de la gestacion normal, teniendo un pico en la semana 14 y
disminuyendo posteriormente hasta presentar un nadir en la gestacion tardia (54). En
modelos animales que no expresan adiponectina, hay un aumento marcado del tamafio
fetal el cual es controlado al administrase esta hormona, mejorando asi también la
resistencia a la insulina (55). En gestantes con sobrepeso los niveles de adiponectina

disminuyen mas que en gestantes sanas produciendo un estado de mayor resistencia a
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la insulina(56). Los cambios en las concentraciones de adiponectina durante el
embarazo, dado el efecto sensibilizador a la insulina y de prevencion de acumulacion
ectopica de lipidos descrito previamente, ayudan a explicar la resistencia a la insulina
demostradaen el tercer trimestre de la gestacion.

1.2.4 Perfil lipidico durante la gestacion

Desde la concepcion hasta el parto, los niveles plasmaticos de todas las lipoproteinas
aumentan progresivamente. En 1994 se publicaron datos de 178 gestantes sanas
comparadas con 58 mujeres sanas no gestantes. Las muestras se tomaron en segundo y
tercer trimestre de gestacion y se evidencio un aumento significativo de Colesterol total,
Triglicéridos, C-LDL, Apo-B, C-HDL y Apo-Al en las gestantes en comparacion con las

no gestantes (57).

En 1997, se estudiaron 10 gestantes sanas desde la semana 10 de gestacion en
intervalos de 5 semanas hasta la semana 35. A medida que avanzé la gestacion el C-
LDL, C-VLDL, C-IDL vy los triglicéridos aumentaron hasta 5 veces. Los triglicéridos
aumentaron mucho méas en las Ultimas semanas de gestacion. El estradiol se
correlacion6 con el aumento de C-VLDL (58).

Desoye et al, en 1987, tomaron 24 mujeres no gestantes como controlesy 42 gestantes
durante el embarazo y el posparto, eran sanas con pruebas de tolerancia oral a la
glucosanormales. El colesterol total, el colesterol libre, los fosfolipidos y los triglicéridos
aumentaron constantemente a lo largo de la gestacion. Siendo el incremento mas
marcado el de los fosfolipidos, que aumentaron hastaen un 300%. Los niveles de Apo-
Al, A2 y B también se comportaron de una manera similar. Los niveles de C-LDL se
doblaron durante la gestacién y en el posparto aun eran 50% mayores que los de los
controles no gestantes. Los niveles de C-HDL 2Cy 3C también aumentaron a lo largo de
la gestacion, teniendo en cuenta que los niveles en la gestacion temprana ya eran
mayores que los de las no gestantes. Los niveles de colesterol total, colesterol libre,
fosfolipidos vy triglicéridos tuvieron correlacion directa con estradiol, progesterona y

lactébgeno placentario (59).
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Wisnitzer y su grupo analizaron unabase de datos de todos los partos desde el 2000 al
2006 en Boston. En este caso se tomaron los datos de perfiles lipidicos
preconcepcionales, durante la gestacion y posteriores al parto, teniendo en cuenta que
no todas las pacientes tenian todos los perfiles lipidicos. Se tomaron aproximadamente
9000 pacientes. Las mujeres eran jovenes, sanas y sin comorbilidades cardiovasculares.
En este estudio se observo una disminucion leve casi inmediatamente posterior a la
concepcion de los niveles de las lipoproteinas importantes con un aumento estable
posterior y a lo largo del embarazo que hizo pico previo al parto. Los niveles de
triglicéridos se asociaron a complicaciones como la preeclampsia y la diabetes mellitus
gestacional (60).

En resumen, al final de la gestacidon los niveles de colesterol total habran aumentado
hasta en un 50%y los niveles plasmaticos de triglicéridos podran llegar aser el doble de
los basales. Larelacion entre el colesterol aterogénico (C-HDL) y el no aterogénico (C-
HDL) no debera cambiar en una gestacion sana, siendo esto una caracteristica de un
metabolismo gestacional sano, ya que, asi como el C-LDL aumenta, el C-HDL también lo
hace, teniendo ambas lipoproteinas un mayor contenido de triglicéridos con respecto a

cuando no hay gestacion.

La hipertrigliceridemia que ocurre en lagestacion es causada tanto por el aumento en la
produccion de lipoproteinas ricas en triglicéridos como por la disminucion en la
degradacion de estas. En el primer y segundo trimestre la hiperfagia causada por la
progesterona aumenta el sustrato para la produccion de QM en el enterocito. El
incremento de los estrogenos durante el segundo y tercer trimestre promueve la
formacion de VLDL en el higado, asi como la lipogénesis hepética y disminuye la
actividad de Lipasa Hepatica generando que las lipoproteinas como el C-LDL y C-HDL
sean ricas en triglicéridos aumentando la concentracién plasmatica de estos. Finalmente,
el lactébgeno placentario aumenta la lipolisis en el adipocito y es una de las principales
causas de la resistencia a la insulina del tercer trimestre de la gestacion, que conlleva a
la disminucion de la actividad de la LPL del tejido periférico, especiaimente en el
adipocito ya que hacia el final de la gestacién la actividad de la LPL en placenta y
glandula mamaria esta incrementada. EI mismo lactégeno placentario aumenta la
actividad de la PTEC, causando una disminucién de la hidrdlisis de los triglicéridos de
QM y VLDL y promoviendo el aumento del paso de estos triglicéridos al C-HDL. Esto
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produce lipoproteinas ricas en triglicéridos que al no ser degradadas por la Lipasa
Hepatica (su actividad esta disminuida por la acciéon de los estrogenos) causan el
incremento de los triglicéridos en plasma descritos previamente (48,61-64). El aumento
de triglicéridos circulantes proporciona sustrato para la produccion de leche en la
glandula mamaria preparandose parala lactancia, sustrato para la produccion de cuerpos
ceténicos en el hepatocito materno como fuente de energiaen caso de ser necesario y
proporciona écidos grasos libres por medio de la LPL placentaria para ser transportados
a la circulacioén fetal (65).

Debido a los efectos de los estrogenos y al aumento del sustrato para formar VLDL en el
higado, Apo-B también aumenta durante la gestacion, por lo que consecuentemente
aumentan las concentraciones plasmaticas de C-VLDL, C-LDL y C-IDL. Esto proporciona
también esteres de colesterol y colesterol al feto, endocitados en la placenta que también
expresaLDL-Ry LRP y pueden endocitar las lipoproteinas, similar a lo que ocurre en el
higado (66).

El C-HDL es la lipoproteina con niveles mas estables durante la gestacion, sin embargo,
se presentaun leve incremento alo largo de esta, con un aumento mayor hacia la mitad
de la gestacion causado por los estrogenos que aumentan laproduccién de HDL y tiene
a hacer un plateau o incluso disminuir un poco a finales de la gestacion debido a la
resistenciaa la insulina. A pesar de esto, larelacion LDL/HDL se mantiene protegiendo a
la gestante de la aterogénesis en una gestacion normal (67). La placenta también tiene
receptor SR-B1 que puede recibir el colesterol del C-HDL para ser entregado en la

circulacién fetal (66).

1.2.5 Perfil lipidicoy preeclampsia

En 1996 los niveles de colesterol y triglicéridos fueron medidos en los tres trimestres de
la gestacion en unacohorte de 115 mujeres con hipertension durante el embarazo y en
115 gestantes sanas usadas como controles. Se demostré que las gestantes con
hipertensién gestacional severa y preeclampsia tenian niveles elevados de triglicéridos
en comparacion con gestantes con hipertension gestacional leve e hipertension cronicay
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gue estas diferencias se observan desde el primer trimestre de la gestacion, en este caso

la semana 10 que fue cuando se tomo la muestra (68).

Una cohorte prospectiva estudié de 57 gestantes con preeclampsia 'y 510 controles
sanos a quienes se les recolectdé unamuestrade sangre en la semana 13 de gestacion y
se midieron las lipoproteinas plasméticas. Las gestantes preeclampticas tenian mayores
niveles de C-LDL, triglicéridos y mayor relacion C-LDL/C-HDL que los controles
(10.4%,13.6% Yy 15.5%) asociado a un C-HDL 7% mas bajo. Se calculd que las gestantes
con triglicéridos mayores de 133 mg/dL en ese momento tenian un riesgo de 4.15 veces
de presentar preeclampsia comparado con valores menores y que si el colesterol era
mayor a 205 mg/dL el riesgo era de aproximadamente 3 veces (en el modelo ajustado)
(69).

En el 2014, se publicé una revision sistematica de la literatura con metaanélisis de 74
estudios clinicos que evidencié que el colesterol total es mayor en los primeros dos
trimestres en las mujeres que desarrollan preeclampsia comparado con las normotensas
en un promedio de 12.49 mg/dL. En el tercer trimestre las mujeres con preeclampsia
mostraron un C-HDL 8.86 mg/dL mas bajo que las normotensas, y el C-LDL y en no C-
HDL eran significativamente mayores durante los tres trimestres. Los niveles de
triglicéridos fueron marcadamente mayores en las gestantes preeclampticas, en
promedio 80.29 mg/dL mas (70). Estos estudios evidencian larelacion que hay entre las
concentraciones plasmaticas de lipidos, en especial de triglicéridos con el riesgo de

desarrollar enfermedades hipertensivas en la gestacion.

Los niveles patologicamente elevados de triglicéridos y acidos grasos libres son el
cambio mas importante comparando gestantes preeclampticas con gestantes
normotensas, sin embargo, como se describié previamente, hay algunos otros cambios
en el metabolismo lipidico como la disminucién del C-HDL. Después del segundo
trimestre de la gestacion y en pacientes con metabolismo lipidico anormal se presenta
algo similar al sindrome de resistencia a la insulina. Esto produce una resistencia aun
mas marcada a la insulina, niveles mas bajos de C-HDL y mas altos de triglicéridos, asi
como aumento de la subfraccién de C-LDL pequefiay densa, que es la mas aterogénica.
El aumento de las concentraciones de estos lipidos, asi como el aumento de la oxidacion
de las mismas causa disfunciéon endotelial que puede provocar una alteracion en la
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invasion del trofoblasto y una formacién anormal de la placenta por medio del aumento
del estrés oxidativo, la disminucién de la produccion del 6xido nitrico, elaumento de las
citoquinas proinflamatorias, entre otras. Ademas, la disminucién de los niveles de C-HDL,
causa un mal balance entre la produccién de prostaciclinas y tromboxanos, disminuyendo
la produccién de los primeros causando un estado pro agregante. Todo esto podria
explicar la relacion del metabolismo lipido con los trastornos hipertensivos del embarazo

por medio de la disfuncién endotelial (71-76).

1.3 Lipoprotein Lipasa (LPL)

Se sabe desde 1943 de una enzima que es activada por la heparinay que disminuye la
cantidad de lipidos plasméticas después de la ingesta de una comida con grasa,
conocida actualmente como LPL (77). La LPL cumple un rol central en el metabolismo
lipidico y se expresa en multiples tejidos como musculo esquelético, musculo cardiaco,
higado, tejido adiposo, mama, placenta, rifiébn, pancreas, adrenales, entre otros (78).

El gen de la LPL se encuentra localizado en el cromosoma 8 y esta compuesto por diez
exones que codifican para 448 aminoacidos los cuales conforman un monémero que en
el dominio amino terminal tiene los residuos cataliticos que realizan la hidrolisis y una
hélice que cubre estos aminoéacidos y que sirve para unirse al lipido que va a ser
hidrolizado. La region carboxi terminal contiene el sitio de unién con la lipoproteina. La
LPL es activa cuando esta en forma de homodimero, es decir cuando dos LPL se
encuentraunidas, de lo contrario la actividad hidrolitica es muy baja. Como se menciono
previamente, la principal funcién de la LPL es hidrolizar los triglicéridos de los QM y el C -
VLDL, liberando &cidos grasos libres y formando C-IDL y remanentes de QM (79).

Después de ser sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso (RER), se unaa una
proteina (LMF1) que se encuentra anclada al RER y que junto con otras proteinas
chaperonas ayudan a que la LPL adopte su estructuraterciariay las organizan en forma
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de homodimeros para potencias su actividad (80). La proteina SellL le brinda estabilidad
al complejo LMF1-LPL, uniéndose a éste y permitiendo que sea liberado del RER (81).
Los homodimeros dejan el RER para ir al aparato de Golgi, donde con ayuda de SorLA
puede transportarse alared Trans-Golgi tardiay de ahi a endosomas tardios o pueden
ser secretados por via constitutiva (82,83).

Cuando los homodimeros de LPL se encuentran fuerade lacélula, se unen areceptores
de proteoglucanos, heparan sulfate proteoglycans (HSPG), localizados en la membrana
de estas células (84). El heparan sulfato presente en estosreceptores mantienen activa
la LPLy es en este lugar donde GP1HBP1 (glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored
high-density lipoprotein-binding protein 1), una proteina unida a la superficie basolateral
de las células endoteliales se une a la LPL activa y la transporta desde la matriz
extracelular a la luz endotelial donde le da estabilidad a los residuos cataliticos de la
enzima para realizar la hidrolisis de los triglicéridos, con ayuda del cofactor activador
Apo-CII(85). El catabolismo de la LPL se dar por clivacion del residuo 297 por accion de
proprotein convertasas (86).

1.3.1 Regulaciéndela LPL

La LPL tiene multiples mecanismos de regulacion los cuales intervienen principalmente
en la actividad de la enzima a un nivel pos transcripcional, lo que parece explicar en

mayor medida las variaciones fisiolégicas de laLPL (87).

Varias apolipoproteinas de lafamilia Apo-C interactian con la LPL. Apo-Cll se ha llegado
a considerar como el principal activador de LPL en el plasma. Meyers plantea que esto
tiene que ver con el aumento de presion de la superficie de lalipoproteinaunavez que la
LPL va hidrolizando los triglicéridos, lo que permite que la hélice terminal de Apo-ClI
interactie con LPL, activandola (88). Apo-Cl inhibe la actividad lipolitica de la LPL,
evitando que se una las gotas de lipido, esta puede ser secretada por el tejido adiposo
blanco en pacientes obesos (89). Apo-Clll, localizadaen QM y VLDL, es uninhibidor de
la LPL al desplazarla de su unién con el cofactor Apo-Cll. Medicamentos como los
fibratos actian en parte inhibiendo Apo-C3 (90). Apo-A5 es una apolipoproteina que esta
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presente especialmente en VLDL y C-HDL. Tiene un efecto activador de la LPL al
parecer activandola directamente al unirse a los proteoglucanos de heparan sulfato
estabilizando la union de la C-HDL con LPL (91).

Por otra parte, existe una familia de proteinas similares a la angiopoietina, Angiopoietin-
like Proteins (ANGPTL), que también regulan la actividad de la LPL inhibiéndola
potentemente, en especial ANGPTL3, ANGPTL4 y ANGPTLS.

ANGPTL4 es una proteina producida por hepatocitos, miocitos, cardiomiocitos,
adipocitos, enterocitos, células epiteliales y macréfagos. Esta se encarga de prevenir la
dimerizacion, inactivar el complejo con GPIHBP1-LPL y aumentar la degradacion
intracelular de la LPL, sin embargo, otro estudio indica que podria actuar como inhibidor
competitivo de la LPL previniendo la hidrolisis del sustrato. Su produccién esta bajo el
control de los genes PPAR alfa en hepatocitos y gamma en miocitos, cardiomiocitos y
macrofagos, por lo que aumenta cuando hay disponibilidad de acidos grasos (92,93).
Principalmente regula la actividad de la LPL en condiciones de frio, ejercicio y ayuno,
inhibiendo la actividad de la LPL en el tejido adiposo blanco para privilegiar los tejidos
oxidativos como el musculo y el tejido adiposo pardo (94).

ANGPTL3 es producida exclusivamente en el higado y contrario a la ANGPTL4, funciona
de manera endocrina. La region N-terminal se une de manera irreversible al sitio
catalitico de la LPL inhibiendo la actividad hidroliticay promoviendo ladegradacion de la

LPL por parte de las proprotein convertasas (95).

ANGPTLS8 fue la mas recientemente descrita, en humanos la expresion parece ser
exclusiva de tejido hepético, aunque en modelos animales se expresa también en tejido
adiposo. Inhibe la LPL de manera directa o indirecta a traveés de la clivacion del extremo
N-terminal de ANGPTL3 que tiene mayor actividad inhibitoriade la LPL (94,96).

1.3.2 LPL en tejido adiposo y muscular

En el tejido adiposo la regulacién de expresion se da por varios mecanismos. En estado

de ayuno el mRNA de la LPL disminuye , puede que por medio de la disminucion de la
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expresion de PPAR gamma, el cual se expresaen presenciade lipidosy es un regulador
positivo importante de la expresion de la LPL (97,98). Por otra parte, la insulina, los
corticoides y el PPAR gamma, que interviene en la adipogénesis, promueven la
expresion de mRNA de LPL (99,100).

Sin embargo, los efectos reguladores mas importantes se dan de manera
postranscripcional. Olivecrona y colaboradores describieron que la LPL se inactiva
extracelularmente en ayunas por accion de la ANGPTL4 (101,102). Mientras que la
insulina, ademés de disminuir la expresiéon de la enzima también activa la LPL y ayuda a
liberarla del adipocito para que cumpla la funcion en el endotelio, al parecer mediante la
inhibicion de los niveles de ANGPTL4 (103,104).

Contrario a lo que ocurre en el adipocito, en el musculo esquelético el ayuno aumenta
tanto la actividad como la expresion de la LPL y la exposicion a insulina disminuye la
actividad (99,105,106). La ANGPTL4 también aumenta su expresion en tejido muscular
en ayuno, lo que podria contrarrestar los efectos activadores que el ayuno produce (107).
Durante el ejercicio aumenta la expresion y actividad de la LPL por el estimulo de las
catecolaminas en los musculos que estan siendo ejercitados, sin embargo en el masculo
gue no se ejercita se incrementa la expresion de ANGPTL4, al parecer previniendo la
lipotoxicidad en el musculo que no requiere acidos grasos para producir energia (108—
110).

Los estroégenos y la prolactina también influyen en la actividad de la LPL en distintos
tejidos. En un estudio en el que se expusieron mujeres premenopausicas no gestantes a
parches de estradiol y a otras a parches con placebo y se realizaron biopsias de tejido
adiposo bajo el parche, se midi6é actividad de LPL. El tejido debajo de los parches con
estradiol tenia una actividad de la LPL mucho menor que los controles, sin diferencias en
los niveles de mRNA lo que lleva a pensar que son cambios postranscripcionales
inducidos por los estrogenos que disminuyen la actividad de la LPL y esto podriaexplicar
la redistribucion de la grasa corporal (111). La prolactina por su parte parece aumentar
en modelos animales la actividad de LPL en glandula mamaria y disminuirla en tejido

adiposo, en especial en gestacion tardia y posparto (112-114).
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1.4 LPL y gestacion

Como se menciond previamente, durante la gestacion el metabolismo se adapta en
funcion de suplir de sustrato energético al feto, dividiéendose a grandes rasgos en una
etapa anabolica en el primer trimestre y una etapa netamente catabdlica especialmente
durante el ultimo trimestre caracterizada por la resistencia a la insulina. De la misma
manera la LPL se adapta a los requerimientos de lamadre y el feto durante esta etapa.

Estudios en modelos murinos habian mostrado disminucion de la actividad de la LPL al
término de la gestacion pero discrepancia con respecto a lo que sucede en la mitad del
periodo gestacional(115,116). Knopp y colaboradores midieron la actividad lipolitica de la
LPL pos heparina, teniendo en cuenta el aumento del volumen plasmatico en la gestante
y se observo que esta actividad aumentaba con respecto a los controles hacia el dia 12
de la gestacién, que equivale a la mitad de la gestacion, volvia a valores normales hacia
el dia 19 y mostraba una disminucién del 50% de la actividad en el dia 21 en la gestacion
tardia, evidenciando en lamayoria del tiempo de gestacion una actividad normal o alta de
la LPL y solo disminuyendo marcadamente llegando a término. Hay que tener en cuenta
gue se midio la actividad en plasma de la enzima sin especificar qué tipo de tejido laesta
expresando, los autores plantean la hipétesis de que mas de la mitad la aporta el tejido
adiposo (117). Herrera y colaboradores reportaron en modelos murinos el aumento de
peso y tejido adiposo de la rata gestante hasta el dia 19 en el cual esto se detiene. La
actividad de la LPL del tejido adiposo disminuye hacia la gestacion tardia, dia 21, lo que
condiciona al aumento de los acidos grasos libres y triglicéridos en el plasma matern o,
asi como la disminucion de la masa adipocitaria y aumento del sustrato para produccion
de C-VLDL. Al determinar por tejidos especificos la actividad de la LPL en ratas no
gestantes la mayor actividad se encontré en el tejido adiposo y la menor en el hep atico.
Durante la etapa final de la gestacion se observé disminucién de la actividad de la LPL en
higado, corazon y tejido adiposo con un aumento marcado en la placentay la glandula
mamaria en el dia 20 y 21, de esta manera priorizando el sustrato para el feto e

inhibiendo la acumulacion lipidica ectépica (118).

El mismo Herreray su grupo confirmaron sus hallazgos en 12 gestantes sanas midiendo

la actividad plasmatica de la LPL pos-heparina la cual disminuye de manera importante
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hacia el final de la gestacion, demostrando la disminucion de la capacidad lipolitica de los
tejidos maternos en esta etapa (118). Rebuffé-scrive y su equipo, investigaronlalipolisis
y la actividad de la LPL en adipocitos de la regién femoral y abdominal durante las fases
del ciclo menstrual, la gestacion y la lactancia. Tomaron 12 mujeres no gestantes como
controles, 13 gestantes en primer trimestre (8-11 semanas) y 9 mujeres en periodo de
lactancia de 1 mes posparto. Se hizo biopsia con aguja de tejido adiposo femoral y
abdominal. La medicién de la actividad de la LPL se realiz6 de acuerdo a la descripcion
de Nilsson Ehle et al (119), y se observo que laactividad de la LPL en el tejido adiposo
femoral estaba significativamente aumentada en comparacion con los controles y las
mujeres en lactancia. En el tejido adiposo abdominal no se observaron diferencias. En las
lactantes la actividad de la LPL estaba aumentada en la glandula mamaria y disminuida
en tejido adiposo y femoral, comparado con el grupo control (120). Otro estudio
longitudinal tomé 25 gestantes sanas durante los tres trimestres de la gestacion y
posparto, de las cuales 11 también fueron estudiadas mientras lactaban y mostré que la
LPL disminuye su actividad, pero solo en el tercer trimestre mientras que la lipasa
hepatica la disminuye constantemente en todos los trimestres, comparado con posparto y
pos-lactancia. Se evidencio una correlacion negativa significativa importante entre los
niveles de estradiol, progesteronay prolactina con la actividad de la lipasa hepatica 'y con
la actividad de la LPL, aunque mucho menor en la segunda. Este estudio tampoco
distingue el origen el tejido donde actda la LPL sino solo menciona la actividad

plasmética general (121).

Durante la gestacion el aumento de lipoproteinas ricas en triglicéridos tiene dos fuentes
importantes, la primeraes el aumento de la produccién y la segundala disminucion de la
lipolisis en tejidos extrahepaticos. LaLPL influye en lasegunda, y segun lo expuesto es
hasta el tercer trimestre de la gestacion que la actividad de esta disminuye de una
manera importante globalmente, pero distribuyéndose de acuerdo con el tejido,
aumentando la actividad de la LPL en placenta y glandula mamaria y disminuyendo en el
resto de los tejidos, favoreciendo el sustrato energético del fetoy laproduccion de leche

para la lactancia.
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1.5 Angiopoietin-Like 3 (ANGPTL3)

Desde comienzos de este siglo ha tomado importancia la subfamilia de proteinas
ANGPTL en la regulacion de los niveles de lipidos plasméticos, especialmente en el
metabolismo de los triglicéridos (122). ANGPTL-3 es una proteina expresada
exclusivamente en el tejido hepatico, por lo que se consideraunahepatokina, que pesa
70kDa después de las modificaciones pos-transcripcionales Al igual que todas las
proteinas hermanas miembros de la subfamilia de las ANGPTL, excepto por la 8 su
estructuraconstade (123):

» Péptido sefal en el extremo N-terminal
= Dominio tipo bobina en espiral en el extremo N-terminal
» Region enlazadora

»= Dominio similar al fibrin6geno en el extremo C-terminal

ANGPTL-3 sufre un clivaje producido por las proconvertasas hepaticas (Furinao PCSK3
intracelular y PACE o PCSK6 extracelular) a nivel de la region enlazadora, lo que
produce que la proteina se dividaen una fraccion N-terminal, que contiene el dominio tipo
bobina en espiral y una fraccibn C-terminal, que contiene el dominio similar al
fibrinégeno. (124). Ademas, puede ser glicosilada en una region cercana al punto de

clivaje lo que, in vitro, puede impedir laaccion de las proconvertasas(125).

1.5.1 Expresion de ANGPTL-3

LXR regula la expresion de ANGPTL-3 en el hepatocito. ElI promotor del gen de
ANGPTL-3 tiene elementos de respuestaa LXR y en modelos murinos se ha demostrado
gue una dieta alta en colesterol induce laexpresion de ANGPTL-3 por medio de LXR, lo
cual no se observa en los ratones que tienen una mutacion de pérdida de funcion o no
tienen el gen de ANGPTL-3. Esto puede explicar el aumento de triglicéridos circulantes
en dietas ricas en grasas (126,127).

En ratones hipotiroideos a quienes se les administr6 hormona tiroidea, se evidencié una
reduccién de la expresion de ANGPTL-3 hasta de 70%, al parecer mediado por HNF-1
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alfa, aunque los dominios de expresion de LXR se encontraban cerca de esta region
(128).

Lainsulinay la leptina se consideran inhibidores no solo de laexpresién de la ANGPTL -
3, sino también de sus concentraciones plasmaticas. Shimamuta y colaboradores en el
2004, demostraron que los niveles plasmaticos de ANGPTL-3 estaban elevados en los
ratones que tenian resistencia o eran deficientes de leptina y presentaban el fenotipo de
hiperlipidemia esperado el cual mejoraba al ser tratados con leptina. Asi mismo, en los
modelos deficientes de insulinay tratados con estreptozocina, parainducir un estado de
diabetes mellitus, aumento tanto la expresion como la secrecion de ANGPTL-3 (129). En
un estudio en humanos en los que se incluyeron pacientes obesos, obesos y diabéticos y
ademas pacientes con anorexia nerviosa, se evidencié que los niveles de ANGPTL-3
eran menores en los pacientes obesos y obesos con DM2 y estaban incrementados en
los pacientes con anorexia nerviosa. Esto podria estar en relacion con la hiperinsulinemia
gue puede presentar el paciente obeso o el paciente obeso con DM2 que podriainhibir la
expresion de ANGPTL-3. Este es el Unico estudio que ha evidenciado una relacién del
estado nutricional con la concentracion plasmatica de ANGPTL-3, la cual disminuyo
marcadamente durante el ayuno. Estos niveles no habian alterado en los modelos

animales durante ayuno o pos-prandial (130).

Haridas en el 2015, publicé un estudio hecho con muestras de tejido adiposo y hepéatico
humano, en pacientes que fueron llevados a cirugia de bypass por laparoscopia, y a
quienes también se les tomaron muestras de sangre. En este estudio se buscaba
determinar el efecto de la insulina en la expresion hepatica y adiposa de ANGPTL,
determinar las variaciones plasmaticas de las concentraciones de ANGPTL en respuesta
a una infusion de insulina y la respuesta en la expresion génica en los tejidos
mencionados. Solo se detectd expresion de ANGPTL- 3 en el higado, mientras que
ANGPTL-8 y ANGPTL-4 se detectaron en ambos tejidos. Las concentraciones medidas
por ELISA de ANGPTL3 y ANGPTL-8 disminuyeron de maneraimportante con lainfusion
de insulina. ANGPTL-3 disminuyo 26% y 28% a las 3 y 6 horas. ANGPTL-8 también
disminuyo con ELISA pero no con western blot. Plantean que el descenso en las
concentraciones de ANGPTL-3 podria ser explicado por el hecho de que, en el cultivo in
vitro de células hepaticas, al adicionar insulina la expresiéon génica de ANGPTL-3
disminuy6 3 veces. En respuesta a la insulina, la expresion de ANGPTL-8 aumento de
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manera importante en célula hepatica y tejido adiposo, sin embargo, no se elevaron las
concentraciones plasmaticas durante el clamp, quedandose intracelular. Plantean
también la hipotesis de que ANGPTL- 8 necesita a ANGPTL-3 para poder salir de la
célula (131).

1.5.2 Efectos de ANGPTL-3

Se demostro en modelos animales que el extremo N-terminal de la proteina, en especial
el dominio tipo bobina en espiral, es el responsable del aumento de los triglicéridos en
plasma. Este dominio es el que realiza el efecto clivador sobre la LPL para disminuir su
actividad hidrolitica (132). In vitro, ANGPTL-3 se une reversiblemente a la LPL,
disminuyendo la actividad catalitica de la enzima, proceso que puede ser inhibido por la
heparina (133). Ademas de inhibir la LPL, ANGPTL-3 también inhibe la Lipasa Endotelial
gue es afin por los fosfolipidos, razén por la cual niveles bajos de ANGPTL-3 podria

disminuir los niveles de c-HDL (134).

1.5.3 ANGPTL-3y ANGPTL-8

Varios estudios han llevado a la propuesta de que la ANGPTL-3 no actla sola, sino que
su actividad inhibitoria de la LPL se potencia al maximo cuando se expresa en conjunto
con ANGPTL-8. En algunos estudios, ANGPTL-3 es incapaz de inhibir la LPL si no se
expresaen conjunto con ANGPTL-8 (135,136). Se planteael modelo en el que ANGPTL-
8 no tiene una capacidad inhibitoria directa de la LPL por si misma, sin embargo si tiene
la capacidad de unirse y al parecer formar un complejo con ANGPTL-3 que produzca
este efecto, aunque también se planteala opcién de que la clive liberando su extremo N -
terminal el cual es el activo(135-137).

1.5.4 Modelo ANGPTL-3,4y 8
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Considerando la importancia y caracteristicas descritas de estas proteinas, se ha
considerado que la accién conjunta de las tres en diferentes momentos y estados
metabadlicos controlan el metabolismo de los triglicéridos al regular la actividad de la LPL.
El modelo sugiere que ANGPTL-3 es producida por el higado de maneraconstante, sin
tener los niveles alterados por el ayuno o la ingesta de alimentos. Durante el ayuno o el
ejercicio fisico, ANGPTL-4 alcanza valores maximos, mientras que ANGPTL-8 no se
produce. De esta manera la LPL del tejido adiposo blanco es inhibida irreversiblemente
por ANGPTL-4 quedando activas las LPL de los tejidos oxidativos como el musculo
cardiaco y el muasculo esquelético. En el momento de ingerir alimentos sucede lo
contrario, ANGPTL-8 aumenta a sus niveles maximos y se suprime la produccion de
ANGPTL-4. ANGPTL-8 se une entonces aANGPTL-3, cuyos niveles en plasma se han
mantenido estables, pero que al unirse con ANGPTL-8 tiene un aumento marcado de la
actividad inhibitoria sobre la LPL de los tejidos oxidativos, favoreciendo la accion de la
LPL del tejido adiposo blanco y de esta manera el acumulo de grasa en los adipocitos
(135,138,139).

1.5.5 Evidenciaclinicadela accion de ANGPTL-3

En modelos murinos que no expresan ANGPTL-3 (KK/San) se evidencian menores
niveles de colesterol, triglicéridos y acidos grasos libres al igual que los modelos a los
que se les inactiva la ANGPTL-3 por medio del anticuerpo monoclonal evinacumab
(140,141). También que la capacidad de inhibir la LPL de ANGPTL-3 es potenciada por
la ANGPTL-8 y disminuida cuando esta estéa ausente (135,136). Esto puede explicar el
aumento de los efectos de ANGPTL-3 en el estado pos-prandial, dado elaumento de la
sintesis de ANGPTL-8 (142). En conjunto, estos efectos contribuyen al direccionamiento
de los triglicéridos de las moléculas como el C-VLDL, hacia el almacenamiento en los
adipocitos en el estado pos-prandial.

Los modelos murinos que sobre expresan ANGPTL3 o a los que se les inyecta la
proteina de manera endovenosa presentan un fenotipo caracterizado por una marcada
hipertrigliceridemia (143). Por el contrario, los ratones que no expresan ANGPTL3
presentan un incremento en la actividad de la LPL, lo que lleva a una disminucion de los
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lipidos plasmaticos entre ellos los triglicéridos, pero también el colesterol total y el C-
HDL, teniendo en cuenta que ademas de inhibir la LPL también tiene efecto sobre la
lipasa endotelial(144,145).

Mehta y colaboradores estudiaron a 1770 pacientes con un promedio de edad de 53
anos, 65% hombres, 49% con sindrome metabdlico y 44% con DMT2, midiendo niveles
plasmaticos de ANGPTL-3 y ANGPTL-4. En esta poblacion se encontré que los niveles
de ANGPTL-3 se asociaron positivamente y con significancia estadistica con los niveles
de C-LDL, C-HDL y colesterol total, pero no con triglicéridos ni VLDL como habria sido de
esperar debido ala accion inhibitoria de esta molécula con la LPL (146). En un estudio en
Finlandia en el que se us6 una muestra al azar de 250 pacientes, 50% hombres, entre los
30y 94 afos, se determinaron niveles plasmaticos de ANGPTL-3y 4. En este estudio se
evidencioé una correlacion positiva con niveles de HDL y una correlacion negativa con
niveles de triglicérido plasmatico (147). En estudios GWAS (Genome-wide Associated
studies) se han asociado mutaciones en el locus de ANGPTL3 en humanos con niveles
plasméaticos de triglicéridos disminuidos y las mutaciones de pérdida de funcién de este
gen causan la hipobetalipoproteinemia familiar combinada 2 (FHBL?2) caracterizada por
niveles bajos de triglicéridos, C-LDL y C-HDL (148,149).

1.5.6 ANGPTL-3einsulinaen humanos

Pacientes con mutaciones homocigotas de pérdida de funcion de ANGPTL-3 tienen
menor indice HOMA, insulina basal y glucemia basal comparados con pacientes con
mutaciones heterocigotas y no portadores de la mutacion (150). Por otra parte, en el
estudio de Abu-Farha en el que se incluyeron 235 pacientes entre los cuales habia
pacientes no obesos y no diabéticos, pacientes obesos pero no diabéticos y pacientes
obesos y diabéticos, los niveles plasmaticos de ANGPTL-3 fueron mayores en los
pacientes diabéticos que en los no diabéticos, sin embargo, entre los diabéticos no hubo
diferencias en estos niveles sin importar si el paciente erao no obeso. Los pacientes no
diabéticos que eran obesos tuvieron niveles significativamente mas altos de ANGPTL-3
gue los pacientes no diabéticos que no eran obesos. La expresiéon de ANGPTL-3 en el
tejido adiposo no tuvo diferencias entre ningun grupo (151). Estos hallazgos sugieren que
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ANGPTL-3 puede intervenir en el metabolismo de los carbohidratos al estar aumentada
en estados de resistencia a la insulina como la obesidad y la DM2, pudiendo ser un
blanco terapéutico en un futuro cercano para estas enfermedades.

1.5.7 ANGPTL-3y leptinaen humanos

Pacientes con lipodistrofia, un trastorno del metabolismo caracterizado por
hipoleptinemia, en el que los pacientes no pueden acumular grasa de manera adecuada
en el tejido adiposo y presentan aumento importante de los lipidos en sangre, en especid
los triglicéridos, fueron estudiados midiendo niveles de ANGPTL-3 en plasma antes y
después de la administracion de metreleptina. Como se mencioné previamente, en
modelos animales resistentes o con deficiencia a la leptina se habian demostrado
aumento de la expresién de ANGPTL-3. En este estudio los pacientes con lipodistrofia
tuvieron mayores niveles de ANGPTL-3 comparando con los controles sanos, los cuales
disminuyeron posterior a la terapia con metreleptina. No se demostraron cambios en la
resistencia a la insulina que pudieran explicar el hallazgo, pensando en que el aumento
de la sensibilidad de esta suprimieralos niveles de ANGPTL-3 (152)



2.0bjetivos

2.1 Objetivo General

Determinar los niveles séricos Angiopoietin-Like 3 (ANGPTL3) en mujeres sanas y
preeclampticas durante tres periodos de la gestacion y tres meses postparto y
correlacionarlos con variables bioquimicas, hormonales e indices antropométricos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar los niveles séricos de ANGPTL3 en mujeres gestantes a lo largo de
los tres periodos de la gestacion y tres meses postparto en mujeres sanas y con
preeclampsia leve.

2. Determinar los niveles séricos de ANGPTL3 en mujeres no gestantes durante la
fase lateay folicular del ciclo menstrual.

3. Correlacionar los niveles séricos de ANGPTL3 en mujeres gestantes y no
gestantes con variables bioquimicas

4. Correlacionar los niveles séricos de ANGPTL3 con indices de resistencia a la
insulina tales como el indice HOMA, el indice triglicérido — glucosa (TyG) el
indice triglicérido/HDLc (TG/C-HDL)

5. Correlacionar los niveles séricos de ANGPTL3 con variables antropométricos
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3.Métodos

3.1 Pacientes y diseno del estudio

El presente es un estudio observacional descriptivo longitudinal de una cohorte de
pacientes reclutadas por el departamento de Ginecologiay Obstetriciade la Universidad
Nacional de Colombia en el Hospital de Engativa de Bogota entre los afios 2012y 2014.
La cohorte original incluye 450 gestantes reclutadas en el primer control prenatal durante
la semana 11 a la 13 de gestacion por ecografia transvaginal y fecha de ultima regla.
Todas las gestantes recibieron carbonato de calcio 600 mg al dia, acido félico 1 mg al
diay sulfato ferroso 200 mg al dia.

En el presente estudio se incluyé un grupo de mujeres gestantes sanas (n=52)
procedentes de la cohorte original, seguidas durante tres periodos de la gestacion:
temprano (12.2, rango: 10.5 — 14.4 semanas de gestacion), intermedio (24.3, rango: 23.3
—27.3 semanas de gestacion), tardio (34.5, rango: 33.3 — 38.6 semanas de gestacion) y
19 de estas mujeres fueron analizadas tres meses postparto. Las mujeres gestantes
asistieron a consulta entre los meses de mayo de 2012 y noviembre de 2015.

La seleccibn del grupo gestantes sanas se llevO a cabo de acuerdo a las
recomendaciones de la International Federation of Clinical Chemistry (IFCC), siguiendo
dos fases de seleccion: a priori y a posteriori (153). En la primera fase, se incluyeron
mujeres sanas con edad gestacional entre las 10.5 — 14.4 semanas, determinada por
ultrasonografia, paridad de 0 a 4, feto Unico, IMC entre 17 y 29,9 kg/m2 y quienes
reportaron no padecer enfermedades crénicas de base, no estar tomando medicamentos,
no fumar y no consumir alcohol de manera frecuente. En la segunda fase de seleccion,
qgue fue posterior al desenlace materno-perinatal, se incluyeron solamente las mujeres
gue presentaron desenlace normal, es decir mujeres con parto o cesareaa término, con
bebés con peso normal al nacimiento que no presentaron anormalidades o
malformaciones fetales, y mujeres quienes no desarrollaron patologias asociadas a la
gestacion
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Adicionalmente, se seleccionaron 21 gestantes pertenecientes a la misma cohorte que
desarrollaron preeclampsialeve y que contaban con los datos de seguimiento durante los
tres trimestres de la gestacion. El diagndstico de preeclampsia se hizo de acuerdo con
las recomendaciones del Colegio Americano de Obstetras y Ginecdllogos: presiéon
sanguinea = 140/90 mmHg tomada en dos ocasiones al menos con un intervalo de 4
horas después de la semana 20 de gestacién (en una mujer con un presion arterial

normal previa) y proteinuria (= 300 mg en orinade 24 horas) (154).

También se incluyeron 20 mujeres sanas no gestantes con los ciclos menstruales
ovulatorios (progesterona> 3.0 ng/mL) regulares (27 a 35 dias), IMC normal (18,5y 24,9
kg/m2), que no hubieran lactado en los seis meses previos, que refirieron no fumar, no
consumir sustancias psicoactivas, ni ingerir alcohol de manera regular y que no usaban
medicamentos que alteran la tolerancia a la glucosa (agonistas B-adrenérgicos, B-
bloqueadores, corticoides u otros farmacos que puedan afectar el metabolismo).

3.2 Pruebas de laboratorio

Durante cada periodo de control de lagestante y en las mujeres no gestantes se realiz6
una toma de sangre posterior a un ayuno de 8 horas, entre las 7:00 y 8:00 am. Las
mujeres no gestantes se estudiaron durante las dos fases del ciclo menstrual, fase
folicular (3 - 5 dia del ciclo) y fase lutea (20 - 22 dia del ciclo). Adicionalmente, en las
mujeres no gestantes, en cada fase del ciclo menstrual se realizaron dos tomas de
muestras sanguineas entre las 9 am y 12 m, con un intervalo de media hora, con el fin de
reportar el promedio de la concentracion de progesterona. Para la toma de sangre se
utilizaron tubos secos BD Vacutainer (5 mL). Las muestras de sangre se dejaron a
temperatura ambiente por 20 minutos y la sangre coagulada se centrifug6a1000Xg por
10 minutos a 4°C. Los sueros fueron almacenados a -80°C hasta la determinacion de
ANGPTL3, mediante elisas comerciales.

En todas las mujeres del estudio se determiné la concentracion de la glucosa basal, el
colesterol total, el colesterol HDL, colesterol LDL y los triglicéridos (SPINREACT, Santa
Coloma, Espafia). El colesterol VLDL se calculé como un quinto de los triglicéridos (155).

La insulina basal se determin6é mediante ensayo de quimioluminiscencia (Roche Elecsys
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1010 Immunoanalyzer Boulder, Colorado, Estados Unidos) y la proteina C reactiva
ultrasensible se determin6 por inmunoturbidimetria BS-400 Chemistry Analyzer (Mindray,
Shenzhen, China). Con los valores de concentracion basal de la glucosa e insulina, se
calculé el indice HOMA (Homeostasis Model Assessment) descrito por Matthews vy
colaboradores (156). Los valores de los indices TyG y TG/HDL-c se calcularon como se
ha descrito previamente (157). Los niveles séricos de progesterona se determinaron
mediante inmunoensayo (Roche Elecsys 1010 Immunoanalyzer Boulder, Colorado,
Estados Unidos).

Los sueros de las gestantes preeclampticas fueron caracterizados previamente, mediante
la medicion de factores anti-angiogénicos como endoglina, el receptor 1 soluble del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF R1) o sFLT1 (sFMS-related tyrosine kinase 1) y
los factores angiogénicos como el factor de crecimiento placentario (PIGF).

3.3 Determinacion de los niveles séricos de ANGPTL-
3

Los niveles séricos de ANGPTL-3 humana fueron medidos usando el kit de ELISA
disponible comercialmente (Namero de catalogo DANL30 - R&D Systems, Inc. USA). Los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron de menos de 4.1% y de 8.5%
respectivamente. Todas las muestras se analizaron dos veces y se reporto el promedio
de los dos valores. La secuencia estandar del kit usado va de Serl7 a Glu460, que
corresponde ala proteina completo menos el péptido sefial, por lo que este kit reconoce
la proteina completa sin clivar, pero al no realizar mapeo de los epitopos de los
anticuerpos no se sabe exactamente a que parte de la proteina se unen, pudiendo ser en

cualquier lugar de la proteinacompleta.

3.4 Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas se realizaron con el software STATA 12.0. Se evalud la
normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y los que se consideraban

normales se expresaron como medias y desviacion estandar, de lo contrario se
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expresaron como mediana y rango intercuartilico. En caso de que algunas variables a
comparar presentaran distribucion normal y otras no, se expresaron todas como
medianas. En cuanto a las diferencias estadisticas de las medianas de grupos con datos
pareados se utilizé la prueba de Wilcoxon y en el caso de variables no pareadas de
diferentes muestras se utiliz6 la prueba T para datos no pareados de muestras
independientes y el test de Mann-Whithey (suma de rangos de Wilcoxon). Para
establecer diferencias entre las medianas de méas de dos grupos relacionados se utilizé
la pruebade Friedman y Kendall. La correlacion de los niveles de ANGPTL-3 con otras
variables se prob6 por medio del coeficiente de correlacion de Spearman. Se consideroé

significancia estadistica valores de P menores de 0.05.

3.5 Aspectos Eticos

La presente propuesta hace parte del proyecto de investigacion aprobado por
Colciencias, “Valor de biomarcadores séricos en la prediccion del desenlace materno-
perinatal de la gestante y su evolucién a 6 meses” (Codigo Proyecto: 110154531660). El
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia
aprobo la presente propuesta de acuerdo ala declaracién de Helsinki, Acta No. 019.198-
15 (12 noviembre de 2015), siguiendo los lineamientos establecidos en la "Resolucion
8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia”. Ademas, el presente es un estudio
de cohorte que se desarroll6 en los laboratorios de equipos comunes de la Facultad
Medicinade la Universidad Nacional de Colombia y en el Hospital de Engativa del Distrito
Capital de la Ciudad de Bogota. En la toma de las muestras participaron enfermeras del
programa de promocion y prevencion del Hospital de Engativay la consultamédica y los
examenes sonograficos fueron desarrollados por los profesores del Departamento de
Ginecologia y Obstetricia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de

Colombia.
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4.Resultados

4.1 Mujeres no gestantes

Se caracterizaron 20 mujeres no gestante con unamedia de edad de 21.2 afios, con 3.42
afios de desviacion estandar y un rango entre 15y 29 afios, con indice de Masa Corporal
(IMC) promedio fue de 21.45 con DS de 2.25. El colesterol total promedio fue de 157.86
mg/dL (DS 24.8), con un C-HDL promedio de 52.13 mg/dL (DE 8.35), unos triglicéridos
promedio de 75.73 mg/dL (DE 19.3), un C-LDL promedio de 114.17 mg/dL (DE 27.06) y
un C-VLDL promedio de 15.14 mg/dL (DE 3.86).

El HOMA-IR promedio fue de 0.398 (DE 0.22), con una glucemiabasal promedio de 84.2
mg/dL (DE 7.31). El promedio del indice Triglicéridos-Glucosafue 8.03 DE(0.29) y el del
cociente C-HDL/Triglicéridos fue 1.48 (DE 0.44).

Se tomaron las muestras a quienes se le tomaron muestras de sangre en fase folicular y
fase latea. La progesteronaen fase folicular tuvo unamedianade 0.496 ng/mL y en fase
lutea de 6.427 ng/mL (P=0.0001).

La mediana de los niveles de leptina en la fase folicular fueron 16.58 ng/mL (RI 14.92-
17.89), mientras que en la fase lutea fue de 21.92 ng/mL (Rl 20.41-23.67), con
diferencias estadisticas significativas (P=0.0001).
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Tabla 1. Caracteristicas mujeres no gestantes.

Variable Mujeres no gestantes (N=20)

Edad (afos) mediana (DE) 21.2+3.42
IMC (Kg/m2) media + DE 21.45+2.25
Colesterol total (mg/dL) + DE 157.86 + 24.8
C-HDL (mg/dL) + DE 52.13 +8.35
C-LDL (mg/dL) + DE 114.17 £ 27.06
C-VLDL (mg/dL) + DE 15.14 +3.86
Triglicéridos (mg/dL) + DE 75.73 +19.3
Glucemia basal (mg/dL)+ DE 84.31+7.31
HOMA-IR 0.398 £0.22
indice Triglicéridos-Glucosa 8.03 +0.29
Razén Triglicéridos/C-HDL 1.48 +0.44

DE: Desviacion estandar, IMC: indice de Masa Corporal

La mediana de los niveles de ANGPTL3 en lafase folicular fue 116.02 ng/mL (RI 100.14-
128.99) mientras que en lafase lutea fue 119.28 ng/mL (RI1 99.99-133.2), sin diferencias

estadisticamente significativas (P=0.8228).

Figura 1. Comparacion de los niveles de ANGTPL-3 de fase folicular con fase luteadel
ciclo menstrual en mujeres no gestantes.
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4.2 Mujeres gestantes sanas

Se caracterizaron 52 mujeres gestantes sanas durante los tres trimestres de la gestaciéon
con una media de edad de 25.15 afios (DE 6.64) y un IMC promedio de 22.3 (DE 2.24) al

iniciar el embarazo.

Los niveles de colesterol total fueron mayores en el segundo trimestre comparado con el
primero y en el tercero comparado con el segundo (P=0.000 para ambas
comparaciones), C-LDL (P=0.000 y P=0.0108), C-VLDL (P=0.000 para ambas
comparaciones) y los triglicéridos (P=0.000 para ambas comparaciones) con valores
maximos en el tercer trimestre, mientras que el C-HDL aumenté en el segundo trimestre
de la gestacion (P=0.000) pero sin diferencias significativas entre segundo y tercer
trimestre (P=0.3436). Ver tabla 2.

Tabla 2. Perfil lipidico en gestacion sana.
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Gestantes sanas 1

Gestantes sanas 2

Gestantes sanas 3

Variable trimestre trimestre trimestre
Edad (afios) media (DE) 25.15+6.64 25.15+6.64 25.15+6.64
IMC (Kg/m2) media + DE 22.3+2.24 24.3+2.35 26.2+2.41
Colesterol total (mg/dL) media
+DE 167.9+31.7 219.4+41.3 241.26 +55.2
C-HDL (mg/dL) media £ DE 57.8 £11.6 67.7 £12.5 65.68 +11.47
C-LDL (mg/dL) media+ DE 113.27+£30.5 145.7 £ 47.3 157.6 £49.2
C-VLDL (mg/dL) medianay
RIC 21.66 (17.8-25.6) 34 (28.5-48.5)

50.65 (40.77-59.59)

Triglicéridos (mg/dL) medianal
y RIC

108.3 (89.4-128.2)

170.4 (143.15-224.25)

253.25 (203.8-297.5)

RIC: rango intercuartilico, IMC: indice de Masa Corporal

La glucemia basal fue mayor en el primer trimestre comparado con el segundo vy el
tercero (P=0.000 y P=0.0049 respectivamente), sin diferencias entre segundo y tercer
trimestre (P=0.8625). EIl HOMA-IR no tuvo diferencias significativas entre el primer y
0.1928),

significativamente (P=0.0025). El indice triglicéridos-glucosa aumento en el segundo

segundo trimestre (P= sin embargo en el tercer trimestre aumenta
trimestre comparado con el primero (P=0.000) y en el tercero comparado con el segundo
(P=0.000) al razon Triglicéridos/C-HDL (P=0.000 para ambas

comparaciones). La leptina aumenté con significancia estadistica a lo largo de la

igual que la

gestacion (P=0.000 paraambas comparaciones). Ver tabla 3.

Tabla 3. Otras variables metabdlicas en gestacion sana

Gestantessanas 1

Gestantes sanas 2

Gestantessanas 3

Variable trimestre trimestre trimestre
Glucemia basal (mg/dL)+
DE 77.8+6.17 73.8+5.21 746+7.1




Capitulo(...)

41

HOMA-IR medianay RIC

1.69 (1.1-2.27)

1.91 (1.37-2.46)

2.47 (1.41-3.25)

indice Triglicéridos-
Glucosa media + DE

8.36 +0.31

8.78 +0.34

9.1 £0.32

Razon Triglicéridos/C-HDL
mediana y RIC

1.89 (1.47-2.4)

2.67(2.07-3.5)

3.71(2.93-4.7)

Leptina mediana (ng/mL)

20.46 (16.60-22.)

25.19 (20.63-28.54)

35.13 (27.54-44.25)

ANGPTL-3 medianay RIC
(ng/mL)

72.78 (55.15-86.62)

71.45 (52.9-99.25)

84.25 (59.9-121.5)

Los niveles de ANGPTL-3 aumentaron durante la gestacion de manera significativaen el

tercer trimestre, sin embargo, no hubo diferencia estadisticamente significativa entre el

primer y segundo trimestre. Comparado con las no gestantes, los nivelesde ANGPTL-3

de la gestacion fueron menores en los tres periodos con significancia estadistica (P

<0.05). En la figura 2 se observala pruebade Friedman que se realiz6 para la gestacion.

Figura 2. Niveles de ANGPTL-3 en no gestantes (NG) y durante la gestacion sana.
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Tabla 4. Diferencias entre niveles de ANGPTL-3 por trimestre en gestante sana

Comparacion ANGPTL-3 mediana (pg/mL) Valor P
Trimestre 1y 2 72.78 (55.15-86.62) 71.45 (52.9-99.25) 0,9661
Trimestre 2y 3 71.45 (52.9-99.25) 84.25 (59.9-121.5) 0,0061
Trimestre 1y 3 72.78 (55.15-86.62) 84.25 (59.9-121.5) 0,0076

4.3 Mujeres gestantes con preeclampsia

Se caracterizaron 21 gestantes con preeclampsia durante los tres trimestres de la
gestacion, con una mediana de edad de 19 afios (RIC 18-26) y un IMC promedio de
24.12 (DE 3.03).

El perfil lipidico se comporté de manera muy similar que en las pacientes gestantes
sanas, con mayores niveles de colesterol total en el segundo trimestre comparado con el
primero y en el tercero comparado con el segundo de colesterol total (P=0.0001 y
P=0.0298), ), C-VLDL (P=0.0002y P=0.0015), triglicéridos (P=0.0002y P=0.0015) con
valores maximos en el tercer trimestre. EI C-LDL aument6 en el segundo trimestre
(P=0.0033) pero en este caso se mantuvo estable en el tercer trimestre (P=0.2305) al
igual que el C-HDL aumenté en el segundo trimestre de la gestacién (P=0.0002) pero sin

diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre (P=0.2172).

Tabla 5. Perfil lipidico en gestacion con preeclampsialeve.

Variable Gestantes PE 1 Gestantes PE 2 Gestantes PE 3
trimestre trimestre trimestre

Edad (afios) medianay 19 (18-26)

RIC

IMC (Kg/m2) media+ DE | 24.12 + 3.03 26.56 + 3.16 29.46 +3.04
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Colesterol total (mg/dL) | 170.03 +£31.31 219.75+42.98 235.98 +46.82
media £ DE

C-HDL (mg/dL) mediat |[53.53 +£12.01 64.53 +14.14 59.54 +17.8
DE

C-LDL (mg/dL) media+ | 117.26+35.8 146.65 +56.58 150.43 £ 56.95
DE

C-VLDL (mg/dL) 24.23+9.8 38.69+19.30 51.44+16.78
mediana y RIC

Triglicéridos (mg/dL) 121.16 £49.02 193.47 £96.51 257.81+£83.9
media + DE

La glucemia no tuvo diferencias significativas entre el primer y segundo trimestre
(P=0.1302) ni entre el segundoy tercer trimestre (P=0.2233). El HOMA-IR tampoco tuvo
diferencias significativas entre los trimestres (P=0.2046 y P= 0.4342). El indice
Triglicéridos-Glucosa aumenté de manera significativo en el segundo trimestre
comparado con el primero (P=0.0005) y en el tercero comparado con el segundo
(P=0.0010). La razén Triglicéridos/C-HDL también aumentd significativamente en cada
trimestre (P=0.0009 y P=0.0008). La leptina aumenté en el segundo trimestre (P=0.0001)
y continu6é aumentando en el tercer trimestre (P=0.0442). Ver tabla 4.

Tabla 6. Otras variables en gestacion con preeclampsia leve.

Variable Gestantes PE 1 Gestantes PE 2 Gestantes PE 3
trimestre trimestre trimestre

Glucemia basal (mg/dL) | 77.8+6.17 77.04+751 74.45 +8.59

media + DE

HOMA-IR medianay RIC | 2.4 (1.74-2.8) 2.79 (2.16-3.69) 2.48 (2.1-3.46)

indice Triglicéridos- 8.4+0.42 8.78+0.58 9.11+0.37

Glucosamedia = DE

Razon Triglicéridos/C- 2.17 (1.44-3.01) 2.97 (1.96-3.72) 4.56 (2.77-5.97)
HDL mediana y RIC

Leptinamediana (ng/mL) | 32.67 (28.9-43.35) | 61.04 (43.56- 89.93 (51.66-

92.12) 13.18)
ANGPTL-3 mediana 79.7+35.4 67.35+32.4 85.31+24.06
(ng/mL)

Los niveles de ANGPTL-3, al igual que en las gestantes sanas, no fueron diferentes en
los primeros dos trimestres (P=0.2891) pero se incrementaron significativamente en el
tercer trimestre comparado con el segundo(P=0.0117), aunque entre el primer y tercer
trimestre no se establecié tampoco diferencia significativacomo se observaen latabla 7.
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Comparado con el posparto y las no gestantes, los niveles de ANGPTL-3 fueron menores
en los tres trimestres de la gestacion con preeclampsia con significancia estadistica
(P<0.05). En la figura 3 se observa la significancia de la prueba de Friedman para las
diferencias entre los niveles de ANGPTL-3 en los distintos trimestres de la gestacién con
preeclampsia y su comparaciéon con el posparto. En la Figura 7 se observa la

comparacion con las no gestantes.

Figura 3. Niveles de ANGPTL-3 durante la gestacion con preeclampsia leve.
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Tabla 7. Diferencias entre niveles de ANGPTL-3 por trimestre en gestante con
preeclampsia leve

Comparacion ANGPTL-3 mediana (pg/mL) Valor P
Trimestre 1y 2 79.7+35.4 67.35+32.4 0.2891
Trimestre2y 3 67.35+32.4 85.31 + 24.06 0.0117
Trimestre 1y 3 79.7+35.4 85.31 £ 24.06 0.2443
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4.4 Mujeres en posparto

Se caracterizaron 19 mujeres en posparto con un promedio de edad de 23.52 afios (DE
6.46) y de IMC de 23.44 aiios (DE 2.35).

El colesterol total promedio fue de 159.67 mg/dL (DE 30.88), con una mediana de C-HDL
de 49 mg/dL (RIC 39.19-53), de C-VLDL de 14.08 mg/dL (RIC 10.22-23.0) y de
triglicéridos de 70.4 mg/dL (RIC 51.5-115.7). El C-LDL tuvo una media de 95.9 (DE
30.15).

Tabla 8. Caracteristicas mujeres en posparto (n=19)

Variable Mujeres posparto
Edad (afios) media + (DE) 23.52+6.46
IMC (Kg/m2) media + DE 23.44+2.35
Colesterol total (mg/dL) £ DE 159.67 + 30.88
C-HDL (mg/dL) + DE 49 (39.19-53)
C-LDL (mg/dL) + DE 95.9+30.15
C-VLDL (mg/dL) + DE 14.08 (10.22-23.0)
Triglicéridos (mg/dL) + DE 70.4 (51.5-115.7)

La glucemia basal tuvo una mediana de 79 mg/dL (RIC 77-83), con mediana del indice
HOMA-IR de 1.1 (RIC 0.72-1.86) y del indice Triglicéridos/C-HDL de 1.64 (1.26-2.6). El
promedio del indice Triglicéridos-Glucosafue de 8.05 (DE 0.53). Los niveles promedio de
ANGPTL-3 fueron de 124.29 ng/mL (DE 37.1). No se encontraron correlaciones
estadisticamente significativas entre ninguna de las variables medidas en las mujeres

posparto y los niveles séricos de ANGPTL-3.
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Tabla 9. Otras variables mujeres en posparto (n=19)

Variable Mujeres posparto
Glucemia basal (mg/dL) medianay

RIC 79 (77-83)
HOMA-IR medianay RIC 1.1(0.72-1.86)
Indice Triglicéridos-Glucosa media +

DE 8.05 +0.53
Razon Triglicéridos/C-HDL medianay

RIC 1.64 (1.26-2.6)
ANGPTL-3 (ng/mL) media+ DE 124.29+37.1

45 ANGPTL-3

No se encontraron diferencias significativas entre los niveles de ANGPTL-3 comparando
la fase folicular y latea del ciclo menstrual en mujeres no gestantes (Figura 1) y en
mujeres gestantes, tanto sanas como preeclampticas hubo un aumento significativo de
niveles de ANGPTL-3 en el tercer trimestre sin diferencias estadisticamente significativas
entre el primero y segundo trimestre de la gestacion (Figura2y Figura 3).

4.5.1 No gestantes, gestantes sanasy posparto

Al comparar los niveles de ANGPTL-3 entre las no gestantes y el primer trimestre de la
gestacion sana, se observa una disminucion estadisticamente significativa de éstos
(119.28 ng/mL en fase lutea vs 72.78 ng/mL en primer trimestre de la gestacion sana).
Los niveles de ANGPTL-3 en mujeres no gestantes fueron mayores con significancia



Capitulo(...) 47

estadistica comparados con cualquiera de los tres trimestres del embarazo. Se observa
entonces una disminucion significativa de los niveles plasmaticos de ANGPTL-3 en el
primer trimestre de la gestacion sana comparado con las no gestantes, sin cambio
significativo en el segundo trimestre y con un aumento estadisticamente significativo en
el tercer trimestre pero que siguen siendo menores que los niveles de ANGPTL-3 de las

pacientes no gestantes.

Tabla 10. Niveles de ANGPTL-3 de no gestantes y gestantes sanas.

Etapa ANGPTL-3 (ng/mL) medianay RIC
No gestante
Fase folicular 116.02 (100.14-128.99)
Fase lutea 119.28 (99.99-133.20)
Gestantes
Sana trimestre 1 72.78 (55.15-86.62)
Sana trimestre 2 71.45 (52.9-99.25)
Sana trimestre 3 84.25(59.9-121.5)

En las pacientes posparto los niveles de ANGPTL-3 son significativamente mayores que
en los tres trimestres del embarazo. Sin embargo, no tienen una diferencia
estadisticamente significativa comparado con los niveles de las pacientes no gestantes.

Ver Figura5y 6.

Durante la gestacion sana se observa una disminucion estadisticamente significativa de

la ANGPTL-3 que vuelve asus valores basales después del parto.
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Figura4. Comparacion ANGPTL-3 gestantes sanas y posparto.
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ANGPTL-3 (ng/ml)

Figura5. Comparacion ANGPTL-3 no gestantes y posparto.
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Tabla 11. Niveles de ANGPTL-3 no gestantes, gestantes sanas y posparto.

Etapa ANGPTL-3 (ng/mL) medianay RIC
No gestante
Fase folicular 116.02 (100.14-128.99)
Fase lutea 119.28 (99.99-133.20)
Gestantes
Sana trimestre 1 72.78 (55.15-86.62)
Sana trimestre 2 71.45 (52.9-99.25)
Sana trimestre 3 84.25 (59.9-121.5)
Posparto 130 (91.78-169.41)
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4.5.2 Gestantes preeclampticas

Similar a los resultados en las gestantes sanas, las gestantes con preeclampsiatuvieron
niveles significativamente menores en el primer trimestre del embarazo comparado con

las no gestantes tanto en fase lutea como folicular (P < 0.05). Ver figura 7.

Figura 6. Comparacion ANGPTL-3 no gestante y gestante con preeclampsialeve.
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Ademas, también tuvieron niveles menores comparados con las mujeres en posparto con

significancia estadistica (figura 3).

De esta manera mostrando un comportamiento muy parecido a las gestantes sanas.
Disminuye las concentraciones plasméticas de ANGPTL-3 en el primer trimestre, sin
cambios significativos en el segundo trimestre y con un incremento significativo en el

tercero sin alcanzar los valores de las pacientes no gestantes o las posparto.



Capitulo (...) 51

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar los niveles de
ANGPTL-3 por trimestre entre las gestantes sanas y las gestantes con preeclampsia
(P>0.05 en cada comparacion). Ver Figura9.

Figura7. Comparacion ANGPTL-3 gestante sana (GS) y gestante con preeclampsia leve

(PE).
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Tabla 12. Niveles de ANGPTL-3 de todos los grupos evaluados.
Etapa | ANGPTL-3 (ng/mL) medianay RIC
No gestante
Fase folicular | 116.02 (100.14-128.99)
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Fase lutea 119.28 (99.99-133.20)
Gestantes Sanas Preeclampsia

Trimestre 1 72.78 (55.15-86.62) 79.01 (54.01-90.72)

Trimestre 2 71.45 (52.9-99.25) 60.77 (46.87-80.90)

Trimestre 3 84.25 (59.9-121.5) 84.15 (72.44-98.43)
Posparto 130 (91.78-169.41)

4.6 Correlaciones

4.6.1 No gestantes

En la fase folicular se encontrd correlacién positiva de los niveles de ANGPTL-3 con el C-
VLDL, los triglicéridos (p =0.4882, P=0.0290 para ambos) y la razon Triglicéridos/HDL

(p=0.5143, P=0.0203)

Figura 8. Correlacion ANGPTL-3 folicular en no gestantes y C-VLDL
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Figura9. Correlacion ANGPTL-3 folicular en no gestantes y Triglicéridos
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Figura 10. Correlacién ANGPTL-3 folicular en no gestantes con razon Triglicéridos/HDL
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Los niveles de ANGPTL-3 en lafase lutea se correlacionaron negativamente con los
niveles de glucemia basal en las mujeres no gestantes (p =-0.5043, P=0.0234)

Figura1l. Correlacion ANGPTL-3 lutea en no gestantes y Glucemia basal
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No se encontré ninguna otra asociacion estadisticamente significativa.

Tabla 13. Correlaciones con ANGPTL-3 en no gestantes mediante coeficiente de
correlacion de Spearman.

Variable ANGPTL-3 folicular | P ANGPTL-3 lutea

Edad (afos) 0,2317 >0,05 -0,0198 >0,05
IMC (Kg/m2) -0,0226 >0,05 0,0511 >0,05
Colesteroltotal (mg/dL) 0,418 >0,05 0,2451 >0,05
C-HDL (mg/dL) -0,030 >0,05 0,1023 >0,05
C-LDL (mg/dL) 0,4135 >0,05 -0,0120 >0,05
C-VLDL (mg/dL) 0,4882 0,0290 0,0692 >0,05
Triglicéridos (mg/dL) 0,4882 0,0290 0,0692 >0,05
Glucemia basal (mg/dL) -0,1568 >0,05 -0,5043 0,0234
HOMA-IR 0,0376 >0,05 -0,2917 >0,05
indice Triglicéridos-Glucosa 0,3940 >0,05 -0,1128 >0,05
Razo6n Triglicéridos/C-HDL 0,5143 0,0203 0,2707 >0,05
PCR 0,1426 >0,05 0,2484 >0,05
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4.6.2 Gestantes sanas

Se encontrd correlacién negativa y estadisticamente significativa entre ANGPTL-3 y la
glucemia basal en el primer (p=0.1659, P=0.0455) y segundo (p=0.3031, P=0.0455)

trimestre de la gestacion sana.

Figura12. Correlacion ANGPTL-3y glucemia basal en el primer trimestre de gestacion
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Figura 13. Correlacién ANGPTL-3 y glucemia basal en el segundo trimestre de gestacion
sana.
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Tabla 14. Correlaciones con ANGPTL-3 en gestantes sanas mediante coeficiente de
correlacion de Spearman.

Correlacién 1 trimestre 2 trimestre 3 trimestre
Variable ANGPTL-3 P ANGPTL-3 P ANGPTL-3 P
Peso -0,1572 >0,05 -0,2156 >0,05 -0,1989 >0,05
IMC (Kg/m2) -0,1359 >0,05 -0,1441 >0,05 -0,0578 >0,05
Colesterol total (mg/dL) 0,0098 >0,05 0,0955 >0,05 0,1974 >0,05
C-HDL (mg/dL) -0,1443 >0,05 -0,2458 >0,05 0,0034 >0,05
C-LDL (mg/dL) -0,1010 >0,05 0,1403 >0,05 0,2624 >0,05
C-VLDL (mg/dL) -0,1367 >0,05 0,0336 >0,05 -0,0731 >0,05
Triglicéridos (mg/dL) -0,1367 >0,05 0,0389 >0,05 -0,0731 >0,05
Glucemia basal (mg/dL) -0,1659 0,0455 0,3031 0,0455 -0,2437 >0,05
HOMA-IR -0,1317 >0,05 -0,2107 >0,05 -0,1467 >0,05
indice Triglicéridos-Glucosa -0,1860 >0,05 -0,0472 >0,05 -0,0898 >0,05
RazdnTriglicéridos/C-HDL -0,0187 >0,05 0,1950 >0,05 -0,0371 >0,05
Leptina (ng/mL) -0,0701 >0,05 -0,1898 >0,05 -0,1406 >0,05
PCR (mg/dL) -0,08 >0,05 -0,1663 >0,05 -0,0234| >0,05
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4.6.3 Gestantes con preeclampsia

En el grupo de pacientes gestantes con preeclampsia, se encontrd correlacién positiva de
los niveles de ANGPTL-3 con los niveles de colesterol total (p=0.5018, P=0.0286), C-HDL
(p=0.4579, P=0.0487) y C-LDL (p=0.4561, P=0.0497).

Figura 14. Correlacibn ANGPTL-3y colesterol total en primer trimestre de preeclampsia.
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Figura 15. Correlacion ANGPTL-3y C-HDL en primer trimestre de preeclampsia.
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Figura 16. Correlacion ANGPTL-3y C-LDL en primer trimestre de preeclampsia.
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Se encontro correlacion positiva de los niveles de colesterol total (p=0.5555, P=0.0135),
y C-LDL (p=0.5789, P=0.0094), con los niveles de ANGPTL-3 durante el segundo

trimestre de la gestacion con preeclampsia.

Figura17. Correlacion ANGPTL-3y colesterol total en segundo trimestre de gestacion
con preeclampsia leve
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Figura 18. Correlacion ANGPTL-3 y C-LDL total en segundo trimestre de gestacion con
preeclampsia leve.
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Se encontré correlacién positiva y estadisticamente significativa entre los niveles de C-
LDL (p=0.5614, P=0.0124) y los niveles de ANGPTL-3 en el tercer trimestre de la

gestacion con preeclampsia.
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Figura 19. Correlacién ANGPTL-3y C-LDL en tercer trimestre de gestacion con
preeclampsia leve.
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No se encontrd ninguna otra asociacion estadisticamente significativa.

Tabla 15. Correlaciones con ANGPTL-3 en gestantes con preeclampsia leve mediante
coeficiente de correlacion de Spearman.

Correlacion ANGPTL-3 2 trimestre 3 trimestre
Variable ANGPTL-3 P ANGPTL-3 P ANGPTL-3 P
Peso 0,1754 >0,05 -0,2273 >0,05 -0,1781 >0,05
IMC (Kg/m2) 0,2000 >0,05 -0,0754 >0,05 -0,2579 >0,05
Colesteroltotal (mg/dL) 0.5018( 0.0286 0.5555( 0.0135 0.407 >0,05
C-HDL (mg/dL) 0,4579| 0,0487 0,0947 >0,05 0,0053 >0,05
C-LDL (mg/dL) 0,4561| 0,0497 0,5789| 0,0094 0,5614( 0,0124
C-VLDL (mg/dL) -0,1825 >0,05 0,0211 >0,05 0,0684 >0,05
Triglicéridos (mg/dL) -0,1825 >0,05 0,0211 >0,05 0,0684 >0,05
Glucemia basal (mg/dL) -0,2033 >0,05 -0,2306 >0,05 -0,1013 >0,05
HOMA-IR 0,1018 >0,05 -0,0877 >0,05 0,2632 >0,05
indice Triglicéridos-Glucosa -0,1965 >0,05 0,0474 >0,05 0,0737 >0,05
RazénTriglicéridos/C-HDL -0,3000 >0,05 0,0053 >0,05 0,1211 >0,05
Leptina (ng/mL) 0.2704 >0,05 -0.0281 >0,05 0.2123 >0,05
PCR (mg/dL) -0.3228 >0,05 -0.0255 >0,05 -0.3351 >0,05
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4.6.4 Posparto

Se encontro correlacidn positiva estadisticamente significativa entre los niveles de C-HDL
con los niveles de ANGPTL-3 (p=0.4899, P=0.0332).

Figura 20. Correlacion ANGPTL-3 y C-HDL en mujeres posparto.
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Tabla 16. Correlaciones con ANGPTL-3 en posparto mediante coeficiente de correlacion
de Spearman.

Variable ANGPTL-3 P

Edad (afios) -0,0994( >0,05
IMC (Kg/m2) 0,1088| >0,05
Colesterol total (mg/dL) 0.0579( >0,05
C-HDL (mg/dL) 0,4899 0,0332
C-LDL (mg/dL) -0,2719| >0,05
C-VLDL (mg/dL) 0,2071| >0,05
Triglicéridos (mg/dL) 0,1877| >0,05
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Glucemia basal (mg/dL) 0,1726| >0,05
HOMA-IR 0,0316 | >0,05
Indice Triglicéridos-Glucosa 0,2088| >0,05
RazénTriglicéridos/C-HDL -0,1860( >0,05
Peso 0.136| >0,05
PCR (mg/dL) -0.05| >0,05







5. Discusion

Hasta donde se tiene conocimiento, este es el primer estudio que determina el
comportamiento de los niveles séricos de ANGPTL-3 durante la gestacion sana y con
preeclampsia leve.

En las pacientes no gestantes no se encontraron diferencias de los niveles de ANGPTL-3
entre las fases folicular y latea del ciclo menstrual. Teniendo en cuenta que los
principales factores que ha reportado la literatura que influyen en la expresion y las
concentraciones de ANGPTL-3 son la insulina y la leptina no se esperaba diferencias
significativas entre estos dos resultados (128,129).

Durante la gestacion sana se observo una disminucion importante de los niveles
plasméticos de ANGPTL-3 en el primer trimestre de la gestacion, con significancia
estadistica con respecto a los valores de las mujeres no gestantes. Esto puede ser
explicado por el aumento de la sensibilidad a la insulina que se produce en el primer
trimestre de la gestacion, demostrado en estudios animales y humanos por menores
requerimientos de insulina en los clamp euglicémicos y la disminucion de la dosis de
insulina en paciente con DM1 durante este periodo. Los niveles incrementados de
adiponectina podrian explicar la disminuciéon de las concentraciones de ANGPTL-3
secundario a una disminucion en la expresion hepatica de esta proteina mediada por la
insulina (44,45,54,128,129).

En el segundo trimestre no hay un cambio significativo de los niveles de ANGPTL-3, sin
embargo en el tercer trimestre hay un aumento importante de estos niveles que puede
ser explicado por la produccion de las hormonas placentarias como el lactégeno
placentario, la hPGH, cortisol, los estrogenos vy la hiperleptinemia (con resistencia a la
leptina) que van en incremento con un pico hacia el final de la gestacién y que causan

resistencia en las vias intracelulares de la insulina, pudiendo explicar el aumento de la



66 Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

expresion de ANGPTL-3 y el aumento de los niveles plasmaticos de esta proteina.
Concuerdacon la fase catabdlica de la gestacion en la que el aumento de la resistenciaa
la insulina promueve un estado de lipolisis para aportar los nutrientes al feto en
crecimiento (48-51). Sin embargo, los niveles no alcanzan a retornar a los niveles de
ANGPTL-3 de mujeres no gestantes.

El descenso de los niveles de ANGPTL-3 durante el primer trimestre de la gestacion
deberia liberar a la LPL de la inhibicion fisiolégica y mirandolo de una manera simple,
disminuir las concentraciones de triglicéridos plasmaticas, sin embargo, esto no ocurre ya
qgue los triglicéridos aumentan paulatinamente a lo largo de los tres trimestres de la
gestacion, al igual que las otras lipoproteinas. Esto implica que son otros factores
diferentes a la ANGPTL-3 los que regulan la actividad de la LPL durante la gestacion
como el aumento de la sensibilidad a la insulinay el aumento de la leptina, que inhiben la
produccion de ANGPTL-3 hepética y el aumento de los estrogenos que inhiben
directamente la actividad de la LPL (158,159), asociado a la hiperfagia producida por la
progesteronalo que explica el cambio en el perfil lipidico en la gestacion tempranay que
la disminucion de los niveles de ANGPTL-3 simplemente es unaliberacion del efecto de
esta proteinasobre laLPL para que puedaser regulada por los otros factores con el fin
de cumplir su rol fisiol6gico en cada etapa de la gestacion. Por otra parte se podriatener
en cuentaque el ELISA usado en este estudio detectala proteinacompleta de ANGPTL-
3 y que la fraccidn activa de esta proteina es la N-terminal, la cual se puede encontrar
libre en plasma al igual que la fraccion C-terminal, por lo que podriamos estar midiendo
una proteinainactiva que al ser clivada por convertasas a su formaN-terminal o al unirse
y formar un complejo con ANGPTL-8 y cambiar su conformacion aumente lainhibicion de
la LPL (160), explicando mejor los cambios en el perfil lipidico. Sin embargo, hasta el

momento esto no se ha podido demostrar.

En el segundo y tercer trimestre a pesar del aumento de la resistencia a linsulina
comparada con los estados no gestante y posparto, los niveles de ANGPTL-3 siguen
siendo menores con significancia estadistica. Se debe tener en cuentaque laresistencia
ala insulinade la gestacion es diferente ala que se produce en el paciente obeso. Como
se observa en este estudio, el HOMA-IR méas alto fue el de las gestantes con
preeclampsia leve en el segundo trimestre con 2.78, levemente por encimade lo que se
considera positivo para resistencia a la insulina y en la mayoria de las mediciones fue
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normal. Este indice es menor al que se encuentra generalmente en los pacientes obesos
con resistenciaclinicala insulinao Diabetes Mellitus, en quienes el HOMA puede llegar a
ser hasta el doble o el triple. En un estudio japones con pacientes no obesos y no
diabético el tercio mas alto iniciaba con un HOMA-IR de 5.6 y se asociaba a disglicemia,
en otro estudio donde se tomaron pacientes caucasicos sin diabetes y sin obesidad, los
pacientes con IMC entre 25 y 30 tenian un HOMA-IR promedio de 4.93 (DS 2.96) y en
una poblaciéon colombiana de hombres jévenes con promedio de 24 afios de edad sin
diabetes se encontr6 que quienes tenian un IMC promedio 22 tenian un HOMA-IR con
mediana de 1.56 (RIC 1.01-2.03), mientras que en obesos con IMC promedio de 38 la
mediana de HOMA-IR fue de 5.77 (RIC 3.99-7.7) (161-163).

Teniendo en cuenta los datos anteriores, la resistencia a la insulina de la paciente en
gestacion es diferente a la del obeso desde la misma medicion del HOMA-IR. Se sabe
que la gestacion produce un estado de hiperinsulinemia asociado a resistencia a la
insulina que va progresando, sin embargo, la resistencia a la insulina periférica causada
por las diferentes hormonas contrarreguladoras, placentarias especialmente, pueden no
llevar a un mismo estado de resistencia a la insulina hepatica, lo cual se evidencia
también en que la glucemia basal de la gestante no tiene diferencias entre el primery
tercer trimestre. De acuerdo con esto el efecto de la hiperinsulinemia puede continuar
inhibiendo la produccion hepética de ANGPTL-3 lo que explicaria porque no llegan los

valores de la gestacion tardiaa igualar los niveles de las no gestantes y el posparto.

Esta disminucién causada por los mecanismos previamente explicados, “libera” del
control de la ANGPTL-3 ala LPL, para que pueda cumplir el rol necesario en cada etapa
gestacional y de manera especifica en cadatejido (oxidativo y no oxidativo) regulada por
hormonas placentarias y no placentarias cuyo objetivo es permitir un buen aporte
energético al feto en formacion. Se observa entonces en este estudio como durante la
gestacion se libera a la LPL del control de la ANGPTL-3, permitiendo en los primeros
trimestres donde los niveles son mas bajos una preferencia por laaccién de la LPL en los
tejidos no oxidativos y posteriormente por el estado de resistencia a la insulina,
hiperleptinemia, entre otros, se privilegia la accién de la LPL en los tejidos oxidativos y
principalmente en placenta y glandula mamaria, como se ha evidenciado en estudios
previos (48,61-64,118).
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Como sucedio en otros estudios realizados en poblacién general no gestante (145,146),
no se encontraron correlaciones fuertes ni significativas, entre ANGPTL-3 con los niveles
de triglicéridos y los indices de resistenciaala insulina. Sin embargo, también similar alo
encontrado en las referencias citadas se encontrd asociacion positivacon los niveles de

colesterol total y de C-LDL en especial en las pacientes con preeclampsia

En las gestantes se encontraron correlaciones estadisticamente significativas con otros
componentes del perfil lipidico, lo cual se habia reportado previamente en pacientes no
gestantes y concuerdacon los hallazgos de estudios genéticos poblacionales (145-148).
Estas correlaciones se dieron predominantemente en el grupo de las mujeres con
preeclampsia leve, a pesar de tener caracteristicas basales similares y no tener
diferencias ni en los niveles del perfil lipidico ni en los niveles de ANGPTL-3. Finalmente
gueda la duda de la influencia de los otros miembros de la familia de angiopoietinas
como la ANGPTL-8 que parece tener una relacion importante con la actividad de la
ANGPTL-3y cuyos niveles podrian tener unarelacion importante si se toma en cuenta el
modelo que involucra a la ANGPTL-3, 4 y 8 en el control del metabolismo de los
triglicéridos (135,138,139).

6.Limitaciones

Dentro de las limitaciones del presente estudio se encuentran:

» La informacién de los niveles de ANGPTL-3 en no gestantes es en pacientes
diferentes de las pacientes gestantes y posparto. Habria sido ideal tener los
niveles de la misma cohorte de la gestacion.
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= Lamuestra de pacientes es pequefia por lo que puede haber problemas de poder
para encontrar diferencias y asociaciones entre las variables que se propusieron,
pudiendo haber asociaciones no demostradas en este estudio entre los niveles de
ANGPTL-3 y otras variables con plausibilidad biol6gica pero no encontradas en

este estudio.

»= No se tiene un grupo de comparacién con pacientes con preeclampsiasevera en
qguienes los triglicéridos elevados son un factor de riesgo documentado. El grupo
de preeclampsia leve no tiene diferencias en los niveles de ANGPTL-3 por
trimestre comparado con la gestacién normal, las cuales podrian aparecer en
estudios con una muestra mas grande o con un espectro de enfermedad mas

Severo.

= No se evaluaron gestantes con DMG el cual puede ser también un desenlace
importante teniendo en cuenta las implicaciones de la ANGPTL-3 en el
metabolismo de los carbohidratos y el importante papel regulador de lainsulina y
la leptinaen la expresion y actividad de esta.

= No se tienen niveles de ANGPTL-8 que en algunos estudios ha demostrado
controlar la actividad de la ANGPTL-3 y que podrian tener influencia importante
en las asociaciones propuestas si se tiene en cuenta el modelo de interaccion

propuesto parala ANGPTL-3,4y 8.

= Debido al numero de pruebas estadisticas de correlacion hay la posibilidad de
gue algunas de las correlaciones significativas estadisticamente sean producto de

error tipo 1y en realidad producto del azar.
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7.Conclusiones y recomendaciones

ANGPTL-3 es unaproteina producida por el higado que regulade maneraimpo rtante el
metabolismo lipidico al inhibir potentemente la LPL. Durante la gestacion, tanto sana
como con preeclampsia leve se observa una disminucion significativa de los niveles
plasmaticos de ANGPTL-3, mucho mas importante en el primer trimestre y que aumentan
en el segundo y tercer trimestre sin llegar a alcanzar los niveles de pacientes no
gestantes o posparto, quienes presentan niveles mas elevados, pero sin diferencias entre
fase latea o folicular y entre no gestante o posparto. Tampoco hay diferencias entre los
niveles de ANGPTL-3 en ningun trimestre entre las gestantes sanas y con preeclampsia
leve. Este es el primer estudio hasta la fecha en describir el comportamiento de los
niveles plasmaticos de ANGPTL-3 durante la gestacion, tanto sana como con
preeclampsia leve. La caida de los niveles de ANGPTL-3 mediada probablemente por la
sensibilidad a la insulina libera a la LPL de la inhibicién de la ANGPTL-3 para poder ser
regulada por otras hormonas, placentarias y no placentarias, con el fin de organizar el
metabolismo energético de lagestacion en sus diferentes fases. La hiperinsulinemia del
embarazo tardio y la produccion placentariade hormonas contrarreguladoras inducen un
estadio de resistenciaa la insulina periférico, pero probablemente con menos efecto en el

higado lo que mantiene niveles bajos de ANGPTL-3 alo largo de la gestacion.

Durante la gestacion sana se encontré correlacion débil estadisticamente significativa de
los niveles de ANGPTL-3 con niveles de glucosa en primer trimestre negativa y en
segundo trimestre positiva, sin otras correlaciones bioquimicas o antropométricas. Sin
embargo, en la gestacién con preeclampsialeve se encontro correlacion positiva con C-
LDL en los tres trimestres, colesterol total en primer y segundo trimestre y C-HDL solo en
el primer trimestre. Contrario alo esperado, las correlaciones mas importantes no fueron
con los triglicéridos ni los indices de resistenciaala insulinasino como el C-LDL, C-HDL
y colesterol total, lo que indica y evidencia el complejo control metabdlico de los
triglicéridos en la gestacién en el cual multiples hormonas placentarias y no placentarias
intervienen en la regulacion del metabolismo lipidico, es llamativo que estas
correlaciones se presentan en las pacientes con preeclampsia y no en las gestantes
sanas.
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La evidencia del comportamiento de la ANGPTL-3 durante la gestacién sana y con
preeclampsia hace parte de los primeros pasos para determinar la importancia esta
proteina tanto en la homeostasis metabodlica gestacional como en su posible rol en la
fisiopatologia de enfermedades como la preeclampsia o la DMG y considerarlas como
posibles blancos terapéuticos en el futuro. Con este fin se recomienda que un proximo
estudio pueda incluir una muestra mas grande, que las pacientes gestantes sean las
mismas a quienes se les haga el seguimiento posparto y que se incluyaun espectro mas
amplio de enfermedad como preeclampsiaseveray DMG.
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