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EDITORIAL

Esta nueva publicacion de nuestraRevista llega con atraso en su edicion. Esperamos que con el esfuerzo de nuestros colegas, en
el proximo Congreso de Bioanalisis podamos conseguir los suficientes trabajos para poner al dia nuestro 6rgano de divulgacion
cientifica, como lo es “Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas™. La entrega de este nlimero se
hace durante el desarrollo del Congreso Venezolano de Bioandlisis, en el Hotel Maremare de Puerta la Cruz. Nuevamente, el
estado Anzodtegui es el escenario del mas importante evento cientifico del gremio. Muchas son la expectativas en cuanto a
asistencia y organizacion, pero seguro estamos que se cumplirdn. Desde va quiero dar un reconocimiento al Lic.Valmore
Rodriguez por su calidad humana, su generosidad, su amistad y entusiasmo, llevando a cabo esta tarea, lo mismo al Comité

Organizador, excelentes colegas que generosamente y con responsabilidad dedican su tiempo a la organizacion del Congreso,
trabajando en equipo con la Junta Directiva de la Sociedad.

Es importante destacar que este afio la SVBE cumple 25 afios de presencia. Parecen muchos afios, pero en su existencia han
habido cambios muy importantes donde la Sociedad ha sufrido muchas transformaciones. Hoy en dia nuevamente estamos a la
expectativa de nuevos horizontes, que logren que nuestra Sociedad se convierta en un organismo fuerte, con una gran visibilidad
en el mundo cientifico. Para ello necesitamos crecer, ser muchos mas. Necesitamos a todos los jovenes especialistas del pais,

para que le den esta fortaleza cientifica que el gremio necesita. De mi parte pido a Dios me dé toda la fortaleza y sabiduria para
llevar adelante esta Sociedad, junto con ese equipo extraordinario que es la Junta Directiva.

Algo que también queremos dar a conocer es nuestra felicidad. Al fin, después de varios afos de trabajo hemos logrado el

primer diplomado. Es nuestro primer ensayo, pero esperamos que esta experiencia se mejore y se realicen otros, para beneficio
del gremio de Bioanalisis.

Mis respetos

Dra. Ana Monzoén de Orozco
Presidenta de la Sociedad de Bioanalistas Especialistas




Analisis de la composicion poblacional de aislados venezolanos
de Trypanosoma cruzi 1, provenientes de un hospedador
humano, un insecto triatomineo y un reservorio natural

Denisse Ugueto Leon ', Anny Pomenta Rojas ', Hernédn J. Carrasco '
Recibido: 7 Septiembre 2009 Aceptado: 18 Enero 2000; Publicado: Mayo 2000

RESUMEN

Se analizd la composicion poblacional de aislados venezolanos pertenecientes al grupo Tel, provenientes de distintos hospedadores. El
andlisis fue realizado mediante la clonacidn de los aislados utilizando la técnica de plaqueo, de la cual se originaron clones de cada uno que
posteriormente fueron comparados mediante la técnica de Amplificacion Aleatoria de ADN Polimorfico (RAPD). La observacion de los
perfiles de bandas obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa, mostrd diferencias en cuanto el nimero y la posicion de bandas en los
clones obtenidos de los aislados provenientes de humano vy del reservorio natural (Dildelphis marsupiales), mientras que para el aislado
proveniente del vector ( Triatoma nigromaculata), todos los clones generaron perfiles de bandas similares. Estos resultados evidencian una
heterogeneidad poblacional para el caso de los dos primeros aislados. El indice de variabilidad genética fue diferente para cada uno de los
aislados, siendo mayor para dos aislados provenientes de dos pacientes chagasicos, mostrando un valor de 0.1652 y 0.0853 respectivamente,
mientras que para el aislado proveniente del reservorio natural, se obtuvo un valor de 0.0312, Estos resultados indican el polimorfismo
existente entre clones provenientes de un mismo aislado, siendo indicativo de la existencia de heterogeneidad intrapoblacional, lo cual
pudiese tener implicaciones en la diversidad de manifestaciones clinicas reportadas para infecciones con T. cruzi L.

Palabras clave: T. cruzi, polimorfismo genético, heterogeneidad poblacional, enfermedad de Chagas.

Analysis of the population composition of venezuelans isolates
of trypanosoma cruzi I from a human host, a triatomine insect
and a natural reservoir

SUMMARY

It was analyzed the population composition of Venezuelan isolates belonging to the genotype Tel from different hosts. The analysis was
carried out through the cloning of the isolates using the plating technique, obtaining clones of each one of them, which were afterward
compared using the random amplified polymorphic DNA technique (RAPD). The observation of bands’ profiles obtained by agarose gel
electrophoresis, showed differences regarding to the number and position of the bands between the isolates from both humans and natural
reservoir (Dildelphis marsupialis), except for the clones obtained from the vector isolate ( THiatoma nigromaculata), where all of them gave
the same pattern of bands. This result reveals the presence of population heterogeneity for the isolates from human and natural host. The
genetic variability index was different in each one of the isolates, being higher for the isolates from two chagasic patients, showing values of
0.1652 and 0.0853 respectively; and for the isolate from the natural reservoir the index value was (.03 12. These results reveals the presence
of polymorphism between the clones obtained from the same isolate, showing the existence of intra-population heterogenicity, which might
have implications on the diversity of clinical manifestations previously reported with T. cruzi 1 infections.

Keywords: T cruzi, genetic polymorphism, population heterogeneity, Chagas disease.
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Introduccitn

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflagelado,
perteneciente al orden kinetoplastida, que involucra dentro de
su ciclo de vida a una amplia variedad de vertebrados
(mamiferos domésticos y silvestres incluyendo el hombre) e
invertebrados (insectos Triarominos), causante de la
enfermedad de Chagas, la cual fue descubierta en el afio 1909
por Carlos Chagas. Dicha enfermedad se caracteriza por
presentar un curso clinico variable, que por lo general se inicia
con una fase aguda, para luego pasar a una fase cronica.

Numerosos estudios bioldgicos, bioquimicos y moleculares
han mostrado que T. cruzi presenta una alta variabilidad a
nivel genético (1-3). El estudio pionero en la determinacién
de distintos grupos de T. cruzi, fue basado en los perfiles de
seis isoenzimas, que permitié una primera clasificacion en
Zimodemos, denominados Z1, Z2 y Z3 (4-6). Este estudio,
seguido de otros andlisis empleando técnicas moleculares
como el analisis de genes ribosomales (ARNr) y de miniexon,
permitieron la descripcién de dos linajes distintos y
filogenéticamente distantes de 7 cruzi, denominados T. cruzi |
(Tel) y T cruzi 11 (Tell), donde se asocia principalmente al
ciclo doméstico el linaje I y al ciclo selvatico el linaje 11 (7,89).
De los dos grupos, Tcl es considerado hasta los momentos
como un grupo homogéneo, mientras que Tcll presenta a su
vez cinco subgrupos que van desde (11 a-e). En la actualidad
existen otras técnicas moleculares para el estudio genético de
I’ cruzi. como lo son la Amplificacion Aleatoria del ADN
Polimorfico (RAPD), Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccion (PCR-RFLP) (9). A partir de esta clasificacion,
diversos estudios han sido orientados a tratar de correlacionar
la diversidad genética del parasito con sus caracteristicas
biologicas (10). De igual manera se han planteado
correlaciones entre subpoblaciones del parasito y el éxito de
la infeccion en mamiferos silvestres, en hospederos y en la
ecologia que el mismo abarca (11).

En Venezuela, un estudio realizado por Afiez y col. (12), revelo
un mayor nimero de pacientes infectados con el grupo T, cruzi
L. En infecciones experimentales, se ha encontrado que el grupo
al que pertenecen los parasitos determinan el tropismo a los

tejidos, la parasitemia y la patogénesis de la enfermedad
(9,13,14).

En la presente investigacion, teniendo como base el
conocimiento actualmente existente sobre la heterogeneidad
poblacional de T. cruzi, nos propusimos estudiar la
composicion poblacional de tres aislados venezolanos
pertenecientes al grupo Tcl, provenientes de distintos
hospedadores involucrados en el ciclo de vida del parasito, el
hombre, un mamifero silvestre reservorio del parésito en la

naturaleza (Didelphys marsupiales) y de Triatoma
nigromaculata, insecto Triatomino vector del parasito, con
el objetivo de conocer si existe heterogeneidad intra-
poblacional dentro de dichos aislados y por ende dentro del
grupo Tcl. Para lograr esto, se utilizo la técnica de plaqueo,
segtin el protocolo descrito por Yeo y col (15) y la técnica de
Amplificacion Aleatoria de ADN Polimérfico (RAPD), para
realizar la comparacion intrapoblacional por medio del andlisis
de patrones de bandas originados por cada uno de los clones
derivados de cada aislado.

La determinacion de variabilidad genética intra-poblacional

en aislados de T. cruzi I, puede tener gran significancia en el
desarrollo de la enfermedad y las manifestaciones clinicas en
el hombre, constituyéndose el presente estudio en un aporte
para tratar de explicar la diversidad con la que las mismas se
presentan. Es de hacer notar que aun después de tanto tiempo
de haber sido descubierto este pardsito, existan grandes
interrogantes sobre el comportamiento del mismo y los factores
que determinan el curso de la infeccion en humanos.

Materiales y Métodos

El origen de los pardsitos incluidos en este estudio se muestra
en la tabla I. Estos aislados provenientes de humano, mamifero
silvestre y triatomino fueron suministrados por el criobanco
del Laboratorio de Biologia Molecular de Protozoarios, del
Instituto de Medicina Tropical Dr. Felix Pifano. Sin embargo
el procedimiento inicial para su obtencion desde distintos
hospedadores y el vector, fue mediante xenodiagnostico
indirecto con la sangre del paciente, hemocultivo de sangre
cardiaca del mamifero silvestre D. marsupialis v de sangre
obtenida de un raton previamente infectado con las heces
extraidas por diseccion del intestino del insecto naturalmente
infectado. Los pardsitos se mantuvieron enun medio de cultivo
bifasico a 26°C Agar-Sangre (agar, 10% sangre defibrinada
de conejo; 0,89 solucion salina estéril suplementada con 30
mg/ml gentamicina), siendo revisados cada dos dias, hasta
observar un crecimiento optimo de los pardsitos. Finalmente,
se analizaron cuatro aislados, dos provenientes de humano,
uno de D. marsupialis (rabipelado) y otro de un insecto vec-
tor Triatoma nigromaculata (Tabla 1).

Clonacién de aislados

Técnica de plaqueo

La técnica de plaqueo tiene como fin el aislamiento de colonias
de T. cruzi, las cuales cada una se originan a partir de una sola
celula o parasito, en placas de agar-sangre fortificado. La
misma consta de dos fases, una fase semisélidaen lacual vaa
estar contenida una suspension de parisitos en un nimero
conocido de un aislado en especifico, constituida por el medio
RPM]I, antibioticos, agarosa de bajo punto de fusion (LPM) al
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3% y medio de cultivo; y una capa sélida constituida por agar
sangre, sales y una mezcla de antibidticos, esta tltima con el
fin de proporcionar los nutrientes necesarios para el
crecimiento de los parasitos. La fase semisolida va a ser vertida
sobre la fase solida, garantizando la expansion de la misma
por toda la superficie con el fin de que los pardsitos se dispersen
de forma homogénea y asi obtener colonias aisladas que van

a corresponder a los clones que fueron empleados para el
estudio.

Tabla 1. Origen de los aislados incluidos en el estudio.

e ]
A —

Aidado Genotipo Hospedador Localidad  Aifio
X12914  Tel Humano Miranda 2005
X10968 Tel Humano Sucre 2002
DMJ0108 Tel Marsupial

(Didelphys marsupialis)  Portuguesa 2008
VE46708 Tel Vector

(Triatoma migromaculata) Miranda 2008
N —
e
Transplante de colonias

Las colonias individuales se obtuvieron de las placas, con una
punta de pipeta estéril y se trasladaron a tubos de agar sangre
con solucion salina al 0.9%, siendo transferidos luego de su
crecimiento a medio liquido RPMI enriquecido. Los cultivos
s¢ incubaron a 28°C hasta observar un crecimiento importante
de los mismos en fase exponencial y se utiliz6 un volumen
equivalente a 20 x 10° epimastigotes/ml, para posteriormente
ser sometidos a la extraccidon de ADN, segiin el método
reportado por el protocolo de Williams y col. (16), modificado
por Carrasco y col. (17). Se utilizd el kit de extraccion Nucleon
BA CC2 Extraction Purification Amersham Life Science®,
siguiendo las indicaciones del fabricante.

Cuantificacion de DNA

Para la cuantificacion de DNA de cada muestra, se realizé una
dilucion 1/10 en agua MiliQ y se determiné su absorbancia a
través de un espectrofotometro BIO-RAD Smartspec 3000,
considerando una relacién de absorbancia 260/280 nm entre
1,8y 2,3 como indicador de pureza éptimo tomando en cuenta
| unidad de D.O. es equivalente a 50pug DNA/ ml de solucion
(IU.A,, = 50pg/ml ADN).

Caracterizaciéon genética de los clones

Los clones y los aislados originales fueron sometidos a la
técnica de Amplificacion aleatoria de DNA Polimorfico
(RAPD). La reaccién de ampliacion se desarrollé seglin el
método reportado por el protocolo de Williams y col. (16),
modificado por Carrasco y col. (17). Para ello se utilizé una

| '_r_‘.' Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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mezcla de reaccion de 20 pl, que contenia 0,2mM de cada
desoxirribonucledtido (dATP, dCTP, dGTP y dTTP)
(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden), 20 pg de
oligonucledtido; 1,0 unidad de Tag DNA polimerasa
(Stratagene, La Jolla, C.A); 5ng de DNA gendmico; 1,5 mM
MgCl; S0mM KCL; 10 mM Tris- HCL (pHS,8). Para la
amplificacion se utilizaron los siguientes iniciadores o
primers de British Bio- technology Products Ltd (Oxon, United
Kingdom):

Al ( 5-TCACGATGCA-3)
A2 ( 5"GAAACGGGTG-3)

La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador PTC-
200 (MJ Research, Watertown, MA, USA) bajo las siguientes
condiciones: 94°C por 5 minutos; 30°C por 2 minutos; 72°C
por un minuto (una vez); 94°C por 30 segundos; 40°C por |
minuto, 72°C por 2 minutos (32 veces), con una extension
final a 72°C por 5 minutos. El control negativo de la reaccion
incluyé todos los componentes con excepcion del DNA molde
o muestra, el cual se sustituyé por agua Milli Q estéril.

La separacion de los productos de amplificacion se realizé
con una electroforesis en gel de agarosa (Ultra pura) al 2,5%,
a 80 V por 90 minutos. Las bandas se visualizaron mediante
tincion con bromure de etidio. Cada corrida electroforética
incluia las cepas de referencia que se observanen la Tabla 2 y
el marcador de peso molecular. Finalmente se obtuvo un
registro fotografico de los productos amplificados, por medio
de una cdmara Kodak® v se transfirié a un sistema
computarizado Kodak®.

Tabla 2. Cepas de referencia.

Cepa Origen Zymodemo Principal

WA250¢cl 10b Humano Z1 (Tcl)

Esmerado cl2 Humano Z2 (Tcllb)

CANII Humano Z3 (Tclla)
Andilisis estadistico

Los resultados se analizaron través del programa estadistico
Popgene version 1.31 de analisis de genética de poblaciones.
Para ello se construyeron matrices de tipo uno cero, segin la
presencia o ausencia de bandas respectivamente. El programa
gener0 los indices y valores que adelante se expresaran.

y
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Resultados (Figura 3 y 4) igualmente el aislado DMJO108 (Figura 5y 6)

no siendo asi, para el VE46708 (Figura 7 y 8). Esto se observa
La comparacion de los perfiles de RAPD entre los clones  en los indices de variabilidad genética, proyectados por el
provenientes de cada aislado, mostrd diferencias en cuanto al programa Popgene version 1.31, éste permite el andlisis de

namero y posicion de las bandas. Este es el caso de losaislados  variacion genética entre poblaciones naturales utilizando rasgos
provenientes de humano X12914 (Figura 1 y 2) y X10968, de dominancia y co-dominancia.

Figura 1. Perfil de bandas obtenido con el primer A1 para el aislado X12914 y los clones derivados de este. El carril 1
corresponde al aislado original; a partir de los carriles 2 hasta el 9 se observan los perfiles de bandas de los clones
obtenidos de este aislado, asi como las cepas de referencia Tcl, Tellb y Tclla, indicados en el gel. En el ultimo carril se
muestra el marcador de peso molecular Hiperlader I.

1 2 3 4 S 6 T 8 9 Tcl Tcllb Tecdla M

Eb

1500
1000
800
600
400

200

Productos de amplificacion de aislado proveniente de humano: X12914 con el primer Al.

Figura 2. Perfil de bandas obtenido para el aislado X12914, con el primer A2. El carril designado como M, muestra el
perfil de banda correspondiente al marcador de peso molecular (Hiperlader I). El carril 1 corresponde al aislado
original, a partir del cual se derivan los clones estudiados, cuyos perfiles de bandas se encuentran ubicados desde el
carril 2 hasta el 9. Los iiltimos tres carriles corresponden a la cepas de referencia Tcl, Tellb y Tella respectivamente.

M 1 2 3 4 S 6 7 3 9 Td

Tcllb Tella

Eb
£
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1500 A2
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Figura 3. Perfil de bandas correspondiente al aislado X10968 con el primer Al. El primer carril M corresponde al
marcador de peso molecular Hiperlader L. El carril 1 corresponde al aislado original. En los carriles del 2 hasta el 6 se
encuentran ubicados los clones en estudio. El dltimo carril corresponde a la cepa de referencia Tel.

M 1 2 3 4 S 6 Tcl
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2000 -

1500 =
1000
200
600

400

200

Productos de amplificacion de aislado proveniente de humano: X10968 con el primer Al

Figura 4. Perfil de bandas que corresponde al aislado X10968 con el primer A2, En el carril M se muestra el marcador |
de peso molecular Hiperlader 1. El aislado original se encuentra en el carril 1; a partir de este se encuentran los clones
derivados del mismo hasia el carril 6. En el altimo carril se encuentra la cepa de referencia Tel.
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Productos de amplificacion de aislado proveniente de humano: X10968 con el primer A2
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Figura 5. Perfil de bandas correspondiente al aislado DMJ0108 con el primer Al. En el carril 1 se localiza el aislado
original de donde se obtienen los clones ubicados en el gel desde el carril 2 hasta el 9. Seguidamente se observan las
cepas de referencia Tel, Tellb y Tella. En el altimo carril encuentra el marcador de peso molecular.

1500
1000
Al 800

600

400

200

Productos de amplificacion de aislado proveniente de Marsupial: DMJI0108 con el primer Al

Figura 6. Perfil de bandas correspondiente al aislado DMJ0108 con el primer A2. En el carril 1 se encuentra el aislado
original, a partir de alli se ubican los clones que van desde el carril 2 hasta el 9. Las cepas de referencia Tcl, Tellb y Tella
se encuentran seguidas de los mismos. En el altimo carril se ubica el marcador de peso molecular (Hiperlader I).

1 2 3 +4 ot 7 8 9 Td Tcddb Tcdla M

Eb

Ty e

A2

Productos de amplificacion de aislado proveniente de Marsupial: DMI0108 con el primer A2
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Figura 7. Perfil de bandas correspondiente al aislado VE46708 con el primer Al. En el primer carril se ubica el aislado
original y a partir de este hasta el carril 7 se ubican los clones originados del mismo. Luego se encuentra la cepa de
referencia Tel, y en el altimo carril se localiza el marcador de peso molecular (Hiperlader 1).
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Productos de amplificacion de aislado proveniente de Vector: VE46708: con el primer Al

Figura 8. Perfil de bandas correspondiente al aislado VE46708 con el primer A2, El carril designado con la M corresponde
al marcador de peso molecular (Hiperlader I). En el carril 1 se ubica el aislado original, luego desde el carril 2 hasta el

carril 7 se encuentran los clones derivados de este.
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Productos de amplificacion de aislado proveniente de Vector: VE46708: con el primer A2

Inicialmente, a través de la observacion de geles se buscaron
bandas bien definidas para establecer un criterio, que
permitiese la elaboracion de una matriz de datos de tipo 1-0,
este paso es necesario para utilizar el programa estadistico
Popgene version 1.31. Los resultados generaron una variedad
de indices para cada uno de los aislados (Tabla 3), que se

ﬂ1 Acta Cientifica de Ia Sociedad Venezolana

definen a continuacion: (na) correspondiente al nimero de
alelos observados, este indica la existencia de un alelo tnico,
0 mas de uno dependiendo de su valor. (h) indice de
Variabilidad Genética de Nei's, el cual representa la
probabilidad de que un locus con dos alelos elegidos al azar
dentro de una poblacion, sean diferentes el uno del otro. En

i de BioanalistasEspecialistas
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esta investigacion fue un marcador importante, ya que fue el
indicador de la variabilidad genética intra-poblacional en los
aislados. Por tltimo el programa expresa ¢l Namero de loci
polimérficos que difieren entre individuos de una misma
poblacion y el porcentaje que esto representa. Todos estos
indices estadisticos en conjunto fueron analizados, en biisqueda
de la variabilidad genética dentro de cada aislado.

Tabla 3. Resumen estadistico de los indices de variabilidad
genética para cada aislado.

Aislado Mediadena Media deh Namerode Porcentaje de
Loci Loci
Polimorficos Polimorficos
X12914 1.5000 0.1652 T 50.0%
X10968 1.2667 0.0853 4 26,67%
DMJOI08  1.0833 0.0312 1 8.33%
VE46708 1.0000 0.0000 0 0%

na= numero de alelos observados
h= indice de variabilidad genética de Nei's.

Discusion

La base de esta investigacion fue la clonacion de los aislados
mediante la técnica de plaqueo descrita por Yeo y col., (15).
A pesar de que no existen muchos trabajos que respalden la
utilidad de la misma, ésta logro ser efectiva ya que permitid
la obtencidn de colonias perfectamente aisladas, facilmente
observables y en nimero suficiente para el estudio. La
eficiencia de la técnica de plaqueo se extiende a la capacidad
de sostenimiento de la colonia en un lapso de tiempo suficiente,
para que ésta logre crecer hasta ser diferenciada con facilidad,
ademas tiene la ventaja de ser relativamente sencilla y
econdémica. Por otra parte, en la aplicacion de la  técnica de
RAPD, se emplearon dos primers Al y A2, esto con el fin de
aumentar la probabilidad de encontrar variabilidad entre el
genoma de los clones de un mismo aislado. Dichos primers
amplificaron fragmentos correspondientes a sitios de union
en donde encontraron complementariedad, segin la secuencia
de cada uno. Esta técnica permitié amplificar zonas en el
genoma de T. ¢ruzi en las cuales se observé polimorfismo entre
los locus, lo que hizo a esta téenica conveniente para el estudio.

Visto esto, podemos decir que para el fin que perseguia la
investigacion, fue favorable no solo la aplicacion de las técnicas
de plaqueo y la de RAPD, sino su combinacién, como lo
hicieron Yeo y col. (2007), ya que se pudo demostrar la
heterogeneidad existente en clones de un mismo aislado de T.
cruzi.

Los resultados obtenidos demostraron la existencia de
heterogeneidad intra-poblacional, sin embargo esta

Ie

variabilidad genética se presenté en diferente grado en cada
uno de los aislados, mostrando una mayor variabilidad genética
entre los clones pertenecientes a los aislados provenientes del
hombre, lo cual podria atribuirse al resultado de la relacion
parisito hospedero y al ambiente adverso al que se somete el
parasito cuando hace infeccion en el hombre, ya que éste debe
vencer desde su entrada las barreras naturales y posteriormente
evadir el sistema inmune del individuo para poder establecer
con éxito la infeccion. Quizas estos factores puedan influenciar
cambios a nivel genético, para poder adaptarse a esas
condiciones que no le son favorables, pudiendo quizis con
ello conseguir algin tipo de ventaja adaptativa. En este caso
fueron estudiados dos aislados, los cuales presentaron
variabilidad genética en una proporcion distinta, siendo el
aislado X12914 el mas polimorficos de los dos; resulia
llamativo el hecho de que el 50% de sus loci mostraron ser
polimérficos. Quizas la explicacion a este resultado, pueda de
alguna manera estar relacionado con la virulencia del aislado,
pero ello debe corroborarse en otras investigaciones en las
cuales se trabaje con modelos experimentales utilizando los
clones obtenidos.

En cuanto a los clones provenientes de marsupial, aunque la
variabilidad genética obtenida fue baja, no debe ser
despreciada, es necesario dirigir estudios en este sentido, que
tratasen de explicar si se esta presentando algin cambio de
este reservorio en la naturaleza. A diferencia de los demds
aislados, el proveniente del vector, no presento variacion entre
sus clones, mostrando un patrén de bandas homogéneos. Cabe
destacar que esta homogeneidad a la que se hace referencia,
esta sujeta al niimero de individuos comparados en este aislado
y a los primers utilizados, ya que quizas no se detectaron con
ellos regiones las cuales presentasen variabilidad, por lo cual
no puede ser descartada la posibilidad de que exista
heterogeneidad entre los mismos. También este resultado
pudiese estar influenciado por el origen del aislado, ya que el
mismo proviene de un vector netamente silvestre, que
probablemente no haya estado en contacto jamds con otro ciclo
de transmision y/o hospedador vertebrado.

A lo largo de nuestra discusion, el termino variabilidad genética
ha sido ampliamente utilizado, sin embargo debemos conocer
que cuando hacemos referencia al término de variabilidad
eenética, se hace enfoque a variaciones en la secuencia del
genoma, por lo tanto en un amplio sentido el concepto de
variabilidad se hace sinénimo de polimorfismo. Hoy en dia
este (ltimo es definido como la existencia simultanea en una
poblacion de genomas con distintos alelos para un locus
determinado. El polimorfismo afecta tanto regiones
codificantes del genoma (polimorfismo génico) como no
codificantes (polimorfismo general). En ambos casos puede
ocurrir una variacion en un par de bases, como en miles de
pares de bases. La variabilidad genética puede ser el resultado

4 Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana

de BioanalistasEspecialistas



Analisis de la composicidn poblacional de aislados venezolanos de Trypanosoma cruzi 1

de un proceso de seleccion, mutacion, migracion y deriva
genctica. Sin embargo el polimorfismo resultante, podria tener
distinta trascendencia desde el punto de vista funcional,
dependiendo de si afecta a regiones no codificantes,
reguladores o codificantes del genoma de T. eruzi y también
del modo en que pueda afectar al mensaje genético de estas
ultimas (18). Bajo este concepto se podrian establecer hipotesis
que tratasen de explicar el efecto que podria tener la
heterogeneidad poblacional encontrada sobre el parasito y la
relacién que establece éste con su hospedero.

Estos resultados podrian ser altamente significativos, pero
necesariamente deben ser sometidos a posteriores estudios que
puedan sustentar la significancia de los mismos. Evidentemente,
existe una variabilidad genética entre los clones derivados de un
mismo aislado, pero a este nivel solo podemos limitamos a
reportar su existencia, Este podria ser el punto de partida para la
realizacion de nuevos trabajos que pudicran relacionar estos datos
con las implicaciones clinicas, epidemiolégicas y biolégicas del
parasito propiamente dicho. Existen muchas interrogantes que
no han sido esclarecidas en cuando a la clinica de la enfermedad
de Chagas y se piensa que podrian estar relacionadas con esta
heterogeneidad en general que presenta el parasito, ya que algunos
estudios han reportado tropismo diferencial de las cepas por los
tejidos cuando el hospedero se infecta (1,9,19). Seria interesante
saber si este tropismo se haya relacionado a la heterogeneidad
de un aislado, sin excluir los factores genéticos intrinsecos al
hospedador. También pudiesen hacerse futuras correlaciones
entre la severidad en la que s¢ puede presentar la enfermedad en
diferentes individuos cuando se hayan infectados por un mismo
aislado y la heterogeneidad encontrada en los clones. Estas
mterrogantes que surgen a partir de lo observado en este estudio,
tiene como base la diferente proporcion en la que se presenta
heterogeneidad dependiendo del origen de los aislados
estudiados.
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RESUMEN

Thpanosoma cruzi es el agente causal de la Enfermedad de Chagas, una entidad endémica no controlada y en crecimiento en Latinoamérica. El
pardsito, durante su ciclo de vida, se ve sometido a cambios bruscos en la osmolaridad. Tales situaciones de estrés osmdtico ameritan sistemas
fisioldgicos que le permitan a estas células adaptarse y sobrevivir a la nueva situacion. En distintos organismos, uno de los elementos primordiales
que interviene en osmorregulacién son las acuaporinas, proteinas de membrana pertenecientes a la familia MIP (“major intrinsec protein™), que
permiten el paso selectivo de agua (acuaporinas clésicas) y otras moléculas no cargadas (acuagliceroporinas) a través de membranas bioldgicas,
en funcién de gradientes osméticos. En el genoma de T, eruzi existen cinco genes que presentan similitud con proteinas de la familia MIP. Una
de éstas ya ha sido caracterizada, TcAQP| (Trypanosoma cruzi, acuaporina 1), un canal permeable solo al agua. En este articulo de investigacion
se inicid el estudio de un segundo gen con similitud a acuaporina, al cual hemos denominado TeAQP2. El gen TeAQP2 codifica para una proteina
de 276 aminodcidos. Por medio de herramientas de bioinformdtica se realizo la prediccion de la estructura de dicha proteina; posee caracteristicas
que permiten ubicarla dentro de la familia MIP, Se realizd el clonamiento y secuenciacion de la TcAQP2, detectandose diez mutaciones silentes.
Este hecho sugiere que se trata de mutaciones propias de la cepa de T cruzi CL Brener utilizada en el desarrollo experimental de este trabajo.
Posteriormente se realizd el subclonamiento de TeAQP2 en el plismido de expresion en el modelo de levaduras pYES.2 y se transformo en las
células de Saccharomyces cerevisiae, La expresion funcional de la TcAQP2 en dichas células, muestra evidencias de que esta proteina interviene
en osmorregulacion cuando las células son expuestas a choques hiper-osmdticos e hipo-osmdticos, lo que sugiere la participacion de la acuaporina
comao canal para el transporte de agua y/o glicerol a través de la membrana de las levaduras. Igualmente se sugiere que esta acuaporina es capaz
de trasportar sustancias toxicas como Aslll y metilglioxal, sin embargo son necesarios estudios profundos en otros modelos biolégicos para
confirmar este hecho. Los resultados obtenidos en esta investigacion nos permiten concluir que esta proteina, expresada heterdlogamente en S.
cerevisiae, representa un canal de agua y/o glicerol que interviene en procesos de osmorregulacion.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, acuaporina, proteinas integrales de membrana, osmorregulacion,

Cloning and heterologous expression in Saccharomyces
cerevisiae of the aquaporin 2 of Trypanosoma cruzi (TcAQP2)

SUMMARY

Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, is prevalent throughout Latin America. During its life cycle, the parasite undergoes
extreme fluctuations in osmolarity, consequently physiological systems are required to assure its survival. In many organisms one of the more
important systems involved in osmoregulation are aquaporins. These proteins are members of the major intrinsic proteins family (MIP). Aquaporins
can be divided in two groups according to its permeability: the first one is only permeable to water (orthodox aquaperins) and the second one is
permeable to water, glycerol, and other small, uncharged molecules (aquaglyceroporins). In the T. cruzi genome there are 5 genes that encode
proteins similar to aquaporins. One of these genes ( Trypanosoma cruzi aquaporin 1, TcAQP1) has been already characterized as a channel that is
only permeable to water. It was also demonstrated that TcAQP1 is involved in parasite osmoregulation. In this work, we started to investigate
other gene with aquaporin similarity, which we named Trypanosoma cruzi aquaporin 2 (TeAQP2). The gene TeAQP2 encodes a protein of 276
aminoacids. The protein has six putative transmembrane domains and the two signature motifs asparagine-proline-alanine (NPA), which is the
classical conserve motif in the MIP family proteins. Cloning and sequencing of the TeAQP2 gene allowed the detection of ten silent mutations in
all clones analyzed, as compare to the sequence reported in data bank of the parasite, suggesting that they belong to the CL Brener strain used in
this study. In order to analyze the TeAQP2 function, sub¢loning in the plasmid for heterologous expression in yeast (pYES.2) of this gene was
performed. After transformation and functional expression of TcAQP2 in Saccharomyces cerevisiae, cells were exposed to osmotic stress. The
results indicate that this protein is involved in osmoregulation, and suggest that TcAQP2 participate as a channel for water and/or glycerol in the
yeast membrane. Additionally, experimental evidences suggest that this channel can transport toxic substances like Aslll and metilglioxal,
however, experiments using other heterologous expression systems is required to confirm this fact. Taken together, we concluded that TcAQP2
expressed in S. cerevisiae represents a water and/or glycerol channel that is involved in osmoregulation processes.

Key words: Tirypanosoma cruzi, aquaporin, integral membrane proteins, osmoregulation.
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Introduccion

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la Enfermedad de
Chagas o Tripanosomiasis Americana, la cual es una entidad
endémica en amplio crecimiento en Latinoamerica. Se estima
que la Enfermedad de Chagas afecta entre 8 y 11 millones de
personas; estando en riesgo de infeccion aproximadamente 100
millones de personas y causando 14 mil muertes anuales, por
lo que esta enfermedad se ha convertido en un problema de
salud publica con aparentes pocas posibilidades de solucion a
corto plazo. En la actualidad no existen drogas ni vacunas
efectivas contra 7. cruzi y el control de su vector esencialmente
ha sido ineficiente (1). Las drogas medianamente eficaces que
se usan en la actualidad fueron desarrolladas a mediados del
siglo pasado y estin basadas en un conocimiento empirico,
por lo tanto, su modo de accion en la mayoria de los casos es
desconocido (2).

La generacion de conocimientos que permitan el entendimiento
detallado de la bioquimica, fisiologia y, en general, de la
biologia de T. cruzi favoreceri la identificacion de moléculas
esenciales para el parasito, que a su vez, sean diferenciales
con su contraparte en el hospedero, permitiendo la
identificacion de nuevos blancos de drogas. En este sentido,
proteinas de membrana resultan de particular interés por su
accesibilidad en la célula. Entre estas proteinas figuran las
acuaporinas; a pesar de su reciente descubrimiento se ha puesto
de manifiesto su importancia en la quimioterapia de varias
enfermedades causadas por protozoarios (3), en particular
como via de acceso a drogas (4).

El protozoario patogeno Trypanosoma cruzi, debe pasar du-
rante su ciclo de vida por cambios bruscos en la osmolaridad
de los medios en donde se desarrolla, ya sea en el intestino del
insecto vector como en los fluidos intersticiales del hospedador
al cual infecta. Estos cambios abruptos de las condiciones
ambientales ameritan sistemas fisiologicos que le permitan a
estas células adaptarse y sobrevivir a la nueva situacion (5).

Las células de T. cruzi, cuando son expuestas a estrés hipo-
osmotico, poseen mecanismos que intervienen en
osmorregulacion; principalmente la liberacion de aminoécidos
citosolicos, y en menor grado, de otros osmolitos como sodio,
potasio, cloruro, inositol, metilamina y fosfatos. Sin embargo,
SON necesarios mecanismos complementarios para mantener
¢l equilibrio osmotico del pardsito, que permitan explicar la
eficiencia de la respuesta que estas ceilulas muestran a cambios
de osmolaridad (3).

Las acuaporinas son proteinas integrales de membrana
ampliamente distribuidas en la naturaleza. Estas proteinas son
canales que pueden transportar agua a través de los
compartimientos celulares (Acuaporinas ortodoxas) y/o pueden
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transportar glicerol y otras moléculas no cargadas
(Acuagliceroporinas). A las acuaporinas sc les han atribuido
distintos roles biolégicos de gran importancia, en el humano
intervienen en la homeostasis del agua, la secrecion lacrimal y
de saliva, metabolismo de las grasas y del glicerol,
mantenimiento de la transparencia del globo ocular,
angiogénesis tumoral, transduccion de la sefial neuronal, ¢n-
tre otras (3). En los Gltimos afios, han sido objeto de estudio
en protozoarios como Leishmania major en donde se
comportan como canales que permiten el paso de sustancias
toxicas al medio intracelular (6).

T. cruzi posee cinco genes que codifican para proteinas de la
familia de las acuaporinas (www.genedb.com). En el afio 2004,
Rohloff'y colaboradores, reportaron la existencia de la primera
acuaporina de 7. cruzi (TcAQP1), un canal exclusivo para agua
ubicado en el complejo vacuola contractil y en el
acidocalcisoma del parasito. Cuando las células son expuestas
a estrés hipo-osmotico, TcAQP1 interviene en la excrecion de
agua hacia el medio extracelular,

En el presente articulo de investigacion se reporta la
identificacidn, secuenciacion y el clonamiento de la acuaporina
2 de Trypanosoma cruzi (TcAQP2), y se describe su expresion
funcional en el sistema de Saccharomyces cerevisiae.

Materiales y Métodos

Cultivos celulares

Trypanosoma cruzi: Se cultivaron epimastigotes de la cepa
CL Brener en medio LIT, suplementado con 10% de Suero
Fetal Bovino y cultivados a 26°C.

Saccharomyces cerevisiae: la cepa BY4742 (Mata; his3Al;
leu2A0; lys2A0; ura3A0) se usd como control. Para estudios
de fenotipo se empled BY4742 con una deleccidon para su
acuaporina nativa Fps (Mato, his3A1; leu2A0; lys2AQ; ura3A0;
YLLO43:kanMX4). Ambas cepas se obtuvieron de Euroscarf
Frankfurt, Alemania. Estas células se cultivaron a 30°C,
regularmente en los medios estandar para levaduras: medio
enriquecido YPD (de las iniciales en ingles Yeast Extract, Pep-
tone, Dextrose) y medio de seleccion CM (Completed Mini-
mal medium) (7).

Clonamiento de TcAQP2

Se aisldo ARNm a partir de cultivo de T. cruzi en fase
logaritmica, utilizando el kit RNAeasy (QIAGEN),
posteriormente se obtuvo ADNc a partir del ARNm utilizando
la enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen);
ambas metodologias acorde con las instrucciones de la casa
comercial. Para la amplificacion del gen TcAQP2 se realizo
PCR utilizando los siguientes oligonucledtidos cebadores:
sentido ATA TCG ATA TGA CGG AGG AGG TTTTGG v
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antisentido TCA TCG ATT TAC GAT CCG TAAAGA TGC,
disefiados de acuerdo a la secuencia publicada en
www.genedb.com (Tc00.1047053504159.40) y con sitios de
restriccion para la enzima Clal. Se clonaron los productos de
PCR en el plismido pGEMT easy (Promega), se transformaron
bacterias competentes E. coli “Top 10" (Invitrogen) con el
constructo obtenido, pGEMT easy/TcAQP2, siguiendo
protocolos estandar. Se verificod y confirmd la obtencion de
clones mediante PCR para amplificacion de TcAQP2 en las
colonias transformadas y andlisis de restriccion del constructo
aislado de dichas colonias utilizando la enzima Cla 1 (New
England Biolabs). El subclonamiento de TcAQP2 en el vector
de expresion en levaduras pYES.2 (Invitrogen) se realizd pos-
terior a la digestion con la enzima EcoRI de ambos el plasmido
y el constructo pGEMT easy/TcAQP2. La ligacion y
transformacion se realizaron por métodos estindar (7).
Finalmente se verificaron los clones obtenidos mediante PCR
y analisis de restriccion utilizando la enzima BamHI.

Secuenciacion de clones

Se realizo la secuenciacion de clones obtenidos a través de
electroforesis capilar en el secuenciador ABI PRISM 3130/
3130x (Genetic Analyzer Applied), utilizando el kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
en ¢l cual se emplean terminadores fluorescentes, siguiendo
las instrucciones de la casa comercial. Se utilizaron para la
amplificacidn de los fragmentos los oligonucledtidos cebadores
MI3 F y M13 R (Invitrogen), que reconocen secuencias del
plasmido presentes en los flancos de TcAQP2; de esta manera
se obtuvo la secuencia del clon presente en el constructo
pGEMT easy/TcAQP2,

Transformacion de levaduras 5. cerevisiae y expresion de
TeAQP2

La transformacién de levaduras se realizé siguiendo el
protocolo establecido por la casa comercial del plismido
pYES.2 (Invitrogen), el cual posee un promotor para galactosa.
La expresion de TcAQP2 en las células transformantes se
realizo adicionando al medio CM-U (sin uracilo) este
carbohidrato. La induccion se mantuvo durante toda la noche
a 30°C.

Fenotipo de choque hiper-osmdtico y de transporte de
compuestos toxicos

Luego de realizar la induccion de la expresion de TcAQP2 en
el sistema de levaduras, se procedid a realizar diluciones
seriadas 1:10 de los cultivos. Estas diluciones se sembraron
en placas de medio CM-U (seleccion de levaduras con el
constructo) con galactosa (mantenimiento de la induccion)
conteniendo: 3% NaCl; 0,8 M de sorbitol; 0.5 mM de Aslll o
1 mM de metilglioxal. Se incubaron por 48 horas a 30°C y se
observaron los fenotipos obtenidos.
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Fenotipo de choque hipo-osmético

Con el fin de obtener protoplastos las células transformadas
fueron cultivadas hasta su fase logaritmica en presencia de
galactosa e incubadas con la enzima liticasa por 4 horas a 30°C
en constante rotacion (7). Posteriormente se realizo el choque
hipo-osmotico disminuyendo la osmolaridad de la solucion
en un 50% utilizando agua destilada. El cambio del volumen
de los protoplastos se registrd inmediatamente después del
choque a una longitud de onda de 600 nm durante 90 segundos.

Herramientas de bioinformatica

La secuencia del gen se obtuvo del servidor www.genedb.com.
La manipulacién de la secuencia se realizd con el software
DNAman. Los dominios Transmembrana se calcularon
utilizando el sitio hitp://'www.enzim.hwhmmtop/index.html y
la representacioin de la proteina en la membrana se obtuvo
dehttp://bioinformatics.biol.uoa.Gr/TMRPres2D/
respectivamente. Los sitios putativos de miristilacion, caseina
quinasa y proteina quinasa C fueron identificados en la
direccion electronica hitp://us.expasy.org/prosite.

Resultados

Andlisis de la secuencia de la proteina TcAQP2

Se realizd una blisqueda ¢n la base de datos del genoma de
Trypanosoma cruzi para identificar secuencias que tuviesen
suficiente similitud con acuaporinas de otros organismos. Se
obtuvo 5 secuencias, una de las cuales esta reportada en la
literatura TeAQP! y caracterizada como una acuaporina
ortodoxa (8) de las restantes se selecciond la secuencia
Tc00.1047053504159.40 (de acuerdo a www.genedb.com) que
presenta un namero importante de caracteristicas de la familia
MIP, a la cual pertenecen las acua(glicero)porinas, y se le
denominod TeAQP2. Utilizando herramientas de bioinformatica
se realizd la prediccion de los dominios Transmembrana de la
proteina TcAQP2, codificada por este gen, y su representacion
en dos dimensiones (Figura 1). El gen consta de 831 pb y
codifica para una proteina de 276 aminodcidos con extremos
C- y N-terminal libres claramente defimdos. Como se
menciond anteriormente, la proteina putativa TcAQP2 muestra
las caracteristicas propias de los miembros pertenecientes a la
familia de acuaporinas: seis hélices Transmembrana unidas
por ¢inco lazos conectores y las dos secuencias consenso
altamente conservadas en esta familia, asparagina-prolina-
alanina (NPA). TcAQP2 posee sitios putativos de
modificaciones post-transduccionales: miristilacion en la
posicion 210, fosforilacion de caseina quinasa Il en el
triptofano ubicado en la posicion 257 y proteina quinasa C en
la serina 269 (Figura 1), sitios conocidos que juegan un rol
importante en el plegamiento y regulacion de la actividad
biol6gica de las proteinas en general.
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Figura 1. Prediccion de la estructura bidimensional de TcAQP2 utilizando el servidor http:// bioinformatics.
biol.uoa.grTMRPres2D/. Prediccion de Hélices Transmembranales, Motivos NPA, Sitios de Fosforilacion y Miristilacion.
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Clonamiento de TcAQP2

5S¢ estandarizd el PCR para la amplificacion del gen TeAQP2.
Las condiciones que mostraron los mejores resultados fueron:
200 ng de ADNc, | uM de cebadores y 45°C de temperatura
de hibridacion (Figura 2A). Posterior a la estandarizacion se
realizd una reaccion de ligacion con el producto de PCR y el
plasmido de clonamiento pGEMT easy (Promega). Se realizo
la transformacion en células competentes £. coli y los clones
obtenidos s¢ verificaron por medio de PCR directamente de
las colonias transformantes por amplificacion del gen TeAQP2
(Figura 2B). Se obtuvieron tres colonias positivas. Igualmente
se verificaron los clones por medio de andlisis de restriccién
utilizando la enzima Cla [, obteniendo el patron de bandas
esperado para las tres colonias que resultaron positivas en el
PCR; aproximadamente 831 pb para el gen y 3015 para el
plaismido PGMT-easy (Figura 2C).

Secuenciacion de clones

Se realizd la secuenciacion de los clones, con el fin de conocer
la composicion de nucledtidos exacta del gen y,adicionalmente,
descartar constructos con errores en la secuencia introducidos
por laADN polimerasa utilizada en la técnica de PCR. Luego de
analizar tres de los clones obtenidos se observoque las secuencias
de los mismos son idénticas, a su vez, presentaron | () mutaciones
unicas puntuales, al compararlas con el gen reportado en la base
de datos del parasito. Las mutaciones encontradas fueron: C24G,
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T55C, C58T, C96T, G99A, C153T, CI6IT, C417T, C432T Y
CBO7T (Figura 3). Sin embargo todas estas mutaciones son
stlentes puesto que la traduccion a proteina genera la misma
secuencia de aminodcidos tanto para la TcAQP2 clonada como
para la reportada en el proyecto genoma.

Subclonamiento de TeAQP2 en el plismido de expresion
en Saccharomyces cerevisiae pYES.2.

Para estudiar la proteina codificada por el gen TeAQP2 se
realizo el subclonamiento de este gen en plasmido de expresion
en levaduras pYES.2. Se verificaron los clones mediante
amplificacion de TcAQP2 por PCR en colonias de bacterias
transformadas. La mayoria de los clones evaluados presentaron
una banda en el peso molecular que corresponde a TeAQP2
(Figura 4A). De estos clones positivos se escogieron al azar
¢inco y se le realizé un andlisis de restriccion utilizando la
enzima BamHI, con lo cual se confirmaron los clones vy,
ademas, se verificd a la direccion del gen en el plasmido, para
garantizar su expresion. Cuando el gen esta en la direccion
correcta la digestion con esta enzima genera dos fragmentos,
uno de 6401 pb y otro de 130 pb, mientras que en el caso
incorrecto los tamanos de los fragmentos son 730 pb y 5700
pb. De los cinco clones se obtuvo uno con un constructor con
insercion correcta (Figura 4B), este se utilizo para transformar
levaduras y estudiar la funcién de la proteina en este modelo
biologico.
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Figura 2. Clonamiento de TcAQP2 A.- Gel de agarosa mostrando amplificacion de TeAQP2 por PCR a partir de ADNc
de epimastigotes de T. cruzi B.- PCR de colonias para demostrar transformantes con el constructo pGEM-Teasy/
TeAQP2. C.- Andlisis de restricciom (enzima Clal) para la confirmacion de los clones portadores del constructo pGEM-
Teasy/TceAQP2. M: marcador; 1, 2, 3 v 4 corresponden a cuatro de las colonias que fueron tomadas al azar.
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Figura 3. Secuenciacién del Gen TeAQP2 clonado, comparacion con el gen reportado en el proyecto genoma de T, cruzi.
Se observaron 10 mutaciones silentes que no cambian la secuencia de la proteina.
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Figura 4. Subclonamiento de TcAQP2 en plasmido de expresion en levaduras pYES.2 A.- PCR de colonias para identificar
transformantes. B.- Andlisis de restriccién (enzima BamHI) para confirmar los clones portadores del constructo PYES.2/
TeAQP2 C.- Amplificacion de la secuencia de TcAQP2 a partir de ADNc de levaduras transformantes. Electroforesis en
gel de agarosa 1%. Carriles de izquierda a derecha: I)marcadores de peso molecular, 2 Control positivo, ADN de T
crugi, se observa una banda que corresponde al gen TeAQP2. 3v4 Cepa silvestre y mutante AFps1 transformadas con
pYES.2, respectivamente, no presento amplificacién. 5 Cepa mutante AFpsl con el constructo pYES.2/TcAQP2, se
observa banda que corresponde al gen TcAQP2. 6 Control negativo, amplificacion sin el uso de algiin molde de ADN.
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Transformacion del constructo pYES.2./TcAQP2 en
Saccharomyces cerevisiae y evaluacion de la expresion del
gen TeAQP2

Se transformd la cepa silvestre de S. cerevisiae con el plasmido
pYES.2, como un control, para observar el comportamiento
fisioldgico de la cepa. Igualmente, la misma cepa pero con una
deleccion de su acuaporina nativa (AFps1) se transformd con el
plaismido pY'ES.2, como un control experimental, para observar
¢l comportamiento de la cepa sin la acuaporina. Finalmente, esta
ultima cepa se transformoé con el constructo pYES.2/TecAQP2,

con el objeto de evaluar si TcAQP2 es una acuaporina y si
interviene en osmoregulacion, a través de la comparacion con
los controles anteriormente senalados. Antes de realizar los
experimentos se verifico la expresion del gen TeAQP2 mediante
elaislamiento de ARNm de las levaduras , luego de la induccidn
de su expresion utilizando galactosa. Sc realizo la sintesis del
ADNe v posteriormente PCR para el gen de TeAQP2. Los
resultados muestran la amplificacion de TeAQP2 Umicamente en
la cepa que fue transformada con el constructo pYES.2/TecAQP2
(Figura 4C) lo cual indica que el sistema de expresion heterdloga
esta funcionando v que los cambios observados en los distintos
fenotipos se deben a la expresion de la proteina TeAQP2.

Acta Cientifica de 1a Sociedad Venezolana

Choque hiper-osmoético

Se realizd el fenotipo en células de levadura induciendo
choques hiper-osmoticos. Se cultivaron las levaduras
transformadas en medio liquido CM-U, en presencia de
galactosa, aproximadamente 16 horas, luego de lo cual se
realizaron diluciones seriadas v se sembraron en en placas de
agar CM-UJ galactosa, en presencia (condicion experimental)
v ausencia (condicion control) de diferentes osmolitos.

Saccharomyees cerevisiae, posee una acuagliceroporina, Fspl,
que estd involucrada en osmorregulacion a través del transporte
de glicerol. En condiciones de hiperosmolaridad, las levaduras
evitan la pérdida de agua acumulando gheerol en el medio
intracelular para aumentar la osmolaridad interna y compensar
el estrés hiperosmotico. Se postula que dicha acumulacion
ocurre por la activacion de enzimas gue intervienen en la
biosintesis de glicerol, por la estimulacion de la via glicolitica
y finalmente cerrando ¢l canal de glicercl Fpsl, para evitar el
gscape de este compuesto hacia el medio extracelular (9).

Bajo condiciones control, iso-osmdtica, en medio CM-U con
aalactosa, todas las células crecen sin dificultades. Cuando
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las células se sometieron a choque hiper-osmético con NaCl
3%, la cepa silvestre control, ¢recio sin inconvenientes en el
medio, ya que como se describid anteriormente, el canal Fspl
se cierra y evita la salida de glicerol permitiendo asi el
crecimiento de la célula (9). La cepa mutante AFspl no posee
su acuagliceroporina, y por lo tanto, el glicerol no podra salir
de la célula, en consecuencia, las levaduras crecen normalmente
en el medio. En el caso de las células transformantes mutantes
AFpsl que expresan la TcAQP2, se espera que ésta, siendo un
canal para agua/glicerol, se encuentre constitutivamente en su
estado abierto, debido a que es una expresion heteréloga v la
levadura no presenta los mecanismos necesarios para controlar

un canal proveniente de otro organismo ( 10). En consecuencia
levaduras expresando un canal de este tipo deben presentar
alguna dificultad para crecer en condiciones hiper-osmoticas.
De heche, en la Figura 5A se observa, que las células
transformantes mutantes AFspl que expresan la TcAQP2
muestran claramente una tasa de crecimiento ligeramente
menor a las mutantes AFspl que no la expresan (Figura 5A,
lineas 2 y 3), el mismo fenotipo se reprodujo usando sorbitol
como osmolito (resultados no mostrados). Ello nos sugiere
que TeAQP2 es un canal que interviene en el transporte de
agua y/o glicerol, ¥ que ademas, su funcion esta relacionada
con osmorregulacion.

Figura 5.- Fenotipo de células mutantes AFspl expresando TcAQP2. A: Condicion control sin estrés osmatico o toxico
(Medio CM-U con galactosa). B: Choque hiperosmético con NaCl 3%. C: En presencia de Metilglioxal 1 mM. D: En
presencia de Aslll 0,5 mM. Linea 1, cepa silvestre control (Transformada con pYES.2). Linea 2, cepa mutante AFspl
(Transformada con pYES.2). Linea 3 cepa mutante AFsp1 (Transformada con pYES.2/TcAQP2).

Transporte de compuestos toxicos por TcAQP2

El Arsénico (As) y el Antimonio (Sb) son compuestos toxicos
que han sido la base quimica de quimioterapéuticos contra
Trypanosomatideos durante afios (6). El tratamiento de la
Enfermedad del Suefio se basa en un compuesto de arsénico
organico y en el caso de la Leishmaniasis, se utilizan drogas que
contienen antimonio. Resulta interesante que algunas
acuagliceroporinas son capaces de transportar SbIIl y AslIL, un
¢jemplo de ellas lo constituye la acuagliceroporina | de
Leishmania major (LmAQP1) (4). Adicionalmente, LmAQP1
posee una alta permeabilidad al metilglioxal (6). Por esta razén
Aslll y metilglioxal fueron incluidos en el andlisis del fenotipo
de TeAQP2, con la finalidad de contribuir con la definicion del
patrdn de permeabilidad de esta proteina y mostrar la importancia
farmacologica de las acuaporinas como via de acceso a drogas.

En general a ciertas concentraciones, el Aslll y el metilglioxal
50N compuestos toxicos para todas las células, por lo tanto si
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se transportan al interior de las mismas, en este caso al interior
de las levaduras, se esperaria un crecimiento disminuido en el
medio conteniendo estos compuestos. Como se puede observar
en la Figura 5 (Parte C y D), las células mutantes DFps]
expresando la TcAQP2 presentan diferencias menores en su
crecimiento con respecto a la mutante DFps|1 con el plasmido
pYES.2 solo. Este resultado sugiere que esta proteina podria
ser capaz de transportar compuestos toxicos hacia el interior
ce¢lular, sin embargo este hecho debe ser confirmado utilizando
otros sistemas de expresion.

Choque hipo-osmdtico

Con el objeto de definir alin mas si TcAQP2 estd involucrada
en osmoregulacion, se realizaron experimentos de choque
hipo-osmdtico. Las células transformadas y tratadas con liticasa
(para eliminar su pared celular), fueron expuestas a choque
hipo-osmotico. El estrés osmético se provoco al disminuir la
osmolaridad de la soluciéon donde se encontraban los
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protoplastos de 1 M a 0,5 M de Sorbitol, esto trae como
consecuencia el transporte de agua hacia el interior de los
protoplastos causando un incremento de volumen de los
mismos. El registro del aumento de volumen fue monitoreado
600 nm durante 90 segundos y se evidenci6 por un descenso
en la densidad optica medida. El valor inicial de la densidad
Optica fue ajustado a 0,9 para todos los transformantes.

Cuando las levaduras son expuestas a estrés hiposmotico en
primer lugar ocurre entrada de agua hacia el medio intracelular,
y luego se activa el mecanismo de osmorregulacion por medio
de la Fps1, a través de la cual se transporta glicerol hacia el
medio extracelular para compensar de esta manera la
osmolaridad (11).

La cepa mutante DFpsl no posee el mecanismo de la
acuagliceroporina para compensar el chogue hiposmético, por
lo que el descenso de la densidad 6ptica es mucho mayor que
en el caso de la cepa silvestre (Figura 6). La presencia de la
TeAQPZ en la cepa mutante DFpsl permite responder mis
favorablemente al choque hipo-osmético controlando el
incremento del volumen de estos protoplastos, esto se evidencia
en la Figura 6 en donde se observa que el descenso de la
densidad oOptica de la cepa mutante DFpsl que expresa la
TcAQP2 es menor al descenso de la cepa mutante DFpsl,
complementando parcialmentie la funcién de la
acuagliceroporina Fps 1 ausente en la levadura. Este resultado
corrobora los experimentos de choque hiper-osmético e indica
que la TeAQP2 interviene en el mecanismo de osmorregulacion
en el sistema de Saccharomyces cerevisiae a través del
transporte de agua y/o glicerol.

Figura 6. Respuesta a estrés hiposmatico de protoplastos
de S. cerevisine. El experimento representa uno de tres
experimentos que mostraron la misma tendencia y se
realizaron como descrito en materiales y métodos.
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Discusion

En el genoma de T. cruzi existen cinco genes con similitud a
secuencias de la familia MIP. Hasta la fecha sblo se ha
expresado funcionalmente y estudiado la acuaporina | de T,
cruzi (5,8). TcAQP1 es una acuaporina ortodoxa con baja
permeabilidad al agua que, sin embargo, tiecne un rol
fundamental en la osmorregulacion del pardsito. T cruzi cuenta
con 4 genes mas que codifican para acuaporinas putativas y
que no han sido estudiados, por lo que resulta de gran interés
definir la funcién e importancia farmacolégica de estas
proteinas en el parasito. En el presente trabajo de investigacion
se inicio la caracterizacion de la TcAQP2, a través de su
clonamiento y expresién funcional en el modelo de S,
cerevisiae, con el objeto de definir si esta proteina es una
acua(glicero)porina y si ¢sta participa en procesos de
osmorregulacion.

El gen TeAQP2 codifica para una proteina con caracteristicas
que permiten ubicarla dentro de la familia de las acuaporinas.
Ademas posee sitios putativos para fosforilacion de tipo
Caseina quinasa [l y Proteina quinasa C, los cuales podrian
estar involucrados en la regulacion de la funcion de esta
proteina (12,13). Adicionalmente, posee un sitio putativo para
miristilacién, el cual podria tener un importante rol en la
estabilidad de la proteina en la bicapa lipidica.

El gen que codifica para TcAQP2 se clond y se secuencio. Se
evaluaron tres de los clones obtenidos, todos presentaron la
misma composicion nucleotidica. Al comparar la secuencia
obtenida con la reportada en el genoma de T. cruzi se
observaron diez mutaciones puntuales en la secuencia, de
caracter silente que no cambian la composicion de los
aminodcidos de la TcAQP2 con respecto a la secuencia que
esta reportada en el genoma de T cruzi (www.genedb.org).
Debido a que las mutaciones detectadas se encuentran en todos
los clones secuenciados se descarta la posibilidad de errores
producidos por la enzima polimerasa utilizada, se trata de
mutaciones propias de la cepa de T. ¢ruzi CL Brener que se
utilizé en el desarrollo experimental de este trabajo.

La TcAQP2 fue expresada funcionalmente en mutantes DFsp]
de S. cerevisiae. La evidencia experimental que soporta este
hecho se basa en la demostracion de: A) la expresion especilica
de su ARN mensajero, observada a través de la amplificacion
por PCR con cebadores especificos B) la expresion de la
proteina codificada por TeAQOP2, comprobada indirectamente
por los estudios fenotipicos. -

Las acuaporinas son proteinas de membrana que intervienen
en un sin numero de funciones, entre las que se cuentan,
migracion celular; hAQP3 (14), LmAQP] (6), también como
sillar estructural; hAQPO, en el metabolismo del glicerol;
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hAQP3 y hAQP7. Sin embargo, la funcién mas estudiada de
estas proteinas de membrana y la que refleja mejor su vinculo
con sus propiedades de permeabilidad es la participacion en
osmoregulacion y en el mantenimiento de la estructura celular,
Por tal motivo se inicio ¢l estudio de la funcion de TcAQP2 a
través de experimentos que pudieran evidenciar la participacion
de la misma en estos procesos. Las levaduras que se encuentran
expresando la TcAQP2 mostraron un fenotipo tanto en
condiciones hiper-osméticas como hipo-osmoéticas, En
condiciones hiper-osmoticas, aunque tenue, el crecimiento de
estas levaduras fue afectado, lo cual representa un fenotipo
caracteristico de las acuaporinas heter6logamente expresadas,
en razon de que ellas no son reguladas por las levaduras y se
presentan como canales activos constitutivamente abiertos; lo
cual se traduce en una incapacidad para regular su homeostasis
interna (9,10). En condiciones hipo-osméticas S. cerevisiae
presenta varios mecanismos que permiten la adaptacion de las
células al medio en el que se encuentran (11). La entrada de
agua hacia el medio intracelular activa el mecanismo de
osmorregulacion; uno de los primeros eventos es la apertura
de Fpsl, lo cual permite la liberacion de glicerol hacia el medio
extracelular para compensar de esta manera la osmolaridad v,
por tanto, mantener ¢l tamatfio y forma celular (11). La cepa
que no posee su acuagliceroporina (mutante AFspl ), muestra
una respuesta disminuida ante un choque hipo-osmdético.La
evidencia experimental obtenida en este estudio corrobora tal
afirmacion. Por otra parte, la presencia de la TcAQP2 en esta
cepa permite la recuperacion parcial del volumen celular, lo
cual se evidencio por una menor disminucion de la densidad
Optica respecto a la cepa mutante AFps|, aproximédndose mas
al comportamiento de la cepa silvestre. En conjunto estos
resultados demuesiran la colaboracion de TeAQP2 en los
eventos de osmorregulacion, mediante su participacion en el
paso de glicerol y/o agua a través de la membrana de la
levadura. Para complementar este estudio, se requiere
caracterizar la permeabilidad de la proteina a dichas sustancias
a traveés de la cuantificacion directa del transporte de estos
solutos.

Las acuagliceroporinas son proteinas que intervienen en el
transporte de drogas al interior celular, LmAQP] representa
la via de acceso a Sblll, el compuesto activo de la droga
glucantime, una de las principales lineas quimioterapéuticas
en contra de la leishmaniasis (4), a su vez se a demostrado que
la regulacion de la expresion de este canal en cepas silvestres
implica la aparicién de resistencia en estos parasitos (6).
Asimismo se¢ ha demostrado que las acuagliceroporinas de
Trypanosoma brucei y Plasmodium son posibles blancos de
drogas, ya que representan vias de acceso a sustancias toxicas
para estos parasitos (10,15).

Para evidenciar la capacidad de transporte de compuestos
toxicos por parte de TcAQP2 se realizaron estudios de
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citotoxicidad de AslIl y metilglioxal en levaduras expresando
TeAQP2, con ello se intenta aportar mas evidencias de que
esta proteina s una acuagliceroporina, y a su vez mostrar la
importancia de la misma como via de ingreso a drogas. Estos
compuestos son transportados por algunas acuaporinas de
protozoarios; la LmAQP1 tiene una alta permeabilidad al AslII
y metilglioxal, hecho que explica la sensibilidad de L. majora
estos compuestos (6). Igualmente la acuaporina de F
Jalciparum (PFAQP) es capaz de transportar metilglioxal al
interior de la célula, lo que afecta la proliferacion del parésito
en el globulo rojo (15). Las acuaporinas involucradas en el
transporte de estos solutos son acuagliceroporinas; la similitud
de la estructura espacial de Aslll y metilglioxal con el glicerol,
favorecen su paso al interior de la célula. El fenotipo de
citotoxicidad obienido para la TcAQP2, aunque tenue, sugiere
que estos compuestos se transportan a traveés de este canal, ya
que se observan diferencias en el crecimiento de las células
que expresan TeAQP2 comparadas con las células control,
cuando son expuestas a estas sustancias toxicas. Sin embargo,
se requieren estudios de permeabilidad para confirmar el
transporte de Aslll y metilglioxal. Los fenotipos tanto de
osmoregulacion como de transporte de sustancias toxicas,
aunque evidentes, resultaron ser débiles, es posible que esta
proteina, como ya fue reportado para TcAQP1 (8) sea un canal
de baja permeabilidad a sus sustratos, sin embargo, no por
ello menos importante para la fisiologia del parasito (5). No
se puede descartar que la proteina de T. cruzi expresada en
este sistema heterdlogo pudiera modificar su actividad como
canal. En la actualidad se estdn desarrollando experimentos
con otros sistemas de expresion heterdloga y homoéloga para
definir con precision la conductancia de estos canales para
sus distintos sustratos.
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RESUMEN

La aterosclerosis, es una enfermedad crénica, sistémica, inmuno- inflamatoria que afecta a la intima arterial. La disfuncién endotelial es la
primera fase en la aterosclerosis. La disfuncion endotelial esti caracterizada por un daiio y pérdida de la menocapa celular que cubre ¢l
interior de los vasos sanguineos, denominada endotelio. Uno de los principales mediadores para el mantenimiento de la integridad del
endotelio, es el 6xido nitrico (ON). La Dimetilarginina asimétrica (DMAA), es un inhibidor enddgeno de la enzima sintasa del Oxido
Nitrico (SON); se ha sugerido que la DMAA sirve como un marcador de disfuncion endotelial en enfermedades cardiovasculares. Asimismo,
la DMAA representa un factor de riesgo para mortalidad cardiovascular, progresion de enfermedad cronica renal. Se ha encontrado valores
elevados de DMAA en diferentes condiciones como hipercolesterolemia, aterosclerosis, hipertension, insuficiencia renal cronica, insuficien-
cia cronica del corazdn, diabetes v disfuncién eréctil.

Palabras claves: DMAA, ON, SON, enfermedades cardiovasculares.

Asymmetric dimethylarginine, structure and pathological
implications

SUMMARY

Atheroselerosis is an immune inflammatory systemic, arterial disease. Endothelial dysfunction is the first stage in aterosclerosis. Atheroscle-
rosis develops because of reactions occurring in vessel wall beginning with response to endothelial injury. Endothelial dysfunction is
characterized with impairment and loss of monolayer cells covering the inside of the vessels, which is endothelium. One of the main
mediators for the maintenance of the integrity of endothelium is Nitric Oxide {(NO). The asymmetric Dimethilarginine (ADMA), is an
endogenous inhibitor of the enzyme Nitric Oxide Synthase (NOS). ADMA has been suggested to serve as a biomarker of endothelial
dysfunction in cardiovascular diseases. ADMA is a risk factor for endothelial dysfunction, cardiovascular mortality, and progression of
chronic kidney disease. Elevated values of ADMA have been found in hypercholesterolemia, atherosclerosis, hypertension, chronic renal
insufficiency, heart chronic failure, diabetes and erectile dysfunction.

Key words: ADMA, NO, NOS, cardiovascular diseases.

* Solicitar copia a: jegonzal@ucv.edu.ve,

1. Centro de Investigaciones Médicas y Biotecnolégicas de la Universidad de Carabobo (CIMBUC).

2, Laboratorio de Investigaciones del Postgrado de la Escuela de Bicandlisis (LIPER), Facultad de Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo.
Valencia — Venezuela,

3. Facultad de Farmacia. Universidad Central de Venczuela. Caracas — Venezuela,

22 Act Clent de la Soc Venz de Bioanal Espec 2008, 11 ¢1); 22-2%



La dimetilarginina asimétrica, estructura ¢ implicaciones patoldgicas

Introduccion

La aterosclerosis es una enfermedad cronica, sistémica e
inflamatoria caracterizada por un engrosamiento de la intima
de arterial, que afecta a millones de personas en el mundo
occidental, y puede ocasionar diversos eventos
cardiovasculares como infarto, accidentes cerebro - vasculares,
entre otros. Esta caracterizada por la acumulacion progresiva
de lipidos, células (linfocitos T, macrofagos y células muscu-
lares lisas) y elementos fibréticos en la intima de las arterias
grandes y medias. En la actualidad, los sistemas de salud de
los paises del mundo occidental gastan cuantiosas sumas en la
prevencion, diagnostico y tratamiento de estas enfermedades
(1). En las ultimas décadas, numerosas investigaciones en este
campo han permitido grandes avances en el conocimiento de
la fisiopatologia de estas enfermedades, y han ayudado a in-
crementar la vida de los pacientes que padecen de las mismas.

La fisiopatologia de la aterosclerosis depende de miltiples
factores, tanto genéticos como adquiridos; se cree que los
mismos van a contribuir en el proceso patologico, que conlle-
va transformaciones en una arteria normal, para desarrollar
disfuncion endotelial progresiva. La disfuncién endotelial esta
caracterizada por un daifio y pérdida de la monocapa celular
que cubre el interior de los vasos sanguineos, denominada
endotelio. Existe la hipotesis, donde la pérdida de la funcion
endotelial normal, es el paso fundamental del inicio del pro-
ceso aterosclerético. En este modelo conceptual la exposicion
constante del endotelio a factores de riesgo, conduce
secuencialmente a la disfuncidon endotelial, seguido del au-
mento del espesor de la capa intima y media, estenosis arterial
vy ruptura de la placa, produciendo trombosis vascular.

El endotelio tiene una importancia fundamental en el mante-
nimiento de la integndad vascular; ya que el mismo sintetiza
diversos factores paracrinos, que producen vasodilatacion y
vasoconstriccion; asi como otros factores que median la via
hemostitica. Uno de los productos sintrtizados por el endotelio
¢s el oxido nitrico (ON), el cual es un compuesto que causa
vasodilatacion. Diversos estudios realizados en modelos ani-
males, sujetos normales asi como en pacientes, han demostra-
dolaimportancia de este compuesto sobre la funcion endotelial
(2); ya que, el ON no sélo influye en el tono vascular, sino que
ademds inhibe la proliferacion de las células musculares lisas,
la agregacion plaquetaria, y la adherencia y migracion de cé-
lulas inflamatorias del espacio vascular al interior de la pared
arterial. Asimismo es conocido que la produccion deficiente
de ON, constituye un factor de riesgo para sufrir enfermeda-
des cardiovasculares (3,4).

También se han descrito otros factores que contribuyen a la
regulacion normal del endotelio vascular, uno de ellos es la
sintasa del ON (SON) cuyos niveles son regulados por
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inhibidores enddgenos conocido como la dimetilarginina
asimétrica (DMAA) v la N- monometil-L-arginina (L-NMMA)
(5). Los niveles plasmiticos de la DMAA son diez veces ma-
yores que la NMMA (6-8).

DMAA

La DMAA, es un aminodcido producido naturalmente, que se
encuentra en varios tejidos, y que circula en el plasma y se
excreta por la orina (9.10). La DMAA se sintetiza a partir de
la metilacion de residuos de arginina de proteinas, por la ac-
cion de la enzima arginina metiltransferasa (MTsAP). Se han
encontrados 2 tipos de estas enzimas, la tipo 1 cataliza la for-
macion de DMAA, mientras que la tipo 2 cataliza la forma-
cion de DMAA vy la formacion de una molécula simétrica de
dimetil arginina (DMAS). Los dos tipos de MTsAP también
pueden monometilar, produciendo la formacion de NMMA
(11-13). En la Figura 1, se muestran las estructuras de la L-
Arginina, L-NMMA, DMAA, DMAS,

Figura 1. Estructura de la Arginina, L-NMMA, DMAA y
DMAS.

La DMAA, inhibe las 3 isoformas de la SON vy tiene la misma
fuerza de inhibicion que el L-NMMA; por su parte, el DMSA
no la inhibe. La inhibicién de la SON in Vifro se produce en
un amplio rango de concentraciones de DMAA; asimismo,
dicha inhibicion también ha sido reportada in Vivo (14,15).
También se han medido los niveles plasmiticos de DMAA in
Vive en pacientes con enfermedades cardiovasculares o enfer-
medades metabolicas, encontrando niveles elevados de DMAA

y disminucion de ON (16-19).

Las concentraciones plasmaticas de DMAA en sujetos nor-
males, por diferentes técnicas analiticas caen en un rango pe-
quedno de 0,4 a 0,7 pmol/L; en cambio las concentraciones de
L-arginina en plasma de sujetos normales se encuentran en un
rango elevado, que se encuentran entre 60-140 pmol/L. Ac-
tualmente, existen pocas evidencias que demuestran que los
niveles elevados de DMAA, son debido al aumento de la
metilacion de residuos de arginina. La metilacion de arginina
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en proteinas es un proceso altamente regulado, y las proteinas
metiladas tienen un amplio rango de funciones.

La DMAA, se elimina a una tasa de 60 mg/24 horas (300 pmol/
24 horas) (20); de esta cantidad, aproximadamente 50 pmol/
24 horas es excretado por la orina (21), por lo tanto la DMAA
se acumula en pacientes con insuficiencia renal. La degrada-
cion de DMAA se realiza por medio de la enzima
dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DADAH) {22,23); de
esta enzima, se han descrito 2 isoformas, la DADAH I predo-
mina en tejidos neuronales, mientras que la DADAH II, pre-
domina en tejidos endoteliales y tejido hepatico (24). Asimis-
mo, se ha propuesto que la elevacion de DMAA plasmatica en
enfermedades vasculares se debe a la actividad disminuida de
DADAH. En la Figura 2, se muestran las vias de eliminacion
y de degradacion del DMAA y NMMA.

Figura 2. Sintesis, funciéon y excrecion de la DMAA. La
DMAA es formada por metilacion de los residuos de Arg
mediante Ia enzima MTsAP. Tanto la DMAA como la
NMMA son inhibidores de la SON, La DMAA es excretada
por via renal,

“esces?
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SON

——.p- . O + L= citrodima
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. DMAA

L-citruling + ﬁ'—m
dirmono anino DADAH . NMMA

Efecto de la DMAA

En condiciones experimentales, con concentraciones sub op-
timas de L-arginina, o deficiencias de cofactores esenciales
para la SON, la actividad enzimatica se desacopla; esto signi-
fica que la oxidacion de L-arginina hasta ON no se completa
(25,26).

Molecularmente en condiciones optimas, lo que sucede en la
enzima SON, es que cinco electrones son transferidos del O, a
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L-arginina en 2 pasos de una reaccion acoplada de oxidacion-
reduccién en los dos dominios de la enzima SON producien-
do L-citrulina y ON. '

En condiciones sub dptimas, el flujo de electrones dentro de
los 2 dominios de SON se interrumpe y el O, actia como un
aceptor de electrones. Esto permite que la enzima SON sea
una enzima productora de radicales superoxido (O,).

En cultivos de células endoteliales humanas, se produce O,
en la presencia de DMAA, conduciendo a la hipdtesis de que
DMAA puede interrumpir la produccién de ON, por la enzi-
ma SON vy desacoplar asi la enzima, resultando en una dismi-
nucion de la formacién de ON a partir de O,. Esto a su vez
conduce a la activacion de factores de trascripeidn, que sobre
regulan la expresion de moléculas de adhesion endotelial, y
de alli incrementan la adhesividad de monocitos al revesti-
miento vascular (27).

Por lo tanto, en cultivo de células endoteliales humanas, en
presencia de elevadas concentraciones de DMAA, se ha evi-
denciado incremento en la expresion de moléculas de adhe-
sion celular, y un aumento de la adhesion de leucocitos a las
células endoteliales. [gualmente, cuando los monocitos aisla-
dos de sangre periférica de pacientes con factores de riesgo
cardiovascular, son incubados en cultivo de células endoteliales
humanas, se observa que los monocitos provenientes de pa-
cientes hipercolesterolémicos se adhieren mas fuertemente al
endotelio, que los monocitos provenientes de controles normo
colesterolémicos; esta hiper adhesividad se normaliza al agre-
gar L-arginina (28); lo cual indica que hay un desplazamiento
competitivo de la L-arginina enddgena por el DMAA, que
causa los cambios en la adhesividad de los monocitos.

Sin embargo, algunos estudios experimentales en animales
expuestos a dieta hiper colesterolémica, revelan que los nive-
les de DMAA se elevan rapidamente, sin observarse cambios
apreciables en la integridad del endotelio arterial (29).

Métodos para medir los niveles de DMAA

El primer método utilizado para evaluar las concentraciones
sanguineas (plasma) de DMAA, fue la cromatografia de alta
presion (HPLC); por medio de este método se puede separar
el DMAA vy su NMMA (30,31). También se han desarrollado
métodos basados en la espectrometria de masa, y reciente-
mente se ha desarrollado y validado un método cromatografico,
con interaccion hidrofilica acoplado a un  espectrometro de
masa, para la separacion y cuantificaciéon (5 minutos de dura-
cién) simultdnea de L-arginina, DMAA y DMAS (32); sin
embargo aunque son métodos muy buenos, son muy costosos,
debido a su tecnologia compleja; motivo por el cual se difi-
culta su implementacién en laboratorios clinicos de manera
rutinaria. Sin embargo, también se han desarrollado
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inmunoensayos (ELISA) que han sido validados con el HPLC,
demostrando buenos resultados de exactitud, precision y es-
pecificidad; contando adicionalmente con la ventaja de que
son métodos relativamente econdmicos, y que pueden ser uti-
lizados con minimos recursos, pudiendo por lo tanto, ser fa-
cilmente implementados en laboratorios clinicos.

DMAA en enfermedades

Se han encontrado niveles elevados de DMAA en enfermeda-
des metabdlicas y cardiovasculares, en estas enfermedades los
niveles de DMAA estdn asociados a disfuncion endotelial de
alli la importancia para el pronéstico de eventos
cardiovasculares.

Enfermedad arterio coronaria

Diferentes estudios han evaluado la DMAA en diversos tipos
de patologias cardiovasculares, y su relacién con un evento
cardiovascular futuro. De hecho, en pacientes a quienes les
evaluaron los niveles de DMAA, seis semanas después de su-
frir un ataque agudo coronario, y a quienes los valores de
DMAA se encontraban todavia elevados, tuvieron un riesgo
mayor de sufrir otro ataque a posteri (33-36). Por su parte, los
pacientes que tienen un 95 % de obstruccién o mas en una
arteria epicdrdica coronaria, tienen niveles elevados de DMAA,
asociado a un deficiente desarrollo coronario colateral; en este
sentido han especulado que la DMAA puede ser responsable,
por la diferencia observada en el desarrollo de los vasos cola-
terales entre diferentes pacientes con enfermedad arterio
coronaria; por lo que parece ser necesaria la concentracion
optima de ON para el funcionamiento de la célula endotelial,
y asi el desarrollo de vasos colaterales en esta enfermedad
(36).

En pacientes con el sindrome cardiaco X también se ha en-
contrado niveles elevados de DMAA y un aumento en el gro-
sor de la capa intima-media, reflejando la presencia de
aterosclerosis subclinica. Estos hallazgos indican que ademas
de la angina microvascular; la disfuncion endotelial y la pre-
sencia de aterosclerosis, también contribuyen a la etiopatogenia
del fendmeno sindrome cardiaco X (37).

Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que, la DMAA es un
marcador de riesgo para la enfermedad arterio coronaria, y
puede proveer informacion adicional, a la suministrada por
los indicadores de riesgos cardiacos tradicionales.

Enfermedad oclusiva de arterias periféricas

Pacientes con enfermedad oclusiva de arterias periféricas
(EOAP), tienen niveles elevados de DMAA (dependiendo del
estado clinico de los mismos), con respecto a sujetos aparen-
temente sanos de la misma edad, con funcidn vascular normal
(38). Asimismo, la excrecion urinaria de los metabolitos de
ON, se ve disminuida, dependiendo del grado de la enferme-
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dad. Esta condicion puede ser revertida por medio de la admi-
nistracion de L-arginina (39).

Insuficiencia crénica del corazén

Algunos estudios, han reportado elevaciones de DMAA en
pacientes con insuficiencia cardiaca cronica (40). En insufi-
ciencia sistolica cronica del corazdn, la acumulacion de
metabolitos metilados de arginina esta asociado a la presencia
de disfuncidn diastolica del corazén (40).

Hipertension

En pacientes con hipertension arterial, también se han encon-
trado valores elevados de DMAA, y al mismo tiempo la ex-
crecion urinaria de metabolitos del ON estd disminuida (41).
El tratamiento con Nebivolol, un [} bloqueante cardio selecti-
vo, ha demostrado disminuir los niveles séricos de DMAA, y

mejorar la disfuncion endotelial en pacientes con hipertension
arterial (42).

Algunos estudios en animales, sugieren el papel fisiopatologico
de DMAA en la regulacion normal de la presion sanguinea.
Otro estudio en humanos (43), ha encontrado asociacion entre
los niveles de DMAA y la hipertrofia del ventriculo izquier-
do.

Anormalidades del metabolismo lipidico

En pacientes hipercolesterolémicos, se ha observado eleva-
cion de la concentracion de DMAA, con respecto a la encon-
trada en pacientes normocolesterolémicos, a pesar de que es-
tos pacientes no presentaban enfermedades cardiovasculares;
estos resultados pueden sugerir que, el aumento de los niveles
de DMAA, se presenta en las etapas tempranas de la
aterosclerosis, contribuyendo posiblemente, en su progresion
y ulterior establecimiento. Estos resultados estin soportados
por estudios donde la disfuncion endotelial en pacientes
hiperolesterolémicos puede ser revertida por medio de la
suplementacién de L-arginina en la dieta. Igualmente la
hipertrigliceridemia, puede conducir a la elevacion de DMAA
produciendo disfuncion endotelial (44).

Diabetes

En pacientes diabéticos tipo 11, se ha encontrado niveles ele-
vados de DMAA (45-48), los investigadores proponen la hi-
potesis de que, el mecanismo molecular de elevacion del
DMAA, puede ser el estrés oxidativo inducido por la
desregulacion de la enzima DADAH (49), o por el mecanis-
mo dependiente de la angiotensina I1 (50,51).

Pre-eclampsia

La pre-eclampsia tiene tres sintomas clinicos principales, como
lo son la hipertension, el edema y la proteinuria, trayendo como
consecuencia el riesgo de retardo de crecimiento intrauterino
y aborto, el cual se cree es el resultado de la deficiencia en la
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perfusién placentaria. En varios estudios (52,53), se han en-
contrado valores elevados de DMAA, en mujeres propensas a
sufrir pre-eclampsia, de tal manera que puede ser considerado
como un marcador para esta patologia; asimismo es necesario
recordar, que en la mujer embarazada existe una funcidn
endotelial normal, en cambio en la pre-eclampsia existe
disfuncion endotelial uterina.

Disfuncion eréctil

En algunos pacientes con disfuncion eréetil, la via L-arginina
= ON = GMPc, se encuentra alterada (54); este defecto
bioquimico a menudo es causado por algunos factores de ries-
gos subyacentes en enfermedades cardiovasculares.

Algunos estudios (55,56), han mostrado que la disfuncién
eréctil en algunos pacientes con niveles bajos de excrecion de
metabolitos de ON, puede restablecerse con la suplementacion
de L-arginina; indicando que estos pacientes tienen un defec-
to en la via de produccion ON debido al aumento de niveles
de DMAA.

Estudios clinicos recientes muestran que, los pacientes con
disfuncion eréctil enfermos, con diabetes o alguna enferme-
dad arterio coronaria, ademas de concentraciones elevadas de
DMAA, tienen niveles disminuidos de L-arginina. De alli que
sea importante determinar los niveles de DMAA en pacientes
con esta patologia, para discriminar su origen y enfocar su
correcta terapia (57).

Insuficiencia renal cronica

Numerosos estudios (58), han confirmado la elevacion de
DMAA en la insuficiencia renal cronica; y en el estado final
de esta enfermedad, se ha confirmado que el aumento del
DMAA, es causado parcialmente por la deficiente elimina-
cion de DMAA durante la hemodialisis (59). Elevadas con-
centraciones de DMAA contribuyen a disfuncién endotelial,
que pueden en parte ser responsables, de la alta

morbimortalidad cardiovascular en estas enfermedades
(60,61).

La determinacion de DMAA, permite conocer el prondstico y
progreso de la enfermedad crdnica renal (62). Y tomando en
cuenta que, la sangre es capaz de liberar cantidades fisiologi-
cas significantes de DMAA por via proteolitica; la liberacion
de DMAA no regulada de reservorios sanguineos, puede con-
tribuir a la caracteristica elevacion de DMAA en enfermeda-
des renales cronicas (63).

Rechazo de trasplante renal

Los niveles elevados de DMAA sugieren un papel para la
disfuncion endotelial en el desarrollo de episodios de rechazo
agudo (64,65).
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Tratamiento de la elevacion de DMAA

El tratamiento en patologia cardiovascular debe dirigirse a
revertir los efectos de la elevacion de DMAA. Uno de esos
tratamientos es reducir los niveles de DMAA y se puede lo-
grar por medio de la L-arginina, la cual desplaza la DMAA'y
activa la SON. La farmacoterapia disponible actualmente pue-
de reducir los niveles de DMAA, como se ha observado en
diabéticos medicados con Metformina (66), Rosiglitazona en
pacientes con resistencia a la insulina (67), Captopril v
Enalapril (inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina) y Losartdn y Valsartan (antagonista de los re-
ceptores de angiotensina I1) en pacientes hipertensos (68). Los
estrogenos solos o con progestagenos, aumentan la expresion
de la DADAH (69), las Estatinas, sobre regulan la expresién
del gen de la SON endotelial; de hecho, en pacientes con va-
lores de DMAA elevados, la SON no ejerce su funcion espe-
rada, ya que su actividad estd bloqueada (70,71); por lo que
las Estatinas s6lo mejoran la vasodilatacion dependiente del
endotelio, cuando se las administra asociada a L-arginina en
la dieta {(72).

En pacientes con deficiencia de la hormona de crecimiento
(HG), el remplazo de HG contribuye a disminuir, en algin
grado el riesgo cardiovascular, los niveles de DMAA y mejo-
rar el cociente Arginina/DMAA vy la disfuncion endotelial (73).
Recientemente se ha encontrado que el farmaco Telmisartan
utilizado en hipertension, disminuye los niveles de DMAA
presumiblemente via la activacion (por receptor gamma) de
un activador proliferador de peroxisomas sugiriendo que este
agente mejora la funcion vascular via su efecto pleiotropico,
un mecanismo que es diferente de su efecto hipotensivo (74),

Conclusiones

La DMAA juega un importante papel en la regulacion del tono
vascular, al actuar como inhibidor de la sintesis del ON, y asi
aumentar la resistencia vascular, disminuyendo el flujo san-
guineo. Por otra parte, el DMAA es promotor de la
aterogénesis, al inhibir la produccion de ON que es un
vasoprotector. De este modo, la elevacion de DMAA
incrementa la progresion de aterosclerosis y aumenta el ries-
go de enfermedades cardiovasculares. EIl DMAA se ha con-
vertido en marcador de riesgo cardiovascular.
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RESUMEN

El estrés oxidativo juega un papel muy importante en la aterosclerosis; de hecho existe evidencias que indican que los antioxidantes son
moléculas capaces de retardar y/o revertir el proceso aterosclerdtico. El objetivo del presente estudio fue comparar el efecto de la Vitamina
C (Vit ©), sobre la actividad de la Glutation peroxidasa (GPx) y la formacién de ateromas en conejos. Se estudiaron 36 conejos divididos en
3 grupos: Grupol (Control): conejarina, Grupo2: huevo y conejarina, Grupo 3: huevo, conejarina y Vit C (100 mg/diarios). El periodo
experimental durd 12 semanas. Se determiné perfil lipidico por métodos enzimdticos y la actividad de GPx por cinética en (' y 12va semana.
Los conejos fueron sacrificados y se les realizd estudio histolégico de su aorta. Los resultados revelaron un incremento en la actividad de la
GPx en los grupos 2 v 3 con respecto al control en la 12va semana de experimentacién (p<0,05). Hubo inhibicién de lesiones aterosclerdticas
en los conejos del grupo 3. En conclusién en condiciones de hiperlipidemia con o sin suplementacion de Vit C, existe incremento en la
actividad de GPx. Por otra parte, la Vit C disminuye y evita la progresion de ateromas.

Palabras claves: Estrés oxidativo, Vit C, GPx, aterosclerosis.

Effects vitamin C, on glutathione peroxidase activity
and atheroma formation, in rabbits exposed
to a hyperlipidaemic diet

SUMMARY

Oxidative stress plays an important role in atherosclerosis; so antioxidants are molecules have been used to slow down or inhibit atheroscle-
rosis. The objective of the present study was to compare the effect of Vitamin C (Vit C), on serum Glutathione peroxidase activity (GPx} and
on the formation of aortic lesions in rabbits. 36 rabbits were studied: Groupl: “congjarina” (commercial rabbit food); Group2: egg and
conejarina, Group3: egg, conejarina and Vit C (100mg/day). The experiment lasted 12 weeks. Lipid profile was done by enzymatic methods
and GPx by kinetic method in weeks 0 and 12. Histological study of rabbit’s aorta was done. GPx activity in groups 2 and 3, increased
compared with controls, from week 12 of experimentation (p<0,05). There was inhibition of aortic lesions in groups 3. In conclusion, under
hyperlipidaemic conditions, with or without Vit C supplementation, activity of GPx there is increased. Vit C reduces and prevents the
progression of atheromas

Key words: Oxidative stress, Vit C, GPx, atherosclerosis.
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Efecto de la vitamina C, sobre la actividad de glutation peroxidasa y la formaciin de ateromas

Introducciéon

Los radicales libres son especies quimicas, altamente reactivas
e inestables que tienen en su estructura atdmica uno o mas
electrones no apareado en su Gltima capa (1). Entre los radicales
libres, se encuentran el radical hidroxilo, anién superdxido,
perdxido de hidrogeno, éxido nitrico, acido hipocloroso,
peroxinitrito, entre otros, los cuales pueden ser generados en
el organismo como resultado del metabolismo aerobio (2). La
incrementada generacion de estas moléculas o iones puede
causar dafio oxidativo a diversas moléculas como lipidos,
proteinas y ADN, lo cual puede llevar a enfermedades cronicas
como la aterosclerosis (3-5).

La aterosclerosis es una enfermedad cronica inmuno
inflamatoria, caracterizada por un endurecimiento y pérdida
de elasticidad de la pared arterial; asi como un estrechamiento
del lumen arterial, que afecta principalmente a las arterias de
mediano y gran calibre. Este proceso se inicia desde la infancia
y la adolescencia (6-8). Es conocido que las consecuencias
clinicas de esta enfermedad, son causa de elevada mortalidad
en diferentes paises, siendo las enfermedades cardiovasculares
la principal causa de muerte en nuestro pais (9). Actualmente
existe suficientes evidencias que indican que el estrés oxidativo
juega un papel muy importante en el proceso aterosclerético
(10-13).

La susceptibilidad del endotelio vascular al dafio oxidativo es
una funcion que va a depender del balance entre el grado de
estrés oxidativo y la capacidad de defensa de los antioxidantes
(5,14,15); por lo tanto los antioxidantes son un sistema de
defensa, al daiio oxidativo producido por los radicales libres.
Los antioxidantes son clasificados como exégenos (naturales
o sintéticos) o endégenos, ambos son responsables de la
remocion de los radicales libres. Los antioxidantes naturales
son clasificados en dos grupos: enzimatico y no enzimatico.
Los antioxidantes enzimdticos incluyen a la catalasa, glutation
peroxidasa (GPx), entre otros. Entre los antioxidantes no
enzimaticos, se encuentran el acido ascorbico, polifenoles,
entre otros (1,16-18).

La Vitamina C (Vit C) o acido ascorbico es un antioxidante de
naturaleza hidrosoluble, que actiia mediante la remocién de
especies reactivas de oxigeno v de nitrégeno (19-21).
Asimismo, la Vit C es capaz de regenerar otras moléculas
antioxidantes como d-tocoferol, glutatién, urato, -caroteno,
Por otra parte, s¢ ha evidenciado que el ascorbato es uno de
los principales antioxidantes que neutraliza directamente a los
radicales libres (22,23). Y en estudios in vive se ha demostrado

que es capaz de disminuir la progresion de la aterosclerosis
(12).

Por su parte, la GPx es un término que describe a una familia

de enzimas (EC 1. 11. 1. 9.), que tienen actividad peroxidasa.
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Por lo que, la GPx es una proteina de naturaleza enzimatica
que contiene selenio, y que se encarga de reducir ¢l perdxido
de hidrégeno y una amplia gama de hidroperdxidos organicos
en sus correspondientes alcoholes, requiriendo glutation como
cofactor, y de igual manera oxida el glutation a glutation
disulfido (24-26). La actividad de esta enzima se esta
investigando como marcador bioldgico de patologias como la
aterosclerosis (12,27). Asimismo, s¢ han descrito disminucion
de la actividad de esta enzima en enfermedades relacionadas
con el estrés oxidativo, incluyendo la enfermedad coronaria
(28).

Por lo tanto, tomando en cuenta que el estrés oxidativo esta
involucrado en la fisiopatologia de la aterosclerosis, y que los
efectos deletéreos de los radicales libres pueden ser prevenidos
por la accion de los antioxidantes. En el presente estudio se
evalud el efecto que tiene la Vit C, sobre la actividad de la
GPx y sobre la formacion de ateromas en conejos macho Nueva
Zelanda expuestos a una dieta hiperlipidémica.

Materiales y Métodos

Muestra y diseiio experimental

Se utilizaron 36 conejos macho raza Nueva Zelanda de 12
semanas de edad con un peso entre 1,350 - 1,400 Kilogramos,
provenientes del Bioterio del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC, Caracas, Venezuela).
Después de una semana de ambientaciéon en el Bioterio Ex-
perimental de la Universidad de Carabobo (UC) (Valencia,
Venezuela), los conejos fueron divididos aleatoriamente en 3
grupos de 12 conejos. Cada conejo fue alimentado diariamente
de la siguiente manera: Grupo 1 (control): 150 gramos de
conejarina (Protinal®, Venezuela). Grupo 2: un huevo hervido
y 150 gramos de congjarina. Grupo 3: un huevo hervido, 150
gramos de conejarina y 100 mg de Vit C (Merck). El periodo
experimental tuvo una duracion de doce semanas.

Todos los conejos fueron pesados antes, durante y después de
la experimentacion. Los procedimientos de cuidado de los
animales fueron llevados a cabo de acuerdo con la Guia para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (29). El
experimento fue realizado rigurosamente segin las normas
éticas del Bioterio Central de la UC. Estos animales estuvieron
bajo la vigilancia del personal del bioterio a lo largo del estudio.

Andilisis quimico de los alimentos

Conejarina G granulada marca Protin al®: Maiz, SOIgo,
afrechillo de trigo, harinas de maiz, ajonjoli, algoddn, girasol
y soya, concha de arroz, bagacillo de cania, pasto deshidratado,
melaza, grasa estabilizada, carbonato y fosfato de calcio, sal,
minerales “trazas” (cobalto, cobre, hierro, manganeso, yodo y
zinc) suplementos de las vitaminas A, B,, B ,, C, D, E, écido
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pantoténico y niacina, antioxidante, suplemento antibidtico y
anticoccidial. Proteina cruda 12%, grasa cruda 1%, fibra cruda
20%, extracto libre de nitrogeno 42%.

Huevo (30): Cada huevo contiene aproximadamente 300 mg
de colesterol en su yema. El porcentaje de colesterol en cada
racion de alimento para los grupos 2 y 3 fue de 0,12%.

Determinaciones bioquimicas

Las muestras de sangre fueron extraidas por puncion
intracardiaca bajo anestesia a todos los conejos previo ayuno
de 14 horas en la semanas 0 y 12va. Las muestras de suero
fueron conservadas en congelacion a -70°C hasta el momento
del procesamiento. Se realizaron determinaciones séricas de
colesterol total {(CT) y triglicéridos (TG) por métodos
enzimaticos colorimétrico directo (Wiener Lab, Argentina).
El ¢-HDL, ¢-LDL se realizaron por extraccién y posterior
determinacion enzimdtica (Wiener Lab, Argentina). La
actividad de la GPx fue determinada por ensayo cinético (Cay-
man Chemical, EEUU).

Preparacion de tejidos y tipificacion histologica de las
lesiones aterosclerdticas: Los conejos fueron sacrificados por
dislocacion cervical, posteriormente se procedi6 a realizar la
autopsia de dichos animales, extrayendo la aorta para ser
examinada. Las muesitras de tejido extraidas, fueron fijadas
en formaldehido al 10 % en PBS durante 24 horas y procesadas
segun la técnica de rutina y posteriormente tefiidas con
hematoxilina- eosina (31), para luego ser observados por
microscopia optica. Las lesiones fueron tipificadas de acuerdo
a la clasificacion de la American Heart Association (32).

Anilisis de los datos

Se calculd el promedio y desviacion estandar para las vari-
ables estudiadas. Se empleé la correlacién de Pearson para
relacionar el perfil lipidico con los niveles de la actividad de
la GPx. Se utilizé el analisis de varianza para comparar los
valores de las variables sujetas a estudio, empleando el analisis
de Kruskal — Wallis para comparar grupos independientes y el
analisis de Friedman para comparar grupos relacionados, y
una tabla de asociacion para clasificar el grado de ateroma. Se
considerd significativo p<0,05. Se utilizé el programa Statistix
version 8.

Resuliados

No se encontraron diferencias significativas en los pesos
basales entre los grupos de conejos sujetos a estudio. En la
2da, 41a, 61a, Bva, 10ma y 12va semana de experimentacion
hubo un incremento significativo en ¢l peso de los conejos de
los grupos 2 y 3 con respecto al grupo 1, y con respecto a sus
pesos basales (p< 0,05). Los conejos del grupo 1 aumentaron
de peso a lo largo del estudio. Asimismo, no se encontraron
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diferencias en los pesos de los conejos entre los grupos 2 y 3
a lo largo del experimento (Datos no mostrados).

Mo se observaron diferencias significativas en las
concentraciones séricas de CT, ¢c-HDL, ¢-LDL y TG basales
entre los grupos de conejos sujetos a estudio. El CT, ¢-HDL,
¢c-LDL y TG en el grupo | permanecieron sin cambios
significativos a lo largo del experimento. Al final del estudio
se aprecio un aumento significativo en la concentracion de
CT, ¢-HDL, ¢-LDL y TG en los grupos 2 v 3 con respecto al
grupo 1. Asimismo, para los grupos 2 y 3 los valores de CT,
c-HDL, ¢c-LDL y TG variaron desde el inicio hasta el final del
experimento (p< 0,05) (Tabla 1).

Tabla 1. Valores promedio y desviacion estindar del perfil
lipidico.

Semana Cero
Variables (mg/dL) Grupo | Grupo 2 Girupa 3
Colesterol 88 + 8 A 91 + 11 A 87 + 9 A
C-HDL 28 +4 A 28 +3 A 30 +2 A
C-LDL 52+ 6A 55 +4 A 57 +6 A
Triglicéridos o + 12 A 8% + 0 A 88 + 10 A
;:‘_enmna]}me - -
Variables (mgldl)  Gryno | Grupo 2 Grupo 3
Colesterol 83 +9 A 1072 +167 B 1073 + 130 B
C-HDL, 28 +4 A 72410 B 7 +12B
C-LDL 53 +4 A 996 + 150 B 013 + 147 B
Trighicéridos g + 19 A 159 + 16 B 1ss +21 B
Valores p
Colesterol 0,2411 0,0025 0,0025
C-HDL 0.7671 0,0025 0,0025
C-LDL 0. 30646 (1,002 5 0,0025
Triglicéridos 0.9687 0.0025 0,0025

Las medias de los grupos en cada semana con diferentes letras
son estadisticamente diferentes. Andlisis de Kruskal — Wallis.
p=<0,05

Valores p: Comparacidon de cada grupo con respecto a sus
valores basales. Analisis de Friedman. p<0,05.

En cuanto a la GPx, no se observaron diferencias significativas
en la actividad de esta enzima entre los grupos sujetos a estudio
en ¢l inicio del experimento. Asimismo, no se observo
diferencias significativas en los niveles de GPx en el grupo |
al inicio y final del estudio. Para la 12va semana, se observo
que la actividad de la GPx en los grupos 2 y 3 difieren de los
encontrados en el grupo 1. Asimismo para los grupoes 2 y 3,
los valores de la actividad de GPx variaron al final de la
investigacién con respecto a sus valores basales (p< 0,05).
(Tabla 2).
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Tabla 2. Valores promedio y desviacion estindar de la actividad de la GPx.

Grupo 2 Grupo 3

Semana Cero
Variables Grupo |
GPx (nmol/min/mL) 70,33 + 380 A
Semana Doce
Variables Grupo |
GPx (nmol/min/mL) 73,18 + 6,70 A
Valores p
GPx 0,1078

71,33 +1337 A

128,53 + 14,56 B

74,50 + 11,78 A

Grupo 2 Grupo 3

117,10 + 14,09 B

0,0025 0,0025

Las medias de los grupos en cada semana con diferentes letras
son estadisticamente diferentes. Andlisis de Kruskal — Wallis,

p<0,05.

Valores p: Comparacion de cada grupo con respecto a sus
valores basales. Andlisis de Friedman. p<0,05.

No se observd asociacidon significativa entre las variables
sujetas a estudio en los diferentes grupos de conejos al inicio
y final del estudio.

En cuanto a los cortes histologicos en las aortas, se observo
que ninglin conejo del grupo 1 evidencid lesiones
ateroscleréticas (Tabla 3). Todos los conejos del grupo 2
evidenciaron lesiones de tipo Il y IV (Figura 1). Por su parte,
algunos conejos del grupo 3 no presentaron lesiones y otros
evidenciaron lesiones de grado vanable (Figura 2).

Tabla 3. Distribucién de los conejos segiin el méximo grado de ateroma encontrado en los cortes de aorta.

GRUPO Sin ateroma Tipo | Tipo Il Tipo 111 Tipo IV Tipo V Tipo VI
1 12 (100%) 0 (0%) 0 (0%} 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (41,7%) 7 (58,3%) 0 (0%) 0 (0%)
3 4 (33,3%) 4 (33,3%) 2 (16,7%) 2 (16,7%) 0 (0%) 0 {0%) 0 (0%)

Figura 1. Corte histolégico de la aorta de un conejo
perteneciente al grupo 2. Se observa en la intima arterial
abundantes ciimulos de lipidos intracelulares (flechas
blancas) y extracelulares (flecha negra). Lesién Tipo IV.
Tincion hematoxilina—eosina.100X.
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Figura 2. Corte histolégico de la aorta de un conejo
perteneciente al grupo 3. Se observa en la intima arterial
camulos de células espumosas con lipidos intracelulares
(Flechas). Lesion Tipo II. Tincién hematoxilina—eosina.
S0X.

33




Efecto de la vitamina C, sobre la actividad de glutation peroxidasa y la formacién de ateromas

Discusion

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
Vit C sobre la actividad de la GPx y la formacion de ateromas
en congjos; evidencidndose que al inicio del experimento todos
los grupos de conejos fueron semejantes entre si, pues no se
observaron diferencias en las variables estudiadas.

En cuanto al peso de los conejos, se pudo apreciar que todos
los conejos aumentaron de peso a lo largo del estudio, tal y
como se ha reportado previamente (12,13,33); esto es debido
a que los mismos son conejos jovenes que estaban en periodo
de crecimiento.

Asimismo se pudo observar que la dieta suministrada a los
grupos 2 y 3 fue hiperlipidémica; ya que la concentracion sérica
de CT y TG en la 12va semana de estudio en estos grupos
aumento, tal y como lo hemos reportado en otros estudios
(12,13,33); esto pudo ser debido a que los conejos no pueden
incrementar la excrecion de esteroles (34,35), incrementandose
de esta manera su perfil lipidico. Asimismo, es importante
destacar que la hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia no
se evitd a pesar del consumo de antioxidantes (Vit C), lo cual
ha sido previamente reportado (12,34).

La falta de suplementacion de antioxidantes, asi como la
hipercolesterolemia, ha estado relacionada con un incremento
en la oxidacion de LDL (10,36). Para combatir el estado de
estrés oxidativo, el organismo cuenta con mecanismos
enzimaticos v no enzimaticos. Los mecanismos enzimaticos
incluyen la GPx (27). Esta enzima representa la principal linea
de defensa antioxidante en células de mamiferos (37).

En el presente estudio se pudo observar que la actividad de la
GPx en los grupos 2 y 3 estuvo incrementada con respecto al
grupo 1; esto pudo ser ocasionado por la dieta hiperlipidémica
que consumieron los conejos pertenecientes a estos grupos,
ya que la hiperlipidemia es capaz de ocasionar un estado de
estrés oxidativo (38).

5S¢ ha observado que la deficiencia celular de la GPx promueve
disfuncién endotelial asociado posiblemente a estrés oxidativo
(39), por su parte la expresion y actividad de esta enzima se
incrementan ante un ambiente pro oxidante (40,41); tal y como
lo reportamos en nuestro estudio; este incremento en la
actividad puede obedecer a una medida de respuesta por parte
del organismo para combatir ¢l estrés oxidativo; ya que la GPx
tiene un papel muy importante en la prevencion del mismo,
puesto que la expresién reducida de la enzima, incrementa la
oxidacion de las LDL en ratones (42). Asimismo se ha
propuesto que la GPx podria ser una importante enzima
antiaterogénica, debido a que su actividad estd disminuida o
ausente en placas aterosclerdticas; por lo que la falla de su
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actividad en la placa parece encontrarse asociada con el
desarrollo de lesiones mds severas en humanos (43,44). Por
otra parte, otros investigadores han demostrado que en
pacientes con enfermedad coronaria existe una baja actividad
de GPx, la cual esta relacionada con el riesgo incrementado
de los pacientes a sufrir eventos cardiovasculares; por lo que
la induccién en la actividad de esta enzima podria disminuir
el riesgo de eventos cardiovasculares en estos pacientes (45).

Es importante tener en cuenta que a pesar de la administracion
de antioxidantes (Vit C), la actividad de la GPx, no evidencid
cambios con respecto al grupo 2, demostrando que bajo las
condiciones de nuestro estudio no hubo diferencias en la
induccion de la actividad de la enzima entre los grupos 2 y 3;
sin embargo, la administracion de antioxidantes disminuyd el
grado y la presencia de lesiones ateroscleroticas con respecto
al grupo de conejos que no fueron suplementado y que se les
administrd lipidos en su dieta (grupo 2); sugiriendo que a pesar
de no existir diferencias en la actividad de la GPx (defensa
antioxidante) entre estos grupos de conejos, posiblemente
existe una menor concentracion de marcadores de oxidacion,
como la LDLox, en los conejos suplementados con
antioxidantes, como ya lo hemos reportado previamente

(12,13).

El estrés oxidativo ha sido implicado como un importante fac-
tor etiologico en la aterosclerosis; de hecho los antioxidantes
pueden disminuir la aterogénesis y mejorar la funcion vascular;
ya que son capaces de disminuir la oxidacion de las LDL,
disminuyen la produccién de radicales libres en la pared
arterial, inhiben la activacién endotelial (expresion de molé-
culas de adhesion celular, moléculas quimioatrayentes, entre
otros) y mejoran la actividad biologica del 6xido nitrico deri-
vado del endotelio (1-8,10,11,18-23),

En cuanto a la formacion de lesiones aterosclerdticas, se pudo
apreciar que la dieta administrada a los conejos con lipidos,
fue aterogénica, pues indujo lesiones aterosclerdtica de grado
intermedio y avanzado en los conejos que consumieron Gni-
camente esta dieta; por su parte, como era de esperar los co-
nejos del grupo 1, no evidenciaron lesiones, pues no consu-
mieron una dieta rica en lipidos; estos resultados coinciden
con los reportados previamente (12,13,33,35).

Por su parte, la administracién de Vit C en la dieta de los co-
nejos del grupo 3, logrd disminuir la formacion y el grado de
las lesiones ateroscleroticas, ya que la mayor parte de estos
conejos no evidenciaron lesiones, o tuvieron lesiones de gra-
do leve 0 medio, demostrando que la Vit C es efectiva en dis-
minuir la formacion y progresion de lesiones en conegjos so-
metidos a dieta hiperlipidémica bajo nuestras condiciones de
estudio, tal y como ha sido reportado previamente (12).
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La accion antiaterogénica de la Vit C observada en nuestro
estudio, pudo ser debida a sus efectos antiinflamatorios, ade-
més de sus efectos antioxidantes; ya que la Vit C inhibe la
disfuncion celular, la liberacion de IL-6 vy moléculas de adhe-
sion celular (19). Asimismo, la Vit C es uno de los antioxidantes
mas potentes, que en concentraciones fisiologicas es capaz de
inhibir las modificaciones oxidativas de las LDL in vivo (46);
asi como de revertir la disfuncion endotelial en pacientes con
enfermedad coronaria arterial (47). Es importante tener en cuen-
ta que la Vit C es un antioxidante efectivo por varias razones, ya
que tanto el ascorbato como el radical ascorbilo tienen bajos
potenciales de reduccidn y pueden reaccionar con la mayoria de
radicales y oxidantes relevantes bioldgicamente; por otra parte,
el radical ascorbilo tiene baja reactividad, por lo que ripidamen-
te puede ser convertido a ascorbato y dcido dehidro ascérbico;
adicionalmente el ascorbato puede ser regenerado desde ¢l radi-
cal ascorbilo por mecanismos dependientes e independientes de
enzimas (22). Por lo tanto, estas propiedades y acciones de la Vit
C pueden sugerir una explicacion al efecto beneficioso sobre la
inhibicion de la formacidén y progresion de lesiones
aterosclerdticas visto en nuestro estudio.

En conclusion se tiene que bajo condiciones de hiperlipidemia,
en presencia o ausencia de antioxidantes, la actividad de la
GPx se encuentra incrementada; sin embargo, la Vit C, fue
efectiva en inhibir la formacion y progresion de lesiones
aterosclerdticas bajo nuestras condiciones de estudio.
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Efecto del ayuno y hora de toma de muestras sobre las
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RESUMEN

Las determinaciones realizadas en laboratorios clinicos deben considerar las variaciones propias de muestras bioldgicas sélo por ser parte de
un sistema complejo. El presente trabajo estudio el efecto del ayuno y hora (h) de toma de muestra en determinaciones de glucosa, urea,
creatinina, colesterol, triglicéridos, HDL-colesterol, LDL-colesterol, proteinas, albimina y acido drico. Método: Se conformé una muestra
con 31 personas de Caracas con edades entre 18 v 54 aiios. A cada una se le tomé dos muestras de sangre: una a las 7am (ayuno 12h) y otra
(diferente dia) a la 1pm (ayuno 6h, desayuno 7am estandarizado). Las muestras se procesaron en Konelab-20. Se comprobé la normalidad
de las distribuciones y se compararon los grupos segin el ayuno realizado, todo bajo téenicas de estadistica inferencial en SPSS 12.0.
Resultados: no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en las muestras tomadas con ayuno de 12h y 6h en Glucosa, Proteinas
totales, albimina, dcido Grico, colesterol, triglicéridos, HDL colesterol y LDL-colesterol, no asi para ¢l caso de creatinina y urea, donde se
observaron diferencias significativas (p<0,05). Conclusiones: No existe variacion de los resultados en un mismo paciente, con dos muestras
tomadas a diferentes horas, una en la maiiana con 12 h de ayuno vy otra, en la tarde con 6h de ayuno para ¢l colesterol, triglicéridos, fracciones
lipidicas, proteinas, albimina, acido drico y glucosa. En el caso de urea y creatinina, existen diferencias significativas, por lo que se reco-
mienda establecer intervalos de referencia biolégicos para las determinaciones realizadas con 6h de ayuno.

Palabras clave: Variabilidad biolégica, ayuno, Intervalos de Referencia Biologicos.

Effect of the fasting and capture sample hour on clinical
chemistry determinations

SUMMARY

The determinations realized in clinical laboratories must consider the individual variations of biological samples, only for being a part of a
complex system. The present work studied the effect of the fasting and hour (h) of capture of samples in determinations of glucose, urea,
creatinina, cholesterol, triglicéridos, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, proteins, albumen and uric acid. Method: We studied a sample of
31 persons from Caracas with ages between 18 and 54 years, To each one was drawn two samples of blood: one at 7am (12h fasting) and the
other a different day at |pm (6h fasting, post standardized breakfast at 7am). The samples were tested in a Konelab-20. The normality of the
distributions was verified and the groups and were compared according to the fasting, under tests of statistics inferencial in SPSS 12.0.
Results: no significamt differences found (p> 0,05) in the samples taken with fasting of 12h and 6h in HDL, Glucose, Total Proteins,
albumen, uric acid, cholesterol, triglicéridos, cholesterol and LIDL-cholesterol, this was not the case for creatinina and urea, where signifi-
cant differences were observed (p <0,05). Conclusions: variation of the results does not exist in the same patient, with two samples taken at
different hours, one¢ in the moming with 12 h of fasting and other one, in the evening with 6h of fasting for the cholesterol, triglicéridos,
lipidic fractions, proteins, albumen, uric acid and glucose. In case of urea and creatinina, significant differences exist, so we recommend
establishing reference biological intervals for the determinations of these components realized with 6h of fasting

Key words: Biological variability, fasting, Biological Imervals of Reference.
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Introduccion

La variabilidad biologica estd producida por factores de tipo
fisiologico y patologico. Los principales factores que influyen
en la variabilidad fisiologica son aguellos de tipo metabélico,
genético y ambiental. La variabilidad patolégica es aquella
que se produce como consecuencia de la enfermedad. Muchos
analitos en el laboratorio clinico pueden variar durante el
tiempo de vida de un individuo sencillamente por los factores
biologicos naturales involucrados en el proceso de
“envejecimiento™ (1).

La variabilidad biologica de las magnitudes bioquimicas se
debe a diversos factores de variacion. Algunos de estos factores
son inherentes al individuo y es muy dificil que pueda
modificarlos, como el sexo o la edad, mientras que otros pueden
ser controlados por él mismo, como lo son la ingesta de
alimentos. Entre los principales factores de variacién biologica
se incluyen sexo, raza, edad, ritmos biolégicos, embarazo,
alimentacion, ayuno, etc. Asi por ejemplo, la ingesta de ciertos
alimentos o el cambio de habitos de vida pueden producir
variaciones en una magnitud de un mismo individuo en
distintos momentos (2).

Se recomienda que los pacientes deben tener un ayuno de 10
a 12 horas. Un ayuno prolongado, ademés de hipoglucemia,
produce cambios en diversos analitos, particularmente en el
funcionamiento  hepdtico:  hiperbilirrubinemia,
hipoproteinemia, incremento de Acidos grasos y de
aminoacidos (3).

El conocimiento de todas las causas de variabilidad de los
resultados es imprescindible para la correcta interpretacion
de los valores de las magnitudes bioquimicas observadas en
los pacientes y para el establecimiento de intervalos de
referencia (2). Los valores de referencia de magnitudes
biologicas pueden estar asociados con condiciones de salud o
con cualquier otra condicion fisiologica o patologica y pueden
ser usados por diferentes razones (4).

La variabilidad biologica trajo consigo grandes interrogantes
en los analistas al estudiar una determinada poblacion que
aparentemente presentod caracteristicas similares. Mucho mais
ain, si consideramos que en la mayoria de los laboratorios de
nuestro pais, realizan determinaciones de la quimica clinica
en diferentes condiciones, como lo son ayuno de diferentes
horas (12 horas o 6 horas) o toma en diferentes momentos del
dia. Lo grave no es esto, sino como interpretamos dichos
resultados basados en los mismos intervalos de referencia
biologicos para cada condicion sin distincion.

Por lo anteriormente expuesto, el presente trabajo tuvo como
finalidad estudiar la el efecto de las horas de ayuno en un grupo

I8

de individuos aparentemente sanos en el Servicio de Bioandlisis
del Instituto Médico “Dr. José Gregorio Herndandez”, del
Instituto Venezolano de los Seguros Sociales, en la ciudad de
Caracas, Venezuela.

Materiales y Métodos

La muestra estuvo representada por 31 personas aparentemente
sanas provenientes del Distrito Capital, mayores de edad (en-
tre 18 y 54 aiios), de diferente ocupacion, en total 15 mujeres
y 16 hombres, que fueron consultados y que aceptaron la
participacién en ¢l estudio por medio de aprobacion y firma
segun consentimiento informado preparado por los autores y
revisado por la Comisién de Pasantias Hospitalarias de la
Escuela de Bioandlisis de la Universidad Central de Venezu-
ela.

La etapa de muestreo se realiz6 durante los meses de enero y
febrero de 2008. Fueron excluidas aquellas personas con
dislipidemia, anemia, trastornos de la coagulacion, fumadores,
post menopausia ¥ con consumo de alcohol superior a tres
VECES por semana.

A cada persona se le tomé dos muestras de sangre venosa a
diferentes horas y en diferentes dias, una en la mafiana con 12
horas de ayuno vy otra en la tarde con 6 horas de ayuno y
desayuno estandarizado que consistio en dos paquetes de gal-
letas de soda y un envase de jugo de frutas (comercial) de
250mL.

Cada una de las muestras fue analizada en autoanalizador
Konelab-20, previa verificacién de la calidad analitica, para
determinar para glucosa, urea, creatinina, colesterol,
triglicéridos, HDL-colesterol, LDL-colesterol, proteinas, al-
bumina y dcido trico. Con los dos grupos se comprobé la nor-
malidad de las distribuciones utilizando la prueba
Kolmogorov-Smirnov y se compararon los grupos segun el
ayuno realizado utilizando la t pareada, todo bajo técnicas de
estadistica inferencial en SPSS 12.0.

Resultados

Los datos obtenidos se utilizaron para comprobar la variacion
de los resultados en un mismo paciente, con dos muestras to-
madas a diferentes horas, una en la manana (7:00 a.m.) con 12
horas de ayuno y otra en la tarde (1:00 p.m.) con 6 horas de
ayuno y desayuno estandarizado (suministrado a las 7:00 a.m.).
Se realizd el andlisis estadistico para comprobar la normali-
dad de las muestras a través de la prueba Kolmogorov-
Smirnov, obteniéndose que en ninguno de los ensayos existe
diferencia significativa (p>0,05) con la distribucién normal,
por lo que se utilizaron pruebas paramétricas para los siguien-
tes analisis estadisticos (Tabla 1),
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Tabla 1. Resultados de los p valores para la prueba
Kolmogorov-Smirnov (2 colas) para comprobar la norma-
lidad de los datos.

Ensayo p valor®
Muestra A.M. Muestra P.M.

GLUCOSA 0.820 0.504
UREA 0.959 0.811
CREATININA 0.269 0.367
PROTEINAS TOTALES 0.989 0.923
ALBUMINA 0.966 0.985
ACIDO URICO 0.996 0.975
COLESTEROL 0.956 0.831
TRIGLICERIDO 0.398 0.192
HDL 0.862 0.921
LDL 0.997 0.999

* 2 colas, 95% confianza.

Se utilizo la prueba paramétrica t pareada para comprobar la
existencia de diferencias significativas entre los ensayos lue-
go de ser tomados en diferentes horas (ritmo circadiano) y
ayuno (12 horas o 6 horas). No se encontraron diferencias
significativas (p=0,05) en los ensayos de glucosa, proteinas
totales, albimina, acido trico, colesterol, triglicéridos, HDL
colesterol y LDL-colesterol, no asi para el caso de marcado-
res de funcionamiento renal creatinina y urea, donde si se
observaron diferencias significativas para ambos casos
(p<0,03) (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de los p valores para la prueba t de
muestras pareadas.

Ensayos pareados t* p valor
GLUCOSA AM - GLUCOSA PM 0.873  0.389
UREA AM - UREAPM 5150  0.000
CREATININA AM - "'CREATININA PM 3.503 0.001

PROTEINAS TOTALES AM - PROTEINAS

TOTALES PM -1.640  0.112

ALBUMINA AM - ALBUMINA PM -0.377  0.709
ACIDO URICO AM - ACIDO URICO PM 0.173  0.863
COLESTEROL AM - COLESTEROL PM 0.070  0.945
TRIGLICERIDO AM - TRIGLICERIDO PM  -1.081  (.288
HDL AM - HDL PM -0.269  0.790
LDL AM - LDL PM 0.883  0.384

* Para grados de libertad= 30, 2 colas, 95% confianza.
Discusidn

Los estudios cronolégicos y biologicos han demostrado
fehacientemente que los limites de referencia son susceptibles
a enormes variaciones, dependientes de multiples factores
dentro de los que sobresale el tiempo. El tiempo influye en las
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pruebas de laboratorio a lo largo del dia por efecto de los rit-
mos circadianos (5).

En el caso de creatinina donde se obtienen diferencias signifi-
cativas entre las muestras tomadas en diferentes condiciones
de tiempo (ritmo circadiano) y ayuno (12 horas o 6 horas), un
total de 15 pacientes de los 31 analizados dieron el mismo
resultado de creatinina en la muestra a.m. y en la p.m., cosa
que no ocurrié con otras pruebas, ademas en los valores que si
variaron con diferencia estadisticamente significativa, nota-
mos que ninguno cambia la condicion del paciente y mucho
menos la decision clinica, ya que la creatinina es un marcador
de funcionamiento renal sensible, es decir son los cambios
abruptos los que se consideran signo de patologia. A pesar de
ello, es importante destacar que nuestro estudio fue realizado
en pacientes aparentemente sanos.

Para la urea, pudimos observar que en 27 pacientes de los 31
lotales, presentaron niveles de urea menores en la muestra p.m.
que en la muestra a.m. y s6lo cuatro con resultados contrarios
(valores de urea menores en la muestra a.m. que en la p.m.)
esto se explica por la dieta suministrada, ya que esta se en-
cuentra baja en proteinas, fundamental para el origen de la
urea y para mantener la regulacion de la urogénesis, existe un
control a largo plazo que esta influido por el contenido en
proteinas de la dieta, de tal modo que la actividad enzimdtico
disminuye considerablemente en respuesta a dicha dieta po-
bre en proteinas, decaen las reservas lo que causa una dismi-
nucion de la concentracion del la uremia (6). Sin embargo, los
cambios aportados, no producen cambios en el estado clinico
del paciente ni la decision clinica a tomar.,

La duracion del ayuno previo a la obtencidon del espécimen
influye en la concentracion plasmdtica de constituyentes
bioquimicos como, por ejemplo, glucosa (7). En nuestra ex-
periencia, en los ensayos sin diferencia significativa de las
muestras tomadas a.m. y p.m., nos llamé la atencion el caso
de la glucosa, donde 3 pacientes presentaron resultados en las
muestras tomadas a la 1:00 p.m. por debajo del intervalo de
referencia biologico del Servicio de Bioandlisis del Instituto
Médico Dr. José Gregorio Hernandez, lo que podria llamar la
atencién por estados metabdlicos que deberian ser estudia-
dos.

Debido a nuestros resultados, recomendamos a los laborato-
rios que utilizan tomas de muestras a diferentes horas (en la
maiiana y en la tarde), que proporcionen al paciente instruc-
ciones precisas de la dieta que deben seguir para las muestras
tomadas a la 1pm y con 6 horas de ayuno. Asimismo, se reco-
mienda establecer intervalos de referencia biologicos de urea
y creatinina para las muestras tomadas bajo las condiciones
descritas a la 1pm.
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Conclusiones

No existe una variacion de los resultados en un mismo pacien-
te, con dos muestras tomadas a diferentes horas, una en la
mafiana con 12 horas de ayuno y otra en la tarde con 6 horas
de ayuno y un desayuno estandarizados para el triglicéridos,
colesterol y fracciones lipidicas, proteinas, albiimina, acido
urico y glucosa, por lo tanto se podria aplicar ambos métodos
en el laboratorio y tener la certeza de que no existirdn dife-
rencias significativas en los resultados informados a los clini-
cos, siempre que se garantice mediante la vigilancia que el
paciente solo consuma la dieta recomendada.
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