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INTRODUCCION

a presencia de alteraciones en el metabolismo

del colesterol constituye un importante factor

de riesgo para el desarrollo de enfermedades

cardiovasculares como el infarto al corazon y

al cerebro, las cuales representan la principal
causa de mortalidad en la poblacién mundial.

El colesterol junto con ofros lipidos se transportan en la
circulacion sanguinea en complejos polimoleculares conoci-
dos como lipoproteinas, Las lipoproteinas de alla densidad
(HDL, High Density Lipopioteins) transportan el colesterol en

el plasma sanguineo desde los tejidos periféricos del cuer-

po hasta el higado (proceso denominado como transporte
reverso de colesterol) para su posterior excrecién hacia la
bilis. Ademas del transporte reverso, se ha descrito que las
particulas de HDL exhiben otras propiedades funcionales
beneficiosas para el organismo como capacidad antioxi-
dante, anti-inflamatoria, anti-apopldlica y anti-agregante
plaquetaria [1]. Por lo tanto, el estudio de la funcionalidad
de las HDL, mas alla de su participacion en el transporte
reverso de colesterol, es importante para comprender me-
jor la actividad anti-aterogénica de las mismas y facilitar el
desarrollo de nuevas terapias en medicina cardiovascular



basadas en la modulacién de estas propiedades protectoras
de las particulas de HDL.

Dentro de las condiciones patologicas de alto riesgo car-
diovascular destaca la diabetes mellitus (DM), enfermedad
que ademas de la hiperglicemia provoca alteraciones en
el metabolismo lipidico y lipoproteico. Desde un punto de
vista epidemiolégico, la carga de los sistemas de salud de-
rivada de la enfermedad diabética es muy importante y se
proyecia que aumentara 2,1 veces para el aio 2030 [2]. Por
lo tanto, la investigacion biomédica en esta area es de gran
relevancia para el bienestar y los sistemas de salud de todo
el mundo.

En este proyecto se propuso estudiar el posible impacto
de la diabetes sobre la funcionalidad de las particulas de
HDL. Se espera comprobar que en ratones que padecen de
diabetes meliitus se producen particulas de HDL con menor
funcién antioxidante lo que comprometeria las propiedades
ateroprotectoras descritas anteriormente.

METODOLOGIA

Inducciéon de diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2 en
ratones.

La induccion de diabetes tipo 1 se llevo a cabo mediante
la administracién intraperitoneal de estreptozotocina (100
mg/g de ratén), la cual provoca una destruccién quimica
de las células B del pancreas lo que lleva a la deficiencia
absoluta y severa de insulina.

La induccién de diabetes tipo 2 se logré mediante un
tratamiento con nicotinamida (240 mg/g de ratén) 15 mi-
nutos antes de la adminisiracion de estreptozotocina (100
mg/g de ratén) para alcanzar un daiio 1éxico pancrealico
menos intenso que genere una disminucion parcial de la
sintesis de insulina. Adicionalmente, estos animales fueron
alimentados por un mes con una dietarica en grasas —como
inductor de resistencia a insulina— iniciada una semana an-
tes del tratamiento con nicotinamida/estreptozotocina [3].
En ambos modelos, los ratones del grupo control fueron
sometidos a inyecciones que contenian el vehiculo de las
drogas administradas.

Determinacién de glicemia basal y curva de to-
lerancia a la glucosa

La concentracion de glucosa plasmatica se determind
mediante un gluicometro Optium Xceed marca Abbott
(Illinois,USA) utilizando una gota de sangre obtenida me-
diante puncién de la vena de la cola delratén. La tolerancia
a la glucosa fue evaluada después de un mes del inicio del
tratamiento para induccion de diabetes tipo 1 y 2 mediante
el medicion de la glicemia basal v 30, 60 y 120 minufos
luego de administrar una carga de glucosa (2 g/kg peso de
raton) por via intraperitoneal.

Recoleccion de sangre y tejido hepatico y separa-
cion del plasma sanguineo

Después de cuatro semanas de iniciado el iratamiento de
induccién de diabetes tipo 1 y 2, los ratones fueron anes-
tesiados con ketamina/xilacina 3:1 al 2% (120 ul/20 g de
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raton) por via intraperitoneal y se tomaron muestras de san-
gre de la vena cava inferior con una jeringa heparinizada.
La sangre obtenida fue centrifugada a 4.000 rpm por 20
minulos a temperatura ambiente y se recuperd la fraccion
plasmatica, parte de la cual fue mezclada con sacarosa al
10% para preservar la funcionalidad de las particulas de
HDL durante su aislamiento para posterior uso en el ensa-
yo de funcionalidad antioxidante [4].

Separacién cromatografica de las lipoproteinas
plasmaticas

Las muesiras de plasma fueron procesadas mediante cro-
matografia liquida en una columna de exclusién molecular
para separacion de lipoproteinas. Las fracciones de HDL
separadas por este método cromatografico fueron recupe-
radas y guardadas en 10% de sacarosa a -20°C. hasta su uso
en el estudio funcional antioxidante.

Concentracion de las particulas de HDL y deter-
minacion de proteinas en HDL

Las fracciones de HDL obtenidas por cromatografia li-
quida a partir del plasma de ratones diabéticos y controles
fueron descongeladas hasta 4°C y se concentraron median-
te tubos de ultrafiltracién para luego determinar en cada
muestra la conceniracion proteica por el método de Lowry
antes de realizar el ensayo antioxidante [5].

Medicion de la capacidad antioxidante de las
particulas HDL

El método utilizado para la medicién de la funcionalidad
de HDL se baso en un ensayo de fluorescencia in vitro que
consiste en la incubacién de un compuesto lipidico oxidado
{PAPCox) con diclorofluoresceina (DCF), compuesto que
se ve fluorescente en presencia de radicales libres. La se-
iial fluorescente basal producida por DCG después de la
mteraccion de estos dos compuestos, se ve disminuida o au-
mentada cuando se agrega a lareaccion particulas de HDL
de naturaleza antioxidante o pro-oxidante, respectivamente
(6]

Elresumen del ensayo de funcionalidad antioxidante de
las particulas de HDL in vitro se muestra en Figura 1.
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Figura 1: Diagrama de flujo del ensayo de funcionalidad
antioxidante de las particulas de HDL in vitro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Luego del fratamiento de nduccién de diabetes, se mi-
di6 la glicemia en ayuno para corroborar el desarrollo de
esta disfuncién metabdlica en los animales (Figura 2). Los
ratones tratados presentaron glicemias en ayuno significa-
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tivamente mas allas en comparacion al grupo conirol. Esta
alteracién bioguimica se deben a que la glucosa, fuente
principal de energia proveniente de los alimentos, no puede
ser metabolizada debido a la deficiencia completa (diabetes
tipo 1) o parcial (diabetes tipo 2) de insulina.

~ Conrol (n=9)
wes = Diabetes tipo 1 (n=8)
== Diabetes tipo 2 (n=9)

2

¢

Glicemia en ayuno (mg/dl)
g

100 2
0 v T ]
0 10 20 30
Dias después de tratamiento

Figura 2: Curso temporal de la glicemia de ayuno en ratones después de
tratamiento para induccidn de diabetes tipo 1 y 2. Los ratones fueron tratados
con estreptozotocina (100 g/kg peso de raton) para inducir diabetes tipo

1y estreptozotocina (100 mg/kg de ratdn)y/nicotinamida (240 mg/kg peso

de raton) mas una dieta rica en grasas para inducir diabetes tipo 2, *%, %%
Significativamente diferente (P<0,001; P<0,0001 respectivamente) con respecto
al grupo contrel.

El test de tolerancia a la glucosa es un examen de la-
horatorio que permite diagnosticar diabetes mas alla de la
determinacién de los niveles de glicemia en ayuno. Este test
consiste en la administracién de una carga aguda de gluco-
sa y el analisis de la respuesta de la glicemia en funcion del
tiempo. Al analizar la curva de tolerancia a la glucosa un
mes después de la induccion de diabetes, se observo que,
tanto los ratones diabéticos tipo 1 como diabéticos tipo 2,
exhibieron intolerancia a la glucosa en comparacién con
el grupo control (Figura 3), ya que mantuvieron niveles de
glucosa plasmaticas mas altos en el tiempo después de la
sobrecarga aguda. Segun lo esperado, los ratones con dia-
betes tipo 1 presentaron un mayor grado de intolerancia a
la glucosa como consecuencia de la deficiencia completa de
insulina, mientras que los ratones diabéticos tipo 2 presen-
taban solamente una deficiencia parcial de esia hormona y
lograron cierto grado de regulacion de los niveles de gluco-
sa plasmaticos post-sobrecarga.
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Figura 3: Curva de tolerancia a la glucosa en ratones después del tratamiento de
induccidn de diabetes tipo 1 y 2. La tolerancia a la glucosa fue evaluada después
de 1 mes del inicio del tratamiento inductor de diabetes mediante el monitoreo
temporal de la glicemia luego de administrar una carga de glucosa (2 grkg peso
de ratén) por via intraperitoneal. **, *** Significativamente diferente (P<0,001;
P<(0,0001 respectivamente) con respecto al grupo control.

Como se describié anteriormente, existen miultiples me-
canismos por los cuales las particulas de HDL protegen al
organismo frente al desarrollo de enfermedad cardiovascu-
lar. Sin embargo, esta proteccion cardiovascular no se rela-
ciona en forma esiricia con los niveles de colesterol HDL,

sino que también seria de gran relevancia analizar si las
particulas HDL presentan una funcionalidad normal o al-
terada en sus propiedades anfi-aterogénicas que incluyen
una importante capacidad antioxidante.

Los resultados presentados en la Figura 4 muestran que,
a pesar de la existencia de niveles de colesterol HDL nor-
males (resultados no mosirados), esta clase de particulas li-
poproteicas presentes en los animales con diabetes tipo 1
tienen menor capacidad antioxidante, mientras que esta
funcién no se modifica en las particulas de HDL obtenidas
de ratones con diabetes tipo 2.
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Figura 4: Capacidad antioxidante de las particulas lipoproteicas de alta
densidad (HDL) obtenidas de ratones con diabetes 1y 2. **Diferencia
significativa (P<0,001). UAF: unidades arbitrarias de fluorescencia.

CONCLUSIONES

Los resultados de este frabajo demostraron que las parti-
culas de HDL de los ratones con diabetes melfifus tipo 1 tienen
su capacidad antioxidante significativamente disminuida en
comparacion a los controles. Se requieren estudios adicio-
nales para definir si esta disfuncién anti-oxidante se debe a
alteraciones en la composicion lipidica y/o apolipoproteica
de las particulas de HDL presentes en los ratones con este
tipo de diabetes.

En base a este hallazgo, se podrian realizar en el futuro
analisis adicionales sobre las posibles causas y mecanismos
determinantes de esta disfuncionalidad, plantear la apli-
cacion de este método en forma mas rutinaria en estudios
humanos y diseilar posibles tratamientos para prevenir o
revertir esta alteracion funcional de las particulas de HDL
de los pacientes diabéticos para controlar mejor el alto ries-
go de enfermedad cardiovascular de esta patologia de pre-
valencia creciente en el mundo.



PRINCIPIO CIENTIFICO UTILIZADO

El estrés oxidativo es un mecanismo importante en el desarrollo
de enfermedad cardiovascular, ya que induce Iz formacion de lipopro-
teinas de baja densidad (LDL) oxidadas pro-inflamatorias y pro-atero-
génicas que dan inicio al dafio vascular, Diferentes estudios in vitro e
invivo demuestran que las particulas de HDL dirculantes proveen una
potente proteccion de las LDL frente al dafio oxidativo previniendo
la oxidacién de estas particulas y con ello una disminucidn del riesgo
cardiovascular. Por lo tanto, un deterioro en la capacidad antioxidante
de las HDL podria tener un gran impacto en el riesgo cardiovascular,
aumentando la probabilidad de desarrollar enfermedad ateroescle-
roticay, por otro lado, la prevencidn y correccion de esta disfunciona-
lidad ofrece nuevas oportunidades para el manejo de esta patologia
de relevancia mundial.
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Figura 5: Deterioro de la funcionalidad antioxidante normal de las particulas de HDL
durante &l desarrollo de diabetes mellitus yla reversion de dicha disfuncdionalidad
por medio de tratamientos que mejoran esta enfermedad metabdlica,

GLOSARIO

Capacidad anti-apoptética: Capacidad de inhibir la muerte celular
programada,

Capacidad anti-aterogénica: Capacidad de inhibir el desarrolio de
ateromas en las paredes arteriales.

Atercesclercsis: enfermedad arterial en la que los lipides se depesitan
en la pared de estos vasos sanguineos provocando una respuesta infla-
matoria que puede complicarse con una reducddn del fiujo sanguineo e
infarto de un érgano.

Diabetes mellitus tipo 1: enfermedad caracterizada por niveles eleva-
dos de glucosa en la sangre secundaria a destruccion autoinmune de las
células productoras de insulina del pancreas que lleva a una deficencia
absoluta de esta hormona

Diabetes mellitus tipo 2: enfermedad caracterizada por niveles eleva-
dos de glucosa enla sangre secundaria a una baja produccidn de insulina
combinada con una resistendia de los receptores insulinicos para ser ac-
tivados por dicha hormena.

Estreptozotocina: droga que destruye las células productoras de
insulina en el pancreas.

Hiperglicemia: alta concentracion de glucosa en el plasma sanguf-
neo.

Intraperitoneal: dertro de la cavidad delimitada por el peritoneo que
consiste en lamembrana que rodea los drganos abdominales,

Jeringa heparinizada: jeringa pretratada con heparing, un compues-
to que impide la coagulacidn sanguinea.

Lipidos: conjunto de moléculas organicas hidrofébicas con funciones
energéticas y estructurales que se conocen comunmente como grasas.

Lipoproteinas: complejos polimoleculares gue transportan lipidos a
ravés del plasma sanguineo.

Metabalisma lipidico y lipoproteico: conjunto de pracesos molecu-
lares, bioguimicos, celulares y fisiclégicos involucrados sintesis, remodela-
ciény degradadon de lipidos y lipoproteinas.

Nicotinamida: compuesto utilizado para contrarrestar el dafio pro-
vocado por la estreptozotocing, logrando una deficiencia parcial de insu-
lina.,

Propiedad ateroprotectora: capacidad de proteger contra el desa-
rrollo de ateroesclerosis y cuyo sindnime es capacidad anti-aterogénica,
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