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Resumen

Introduccion: las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
tienen un importante efecto protector cardiovascular me-
diado por su funcién durante el transporte reverso del
colesterol, asi como por otras actividades, incluyendo
una significativa accion antiinflamatoria y antioxidante.
La funcionalidad antiinflamatoria y antioxidante de las
HDL esta alterada en los pacientes diabéticos créonicos
estables, aunque no existe mayor informacion en caso de
una crisis hiperglicémica.

Objetivo: determinar si durante un estado de descom-
pensacion diabética aguda las particulas de HDL exhiben
un deterioro de su funcion antioxidante y si esta logra
recuperarse una vez resuelto el cuadro agudo.

Meétodos: la actividad antioxidante de las HDL se
midié mediante un ensayo de fluorescencia in vitro en
muestras plasmaticas de pacientes diabéticos con des-
compensacion aguda obtenidas tanto al ingreso, alcanza-
da la resolucién intrahospitalaria del evento agudo, asi
como en un control ambulatorio post-hospitalizacion.
Como comparacion, se analizaron particulas de HDL de
algunos sujetos sanos como condicién control.

Resultados: 1a actividad antioxidante de las HDL en
pacientes con descompensacion diabética aguda fue sig-
nificativamente menor a la observada en el grupo control
sano, y esta se fue recuperando progresivamente hasta
normalizarse en el momento del control ambulatorio.
La crisis hiperglicémica también demostré una baja ac-
tividad plasmatica de la enzima antioxidante paraoxo-
nasa-1, la cual aumentoé significativamente en el control
ambulatorio.

Conclusion: las particulas de HDL presentes en pacien-
tes con una descompensacion diabética aguda presentan
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ANTIOXIDANT DYSFUNCTIONALITY OF
HIGH-DENSITY LIPOPROTEINS (HDL) IN
DECOMPENSATED DIABETIC PATIENTS

Abstract

Introduction: high density lipoproteins (HDL) have
important cardiovascular protective effects mediated by
their role in reverse cholesterol transport as well as other
functional activities, including significant anti-inflam-
matory and antioxidant properties. It has been shown
that HDL anti-inflammatory and antioxidant functions
are defective in metabolically stable diabetic patients;
however they have not been evaluated during a hyper-
glycemic crisis.

Aim: to determine the antioxidant activity of HDL
during a severe diabetic decompensation and to analyze
whether this function is restored after resolution of the
acute event.

Methods: the antioxidant activity of HDL was mea-
sured in vitro by a fluorescent assay in plasma samples
obtained from diabetic patients with acute metabolic
decompensation at admission, recovery within the hospi-
tal and follow-up in ambulatory care. As a comparison,
HDL particles from some healthy subjects were used as
controls.

Results: the HDL antioxidant function was signifi-
cantly reduced in patients during an acute diabetic de-
compensation compared with the control group, and was
gradually restored reaching normal values during the
ambulatory follow-up. Hyperglycemic crisis also showed
low plasma paraoxonase-1 activity, which increased sig-
nificantly during at follow-up.

Conclusion: HDL particles isolated from acute diabe-
tic descompensated patients exhibit a significantly and
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una reduccion significativa y reversible de su capacidad
antioxidante, probablemente como consecuencia de una
alteracion en la actividad de la paraoxonasa-1.

(Nutr Hosp. 2015;32:1131-1138)
DOI1:10.3305/nh.2015.32.3.9340

Palabras clave: Lipoproteinas de alta densidad. Diabetes
mellitus. Crisis hiperglicémica. Capacidad antioxidante de
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad meta-
bdlica crénica multifactorial que se caracteriza por un
estado de hiperglicemia debido a deficiencia en la se-
crecion de la insulina o resistencia a su accion periféri-
ca, lo que determina un estado de hiperglicemia crénico
que conlleva dafio micro- como macrovascular en di-
ferentes tejidos'. Las personas diabéticas presentan un
riesgo cardiovascular ateroesclerético elevado, por lo
que la DM es una importante condicion de riesgo de en-
fermedad coronaria®. Dentro de los muiltiples elementos
etiopatogénicos que explican la mayor prevalencia de
enfermedad cardiovascular en pacientes diabéticos se
encuentran las alteraciones observadas en el perfil lipi-
dico y lipoproteico plasmadticos, los cuales constituyen
un importante factor que favorece el dafio aterogénico.

La dislipidemia aterogénica de la DM incluye la
acumulacién de particulas de LDL pequeiias y densas,
el aumento de los niveles de triglicéridos y la disminu-
cion de los niveles y de la funcionalidad de las particu-
las HDL®. Ademds, los pacientes diabéticos cursan con
un estado de inflamacidn y estrés oxidativo subclinico
que se traduce en aumento de marcadores inflamato-
rios en forma permanente, tales como la proteina C
reactiva (PCR), el amiloide sérico A (SAA), la cerulo-
plasmina, la fosfolipasa A2 y algunas interleuquinas®*.
Por otro lado, las LDL oxidadas inducen la liberacion
de mediadores inflamatorios derivados del endotelio y
la expresion de moléculas de adhesidn, acciones que
generalmente son inhibidas por las HDL, las cuales de
esta forma —junto con el transporte reverso de coleste-
rol- cumplen su funcién protectora frente al desarrollo
de la ateroesclerosis®. Sin embargo, durante eventos
inflamatorios agudos, tales como en pacientes some-
tidos a cirugfa cardiaca o en modelos experimentales
de inflamacién aguda (e.g., inyecciones sucesivas de
aceite de crotén en conejos o posterior a una infeccién
por influenza tipo A en ratones), se ha demostrado que
las HDL no solamente pierden su accién como parti-
culas anti-inflamatorias sino que adquieren un perfil
pro-inflamatorio®. La acumulacién de factores pro-in-
flamatorios en la circulacién sistémica provoca el des-
plazamiento de componentes bdsicos de las HDL como
la apolipoproteina A-I (apo A-I) y una disminucion de
los niveles u actividad de enzimas como la lecitina:-
colesterol aciltransferasa, la protefna transportadora
de ésteres de colesterol, la paraoxonasa-1 (PON-1), la

reversibly low antioxidant capacity, which is probably
due to a reduced paraoxonase-1 activity.

(Nutr Hosp. 2015;32:1131-1138)
DOI:10.3305/nh.2015.32.3.9340
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acetil-hidrolasa del factor activador de plaquetas y la
glutation peroxidasa. Estas modificaciones en la com-
posicion de las HDL tienen efectos sobre sus diversas
funciones, tales como el transporte reverso de coles-
terol y las actividades anti-inflamatoria, anti-oxidante
y anti-agregante plaquetaria, explicando en gran parte
un cambio hacia un perfil menos ateroprotector’s.

Si bien esta alteracidn funcional de las particulas
de HDL ha sido estudiada en pacientes diabéticos en
condicidn crénica y con un aceptable control metabd-
lico?, no existe informacién disponible sobre cambios
en la actividad funcional de las HDL durante episodios
agudos de descompensacion glicémica en la DM. El
objetivo de este trabajo fue determinar si durante una
crisis hiperglicémica existe alteracion en la actividad
funcional antioxidante de las HDL, y si esta puede ser
revertida una vez resuelto el cuadro agudo.

Materiales y Métodos
Pacientes y toma de muestras

Los sujetos analizados en este trabajo correspondie-
ron a pacientes que ingresaron con el diagndstico de
crisis hiperglicémica (cetoacidosis diabética (CAD) o
sindrome hiperglicémico hiperosmolar (SHH) y que
fueron manejados de manera protocolizada en la Uni-
dad de Tratamiento Intermedio Médico-Neurolégico
(UTIMN) del Hospital Clinico de la Pontificia Univer-
sidad Catdlica de Chile. Asf{, se reclutaron 13 pacientes
que cumplieron con criterios de inclusidn y exclusion
predefinidos (Tabla I) y con el diagndstico de crisis hi-
perglicémica por CAD o SHH segtin los criterios de la
American Diabetes Association (ADA)! al momento
del ingreso. Un caso de este estudio fue ingresado en
dos oportunidades por cuadros independientes de des-
compensacion diabética y sus datos fueron analizados
como eventos separados.

Los criterios de resolucion del cuadro de descompen-
sacion aguda después del tratamiento de los pacientes
diabéticos —segtin el protocolo estandarizado— fueron
los siguientes: glicemia <200 mg/dl juntos con dos de
los tres siguientes criterios: pH >7,3, bicarbonato >18
mEq/L o gap anidnico <12 para cetoacidosis diabética
o glicemia <300 mg/dl, osmolaridad plasmdtica <320
mOsm/L y recuperacion del estado de conciencia para
sindrome hiperglicémico hiperosmolar.
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Antes de ser incluidos en el protocolo, todos los pa-
cientes o sus familiares firmaron un consentimiento
informado y voluntario de participacion en el estudio.
Todos los protocolos fueron revisados y aprobados por
el Comité Etico Cientifico en Investigacién de la Es-
cuela de Medicina previo a la realizacion de los estu-
dios y cumplieron con los criterios de la Declaracion
de Helsinki.

En relacion al muestreo sanguineo, se tomaron mues-
tras de sangre venosa periférica, tanto al ingreso a la
Unidad de Tratamiento Intermedio (<6 h de la consulta
inicial) como al momento de la resolucion del cuadro
agudo de descompensacién dentro del hospital. En al-
gunos casos, una tercera muestra fue obtenida en un
control ambulatorio realizado entre 3-6 meses post-al-
ta hospitalaria. Adicionalmente, se tomaron muestras
sanguineas de siete personas sanas voluntarias (edad
entre 25-50 afios, sin patologia médica conocida agu-
da o croénica ni uso de fdrmacos en forma reciente o
permanente) como controles para comparacion con los
resultados obtenidos en pacientes diabéticos. Todas las
muestras de sangre fueron mantenidas refrigeradas a
4°C hasta su procesamiento posterior en el laboratorio.

Procesamiento y conservacion de las muestras de
sangre

La sangre total fue centrifugada para separar el plas-
ma de las células sanguineas. El plasma fue conser-
vado a 4°C en una solucion de sacarosa al 10% para
preservar la funcionalidad de las particulas de HDL
durante su aislamiento.

Una alicuota de 200 pl de plasma fresco fue utili-
zada para la separacion de lipoproteinas mediante
cromatograffa de filtracidn (fast protein liquid chro-
matography (FPLC)) en una columna de exclusion
molecular (Superose-6 10/300 GL, GE Healthcare Life
Sciences) usando como solucion de elucién NaCl 150
mM, EDTA 1 mM, pH 7,8 a flujo constante de 9 ml/h.
Los primeros 15 ml fueron descartados para luego re-
cuperar las siguientes 40 fracciones (300 pl cada una)
donde eluyen las lipoproteinas plasmdticas. La concen-
tracién de colesterol en cada una de las fracciones ob-
tenidas fue determinada mediante el método enzimati-
co colorimétrica de Allain et al. descrito previamente'®.
Estos datos fueron utilizados para caracterizar el perfil
de lipoproteinas de cada uno de los pacientes. Una se-
gunda alicuota de cada paciente fue sometida a FPLC
en idénticas condiciones, y las fracciones conteniendo
las particulas de HDL (fraccién 25 a 40) fueron conser-
vadas a -20°C en una solucién de sacarosa al 10%. El
plasma restante fue alicuotado y conservado inmedia-
tamente a -20°C para posteriores ensayos bioquimicos.

Determinacion de la funcionalidad antioxidante de
las HDL

Las fracciones que contenfan las particulas de HDL
fueron descongeladas a 4°C, juntadas en un pool tinico

y concentradas mediante centrifugacion a 4.000 g en
tubos de ultrafiltracion Amicon Ultra-4 Millipore con
un poro de 10 kDa (Merck) hasta alcanzar un volumen
final de 250-500 pl en cada muestra. Finalmente, se
determind la concentracion de protefnas en cada pool
de HDL mediante el método enzimatico de Lowry'!.

La capacidad antioxidante de las HDL fue deter-
minada segun el protocolo previamente reportado por
Navab y cols'2. Brevemente, se incubd 0,025 mg/ml de
I-palmitoil-2-araquidonoil-sn-fosfatidilcolina oxidada
(PAPCox) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Estados
Unidos) con 0,02 mg/ml de diclorofluoresceina (DCF)
(Molecular Probes, Carlsbad, CA, Estados Unidos).
Se determin la sefal fluorescente basal generada por
interaccién de estos dos compuestos en ausencia y en
presencia de las particulas de HDL (10 pg proteina/
ml de volumen final). La fluorescencia fue detectada
mediante un espectrofluorimetro a longitudes de exci-
tacion/emisién de 530/485 nm.

La actividad funcional antioxidante de las particulas
de HDL se expresé como la razén entre la fluorescen-
cia en presencia de HDL y la sefial basal determinada
exclusivamente por DCH/PAPCox, sin la adicion de
HDL. En este ensayo, una razén de flourescencia <1.0
indica una actividad anti-oxidante de las HDL, con
una valor mds bajo reflejando una mayor capacidad
antioxidante, mientras que una razén >1.0 refleja una
actividad pro-oxidante de las HDL.

Determinacion de actividad de paraoxonasa-1
sanguinea

La actividad de PON-1 fue determinada mediante
un ensayo comercial de tipo fluorométrico (excitacion/
emision maxima 360/450 nm) segtin instrucciones del
fabricante (Enzchek Paraoxonase, Molecular Probes,
Carlsbad, CA, Estados Unidos). Este ensayo permite
determinar la actividad organofosfatasa de PON-1 a
través de la cuantificacion de la hidrdlisis a un andlogo
fluorogénico organofosfato. La tasa de hidrdlisis fue
monitoreada a 37°C durante 60 minutos y la mezcla
del ensayo incluyé: 50 pl de buffer de reaccion, 10
pl de cada muestra de suero de los pacientes y 50 ul
del sustrato de paraoxonasa-1. La actividad de PON-
1 se expres6 como unidades de fluorescencia relativa
(UFR) por minuto en 10 pl de suero.

Andlisis Estadistico

Para analizar la diferencia global entre la funcionali-
dad antioxidante de las HDL de los pacientes al ingre-
so, al momento de resolucion del evento agudo y del
control ambulatorio y de los sujetos controles, se utili-
76 test de ANOVA de una via con post-test de Tukey.
El andlisis de la significancia en las diferencias entre
los datos bioquimicos obtenidos al ingreso versus el
momento de la resolucion del evento o el control am-
bulatorio se realizé mediante el test pareado de Wilco-
xon. El cambio gradual en la actividad antioxidante de
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los pacientes posterior a la resolucion del cuadro agu-
do se evalué mediante andlisis de correlacién por ran-
go de Spearman para la fluorescencia obtenida en las
muestras de HDL de los pacientes al ingreso, durante
la resolucion y en el control ambulatorio. El andlisis
estadistico comparativo entre los datos bioquimicos
de los pacientes en el control ambulatorio versus los
controles sanos se realizé mediante el test no pareado
de Mann Whitney. Los tests de Pearson y de regre-
sién lineal simple fueron aplicados para el andlisis de
correlaciones entre los datos clinico-bioquimicos y la
funcién antioxidante de las HDL al ingreso o en el mo-
mento de la resolucion del evento agudo. La diferencia
entre la actividad de la paraoxonasa-1 al ingreso y en
el control ambulatorio fue analizada mediante el test
pareado de Wilcoxon.

En todos los casos, las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando resulté un va-
lor de p<0,05. El programa computacional utilizado
para realizar los andlisis estadisticos fue GraphPad
Prism 6.

Resultados

Caracteristicas demogrdficas y bioquimicas de los
pacientes diabéticos y controles sanos

Para este estudio, se reclutaron 13 pacientes con
crisis hiperglicémica que cumplieron con criterios de
inclusién y exclusion definidos a priori (Tabla I). A to-
dos ellos, se tomd muestras de sangre periférica tanto
al momento de ingreso al hospital como una vez re-
suelto el cuadro agudo dentro de la misma hospitaliza-
cién. En 9 de los 13 casos se pudo obtener una tercera
muestra en un control ambulatorio realizado entre 3

a 6 meses post-alta hospitalaria. Adicionalmente, este
estudio considerd un grupo de 7 individuos no diabé-
ticos, no dislipidémicos y normopeso, como controles
sanos.

Desde un punto de vista demogrifico, los pacientes
presentaron un promedio de edad 40+19 afios con pre-
dominio del género femenino (76%). Desde un punto
de vista clinico (Tabla II), 62% de los pacientes corres-
pondieron a DM tipo 1, 23% a DM tipo 2 y un 15%
a diabetes autoinmune latente del adulto (LADA). El
tipo de descompensacion metabdlica aguda de estos
pacientes fue mayoritariamente cetoacidosis diabéti-
ca (92%), siendo una mala adherencia al tratamiento
(54%) 1a principal causa de descompensacion seguida
por debut de diabetes e infecciones. Nutricionalmen-
te, el grupo de pacientes diabéticos presentaba sobre-
peso con un indice de masa corporal promedio de 26
(rango 22-31) kg/m?. Seis (46%) de los 13 pacientes
presentaban alguna patologia asociada, incluyendo hi-
pertension arterial, hipotiroidismo, dislipidemia, asma,
enfermedad celiaca, trastornos de la conducta alimen-
taria, trastornos del dnimo y enfermedad renal créni-
ca etapa II. Dentro de estos pacientes, solamente 3 de
ellos eran fumadores, 2 usaban estatinas y 7 tenfan te-
rapia previa con insulina.

Los datos bioquimicos de estos pacientes que pre-
sentaron 14 eventos independientes de descompensa-
cion diabética fueron comparados entre el ingreso y el
momento de resolucién del cuadro agudo en la hos-
pitalizacién. El tiempo (promedio + DS) transcurrido
desde el ingreso hasta el cumplimiento de los criterios
de resolucion del evento agudo fue 22+18 h. Todos los
pardmetros -con excepcion de los niveles séricos de
creatinina, sodio y potasio- fueron significativamente
diferentes entre el ingreso y la recuperacion de la des-
compensacion diabética (Tabla III).

Tabla I
Criterios de inclusion y exclusion de pacientes con descompensacion diabética aguda

Criterios de Inclusion

* Hombres o mujeres = de 17 aflos de edad.

* Debutantes o portadores de diabetes mellitus, que estén cursando cuadro de descompensacién aguda manifestada como cetoa-

cidosis diabética (CAD) o sindrome hiperglicémico hiperosmolar.

* Consentimiento informado por parte de los pacientes o sus familiares.

Exclusion

* Antecedente de cdncer s6lido o hematoldgico dentro de los tltimos 5 afios.

* Hemoglobinopatias, anemia o transfusion en los tltimos 3 meses.

* Hemorragia activa.
* Serologia positiva para virus de inmunodeficiencia humana.

* Uso de medicamentos diabetogénicos, inmunosupresores y antipsicéticos.

e Otras endocrinopatfas descompensadas.

» Evento coronario reciente o insuficiencia cardiaca descompensada.

* Shock séptico.

* Enfermedad renal crénica etapa IV o V.
* Dafio hepdtico crénico.

» Enfermedades reumatoldgicas activas.
* Ingesta excesiva de alcohol.
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Tabla IT
Caracteristicas demogrdficas y clinicas de los pacientes
diabéticos hospitalizados con descompensaciom

metabdlica

Variable n=13
Edad - afios (promedio + DS) 40 (x19)
Sexo - n (% mujeres) 10 (76)
Tipo de DM
DMI - n (%) 8 (62)
DM2 - n (%) 3(23)
LADA -n (%) 2 (15)
Tipo de Descompensacion
CAD - n (%) 12 (92)
SHH - n (%) 1(8)
Causa de Descompensacion
Debut - n (%) 3(23)
Mala adherencia - n (5) 7 (54)
Infecciones - n (5) 3(23)

DM 1: diabetes mellitus tipo 1.

DM 2: diabetes mellitus tipo 2.

LADA: diabetes autoinmune latente del adulto.
CAD: cetoacidosis diabética.

SHH: sindrome hiperglicémico hiperosmolar.

Tabla ITT
Datos descriptivos bioquimicos séricos de pacientes
diabéticos al momento de ingreso y resolucion del
cuadro de descompensacion diabética aguda

Variable Ingreso Resolucion P
pH 7,19 (+0,16) 7,38 (+0,03) 0,003
Glicemia (mg/dl) 499 (x166) 179 (+59) 0,0001
Osmolaridad (mOsm/L) 296 (+8) 278 (+6) 0,0001
Anion GAP (mmol/L) 26 (+10) 15(4) 0,004
Creatinina (mg/dl) 0,98 (x0,6) 0,6 (x0,08) NS
BUN (mg/dl) 19 (£13) 10 (+4) 0,022
Na (mEq/L) 133 (+6) 134 (x2) NS
K (mEq/L) 4 (x0,8) 4 (x0,4) NS
CIl (mEq/L) 93 (£11) 101 (£3) 0,041
Bicarbonato (mEq/L) 12 (+4) 20 (z4) 0,0032
HbAlc 12,5 (£3)
Colesterol Total (mg/dl) 207 (£37)
LDL (mg/dl) 110 (£38)
HDL (mg/dl) 50 (+27)
Triglicéridos (mg/dl) 459 (474

Valores expresados como promedio + SD.
NS = valor p no significativo.

Perfil de colesterol lipoproteico en pacientes
diabéticos descompensados y post-resolucion del
evento agudo

No se detectaron diferencias significativas en los
niveles de colesterol en las diferentes fracciones lipo-
proteicas entre el momento del ingreso y de la reso-
lucién intrahospitalaria del cuadro agudo (Fig. 1). Si
bien los datos obtenidos durante el control ambulatorio
post-hospitalizacién muestran un menor nivel de co-
lesterol VLDL y un incremento en los niveles de co-
lesterol LDL y HDL con respecto a los valores deter-
minados dentro del hospital, la diferencia entre estos
valores tampoco fue estadisticamente significativa.

Funcionalidad antioxidante de HDL en pacientes con
diabetes descompensada

En la figura 2, se grafican los datos obtenidos en el
ensayo de actividad antioxidante de HDL en los pa-
cientes y en los controles sanos. El valor de fluores-
cencia en unidades arbitrarias (UAF) indica el grado
de oxidacién del compuesto fluorescente en presencia
de HDL relativo a la fluorescencia del reactivo en au-
sencia de HDL. Por lo tanto, a menor valor de fluores-
cencia, mayor la capacidad antioxidante de las HDL.

En un primer andlisis de ANOVA global mediante
el test de comparaciones multiples de Tukey entre las
HDL de las cuatro condiciones: pacientes al ingreso,
a la resolucién, durante el control ambulatorio y su-
jetos sanos, observamos que las particulas de HDL de
los pacientes diabéticos descompensados al ingreso al
hospital presentaron una actividad antioxidante signi-
ficativamente menor a los sujetos sanos, evidenciada
por una mayor fluorescencia detectada en el ensayo
(p<0,05). Luego de la resolucidn del evento dentro del
hospital, las HDL mejoraron su actividad antioxidante
resultando en una menor fluorescencia producida por
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Fig. 1.—Perfil de colesterol lipoproteico en pacientes diabéticos
al ingreso por descompensacion metabolica aguda, al momento
de resolucion del cuadro dentro de la hospitalizacion y en con-
trol ambulatorio post-alta. Las curvas representan los prome-
dios de niveles de colesterol en las fracciones de las diferentes
clases de lipoproteinas obtenidos de los pacientes en cada mo-
mento del estudio: ingreso (n=13), resolucion (n=13) y control
ambulatorio (n=9).
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Fig. 2.—Funcionalidad antioxidante de las particulas de HDL
en sujetos controles, y en pacientes diabéticos con descompen-
sacion aguda y en fase de recuperacion posterior. Un valor de
fluorescencia relativa < 1 indica la presencia de particulas de
HDL anti-oxidantes. Las barras indican el promedio + error es-
tdndar de la fluorescencia observada luego de la incubacion del
reactivo oxidado con particulas de HDL de los sujetos sanos
controles (n=7) o de los pacientes con descompensacion dia-
bética evaluados en diferentes momentos del estudio: ingreso
(n=14), resolucion (n=14) y control ambulatorio (n=10). Las
letras diferentes indican diferencias significativas entre los gru-
pos correspondientes (ANOVA, p < 0,05).

DCF presente en el ensayo, aunque esta reduccién no
alcanzé significancia estadistica comparada con la
fluorescencia al ingreso (p=0,12). Las HDL obtenidas
de los pacientes durante el control ambulatorio pre-
sentaron una funcionalidad similar a las de los sujetos
sanos y significativamente mayor a la del cuadro de
descompensacién aguda, ya que los niveles de fluo-
rescencia en el ensayo fueron similares a los obtenidos
con las HDL de los controles y estadisticamente meno-
res a los observados cuando se evaluaron las particulas
de HDL al ingreso (p<0,05).

Con el fin de determinar si existia una mejoria gra-
dual en la actividad antioxidante de los pacientes pos-
terior a la resolucién del cuadro agudo, se realizé un
andlisis de correlacion por rangos de Spearman para la
fluorescencia obtenida en las muestras de HDL de los
pacientes al ingreso, durante la resolucién y en el con-
trol ambulatorio. Los datos indicaron una correlacion
significativa negativa para los valores de autofluores-
cencia del compuesto oxidado (R=-0,44; p=0,005), y
por lo tanto, una mejora gradual en la capacidad an-
tioxidante posterior a la resolucién del cuadro agudo.

Relacion entre la actividad antioxidante y
los pardmetros demogrdficos y clinico-bioquimicos
de los pacientes

No se detecté ninguna asociacion significativa en-
tre los datos demograficos y clinico-bioquimicos con
la funcionalidad de las HDL aisladas tanto al ingreso
como en la resolucion del evento diabético agudo, a
excepcion de una correlacién inversa (r>=0,31) entre

los valores de glicemia medidos al momento de in-
greso y la capacidad antioxidante de las particulas de
HDL recolectadas cuando se resolvié la descompensa-
cion diabética (p= 0,046) (Fig. 3).

Determinacion de la actividad paraoxonasa-1 al
ingreso por descompensacion diabética y en el
control ambulatorio

Teniendo en cuenta que una de las principales pro-
tefnas con actividad antioxidante asociada a las HDL
es la paraoxonasa-1, comparamos la actividad de esta
enzima en plasma de los pacientes durante la descom-
pensacion diabética y luego de la normalizacion de la
actividad antioxidante de las HDL, durante el control
ambulatorio. De acuerdo con lo esperado, la actividad
de paraoxonasa presenté un aumento significativo en
las HDL de los pacientes en el control ambulatorio
comparado con el ingreso (p<0,02) (Fig. 4).
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resolucion de descompensacion aguda (UAF)
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Fig. 3.—Correlacion entre niveles de glicemia de ingreso y la
funcionalidad antioxidante de las HDL al momento de resolu-
cion de la descompensacion diabética aguda. La fluorescencia
obtenida en el ensayo in vitro para las particulas de HDL ais-
ladas de cada paciente cuando se resolvio la descompensacion
aguda se correlaciono con los niveles de glicemia detectados al
momento del ingreso hospitalario.
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Fig. 4.—Actividad de paraoxonasa-1 sanguinea en pacientes
diabéticos con descompensacion aguda y en el control ambu-
latorio. Se observé un aumento significativo entre la activi-
dad PONI medida en el ingreso versus el control ambulatorio
(p<0,02 por test pareado de Wilcoxon).
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Discusion

Segin nuestro conocimiento, este estudio constitu-
ye el primer andlisis y reporte sobre la medicién de
la funcionalidad de las particulas de HDL durante un
cuadro de crisis hiperglicémica y sus cambios en aso-
ciacion a la resolucién de este evento agudo. Los re-
sultados indican que las lipoproteinas HDL muestran
una clara disfuncionalidad antioxidante en los pacien-
tes diabéticos descompensados en comparacién a un
grupo control sano y que el deterioro de esta capacidad
antioxidante es revertido desde el ingreso hospitalario
hasta el momento de la resolucion del evento agudo y
el control ambulatorio, alcanzando valores de funcio-
nalidad similar a personas sanas.

En nuestro estudio no observamos una diferencia
significativa entre la funcionalidad de las lipopro-
teinas HDL en pacientes diabéticos recuperados del
cuadro agudo o durante el control ambulatorio en
comparacién con el grupo control sano. A diferencia
de nuestro estudio, Morgantini y cols.’ mostraron una
diferencia de 21-26% entre la capacidad antioxidante
en las particulas de HDL de diabéticos crénicos esta-
bles y sujetos controles; sin embargo, debe tenerse en
cuenta que esta diferencia mostrd significancia con
un tamafio muestral mucho mayor al de nuestro es-
tudio.

La recuperacion significativa de la funcionalidad de
las HDL al momento de la resolucién del cuadro agu-
do en un periodo inferior a las 24 horas hace plantear
que la mejoria se debe a cambios cualitativos en las
mismas particulas de HDL que se mostraban disfun-
cionales al ingreso y no se explican por recambio del
pool de HDL dado que estas lipoproteinas tienen una
vida media larga de varios dfas y hasta una semana en
la circulacion sanguinea.

Nuestros hallazgos que demuestran disfuncionali-
dad antioxidante de las particulas de HDL de pacien-
tes con descompensacion diabética son consistentes
con estudios previos en particulas de HDL obteni-
das de pacientes con procesos inflamatorios agudos,
que han establecido un desplazamiento de la apoA-I
y disminucién de la actividad de ciertas enzimas
(PON-1, acetil-hidrolasa del factor activador de pla-
quetas y glutatién peroxidasa) de estas lipoproteinas
por parte de las proteinas de fase aguda e interleu-
quinas*”®3, Una disminucién aguda y transitoria en
los niveles y/o actividad de la PON-1 ha sido des-
crita dentro los 3 primeros dias de un cuadro séptico
agudo en humanos con recuperacion paulatina de su
actividad' y también en experimentos con conejos
en los cuales se infundié aceite de crotén con la con-
secuente deteccién de menor actividad de PON1 y
AH-PAF durante las primeras 72 horas y su posterior
recuperacion®.

En forma consistente con la recuperacion de la fun-
cion antioxidante de las HDL en los pacientes diabéti-
cos descompensados, la actividad de una de las prin-
cipales enzimas asociadas a las HDL con importante

actividad antioxidante, la PON-1, también mostré una
mejora posterior a la resolucion del cuadro de des-
compensacion. Teniendo en cuenta evidencia previa
-indicando que tanto la actividad antioxidante de las
HDL como la actividad de la PON se reduce en pa-
cientes diabéticos o resistentes a insulina'>'®, nuestros
resultados sugieren que la actividad de PON-1 podria
ser un importante determinante de los cambios obser-
vados en la actividad antioxidante total de las HDL
durante la descompensacién diabética en estos pa-
cientes. Si bien el mecanismo por el cual la actividad
de PON-1 se reduce en la diabetes es atn desconoci-
do, éste se ha asociado a los niveles de hiperglicemia.
La glicacion de proteinas puede no sélo inactivar a la
PON-1 en si misma, sino también aumentar la peroxi-
dacion de lipidos en las HDL!”!3, Los datos clinicos
respaldan este mecanismo, ya que tanto los sujetos
con glicemia de ayuno elevada como los pacientes
con sindrome metabdlico presentan menor actividad
de PON-1"-%0,

Previamente, se ha reportado que existe asociacion
entre el contenido proteico y la actividad de enzimas
presentes en las HDL y los niveles de HbAlc detec-
tados en los pacientes diabéticos'’. Referente a las
correlaciones de los datos demograficos y clinico-bio-
quimicos y la funcionalidad de las particulas de HDL
en este estudio, no hubo valores que demostraran una
asociacion significativa entre estas variables, a excep-
cién de una débil correlacion inversa —a primera vista
paraddjica— entre los valores de glicemia de ingreso y
la funcionalidad antioxidante de las HDL medida en
el momento de la recuperacion del cuadro agudo. Una
posible explicacidn para esta asociacidn inesperada se-
ria que aquellos pacientes con mayor hiperglicemia al
ingreso al hospital reciben un manejo mds agresivo lo
que determina una mayor recuperacion de la funciona-
lidad de las HDL cuando se logra la correccién de la
descompensacion aguda.

En resumen, la funcionalidad antioxidante de las li-
poproteinas HDL de los pacientes diabéticos descom-
pensados estd significativamente disminuida durante
una crisis hiperglicémica aguda de forma reversible,
alcanzando niveles similares a los de personas sanas
luego de la recuperacion del evento. Se requieren es-
tudios adicionales para establecer el valor prondstico
de esta alteracion funcional de las HDL en el cuadro
de descompensacion aguda asi como para definir los
determinantes que originan este trastorno funcional en
esta clase de lipoproteinas y si su correccidn se traduce
en mejor evolucidn del evento agudo.
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