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RESUMEN

La Diabetes Mellitus es una enfermedad crénica que afecta a una gran cantidad
de personas en todo el mundo y su incidencia continla aumentando. Se
caracteriza por niveles elevados de glucosa en la sangre debido a problemas en
la produccién o utilizacién de insulina. La clasificacion incluye diabetes tipo I,
gestacional y tipo Il (DMT2), siendo esta Ultima la mas comun y se caracteriza por
resistencia a la insulina periférica. La insulina es crucial en la regulacién de la
glucosa, especialmente en el higado, donde se ven afectados procesos como la
glicdlisis y la gluconeogénesis bajo condiciones de resistencia a la insulina. La
hemoglobina glicosilada (HbAlc), indicador de glucemia a largo plazo, es vital
para el diagnéstico y control de la diabetes, con niveles elevados asociados a
mayores riesgos de complicaciones.

Las vesiculas extracelulares (VE) desempefian un papel importante en la
comunicacion celular y contienen moléculas bioactivas que pueden modular el
metabolismo de la glucosa y los lipidos por lo que proponemos que las VE de
pacientes con altos niveles de HbAlc inducen disfuncion metabdlica en células
hepaticas HepG2, manifestada por cambios en la expresibn de ARNm de
proteinas metabdlicas y en la captacion de glucosa y acumulacion de glucégeno.
El objetivo de este trabajo fue Evaluar el efecto de las vesiculas extracelulares de
pacientes con diferentes niveles de HbAlc en el metabolismo de la glucosa en

células hepaticas HepG2.
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La metodologia incluy6 la obtencion de VE de pacientes con diferentes niveles de
HbAlc y su exposicion a células HepG2 para evaluar la expresion génica y la
captacion de glucosa y glucégeno.

Los resultados mostraron una correlacion positiva entre los niveles de HbAlc y el
tamafo de las VE, junto con cambios en la expresion génica y en los niveles de
glucosa y glucdgeno en las células hepéticas. Estos hallazgos resaltan el
potencial de las VE como biomarcadores tempranos de disfuncion metabdlica y
sugieren nuevas vias para el diagnéstico y tratamiento de la diabetes. En
resumen, las VE ejercen una influencia metabdlica significativa en el tejido

hepatico, lo que podria sugerir nuevas estrategias de tratamiento para la diabetes.
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ABSTRACT
Diabetes Mellitus is a prevalent chronic disease, significantly impacting global
healthcare systems with over 400 million diagnosed cases worldwide. The
classification includes type I, gestational and type Il diabetes (T2DM), the latter
being the most common and is characterized by peripheral insulin resistance.
Insulin is crucial in glucose regulation, especially in the liver, where processes
such as glycolysis and gluconeogenesis are affected under conditions of insulin
resistance. Glycosylated hemoglobin (HbA1c), an indicator of long-term glycemia,
is vital for the diagnosis and control of diabetes, with elevated levels associated

with increased risk of complications.

Extracellular vesicles (EVs) play an important role in cellular communication and
contain bioactive molecules capable of modulating glucose and lipid metabolism.
This thesis posits that EVs from patients with elevated HbAlc levels induce levels
dysfunction in HepG2 liver cells, manifested by changes in mRNA expression of
metabolic proteins and in glucose uptake and glycogen accumulation. The aim of
this work was to evaluate the effect of extracellular vesicles from patients with

different HbAlc levels on glucose metabolism.

The project aims to evaluate the impact of EVs from patients with differing HbAlc
levels on glucose metabolism in Hepatic cells (HepG2). Findings reveal a

correlation between elevated glycosylated hemoglobin levels and altered



extracellular vesicle characteristics, alongside impaired glucose uptake and
glycogen storage. Statistical analyses underscore the significance of glycemia
and glycosylated hemoglobin parameters in explaining clinical variations,
supporting functional test outcomes.

The methodology included obtaining EVs from patients with different HbAlc levels
and exposing them to HepG2 cells to assess gene expression and glucose and
glycogen uptake.

The results showed a positive correlation between HbAlc levels and EV size,
along with changes in gene expression and glucose and glycogen levels in liver
cells. These findings highlight the potential of EVs as early biomarkers of
metabolic dysfunction and suggest new avenues for the diagnosis and treatment
of diabetes. In summary, EVs exert significant metabolic influence on liver tissue,

which may suggest new treatment strategies for diabetes.



1. INTRODUCCION

1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1 Panorama mundial

La Diabetes Mellitus (DM) es una de las patologias crénicas con mayor
prevalencia a nivel mundial, alrededor de 537 millones de personas la padecen.
Las cifras relacionadas a esta patologia han aumentado de forma preocupante
en las ultimas décadas. En el afio 1980 cerca de 108 millones de personas la
padecian, ya para el afio 2014 este nimero habia aumentado su valor 4 veces.
Se estima que en el afio 2030 esta cifra aumente a 643 millones de personas
(Federartion, 2021).

En el afio 2019 la Diabetes Mellitus fue la causa directa de la muerte de 1.5
millones de personas a nivel mundial, donde el 48% de ellas fueron pacientes
mayores a 70 afios. Chile no esta exento a este tipo de cifras, el afio 2014 se
estimaba que mas del 12% de la poblacién padecia de Diabetes Mellitus, siendo
la prevalencia mas alta en toda América Latina. (Srur, 2016). La Diabetes Mellitus
tipo 1l (DMT2) es la forma mas comuan de diabetes. Al respecto, en Chile la
prevalencia de DMT2 pas6 de 4.4% en 2006 a 12,6% en 2017 (Espinoza et al.,
2022). Esta cifra representa una de las prevalencias mas altas de diabetes en
América Latina. Ademas, se proyecta que la prevalencia de la diabetes seguira
aumentando en el pais debido a factores como el envejecimiento de la poblacion,

los cambios en los estilos de vida y el aumento de la obesidad. Se estima que



para el afio 2045, la prevalencia de la diabetes en Chile alcanzara el 18,6% de la
poblacion adulta, lo que significaria un incremento significativo en comparacién

con las cifras actuales.

1.1.2 Diabetes y Salud publica

Debido a la preocupante alza en las cifras de la diabetes mellitus, el afio 2016 la
OMS genero un informe donde declaro que la diabetes mellitus es una de las 4
patologias no transmisibles en las que se debe intervenir de forma prioritaria
(Chan, 2016). En este informe se destaca el por qué esta patologia es un
problema de salud publica, ya que ademas de tener una alta prevalencia, también
existe una dificultad en el diagnéstico temprano, sumado a la baja o nula
adherencia de los pacientes al tratamiento, lo cual afecta en las cifras de
comorbilidades generadas por la diabetes. A pesar de esta alerta, las cifras no
han descendido como se espera y los nameros siguen aumentando de forma
considerable. Se estima que para el afio 2045 existan mas de 738 millones de
diabéticos a nivel mundial.

Encuestas mas recientes, como la realizada por la federacion internacional de
Diabetes (Federartion) en el afio 2021, indica que 3 de cada 4 personas
diabéticas son personas de escasos recursos y de paises menos desarrollados.
Es por esto, que la diabetes es considerada como una patologia dificil de tratar.

Se requiere gue el paciente tenga buena alimentacién y realice actividad fisica



de forma constante, ademas del tratamiento farmacolégico. A veces estas
medidas terapéuticas no son compatibles con el estilo de vida del paciente, por
la situacion econdémica personal y familiar. Junto con esto, aproximadamente el
40% de la poblacion a nivel mundial cursa la enfermedad sin ser diagnosticada,
lo que agrava el panorama actual. (Federartion, 2021).

El aumento de la diabetes conlleva desafios para el sistema de salud, ya que
esta enfermedad crénica tiene mayor riesgo de complicaciones graves, como
enfermedades cardiovasculares, renal cronica, neuropatias y retinopatias (figura
1-1) (Ndisang et al., 2017). Estas complicaciones tienen un impacto significativo
en la calidad de vida de los pacientes y generan una mayor carga economica
para el sistema de salud.

En Chile, existen pocos reportes que mencionan esta patologia y los desafios
gue esta conlleva a nivel nacional, el mas reciente es el compendio de Diabetes
en Chile, publicado el afio 2015. Segun este reporte, alrededor de 1,5 millones
de personas padecian Diabetes Mellitus para esa fecha y que las personas con
menores niveles de educacion tenian un 50% mas de riesgo de padecer esta

patologia.

En nuestro pais, la diabetes es una de las principales causas de aparicion de
complicaciones/comorbilidades debilitantes y costosas como lo es enfermedad
renal. En el afio 2014, Chile gastd 21,2 mil millones de dodlares en asistencia

sanitaria, de los cuales el 10,2% se destinod a la diabetes. Esto da un promedio



de 1.427 ddlares por persona con diabetes. (Srur, 2016). A pesar de las altas
cifras de diabetes, no se le est4 dando la relevancia que deberia. Ante situacion
sanitaria, es fundamental implementar estrategias de prevencion y control de la
diabetes en Chile, incluyendo la promocion de estilos de vida saludables, la
educacion sobre la enfermedad, el acceso adecuado a servicios de atencion
médica y la deteccion temprana de la diabetes y sus complicaciones. De esta
manera, se podria mitigar el impacto de la diabetes en la poblacién y mejorar la

salud y el bienestar de los chilenos.
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Figura 1-1 Esquema resumen consecuencias DMT2. Elaboracién propia.



1.1.3 Clasificaciéon de la Diabetes

La Diabetes Mellitus (DM) se clasifica en tres subtipos: Diabetes Mellitus
Gestacional (DMG), diabetes Mellitus Tipo | (DMT1) y diabetes Mellitus Tipo I
(DMT2). En las tres condiciones de DM existe un estado de hiperglucemia
cronica, sin embargo, los origenes que conducen a cada tipo de diabetes son
diferentes. En términos simples, podemos decir que:

La Diabetes Mellitus Gestacional se define como cualquier grado de
intolerancia a la glucosa, que aparece en el embarazo por primera vez (Medina-
Pérez, 2017).

La Diabetes Mellitus Tipo | DMT1 es una patologia cronica autoinmune, que
cursa con la destruccion de las células B del pancreas. Como respuesta se
produce muy poca o0 nada de insulina, imposibilitando la metabolizacion de
glucosa y por ende generando una hiperglucemia (Federartion, 2021).

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) es la forma mas comun de diabetes,
afectando cerca del 90 % de la poblacion diabética. Esta enfermedad se
caracteriza por una respuesta inadecuada a la insulina o insulino-resistencia (IR),
lo que significa que las células del organismo no responden de manera efectiva
a la insulina.

Independiente del tipo de diabetes, el control de los niveles de glucosa en sangre,
adoptar una dieta saludable, realizar actividad fisica regular y, en algunos casos,
el uso de medicamentos son parte integral del tratamiento de la diabetes

(Federartion, 2021).



1.1.4 Diabetes Mellitus Tipo Il

1.1.4.1 Fisiopatologia

La diabetes tipo Il (DMT2) es una enfermedad metabdlica caracterizada por
resistencia a la insulina y deficiencia relativa de esta hormona. En condiciones
normales, la insulina facilita la absorcién de glucosa en las células, donde se
utiliza como fuente de energia o se almacena como glucégeno. Sin embargo, en
DMT2, las células no responden adecuadamente a la insulina, o que provoca un
aumento de los niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia). En un intento de
compensar la falta de respuesta a la insulina, las células beta del pancreas
aumentan la produccion de insulina para promover una mayor captacion de
glucosa. Con el tiempo, el pancreas puede disminuir la produccion de insulina,
empeorando la situacion. Aunque ambos signos existen en etapas tempranas de
la DMT2 y contribuyen al desarrollo y amplificacién de la patologia, la disfuncion
de las células 3 del pancreas suele ser mas grave que la IR cuando se observan
por separado (Galicia-Garcia et al., 2020).

La obesidad, el estilo de vida sedentario y la predisposicidon genética e historial
familiar son factores de riesgo comunes. Estudios demuestran que los
antecedentes familiares aumentan la predisposicion a la enfermedad. Aunque
influyen, no determinan por completo su desarrollo, ya que factores modificables
como una dieta equilibrada, ejercicio y peso saludable también inciden (Leiva et

al., 2018).



1.1.4.2 Patogenia

La incapacidad de los tejidos periféricos para responder adecuadamente a la
insulina o estado de insulina resistencia, especialmente en el muasculo
esquelético, el tejido adiposo y el higado es el eje angular de la DMT2. No
obstante, existen otros actores que contribuyen a la hiperglicemia crénicay a la
patogenia de la DMT2.

La patogenia de la DMT2 también se puede resumir en el octeto ominoso también
conocido como el “octeto del mal aguero” (figura 1-2) que explica los 8
mecanismos que suelen caracterizar a esta patologia (Cipriani-Thorne &

Quintanilla, 2010). Estos incluyen:

1. Hiperproduccion hepatica de glucosa: El higado aumenta la produccion
de glucosa en exceso, exacerbando la hiperglicemia (DeFronzo, 2018).

2. Disminucion de la captaciéon periférica de glucosa: Las células
periféricas muestran una reduccion en la captacion de glucosa,
exacerbando la resistencia a la insulina (DeFronzo, 2018).

3. Hipersecrecion de glucagon: Las células alfa del pancreas aumentan la
secrecion de glucagon, promoviendo la produccién y liberacion de glucosa

por el higado (DeFronzo, R. 2018).



4. Disminucion de la secrecion de insulina: Las células beta pancreaticas
pierden gradualmente su capacidad para secretar insulina en respuesta a
la glucosa, contribuyendo a la hiperglicemia (DeFronzo, R. 2018).

5. Incremento de la lipdlisis: La liberacion aumentada de &cidos grasos
libres desde el tejido adiposo aumenta la produccién hepatica de glucosa
y la resistencia a la insulina (DeFronzo, R. 2018).

6. Disminucion del efecto incretina: Se produce una respuesta inadecuada
de las hormonas incretinas gastrointestinales, como el péptido similar al
glucagon-1 (GLP-1) y el péptido insulinotropico dependiente de glucosa
(GIP), a la ingesta de alimentos. La disminucion de la secrecion de
incretinas conduce a una respuesta insuficiente de la insulina en el
pancreas y una mayor produccion de glucagén en las células alfa
pancreaticas. Esto contribuye a un aumento de la produccion hepatica de
glucosa y una disminucion de la captacion periférica de glucosa,
exacerbando asi la hiperglucemia crénica (DeFronzo, R. 2018).

7. Aumento de la reabsorcion renal de glucosa: Se incrementa la
reabsorcibn de glucosa en los tubulos renales, contribuyendo a la
hiperglicemia (Solis-Herrera et al., 2021).

8. Disfuncion de la secrecion de neurotransmisores. Esta disfuncion
involucra la alteracién de los neurotransmisores en el cerebro que regulan
la utilizacion de glucosa y la ingesta de alimentos, como la serotonina y la

dopamina (DeFronzo, R. 2018).



Si bien, estos mecanismos se entrelazan y se potencian mutuamente,
contribuyendo a la progresion de la hiperglicemia crénica y la patologia asociada
en la DMT2. La resistencia a la insulina hepatica es un factor clave del octeto, el
gue resulta en una incapacidad del higado para suprimir la produccién de glucosa
mediante la gluconeogénesis y la glucogendlisis, contribuyendo directamente a
niveles elevados de glucosa en sangre. Ademas, la acumulacién de lipidos
hepéticos, parte del proceso conocido como esteatosis hepética, agrava aun mas
la resistencia a la insulina y promueve la sobreproduccion de glucosa. Estos
mecanismos son fundamentales en la patogénesis de la hiperglicemia crénica en

la DMT2, integrandose crucialmente en el complejo entramado del octeto

0minoso.
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Figura 1-2 Esquema resumido del Octeto Ominoso. Elaboracion propia.



1.1.4.3 Seqguimiento vy control

Para evaluar la progresion de la patologia y disefiar estrategias de intervencion,
se establecen planes de alimentacidn personalizados y se prescribe tratamiento
farmacolégico segun la necesidad del paciente. La guia clinica establecida por el
Ministerio de Salud (Maiz.) en 2017 para el diagnéstico y tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 2 (DMTZ2), define un algoritmo para orientar el manejo de
los pacientes después del diagnéstico (figura 1-3). En esta guia, se enfatiza la
importancia de la actividad fisica regular como parte integral del manejo de la
enfermedad. Ademas, se recomienda realizar seguimientos clinicos periodicos
para monitorear la evolucion de la enfermedad y ajustar el tratamiento segun sea

necesario.
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Medir los niveles de hemoglobina glucosilada (HbA1c) es fundamental para el
seguimiento y realizar ajustes terapéuticos en el paciente DMT2 (Gancedo

Martinez et al., 2006). La HbAlc refleja los niveles promedio de glucosa en
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sangre de 2 a 3 meses, proporcionando una evaluacion a largo plazo del control
glucémico. Esta medida es crucial ya que la hiperglucemia crénica esta
estrechamente relacionada con el desarrollo de complicaciones microvasculares
y macrovasculares en pacientes diabéticos (German Campuzano-Maya, 2010)
(figura 1-4). Los niveles elevados de HbAlc se asocian con un mayor riesgo de
retinopatia, neuropatia, nefropatia, enfermedad cardiovascular y accidente
cerebrovascular. Por lo tanto, mantener los niveles de HbAlc en los rangos
objetivo, es fundamental para reducir el riesgo de estas complicaciones. La
monitorizacion regular de la HbAlc permite evaluar la efectividad del tratamiento
y realizar ajustes terapéuticos oportunos para lograr y mantener un adecuado
control glucémico, mejorando asi el prondstico y la calidad de vida de los

pacientes con diabetes (Pellegrini, 2021).
[ HbALc ] [ Glicemi'a ] [ Rie.f,go fie ]
Promedio complicaciones

= 01— 1 -

5.0-5.6 97 -110 mg/dL Bajo
5.7-6.4 111-140 mg/dL Moderado
6.4-7.8 141- 170 mg/dL Alto
7.9-10 170 -240 mg/dL Aumentado
>10 > 241 mg/dL Critico

Figura 1-4 Tabla adaptada de los niveles de hemoglobina glicosilada, la glicemia
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promedio dentro de un rango de 3 meses y las complicaciones de mantener este
nivel en el tiempo. Adaptada de Understanding Alc de ADA (2010) y
Recomendaciones sobre el uso de departamento laboratorio biomédico nacional
y de referencia hemoglobina glicada Alc (HbAlc) en el diagndstico de diabetes
mellitus (2021).

1.2. Metabolismo

1.2.1 Generalidades

Los seres humanos, dependen del metabolismo celular para mantener la
homeostasis y crecimiento. El metabolismo, es un conjunto de reacciones
bioquimicas, que convierten los nutrientes en energia y componentes celulares.
Para ello, organismos multicelulares como los mamiferos consumen nutrientes,
gue sirven como sustratos metabdlicos. El equilibrio en la ingesta es crucial, ya
gque el exceso o la deficiencia de ciertos nutrientes pueden afectar el
metabolismo. Una dieta balanceada y variada es fundamental para garantizar
gue el cuerpo obtenga los nutrientes necesarios en las cantidades adecuadas,
asegurando asi un funcionamiento metabdlico 6ptimo y la salud general (Ward &
Thompson, 2012).

La Diabetes Mellitus ejerce un profundo impacto metabdlico en tres tejidos clave:
el muscular, el adiposo y el hepatico. Estos sistemas, interconectados, trabajan
en conjunto para mantener la homeostasis. Sin embargo, la desregulacion de la
diabetes interrumpe este equilibrio, llevando a deficiencias multisistémicas. De

especial interés es el metabolismo hepéatico, donde se desencadenan procesos
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cruciales para el control glucémico. El higado desempefia un papel central en la
regulacion de los niveles de glucosa en sangre. Por lo tanto, comprender los
cambios metabdlicos hepéticos en la diabetes es fundamental para abordar sus
complicaciones sistémicas (Daryabor et al., 2020). Para estudios relacionados
con funcion hepética, se utiliza la linea celular HepG2, esta linea célula proviene
de un hepatoma humano que se utiliza habitualmente en estudios sobre
metabolismo y hepatotoxicidad. Las células HepG2 son células no tumorigénicas
con altas tasas de proliferacion y una morfologia de tipo epitelial que desempefian

muchas funciones hepaticas diferenciadas.

1.2.2 Via de seiializacion de Insulina

La via de sefializacién de la insulina implica la activacion de su receptor de
membrana, desencadenando una serie de eventos intracelulares. Una vez que
la insulina se une a su receptor, este activa una tirosina quinasa intrinseca, que
fosforila residuos de tirosina en el propio receptor y en proteinas de sustrato del
receptor (IRS).

Los sustratos de insulina IRS 1 e IRS 2 son proteinas adaptadoras que se
fosforilan en residuos de tirosina tras la activacion del receptor de insulina (Dong
et al., 2006). Estas proteinas fosforiladas sirven como anclaje para reclutar y

activar otras proteinas de sefializacién intracelular, como la fosfatidilinositol 3-

14



cinasa (PI3K) (Miyake et al., 2002) y la proteina quinasa activada por mitbgenos
(MAPK) (Lawan et al., 2015) .

La activacion de PI3K por los IRS promueve la fosforilacion de fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), lo que conduce a la
activacion de la proteina quinasa B (PKB o Akt). Akt juega un papel crucial en la
regulacioén de la captacion de glucosa, la sintesis de glucégeno y la supervivencia
celular. Akt también promueve la translocacion del transportador de glucosa
GLUT4 a la membrana celular, facilitando la entrada de glucosa en la célula.
Ademas, la insulina regula la expresion y actividad de otros transportadores de
glucosa, como GLUT1 y GLUT2. GLUT1 esta presente en diversas células y su
expresion puede aumentar en respuesta a la insulina en algunos tejidos. GLUT2,
por otro lado, se encuentra en el higado y en las células beta pancreaticas, y su
expresion no esta regulada por la insulina, aunque su actividad puede verse
afectada por cambios en los niveles de insulina y glucosa.

En resumen, insulina es un potente regulador del metabolismo celular con

efectos en diferentes érganos, incluyendo el higado.

1.2.3 Metabolismo Hepatico y diabetes

La Diabetes Mellitus se caracteriza por asociarse con una serie de anormalidades
hepaticas incluso higado graso. El higado, participa en la mantencion de la

homeostasis de la glucosa. Los sistemas principales que contribuyen a la
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homeostasis de la glucosa incluyen la glucogénolisis, sintesis de glucégeno
(glucogenesis), glicdlisis y gluconeogénesis (Jiang et al., 2020). A continuacion,

cada uno de estos procesos seran explicados.

1.2.4 Glicdlisis

Las células hepéticas captan glucosa a través de transportadores de glucosa,
siendo el transportador principal GLUT2. GLUT2 tiene una afinidad baja por
glucosay es responsable de la captacion de glucosa hepatica cuando los niveles
de glucosa en la sangre son altos. La captacion de glucosa se regula en
respuesta a la concentracion de glucosa en la sangre y a la accion de la insulina
(Herzig & Shaw, 2018)

Posterior a la entrada de glucosa a la célula, se inicia una cascada de eventos,
gue conducen a la utilizacién de glucosa via glicolisis y al almacenamiento de
ésta a través de la glucogenogénesis. La glicdlisis es una via central del
metabolismo de la glucosa, que lleva a la sintesis de energia a la forma de ATP.
La glicdlisis tiene varias etapas, cuyo avance depende de la actividad de enzimas
reguladoras. Tales como, Hexoquinasa, enzima que regula la entrada de glucosa
a la via glucolitica al catalizar la fosforilacion de la glucosa (Roberts & Miyamoto,
2015). Fosfofructoquinasa-1, esta enzima es considerada el punto de control
principal de la glicdlisis, cataliza la conversion de fructosa-6-fosfato a fructosa-

1,6-bisfosfato. Es activada por altas concentraciones de fructosa-2,6-bifosfato y
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AMP, y es inhibida por altas concentraciones de ATP y citrato (Webb et al., 2015).
Piruvatoquinasa, que cataliza la conversion del fosfoenolpiruvato en piruvato,
generando ATP. Esta enzima es regulada por la concentracion de ATP y alanina.
Estas enzimas claves estan sujetas a regulacion hormonal, alostérica y también
pueden ser controladas por modificaciones como la fosforilacion o
desfosforilacion. Estos mecanismos de regulacién permiten ajustar la velocidad
de la glicdlisis de acuerdo con las necesidades energéticas y metabdlicas de la
célula. Estas tres enzimas son reguladas en forma positiva por insulina y por
glucosa. Por el contrario, el estrés oxidativo y la inflamacién actian como
reguladores negativos de la actividad de la fosfofructoquinasa y piruvato quinasa,
lo que reduce la velocidad de la glicolisis y afecta la produccion de ATP (Li et al.,
2015) .

Ademas de lo mencionado, insulina estimula la glicélisis al promover la sintesis y
activacion de la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK) en el higado. La
activacion de AMPK suprime la gluconeogénesis (proceso de produccion de
glucosa en el higado) y favorece la glicolisis. Asi mismo, la insulina también
regula la expresion de enzimas glicoliticas y factores de transcripcion, como el
factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1a), que promueve la expresion de
enzimas glicoliticas en condiciones de hipoxia.

En este sentido, es importante investigar como la glicdlisis hepética y su

regulacion por la insulina se ven afectadas en condiciones patolégicas, como la
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DMT2. Comprender como se alteran estos procesos en DMT2 puede ayudar a
identificar nuevos objetivos terapéuticos y estrategias de tratamiento.

Se ha sugerido que las vesiculas extracelulares, al transportar proteinas, lipidos
y material genético, tienen la capacidad de transmitir informacion y moléculas
bioactivas entre las células. En el contexto de la glicdlisis hepética y la captacion
de glucosa, se ha postulado que las vesiculas extracelulares podrian transportar
enzimas glicoliticas, transportadores de glucosa y moléculas regulatorias
relacionadas con la insulina que tendrian la capacidad de modular el metabolismo

glucidico.

1.2.5 Gluconeogénesis

La gluconeogénesis es un proceso metabolico esencial que ocurre
predominantemente en el higado, aunque también puede ocurrir en menor
medida en los riflones. Se encarga de sintetizar glucosa a partir de precursores
no glucidicos, como lactato, aminoacidos y glicerol, asegurando asi la
disponibilidad de glucosa para los tejidos durante periodos de ayuno prolongado
o alta demanda energética. Este proceso se desencadena en situaciones en las
gue los niveles de glucosa en sangre disminuyen, como durante el ayuno, el
ejercicio prolongado o en condiciones de hipoglucemia (Hatting et al., 2018) .

Las enzimas clave en la gluconeogénesis incluyen el piruvato carboxilasa, que

convierte el piruvato en oxaloacetato; el fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
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(PCK1), que cataliza la conversion del oxaloacetato a fosfoenolpiruvato; y la
glucosa-6-fosfatasa (G6PC), que participa en la Ultima etapa de la sintesis de
glucosa al catalizar la conversién de glucosa-6-fosfato a glucosa libre. Otros
intermediarios y enzimas, como la fructosa-1,6-bisfosfatasa, también son
fundamentales en el control de esta via metabolica (Hatting et al., 2018).

La regulacién de la gluconeogénesis es compleja y esta influenciada por diversos
factores, entre ellos, las concentraciones de sustratos, hormonas y factores de
transcripcion. La insulina, una hormona clave en el metabolismo de la glucosa,
tiene un efecto inhibidor sobre la gluconeogénesis, actuando para disminuir la
sintesis de glucosa en el higado y promover su almacenamiento en forma de
glucégeno. La insulina puede regular la gluconeogénesis hepatica mediante la
transcripcion de genes implicados en el control gluconeogénico, incluidos PCK1

y G6PC (Barthel & Schmoll, 2003)

Sin embargo, en DMT2, se observa una resistencia a la accion de la insulina, lo
gue conduce a una mayor gluconeogénesis y contribuye a la hiperglucemia
cronica caracteristica de esta enfermedad metabdlica. En pacientes con DMT2,
se ha identificado la gluconeogénesis como la principal fuente de produccion de

glucosa (Magnusson et al., 1992)
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1.2.6 Glucogenogénesis y Glucogendlisis

Cuando los niveles de glucosa en el organismo aumentan, se desencadena una
respuesta fisiolégica que lleva a la acumulacién de glucogeno (Adeva-Andany et
al., 2016). Durante la alimentacién, esta acumulacién en el higado proporciona
una reserva de glucosa utilizada en periodos de ayuno (Han et al., 2016). La
glucosa no utilizada de inmediato se convierte y almacena como glucégeno
mediante la glucogenogéenesis hepatica, y estas reservas se movilizan a través
de la glucogendlisis cuando se requieren (Lang & Hussain, 2014).

La glucogenogénesis se produce en varias etapas, comenzando con la
conversion de glucosa-6-fosfato a glucosa-1-fosfato mediante la enzima glucosa-
6-fosfatasa. Luego, la glucosa-1-fosfato se convierte en UDP-glucosa mediante
la enzima glucdégeno sintasa (GYS), siendo esta enzima clave en este proceso.
Por otro lado, la glucogendlisis implica la accion de la enzima glucdégeno
fosforilasa (PYGM), que cataliza la liberacion de glucosa-1-fosfato del glucogeno.
A su vez, la glucosa-1-fosfato se convierte en glucosa-6-fosfato gracias a la
accion de la fosfoglucomutasa, permitiendo que la glucosa ingrese en la via
glucolitica. En este mismo sentido, insulina activa la glucégeno sintetasa (GYS)

gue participa en la sintesis de glucdégeno e inactiva la glucégeno fosforilasa
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(PYGM) que es la enzima que induce su degradaciéon (Jiang et al., 2020 2020)

(figura 1-4).

1.2.7 Requlacion del Metabolismo

El higado desempefia un papel central en el metabolismo de la glucosa,
regulando cuidadosamente sus niveles en la sangre para mantener la
homeostasis metabdlica. Esta regulacién es vital para asegurar un suministro
constante de energia a los tejidos del organismo, mientras se evita la
hiperglucemia o la hipoglucemia. Esta regulacion implica una compleja
interaccion hormonal entre el glucagon y la insulina. Durante el ayuno, el
glucagén liberado por las células a pancreaticas induce la produccion de glucosa
a partir de precursores no glucidicos a través de la gluconeogénesis, y libera
glucosa almacenada en forma de glucégeno mediante la glucogendlisis para
satisfacer las demandas energéticas del cuerpo (Rines et al., 2016). Por el
contrario, después de comer, las células B pancreaticas secretan insulina para
inhibir estos procesos, estimulando la captacion de glucosa por parte del higado,
promoviendo su almacenamiento como glucégeno a traves de la
glucogenogénesis. La regulacidon precisa del metabolismo de la glucosa en el
higado es esencial para mantener la homeostasis metabdlica en el organismo.

Esta regulacion involucra una compleja interaccion entre diferentes sefiales
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hormonales y vias metabdlicas para ajustar la produccion y liberacién de glucosa
segun las necesidades energéticas del cuerpo.

Recientemente se ha demostrado que la disfuncién metabdlica se asocia con
cambios en las concentraciones plasmaticas de vesiculas extracelulares, asi
como con alteraciones en su carga. Estas vesiculas se han propuesto como un
nuevo modo de comunicacion intercelular y que participan en la regulacion
metabdlica sistémica (Akbar et al., 2019)

La comprension de la interaccion entre las vesiculas extracelulares y la
regulacion del metabolismo hepatico de la glucosa abre nuevas perspectivas en
el campo de la fisiologia metabdlica. Investigaciones futuras dirigidas a elucidar
el papel especifico de las VE en la comunicacion entre diferentes tejidos
metabolicos podrian proporcionar nuevas estrategias terapéuticas para abordar

trastornos metabolicos como la diabetes tipo 2.
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Figura 1-5 Metabolizacion de la glucosa en el higado para convertirse a
glucégeno en donde la glucosa 6 fosfato (G6P), GK es glucoquinasa, GPa es la
forma activa de la glucosa fosforilasa (GP) y GPb es la forma inactiva. A la
inversa, GSb es la forma activa de la glucosa sintasa (GS) y GSa es su forma

inactiva. Adaptado de Molecular Medicine Reports (2020).
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1.3. Vesiculas extracelulares

1.3.1 Generalidades

El metabolismo se regula mediante un intrincado sistema que cuenta con
diversos mecanismos para prevenir desequilibrios. Uno de estos mecanismos es
la comunicacion celular, que se produce a través de mdltiples vias, como las
hormonas, citoquinas y las vesiculas extracelulares (VE) (Sarker et al., 2014).
Las VE son definidas como una poblacion heterogénea de vesiculas de
membrana derivadas de células, con la capacidad de mediar la comunicacion
celular. Fueron descritas por primera vez en el aino 1967 por Wolf como “polvo
peleteado” obtenidas desde plasma sanguineo. Se pensaba que las VE eran un
sistema de excrecion de desecho celular. A fines de los afios 80, se describieron
las estructuras de las VE. Durante los afios 90, una gran cantidad de
investigadores comenzaron a cuantificar VE, encontrando que el nimero se veia
alterado en ciertas patologias. Investigaciones de Johnstone sefialaban ciertas
funciones bioldgicas, como actividad enzimatica, asociadas con estas vesiculas.
Investigaciones mas recientes han demostrado que las VE pueden desencadenar
cambios en estados patoldgicos y tienen la capacidad de influir en la funcién de
las células receptoras, lo que destaca su relevancia como medio de

comunicacion celular. (Couch et al., 2021).
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3.2 Clasificacion de las VE

Actualmente, las VE son definidas como estructuras de bicapa lipidica que miden
desde 50 nm a varios micrometros, las cuales son secretadas de una multitud de
células diferentes incluidos trofoblastos, eritrocitos, células endoteliales, etc. Con
base en su biogénesis y propiedades fisicas, las VE a menudo se clasifican como
VE pequefios (incluidos los exosomas) o VE grandes (incluidos ectosomas o
microvesiculas, migrasomas, cuerpos apoptéticos) y oncosomas grandes, como
se describe en la figura 5 (Salomon et al., 2022).

Actualmente, el término "Exosoma” se ha utilizado para referirse a los VE de ~30
a 150 nm de didmetro que se forman a través de la gemacion de la membrana
interna de los cuerpos multivesiculares (MVB). El contenido de dichos VE puede
estar regulado por complejos de clasificacion endosomal, mecanismo que puede

contribuir alin mas a la heterogeneidad de las vesiculas (figura 1-6).
extracelulares

| Exosomas | | Ectosomas | | Migrasomas | | Cuerpos Apoptéticos | Oncosomas

| 30- 150 nm | | 50 -1000 nm | | 500-3000 nm I | 50- 5000 nm | 1000-10000 nm

Orginadas desde Secretadas desde Secretados desde células Secretado desde células
endosoma, presenta membrana plasmatica. migranres, depenq[entes de apoptdticas. Sus cargos Secretadas desde |
cargos como proteinas, Sus cargos son |3_ polimerizacion de se componen células cancerosas, via
material genético y principalmente proteinas onactina, posee como cargo principalmente de ARRDC1, posee como

lipidos. estructurales. proteinas proteinas cargo proteinas

Figura 1-6 Esquema de Clasificacion vesiculas extracelulares segin su tamafio.
Fuente: Elaboracion propia.
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1.3.1 Biogénesis

Las VE pequefias 0 exosomas, se forman desde los cuerpos multivesiculares,
estos se originan desde la invaginacion de la membrana plasmética de la célula
(figura 1-6). En este mecanismo se destaca la presencia de los complejos de
clasificacion endosomica necesarios para el transporte (ESCRT), el cual consiste
en un complejo de 4 proteinas (ESCRT-0, -I, -Il, -Ill) en conjunto con proteinas
accesorias (Alix, VPS4 y VTA-1) (Hessvik & Llorente, 2018). La formacion de
estas vesiculas implica la formacion inicial del endosoma temprano, el cual se
transformara en un cuerpo multivesicular donde se incorporaran proteinas y
material genético, seguido de su compartimentalizacion. La activacion de
receptores como RABS y sinatotagmina-7, median su secrecion al espacio
extracelular. Si estos receptores no son activados, los cuerpos multivesiculares
son llevados al lisosoma para ser desintegrados (Raposo et Al, 2013)

O Microvesicles

sk P ©

Exosomes

\ Early

UC) Endosome

Q
b o

)

Figura 1-7 Biogénesis formacion y secrecién de exosomas. Adaptado de Journal
of Pharmacy and Healthcare Management (2015)
1.3.3 Caracterizacion de vesiculas extracelulares
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La sociedad internacional de vesiculas extracelulares sefiala que para su
caracterizacion se deben abordan tres aspectos principales: la morfologia
mediante microscopia electrénica, el tamafio mediante técnicas como DLS o
NTA, y la identificacion de marcadores proteicos utilizando Western Blot o

citometria de flujo (Zhang et al., 2020).

Los marcadores proteicos evaluados incluyen dos tipos: las proteinas
transmembranales o ancladas a GPI, como CD63, CD9, CD81 y CD53, y las

proteinas citosolicas, como ALIX, TSG101 y VPS4 (Zhang et al., 2020).

1.3. 2 Composicion

Las vesiculas extracelulares se componen de una bicapa lipidica, compuesta
principalmente por colesterol, ceramidas, esfingomielina y fosfatidilserina. En su
capa externa presenta transportadores de membrana, integrinas y complejos de
presentacion antigénica (Raposo & Stoorvogel, 2013).

Las VE se caracterizan por contener componentes activos que permiten la
transmision de mensajes de una célula a otra, siendo capaces de empaquetar
dentro de ellas biomoléculas como ADN, ARN, proteinas, lipidos etc., permitiendo
asi que estas sean menos susceptibles a la degradacion y transportandolas a las
células blanco (Castafio et Al, 2018) (Salomon et Al, 2022) (figura 1-7).

Se ha propuesto que el contenido de las VE es dependiente del estado

fisiopatoldgicos de las células que las secretan (van Niel et al., 2018). El entorno
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biolégico de las células liberadoras de VE también contribuye modificar la carga
de VE. En efecto se ha demostrado que el contenido de las VE se ve afectado
por cambios ambientales como los niveles de oxigeno, glucosa y el estado
inflamatorio entre otros (Salomon et al., 2022).

Asi, la informacién que las VE transportan desde sus células de origen hasta las

receptoras vecinas o ubicadas distalmente media la comunicacion intercelular y

modula la funcién de la célula diana.
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Figura 1-8 Composicion de la vesicula extra celular, adaptado de revista Alergia
(2013).
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1.3.4 Vesiculas extracelulares y Diabetes Mellitus

El contenido de las vesiculas extracelulares depende del estado fisiopatolégico
de la célula que las secreta. Cuando las vesiculas extracelulares las secretan
células sanas, pueden inducir respuestas biol6gicas mediante la comunicacion
celular que contribuyen a mantener la homedstasis del individuo. Sin embargo, si
las vesiculas extracelulares son secretadas por células alteradas o en un estado
patolégico, pueden inducir respuestas andmalas en las células receptoras,
contribuyendo al desarrollo de la patologia (figura 1-9).

No esta del todo claro como las VE participan en las funciones fisiologicas de los
organos endocrinos como el pancreas y el higado en condiciones saludables; sin
embargo, se esta revelando una participacion activa de las VE en diabetes.

La resistencia alainsulina es la causa principal de la DMT2, y los datos existentes
sefialan que las VE participan en la comunicacion cruzada entre adipocitos,
hepatocitos, células musculares y/o células inmunitarias. Eventos que regulan el
desarrollo de la insulino resistencia (Noren Hooten & Evans, 2020 2020).

Por ejemplo, los exosomas que contienen la proteina "Sonic Hedgehog" o SHH
pueden modular funciones inmunitarias y activar un ambiente proinflamatorio en
los macréfagos, 1o que a su vez puede inducir resistencia a la insulina. Si este
comportamiento persiste durante un tiempo prolongado, puede contribuir a la
aparicion de la diabetes mellitus tipo 2 (Chang & Wang, 2019). Por otro lado, se

ha demostrado que los exosomas de pacientes con DMT2, presentan una firma
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diferencial en la expresion de miRNA y pueden afectar la accion de insulina en el

musculo esquelético (Katayama et al., 2019).
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Figura 1-9 Esquema resumen del impacto del contenido de las vesiculas
extracelulares segun su origen. Fuente: Elaboracion propia.

Asi mismo, Lakhter y su equipo médico descubrieron el afio 2018 que los ratones
diabéticos secretan un mayor numero de VE comparado con ratones normo
glicémicos (Lakhter et al., 2018). En este mismo estudio, se demostré que los
ratones diabéticos presentaron una mayor expresion del miRNA 21-5p (figura 1-
9). Otro estudio realizado en animales demostro el efecto indirecto de las VE del
tejido adiposo obeso sobre la resistencia a la insulina a través de la activacion de
macréfagos (Kranendonk et al., 2014).

La heterogeneidad observada en las VE obtenidas desde ratones diabéticos y
normo glucémicos sugieren que estas diferencias pueden regular vias distintas
del metabolismo, pero no se sabe con claridad cuéles son los blancos que

podrian regular estas VE en forma diferencial.
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Un metaanalisis, muestra que los pacientes diabéticos tienen una mayor
concentracion de VE circulantes comparados con sujetos normoglicémicos (Li et
al., 2016). Ademas, se ha demostrado que la concentracion de VE circulantes se
asocia al valor del indice HOMA-IR (modelo homeostético de la resistencia a la
insulina) (Freeman et al., 2018).

Otros hallazgos sugieren que las VE liberadas por células 3 pancreaticas, pueden
afectar la funcion de las células hepaticas y musculares, alterando asi la
regulacion de la glucosa y contribuyendo al desarrollo de resistencia a la insulina,
un fendmeno central en la diabetes tipo 2 (Noren Hooten & Evans, 2020 2020).
La resistencia a la insulina y la obesidad estan vinculadas a una baja inflamacion
corporal. Se ha observado que las VE liberadas del tejido adiposo de pacientes
con DMT2 tienen la capacidad de inducir la diferenciacion de los macréfagos
hacia el fenotipo M1, lo que resulta en un deterioro directo de la accion de la

insulina en miotubos y hepatocitos (Deng et al., 2009).
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Figura 1-10 ay b) Elevacion de mi-RNA por aumento de VE en Ratones NOD
(Diabéticos) (c) Presencia de marcadores CD63 y CD9 en VE. Fuente:
Elaboracion propia.
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Estudios recientes han demostrado que una dieta alta en grasas (HFD) conduce
a cambios significativos en la composicion lipidica de las VE liberadas por células
epiteliales intestinales. Estos estudios revelaron un aumento en los niveles de
fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilcolina (PC) en las VE derivados de ratones
alimentados con HFD, sugiriendo una conexion entre la dieta y la composicion
lipidica de las VE. En VE de pacientes con diabetes tipo 2, se han encontrado
cambios en la composicion lipidica también, lo que sugiere una posible
asociacion entre la dieta alta en grasas, la composicion lipidica alterada de las
VE y la condicion diabética (Figura 1-11).

Ademas, se llevaron a cabo pruebas de tolerancia a la glucosa (GTT) y tolerancia
a la insulina (Solis-Herrera et al.) en ratones C57BL/6 que recibieron una
transferencia adoptiva de VE fecales CD63+/A33+ de raton, obtenidos de
animales alimentados con una dieta HFD (Figura 1-12). Los resultados de estas
pruebas mostraron efectos significativos en los niveles de glucosa en sangre, lo
gue sugiere que las VE, moduladas por la dieta, pueden influir en el metabolismo
de la glucosa y la sensibilidad a la insulina.

En resumen, las VE estan emergiendo como actores importantes en la
patogénesis y progresion de la diabetes tipo 2. Su capacidad para transportar
moléculas bioactivas y su influencia en la comunicacion intercelular los convierte
en objetivos prometedores para futuras investigaciones y desarrollo de terapias.
El estudio de las VE en el contexto de la diabetes tipo 2 podria ayudar a

comprender mejor los mecanismos subyacentes de la enfermedad y abrir nuevas
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vias terapéuticas. Para delinear la contribucion de las VE en DMT2, es necesario
identificar el origen complejo y las diversas funciones de estos VE en los tejidos

gue contribuyen el control de la homeostasis de la glucosa, como lo es el higado .
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Figura 1-11 La dieta rica en grasas (HFD) altera la composicion lipidica de los
exosomas liberados por las células epiteliales intestinales. H-exo, son exosomas
provenientes de ratones con dieta alta en grasa y L-exo exosomas ratones con
dieta baja en grasa

(a, b) Se extrajeron lipidos de exosomas fecales (CD63+A33+) liberados por las
células epiteliales intestinales de ratones alimentados con una dieta normal o con
una dieta rica en grasas durante 6 meses. (a) Gréficos circulares que representan
el porcentaje de cada lipido, determinado mediante espectrometria de masa.
(b,d) Concentracién de PE y PC (nmol) en el panel derecho. Triangulo relleno-L-
Exo y rectangulo relleno-H-Exo. (c) Medido en espectrometro de masa, lipidos
exosomales recogidos de heces de ratones, heces tras 12 meses de sus

PE
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respectivas dietas. Gréficos circulares que representan el porcentaje de cada
lipido. Gréficos circulares (e) que representan el porcentaje de subtipos de lipidos
derivados de los exosomas fecales (CD63 A33 ) de pacientes sanos (Healthy-
Exo, n =5) o pacientes con diabetes de tipo 2 (T2D-Exo, n = 7). (f) Concentracion
de PE y PC (nmoles) determinada por MS mostrado en (f). TriAngulo hueco-
Healthy-Exo y rectangulo hueco-T2D-Exo. Los datos se representan como media
+ D.S. Prueba t de Student (dos colas). Los datos de origen se proporcionan
como archivo de datos de origen. Adaptado de Nature Communications (2021)

C57BL/6

Mouse exosomes transfer
@ PBS = L-Exo H-Exo

_s 600 GTT = T
3 % 1004 -
£ 4007 ) L N
[(b] * 39 ,
3 = 501
§ 2001 A\. 3 \\l
o 8
O T T T T 1 E 0 T T T T
0 30 60 90 120 o 0 30 60 90
Time (min) Time (min)
after glucose injection after insulin injection

Figura 1-12 Los exosomas CD63 A33 derivados de ratones HFD inducen
resistencia a la insulina en ratones alimentados con una HFD.

a Pruebas de tolerancia a la glucosa (GTT) y a la insulina (Solis-Herrera et al.)
en ratones C57BL/6 (n = 10) tras recibir transferencia adoptiva de exosomas
fecales CD63+A33+ de ratdon durante 14 dias mientras los ratones eran
alimentados con HFD. Circulo relleno-PBS, triangulo relleno-L-Exo y rectangulo
relleno-H-Exo. Adaptado de Nature Communications (2021)
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1.4 PROBLEMA DE INVESTIGACION

La creciente incidencia global de la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) representa
un desafio para la salud publica debido a sus complicaciones y la carga en los
sistemas de atencion médica. Se desconoce como la interaccién entre la
disfuncién hepéatica que afecta la regulacién glucidica y los niveles elevados de
HbAlc generan una descompensacion metabdlica que empeora los sintomas de
la enfermedad. En este contexto, las vesiculas extracelulares (VE) podrian tener
un papel relevante en la regulacion del metabolismo glucidico, pero se necesita
una comprension mas profunda de su influencia en la funcién hepatica en el

contexto de la DMT2 y su correlacion con los niveles de HbAlc.

1.5 PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢,Cudl es el efecto de las vesiculas extracelulares de pacientes con diferentes
niveles de HbAl1c en el metabolismo de la glucosa en células hepaticas

(HepG2)?

1.6 HIPOTESIS

Las vesiculas extracelulares (VE) derivadas de pacientes con niveles elevados
de HbAlc inducen una disfunciéon metabdlica en células hepaticas HepG2. Esta
disfuncion se caracteriza por una reduccion de mRNA de proteinas claves del

metabolismo de la glucosa y una disminucién de la captacion de glucosa y
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acumulacién de glucégeno en comparacion con las VE de pacientes con niveles

inferiores de HbAlc.

1.7 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de las vesiculas extracelulares de pacientes con diferentes

niveles de HbAlc en el metabolismo de la glucosa en células hepaticas HepG2.

1.8 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar las vesiculas extracelulares (VE) de pacientes con niveles
crecientes de HbAlc.

2. Evaluar el efecto de las vesiculas extracelulares (VE) de pacientes con
niveles crecientes de HbAlc en la viabilidad celular, en células HEPG2.

3. Determinar el efecto de las VE de pacientes con niveles crecientes de
HbAlc en la expresion de enzimas clave de la glicdlisis, gluconeogenesis,
glucogenogenesis y glucogenolisis en células HepG2.

4. Evaluar los efectos de las vesiculas extracelulares (VE) en la disfuncién
metabdlica de las células HepG2 a través de un andlisis estadistico

completo de los datos clinicos y experimentales.
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2. METODOLOGIA
En este estudio, se llevé a cabo la obtencion de vesiculas extracelulares a partir
de muestras de sangre periférica de individuos con distintos niveles de glucosa
en sangre: normo-glicémicos, prediabéticos y diabéticos que firmaron
previamente consentimiento informado aprobado por comité de ética. Estas
vesiculas fueron agrupadas en diferentes rangos de HbAlc y se cuantificaron
utilizando la técnica ELISA. Ademas, se procedié a su caracterizacién mediante
analisis de dispersion dinamica de luz (DLS) y citometria de flujo, lo que permitio

determinar sus propiedades fisicas y compaosicion.

Posteriormente, se evaluo el impacto de las vesiculas extracelulares pequefas
provenientes de pacientes con diferentes niveles de HbAlc sobre el metabolismo
glucidico en células hepaticas HepG2. La viabilidad celular se analiz6 utilizando
el método de Sulforodamida B, mientras que la expresion de ARNm de enzimas
claves de la glicdlisis, gluconeogenesis, glucogenogenesis y glucogendlisis se
determiné mediante la técnica de RT-gPCR. Asimismo, se examino el efecto de
las vesiculas extracelulares pequefias en la captacion de glucosa y acumulaciéon

de glicogeno (figura 2-1).
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3. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de esta tesis, sus protocolos y normas de bioseguridad fueron
analizados y aprobados por el comité de ética de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad de Concepcion con fecha 23 de junio del afio 2023
y por el comité ético cientifico del servicio de salud Concepcion con fecha 21 de

noviembre de 2023.

1. Objetivo 1: Caracterizar las vesiculas extracelulares (VE) de pacientes con
niveles crecientes de HbAlc. Para la ejecucion de este objetivo se realizaron tres
etapas:
e Obtener muestras de plasma de pacientes con niveles crecientes de
HbAlc.
e Aislar los VE a través de cromatografia por exclusion por tamafio
e Caracterizar los VE mediante técnicas de citometria de flujo, DLS, Niveles

de glicosilacion y cuantificacion por ELISA.

a. Recoleccidon de muestras

Los datos de los pacientes se mantendran en anonimato durante el desarrollo de

la investigacion. Se trabajara bajo los estatutos de la declaracion de Helsinki.
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b. Determinacion de tamafio muestral para lograr confiabilidad estadistica.

Se hizo un estudio estadistico, para obtener una poblacion ideal, seleccionando
la cantidad de rangos y numeros de muestras por rango para realizar este estudio
de forma representativa. El tamafio muestral ideal para tener validez estadistica
es de 120 pacientes. Los cuales se clasificaran en seis rangos dependiente de

los valores de hemoglobina glicosilada.

_ 7z2 *N*xp*q
T W@ (3.1)

En donde:
Z = Nivel de confianza N= Poblacion total
p = Porcentaje de la poblacion con el atributo deseado e = Error maximo estimado
g = Porcentaje de poblacién que no tiene el atributo n = Tamafio muestral
deseado (1-p)

Segun la dltima encuesta de salud, se estima que aproximadamente el 12,3% de
la poblacion chilena padece diabetes. Utilizando un nivel de confianza del 95% y
un margen de error maximo de 0,05, al sustituir estos datos, obtenemos un
tamafo de muestra (n) de 120.

B 1.962 * 428 % 0.123 % 0.877
~0.052(428 — 1) + (1.962 % 0.123 * 0.877)

n

n= 119.69 = 120

Segun el analisis estadistico, basado en la prevalencia de la patologia, tenia que
lograr reclutar al menos 20 pacientes en cada rango de hemoglobina glicosilada

descrito en la tabla 3-1
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Tabla 3-1.Muestras ordenadas segun rangos de Hemoglobina Glicosilada
(HbA1C)

NUumero Rango HbA1C | Numero de pacientes
Rango (%) esperado
1 <4.9 20
2 5.0-5.6 20
3 5.7-6.4 20
4 6.4-7.8 20
5 7.9-10 20
6 >10 20
TOTAL 120

c. Protocolo de obtencion de la muestra

Los pacientes fueron reclutados, en el momento en el que asistieron al CESFAM
de la comuna de Hualqui a realizarse examenes de sangre través de contacto
directo. La toma de muestra se realizard por parte de los profesionales
enfermeros/as del CESFAM, utilizando la infraestructura destinada para este fin
y siguiendo los protocolos de toma de muestra del CESFAM Hualqui Elaborado
por el Bioquimico Luis Bricefio, codigo AAPL 1.2.1, versién N°3 con vigencia de
noviembre del afio 2019 a marzo del afio 2024.

En el CESFAM, se les invitara a los pacientes a formar parte del estudio y solo
participaran quienes accedan a firmar el consentimiento informado y completen
el formulario. Los datos de aquellas personas que cumplan con los criterios, asi

como las respuestas del formulario presentada en el Anexo 1, seran registrados
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por el Bioquimico Luis Bricefio del CESFAM Hualqui en colaboracion con la
estudiante tesista Francisca Valenzuela.

Después de firmar el consentimiento y, tras usar la muestra de sangre para los
examenes solicitados por el médico. Utilizaremos los 2-3 ml de remanente de la
muestra habitual de sangre para nuestro estudio, sin necesidad de una puncion
adicional. Esto garantizar4 que no haya procedimientos invasivos adicionales
para los participantes y que se cumpla con los estandares de atencion médica
habituales. La muestra residual (2-3 mL de sangre) serd anonimizadas y se les
asignara un numero serial interno, para mantener la confidencialidad de los datos
de los pacientes. Para los efectos de este trabajo de investigacion, solo se
utilizara tubos de sangre al vacio con anticoagulante etilendiaminotetracético
(EDTA).

Para efectos de eliminacion de residuos biologicos de forma segura, cada
enfermero/a encargado de la toma de muestras realizara la eliminacién segun
protocolo del CESFAM. Por otro lado, el procesamiento de las muestras en la
Universidad de Concepcion y sus desechos biolégicos, seran clasificados y
eliminados de acuerdo al manual elaborado por la Facultad de Ciencias

Biologicas y MATPEL.

d. Criterios de Inclusién y Exclusion

Para este estudio, se consideraran individuos que asistan al CESFAM de la

comuna de Hualqui, en la region del Biobio, Chile, durante el periodo de mes 1 a
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3 desde la aprobacion del estudio por el CEC. Se incluirdn pacientes de ambos
sexos, mayores de 18 afios, seleccionados de manera aleatoria, con capacidad
para proporcionar el consentimiento informado para la participacién en el estudio.
Se reclutaran pacientes normoglicémicos y con hiperglicemia en diferentes
rangos de hemoglobina glicosilada, como se detalla en la Tabla 3-1 y figura 3-1.
En el grupo de pacientes diabéticos, podran ingresar al estudio, pacientes con
patologias como hipertensién arterial y pacientes con tratamiento farmacolégico
para el control glicémico y de la hipertension arterial. Los pacientes seran
reclutados durante los meses 1 a 3, posterior a la aprobacion del protocolo por

parte del Comité ético Cientifico del servicio de Salud Concepcion.

e. Aislamiento de Vesiculas extracelulares

Las VEs fueron aisladas desde plasma siguiendo el protocolo descrito por
Contreras y colaboradores (Contreras et al., 2023). Se recolectaron 10 mL de
sangre venosa en vacutainers que contenian EDTA. Después, las muestras de
sangre se centrifugaron a 10000g durante 20 minutos para rescatar el plasma.
De este plasma, se centrifugaron 500 pL a 2000 x g durante 30 minutos. Se
rescatd el sobrenadante y se centrifugd nuevamente a 12000 x g durante 45
minutos para eliminar las células enteras y los desechos. El sobrenadante
resultante se filtré a través de un filtro estéril de 0,22 um (Steritop™, Millipore,
Billerica, MA, EE. UU.). Posteriormente, el sobrenadante filtrado se deposité en

la columna de exclusion por tamafio Sephadex G200/40. Se recolectaron las
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fracciones 9-12 en un solo tubo, las cuales estaban enriquecidas con EVs,

obteniendo un volumen final de 800 pL.

f. Criterios de Exclusion

Para este estudio, se establecieron criterios de exclusion para garantizar la
validez de los resultados obtenidos. Se excluyd a aquellos pacientes que tenian
menos de 18 afios, no asistan al CESFAM de la comuna de Hualqui en los meses
de reclutamiento de los pacientes. Pacientes que tuvieran enfermedades como
hepatopatias, higado graso o historial de alcoholismo. Ademas, aquellos
pacientes que estuvieran recibiendo tratamiento con glucocorticoides o
citoestaticos. También se les excluyé del estudio pacientes con problemas de
salud que dificulten la comprension del consentimiento informado y pacientes con
otras condiciones no descritas en los criterios de inclusion, ademas se les excluyo

de este estudio mujeres embarazadas.

g. Criterios de Eliminacion

Fueron eliminados del estudio aquellos pacientes que por distintos motivos no
puedan completar el formulario de reclutamiento de pacientes y levantamiento de
informacion y aquellos que no cumplian con los criterios de inclusion.

h. Método de seleccidon de los pacientes
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Para el reclutamiento de los pacientes, inicialmente se realizO un muestro
aleatorio por conglomerado de pacientes que asisten al CESFAM de la Comuna
de Hualqui mayores de 18 afios. Obtenidos los documentos de consentimiento
informado y formulario de reclutamiento. Se clasific6 la informacién para
posteriormente, realizar un muestreo no probabilistico por cuotas, ya que se
considera 20 pacientes por cada rango de hemoglobina glicosilada definido para
este estudio.

i. Protocolo de anonimizacion de las muestras:

1. Se recopild inicialmente datos meédicos y de identificacion de los pacientes,
incluyendo nombres, fechas de nacimiento, niumeros de identificacion y
resultados de pruebas meédicas como perfiles glicémicos, lipidicos,
diagnosticos de enfermedades y uso de medicamentos.

2. Se asignaron coédigos o identificadores unicos a cada paciente en lugar de
utilizar su informacion personal directamente. Estos identificadores no
estaban relacionados con la identidad real del paciente y se generaron en
orden de reclutamiento de los pacientes.

3. Los datos originales con informacion de identificacion se almacenaron segura
y separada de los datos an6nimos para asegurar que no se pudiera vincular
con las identidades reales de los pacientes.

4. Se elimino toda la informacion de identificacion, como nombres, niameros de

identificacion y direcciones, de las muestras y los registros de datos de
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manera irreversible para garantizar que no se pudiera recuperar la
informacion de identificacion.

Las muestras biolégicas, como la sangre, se conservaron y etiquetaron
Unicamente con los cédigos o identificadores Unicos, almacenandose de
manera segura para su posterior analisis.

Durante el andlisis, los investigadores utilizaron los cédigos o identificadores
unicos en lugar de informacion de identificacion personal para llevar a cabo
investigaciones, estudios y analisis, manteniendo asi los resultados anonimos
y sin posibilidad de vinculacion con pacientes especificos.

Todos los datos, tanto los originales como los anonimizados, se almacenaron
y protegieron de acuerdo con las leyes y regulaciones de privacidad de datos
vigentes.

Se cumplié con todas las leyes y regulaciones aplicables, incluyendo aquellas
relacionadas con la privacidad de datos y la investigacion médica. En algunos
casos, las autoridades tuvieron acceso a los datos de identificacion si se
requeria legalmente.

Al informar los resultados de la investigacion, estos se presentaron de manera
agregada y sin incluir informacion que pudiera identificar a individuos

especificos.

i. Protocolo de traslado de las muestras desde el CESFAM Hualqui.

El protocolo para el retiro y traslado seguro de muestras de sangre desde el

Centro de Salud Familiar (CESFAM) Hualqui al laboratorio de la Universidad de
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Concepcidn se realiz6 con el objetivo de asegurar la integridad y trazabilidad de

las muestras destinadas al estudio.

Para llevar a cabo este proceso, el encargado designado, en este caso la
Bioquimico y guia de tesis, Dra. Valeska Ormazébal, fue la encargada de

coordinar y ejecutar el retiro de las muestras.

En el CESFAM Hualqui, se verificé la disponibilidad de las muestras que cumplian
con los criterios de inclusion del estudio. Cada muestra fue etiquetada con un
identificador unico y luego colocada en envases herméticos resistentes a
filtraciones que contenian elementos refrigerantes para asegurar su conservacion

durante el transporte.

La encargada del retiro llevé consigo una copia impresa de la autorizacion del
comité de ética, asi como los detalles del estudio. Durante el traslado, se
mantuvieron las muestras aisladas y protegidas para evitar cualquier dafio o
alteracion. La encargada del traslado registro la hora de salida del CESFAM y la

hora de llegada al laboratorio de la Universidad de Concepcion.

Este registro se actualizé en caso de demoras o problemas en el proceso. Al

llegar al laboratorio, el encargado entrego las muestras al equipo de laboratorio
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encargado del estudio, registrando la hora de entrega y asegurandose de que las

condiciones de las muestras sean apropiadas.

j.Reclutamiento de pacientes y separacion por grupos

Rangos
HbA1c
R1

4.9 Pacientes Normoglicémicos

R2
5.0-5.6
® o

/H\ /!\ /i\ L, 5.;?_?(’5.4— Pacientes Pre Diabéticos
1\ ’i\ /H\ 1\1\— r!]? -
’i\ v ~ wf 6.5-7.8

CESFAM 'I'f R5 Pacientes Diabéticos
— 7.9-10

Hualqui
N ® O R6
wm >10

Figura 3-1 Esquema Resumen de la separacion de los grupos de estudio segun
rangos de Hemoglobina glicosilada y Diagnostico del paciente (Diabético, Pre
diabético y normoglicémico) Fuente: Elaboracion propia.

Se lograron reclutar 96 pacientes del Centro de Salud Familiar (CESFAM) de la
comuna Hualqui, Regién del Bio-Bio Chile. Estos Cumplieron con los requisitos
de criterios de inclusién y exclusion. Todos firmaron el consentimiento solicitado
por esta investigacion siguiendo los protocolos de buena conducta del Servicio
de Salud de Concepcion. La separaciéon de los diferentes rangos se hizo segun
los niveles de Hemoglobina glicosilada para generar 6 pools de muestras de cada

rango de HbAlc.
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Tabla 3-2 Numero de pacientes reclutados en cada Grupo y el porcentaje de
cada subdivision.

Numero |Rango HbA1C n Estado Total Porcentaje
1 <4.9 19 _ _
. EYOEEE 5 Normo glicemia 30 32%
3 5.7-6.4 18 Pre diabetes 18 18%
4 6.4-7.8 14
5 7.9-10 16 Diabetes 48 50%
6 >10 18
TOTAL 96

k. Almacenamiento de las muestras en el laboratorio

Una vez en el laboratorio, las muestras fueron centrifugadas a 1000g, por un
periodo de 15 minutos. El plasma obtenido fue separado del resto de los
elementos figurados, y posteriormente almacenado a -80°C. Los tubos de
almacenamiento se rotularon usando el mismo numero asignado al tubo de la
muestra de sangre. El equipo de laboratorio es responsable de garantizar el

adecuado almacenamiento y registro de las muestras hasta su analisis.

|. Cuantificacion

Antes de la cuantificacion, se llevé a cabo un tratamiento de pre-enriquecimiento
de muestras en rotavapor durante 12 horas. Después, se cuantificé proteinas de

las vesiculas obtenidas.
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La cuantificacion de proteinas totales se realizé utilizando el kit Protein Assay
SEC de BIO-RAD, mientras que la cuantificacion de vesiculas extracelulares se
llevé a cabo con el kit Exo ELISA-ULTRA-CD63-1 de SBI. Ambas técnicas
emplean métodos colorimétricos para la determinacion de las concentraciones

correspondientes.

Cuantificacién de proteinas:

Se empled el método de Bradford para la determinacion de proteinas totales.
Para ello, se elaboré una curva de calibracion utilizando BSA como estandar en
concentraciones conocidas. A continuacion, se agregaron 5 pL de muestra en
cada pocillo de una placa de microtitulacion. Posteriormente, se afiadieron 25 L
de reactivo A’ y 200 pL de reactivo B. Tras incubar la placa, se midié la
absorbancia en un lector de microplacas Synergy 2 (BioTek Instruments) a una
longitud de onda de 750 nm.

Para el analisis cuantitativo, se empled una curva de calibracion mediante la cual
se realizo el despeje de la ecuacion (3.2) para calcular, a través de la

absorbancia, las concentraciones correspondientes para cada grupo de estudio.

y=mx+c (3.2)

En donde
m= pendiente
x= Concentracion deseada

C = Interseccion en eje Y
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Figura 3-2 Curva de calibracion para la cuantificacion de proteinas totales.
Fuente: Elaboracion propia.

En este procedimiento se tendran dos condiciones para cada rango de VE con
RIPA, este es un detergente que permite romper la vesicula extracelular, junto
con el sonicado de las muestras, con esto se podra medir la cantidad de proteinas

dentro de la vesicula, esto es de vital importancia ya que la cuantificacion sin ripa

€S cercana a cero.

Cuantificacion de Vesiculas:

El Kit Exo-ELISA fue empleado para cuantificar las vesiculas extracelulares
mediante ELISA sandwich. En este método, se utiliz6 una placa sensibilizada con

el anticuerpo CD63, que facilito la adhesiéon de las vesiculas a la superficie de la
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placa, aumentando asi la especificidad en la cuantificacién. Esto se debe a que
las vesiculas extracelulares poseen el reconocimiento para CD63 y se unen al
anticuerpo. A diferencia de la cuantificacion de las proteinas totales, este enfoque
permitié determinar con eficacia la presencia de vesiculas extracelulares, lo cual
resulta crucial para asegurar la pureza de la muestra.

La intensidad del color desarrollado en la placa se correlacion6 directamente con
la cantidad de vesiculas presentes. Cuantas mas vesiculas habia, mayor era la
intensidad del color y, por consiguiente, mayor era la absorbancia medida a una
longitud de onda de 450 nm. Después de la adicion de las vesiculas
extracelulares y los reactivos, se afladié un anticuerpo secundario, se incubd y
se realizaron las lecturas de absorbancia en un lector de microplacas Synergy 2
(BioTek Instruments) a 450 nm. De esta manera, se obtuvo una medida
cuantitativa de las vesiculas extracelulares presentes en la muestra.

Para el andlisis cuantitativo, se utilizé una curva de calibracion, mediante la cual
se realiz6 el despeje de la ecuacion (3.3) para calcular, a través de la

absorbancia, las concentraciones correspondientes para cada grupo de estudio.

y=mx+c (3.3

En donde
m= pendiente
x= Concentracion deseada

C = Interseccion en eje Y
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Figura 3-3 Curva de calibracion para la cuantificacion de Vesiculas Extracelulares.
Fuente: Elaboracion propia.

f. Caracterizacion

a) DLS

Para determinar el tamafo de las vesiculas extracelulares, se emple6 el equipo
Zeta-sizer, reconocido por su capacidad de medir el tamafio de particulas
mediante la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS). Esta técnica se
fundamenta en la medicion del movimiento browniano de las moléculas, donde
las particulas mas grandes presentan un coeficiente de difusion mas lento. Para
ello, las muestras de EVs se diluyeron 1/10 en buffer PBS y se analizaron en el
equipo mencionado. En la figura 14 se ilustra el fundamento cientifico de la

técnica DLS.
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Lens Sample

Laser Diode

- o.." D =kT/6m R

Where:

D = Diffusion coefficient
i Detector R = Particle radius
k = Boltzmann'’s constant

T = Temperature Kelvin
(1) n= Shear viscosity of the solvent

size t
Result Autocorrelator

Figura 3-4 Funcionamiento DLS. Fuente: Elaboracion propia.

b)Fluorescencia para medir niveles de Glicosilacion

Para observar la fluorescencia de las VE se utilizara el equipo Q-bit que permite
ver la fluorescencia de particulas de forma directa como también cuantificar
proteinas ADN entre otras. Para ello se empleara una dilucion de VE en 200 pL
y una concentracion de 2x10%° de vesiculas extracelulares. Las vesiculas se

colocaron en un tubo especial para la medicion que se realizara a 470 nm

c) Citometria de flujo

En el analisis de citometria de flujo, se emplearon diversos marcadores de
membrana para medir y cuantificar las particulas en las muestras. Esta técnica
se basa en el reconocimiento de marcadores especificos y la capacidad de contar

las particulas que los portan. Para este estudio, se siguié el protocolo de
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aislamiento de exosomas humanos CD63 de INVITROGEN vy se utilizé el equipo

BD LSRFortessa™ X-20 para llevar a cabo la citometria de flujo.

En cada muestra, se afiadieron 20 pL de beads magnéticas y se realizaron
lavados repetidos con una solucion stock compuesta por PBS 1x y BSA al 0,1%.
Después, las muestras se incubaron durante 22 horas. Al dia siguiente, se
realizaron dos lavados adicionales con la solucion stock y se afiadieron los
anticuerpos especificos para CD81 y CD90. Estos anticuerpos permiten
determinar la presencia o ausencia de vesiculas extracelulares que expresen
estos marcadores. Finalmente, las muestras se sometieron a citometria de flujo
utilizando el equipo BD LSRFortessa™ X-20 y se analizaron los resultados
obtenidos.

De esta manera, se pudo evaluar la presencia de vesiculas extracelulares
con los marcadores CD81 y CD90 en las muestras mediante citometria de flujo,
lo que proporciono informacidn sobre la composicién y la cantidad de vesiculas

presentes.

2. Objetivo 2: Evaluar el efecto de las vesiculas extracelulares (VE) de pacientes
con niveles crecientes de HbA1c en la viabilidad celular. Este objetivo se realizara
en dos etapas

e Cultivar células HepG2 en placas de cultivo y dejarlas adherir.
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e Tratar las células HepG2 con diferentes concentraciones de VE obtenidos
de pacientes con diferentes niveles de HbAlc. Evaluar la viabilidad celular

a través de técnicas la técnica de sulforodamina B.

a. Cultivo de las células HepG2:

Se utilizaron células hepaticas de la linea celular HEPG2 para realizar la
evaluacion del metabolismo en distintas condiciones de concentracion de
vesiculas extracelulares (VE) provenientes de distintos rangos de HbA1C. Las
células se cultivaron en medio RPMI, suplementado con 10% de suero fetal
bovino inactivado y 1% de penicilina/estreptomicina, e incubadas a 37°C y 5% de

CO

b. Ensayo Sulforodamina B

Para realizar el ensayo de Sulforodamina B Se sembraron 20.000 células por
pocillo de ambas lineas celulares en una placa de 96 pocillos en atmosfera
himeda con un 5% de CO: durante 24 horas. Al dia siguiente, las células fueron
tratadas con concentraciones crecientes de VE: 5x1074 vesiculas/mL, 5x10"5
vesiculas/mL, 5x1076 vesiculas/mL, 5x1077 vesiculas/mL, 5x1078 vesiculas/mL
y 5x1079 vesiculas/mL. Cada concentracion se realiz6 por triplicado. Por ultimo,
la placa se dejo incubar nuevamente durante 24 horas a 37°C en atmdsfera

humeda con un 5% de CO».
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Posteriormente se elimind el medio de cultivo de la placa y se agregaron 100 pL
de acido tricloroacético (TCA) al 10% p/v para fijar las células al pocillo, las cuales
se incubaron durante 1 hora a 4°C. Luego de la incubacion, la placa se lavo cinco
veces con agua destilada y se dej6 secar a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agregaron 100 pL de Sulforodamina B al 0.057% plv,
preparada en acido acético al 1% vl/v, para tefiir las células fijadas, y se dejé
actuar durante 30 minutos. Tras finalizar el tiempo, la placa se lavé nuevamente
cinco veces con acido aceético al 1% v/v y se dejo secar a temperatura ambiente.
Después, se agregaron 200 pL de Tris base 10 mM pH 10.5, dejando la placa en
agitacion durante 30 minutos. Finalmente, se midi6 la absorbancia en el lector de

microplaca Synergy 2 (BioTek Instruments) a una longitud de onda de 510 nm.

3. Objetivo 3: Determinar el efecto de las VE de pacientes con niveles crecientes
de HbAlc en la expresion de enzimas clave de la via glucolitica en células
HepG2. Este objetivo se realizara en 6 etapas:
e Cultivar células HepG2 en placas de cultivo y dejarlas adherir.
e Tratar las células HepG2 con diferentes concentraciones de VE obtenidos
de pacientes con diferentes niveles de HbAlc.
e Extraer el ARN total de las células HepG2 tratadas y no tratadas con VE.
e Realizar una transcripcion inversa para obtener ADNc. Realizar una PCR
en tiempo real (RT-gPCR) para evaluar la expresion de las enzimas clave

de la via glucolitica (Hexoquinasa, piruvato quinasa, fosfogructoquinasa).
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e Tratar las células HepG2 con diferentes concentraciones de VE obtenidos
de pacientes con diferentes niveles de HbAlc. Incubar las células HepG2
con un medio que contenga glucosa 2NDBG.

e Medir la captacién de glucosa en las células HepG2 a través de citometria
de flujo

e Tratar las células HepG2 con diferentes concentraciones de VE obtenidos
de pacientes con diferentes niveles de HbAlc. Medir captacion de

Glucogeno a través de un kit colorimeétrico

a. RT-gPCR

Las células HepG2 se sembraran en placas de 12 pocillos a una densidad celular
de 500.000 células/pocillo y se cultivaron durante 24 horas utilizando medios de
cultivo habituales. Después de alcanzar la confluencia, las células se trataron con
5 x108 vesiculas/mL de vesiculas (obtenidas de cada rango de hemoglobina
glicosilada) durante 24 horas, en medio libre de suero. Posteriormente, se retird
el medio de cultivo celular y las células fueron lisadas con 500uL de TRIzol a
temperatura ambiente. Los experimentos se realizaron por triplicado.

El ARN total se extrajo de las células utilizando 500 pL del reactivo TRIzol
(Invitrogen) y el kit Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La reaccion de RT-gPCR se llevd a cabo en un solo paso,

utilizando el reactivo TagPart, CG de un paso (ThermoFisher) para sondas
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TagMan y el equipo Applied Biosystem 7500 FAST Real Time PCR System con
el siguiente protocolo de amplificacién: 50°C durante 15 minutos, 95°C durante 2
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 3 segundos vy
alineamiento/extension a 60°C durante 30 segundosLas sondas TagMan
predisefiadas para GLUT1 (Hs00892681 ml), GLUT 2 (Hs01096908 ml),
GLUT4 (Hs00168966_m1), ISR2 (Hs00275843_s1) y INSR (Hs00961557_m1),
HK2 (Hs00606086_m1), PFKM (Hs00737347_ml), PKM (Hs00987255 m1),
PCK1(Hs00159918 _m1), PYGM (Hs00989942_m1), GYS (Hs00157863_m1) Y
G6PC (Hs02802676_m1) se adquirieron de Applied Biosystems (Thermo Fisher
Scientific, Inc.). La cuantificacion relativa se normalizé a la expresion de RNAse
P utilizando el método 27(-AACq). Cada muestra se analizé por triplicado.

(Toledo-Ofniate, 2023).

b. Captacion de Glucosa

La captacion de glucosa en células HepG2 se evalu¢ utilizando un ensayo 2-
NBDG. Las células HepG2 se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad
celular de 2,5 x 10”5 células/pocillo y se cultivaron durante la nhoche en medios
de cultivo estandar. Una vez alcanzada la confluencia, las células se trataron con
una concentracion de 5 x 1078 vesiculas/mL obtenidas de diferentes rangos de
hemoglobina glicosilada durante 24 horas en medio libre de suero.

Posteriormente, se retird el medio de cultivo celular y se lavaron las células con
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PBS, seguido de una incubacion de 30 minutos con PBS a temperatura ambiente
(Li et al., 2022).

Para el marcaje con 2-NBDG (Invitrogen), las células se desprendieron de cada
pocillo mediante la adicién de 0.3 mL de tripsina TripLE 1X y la reaccion se detuvo
con 0.6 mL de medio completo. Luego, las células se transfirieron a tubos
eppendorf y se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos para eliminar el
sobrenadante. Posteriormente, las células se resuspendieron en 100 uL de PBS
gue contenia 2-NBDG a una concentracion final de 20 uM y se incubaron a 37°C
durante 20 minutos. La reaccion se detuvo afadiendo 800 uL de PBS frio,
seguido de una centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos. Finalmente, las
células se marcaron con L/D y se agregaron 5 uL de Beads de conteo antes de

ser leidas en el citometro BD LSR FortessaTM X-20 Cell Analyzer.

c. Almacenamiento de Glucdgeno

Las células HepG2 se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad celular
de 1 x 1076 células/pocillo y se cultivaron durante la noche utilizando medios de
cultivo habituales. Después de alcanzar la confluencia, las células se trataron con
5 x 1078 vesiculas/mL de vesiculas (obtenidas de cada rango de hemoglobina
glicosilada) durante 24 horas, en medio libre de suero. Luego, se midio la
captacion de glucégeno a través del Kit Abcam Glycogen Assay Kit 1l (ab169558)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

y=mx+c (3.4)
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En donde
m= pendiente
x= Concentracion deseada

C = Interseccion en eje Y
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Figura 3-5 Curva de calibracién para la cuantificacion de Almacenamiento de
glicégeno. Fuente: Elaboracion propia.

Para interpretar los datos, se generd0 una curva de calibracion para
cuantificar la cantidad de glucégeno. Esta curva permitié obtener el valor de "y"
de la ecuacion (3.4). Posteriormente, este valor se introdujo en la ecuacion
mencionada en el protocolo (3.5) para calcular la cantidad total de glucégeno.
Esta cantidad se dividié por el nimero de células utilizadas en el experimento

para obtener una medida precisa de la concentracion de glucégeno

Concentracion de glicbgeno (C) = g x Factor de dilusion (3.5)
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En donde:
B = Glicdégeno obtenido desde la curva de calibrado (ug)

V = Volumen final utilizado en el pocillo (uL)

Objetivo 4: Evaluar los efectos de las vesiculas extracelulares (VE) en la
disfuncion metabdlica de las células HepG2 a través de un analisis estadistico
completo de los datos clinicos y experimentales. Este objetivo se realizara en 3
etapas:

e Recopilacion de datos clinicos de los pacientes participantes en el estudio,
incluyendo niveles de HbAlc y otros parametros relevantes para la
diabetes mellitus.

e Organizacion de los datos experimentales resultante de los efectos de las
VE de distintos rangos de HbAlc sobre células HEPG2.

e Realizacion de analisis estadistico de los datos clinicos utilizando técnicas

como Analisis de Componentes Principales (PCA), dendrogramas y

analisis de jerarquia para identificar patrones y relaciones entre variables.

a. Andlisis de Componentes principales

Se realizé un analisis integral de datos que combiné informacion clinica de
pacientes. El objetivo primordial de este estudio fue investigar posibles
variaciones en estos procesos metabdlicos entre las distintas condiciones
crecientes de HbAlc, buscando identificar patrones y relaciones significativas

gue pudieran contribuir a una comprension mas profunda de las alteraciones

62



metabdlicas asociadas con la Diabetes Mellitus Tipo Il. Para abordar esta
complejidad de datos, se implementé un analisis de componentes principales
(PCA), una herramienta estadistica avanzada que permitié identificar las
principales fuentes de variabilidad en nuestro conjunto de datos. Este enfoque
analitico nos brind6 una vision integral, facilitando la identificacion de patrones
subyacentes y destacando las variables clave que podrian haber contribuido a
las diferencias observadas entre los grupos diabéticos y no diabéticos.

Se consideraron las diferencias de p<0.05 como estadisticamente
significativas. Se utilizo el programa estadistico PRISM para realizar los analisis
e interpretacion de resultados. Se compararon los resultados obtenidos con los
VE de pacientes con diferentes niveles de HbAlc para determinar si habia una
relacion dosis-respuesta entre los niveles de HbAlc y el nimero de VE, la
expresion de enzimas claves de glicolisis y la captacion de glucosa en las células

HepG2.
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Analisis estadistico

En este proyecto, se consideraron seis grupos de estudio, cada uno
compuesto por 20 participantes, clasificados segun sus niveles de hemoglobina
glicosilada. El analisis estadistico y la generacién de graficos se llevaron a cabo
utilizando el software GraphPad Prism 9®. Se examinaron las variables continuas
de cada grupo mediante las pruebas de normalidad de D’Agostino-Pearson y
Shapiro-Wilk, segun la cantidad de muestras. Los datos con distribucién normal
se expresaron como media + desviacion estandar (D.E) y se compararon
utilizando la prueba t de Student paramétrica. Para los datos sin distribucion
normal, se presentaron con mediana y Rango Intercuartilico (RIC) y se analizaron

con la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.

Para el analisis de variables con dos o mas grupos, se aplicaron las
pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis, segun la distribucion de los datos. Las
variables categoricas se expresaron como porcentaje (%) del total de datos. La
reduccion de dimensionalidad se llevdo a cabo mediante el analisis de
componentes principales (PCA) utilizando los parametros de glucosa en sangre,
hemoglobina glicosilada y perfil lipidico. Esto permitié agrupar caracteristicas

afines para una comprensién mas sencilla.

La visualizacién de resultados se realizé con el método UMAP (Uniform

Manifold Approximation and Project) para obtener representaciones no lineales
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en dimensiones reducidas, preservando las distancias entre puntos y vecinos. La
interpretacion de resultados se centro en la relacidn entre estos pardmetros y su
impacto en el metabolismo glucidico. Se establecio un nivel de confianza del 95%
para todas las pruebas estadisticas realizadas en este estudio. Para determinar
si los datos presentaban diferencias estadisticamente significativas, se utilizé un
valor de p < 0.05. Esto significé que si el valor de p calculado en las pruebas
estadisticas fue menor que 0.05, se consider6 que existia una diferencia

significativa entre los grupos comparados
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4. RESULTADOS

4.1 Objetivo 1. Caracterizar las vesiculas extracelulares (VE) de pacientes

con niveles crecientes de HbAlc.

a. Cuantificacion de Proteinas Totales v Vesiculas Extracelulares

Se caracterizaron las vesiculas extracelulares (VE) obtenidas de pacientes
con niveles variables de HbAlc. Tras el aislamiento de las VE, la primera etapa
de su caracterizacion implico la cuantificacion de proteinas totales presentes en
las mismas. Para ello, las VE se lisaron y luego se cuantificaron. Los resultados
obtenidos revelaron disparidades significativas en la concentracion de proteinas
totales de las VE, sin exhibir un patron claro de concentracion relacionado con

los niveles de HbAlc (figura 4-1).

Cuantificacion de Proteinas totales
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Figura 4-1 Cuantificacion de proteinas/mL mediante kit DC Total Protein de Bio-
Rad. Representacion de datos en grafico de barras mean with SEM de proteinas
con RIPA Representacion de datos en gréfico de barras mean with SEM de
proteinas con RIPA. Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p 0.005y
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(***) p < 0.0001. Fuente: Elaboracion propia

Namero de Vesiculas Extracelulares en plasma sanguineo
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Figura 4-2 Cuantificacion de vesiculas extracelulares pequefias/ mL mediante
kit ExoElisa-ULTRA CD63 de System Biosciences A) Representacion de datos
en grafico de barras mean with SEM. Realizado por triplicado(*) p 0.05 (**) p 0.01,
(***) p 0.005 y (***) p < 0.0001Fuente: Elaboracion propia.

En una segunda fase del estudio, se procedio a cuantificar el nUmero de
vesiculas extracelulares (VE) en los seis rangos de HbAlc utilizando la técnica
de ELISA con el marcador especifico CD63 Figura 4-2 ¢?? La figura debe ir
despues. Los resultados revelan una relacién inversa entre el numero de
vesiculas extracelulares y los niveles de HbAlc. Se observa una disminucion
significativa en la cantidad de vesiculas a medida que aumenta el rango de
HbAlc, con una concentracion mayor en los rangos normoglicémicos en
comparacién con los rangos pre-diabéticos y diabéticos. Se encontraron

diferencias estadisticamente significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01) al comparar
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los rangos mas bajos de HbAlc con los rangos mas altos, lo que indica una

relacion directa entre la concentracion de vesiculas y los niveles de HbAlc.

b. Caracterizacion de vesiculas extracelulares a través de Citometria de Flujo vy
Dynamic light Scattering (DLS)

Caracterizacién de marcadores de superficie de las vesiculas extracelulares

(VE):

Para la caracterizacion de marcadores de superficie clasicos de las vesiculas
extracelulares (VE), se empled citometria de flujo utilizando beads de captura
CD63. Se analizo la expresion de los marcadores CD81 y CD9 en los seis rangos
de HbAlc. En cuanto al marcador CD81, se observé una presencia del 91,4%,
91,8%, 93,7%, 94,5%, 93,8% y 95,2% en los rangos 1 al 6 de HbAlc,
respectivamente. En contraste, la expresion del marcador CD9 no super6 el
0,08% en ninguno de los rangos de HbA1c analizados. Se destaca que, al utilizar
beads de captura CD63, las vesiculas extracelulares presentaron marcadores

CD81/CD63+ en todos los rangos de HbAlc (figura 4-3).
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Figura 4-3 Caracterizacion de marcadores de vesiculas extracelulares
pequefias mediante citometria de flujo A) Dot plot control B) Dot plot vesiculas
extracelulares HbAlc <4.9 C) Dot plot vesiculas extracelulares HbAlc 5.0-5.6 D)
Dot plot vesiculas extracelulares HbAlc 5.7-6.4 E) Dot plot vesiculas
extracelulares HbAlc 6.5-7.8 F) Dot plot vesiculas extracelulares HbAlc 7.9-10
G) Dot plot vesiculas extracelulares >10 Fuente: Elaboracion propia.

c. Caracterizacion del Tamano de las vesiculas extracelulares (VE)

El anadlisis del tamafo de las vesiculas extracelulares (VE) mediante DLS
indica que el tamafio medio de las vesiculas obtenidas de rangos crecientes de
HbAlc coincide con el tamafio esperado para VE pequefas. Sin embargo, para
el rango 6, correspondiente al nivel mas alto de HbAlc (mayor al 10% de HbAlc),
se observa un incremento en el tamafio de las vesiculas, asi como una mayor
dispersion de tamafo. Al graficar los tamafios medios de las vesiculas respecto
a los rangos de HbAlc, se observa un aumento proporcional del tamafio

promedio de las VE conforme aumenta el porcentaje de HbAlc (figura 4-4 y 4-5).

Ademas, al analizar la glicosilacion de las VE mediante la determinacién

de fluorescencia, los resultados indican un aumento en la glicosilacion de las VE
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a medida que aumenta el porcentaje de HbAlc hasta el rango 5. Sin embargo,

en el rango 6 se observa una reduccién en la fluorescencia, alcanzando un nivel

similar al observado en el rango mas bajo de HbAlc (figura 4-6).
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Figura 4-4 Caracterizacion de tamafo de vesiculas extracelulares pequefas

utilizando z-sizer A) Representacion de datos en grafico por Z-Sizer. Fuente:
Elaboracion propia.
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Figura 4-5 Caracterizacion de vesiculas extracelulares pequefias por tamafo
mediante Dynamic Light Scattering utilizando Z-Sizer. Graficado en grafico de
barras. Las barras de error indican SEM. Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p
0.01, (***) p 0.005 y (****) p < 0.0001. Fuente: Elaboracion Propia.
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Figura 4-6 Nivel de fluorescencia de las Vesiculas extracelulares pequefias a
través de Q-bit a 470 nm. Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p
0.005y (****) p < 0.0001. Fuente: Elaboracién Propia.
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4.2 Evaluar el efecto de las vesiculas extracelulares (VE) de pacientes con

niveles crecientes de HbA1lc en la viabilidad celular.

a. Ensayo de Viabilidad células HEPG?2

Se evalu6 la viabilidad de las células HEPG2 tratadas con vesiculas
extracelulares (VE) mediante el ensayo de Sulforodamina B. Las células fueron
incubadas con diferentes concentraciones de vesiculas extracelulares durante 24
horas en medio sin suero. Como se aprecia en la imagen, a pesar del incremento
en la concentracion de VE, no se observo una diferencia significativa en la
viabilidad celular en ninguno de los rangos. Se registré una supervivencia celular
superior al 99% en todos los casos (figura 4-7) no debe llevar titulo la figura, basta

con el titulo y descripcion a pie de figura.
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Figura 4-7 Ensayo de viabilidad de celular Sulforodamina B. Porcentaje de
Sobrevivencia de células HEPG2 tratadas con vesiculas extracelulares
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provenientes de pacientes con diferentes rangos de HbA1C. Grafico mean +
SEM. El experimento fue realizado por triplicado. Elaboracion propia.

4.3 Determinar el efecto de las VE de pacientes con niveles crecientes de HbAlc

en la expresion de enzimas clave de la via glucolitica en células HepG2.

a. Expresion de enzimas, transportadores v sustratos de las vias metabdlicas
relacionadas a la glucosa a través de RT-gPCR

Para analizar el efecto de la expresidn génica en las vias relacionadas con
la glucosa, las células HEPG-2 se incubaron con 5x108 de cada rango de HbA1lc.
Se evaluo el nivel de expresion de ARNm de proteinas clave involucradas en el
metabolismo de la glicdlisis, gluconeogénesis y glucogendlisis, incluyendo el
transportador de glucosa 1 (GLUT-1), transportador de glucosa 2 (GLUT-2),
transportador de glucosa 4 (GLUT-4), Hexoquinasa 2 (HKII), piruvato quinasa M
(PKM), fosfofructoquinasa plaquetaria (PKFP), glicogeno sintetasa 1 (GYS1),
glicégeno fosforilasa M (PYGM), fosfopiruvato carboxiquinasa (PCK1), glucosa-
6-fosfato fosforilasa (G6PC), receptor de insulina (INSR) y sustrato de insulina 2

(IRS2).

a.1 Evaluacion de la expresion de mRNA de proteinas claves de la glucogenogenesis y
glucogenolisis.

Los resultados indican que no hubo cambios significativos en la expresion
de mRNA de GYS1 en los rangos de HbAlc 1, 2, 4 y 5 en comparacion con el

control (células no tratadas con VE). Sin embargo, se observo una reduccién

drastica en la expresion de este mensajero en el rango 3 (pre-diabético), mientras
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gue en el rango 6 se observo un incremento en comparacion con el control (figura
4-8 A).

En cuanto a la expresion del mRNA de PYGM, no se observaron cambios
cuando las células HEPG2 se expusieron a VE de los rangos de HbAlc 1, 2, 4,
5y 6. Sin embargo, se observé una drastica disminucion de este mRNA en el

rango 3 (figura 4-8 B).
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Figura 4-8 Expresion de ARNm de GYS Y PYGM en HEPG-2 tratadas con
vesiculas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de
HbAL1C. A) Expresion de ARNm de GYS. B) Expresion de ARNm de PYGM.
Graficos de barras Mean + SEM. Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01,
(***) p 0.005 y (***) p < 0.0001. Fuente: Elaboracién propia.

a.2 Evaluacion de la expresion de mRNA de proteinas claves en gluconeogenesis.
Para evaluar el efecto de las vesiculas extracelulares (VE) de diferentes

rangos de HbA1c en la expresion del mMRNA de las proteinas PCK1 y G6PC en

células HEPG2, se realiz6 la cuantificacibn mediante PCR en tiempo real. Los
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resultados muestran una disminucion en la expresion de PCK1 en los rangos 1,
4y 5, con un perfil de disminucion similar. Sin embargo, se observa una drastica
disminucion del mRNA de PCKL1 en el rango 3, aproximadamente tres veces
menor en comparacion con el control (no tratado con VE). En cuanto a la
expresion de mRNA de G6PC, se observa un patron de comportamiento similar

al observado para PCK1. (Figura 4-9)
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Figura 4-9 Expresion de ARNm de PCK1 Y G6PC en HEPG-2 tratadas con
vesiculas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de
HbAL1C. A) Expresion de ARNm de PCK1. B) Expresion de ARNm de G6PC.
Graficos de barras Mean + SEM. Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01,
(***) p 0.005 y (****) p < 0.0001. Fuente: Elaboracién propia.

a.3 Evaluacion de la expresion de mRNA de proteinas claves en la captacidn de glucosa y en la
glicolisis.
Para evaluar el efecto de las VE de los 6 rangos de HbAlc en las células

HEPG2 expuestas a estas vesiculas, se cuantificé la expresion de los mRNA para
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GLUTL1 el transportador basal de glucosa expresado en todas las células del
organismo. GLUT2 el transportador mayormente expresado en tejido y células
hepéticas y GLUT4 el transportador que responde a la sefializacién de insulina.
Cuando se midi6 la expresion del mRNA de los transportadores de glucosa
GLUT1, GLUT2 y GLUT4, se encontr6 que GLUT4 no cambié su nivel de
expresion en comparacion con el control en los rangos de HbAlc 1, 2, 4,5y 6.
Sin embargo, se observo una drastica disminucion de este mRNA en el rango 3.
En cuanto a GLUTZ2, se observo un incremento en la expresion del mRNA en los
rangos de HbAlc 2, 4 y 6, y una reduccion en los rangos 3 y 5. Por otro lado,
para GLUT1 se observo una reduccion en su expresion en comparacion con el
control en los rangos 1, 3 y 5. Sin cambios significativos, comparados con el

control en los rangos 2, 4 y 6 (Figura 4-10).
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Figura 4-10 Expresiéon de ARNm de GLUT-4Y GLUT-2 en HEPG-2 tratadas con
vesiculas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de
HbALC. A) Expresion de ARNm de GLUT-4. B) Expresiéon de ARNm de GLUT-2.
C) Expresion de ARNm de GLUT-1. Gréficos de barras Mean + SEM. Realizado
por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p 0.005 y (****) p < 0.0001. Fuente:
Elaboracion propia.
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Posteriormente, se evalué la expresion de mRNA de tres enzimas
regulatorias de la glicolisis en células HEPG2 expuestas a vesiculas
extracelulares (VE) de rangos crecientes de HbAlc del 1 al 6.

Para las enzimas HKIl, PKF y PKM, se observaron diferentes patrones de
expresion en respuesta a los diferentes rangos de HbAlc. La expresion de HKII
mostré niveles estables en comparacién con el control en los rangos 1, 4y 6,
pero hubo un aumento en los rangos 2 y 5. Sin embargo, se observé una
disminucién drastica de la expresion en el rango 3. En el caso de PKF, no se
observaron cambios significativos con respecto al control en los rangos 1, 2,5y
6, pero se registré una disminucién en los rangos 3, con una drastica disminucién
en el rango 3. Por ultimo, para PKM, no se observaron cambios en los niveles de
expresion en los rangos de HbAlc 1, 2, 4, 5y 6, pero se observo una disminucion

drastica en el mRNA en el rango 3 en comparacion con el control (figura 4-11).
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Figura 4-11 Expresiéon de ARNm de PKF Y PKM en HEPG-2 tratadas con
vesiculas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de
HbAL1C. A) Expresiéon de ARNm de HKII. B) Expresion de ARNm de PKF. C)
Expresion de ARNm de PKM. Gréficos de barras Mean + SEM. Realizado por

triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p 0.005 y (****) p < 0.0001 Fuente: Elaboracién
propia.
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a.4 Evaluacion de la expresion de mRNA del receptor de insulina y del sustrato del receptor de
insulina.

Para evaluar el efecto de las VE de los 6 rangos de HbAlc en las células
HEPG2 en la expresion de mRNA del receptor de insulina y el sustrato para
receptor de insulina a través de RT-gPCR. En el caso de INSR no existen
cambios con respecto al control para el rango 4 y 6 mientras que existe un
aumento en la expresion para el Rango 2. Por otro lado, existe una disminucién
en la expresion para los rangos 1, 3y 5, viendose una diferencia mas drastica en
el rango 3 (Figura 4-12 A). En el caso de IRS 2 se observa una disminucion de la
expresion para los rangos 1 y 4 mientras que un aumento de la expresion de los
rangos 2, 3, 5y 6, en el caso del rango 5 el aumento es mucho mayor al resto de

los rangos (Figura 4-12 B).
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Figura 4-12 Expresion de ARNm de INSR Y IRS-2 en HEPG-2 tratadas con
vesiculas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de
HbAL1C. A) Expresion de ARNm de INSR. B) Expresion de ARNm de IRS-2.
Graficos de barras Mean + SEM. Experimento Realizado por triplicado (*) p 0.05
(**) p 0.01, (***) p 0.005 y (****) p < 0.0001. Fuente: Elaboracién propia.
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b. Captacion de glucosa 2-NBDG a través de Citometria de Flujo.

Para analizar los efectos de las vesiculas extracelulares en captacién de glucosa
2-NBDG, las células HEPG2 se incubaron con una concentracion de 5x108
vesiculas/mL de cada una de las condiciones por 24 horas sin suero. Luego se
evaluo el porcentaje de captacidén de glucosa 2-NBDG a través de citometria de
flujo. Los resultados de Captacion de glucosa 2-NBDG (figura 4-13) muestran
cambios significativos al comparar el control versus el rango 3 en donde se
observa una reduccion del 40% en el porcentaje de captacion de glucosa 2-
NBDG, tendencia que se mantiene en los rangos 4,5 y 6.

Captacion de 2NBDG
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Figura 4-13 Captacion de glucosa 2NBDG a través de citometria de flujo. A)
Porcentaje de captacién de glucosa 2NBDG en células HEPG2 tratadas con
vesiculas extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de
HbA1C. Realizado en triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p 0.005 y (****) p <
0.0001. Fuente: Elaboracion propia
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c. Almacenamiento de Glicbgeno

Para investigar los efectos de las vesiculas extracelulares en el almacenamiento
de glicdégeno, se llevaron a cabo experimentos utilizando células HEPG2. Estas
células fueron incubadas con una concentracion de 5x1078 vesiculas/mL
correspondientes a cada uno de los diferentes rangos de HbAlc durante 24 horas
en un medio sin suero. Posteriormente, se utilizdé una técnica colorimétrica para

medir el almacenamiento de glicégeno en las células.

Los resultados obtenidos de la medicion del almacenamiento de glicbgeno, como
se muestra en la figura 4-14 revelan que en los rangos 1 y 2, asociados con
niveles normales de HbAlc, no se observaron cambios significativos en el
almacenamiento de glucégeno en comparacion con el grupo control, que
consistia en células no tratadas con vesiculas extracelulares (VE). Sin embargo,
en el rango 3, caracterizado por un estado prediabético, se observd una
disminucién en el almacenamiento de glucégeno, fendmeno que también se
observo en los rangos 4 y 6. Sin embargo, en el rango 6, el nivel de

almacenamiento de glucégeno fue similar al observado en el grupo control.
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Almacenamiento De Glicégeno
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Figura 4-14 Almacenamiento de Glicégeno en células. Acumulacion de
glicbgeno en pg por numero de células HEPG2 tratadas con vesiculas
extracelulares provenientes de pacientes con diferentes rangos de HbALC.
Realizado por triplicado (*) p 0.05 (**) p 0.01, (***) p 0.005 y (****) p < 0.0001.
Fuente: Elaboracion Propia

4.4 Evaluar los efectos de las vesiculas extracelulares (VE) en la disfuncion
metabdlica de las células HepG2 a través de un analisis estadistico completo de

los datos clinicos y experimentales.
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a. Andlisis de datos clinicos

Segun los datos clinicos recopilados de los pacientes reclutados, se procedio a
caracterizar cada grupo de estudio. Los datos recopilados se organizaron en una
tabla que incluyd parametros clinicos relacionados con el control de la glucosa,
como la glicemia y la hemoglobina glicosilada (HbA1c), asi como parametros del
perfil lipidico, como el colesterol total, el colesterol LDL, el colesterol HDL, el
colesterol VLDL y los triglicéridos (TG), para cada conjunto de datos de pacientes
obtenido (Tabla 4-1).

En el caso de los pacientes con niveles de triglicéridos superiores a 400, dado
gue no es posible calcular el colesterol LDL de acuerdo con el protocolo
establecido, se realizé un ajuste necesario para mantener la homogeneidad de
los datos y permitir un analisis mas preciso mediante el estudio de Andlisis de
Componentes Principales (PCA).

Los resultados que se muestran en la tabla estan ordenados de forma resumida
mostrando un promedio de los resultados obtenidos junto con la desviacion
estandar de cada uno de ellos, junto ademas del P-value, sacado del método
ANOVA de cada uno de los parametros estudiados.

Los datos se analizaron mediante un Andlisis de Componentes Principales
(PCA), un método estadistico utilizado para reducir la dimensionalidad de los
datos que se trabaja, para simplificar el nUmero de variables o predictores de la

base de datos proporcionada por cada grupo.
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Tabla 4-1 Resumen de los resultados obtenidos por rango de cada uno de los
parametros clinicos relacionados a glicemia y perfil lipidico

Rango | Rango | Rango 3 | Rango | Rango | Rango p-
1 2 4 5 6 value
Hb1Ac (%) 4.6+ 54+ | 6.0+0.22 7.0+ 8.8+ | 12.1+ < 0.0001
0.25 0.17 0.25 0.63 | 1.32

Glicemia 103+10 | 110+25| 124+17 | 144+42| 189+44 289 + | <0.0001

(mg/dL) 107

Colesterol 181+43 | 169+46| 183+55| 175+45| 186+38 | 193+51 0.779

Total

(mg/dL)

Colesterol 99+32| 92+35| 104+39| 95+35| 118+68 | 114+63 0.595

LDL (mg/dL)

Colesterol 45+12 50 + 6 46+9 | 49+17| 49+12| 47+11 0.848

HDL (mg/dL)

Colesterol 32+19| 27+12 35+21| 32+22| 44+27| 43+25 0.240

VLDL

(mg/dL)

Triglicéridos | 162+ 95| 134+61 | 169+ 109 161 + 217 + 212 + 0.251
111 138 125

(mg/dL)

El analisis de componentes principales (PCA) se representa graficamente en la
figura 4-15, donde se muestran los datos agrupados en las dos primeras
dimensiones y su nivel de relevancia. Cada rango de HbAlc se asigna a un color
especifico: el rango 1 (<4.9) se representa en celeste, el rango 2 (5.0-5.6) en
amarillo, el rango 3 (5.7-6.4) en naranja, el rango 4 (6.5-7.8) en rosado, el rango

5 (7.9-10) en verde y el rango 6 (>10) en violeta.

Cada grupo de datos se visualiza mediante un simbolo que representa la posicion

de los datos individuales y una elipse que indica la varianza o dispersiéon del

grupo. Ademas, el simbolo de mayor tamafio denota el valor central de los datos
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dentro del grupo. Aunque no existe una separacién total entre los grupos, se
pueden identificar tres grupos principales: normoglicémicos (rangos 1y 2), pre-
diabéticos (rango 3) y diabéticos (rangos 4, 5 y 6). Los grupos muestran una
varianza similar entre si, excepto el grupo 6, que presenta una mayor varianza

en los datos.
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Figura 4-15 Score plot de valores individuales obtenidos de cada rango. Gréfica
de elaboracién propia
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La figura 4-16 presenta un grafico que ilustra el comportamiento y la relevancia
de las variables estudiadas en las dos primeras dimensiones. La distribucién del
color en el gréafico se basa en el resultado de Cos2 obtenido para cada variable.
Cuanto mayor sea el valor de Cos2, mayor sera la relevancia de la variable dentro
del plano. Las variables que se encuentran méas cerca del borde del circulo
representado se consideran mejor representadas en el conjunto de los

componentes.

Las variables que aparecen juntas en una misma direccion se denominan
variables complementarias, ya que estan relacionadas entre si. Aquellas
variables que se encuentran mas cerca del centro del grafico no son tan bien
representadas por estos componentes dimensionales. Por ejemplo, el indice de
riesgo (IR) tiene una mayor representacion a través de otra dimension del analisis

de componentes principales.

Por otro lado, las variables mejor representadas por estos componentes son
HbAlc y glicemia. Estas variables son complementarias, ya que estan cerca una

de la otra y tienen la misma direccién en el grafico. Ademas, muestran una
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influencia positiva en la Dimensién 1 (DIM1) y una influencia negativa en la
Dimensién 2 (DIM2).

Esto quiere decir que, HbAlc y glicemia varian de manera similar en los datos
analizados. En otras palabras, cuando los valores de HbAlc aumentan, también
tiende a aumentar la glicemia, y viceversa. Ademas, al tener una influencia
positiva en DIM1, contribuyen en gran medida a explicar la variabilidad observada

en el conjunto de datos.

Por otro lado, al tener una influencia negativa en la Dimension 2 (DIM2), indica
gue la relacion entre HbAlc y glicemia es inversa en relacion con otras variables
del conjunto de datos cuando se considera esta dimension. Esto significa que
cuando HbA1c y glicemia aumentan, otras variables relacionadas pueden tender

a disminuir, y viceversa.

Las variables relacionadas con el perfil lipidico (colesterol total, colesterol LDL,
colesterol VLDL, triglicéridos) estan representadas en igual medida en el gréafico.
Tienen valores de Cos2 entre 0.4 y 0.6, lo que indica una buena representacién

en los componentes. Esto significa que, aunque contribuyen a la explicacion de
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la variabilidad en los datos, su relacion con las dimensiones DIM1 y DIM2 no es

tan pronunciada como la de HbAlc y glicemia.

Estas variables también son complementarias entre si y muestran una influencia
positiva en ambas dimensiones. Esto indica que estas variables estan asociadas
de manera similar en los datos y pueden contribuir conjuntamente a explicar la
variabilidad observada en el conjunto de datos. Es decir, cuando los niveles de
colesterol total (Contreras et al.), colesterol LDL (LDL), colesterol VLDL (VLDL) y
triglicéridos (TG) aumentan, otras variables también pueden aumentar, y

viceversa.

En resumen, estos resultados sugieren una asociacion entre HbAlc, glucemia y

perfil lipidico, lo que podria indicar interrelacion entre el control glucémico y los

niveles de lipidos en sangre en la poblacion estudiada.
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Figura 4-16 Grafico de loadings de las variables en los planos 1-2 . Elaboracién
propia

Los dendrogramas, representados en la Figura 4-17 ordenan los resultados
segun las caracteristicas individuales sin incluir la variable de grupo. Cada

observacion individual se representa como una "Hoja". A medida que se asciende
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en la estructura del dendrograma, las hojas se fusionan a través de nodos que
representan las observaciones con similitudes entre si. Los nodos se fusionan
con otros nodos cuando comparten similitudes, lo que conduce a una separacion
final por grupos. La altura de las uniones de los nodos indica la distancia entre
los datos individuales y como se relacionan entre los diferentes grupos creados

a partir del nodo.

Esta reorganizacion de los datos se realiza de manera no dirigida, lo que permite
ordenar los datos en comparacion con el estudio original. En este caso, el
dendrograma clasifica los datos individuales de los parametros de los pacientes
en tres grupos principales, identificados por colores azul, amarillo y gris. Esta
separacion no esta relacionada con los grupos de rangos utilizados para los
ensayos funcionales, sino que genera una nueva forma de agrupacion

considerando Unicamente los parametros clinicos.

A pesar de esto, en el grupo de datos en azul se encuentran principalmente
pacientes pertenecientes a los rangos normoglicémicos y pre-diabéticos (Rangos
1 a 3), mientras que los pacientes en el grupo de datos en gris se encuentran
principalmente en los rangos diabéticos (Rangos 4 a 6). Esto sugiere una
asociacion entre las caracteristicas clinicas de los pacientes y su agrupacion en
el dendrograma, lo que podria tener implicaciones importantes para la

comprension de la variabilidad en la respuesta a las variables clinicas evaluadas,
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lo que podria indicar patrones o subgrupos clinicos dentro de la poblacion

estudiada.

Cluster Dendrogram

Height

Figura 4-17 Dendrograma ordenado en cluster de la informacion individual de
los pacientes. Gréfica de elaboracion propia.

b. Andlisis estadisticos de datos de Ensayos Funcionales

Para tener una mejor comprension de los ensayos funcionales realizados en
células HEPGZ2, se realizé un andlisis de componentes principales en base a la
informacion obtenida, se realizé una caracterizacion para cada uno de los grupos

de estudio.
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Los datos obtenidos se organizaron en una tabla que es la que se muestra

a continuacion (tabla 4-2) en donde se incluyen ensayos como la Captacién de

2NBDG (2NBDG), el almacenamiento de Glicogeno (GC), la cuantificacion de

vesiculas extracelulares (CV), los niveles de expresion de ARNm de proteinas

clave del metabolismo glucidico, tales como el transportador de glucosa 1 (GLUT-

1), transportador de glucosa 2 (GLUT-2), transportador de glucosa 4 (GLUT-4)

Hexoquinasa 2 (HKIl), piruvato quinasa M (PKM), fosfofructoquinasa plaquetaria

(PKFP),

Glicégeno sintetasa 1 (GYS), Glicogeno Fosforilasa M (PYGM),

Fosfopiruvato carboquinasa (PCK1), Glucosa-6-Fosfato Fosforilasa (G6PC),

Receptor de Insulina (INSR) e Sustrato de insulina 2 (IRS2).

Tabla 4-2 Resumen de los resultados obtenidos por rango de cada uno de los
ensayos funcionales.

Rango 1 | Rango 2 | Rango 3 | Rango 4 | Rango 5 | Rango P-
6 value
ZI\(IOB/OE))G 95.13+12.4 | 97.76 +8.04 55.39+0.1 | 62.63+10.5 | 48.26 +10.8 59.95+1.2 | <0.0001
GC
@ 1.04.E-07 1.05.E-07 6.68.E-08 8.67.E-08 7.43.E-08 1.31.E-07 | <0.0001
(ug/Ne°cel)
cv 4.92.E+10 4.74.E+10 4.12.E+10 4.17.E+10 4.13.E+10 3.37.E+10 0.00687
(Ves/mL)
GYS
(|092) -0.15+0.17 | 0.29+0.091 -1.87 £0.19 -0.41 £0.16 0.19+0.13 | -0.01 +£0.16 | <0.0001
PYGM -0.34£0.19 0.06 £ 0.18 -2.09+0.23 0.07+0.14 -0.25 £ 0.09 0.02+0.2 | <0.0001
(log2)
G(II(')LQJ;-):L -0.46 £0.15 0.16 £ 0.07 -2.30£0.08 -0.48 £0.37 -0.56 £0.21 | -0.12+0.08 | <0.0001
(3'(_)3;-)2 -0.07 £0.05 | 0.37+0.034 -1.20+£0.05 0.31+ 0.02 | -0.47+0.031 0.17 £0.05 | < 0.0001
GLUT4 0.07+0.14 0.41+0.09 -2.02 £0.06 0.16 £0.07 | 0.04+0.234 0.30+0.19 | <0.0001
(log2)
(Egg) 0.31+0.256 | 1.58 +0.066 -1.61+0.11 0.25+0.19 0.64+0.27 | 0.53+0.084 | <0.0001
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(:::;;) -0.35+0.06 | 0.16+0.166 | -2.28+0.14 | -044+0.07 | -0.22+0.09 | 0.25+0.04 | <0.0001
(II::)}SI\Z/I) -0.04 +0.03 0.35+0.07 | -2.34+0.06 0.20+0.14 | -0.03+0.18 0.13+0.09 | <0.0001
PCK1 -0.65+0.35 0.16+0.11 | -2.52+0.27 | -044+0.22 | -0.37+0.08 | -0.53+£0.15 | <0.0001
(log2)

((?06;2(): 0.99+0.356 | 0.26+0.047 | -240+0.34 -0.60+0.31 | -0.29+0.07 | -0.18+0.19 | < 0.0001
INSR -1.00 +0.08 0.28+0.02 | -222+0.04 | -0.30+0.04 | -0.77+0.06 | -0.02+0.05 | <0.0001
(log2)

(IIESZZ) -0.57+0.14 0.39+0.12 1.32+0.11 | -0.43+0.05 1.50+0.23 | 0.56+0.04 | <0.0001

Los resultados que se muestran en la tabla estan ordenados de forma resumida
mostrando un promedio de los resultados obtenidos junto con la desviacion
estandar de cada uno de ellos, junto ademas del P-value, sacado del método

ANOVA de cada uno de los parametros estudiados

El analisis de componentes principales (PCA) se representa graficamente en la
figura 4-18, donde se muestran los datos agrupados en las dos primeras
dimensiones y su nivel de relevancia. Cada rango de HbAlc se asigna a un color
especifico: el rango 1 (<4.9) se representa en celeste, el rango 2 (5.0-5.6) en
amarillo, el rango 3 (5.7-6.4) en naranja, el rango 4 (6.5-7.8) en rosado, el rango
5 (7.9-10) en verde y el rango 6 (>10) en violeta. Cada grupo tiene un simbolo
gue en el conjunto representa la posicion de los datos individuales y una elipse
gue representa la varianza o dispersion del grupo de datos.

El analisis de componentes principales (PCA) reveld la distribucién de los

diferentes rangos de HbAlc en un plano bidimensional. Los resultados sugieren
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una asociacion entre los perfiles metabdlicos (como la captacion de glucosa,
almacenamiento de glicogeno, niveles de expresion de ARNm de proteinas
relacionadas con el metabolismo glucidico, etc.) y los niveles de HbAlc. Cada
rango ocupa una posicidn Unica en el espacio de dos dimensiones, lo que indica
una separacion significativa entre los grupos. Ademas, se puede observar que
los rangos 1y 2, se encuentran hacia la izquierda del PCA, lo que podria indicar
perfiles metabdlicos asociados con niveles normales o saludables de HbAlc.
Los rangos 5 y 6: Estan hacia la derecha, lo que puede reflejar alteraciones
metabolicas mas pronunciadas, comunes en individuos con HbAlc alto.

El rango 4, aparece en el centro respecto a la primera dimension, pero tiene
valores altos en la segunda, lo que podria indicar un perfil metabdlico intermedio
o0 mixto. Finalmente, el rango 3, esta mas disperso, lo que sugiere que estos
individuos, que estan en el rango prediabético, pueden tener una variabilidad

metabdlica significativa.
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Figura 4-18 Score plot de valores individuales obtenidos de cada rango. Grafica
de elaboracién propia.

En la figura 4-19 se muestra la grafica de loadings, ofrece una vista de las
contribuciones de las variables individuales a las dos componentes principales.
Nos muestra como se relacionan los pardmetros metabdlicos entre si y con los

componentes principales.

Con base en la informacion proporcionada, el analisis de los resultados del PCA

revela varias relaciones entre las variables estudiadas. La Dimensién 1 (Diml) y
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Dimensién 2 (Dim2) representan las dos componentes principales del andlisis de
componentes principales (PCA). Diml explica el 67.8% de la varianza total,
mientras que Dim2 explica el 17.6%, lo que significa que juntas capturan el 85.4%
de la variabilidad total en los datos. Las variables que estan mas alineadas con
Dim1, como GLUT4, GYS1, PYGM, INSR, PKF, PKMy CAG, muestran la mayor
variacion a lo largo de esta dimensién. Por otro lado, las variables GLUT1, PCK1,
GLUT2, HKIl y G6PC variables también estan correlacionadas entre si, pero de
manera inversa a las anteriores. Esto sugiere que estas variables pueden tener
una fuerte influencia en las diferencias observadas entre los individuos en la
primera dimension principal. La variable IRS2 esta alineada predominantemente
con Dim2, lo que sugiere que esta variable es importante para explicar la

variabilidad en la segunda componente principal.

Los resultados indican que la relacion entre variables relacionadas con el
transporte de glucosa y enzimas del metabolismo glucidico como HKIl y PKM,
muestran una fuerte correlacion positiva entre si y estan alineadas en la misma
direccion en el biplot. Esto indica que estas variables estan relacionadas y
contribuyen en gran medida a la variabilidad observada en los datos. En cuanto

a la captacion de 2NBDG y cantidad de vesiculas, estas se oponen a algunas
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variables de transporte de glucosa y enzimaticas, lo que sugiere una relacion

inversa en su influencia sobre los componentes del PCA.
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Figura 4-19 Grafico de loadings de las variables en los planos 1-2 . Elaboracién
propia

El dendrograma de clustering jerarquico (figura 4-20 sobre las componentes
principales muestra como los individuos pueden agruparse segun sus perfiles
metabdlicos. Los colores y la estructura del arbol proporcionan informacién sobre

la agrupacién de pacientes y la similitud entre estos grupos. Los pacientes se
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agrupan en clusters que pueden reflejar niveles similares de HbAlc o respuestas
metabdlicas similares. Estos clusters representan conjuntos de individuos que
comparten caracteristicas metabdlicas comunes, lo que sugiere la existencia de

subgrupos dentro de la poblacién estudiada.

La altura en el dendrograma indica la distancia entre los clusters, lo que refleja
la similitud o diferencia entre los perfiles metabdlicos de los pacientes. Algunos
pacientes o grupos de pacientes estdn mas separados que otros en el
dendrograma, lo que sugiere diferencias mas marcadas en sus perfiles
metabolicos. Esta distancia puede interpretarse como una medida de la
variabilidad en las respuestas metabodlicas dentro de la poblacién. El
dendrograma revela que los grupos correspondientes a los rangos 6 y 4 estan
cercanos entre si en la parte inferior del dendrograma. A medida que
ascendemos en la altura del dendrograma, se incorpora el grupo correspondiente
al rango 5, sugiriendo una relacion cercana entre estos tres rangos en términos
de sus perfiles metabdlicos. Por otro lado, los rangos 1 y 2 estan relacionados
entre si en la parte mas baja del dendrograma, y al aumentar la altura, se asocian

con los rangos 6,4y 5.

Sin embargo, el rango 3 esta notablemente separado de los otros grupos y solo
se une en la porcion mas alta del dendrograma. Esta separacion indica que el

perfil metabdlico del rango 3 es significativamente diferente al de los otros grupos,
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lo que sugiere la existencia de diferencias metabdlicas distintivas en este

subgrupo en comparacion con los demas

Cluster Dendrogram
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Figura 4-20 Dendrograma ordenado en cluster de la informacion individual de los
pacientes. Grafica de elaboracion propia.
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5. DISCUSION

Caracterizacién de las Vesiculas extracelulares obtenidas de rangos
crecientes de HbAlc.

La caracterizacién de las vesiculas extracelulares (VE) obtenidas de pacientes
con niveles variables de HbAlc reveld diferencias significativas en mdultiples
parametros analizados. Inicialmente, se cuantificaron las proteinas totales
presentes en las VE, lo cual se logré6 mediante la lisis de estas seguida de una
cuantificacion proteica. Si bien, se esperaba observar cambios en la cantidad de
proteinas presentes en rangos normoglicémicos versus diabéticos y
prediabéticos, los resultados mostraron disparidades significativas en la
concentracion de proteinas de las VE, aunque no se evidencio un patrén claro de
concentracion relacionado con los niveles de HbAlc. Este hallazgo sugiere una
complejidad en la regulacién de las proteinas en las VE en respuesta a los
cambios en los niveles de glucosa en sangre. Estos resultados son consistentes
a los hallazgos realizados en vesiculas proveniente de ratones diabéticos y
normoglicémicos en donde se sefiala que existen diferencias en la cuantificacion
de proteinas entre estos dos grupos (Abolbaghaei et al., 2023).

En una segunda fase del estudio, se procedio a cuantificar el nimero de VE en
los diferentes rangos de HbAl1c utilizando ELISA con el marcador especifico
CD63. Los resultados revelaron una relacion inversa entre el numero de VE y los

niveles de HbAlc, observandose una disminucion significativa en la cantidad de

vesiculas a medida que aumentaba el rango de HbAlc. Este hallazgo contradice
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las expectativas basadas en la literatura, que sugiere un aumento en el nimero
de VE en estados diabetogénicos(van Niel et al., 2018)

Una posible explicacion para esta disminucién de VE en pacientes con niveles
superiores de HbAlc podria estar relacionada con alteraciones en la biogénesis

y liberacion de VE en hiperglicemia crénica (Liu et al., 2022).

La relacién entre los niveles de HbAlc y la cantidad de VE adn no esta
comprendida y puede ser objeto de debate. Algunos estudios han reportado
resultados contradictorios, con aumentos en la cantidad de VE en pacientes
diabéticos en comparacion con controles sanos (Freeman et al., 2018) . Otros
estudios han reportado que una carga oral de glucosa reduce los niveles de VE
en pacientes obesos normoglicéemicos y en pacientes prediabéticos (Eichner, N.
Et Al. 2019 (Eichner et al., 2019)). Estas discrepancias podrian deberse a
diferencias en las poblaciones de estudio, en las técnicas de cuantificacion
utilizadas y en los contextos fisiopatolégicos especificos de cada estudio.

La mayoria de las publicaciones utilizan para la cuantificacion de VE el NTA, una
técnica, mas acertada que mejora la reproducibilidad de resultados segun la guia
de la asociacion internacional de vesiculas extracelulares, a diferencia de la
utilizacion de ELISA mediado por un marcador, que depende directamente de la
expresion de dicho marcador para conocer la cantidad de vesiculas presentes en
las diferentes condiciones, si existiese un grupo de vesiculas que no es CD63+,

no estaria cuantificado por el kit, que aunque es altamente preciso es de baja

100



cobertura. La gran desventaja del NTA es el costo del equipo y la falta de equipos
con esta tecnologia en Chile, que hace mas dificil la utilizacion de esta técnica y
es por esto por lo que en este caso se decidio utilizar ELISA, que era una forma
de cuantificacién que estaba disponible para utilizar de forma inmediata (Kurian

et al., 2021).

En relacion con la caracterizacion de las vesiculas extracelulares (VE), es
esencial subrayar que las VE derivadas de los rangos de HbAlc 1 al 5 exhibieron
un tamafo coherente con los valores reportados en la literatura cientifica para VE
pequefias o exosomas (Johnson et al., 2020). En contraste, se identificé un
aumento en el tamafo de las VE en el rango 6, con un rango mayor que sugiere
la presencia de vesiculas excepcionalmente grandes (<200 nm). Este fenbmeno
podria ser indicativo de la glicacion de proteinas o la fusién de vesiculas, dos
procesos influyentes en la fisiopatologia diabética. Segun el estudio realizado por
Burger, D. et al. (Burger et al.), se ha demostrado que la glucosa elevada
aumenta el tamafio de las particulas liberadas por las células (Burger et al.,
2017). Este hallazgo es consistente con la observacién de un aumento en el
tamafio de las VE en respuesta a niveles elevados de HbAlc, como se
documenta en nuestro estudio. Por lo que se puede sugerir que los niveles

elevados de hemoglobina glicosilada, caracteristicos de la diabetes
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descontrolada, podrian desencadenar modificaciones en la composicion y
morfologia de las VE.

wsiPara examinar nuestra hipotesis sobre el efecto de la glicosilacion de las VE Al
respecto, se ha demostrado que es posible evaluar la glicosilacion de proteinas
en base a su la capacidad inherente de fluorescencia, tal como ha sido
previamente documentado por Lau, S et al. (Lau et al.). Nuestros resultados
indican que conforme aumentan los niveles de HbAlc, se evidencia un
incremento en la glicacion de las VE, manifestado por un aumento en la
fluorescencia. A niveles mas elevados de HbAlc (rango 6), los resultados
muestran una disminucion en la fluorescencia, lo que sugiere que la fusion de las
VE pueda enmascarar la determinacién de la glicosilacion. Esta hipétesis se
correlaciona con el aumento del tamafio promedio de las VE a medida que
aumentan los niveles de HbAlc.

El tamafio de las VE puede estar influenciado por la glicosilacion y por la
fusidon de vesiculas pequefas. En este contexto, los hallazgos de este estudio
sugieren que la fusion de VE podria ser un factor contribuyente significativo al
incremento en el tamafio observado. Por tanto, seria muy interesante evaluar la
morfologia de las VE mediante microscopia electronica de transmision (TEM),
para corroborar esta hipotesis y obtener una comprension detallada de los
procesos subyacentes que conducen a las alteraciones en el tamafio y

composicion de las VE en respuesta a cambios en los niveles de HbAlc.
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En el contexto de la investigacion sobre vesiculas extracelulares (VE), se
emplean diversos marcadores clasicos como CD63, CD9, CD81 y TSG101 para
su caracterizacion. Estos marcadores son fundamentales para identificar y
estudiar las VE en diferentes tipos de muestras biolégicas. En este estudio se
pudo determinar la presencia de los marcadores CD81 y CD63 en los grupos
investigados. CD63 fue evaluado de forma implicita, siendo utilizado como
agente de captura de las VE mediante beads magnéticas en el proceso de
citometria de flujo. Esta metodologia permitié la identificacion de vesiculas
extracelulares con doble marcacion. Por otro lado, se observo un marcado
positivo de CD81 en altos porcentajes en todas las poblaciones estudiadas, lo
cual coincide con investigaciones previas realizadas por Shtam, T. et al. (2020),
guienes reportaron una presencia notable de la poblacion CD81+ de VE en
diversas condiciones. La ausencia de poblaciones CD9+ en nuestro estudio no
descarta la naturaleza de las vesiculas estudiadas como VE, dado que esto
puede atribuirse a varios factores. Estos incluyen la notable heterogeneidad de
las VE, como se ha mencionado en estudios previos (van de Wakker et al., 2023),
asi como la sensibilidad técnica y la especificidad de union de los marcadores
CD9 a sus receptores. A partir de los ensayos realizados en este estudio,
podemos concluir que las vesiculas analizadas son, en su mayoria, VE pequefias

0 exosomas.
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Analisis Funcionales: Efecto de las VE de rangos crecientes de HbAlc en
el metabolismo glucidico en células HEPG2.

La evaluacién del efecto de la progresion de la diabetes en la funcion hepética
cobra vital importancia al considerar el papel central del higado en el metabolismo
glucidico. Este 6rgano desempefia un papel crucial en la regulacion de la glucosa
en sangre mediante procesos como la glicdlisis, glucogenogénesis,
glucogendlisis y gluconeogénesis. La disfuncion metabdlica asociada con la
diabetes, caracterizada por la resistencia a la insulina y la hiperglucemia, puede
tener un impacto significativo en la funcion hepatica. Esta alteracion metabdlica
puede conducir a la acumulacion de lipidos en el higado, dando lugar al desarrollo
del higado graso no alcohdlico (NAFLD). Por lo tanto, comprender como la
diabetes afecta el metabolismo hepatico es esencial no solo para abordar la
progresion de la diabetes, sino también para prevenir y tratar las complicaciones
hepaticas asociadas, como el NAFLD. Bajo ese contexto evaluamos el efecto de
las VE sobre el metabolismo glucidico en células HEPG2. Uno de los primeros
pasos fue evaluar como las VE de los 6 rangos de HbA1c afectan la viabilidad de
estas células.

Los resultados obtenidos revelan que las vesiculas extracelulares (VE) no
inducen citotoxicidad ni provocan muerte celular en el modelo HEPG2, lo que
sugiere su potencial aplicacion en estudios funcionales. La literatura existente
respalda la eleccion de una concentracion de 5x1078, como lo indican
investigaciones previas (EIBadre, H. et al., 2023). Dado que esta concentracion

no compromete la viabilidad celular, se establece como la mas adecuada para
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ser empleada en los ensayos funcionales subsiguientes que requieran la
participacion de VE. Esta seleccién cuidadosa de la concentracion de VE no solo
garantiza la integridad del modelo celular, sino que también asegura la validez y
fiabilidad de los resultados obtenidos en los experimentos posteriores.

Los resultados obtenidos de la evaluacion del efecto de las vesiculas
extracelulares (VE) de distintos rangos de HbAlc en las células HEPG2 revelan
una respuesta compleja y especifica de cada marcador y enzima involucrada en

el metabolismo de la glucosa y la sefializacion de la insulina.

En primer lugar, se observd que la expresion del mRNA de los transportadores
de glucosa GLUT1, GLUT2 y GLUT4 mostro diferentes patrones en respuesta a
los distintos rangos de HbAlc. Notablemente, se detect6 una drastica
disminucién en la expresion de GLUT4 en el rango 3, mientras que la expresion
de GLUT2 mostré un incremento en los rangos 2, 4 y 6, pero una reduccién en
los rangos 3y 5. En cuanto a GLUT1, se evidencié una reduccion en su expresion
enlosrangos 1, 3y 5, mientras que no hubo cambios significativos en los rangos
2, 4 y 6. Estos resultados estan en consonancia en parte con lo discutido en la
literatura, donde se ha observado una tendencia a la disminucion en la expresion
de GLUT4 en la diabetes tipo 2 (DMT2), mientras que GLUT1 y GLUT2 tienden
a aumentar (Chadt & Al-Hasani, 2020 2020). Ademas, es importante considerar
el posible impacto de los medicamentos consumidos por los pacientes. En este

estudio, la condicibn mas cercana a la patologia pura esta en el rango
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prediabético, asociado con un tratamiento minimo o nulo. Por otro lado, en los
rangos diabéticos, existe un tratamiento farmacolégico subyacente que podria
influir en la calidad de los resultados. A pesar de estas consideraciones, los
hallazgos sugieren una clara desregulacion en la expresion de transportadores
cruciales para el metabolismo glucidico, lo que podria tener implicaciones

significativas en el rendimiento metabdlico celular.

Por otro lado, al analizar la expresion de las enzimas reguladoras de la glicolisis
HKII, PKF y PKM, se identificaron patrones de expresion divergentes en
respuesta a los diferentes rangos de HbAlc. Por ejemplo, la expresion de HKII
mostro niveles estables en los rangos 1, 4 y 6, pero aumento en los rangos 2 'y 5,
mientras que se observo una disminucion drastica en el rango 3. Similarmente,
para PKF, no se detectaron cambios significativos en los rangos 1, 2, 5y 6, pero
se registro una marcada en el rango 3. En el caso de PKM, no se observaron
cambios en los niveles de expresion en los rangos 1, 2, 4, 5y 6, pero se identifico
una disminucion drastica en el rango 3 en comparacion con el control. En el caso
de la hexoquinasa Il (HKII), se espera que su expresidon aumente con el
incremento de glucosa, como se observa levemente en los rangos 4, 5y 6
(diabéticos) en comparacion con el control (Rabbani et al., 2022 P., 2022).
Respecto al piruvato quinasa (PKF), se esperaria un aumento en su expresion
en etapas tempranas de aumento de glucosa, como se observa en cierta medida

en el rango 2, pero conforme disminuye la disponibilidad de insulina, la expresién
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de esta enzima tiende a disminuir, como se evidencia en los rangos 3, 4y 5
(Rabbani & Thornalley, 2023 2024). En el rango 6, se registra un ligero aumento
de esta via, posiblemente como una respuesta compensatoria cuando el tejido
ya se encuentra en una etapa de desregulacion avanzada debido al progreso de

la patologia

En cuanto a la expresion del receptor de insulina (INSR) y el sustrato para
receptor de insulina (IRS 2), se observaron cambios significativos en su expresion
en respuesta a los distintos rangos de HbAlc. Mientras que la expresion de INSR
no mostré cambios en los rangos 4 y 6, pero aumento6 en el rango 2 y disminuyo
en los rangos 1, 3 y 5, con una reduccion mas pronunciada en el rango 3; la
expresion de IRS 2 disminuyé en los rangos 1y 4, pero aumento6 en los rangos
2, 3, 5y 6, siendo especialmente elevada en el rango 5. El patron de
comportamiento de INSR se alinea con lo anticipado en la literatura para la
diabetes tipo 2 (DMT2) y condiciones de resistencia a la insulina (IR)
(Payankaulam et al., 2019). Por otro lado, en cuanto al sustrato del receptor de
insulina 2 (IRS2), su comportamiento muestra una tendencia opuesta al INSR en
los rangos 3 y 5, lo que podria interpretarse como una medida compensatoria
para activar el receptor de insulina. Investigaciones previas sugieren que la
disminucién de IRS2 perpetia patrones diabetogénicos, lo que indica que se
espera que su expresion esté reducida en DMT2 (Withers et al., 1998). Este

fendbmeno ha sido confirmado en pacientes diabéticos con una expresion
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hepética disminuida de IRS2, aunque esta relacion se destaca mas en pacientes

con higado graso y diabetes (Krause et al., 2020).

Ademas, los resultados de la captacion de glucosa 2-NBDG revelaron una
reduccion significativa en el porcentaje de captacion en el rango 3, tendencia que
se mantuvo en los rangos 4, 5y 6, indicando una disminucion en la capacidad de

captacion de glucosa en células expuestas a VE de estos rangos de HbAlc.

Por ultimo, la medicién del almacenamiento de glicbgeno mostré una disminucion
en los rangos 3, 4 y 6, mientras que en el rango 6, el nivel de almacenamiento
fue similar al del grupo control. Esto sugiere que la exposicion a VE de estos
rangos de HbAlc afecta negativamente el almacenamiento de glucégeno en las
células HEPG2, especialmente en aquellos rangos asociados con estados
prediabéticos o diabéticos. La literatura indica que los niveles de glicogeno
tienden a disminuir en presencia de diabetes tipo 2 (DMT2), aunque el
mecanismo exacto no esta completamente comprendido (Galicia-Garcia et al.,
2020). Se sabe gue la insulina es crucial en la sintesis de glicégeno hepatico, y
la sobreexpresion de GYS podria ser compensatoria y una respuesta al uso de
medicamentos como la insulina, administrada en diabetes mas avanzada.

Los mayores cambios se observan en el rango 3, el analisis de estos datos revela

una respuesta distintiva de las células hepaticas HEPG2 a las vesiculas
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extracelulares asociadas con la prediabetes. Se observa una reduccion en la
expresion de GLUT2, sugiriendo una disminucién en la captacion de glucosa, y
un aumento en la expresion de IRS2, indicando un intento de compensacion
frente a la resistencia a la insulina. Ademas, se registra una disminucion en la
expresion de PKM, lo que sugiere una reduccion en la capacidad de
metabolizacion de glucosa (figura 5-1). Estos hallazgos subrayan la adaptacién
compleja de las células hepéticas en la prediabetes para mantener la
homeostasis glucémica. Este entendimiento podria guiar el desarrollo de terapias
dirigidas a prevenir la progresion a diabetes tipo 2 y sus complicaciones
hepaticas.

Respecto al rango 6, caracterizado por niveles de HbAlc mayores al 10%, se
observa una respuesta metabolica disfuncional en las células hepaticas HEPGZ2,
a pesar del tratamiento con antidiabéticos e insulina. Aunque ocurren cambios
metabolicos que apuntan a mejorar el uso y almacenamiento de glucosa, persiste
la hiperglucemia, lo que sugiere una ineficacia en la regulacion glucémica a nivel

hepatico en este estado avanzado de la diabetes tipo 2 (figura 5-2).

En conjunto, estos resultados indican una respuesta heterogénea de las células
HEPG2 a las VE de diferentes rangos de HbAlc, lo que sugiere una compleja
interaccion entre el estado glucémico y la funcién celular, destacando la
importancia de evaluar detalladamente los efectos de las VE en el contexto de la

progresion de la diabetes y sus implicaciones en el metabolismo hepatico.
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Figura 5-1 Esquema resumen de la expresion de las vias relacionadas a la
glucosa y almacenamiento de glicobgeno del Rango 3. Fuente: Elaboracion Propia

110



O] 6LUT1

QeLut2y
INRS GLUT 4
PYGM
IRS t/' 1Glicégeno\4 O Glucosa
e (7T l \GGPC'
GYS1 1 Glucosa-6-P
t Upregulated Fructosa-6-P
l Downregulated ' LS
Fructosa-1,6-biP
ol
i

‘Py' Fosfoenolpiruvato
PKM ) |

Oxaloacetato
Ciclo de — Acetil-CoOA <«——— Piruvato
Krebs

Citrato
-—

Figura 5-2 Esquema resumen de la expresion de las vias relacionadas a la
glucosa y almacenamiento de glicégeno del Rango 6. Fuente: Elaboracién Propia

Andlisis estadisticos de los datos clinicos y ensayos funcionales.
Con respecto a los datos clinicos, se observaron diferencias significativas

principalmente en la HbAlc y la glicemia (p-valor < 0.0001), los cuales son
parametros criticos en el diagndstico y seguimiento de la DMT2, justificando su
relevancia en el analisis estadistico de correlacion, como el ANOVA. Otros
parametros clinicos, aunque relacionados con la enfermedad, no son especificos
de la diabetes y sus fluctuaciones pueden atribuirse a otras condiciones
subyacentes. Es importante destacar que la HbAlc y la glicemia tienden al
aumento y estan correlacionadas. En relacion al colesterol total, LDL, VLDL y
triglicéridos, la mayoria de los parametros clinicos no mostraron significancia
estadistica y no tienden al aumento, excepto el colesterol VLDL, que mostrd una

leve tendencia creciente con los niveles de HbAlc y glicemia.
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Al aplicar el Analisis de Componentes Principales (PCA) a los datos, se observa
gue el 42% de la variabilidad esté representada por la primera dimension, y casi
el 70% por las dos primeras dimensiones. Se identifica una tendencia positiva en
la DIM 1 y una tendencia negativa en la DIM 2 a medida que se avanza en los
rangos. Esta variacion en la varianza de los rangos se corresponde con la
progresion de la enfermedad, ya que los pacientes con DMT2 muestran mayores
niveles de HbAlc y alteraciones en el perfil lipidico. Esto se condice ademas con
lo observado en estudios como el de De, D. Et Al (De et al.) en donde los
parametros clinicos de pacientes diabéticos y normoglicémicos que mas
sobresaltan es la hemoglobina glicosilada y perfil lipidico tiene un menor impacto,

en la dimensién contraria.

En cuanto a la distribucion de los grupos, aunque no haya separacion completa,
se distinguen tres grupos dentro de los seis rangos establecidos. Estos grupos
se definen por los rangos de HbAlc: normoglicémicos (rangos 1 y 2), pre-

diabéticos (rango 3), y diabéticos (rangos 4, 5y 6).

En el caso de la grafica que explica los datos con la varianza, se destaca que las
variables de glicemia, grupo y HbAlc tienen un alto coseno cuadrado (cos”2), lo
gue indica una fuerte influencia en la varianza de los datos y una buena
representacion en las dimensiones correspondientes. Las variables del perfil

lipidico, aunque tienen un cos”™2 menor, también estan bien representadas por
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las primeras dos dimensiones. Por otro lado, la variable IR tiene una baja
representatividad en las dimensiones del PCA. Este comportamiento se condice
con lo visto en literatura, en donde el perfil lipidico se mantiene en la mismo
cuadrante dimensional a excepcion de HDL y HbAlc se mantiene un cuadrante
distinto ("Standards of Care in Diabetes-2023 Abridged for Primary Care

Providers," 2022).

Para la jerarquizacion de las muestras individuales de pacientes, se observa la
separacion en dos grupos principales: uno gris y otro azul. Los pacientes de los
primeros tres rangos tienden a agruparse en el grupo azul, mientras que los
pacientes de los ultimos tres rangos se agrupan en el grupo gris. Las similitudes
en los parametros clinicos entre los nodos cercanos indican una coherencia en
la agrupacion de los datos segun los rangos de HbAlc. En resumen, al considerar
anicamente los parametros clinicos, se podrian identificar diferencias

significativas entre estos grupos.

Los datos de los ensayos funcionales presentan una alta significancia estadistica,
con un valor de p < 0.0001 en su mayoria, lo que indica una fuerte relacién entre
estas variables y los grupos de estudio. Al aplicar el Analisis de Componentes
Principales (PCA) a estos datos, se encuentra que el 66% de la variabilidad esta

representada por la primera dimensién y casi el 90% por las dos primeras
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dimensiones, lo cual permite una representacion efectiva de la estructura de los

datos en un plano bidimensional.

Cuando se distribuyen los valores individuales en un plano bidimensional, se
encuentra que los grupos estan fuertemente separados unos de otros,
destacando la influencia del grupo 3 (Rango 3, HbAlc 5.7-6.4), que exhibe una
relacion mas compleja con otras variables, explicada principalmente por la
segunda dimensién del PCA. Por otro lado, los grupos 1 y 2 tienen una mayor
influencia en la direccion definida por la primera dimension, lo que indica que

estas variables tienen un peso significativo en la variabilidad total de los datos.

En cuanto al comportamiento de las variables individuales, la mayoria presenta
un alto valor de coseno cuadrado (COS2), lo que indica una buena
representacion en las componentes principales del PCA. Las vias relacionadas
con la glucosa muestran una alta relevancia, mientras que otros ensayos
funcionales como la captacion de 2NBDG o el almacenamiento de glicogeno
(CAG) también son relevantes, aunque en menor medida. Es importante destacar
gue la falta de réplicas puede haber afectado la prolijidad de los resultados

obtenidos.

El dendrograma de la figura 4-20 revela un orden jerarquico de las muestras

individuales de los ensayos funcionales, con una agrupacién coherente segun los
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rangos de hemoglobina glicosilada. Esto sugiere que los ensayos funcionales
tienen una alta relevancia en la agrupacion de los datos y refuerza la importancia
de los parametros de hemoglobina glicosilada y glicemia en la separacion de

grupos.
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6. CONCLUSION Y PROYECCIONES
En este estudio, se evidencidé que las vesiculas extracelulares (VE) muestran
variaciones segun los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1c), lo que sugiere
una asociacion entre la composicion de estas vesiculas y el estado glucémico del
individuo. Ademas, se observo que las VE provenientes de rangos elevados de
HbAlc presentan una morfologia distinta en comparacién con las provenientes
de rangos normoglicémicos, lo que podria ser discernible mediante técnicas

como la microscopia electronica de transmision.

Asimismo, se identificd que las VE ejercen un impacto metabdlico en el tejido
hepatico, o que sugiere que un entorno hiperglicémico puede modificar el
contenido de estas vesiculas, generando alteraciones en los tejidos receptores.
La expresion de genes relacionados con la glicdlisis y la gluconeogénesis se ve
notablemente afectada por las VE mas asociadas con la diabetes, lo que podria
explicarse por los efectos en el perfil hepatico y el metabolismo lipidico. Este
fendmeno podria contribuir al aumento de la glicemia, exacerbando los sintomas
de la diabetes, dado que existen multiples factores involucrados en la glicemia

cronica, como se discute en el octeto ominoso.

Ademas, se destaca la importancia de investigar el perfil hepatico de los
pacientes y realizar experimentos funcionales, como la captacion de colesterol,

para comprender mejor como las VE afectan el metabolismo lipidico. La
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utilizacion de medicamentos antidiabéticos puede generar limitaciones en el

estudio como los del Rango 6 (HbAlc >10).

En cuanto al analisis de datos, se observé que las agrupaciones obtenidas
mediante andlisis de componentes principales (PCA) difieren entre los conjuntos
de datos presentados, aunque ambos estan correlacionados con los niveles de
glicemia y HbAlc. Se propone la realizacion de ensayos futuros utilizando datos
individuales de pacientes para analizar ensayos funcionales y resultados clinicos
en un solo PCA, lo que podria brindar una visibn mas completa del

comportamiento metabdlico en diferentes niveles de HbAlc.

En conclusidn, el efecto de las VE parece depender asociarse al del rango de
HbAlc al que pertenecen y podria tener implicaciones metabolicas en los tejidos
diana, lo que subraya la importancia de comprender su papel en la fisiopatologia

de la diabetes mellitus.
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7. GLOSARIO
DMT?2 Diabetes Mellitus Tipo 2
DMG Diabetes Mellitus Gestacional
HbAlc Hemoglobina Glicosilada
R1 Rango 1 HbAlc <4.9
R2 Rango 2 HbAlc 5.0-5.6
R3 Rango 3 HbAlc 5.7-6.4
R4 Rango 4 HbAlc 6.5-7.8
R5 Rango 5 HbAlc 7.9-10
R6 Rango 5 HbAlc > 10
VE Vesiculas Extracelulares Pequeias
DLS Dynamic light Scattering
SRB Sulforodamina B
TCA Acido Tricloro Acético
ADN Acido desoxirribonucleico
ARN Acido ribonucleico
MVB Cuerpo multivesicular
TEM Microscopia electronica de transmision
NTA Nanoparticle Tracking Analysis
GYS Glucégeno sintasa
PYGM Glucoégeno Fosforilasa

GLUT1 Transportador de Glucosa 1
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GLUT2 Transportador de Glucosa 2
GLUT4 Transportador de Glucosa 4
HKIl Hexoquinasa 2

PKF Fosfatofructoquinasa

PKM Piruvato quinasa

PCK1 Fosfofenolpiruvatocarboxiquinasa
G6PC Glucosa-6-fosfatasa

INSR Receptor de Insulina

IRS2 Sustrato de Insulina 2

PCA Analisis de Componentes Principales
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1. ANEXO

1. Patrocinio
Proyecto FONDECYT iniciacion 11109522 y VRID-UDEC 220.062.043M

2. Etica
Las muestras obtenidas para este estudio son donaciones desde el CESFAM de

Hualqui, estas muestras son de pacientes andénimos, por ende, la informacion
personal de los participantes no serd compartida por los investigadores
involucrados en el estudio. Todos estos procedimientos y protocolos estan
aprobados por el comité de ética de la facultad de ciencias bioldgicas de la
Universidad de concepcion y por el Servicio de Salud De concepcion SEC-23-09-
2023.

Se utilizara el siguiente formato para el consentimiento informado para el uso de

muestra de los pacientes.
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3. Ejemplo de Consentimiento informado

Universidad _ FACUTAD DE @
de Concepcion BIOLOGICAS ANOS£)

Universidad de Concepcion

Version 2.1, Octubre 2023

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION DE MUESTRAS DE SANGRE
RESIDUALES

Nombre del Estudio: "Explorando las implicaciones en el metabolismo glucidico de las
vesiculas extracelulares de pacientes diabéticos en células Hepaticas."

+ Investigador Principal: Dra. Msc. BQ.Valeska Ormazabal V.

* Centro de Investigacion: Universidad de Concepcion, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad de Concepcién.

* Co-guia: Msc. BQ. Luis Bricefio

« Patrocinador: Universidad de Concepcion.

INTRODUCCION:

Le saludamos cordiaimente y nos complace invitarle a participar en un estudio de investigacién
cientffica titulado "Explorando las implicaciones en el metabolismo glucidico de las vesiculas
extracelulares de pacientes diabéticos en células hepaticas”. En este proyecto, deseamos
entender como pequefias particulas que estan en la sangre y que actuan comomensajeros afectan
la formaen que nuestro cuerpo maneja el azicar. Nos enfocamos en personas con altos niveles
de azlcar en la sangre, como los pacientes diabéticos y personas con azlcar en sangre normal.
¢ Sabias que estas particulas tienen informacion especial que ayuda a controlar tus 6rganos, como
el higado, los musculos y la grasa? Nos preguntamos qué mensajes llevan en personas con
diferentes niveles de azlcar en la sangre. Para aprender mas, obtendremos estas particulas de la
sangre y las estudiaremos en el laboratorio. También veremos cémo pueden afectar la formaen
que el cuerpo usa el azicar. Nuestro objetivo es entender mejor como funciona el cuerpo en
personas con diabetes comparado con personas con niveles de aztcar normal en la sangre. Si
decides participar, estaras ayudando a avanzar en el conocimiento y posiblemente a encontrar
mejores formas de tratar la diabetes. jGracias por considerar unirte a este emocionante estudio!

Es por eso que les solicitamos que donen la sangre que no se utiliza después de sus
examenes de rutina en el CESFAM, aquella que sera eliminada una vez realizados todos los
examenes. También necesitamos su permiso para conocer sus niveles de azlcar y grasa
en la sangre. No vamos a requerir mas muestras ni realizaremos otros procedimientos.

Nuestra prioridad es brindarle informacién clara, precisa y suficientemente detallada para que
pueda evaluar, juzgar y decidir de manera informada si desea participar en este estudio. Es
importante que tome el tiempo necesario para leer detenidamente esta hoja informativa y que

1
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tenga la libertad de consultar cualquier duda o inquietud que pudiera surgir durante el proceso. No
tiene que decir hoy, si participara en la investigacién.

Fundamento del estudio: Cada afio, mas personas son diagnosticadas con diabetes, lo que trae
consigo problemas de salud, gastos en tratamientos médicos y frecuentes visitas al médico. Esto
se debe a que la diabetes puede llevar a complicaciones como presioén arterial alta, problemas al
corazon, higado graso, problemas en los pies y dafio a los rifiones. Lograr entender cémo la
diabetes afectaa otros drganos es importante para prevenir dafios mayoresy encontrar soluciones
a estos problemas de salud. En la sangre de todas las personas, existen pequenas particulas que
envian mensajes sobre la salud general, las enfermedades y el avance de ciertos problemas de
salud. Creemos que si entendemos los mensajes de estas particulas en personas con diferentes
niveles de azlcar en la sangre, podremos entender como la diabetes daria diversos érganos. Por
lo tanto, deseamos investigar, en el laboratorio, estas particulas en la sangre y analizar como
afectanal higado, y si estan relacionadas con los niveles de azlcar y grasa en la sangre de quienes
participen en el estudio. Este estudio ayudara a mejorar nuestro conocimiento de comola diabetes
afecta al cuerpo y puede aportar en el futuro al desarrollo de nuevos tratamientos para esta
enfermedad que causa tanto dano al paciente y a su familia.

El estudio se llevara a cabo en el Departamento de Farmacologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad de Concepcion, Chile, en colaboracién con el departamento de
Bioguimica Clinica e Inmunologia de la Facultad de Farmacia. Contamos con el patrocinio de la
Universidad de Concepcion para llevar a cabo esta investigacion.

Razén por la que se invita a la persona participar. Invitamos a todos los adultos mayores de 18
afios que se hagan examenes en el CESFAM Hualqui. Necesitamos voluntarios con diferentes
niveles de azicar en la sangre, desde normal hasta alto. Su ayuda es muy importante para
entender mejor como los niveles de azlcar en sangre van danando a otros drganos en los
pacientes con diabetes. Sus datos y muestras de sangre son clave para tener resultados
importantes y dar informacién util para futuras investigaciones y tratamientos.

Quienes pueden participar: Mayores de 18 afios, con o sin diabetes.

Quienes no pueden participar: Adultos de 18 afos, que tengan alguna enfermedad del higado,
que sean alcoholicos, o que estén utilizando medicamentos como corticoides o citoestaticos,
embarazadas y madres que estén amamantando a sus hijos o hijas.

Tipo de Intervencién: Se solicita donar la sangre que sobra después de la realizacion de los
examenes solicitados por el médico. Ademas, acceso a su ficha de medicamentos y a los
resultados de los examenes de laboratorio realizados en el CESFAM: perfil glicémico (niveles de
azUcar: glucosa y Hemoglobina glicosilada) y perfil lipidico (niveles de grasa: colesterol total, LDL,
HDL vy triglicéridos).
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Participacion y retiro voluntario. Es importante destacar que su participacién en este estudio es
totalmente opcional. Si decide no participar, no sufrira ningun castigo ni perdera ningtin beneficio
al que tenga derecho. También es libre de abandonar el estudio en cualquier momento sin que
esto tenga efectos negativos para usted. Si decide no participar, puede comunicarse con uno de
los investigadores del proyecto, por teléfono, correo, mensaje de texto, es decir puede utilizar la
via que sea mas comoda para usted.

Diseno experimental. Realizaremos un estudio en el que recolectaremosla sangre que se elimina
después de realizarse examenes médicos a los pacientes mayores de 18 afios gue acuden al
CESFAM. Recolectaremos muestras de personas con niveles normales de azlicar a niveles altos
de azlcar en su sangre.

Descripcion del estudio: En este estudio usaremos un poco de la sangre que sobra (como 2
cucharaditas de té) después de sus examenes médicos en el CESFAM Hualqui. No necesitara dar
mas sangre ni hacer nada mas. Usaremos la informacion sobre el nivel de azlcar y de grasa en
su sangre para ver cémo se relaciona con las particulas en su sangre. No le daremos ningin
medicamento ni ningun tratamiento y tampoco realizaremos ningln procedimiento médico o
intervencion alguna.

Seleccion de los pacientes. Hemos invitado a participar a este estudio a todo adulto mayorde
18 afios, que se controle en el CESFAM Hualqui y que se le haya pedido exdmenes de sangre.

Niamero de Participantes: Se reclutaran un total de 120 pacientes adultos mayores de 18 afios
que se controlan en el CESFAM Hualqui y a quienes se les haya solicitado exdmenes de sangre.
Los participantes se dividiran en dos grupos: uno compuesto por pacientes diabéticos y otro por
pacientes con niveles normales de azlcar. Se reclutardn a todos los pacientes que quieran
participar y que cumplan con el criterio de edad mencionado.

Asignacion Aleatoria: En este estudio, no haremos sorteos al azar para elegir a los pacientes,
les pediremos a todos los pacientes mayores de 18 afios que participen en el estudio.
Posteriormente, nos enfocaremos en analizar las muestras de sangre y clasificar los datos en base
a los niveles de azlcar en sangre ¥ los niveles de grasa.

Recoleccion de muestras: La sangre que le solicitamos donar es la que queda después de que
usted haya terminado sus examenes habituales en el CESFAM, es decir es la que sobra.
Generalmente, esta sangre se desecha. No le pediremos donar una muestra de sangre extra.

Analisis de muestras: Una vez obtenidas las muestras de sangre, las vamos a analizar para ver
las particulas pequefias que estan en ellas. Luego, veremos si hay alguna relacién entre estas
particulas pequefias y los niveles de azlcar y grasa que estan presentes en las muestras.
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Descripcion del procedimiento: Durante su visita al CESFAM, el personal de enfermeria del
CESFAM, tomara la muestra de sangre necesaria para los examenes que su médico le haya
solicitado. Después de que se realicen todos los examenes habituales, hay un poco de sangre que
generalmente se elimina, y es esa sangre (la sangre que sobra) es la que nos gustaria utilizar para
nuestro estudio. Luego, esta sangre sobrante se retirara del CESFAMy se llevara a la Universidad
de Concepcidn, donde la analizaremos en busca de pequefas particulas llamadas vesiculas
extracelulares. Ademas, utilizaremos los resultados de sus examenes de azlcar y grasa en sangre
para ver si estén relacionados con estas pequenas particulas

Duracién del estudio: Este estudio se realizard durante 12 meses, pero solo le pediremos
participar en una ocasién y estaremos reclutando pacientes por un periodo no mayora 3 meses.
No le pediremos que venga a donar sangre adicional al CESFAM. Usaremos la sangre que sobra
y que queda después de sus examenes médicos regulares. Si, después de nuestros analisis aln
nos queda alguna muestra, la guardaremos para futuras investigaciones relacionadas con la
diabetes.

Costos para los participantes: No Tendra ninguin costo para usted como participante.

Beneficios para los Participantes del Estudio y/o para la Sociedad: Si bien este estudio no
ofrece beneficios directos para usted, su participacién ayudard mucho a la investigacion sobre
diabetes y cémo funciona el azlcar en el cuerpo. Esto podria tener un impacto positivo en la salud
de todos en el futuro

Riesgos para el participante: No hay riesgos para usted en este estudio. No tomaremos mas
sangre ni haremos ningln procedimiento médico extra. Usaremos solo la sangre que sobra
después de sus examenes habituales. La molestia que podria sentir sera producto de la puncién
venosa, que debera someterse para realizar los examenes solicitados por su médico. Su seguridad
es importante para nosotros.

Responsabilidades del participante: Donar la muestra de sangre que sobra y compartir
informacién médica, como sus niveles de grasa o el uso de remedios y que enfermedades tiene,
para entender como las particulas que estan en la sangre puedes cambiar segun los niveles de
azlcar.

Termino anticipado del estudio: Si algo no va bien, el investigador puede detener su
participacion, por ejemplo, si no cumple los requisitos o si cambian las metas del estudio. Esto no
le afectara sus controles médicos en el CESFAM

Confidencialidad. Vamos a mantener su informacion en secreto en todo momento. Los resultados
se mostraran sin revelar su nombre. Usaremos cddigos en lugar de nombres para sus datos. Solo
el equipo de investigacién sabra quién es usted. Solo compartiremos su nombre sila ley lo requiere

4
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o si alguna institucién lo necesita para verificar que estamos haciendo todo de manera ética y
correcta.

Los resultados del estudio podrian aparecer en revistas cientificas y presentarse en conferencias
académicas, pero su nombre siempre se mantendra en secreto. Es posible que los datos obtenidos
se puedan utilizar en futuras investigaciones relacionadas con el mismo tema de estudio.

Comunicacion de resultados: Durante la realizacién del estudio, se informaran a los
participantes todos los hallazgos nuevos e importantes que puedan afectar su voluntad de seguir
participando o que tengan importancia para su salud. Ademas, los participantes podran solicitar
informacién de los resultados o informacion general del proyecto.

Compensacion y seguros: No se ofrecera compensacion econémica a los participantes por su
colaboracién en el estudio, ya que no que no se amerita dado el minimo o nulo riesgo para el
paciente.

Patologias GES: Si tiene alguna patologia GES, no se preocupe. Nuestra investigacion no
implicara ningdn tratamiento médico ni intervencion. No vamos a alterar sus tratamiento, como
tampoco intervenir en los remedios que este usando. Solo necesitamos la misma muestra de
sangre que usted entrega cada vez que se realiza examenes. Nosotros queremos utilizar la sangre
gque sobra, aquella que generalmente se desecha. Por lo que, no interferird en ningln
procedimiento médico que esté recibiendo actuaimente. Participar es voluntario y no afectara su
atencién médica habitual

Contacto e informacién adicional. El investigador y el personal del estudio estaran disponibles
para responder cualquier pregunta o inquietud que los participantes puedan tener acerca del
estudio o los procedimientos involucrados. Si estd de acuerdo en participar en este estudio, le
salicitamos que firme este documento como muestra de su consentimiento informado. Si tiene
alguna pregunta o inquietud, por favor, no dude en comunicarse con Valeska Ormazabal correo
electronico vormazabal@udec.cl , fono 412204160.

Con el fin de proteger la integridad de los derechos y bienestar de los participantes, este estudio
serd sometido a la revisién y aprobacién por el Comité Etico Cientffico del Servicio de Salud
Concepcion, ubicado en San Martin 1436, Concepcion, al teléfono 41 - 2722745.

“ESTE DOCUMENTO SE FIRMARA POR DUPLICADO QUEDANDO UNA COPIA CON EL
INVESTIGADOR Y OTRA EN MANOS DE LA PACIENTE, LA QUE DEBE CONSERVAR
MIENTRES SE LLEVE A CABO EL ESTUDIO”.

Facultad de Ciencias Bioldgicas / Barrio Universitario, Concepcion - Chile / Fono (56-41) 220 4211
www.csbiol.udec.cl/
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Universidad de Concepcion

HOJA DE FIRMAS DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: "Explorando las implicaciones en el metabolismo glucidico de las
vesiculas extracelulares de pacientes diabéticos en células Hepaticas."

ANTES QUE EL PARTICIPANTE FIRME CONFIRMAR QUE:

- Sus preguntas han sido respondidas a su entera satisfaccion y considera que comprende
toda la informacion proporcionada acerca del estudio.

- Acepta que su informacién médica de la ficha clinica sea recopilada, utilizada y divulgada
conforme a lo descrito en esta informacién escrita para el sujeto y formulario de consentimiento
informado.

- Ha decidido voluntariamente participar en el estudio de investigacion.

- Puede retirarse en cualquier momento sin sancién alguna

- Sabe que recibira una copia firmada y fechada de este documento.

- Sabe que al firmar este documento, no renuncia a ninguno de sus derechos legales.

Nombre del participante en letra imprenta Firma del participante Fechade la firma

RELACION CON PARTICIPANTE

Yo, el que suscribe, investigador/sub-investigador, confirmo que he entregado verbalmente la
informacién necesaria acerca del estudio, que he contestado toda duda adicional y que no ejerci
presion alguna para que el participante ingrese al estudio.

Declaro que procedi en completo acuerdo con los principios éticos descritos en las Directrices
de GCP (Buenas Practicas Clinicas) y otras leyes nacionales e internacionales vigentes.

Se le proporcionara al paciente una copia de esta informacién escrita para el participante y
formulario de consentimiento firmado.

Nombre de la persona que solicita el consentimiento Firma de la persona que solicita
Fecha de la firma informado en letra imprenta el consentimiento
informado

Nombre del director de la institucién (o delegado Firma del Director o Delegado
Fecha de la firma de la institucién, si corresponde) de la institucién,

si corresponde

Facultad de Ciencias Bioldgicas / Barrio Universitario, Concepcion - Chile / Fono (56-41) 220 4211
www.csbiol.udec.cl/
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4. Carta Comité de Etica Facultad Ciencias Bioldgicas
fettiatodty . . Decanato Facultad de Ciencias Bioldgicas
" E d Universidad acEUltITACl?Rg Fono (56-41) 220 4508
) ‘ > cienciasbiologicasudec.cl
‘ .i de concepclon B|OLOG}CAS www.clenciasbiologicasudec.ci
g Universidad de Concepcion
Concepcion, 23 de junio de 2023
INFORME COMITE DE BIOETICA Y BIOSEGURIDAD
Comité de Bioética y PROYECTO En postulacién
Bioseguridad

Direccién de Investigacion
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad de Concepcion

“Explorando las implicaciones en el

~ TITULO metabolismo glucidico de las vesiculas
* Dra. Carola Mufioz M. extracelulares de pacientes diabéticos en
& Dr. José Martinez O. células Hepaticas”
-~ Dr. Fabian Segovia M.
. Dr. Ivan Chavarria G. INVESTIGADOR - Dra. Valeska Ormazabal Valladares
PRINCIPAL

A solicitud de la Dra. Valeska Ormazabal Valladares, se recibe documento (adjunto) con precisiones a la
metodologia incluida en la postulacién al proyecto antes mencionado (en postulacién) y que contara con el
financiamiento del laboratorio de la Dra. Ormazabal, solicitando que este Comité emita una carta de

a

probacion.

Estas precisiones, asi como la metodologia del Proyecto, han sido analizadas de acuerdo con el “Manual de
Normas de Bioseguridad y Riesgos Asociados” editado por CONICYT en 2018. En particular:

1.

5.
6.

7.

Dado que no existe un modelo alternativo para realizar el estudio, el Investigador necesita emplear
Muestras de Sangre Humana, apropiadas para realizar la investigacion.

La aprobacién de estos estudios esta supeditada al Servicio de Salud Concepcion.

La Srta. Francisca Valenzuela M., recibird muestras de sangre del CESFAM de Hualqui, para lo que
cuenta con una carta de colaboracién del mencionado CESFAM.

En consecuencia, los protocolos existentes son adecuados.
El estudio propuesto permitira realizar avances en los conocimientos en beneficio humano.
El personal involucrado es idéneo en el manejo y uso de las muestras humanas.

Los estudios serdn desamollados en el LABORATORIO DE FARMACOLOGIA CELULAR Y

MOLECULAR de nuestra Facultad, donde se encuentran disponibles tanto las facilidades como el
equipamiento necesario para realizar los estudios incluidos en el Proyecto.
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Universidad (Félchl\LlTéli Xg Fono (56-41) 220 4508
.z www.cienciasbiologicasudec.cl
de Concepcion BIOLOGICAS PR

Universidad de Concepcién

8. Cabe mencionar que nuestra Facultad cuenta con los servicios de la Unidad de Seguridad MATPEL
(www2.udec.cl/matpel), quienes colectan y procesan en forma rutinaria los residuos biolégicos y quimicos
generados por nuestros investigadores, de acuerdo con las indicaciones del “Manual de Bioseguridad” de
CONICYT.

En consecuencia, el comité de Bioética y Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad de Concepcidn valida los estudios sefialados.

Sin otro particular, les saluda muy atentamente,

Dra. Carola Muioz Montesino
Presidenta
Comité de Bioética y Bioseguridad
Facultad de Ciencias Biolégicas
Universidad de Concepcion

135



5. Carta Comité de Etica Servicio de Salud Concepcion

ACTA DE EVALUACION COMITE ETICO CIENTIFICO

COMITE CONSTITUIDO EN CONFORMIDAD A LA R. EX N°2444  14.08.2012
RE ACREDITADO POR LA SEREMI SALUD DEL BIOBIO EN CONFORMIDAD A LA R. EX. N° 2963/ 06.10.20

Concepcion, 4 de diciembre 2023

Dra. Valeska Ormazabal
Investigadora Responsable
Presente.

Ref: Explorando las implicaciones en el metabolismo
glucidico de las vesiculas extracelulares de pacientes
diabéticos en Células Hepéticas

Cédigo CEC-SSC: 23-07-29

Estimada investigadora

Junto con saludarle, nos permitimos informar a usted que el Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud
Concepcion, en reunion de fecha 21 noviembre 2023, tomé conocimiento y evaluo respuesta a observaciones
planteadas por el comité en reunion de fecha 24 de octubre 2023

Miembros del Comité Etico Cientifico que participaron en la sesion del 21 noviembre 2023

Q: 07/08
Nombre y apellidos | Profesion/Institucién Cargo CEC
Claudio Bustos Psicélogo Integrante permanente / externo
Felipe Leon M. Abogado / SSC Integrante permanente / Abogado / Vice presidente
Nelson Pérez T Médico Psiquiatra / HGGB Integrante permanente / Presidente
Catalina Marquez Z. Quimico Farmacéutico / HGGB Integrante permanente
Eliana Eriz S. Médico/Centro de Sangre Concepcién | Integrante permanente
Francisco Guede R. Kinesiélogo / UNAB Integrante permanente / externo
Ricardo Saldias Ingeniero comercial [HGG Integrante permanente / Secretario

Excusas: Maria Cristina Fellay

Este informe se refiere a la revision que el comité hizo de los siguientes documentos recepcionados:
e Carta conductora
e Tabla respuestas a observaciones
e Protocolo de estudio: Explorando las implicaciones en el metabolismo glucidico de las vesiculas
extracelulares de pacientes diabéticos en Células Hepaticas. Version 3, noviembre 2023
o Anexo 1: Formulario de Reclutamiento de Participantes
o Anexo 2; Residuos biologicos_ Clasificacion y manejo de residuos biologicos

M
EN CASO DE CUALQUIER DUDA SE LE SOLICITA CONTACTARSE CON EL CEC DEL SSC.  Pégina 1

ESTE COMITE CUMPLE CON LAS GUIAS DE BUENA PRACTICA CLINICA DEFINIDAS POR LA CONFERENCIA INTERNACIONAL DE
ARMONIZACION(GCP-ICH); CON LAS LEYES CHILENAS N° 20.120 Y N° 19.628 Y CON LAS NORMAS INSTITUCIONALES DEL SERVICIO DE
SALUD CONCEPCION
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ACTA DE EVALUACION COMITE ETICO CIENTIFICO

COMITE CONSTITUIDO EN CONFORMIDAD A LA R. EX N°2444 [ 14.08.2012
RE ACREDITADO POR LA SEREMI SALUD DEL BIOBIO EN CONFORMIDAD A LA R. EX. N° 2963/ 06.10.20

CONCLUSION: Con fecha 21 noviembre 2023, el Comité aprueba el estudio y procede a timbrar los
siguientes documentos:

e Protocolo de estudio: Explorando las implicaciones en el metabolismo glucidico de las vesiculas
extracelulares de pacientes diabéticos en Células Hepaticas. Version 3, noviembre 2023
o Anexo 1: Formulario de Reclutamiento de Participantes
o Anexo 2: Residuos biologicos_ Clasificacion y manejo de residuos biologicos

e Consentimiento Informado para la donacion de muestras de sangre residuales. Version 2.1, octubre
2023

o Hojas de registro de la informacion

Ademas, este Comité solicita que:

1. Elinvestigador utilice el formulario de consentimiento informado con el timbre y fecha de aprobacion
del comité en los pacientes que seran enrolados en su institucion.

2. El Investigador responsable debe cumplir con el adecuado manejo de la informacion, asegurando la
no utilizacion de datos que pueda identificar a los participantes.

3. Las enmiendas, reportes de eventos adversos y desvios de protocolo se entreguen al comité en
conjunto con una opinion personal del investigador, sobre la relevancia de ellos en el proyecto.

4. Informar a lo menos una vez al afio de su estado de desarrollo, como también de cualquier

publicacion o presentacion a congresos que de él se generen

La validez de esta aprobacion es por un afio.

Una vez finalizado el proyecto, el comité debera ser informado de los resultados del estudio.

Conservar toda la documentacion en su poder por lo menos hasta quince afios cerrado el estudio

En toda futura correspondencia hacer referencia al niumero de cédigo asignado

Cumplir con la normativa y protocolos de seguridad del establecimiento y/o centro de investigacion.

0 Para iniciar el estudio debe tener la autorizacion del Director del centro

o

“°.°°.\‘9’

Atentamente,

Firma electronica avanzada

NELSON IGOR PEREZ
ecert Teran

2023.12.11 15:50:42 -0300

wered by

ETico

G | — frmern "
NTIEIRE r. Nelson Perez Teran

Presidente CEC-SSC

o/

CC: CEC-SSC \E PO\ ///

EN CASO DE CUALQUIER DUDA SE LE SOLICITA CONTACTARSE CON EL CEC DEL SSC.  Pagina 2

ESTE COMITE CUMPLE CON LAS GUIAS DE BUENA PRACTICA CLINICA DEFINIDAS POR LA CONFERENCIA INTERNACIONAL DE

g:yﬁézgﬁé%ﬁ%;gp-lcm; CON LAS LEYES CHILENAS N° 20.120 Y N° 19.628 Y CON LAS NORMAS INSTITUCIONALES DEL SERVICIO DE
ION
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6. Residuos bioldgicos

Para el descarte de

residuos biologicos se seguiran

las

indicaciones

recomendadas por MATPEL. Empresa encargada del manejo de residuos de la

Universidad de Concepcion.

CLASIFICACION Y MANEJO DE RESIDUOS BIOLOGICOS

Universidad de Concepcion
Tipo de Definicién Almacenamiento y Retiro Contenedor o bolsa
Residuos Corresponden SOLO a tejidos humanos, Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Bolsa de
bioldgicos restos de tejidos humanos, materiales ser retirados por la unidad RESPEL o empresa externa®*. autoclave et
(tipo 1) contaminados con fluidos humanos (sangre, amarilla @
orina) y restos de animales contaminados
con bacterias o virus patégenos.
Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Caja
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, ser retirados por la unidad RESPEL o empresa externa*. cortopunzante
biolégicos escalpelos) que se han utilizado con fluidos amarilla
(tipo 2) y tejidos humanas o en disecciones de
animales contaminados con bacterias o
virus patégenos.
Residuos bio- Corresponden a animales o restos de Deben ser almacenados en bolsas para residuos inertes color | Bolsa para
inertes animales de experimentacion que NO estan | negro, resistente al volumen y peso del residuo, a | residuosinertes
(tipo 3) contaminados con bacterias o virus temperaturas inferiores a 4°C hasta ser retiradas por la unidad | color negro
patdgenos u otras sustancias peligrosas. RESPEL para su disposicion final. En caso de que el residuo
corresponda a una muestra preservada, se debe separar de la
fraccién liquida (ej. formalina, alcohol), la que debe ser
almacenada como residuo quimico.
Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados en contenedores plasticos de 4 u 8 Contenedor
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, kg, etiquetados como “Cortopunzante inerte”, hasta ser plastico4 u8kg
inertes escalpelos) que NO han estado en contacto | retirados por la unidad RESPEL para su disposicion final
(tipo 4) con tejidos humanos, restos de tejidos
humanaos, fluidos humanos (sangre, orina),
ni restos de animales contaminados con
bacterias o virus patégenos.
Residuos Corresponden a materiales de cultivo que Deben ser entregados a la unidad RESPEL, SOLO después de | Bolsa de
microbiolégicos | han estado en contacto con bacterias no ser inertizados mediante autoclave o desinfectados en un | autoclave 4
(tipo 5) patégenas y que han sido inactivados por bafio con solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante 1 | transparente o :
esterilizacién con autoclave o por hora. En caso contrario, no se procedera con el retiro. La | blanca (solo <
desinfeccién en un bafio con solucién de unidad RESPEL entregara bolsas de autoclave solo cuando éste | para autoclave) B
hipoclorito de sodio. sea el método utilizado de inactivacion.

(*) El retiro desde la Facultad de Medicina, Facultad de Odontologfa, DISE y Centro RAI, serd una vez a la semana a través de empresa externa Stericycle y la unidad
RESPEL. El resto de |as facultades que generen este tipo de residuos debera gestionar retiro mensual a través de la unidad RESPEL.

Instructivo elaborado en colaboracion con la Facultad de Ciencias Bioldgicas.

Revisado 15-01-2016
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