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Resumen

La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) es la segunda causa de muerte en nuestro pais y
las lipoproteinas de alta densidad (HDL) poseen una funcién protectora en el desarrollo de
esta enfermedad. Como resultado de su metabolismo intravascular, conocido como transporte
reverso del colesterol (TRC), las HDL son un grupo muy heterogéneo de particulas que se
pueden agrupar en 5 subclases con base en su didmetro hidrodindmico y densidad de
flotacién. En estudios de nuestro laboratorio y de otros grupos de investigacion se ha sugerido
que la funcién antiaterosclerosa de las HDL estd muy relacionada con el tamafio y

composicién quimica de las particulas.

Debido a que la distribucién de tamafios las HDL es dependiente del TRC, modificaciones en
éste deben repercutir en la estructura y composiciéon de las mismas. Diversos trabajos de
investigacién sugieren que el principal 6rgano catabdlico de la apo A-I (apolipoproteina
principal de las HDL) es el rifion. Considerando que la eliminacion renal esta limitada por el
paso a través del corpusculo renal, postulamos que las HDL de menor tamafio podrian
filtrarse con menor dificultad que las grandes y por tanto, ser las particulas que el rifién
depure mayoritariamente. Asi, una alteraciéon en la capacidad filtrante renal generara

modificaciones de la distribuciéon de tamarios de las HDL.

Para comprobar la posible relacién entre el catabolismo renal, la composiciéon quimica y
las subclases de HDL, en una primera etapa desarrollamos y caracterizamos un modelo animal
de disminucion de la funcién renal inducida por una nefrectomia 34 en conejos Nueva Zelanda.
Este modelo cursé sin anemia, sin alteraciones de la permeabilidad glomerular ni de la
presion arterial. Las HDL generadas en estos animales presentan un aumento moderado de la
subpoblaciéon de mayor tamafno (HDL2b) lo cual corresponde a un equilibrio ligeramente

diferente al establecido en conejos con funcién renal normal. En una segunda etapa




realizamos los estudios de cinética metabdlica de las HDL, tanto del las particulas totales
como de sus subclases, por medio de marcado exdgeno con isétopos radiactivos. Nuestros
resultados demuestran que no existen diferencias del catabolismo de las HDL entre los grupos
de conejos nefrectomizados y controles. Esto indica que el metabolismo de las HDL no se
altera de manera importante a pesar de la drastica disminucion de masa renal
Interesantemente, a pesar de que no existen registros sobre la influencia del rifién en el
metabolismo del colesterol, la disminuciéon de masa renal funcional se asocié con la presencia
de HDL notablemente enriquecidas de ésteres de colesterol, mientras que la apo A-I y los
demas componentes lipidicos de las HDL permanecieron sin cambios. Nuestros resultados
muestran que existe un aumento en C-HDL de aproximadamente 50%; este incremento es de
gran magnitud si se compara con los logrados con farmacos antidislipidémicos (fibratos,

estatinas y niacina), los cuales alcanzan como maximo un 35% de aumento del C-HDL.

En resumen nuestros resultados demuestran que la disminucién de la masa renal
funcional tiene un impacto minimo en la eliminacién de apo A-I asociada a las HDL con un
incremento en el contenido de ésteres de colesterol. En estudios posteriores se debera buscar
el mecanismo por el cual el rindn altera tan significativamente el contenido de colesterol en

estas lipoproteinas.




Abstract

The coronary heart disease (CHD) is the second cause of death in our country and high-
density lipoproteins (HDL) have a protective function on the development of this disease. As a
result of their intravascular metabolism, known as reverse cholesterol transport (RCT), the
HDL are a heterogeneous group of particles that can be grouped into 5 subclasses on the basis
of their hydrodynamic diameter and flotation density. Studies from our laboratory and other
groups of investigation have suggested that the antiatherosclerotic role of HDL is strongly

related to their size and chemical composition.

Since HDL size distribution is dependent of the TRC, the structure and composition of the
lipoproteins may be altered when this intravascular pathway is impaired. Several reports
suggest that the principal catabolic site of the apo A-I (mayor HDL apolipoprotein) is the
kidney. Considering that the renal clearance of HDL is limited by the filtration process at the
renal corpuscle, we postulate that smaller HDL can be filtered more easily than the larger
ones; therefore an impaired filtration capacity would generate modifications on the HDL size

distribution.

In order to explore the possible relationship between the renal catabolism, the chemical
composition and the HDL subclasses, we firs developed and characterized an animal model of
decreased renal function induced by a nephrectomy 3% on New Zealand rabbits. This model
was developed without glomerular permeability or blood pressure alterations. The HDL
generated on these animals showed a moderated increase of the largest HDL subclass
(HDL2b), suggesting a slightly different equilibrium as compared to rabbits with normal renal
function. We further performed kinetic studies of HDL using total particles as well as isolated
HDL subclasses, by radioactive exogeneous labeling of lipoproteins. Our results showed that

there are no differences on catabolism of HDL between nephrectomized and control groups.




These results indicate that the HDL metabolism remained unchanged even after the drastic
decrease of functional renal mass .Interestingly, on despite of the lack of evidence about the
influence of the kidney on the cholesterol metabolism, the functional renal mass reduction
was associated with a huge enrichment of HDL with cholesteryl esters, while the apo A-I and
other lipidic components of the HDL remained unchanged. Our results show that there is a
HDL-C increase of approximately 50%, which is significantly important because even
antidyslipidemic drugs (as fibrates, statins and niacin) reach a HDL-C maximum increase of

about 35%.

In summary, our results demonstrated that the functional renal mass reduction has a
minor impact on the apo A-I-HDL clearance, associated to an increase on the cholesteryl
esters content. Further studies are warranted to establish the mechanisms involved in the

enrichment of HDL with cholesterol during renal mass reduction.




ANTECEDENTES.

Lipoproteinas.

Los lipidos son biomoléculas que se caracterizan por su baja solubilidad en agua, que se

asocian con moléculas anfipaticas para generar estructuras conocidas como lipoproteinas

(Figura 1); éstas son complejos macromoleculares y pseudomicelares que se componen

principalmente por lipidos anfipaticos e hidréfobos. Asimismo, estas particulas integran en su

estructura proteinas que presentan
dominios que les  permiten
interactuar con los lipidos de ambas
polaridades y con el medio
circundante; a estas proteinas se les

denomina apolipoproteinas (apo).

Los lipidos anfipaticos
(colesterol libre y fosfolipidos) se
sitian en la superficie, de modo que

los segmentos polares se mantienen

Figura 1. Esquema de la estiuchura de
laslipoproteinas.

en contacto con el medio acuoso, mientras que los lipidos hidréfobos (triacilgliceroles o

triglicéridos y ésteres de colesterol) se mantienen en el interior. Debido a que las proteinas

contienen dominios de diferentes polaridades, pueden interactuar selectivamente con los

componentes lipidicos y el medio, favoreciendo la estabilidad fisicoquimica de la particula.l2.

Ademas, la posibilidad de las lipoproteinas de presentar cambios conformacionales ante

diferentes situaciones fisioldgicas, permite la interacciéon con enzimas del metabolismo

intravascular de lipidos.




Clasificacion de las lipoproteinas.

La composicion y caracteristicas de las lipoproteinas son muy variables, y dependen de su
origen y metabolismo. Las diversas caracteristicas bioquimicas de las lipoproteinas permiten
diferenciarlas en poblaciones que suelen interactuar constantemente. La clasificacion mas
aceptada se basa en su densidad de flotacidn,12? generando cinco clases de lipoproteinas, que

son:

¢ Quilomicrones (Qm): Son las lipoproteinas de mayor tamafio, con densidad < 0.94 g/mL.
En electroforesis de agarosa se mantienen en el punto de depdsito. Se compone
principalmente de triglicéridos y apo B-48, A-1, A-11, A-1V, C-1, C-1I, C-lll y E.

e Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, “Very Low Density Lipoproteins”): 0.94
g/mL < densidad < 1.006 g/mL. Se separan en la fraccion pre- del plasma en
electroforesis de agarosa. Contienen principalmente triglicéridos, apo B-100, C-I, C-II, C-
Il yE.

e Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, “Intermedie Density Lipoproteins”): 1.006
g/mL < densidad <1.019 g/mL. Migran en la fracciéon pre-3 del plasma. Estas particulas
contienen colesterol y triglicéridos, apo B-100, C-I, C-II, C-IIl y E.

e Lipoproteinas de baja densidad (LDL, “Low Density Lipoproteins”): 1.019 g/mL <
densidad < 1.063 g/mL. En electroforesis de agarosa se separan en la fraccién (3 del
plasma. Tienen un alto contenido en colesterol y apo B-100.

e Lipoproteinas de alta densidad (HDL, “High Density Lipoproteins”): 1.063 g/mL <
densidad < 1.210 g/mL. Se separan en la fracciéon a del plasma, por lo que en la practica
clinica suelen referirse al valor de colesterol asociado a estas lipoproteinas como
alfalipoproteinemia. Presentan un alto contenido en proteinas, fosfolipidos y colesterol.

Su principal apolipoproteina es la A-I, ademas contienen A-II, A-1V, C-1, C-1I, C-IIT y E.




Cada tipo de lipoproteina estd compuesto de varias subclases que se diferencian por su

didmetro, densidad, composicion y, muy posiblemente, funcionalidad biolégica.

Las lipoproteinas en conjunto presentan tamafos que van desde los 5 nm hasta mas de
70 nm de didmetro, de modo practicamente continuo. Las diferentes clases de lipoproteinas
también se pueden diferenciar por intervalos de didmetro asi como por la proporcién de cada

componente lipidico y proteico. Estas caracteristicas se presentan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Propiedades de las lipoproteinas plasmaticas.3

Lipoproteina  Tamafio Proteina  Fosfolipidos Triglicéridos Coﬁ;ﬁrol Ester de

Colesterol
(nm) (% de masa (% de Ia fraccion lipidica de las lipoproteinas)
seca)

Qm >70 1-2 3-6 90-95 1-3 2-4
VLDL 30-70 6-10 15-20 45-65 4-8 5
IDL 20-30 20 30 35 35

LDL 18-30 18-22 18-24 4-8 6-8 45-50
HDL 5-12 45-55 26-32 2-7 3-5 15-20

Cada tipo de lipoproteina esta integrado por varias subclases que se diferencian por su

diametro, densidad, composicion, y carga eléctrica.




Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

La mayor parte de las HDL migran en la fraccidn a del plasma, por lo que algunos autores
las identifican como a-lipoproteinas. Sin embargo, existe una subpoblaciéon que migra en la
fraccion prep del plasma, por lo que a este tipo de HDL se les conoce como particulas pre-f1;
estas lipoproteinas tienen forma discoidal y estdn compuestas esencialmente de fosfolipidos y

apo A-l, y tienen una masa molecular de alrededor de 60 kDa.

Tal como se puntualizé en el cuadro 1, las HDL maduras tienen una proporcién
importante de colesterol, el cual tiene un hidroxilo unido al carbono 3 y que denominamos
como colesterol libre (CL); el grupo hidroxilo puede ser esterificado al reaccionar con un
acido graso, y en este caso se hace referencia a un éster de colesterol (CE). La importancia de
la diferenciacion de ambas especies de colesterol radica en el cambio de polaridad que

representa y, por consiguiente, en la localizacion del colesterol dentro de la lipoproteina.

Las HDL son las lipoproteinas mas pequefias, con didmetros que normalmente varian
entre los 5 y 12 nm; en comparaciéon con las otras lipoproteinas, presentan la mayor
proporcidn proteica (45-55% de su masa seca), y son las mas densas. La fraccidn proteica de
las HDL puede estar compuesta por diversas apolipoproteinas, de las cuales se resumen
algunas caracteristicas en el cuadro 2. La apo A-I es la apolipoproteina mas abundante de las
HDL, representa hasta un 70% de su proteina constitutiva y esta presente en practicamente
todas las particulas de esta poblacion.#5 La biosintesis de las HDL inicia con la sintesis
hepatica y secrecion de la apo A-I al sistema vascular, la cual se asocia facilmente con
fosfolipidos generando una estructura discoidal que puede captar colesterol.6 La apo A-I
también es indispensable en el metabolismo intravascular de las HDL pues desempefia la
funcién de coenzima de la lecitina: colesterol acil transferasa (LCAT),” enzima esencial en el

metabolismo y maduracién de la lipoproteina.




En el Cuadro 2 se presentan las caracteristicas mas importantes de algunas

apolipoproteinas presentes en las HDL.

Cuadro 2. Caracteristicas de las apolipoproteinas.8

P.M. .. | sitiode | ,ConC y
Apo (Daltons) pl Localizacion sintesis plasmatica Funcién
(mg/dL)
Principal componente de
Intestino las HDL, activador de
A-1 - . - ’
29,016 5.9-5.4 |HDL, Qm Higado 100-150 LCAT, estimula el eflujo
del colesterol.
Intestino Proteina componente de
A-11 | 14,414 5.0 HDL Hieado 30-50 HDL, inhibidor de LH y
8 de la LCAT.
Activador de  LCAT,
AV |44,465 |55  |HDL,Qm Intestino | 15 modulador ‘de LPL y
estimula el eflujo de
colesterol.
Activador de LCAT,
C-1 16,630 7.5 gr?lL’ VLDL, Higado |4-6 inhibe la  captacion
hepatica de Triglicéridos.
Activador LPL, inhibicion
C-II 18,900 4.9 gr?lL’ VLDL, Higado |3-5 de la captacién hepatica
de Lp-apo B-100.
C-1II 8,800 4.5-5.0 HDL, VLDL, Higado |12-14 Inhibidor de la LPL
0,1,2 Qm
Ligando de receptor de
E2,3,4 (34,145 |6.0-5.7 |VLDL,HDL  |Higado |3-5 LDL y de residuos de Qm,
estimula el eflujo de
colesterol.

P.M: Peso molecular, pl: Punto isoeléctrico, LCAT: Lecitina:colesterol acil transferasa,

LPL: Lipoproteina lipasa, LH: Lipasa hepatica.




Los grupos ionizables de los aminoacidos presentes en estas proteinas anfipaticas
aportan a las lipoproteinas plasmaticas una densidad de carga generalmente negativa al
encontrarse en un pH superior a su punto isoléctrico. Tales cargas interactiian con las
regiones ionizables de los fosfolipidos hacia la interface lipido-agua estabilizando a la
particula.® Debido a que la proporciéon de las apolipoproteinas presentes en las HDL es
variable, el valor de carga de superficie no es estatico, y su magnitud esta relacionada en gran

medida con la cantidad y naturaleza de los fosfolipidos.10

Las HDL pueden diferenciarse por su didmetro, composiciéon lipidica, contenido en
apolipoproteinas, densidad y carga eléctrica de superficie. La diferenciacion de las HDL se
presenta como una necesidad porque se ha sugerido que su actividad biologica es

dependiente de su tamafio y caracteristicas fisicoquimicas.é8

Una de las subclasificaciones mas empleadas estd basada en las diferencias en su
densidad de flotacién en conjunto con el didmetro hidrodinamico. Se realiza aislando a las
HDL a partir de plasma o suero por ultracentrifugacién secuencial y posteriormente
separandolas por PAGE en condiciones nativas. Este procedimiento permite reconocer 5
subpoblaciones de HDL en humanos, las HDL2b con diametros de 9.7-13.5 nm, HDL2a, de 8.8-
9.7 nm, HDL3a 8.2-8.8 nm, HDL3b 7.8-8.2 nm y HDL3c de 7.2-7.7 nm.8!1 Las HDL de conejos
presentan el mismo comportamiento; sin embargo, sus HDL 2b tienen un intervalo mayor

donde se contempla a particulas con didmetro superior a los 13.5 nm.12

10



Enfermedad aterosclerosa coronaria

La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) es la primera causa de mortalidad en los
paises desarrollados y es la segunda causa de muerte en la poblacién adulta en nuestro pais,
después de la diabetes mellitus (DM).13 Por lo tanto, el diagndstico precoz y tratamiento

oportuno son prioritarios para enfrentar mas eficazmente esta patologia.

La EAC puede comenzar con la infiltracién de LDL al espacio subendotelial en donde, al
existir un ambiente de estrés oxidativo, ocurre la peroxidacién de los lipidos contenidos en las
LDL. Las LDL oxidadas son factores quimiotacticos para monocitos circulantes, que atraviesan
el endotelio vascular y se transforman en macréfagos, capaces de fagocitar las LDL oxidadas
por un reconocimiento especifico. La falta de maquinaria enzimatica suficiente para degradar
los lipidos y lipoperdéxidos tiene como consecuencia la acumulacién de éstos en el citoplasma
del macroéfago, asi se denomina al macroéfago célula espumosa.l* Antes de morir, las células
espumosas liberan una gran cantidad de citocinas que estimulan al endotelio vascular para
que sintetice mas adhesinas, exacerbando asi el proceso inflamatorio. Las células espumosas

constituyen las etapas tempranas de formacion del ateroma.

En estudios epidemioldgicos se ha observado que existe una correlacién negativa entre
las concentraciones de colesterol asociado a las HDL y la incidencia de EAC.15> Debido a esto se
ha postulado que las HDL tienen una funcién protectora en el desarrollo de esta enfermedad y
se han descrito distintos mecanismos para explicar este efecto, como lo es el transporte
reverso del colesterol que se detalla mas adelante. Ademas, se han realizado estudios para
discernir si existe una subpoblacién con mayor capacidad cardioprotectora, pero hasta el

momento no se ha encontrado evidencia definitiva a este respecto.
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Metabolismo de las HDL.

El metabolismo intravascular de las lipoproteinas HDL se conoce generalmente como
transporte reverso del colesterol (TRC), y consiste en el intercambio dindmico de
componentes lipidicos en torrente sanguineo (Fig. 2). En este proceso el colesterol excedente,
de las células periféricas regresa al higado para su eliminacién o reciclamiento. Lo anterior
evita la formaciéon de acumulaciones patolégicas de colesterol en los tejidos como los

ateromas.16.17

Las apolipoproteinas recién sintetizadas son secretadas al torrente sanguineo y
adquieren lipidos como colesterol y fosfolipidos de los tejidos periféricos. Las HDL tipo pre f1
captan colesterol libre principalmente por interaccién con el transportador de membrana
ABCA-1 que es dependiente de ATP, y esta presente en higado, macréfagos e intestino, entre
otros tejidos.18 Hasta el momento se conoce poco acerca del mecanismo de accién del ABCA-1
asf como el sitio donde la apo A-I adquiere lipidos. Se ha postulado que existen perturbaciones
en la membrana causadas por el ABCA-1, a las cuales se une la apo A-I y como consecuencia
puede captar fosfolipidos y colesterol membranales. En contraste, algunos reportes sugieren
que el complejo apo A-I/ABCA-1 es endocitado yeste p durante la internalizacion la apo A-I
adquiere los lipidos que dan origen a la HDL.1920 A pesar de que los detalles de este proceso
son inciertos, es un hecho que el transportador ABCA-1 es esencial para la obtencién de
lipidos por la apo A-lI y la consecuente generacién de particulas esféricas y pequefias

clasificadas como HDL3.

Las HDL esféricas aumentan su tamafio con la esterificacion del colesterol libre; este
proceso esta catalizado por la enzima lecitina: colesterol acilo transferasa (LCAT) plasmatica.
La LCAT cataliza la transferencia de un 4cido graso proveniente de la fosfatidilcolina (lecitina)

al colesterol libre presente en las HDL, lo cual se considera parte del proceso de maduracion
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de las HDL. Las HDL generadas por estas reacciones poseen un tamafio superior y una menor

densidad con respecto a las HDL3, por lo que podemos diferenciarlas denominandolas HDL2.

Los ésteres de colesterol asociados a las HDL2 son intercambiados por triglicéridos con
las diferentes lipoproteinas que contienen apo B; este intercambio es facilitado por la proteina
transportadora de ésteres de colesterol (CETP) que es una proteina plasmatica sintetizada en
tejido adiposo, hepatico e intestino delgado. Ademads, para mantener una estructura estable,
las apo C’s y E se transfieren a los quilomicrones y VLDL. La lipasa hepatica (LH) hidroliza
triglicéridos y fosfolipidos de las HDL, generando una particula remanente que puede ser
remodelada por la proteina transportadora de fosfolipidos (PLTP) en particulas pre-3 y HDL3,
ambas con la capacidad de reiniciar el ciclo de captacién de colesterol. Es asi como el
colesterol de los tejidos periféricos llega al higado para ser reciclado o excretado a través de

las vias biliares.16

Célulaperiférica

— v
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SR-BI J
73 P MApo-B/Er ;

Higado Pre-p

Figura 2. Transporte Reverso del Colesterol. Lp-B: Lipoproteinas que contienen apo B (VLDL,
LDLy Qm). Tg: triglicéridos.
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El complejo proceso de remodelaciéon intravascular de las HDL propicia que estas
particulas se encuentren en cambio constante y por tanto las lipoproteinas plasmaticas se
presenten como una gama muy heterogénea de particulas en equilibrio. Se ha postulado que
estas diferencias en las HDL generan comportamientos diferentes ante la misma situacién
fisioldgica, es decir que sus capacidades dependen de su tamafio, composicidn lipidica, y

carga.61s

Debido a que las HDL son complejos macromoleculares integrados por diferentes lipidos
y apolipoproteinas, su eliminacién de plasma ha sido determinada de forma independiente
por el seguimiento de sus principales componentes; esto es la apo A-I por parte de la fraccion
proteica y el colesterol por los componentes lipidicos. Con respecto al colesterol asociado a las
HDL, el higado contribuye con aproximadamente un 65% de la eliminacidn total, donde el
mecanismo mejor descrito hasta el momento es mediado por el receptor “scavenger” tipo BI
(SR-BI), presente también en tejidos esteroidogénicos y macrdfagos.2! El receptor de
membrana SR-BI favorece la remocion selectiva del colesterol asociado a las HDL, tanto
esterificado como libre, para su eliminacién sin comprometer la integridad de las
apolipoproteinas asociadas al complejo.22 Se ha propuesto que el receptor SR-BI permite la
internalizacion de las HDL desde la membrana basolateral de los hepatocitos hacia vesiculas
de reciclaje endocitico en la cara apical de la membrana; el remanente de HDL carente de
colesterol no se asocia a lisosomas y es nuevamente secretado, proceso al que generalmente
se le denomina retroendocitosis.2122 A causa de la pérdida de colesterol en la estructura de la
HDL, las particulas liberadas al torrente sanguineo son nuevamente pequefias (HDL3), y

capaces de continuar con el eflujo de colesterol (Fig. 2).

Adicionalmente, Martinez LO y colaboradores?3 demostraron que la apo A-I se une con

gran afinidad a la subunidad 3 de la ATP sintasa que se expresa de manera ectdpica en la

14



membrana del hepatocito; la incubaciéon con ADP estimula la internalizacion de la apo A-],
mientras que la inhibicién de dicha subunidad [ impide su internalizacién en células
hepaticas. Se considera que existe una via de endocitosis para las HDL dependiente de ADP, y
que este proceso estd acoplado a la secrecidn o retroendocitosis de la apo A-I. Sin embargo, el
paso de la apo A-I por el interior celular no parece ser indispensable para la asociaciéon de la

apolipoproteina con fosfolipidos y colesterol.23.24

En cuanto a la degradacion de la fraccion proteica asociada a las HDL, desde hace casi tres
décadas que se considera al rifién como uno de los érganos con mayor actividad catabdlica,
aunque los reportes experimentales a este respecto son escasos y todos datan de la misma
época.2s En algunos estudios se ha empleado HDL marcadas con 125]-tiramincelobiosa- apo A-I
y 3H- ésteres de colesterol tanto simultaneamente como de manera independiente; con ambos
compuestos la marca radiactiva persiste en el interior de la célula una vez internalizada la
particula. Los resultados obtenidos con esta metodologia pusieron de manifiesto que el rinén
contribuye con mas del 30% de la degradacién de la apo A-I plasmatica, pero menos de un 1%
del colesterol.2¢ Adicionalmente se ha demostrado que la cubilina tiene la capacidad de unir
tanto HDL como LDL e internalizarlas en la célula en vesiculas endociticas, ademas de ser mas
affin por las HDL3.27 Esta proteina transportadora, es intensamente expresada en las células

epiteliales del tubulo renal proximal, en la membrana apical.2829

Sin embargo, debido a las pequefias fenestraciones del endotelio glomerular y las cargas
polianiénicas de la matriz de la barrera filtrante, la filtracién glomerular es un proceso
dependiente tanto del didmetro de particula como de su carga. Considerando que las HDL son
complejos con un didmetro variable entre los 7.2 y 13.5 nm, y una carga negativa, la
posibilidad de ser filtradas por la membrana basal glomerular es pequefia y podria implicar la

condicion limitante de esta via de eliminacién. Estudios previos han demostrado que una
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eliminacion acelerada de las HDL genera una distribucién con mayor proporcién de
lipoproteinas pequefias y que esta eliminacién es menor cuando las HDL presentan una mayor
carga de superficie.1030 A este respecto existen dos posibilidades: que la fraccién de la apo A-I
plasmatica eliminada corresponda a apo A-I libre, o bien que sea la apo A-I de las subclase de
HDL (HDL3) de menor didametro qu poseen una proporcién 2:1 de proteina con respecto al

colesterol.1!

Influencia del rifion en la EAC.

Los pacientes con un compromiso renal presentan un alto riesgo cardiovascular,
estableciendo incluso que es posible emplear los niveles de albuminuria como marcadores de
riesgo independiente para el desarrollo de EAC.31-35 Estos pacientes presentan desdérdenes
lipidicos congruentes con un riesgo cardiovascular elevado. Dichas alteraciones consisten en
niveles altos de triglicéridos y colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL), asi
como bajas concentraciones plasmaticas de colesterol asociado a las HDL (C-HDL) y apo Al.36
Cuando la enfermedad renal avanza a etapas terminales, la dislipidemia que predomina es la
baja concentraciéon de C-HDL y apo A-I, lo cual aparentemente indica que a una mayor falla
renal corresponde un mayor catabolismo de apo A-1373% En la medida en que se ha
considerado al rinén como un 6rgano principal en la eliminaciéon de la apo A-I es posible
suponer que el dano renal deberia alterar la eliminaciéon de la apo A-1 y modificar la
concentraciéon plasmatica de la apolipoproteina. Se debe tener en consideraciéon que la
enfermedad crénica renal es un proceso degenerativo que se acompafia de una elevacion en el
riesgo cardiovascular asociado a factores como inflamacién, estrés oxidativo, anemia,
hipertension, disfuncion endotelial, calcificacion vascular ademas de los desordenes
lipidicos.3® Por si mismos la inflamacién, el estrés oxidativo y la hipertensién han sido

asociados, en casos independientes de disfuncién renal, a un perfil de lipidos alterado, por lo
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que existe la posibilidad de que las anormalidades lipidicas observadas durante la nefropatia
sean secundarias a esos procesos fisiopatolégicos y no se deriven directamente de la
disfuncién renal.40-42

El analisis sobre la sintesis y catabolismo de las apolipoproteinas (apo) A-I y A-II de las
HDL en situaciones de disfuncién renal tampoco ha sido concluyente; mientras que las ratas
con nefrotoxicidad o con nefritis pasiva reducen la tasa de catabolismo de las HDL entre 55%
y 67%, los pacientes con proteinurias moderadas y agudas catabolizan rapidamente estas
lipoproteinas.43-45 La clara contradicciéon entre estas observaciones resultada del poco
entendimiento que existe ante la relaciéon del rifion con las HDL, y la influencia de las
caracteristicas de tales lipoproteinas, por ello es fundamental la evaluacién integral de la

estructura y metabolismo de las HDL.
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HIPOTESIS

Si la apo A-I eliminada por via renal corresponde a la proteina asociada a las HDL de menor
tamafio, habra un cambio en la distribucién relativa de los tamafios y de la composicién
quimica de estas lipoproteinas, asociado a una disminucidn del catabolismo renal cuando se

reduce la masa renal funcional.
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OBJETIVOS.

Objetivo general

Determinar el impacto de la disminucion de la masa renal funcional en el metabolismo
de las HDL, asi como en la distribucién de tamafios y composicién lipidica de las

subclases de estas lipoproteinas.

Objetivos particulares.

¢ Caracterizar un modelo animal de funcién renal disminuida de un 75% en conejo
Nueva Zelanda

¢ Determinar la tasa de catabolismo de HDL en conejos parcialmente nefrectomizados.

¢ Establecer si existe un cambio de la distribucién relativa de las HDL en las diferentes
subclases determinadas por su contenido de proteina

¢ Cuantificar el cambio en las subclases de HDL al determinarlas por su contenido en
lipidos

¢ Determinar cambios en la carga de las HDL y analizar su relacién con la eliminacién
renal.

¢ Cuantificar el cambio en la actividad de de la enzima LCAT como resultado de la
nefrectomia parcial.

¢ Observar los cambios en el metabolismo dindmico de interconversién entre las

subpoblaciones de HDL.
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MATERIALES Y METODOS.

Animales.

Distribuimos a 18 conejos Nueva Zelanda (NZ) macho de 3 a 3.5 Kg en dos grupos; a uno
se le realizé una nefrectomia 1 %, que consiste en la eliminaciéon de 1 rifion completo y la
mitad del segundo por intervencién quirtrgica. Con fines de comparacién al grupo control se
le realizaron las cirugias simuladas correspondientes.¢ La anestesia general en ambos casos
se indujo empleando una combinacién de xilacina 1 mg/Kg via intramuscular e isofluorano
inhalado al 2%. En una primera cirugia se realiz6 la reduccién de masa renal infartando
aproximadamente un 50% del rifién izquierdo al ligar una de las ramas de la arteria renal y
asegurando que el uréter quedara libre. En una segunda intervencién quirurgica, dos semanas
después, se extirpé el rifion derecho completamente. En ambos casos se administr6
antibiotico (enrofloxacina 10 mg/Kg) y analgésico (buprenorfina 30 pg/Kg) por via

intramuscular. Los animales consumieron alimento estandar y agua ad /ibitum.

Obtencion de muestras.

Después de un ayuno de 12 horas, se obtuvieron muestras de sangre venosa recolectadas
en tubos que contenian EDTA o heparina como anticoagulante. Las muestras se centrifugaron
a 1000 g durante 15 minutos, al término de este tiempo se separ6 el plasma. En aquellos casos
en que no se empled después de la puncidn, el plasma se almacené a -70 °C hasta el momento

de su analisis.

Andlisis de laboratorio

Las concentraciones de glucosa, triglicéridos y colesterol séricos se determinaron por
métodos enzimaticos colorimétricos comerciales. Para determinar las concentraciones de

lipidos asociados a HDL se ajust6 la densidad de las muestras de plasma a 1.063 g/mL y se
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ultracentrifugé a 436000 g durante 2.5 h a 10 °C para separar de manera selectiva las
lipoproteinas que contienen apo B. En el resto del plasma se determiné la concentraciéon de
colesterol, colesterol libre, triglicéridos y fosfatidilcolina por métodos enzimaticos
colorimétricos y se corrigieron los datos por la dilucion. Estos parametros se analizaron antes

y después de 4 semanas de la segunda intervencién quirurgica.

Andlisis de depuracion y proteinuria

En un periodo de 4 semanas después de la segunda cirugia se recolect6, empleando una
caja metabdlica, la orina de los animales durante 24 horas. Se determind la depuracién
considerando las concentraciones de creatinina sérica en una muestra tomada al inicio de la
recoleccion y la cantidad de creatinina excretada. Las determinaciones se realizaron en un
analizador de quimica clinica automatizado modelo ILab 300 Plus de Instrumentation
Laboratory en el Departamento de Nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio

Chavez”.

La cuantificaciéon de proteina excretada en orina se realizé por turbidimetria como se
detalla en el apéndice 1.47 Comparamos los valores de depuracién y proteinuria entre el grupo

parcialmente nefrectomizado y el grupo control.

Presion arterial media y hematocrito

Las mediciones de presion arterial media se realizaron directamente por medio de un
transductor modelo p23 db, (Gould San Juan, PR) instalado en la arteria de la oreja del conejo;
el registro se llevé a cabo con un poligrafo (Grass Intruments Quincy MA). El hematocrito se

determind por ultracentrifugacién de sangre total en capilar.
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Aislamiento y andlisis de subpoblaciones de HDL

Las muestras de HDL se obtuvieron por ultracentrifugacion secuencial a partir de plasma,
ajustando la densidad del mismo a 1.063 g/mL con KBr soélido y ultracentrifugando por 2
horas 30 minutos a 436000 g. con el fin de separar las lipoproteinas que contienen apo B.
Posteriormente se ajust6 nuevamente la densidad a 1.21 g/mL con KBr sélido y se
ultracentrifugé por 3 horas a 436000 g para aislar a las HDL. Bajo estas condiciones se
recupera de 80% a 85% de la apo A-I del plasma total.#8 Las HDL se dializaron en solucién
amortiguadora de Tris 0.09 M, acido bérico 0.08 M, EDTA 3 mM, pH 8.4 (amortiguador TBE).
Al final de la dialisis se realiz6 la cuantificacion de proteinas totales por el método de Lowry.4?

(Apéndice 2).

Las subpoblaciones de HDL se separaron por su tamaiio en electroforesis en gradiente de
3 a 30 % de poliacrilamida en condiciones nativas, detallado en el apéndice 3. Las HDL
separadas en el gel, se analizaron por su radio hidrodinamico, utilizando como referencia los
marcadores de alto peso molecular (tiroglobulina de 17 nm, ferritina de 12.2 nm, catalasa de
10.4 nm, lactato deshidrogenasa de 8.2 nm y albiimina de 7.1 nm, kit Pharmacia, UK).59 De esta
manera, se determind la proporcion de cada subpoblacién de HDL por su didmetro
hidrodinamico conocido (HDLz, 13.6-10.58 nm, HDL;, 10.58-9.94nm, HDL3. 9.94-8.98, HDLay,
8.98-8.45nm, HDL3. 8.45-7.70 nm).1148 Los geles fueron tefiidos inicialmente para la deteccién
de lipidos, fueron decolorados y a continuacién se tifieron todas las apolipoproteinas
asociadas a las HDL con azul de Coomassie R250 al 0.1% solubilizado en metanol 25%, acido
acético 10% y agua. La tincién de lipidos se detalla en el apéndice 4. De cada tincién se obtuvo
un densitograma correspondiente a uno de los componentes (Molecular Analyst Software
Version 1.1, 1994 Bio-Rad). Para calcular el porcentaje con el que contribuye cada subclase a

la poblacidn total de HDL plasmaticas se considero que el area total bajo la curva corresponde
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a la poblacién total de HDL y que las subclases pueden dividirse empleando los diametros
hidrodindmicos previamente reportados. Para calcular la concentracion plasmatica de los
lipidos de las subclases de HDL, el porcentaje relativo de cada subclase determinada por
densitometria oOptica fue relacionado con las concentraciones de cada uno de los lipidos
determinadas en plasma después de precipitar las lipoproteinas que contiene apo B con una
solucién de sulfato de dextran/magnesio (100 pL/mL de plasma).l151 En la figura 3 se
muestra un ejemplo de la migracion electroforética de las HDL tefiidas con azul de Coomasie,
el densitograma obtenido y los intervalos de didametro que definan a las subclases de estas

lipoproteinas.

=+

Figura 3. Imagen de la migracién de una muestra de HDL en un gel PAGE nativo tefiido con
azul de Coomasie. En el carril A se encuentran los marcadores de peso molecular y en B la
muestra de un conejo nefrectomizado. El grafico de la seccion C es el densitograma
correspondiente, que presenta la DO contra la distancia migrada.
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Estudios cinéticos.

En la quinta semana después de la segunda cirugia se realizaron los estudios de
catabolismo de HDL de acuerdo a la metodologia empleada en nuestro laboratorio.>2
Brevemente, las HDL aisladas de conejos se dializaron y deslipidaron con una mezcla etanol-
éter (2:1, v/v). La parte proteica se solubilizé en amortiguador de tris-HCl 30 mM y urea 6 M a
pH=8.0, y se hizo pasar por una cromatografia de intercambio aniénico, usando una columna
UNO Q1 (Bio-Rad) acoplada a un sistema de cromatografia Bio-Rad Duo Flow, eluyendo con
un gradiente lineal de NaCl 0.1 M de 0 a 50% en el mismo amortiguador. Se seleccionaron las
fracciones que contenian apo A-1 y se dializaron contra NH4:HCOz 10 mM. La presencia y
pureza de la apo A-I se determinaron por electroforesis en gradiente de poliacrilamida 4-21%
con SDS 10% y tifiendo las bandas con azul de Coomassie R250. La concentracion de apo Al se
estimo por espectrofotometria, considerando un valor del coeficiente de extincién molar de

1.13 mL*mg*cm-1.

El marcado de la apo A-I se realiz6 por el método de Bilheimer y colaboradoress3 que
consiste en mezclar 1 mg de proteina con 1 mCi de Na25] en una soluciéon 10 mM de ICl. La
proteina marcada se separdé con una columna de Sephadex G-25 (50-150 pm) y fue
reincorporada a HDL, incubando 1 h a 37 °C. La !25[-apo A-I libre se separé de las HDL por
ultracentrifugaciéon y se dializaron contra una solucién de NaCl 0.15 M. La solucién se
esteriliz6 por filtracién usando membranas de 0.22 um. Las HDL marcadas radiactivamente se
incorporaron al flujo sanguineo de los animales, tras un ayuno de 12 horas. Después de la
administracion se contabilizaron 10 minutos para permitir la distribucion de las HDL y
posteriormente se recolectaron muestras a diferentes tiempos. Las muestras se mantuvieron
en frio hasta el momento de su analisis. Finalmente se determin6 la radiactividad por unidad
de volumen presente en cada muestra. Las lecturas obtenidas fueron expresadas como

porcentaje de la radiactividad inicial y se ajustaron a un modelo biexponencial con el
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programa computacional SAAMII para calcular la tasa de catabolismo o FCR por sus siglas en

inglés. La tasa de sintesis de apo A-I fue calculada con la férmula:

FCR (%) X apo Al plasmatica (%) X volumen plasmatico(L)

PR =

Peso corporal (Kg)

El volumen plasmatico se consider6 como 3.28 % del peso corporal de los conejos.52

Adicionalmente, se aislaron HDL por ultracentrifugacién secuencial del plasma de cada
tiempo de la cinética, las lipoproteinas se separaron por PAGE como se indica en la seccion
anterior. Empleando los marcadores de alto peso molecular se cortaron las secciones del gel
correspondientes a las diferentes subclases de HDL y se determiné la radiactividad presente.
Con las mediciones de radiactividad se determind la modificaciéon dindmica de la distribucion
de las subpoblaciones. La radiactividad de cada subpoblaciéon por unidad de volumen se
obtuvo multiplicando el porcentaje de radiactividad encontrado en cada subclase por la

radiactividad obtenida en el plasma total.

Determinacion de carga de superficie.
La densidad de carga de superficie se analizé de acuerdo a la metodologia descrita
previamente por Sparks DL y colaboradores,>* con ligeras modificaciones realizadas por

nuestro grupo de investigacion y que se detalla en el Apéndice 5.

La densidad de carga de superficie (Cd) es dependiente de la movilidad electroforética y
del radio de las lipoproteinas, éste ultimo se obtuvo de la separacidn electroforética en PAGE
con condiciones nativas. Debido a que las HDL comprenden diversos diametros, la densidad
de carga se reporta como un intervalo calculado a partir del radio minimo de las HDL, el radio

con mayor poblacién de las HDL y el radio maximo de las mismas.
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Estudios realizados empleando la teoria electrocinética han reportado que la Cd
mantiene una relacion directa con la carga neta o valencia (V), que a su vez puede estimarse
por la movilidad electroforética (U) de las particulas bajo condiciones especificas (Ecuacion
1). El valor de V representa el nimero de cargas negativas que tiene en exceso la lipoproteina,
y se calcula considerando al complejo como una particula esférica. Asi V esta relacionada por
medio de la constante empirica de Henry con U, que se calcula como el cociente de la
velocidad electroforética (distancia migrada/ tiempo de migracién) por el potencial
electroforético (diferencia de potencial aplicado/ longitud del gel). Asimismo, el calculo de V
contempla el intervalo de radio de la particula (r) y de su contraion (ri) Nat+. Ademas incluye
factores fisicoquimicos como la viscosidad del medio (1), la constante de Debye-Huckel (k)
que puede inferirse por la fuerza i6nica del medio, y el grosor de la bicapa de iones que

circundan a la lipoproteina (f), el cual es constante para condiciones de fuerza idnica estables.
Ecuacion 1.

_ 6.25x% 107U6mn(1 + &, + &)
f+ x5y)

La densidad de cargas de superficie es directamente proporcional al valor de la carga

neta (V) y su calculo estd determinado por la siguiente formula:
Ecuacién 2

_ 4.8x10710V

Ccd
4172

Al final la carga de superficie (Cd) se expresa en Coulomb ( C )por area en cmz2.
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Actividad LCAT

La actividad de la LCAT fue monitoreada por la conversiéon del colesterol libre a
esterificado empleando 3H-colesterol libre.8 El colesterol se incorpor6 en proteoliposomas
que contenian fosfatidilcolina, apo Al humana, colato de sodio, colesterol frio y 3H-colesterol.
Los proteoliposomas fueron empleados como sustrato, incubandose con las muestras de
plasma durante 1 hora a 37 °C. Para detener la reacciéon enzimatica se agregd una mezcla de
cloroformo: metanol en proporciéon 2:1. Los lipidos contenidos en la fase organica fueron
recuperados, evaporando a sequedad la mezcla solvente y posteriormente se separaron por
cromatografia en capa fina. El Rf del colesterol libre y esterificado se verific6 empleando
estdndares de colesterol (SIGMA) y palmitato de colesterol (INC) eluidos junto con las
muestras. Las bandas de ambas especies de colesterol fueron recolectadas y se agreg6 liquido
de centello para medir la radiactividad presente en cada una de ellas, empleando un contador
de centelleo 2200CA. Los resultados se presentan como la cantidad de colesterol esterificado

por unidad de tiempo y volumen de plasma (nmol de colesterol /h/mL).
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Andlisis estadistico

Las comparaciones se realizaron entre los parametros al final del tiempo de evolucién de
la nefrectomia y previos a la intervencién quirtrgica en todos aquellos casos en los que fue
posible. Para los parametros que podrian verse afectados por la edad ademas del estrés
quirurgico, se empled una comparacion contra el grupo control. [gualmente la comparacion de

los estudios cinéticos se realiz6 contra el grupo control.

Las pruebas estadisticas empleadas fueron t de Student, pareada o contra control. En los
de estudios cinéticos de las subpoblaciones de HDL, se realiz6 una prueba t de Student en las

determinaciones de cada tiempo entre el grupo nefrectomizado y el grupo control.

Los resultados se presentan como el promedio mas error estandar. La significancia

estadistica se considerd a partir de una p< 0.05.
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RESULTADOS

Caracterizacion bioquimica del modelo de nefrectomia parcial

Con el interés de caracterizar a nuestro modelo de nefrectomia parcial, se analizaron las

concentraciones de metabolitos de excrecidn, perfil de lipidos y perfil de lipidos asociados a

las HDL. Los resultados se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Parametros de evaluacién bioquimica en suero.

PARAMETRO (mg/dL) Previo a cirugia Después de 4 semanas
n=12 n=12
Urea 17.6+0.9 32.2+4.0%
Creatinina 1.11 +0.04 2.02 £ 0.24**
Glucosa 116.4+4.2 1179+ 11.7
Triglicéridos 49.5+10.8 39.6+8.6
Colesterol 47.6+6.0 51.2+4.7
Triglicéridos- HDL 24.0 £4.7 23.1+£3.7
Fosfatidilcolina- HDL 62.7+4.0 62.7+89
Colesterol total- HDL 207122 30.2 £ 2.5*
Colesterol libre- HDL 71+1.2 10.0+1.0
Colesterol esterificado-HDL 229+ 4.4 34.0 £ 3.3*
Colesterol no- HDL 27.0+4.8 209+4.1

Los resultados mostrados se expresan como promediotEE. *p<0.05 **p<0.01

Los metabolitos de excrecion (urea y creatinina) presentan un aumento de 57%

aproximadamente; la magnitud de este cambio es similar al observado en las concentraciones

de colesterol total y esterificado, que alcanza un 48%.
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A continuacién evaluamos la funcién renal en nuestro modelo experimental a través de
algunos parametros relacionados con las principales funciones del rifiién. La tabla 2 presenta

la comparacién entre el grupo parcialmente nefrectomizado y el grupo con cirugia simulada.

Tabla 2. Evaluacién de funcion renal.

Parametro Nefrectomizado (n=11) Control (n= 8)

Depuracion de creatinina

(mL/min) 46+1.6 12.8+8.0*
Proteinuria (mg/24 h) 19.1+ 4.9 222+ 6.4
Hematocrito (%) 44.0+ 1.7 446+1.7
Presion arterial media (mmHg) 92 +10.0 73+52

Los resultados mostrados se expresan como promedio£EE. *p<0.05

La depuracion de creatinina en conejos nefrectomizados es practicamente un tercio del
valor obtenido en el grupo de conejos control. No se encontrd ningin cambio adicional en los

demas parametros.
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Cuantificacion de subclases de HDL

La concentracion de lipido asociado a una subclase de HDL fue determinada en muestras
antes y 5 semanas después de la nefrectomia o la cirugia simulada. El cambio observado en las
concentraciones de colesterol se presenta en los graficos 4 y 5, comparando al grupo

parcialmente nefrectomizado con el grupo control.
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Figura 4. Cambio en la concentracién plasmatica de colesterol total asociado a las subclases de
HDL. Determinado por método enzimatico en la superficie del gel de poliacrilamida. Los
resultados mostrados se expresan como promediotEE. *p<0.05

Existe un claro aumento del colesterol asociado a la mayoria de las subclases de HDL en
el grupo parcialmente nefrectomizado, mientras que en el grupo control las variaciones son
inespecificas y no representan un cambio estadisticamente significativo. El aumento asociado
a la nefrectomia representa practicamente la mitad para las HDL de mayor tamafio, 2b y 2a

(44% y 51%), mientras que alcanza hasta un 74% y 79% en las HDL 3a y 3b.
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Figura 5. Cambio en la concentracion plasmatica de las especies de colesterol asociadas a cada
subclase de HDL. A) Colesterol libre determinado enzimaticamente B) Colesterol esterificado
calculado a partir del colesterol total y libre. Los resultados mostrados se expresan como
promediozEE. *p<0.05

Mientras el colesterol libre presenta fluctuaciones minimas de concentracién (<1 mg/dL) el

cambio del colesterol esterificado en las HDL2 representa un 18 y 24%, y en las HDL3 el

aumento es de casi la mitad del valor inicial (42% y 57%).
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Tabla 3. Concentracion de las diferentes especies de colesterol asociadas a las subclases
de HDL antes de la intervenciéon quirtrgica y después de 5 semanas de la segunda cirugia para

los conejos nefrectomizados (Nptx) y control.

Lipido Grupo Tiempo HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c

Antes 10.7£20 29+03 43+05 14£03 0401

Nptx
Colesterol Después 15.4+1.9*% 44+15% 7.6+0.8% 2.6+04* 0.8+0.3
total
(mg/dL) Antes  13.4+18 49+07 7.7+10 28403 0.7%0.1
Control
Después 10.7+22 3.6+08 59+12 21404 0.6+0.1
Antes 42+07 14+03 23+04 08+0.1 02£0.1
Nptx
Colesterol Después 54+0.6 15+02 26+04 0.8+02 02+0.1
libre
(mg/dL) Antes 41+10 15+04 23+06 0.8+02 02+0.1
Control
Después 3.7+0.7 12+02 20+03 08+01 03+0.1
Antes  109+3.0 25+05 35+09 13+04 04102
Nptx
Colesterol Después 16.8+2.6* 4.8+0.6* 84+15*% 3.1+0.7* 1.2+0.5
esterificado
(mg/dL) Antes  156+25 57+08 9.1+12 33403 08+0.1
Control

Después 11.8+3.1 4.0+12 67+19 23+0.7 0.8£03

Los resultados mostrados se expresan como promedio+EE. *p<0.05 vs antes de la cirugia.

Antes de la cirugia el colesterol esterificado comprende 55 % del colesterol total presente
en las HDL2 y 50% de las HDL3, mientras en la evaluacién final representa entre 65y 70 %
del colesterol de cada subpoblacidn. Esto es indicativo de un cambio en la composiciéon de las
lipoproteinas, que tienden a enriquecerse de colesterol esterificado. La subclase de menor
tamano, HDL3c, corresponde a cerca de 2% del colesterol asociado a las HDL, y no se observa

ninguna modificacion significativa en su concentracion.
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A continuacién determinamos los triglicéridos y la fosfatidilcolina de cada una de las

subclases de HDL; los resultados se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones de los lipidos asociados a las HDL antes y después de las
cirugias en ambos grupos. Cociente de componentes lipidicos superficiales (colesterol

libre/fosfatidilcolina) y de ntcleo (colesterol esterificado/ triglicéridos).

Lipido Grupo Tiempo HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c

Triglicéridos  Nptx Antes 104+18 34+08 57+15 18+0.7 04£03
(mg/dL) Después 99+1.2 28+05 45+09 14+04 03+0.2
Control  Antes 94+11 38+05 66+08 24 +04 0.6+0.2

Después 12.7+3.4 45+12 68+1.6 23+04 06+0.1

Fosfatidil- Nptx Antes  33.1+14 94+0.6 148+0.7 45+05 0.9+0.2
colina Después 29.1+4.1 9.0+18 142+28 47+10 1.1+£0.3
(mg/dL)  Control  Antes 36.5+44 11.6+14 18.0+19 65+09 21+05
Después  31.1+6.5 11.3+23 17.8+3.3 63+10 22+0.7

CE/Tg Nptx Antes 1.1+03 0.8+02 06+02 08+02 16+0.6
Después  2.0+0.5%* 2.2+0.5t 2.4+0.6t 3.2+0.8t 9.7+4.3t

Control  Antes 1.6+02 16+03 15+02 1.7+03 52+23

Después 1.4+03 14+04 15+05 17407 3.9+3.0

CL/Ph Nptx Antes  0.13+0.02 0.15+0.03 0.16+0.04 0.24+0.09 0.27+0.10
Después  0.23+0.05 0.27+0.09 0.33+0.12 0.48+0.24 0.47+0.19

Control ~ Antes  0.11+0.02 0.12+0.03 0.12+0.03 0.13+0.03 0.13+0.04

Después  0.15£0.03 0.13+0.03 0.14+0.04 0.18+0.07 0.95+0.77

Colesterol esterificado/triglicéridos (CE/Tg), Colesterol libre/fosfatidilcolina (CL/Ph). Todos
los resultados se presentan como promedio+EE. *p<0.05 y 1p<0.01 vs antes de la cirugia.

34



No existen cambios en las concentraciones de otros lipidos asociados a las HDL; sin
embargo, la composiciéon de las mismas se encuentra alterada en la evaluacion final de los
conejos nefrectomizados. Estas lipoproteinas contienen el doble de la proporcion inicial de

colesterol esterificado respecto a los triglicéridos.

Adicionalmente, podemos estimar la composicién de las lipoproteinas por la relacién de
otros componentes, como el colesterol total y la fosfatidilcolina (Ct/Ph), asi como triglicéridos
y fosfatidilcolina (Tg/Ph). Estos cocientes pueden aportar informacién sobre la estructura y

composicién de las HDL, asi como del metabolismo asociado a ellas y se resumen la tabla 5.

Tabla 5. Cocientes de colesterol total por fosfolipidos y triglicéridos por fosfolipidos.

Cociente  Grupo Tiempo HDLZ2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c
Ct/Ph Nptx Antes 0.324+0.06 0.31+ 0.04 0.29 + 0.03 0.32 + 0.04 0.47 + 0.10
Después 0.6840.18 0.81+0.28 1.00+0.38 1.63+0.84 1.7540.80

Control  Antes 0.3840.04 0.424+0.03 0.43+0.02 0.45+0.03 0.55+0.14

Después 0.41+0.08 0.39+0.08 0.40+0.08 0.44+0.10 1.19+0.54

Tg/Ph Nptx Antes 0.314+0.05 0.35+0.06 0.3740.08 0.37+0.10 0.3640.17
Después 0.36+0.04 0.36+0.06 0.41+0.10 0.4840.17 0.3340.11

Control  Antes 0.284+0.04 0.3540.05 0.38+0.06 0.38+0.07 0.3010.09

Después 0.33+0.04 0.43+0.08 0.42+0.08 0.45+0.12 0.75%0.37

Los resultados mostrados se expresan como promedio+EE. *p<0.05 vs antes de la cirugia.
En este caso no observamos diferencias estadisticamente significativas en las
comparaciones entre grupos ni con la evaluacion previa a la cirugia. Esto sugiere que las HDL

mantienen proporciones de sus componentes, a pesar del drastico aumento del colesterol.
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Las subpoblaciones de HDL pueden presentar diferentes proporciones dentro de dos
muestras independientes, la medida semicuantitativa de la contribucién de cada subclase se
reporta como la distribucion relativa y se determina en funcién del contenido de proteina de

las HDL. En la tabla 6 presentamos esta distribucién para ambos grupos, en evaluaciones

previas a la cirugia y con 5 semanas después.

Tabla 6. Distribucion relativa determinada por la fraccion proteica de las HDL. estos datos

son una estimacidn semicuatitativa de esta poblacion.

Tiempo HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c

Antes 271+20 173+05 358+14 154109 44+1.0
Distribucién Nptx
. Después 31.0+1.9* 17005 339+13* 144+1.0 3.6%20.6
relativa de
protefnas de Antes 252429 167+06 354+15 169+1.3 59+0.8
HDL (%) Control

Después 265+26 161+03 341+14 169+11 64+0.8

Los resultados mostrados se expresan como promediotEE. *p<0.05 vs antes de la cirugia.

Existe una mayor proporcion de lipoproteinas de tamafio grande (HDL2b) a cambio de
una modesta disminucién en la proporcién de la poblacién intermedia (HDL3a) después de la
evolucion de 4 semanas en el grupo con nefrectomia parcial. Para los conejos con cirugia

simulada la distribucion de HDL es estable en el periodo de evaluacidn.
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Actividad LCAT

La caracterizacién de los lipidos de las subclases de HDL demostré que existen cambios
importantes en la cantidad de colesterol total asociado a las HDL, y inicamente la cantidad de
colesterol esterificado esta relacionada con este aumento. Debido a que la LCAT participa en
la formacidn de ésteres de colesterol a partir de colesterol libre, determinamos la actividad de
esta enzima en plasma obtenido antes y 4 semanas después de las cirugias de los conejos
nefrectomizados. Nuestros resultados demostraron que el porcentaje de esterificacion del
sustrato antes de las cirugias fue de 0.94 £ 0.14, nmol/mL/h y después de 4 semanas de la
segunda cirugia de 0.84 + 0.08 nmol/mL/h (n=10) sin diferencias significativas entre ambos

valores.
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Catabolismo de HDL.

A continuacién determinamos la tasa de catabolismo y sintesis de apo Al-125] asociada a
HDL. La figura 5 representa la curva promedio de decaimiento radiactivo en plasma de los

grupos de conejos nefrectomizados y control.
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Figura 6. Radiactividad residual correspondiente a las HDL-125] en torrente sanguineo. Los
datos de la curva representan el promedio+EE. *p<0.05 vs grupo control.

La comparacion de los grupos con la prueba t de student entre los valores de cada tiempo
es un indicador del catabolismo, en este caso observamos diferencias significativasa 1, 6,9y
24 horas de la administracion de !25I-apo AI-HDL. El grupo de conejos nefrectomizados
presenta una mayor radiactividad residual en el plasma durante estos tiempos, sugiriendo

que existe un menor catabolismo debido a la disminucién de masa renal.

Considerando que la concentracién de apo Al se mantuvo constante a lo largo del estudio,

calculamos los pardmetros cinéticos como se describe en la seccién de materiales y métodos;
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en la Tabla 7 se presentan los datos de las tasas fraccional de catabolismo (FCR), y de sintesis
(PR), asf como la concentracion de apo A-I plasmatica. Sorprendentemente el valor calculado
de la tasa de catabolismo fraccional de los conejos nefrectomizados no presenta diferencias
con respecto al grupo control. Del mismo modo, debido a que la concentracién de apo A-I fue

similar entre los grupos, no hubo diferencia significativa en la tasa de produccién absoluta.

Tabla 7. Tasas de catabolismo, sintesis y concentracion plasmatica de apo A-I.

Grupo FCR (pool/h) PR (mg/ kg .h) Apo A-1 (mg/dL)

Conejos parcialmente 0.027 +0.009 0.767 +0.113 78.4+10.9

nefrectomizados (n=11)
Conejos con cirugia simulada

0.026 +0.007 0.733 +0.270 76.9 £ 25.3
(n=10)

Para evaluar la posibilidad de que el rifién tenga una mayor participacién en la
eliminacion temprana (<12h) o tardia (>12h) de la apo A-I, analizamos ambas componentes
de la curva descrita. El programa de andlisis genera una ecuacion que describe el

comportamiento de la eliminacién de apo A-], la cual puede expresarse como:

Porcentaje de radiactividad inicial = A1791*t + A27a2*¢

Los cocientes de las literales Al/al y A2/a2 son representativos de las componentes
temprana y tardia respectivamente. Los valores de Al/al fueron de 208+35 para los conejos
nefrectomizados y 261452 en los controles, sin diferencia significativa; asimismo, el cociente
A2 /a2 de los conejos nefrectomizados fue de 41724587 y de los conejos controles 32524259,

sin diferencias significativas entre ambos grupos.
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Con base en nuestra hipoétesis, el tamafio de las lipoproteinas puede ser un factor
determinante en la interaccién de las mismas con el rifién. Para evaluar la posible relacion del
tamafio en la eliminacién de las HDL por via renal evaluamos la cinética catabodlica de cada
subpoblacién de las HDL marcadas con 125] segin se describe en la seccién de Materiales y
Métodos. Consideramos como el 100% de la marca radiactiva la cantidad de cpm registradas
en la muestra de plasma tomada a los 5 minutos después de la administracién. En las figuras 7
y 8 se presentan las curvas de decaimiento radiactivo para cada subclase de HDL. Debido a
que las diferentes subclases de lipoproteinas son el resultado de la conversion dindmica entre
ellas, su metabolismo tiene mas componentes que cuando se analizan en conjunto, lo cual
impide realizar un andlisis cuantitativo de su catabolismo. Asimismo, las graficas no muestran
componentes definidas por lo que los resultados se presentan como el promedio obtenido en

cada tiempo para los dos grupos de estudio.
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Porcentaje de radiactividad inicial (%)
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Figura 7. Curvas de decaimiento de la radiactividad asociada a las subpoblaciones A) HDL2b,
B) HDL2a, C) HDL3a, y D) HDL3b.Los datos se presentan como promedio = EE. *p<0.05 Nptx

vs control.
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Figura 8. Curva de decaimiento de radiactividad de las HDL3c.Los datos se presentan como
promedio = EE. *p<0.05 Nptx vs control.

Se observa s6lo una diferencia estadisticamente significativa al comparar el porcentaje de
radiactividad perteneciente a cada subclase entre los grupos. Las graficas muestran un
comportamiento en el catabolismo muy similar entre el grupo nefrectomizado y el grupo
control, sugiriendo que este proceso es independiente de la funcién renal y no afecta a

ninguna subclase en particular.
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Carga de superficie

La carga de superficie de las HDL es considerada una de las variables que pueden limitar
la eliminacién renal de estas lipoproteinas. Como se describe con detalle en la secciéon de
Material y métodos, el calculo de la carga de superficie incluye el diAmetro de la particula que
se conceptualiza como una esfera. Debido a que las HDL se encuentran en un intervalo muy
amplio de didmetros, se emplearon para el calculo de la carga los didmetros minimo, maximo
y medio que corresponde al pico maximo de DO observados en la poblacion de lipoproteinas.
Los valores minimos de carga superficial corresponden a las HDL con una mayor superficie o
didmetro, los valores medios son de las HDL con mayor proporcién en la muestra, y los
maximos a las HDL con menor didmetro y por tanto, menor superficie. En la tabla 8 se

presenta el resultado de esta evaluacion.

Tabla 8. Cambio en la carga de superficie de las HDL.

Grupo Tiempo Valores de carga de superficie [(-) x10-¢ (C/cm2)]
minimo medio maximo
Nefrectomizados  Antes 9.40+1.16 13.40£1.50 15.81+1.63
Después 9.14 +1.41 13.31+1.83 15.60+1.78
Controles Antes 9.37 £1.07 13.32+1.32 15.67 + 1.35
Después 9.23+1.31 13.17 £ 1.61 15.77 + 1.58

Los valores se presentan como promedio+EE. Se realizé una prueba t de Student pareada y vs control.

Los valores de carga en ambos grupos presentan valores muy similares, sin cambios
estadisticamente significativos. Estos resultados muestran que ambos grupos presentan un
comportamiento igual, ya que tanto la magnitud de la carga es comparable en ambos grupos a

los dos tiempos evaluados.
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DISCUSION

En el presente trabajo caracterizamos las lipoproteinas de alta densidad en un modelo de
reduccion de masa renal. Una intervencién similar se habfa descrito en un estudio previo
como modelo de hipercalcemia crénica y nefrolitiasis .46 La nefrectomia parcial que llevamos a
cabo en el presente estudio resulta en una disminucién de la funcién renal evaluada por la
depuracién de creatinina, la cual equivalente a sélo el 36% aproximadamente de la observada
en conejos control. Como consecuencia, de la disfuncién renal, la concentracién en sangre de
urea y creatinina de los conejos nefrectomizados fue significativamente mayor en

comparacion con el grupo control.

En relacién a la permeabilidad renal, determinamos los niveles de proteinuria, donde
encontramos que en conejos no existen diferencias entre ambos grupos. Ademas, debido a que
el rifién es un érgano relacionado con la eritropoyesis y la sintesis de renina, evaluamos el
hematocrito y la presion arterial de los conejos. No hubo diferencias significativas entre los
conejos nefrectomizados y el grupo control, de modo semejante a observaciones previas
realizadas por otros grupos de investigacion.*6.55. Con base en todo lo anterior, concluimos que
la nefrectomia 3/4 que realizamos, es un modelo de reduccién de la masa renal funcional que
no afecta la permeabilidad glomerular, ni la produccion de eritrocitos, ni la presion arterial a

las 4 semanas de evolucion.

A partir de este modelo experimental, evaluamos el impacto de la disminucién de la masa
renal funcional sobre el metabolismo y estructura de las HDL. Estructuralmente, las HDL de
los conejos nefrectomizados presentaron una mayor cantidad de colesterol, especificamente
esterificado, como lo demuestra la cuantificacion de las subclases por este lipido. Ademas, 4
semanas después de las cirugias, los conejos con nefrectomia parcial presentaron una mayor

proporcion de HDL2b y menor de 3a al evaluar por su contenido de proteina, lo que
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representa un equilibrio ligeramente diferente a su distribucién inicial. Para establecer si los
discretos cambios estructurales en las HDL de los conejos nefrectomizados se asocian con
cambios en el metabolismo intravascular de estas lipoproteinas, realizamos los estudios
cinético-metabodlicos por medio de marcado exégeno de la apo A-I con isétopos radiactivos.
Como se especifico en la seccién metodoldgica, el 125 se incorpora en los residuos de tirosina
sin afectar las caracteristicas de las HDL.56 Esta marca radiactiva es estable y no altera el
comportamiento de las lipoproteinas, ademas se emplea cominmente en el desarrollo de
estudios metabolicos. De acuerdo con reportes previos, los conejos presentan un metabolismo
de apo A-I muy similar al de los humanos, donde el catabolismo de la apolipoproteina se

ajusta a un modelo bicompartimental.1830.52,57.

Observamos algunas diferencias significativas en los porcentajes de radiactividad
residual de algunos de los tiempos analizados de los conejos nefrectomizados con respecto a
los controles. Esta comparacién present6 algunas diferencias hacia las primeras 24 horas del
estudio, donde los conejos nefrectomizados presentaron un mayor porcentaje de la
radiactividad residual en comparacién con los controles, sugiriendo un catabolismo lento de
la apo Al de las HDL. Sin embargo, cuando calculamos el valor del FCR ajustando los valores a
un modelo bicompartimental, no encontramos diferencia entre los grupos. Ademas,
realizamos la comparacion de las dos diferentes componentes asociadas al catabolismo de apo
A-], las cuales no muestran diferencias significativas, por tanto comprobamos que no existe
una alteracién en el catabolismo de la apolipoproteina A-I en nuestro modelo experimental.
Estos resultados nos permiten concluir que la disminuciéon de la masa renal funcional no
afecta la depuraciéon de apo A-1 de las HDL. De modo similar, Sparks y colaboradores han
reportado que conejos con una nefrectomia unilateral presentan una disminucién minima en
el catabolismo de la apo A-I, sin reportes ulteriores sobre la composicién de las subclases de

HDL en ese modelo experimental.58 En su conjunto, estas observaciones sugieren fuertemente
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que la contribucidn del rifién a la depuracién de las HDL plasmaticas, si es que existe alguna,
es muy limitada. Nuestros resultados contrastan con observaciones previas de otros grupos
de estudio?526 que postulan al rifién como el principal sitio catabdlico de la apo A-I. Como se
mencion6 previamente, se emplearon HDL reconstituidas con apo A-I, marcada con 125]-
tiramincelobiosa, para rastrear la presencia de las lipoproteinas en un modelo animal 7n vivo.
Esta marca radiactiva, unida covalentemente a la apolipoproteina, persiste en el interior
celular toda vez que haya sido internalizada indicando una funcién metabélica por parte del
organo involucrado. Los resultados mostraron que la mayor cantidad de la apo A-I se localiz6
preferentemente en el rifidn; lo que constituye el apoyo fundamental de la hip6tesis sobre la
actividad catabdlica del rifién ante la apo A-I. Una posible explicacién a esta controversia
radica en la sobreestimacion de los estudios previos sobre la importancia del rifién en el
catabolismo de la apo A-[;2526 el rifion es un drgano fuertemente irrigado y en las
determinaciones de radiactividad asociada a diferentes regiones realizadas en estos estudios
no se retiré la sangre asociada al mismo. De esta manera, es posible que la radiactividad
determinada en el rifién en esos estudios no estuviera asociada al tubulo renal, sino que se

encontrara en la sangre acumulada en los capilares glomerulares.

Por otra parte, este trabajo presenta también una nueva metodologia para detectar el
catabolismo de la apo A-I asociada a cada una de las subclases de HDL por medio del
aislamiento y separaciéon de las lipoproteinas marcadas. En estudios previos enfocados a la
determinacién de las diferentes apolipoproteinas marcadas con 125], se ha observado que atn
las HDL reaisladas y separadas por electroforesis permiten una deteccidon confiable de las
proteinas embebidas en el gel de poliacrilamida.** Como se discutié previamente, no existen
cambios significativos en el catabolismo de la apo A-I entre conejos nefrectomizados y
controles. Sin embargo, existen algunas diferencias, pequefias pero significativas, en la

cantidad de radiactividad remanente en algunos puntos de la cinética, particularmente a 1, 6,
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9 y 12 horas tras la administracién de las HDL marcadas. No podemos descartar que estas
diferencias estén relacionadas con los cambios discretos en la distribucién de tamafos de las
HDL.5% los cuales corresponden al aumento en la proporcion de las HDL2b en la poblaciéon
total, y la disminuci6n de las HDL3a al analizarlas por su contenido de proteina. Debido a que
los cambios en la proporcion relativa no afectan el diametro promedio de las HDL, y que no
existe una modificacién significativa en su apolipoproteina mas abundante, es normal que la
evaluacion de la carga de superficie no muestre cambios. Bajo las condiciones del presente
trabajo, no es posible abundar sobre la posible relacién que sostiene la carga de superficie con
el catabolismo de la apo Al; estan garantizados estudios futuros para establecer esta posible

relacion.

Sorprendentemente, aunque no existe una modificacién notable en los niveles de la apo
A-1 o su catabolismo, las HDL cambian de composicion enriqueciéndose en colesterol. Los
conejos nefrectomizados aumentaron casi 50% la concentracion inicial de colesterol asociado
a las HDL; considerando que estas lipoproteinas contribuyen con aproximadamente 40% del
colesterol total en plasma de los conejos se esperaria obtener un aumento de éste en
aproximadamente un 20%.%0 Sin embargo no existe un cambio significativo del colesterol
total, lo cual puede deberse a que, en compensacion, el colesterol asociado a las demas
lipoproteinas exhibe una tendencia moderada a disminuir. El colesterol de las HDL cambia en
proporcidn similar en el libre y esterificado, aunque no alcanza significado estadistico para el
colesterol libre debido a que representa una cantidad muy pequefia en las HDL. A causa de la
hidrofobicidad del colesterol esterificado, éste se encuentra en el interior de las lipoproteinas;
en consecuencia, las HDL con mayores didmetros son las particulas con mayor contenido de
ésteres de colesterol.1161 La cuantificacion de cada una de las subclases de HDL demuestra que
aproximadamente el 50% del colesterol esterificado se encuentra en las HDL2b mientras que

el resto se divide en pequenas proporciones en las otras subclases. Adn asi, la elevacion en la
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concentracién de este compuesto es significativa para todas las subclases. Esto indica que la
disminucién en la funcién renal aumenta la cantidad de colesterol transportado por las HDL
de modo independiente al tamafio de las lipoproteinas. Aunque existen reportes sobre el
aumento en la expresion de ABCA1 en tejido renal sano, después de una nefrectomia 5/6 en
ratas6, es muy poco probable que sea este mecanismo el que modifique los valores de C-HDL
en los conejos. Ademas, a nuestro conocimiento no existen reportes que indiquen que el rifién
sea un sitio importante para la captacion de lipidos por parte de las HDL. En todo caso, seria
necesario que la expresion de ABCA1 aumentase mas de 3 veces para sobrepasar a la masa

renal presente antes de la cirugfa.

Debido a la posibilidad de que el aumento en colesterol esterificado proviniese de una
mayor generacion del mismo, determinamos la actividad de la LCAT, enzima responsable de la
esterificacion del colesterol en plasma. Ademas, reportes previos indican que los niveles de la
enzima se encuentran alterados en pacientes con enfermedad renal avanzada y en etapa
terminal, asi como en modelos animales de nefropatia.3962-67 Sin embargo, nuestros resultados
demuestran que la nefrectomia no afect6 los niveles plasmaticos de actividad LCAT, por lo que
el aumento en la cantidad de colesterol esterificado no puede deberse a una mayor tasa de
esterificacion del colesterol libre en plasma. No se descarta la posibilidad de que el C-HDL se
vea modificado debido al establecimiento de un equilibrio diferente en la eliminacién hepatica
de las HDL, en compensacion de la alteracion renal, lo cual debe ser analizado especificamente

en estudios posteriores.

En cuanto a la composicién de las HDL encontramos que no hay cambios en el cociente de
colesterol libre y fosfatidilcolina de las subpoblaciones, asi la superficie de las HDL de los
conejos nefrectomizados es igual antes de la intervencion quirdrgica. Ademas observamos

que inicialmente existe un balance por partes iguales del colesterol esterificado y los
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triglicéridos, salvo para las HDL3b donde el colesterol esterificado corresponde a s6lo 60% de
la masa de triglicéridos. Después de 5 semanas de la cirugia, la cantidad de colesterol
esterificado aumenta, con respecto a los triglicéridos, al doble en las lipoproteinas de mayor
tamafio (HDL2b y HDL2a) y al triple en las HDL3a y HDL3b. Ademas, los cocientes de
colesterol total asociado a las HDL por fosfatidilcolina, y triglicéridos por fosfatidilcolina no
indican algiin cambio evidente en las lipoproteinas. Esta composiciéon es relativamente
constante para todas las subclases de HDL en ambos grupos y no presentan diferencias con la
evaluacién previa a la cirugia o con el grupo control. Esta informacién conjunta indica la
reduccion de masa renal efectiva genera un cambio en la composicion nuclear de la familia de
lipoproteinas de alta densidad atin en ausencia de modificaciones en la cantidad de apo A-I. A
efecto de comparacion podemos mencionar que las lipoproteinas generadas por la
disminucién de masa renal contienen una mayor proporcién de la subclase mas grande
(HDL2b) y con un nucleo notablemente enriquecido en colesterol esterificado. A pesar de que
en estudios previos se ha sugerido que el rifién es un sitio catabdlico importante para la apo
A-1y poco relevante para los ésteres de colesterol, este componente lipidico es el que muestra
las modificaciones mas importantes ante la reduccién de masa renal.26 Estos datos podrian
indicar que el fuerte impacto observado en el colesterol asociado a las HDL no es resultado
directo de la reduccion de masa renal, o bien que el rifién interactia mas de lo que se ha
postulado sobre el metabolismo de colesterol, en contraparte de su bajo impacto en el

catabolismo de apo A-l.

A pesar de que altas concentraciones de C-HDL en plasma se asocian con un menor riesgo
cardiovascular, es poco probable que el enriquecimiento de las HDL generado en nuestro
modelo represente una ventaja ante la aterosclerosis. Considerando que el C-HDL ha sido uno
de los principales indicadores clinicos sobre el riesgo cardiovascular es necesario plantear

que existen situaciones metabolicas en las que poblaciones con valores elevados de C-HDL
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presentaron un aumento en eventos cardiovasculares.8 Ademas, existen sujetos con
hipoalfalipoproteinemia profunda (C-HDL<15 mg/dL) que no presentan historial clinico o
antecedentes familiares de EAC%9-71 Por tanto, es necesario evaluar en futuros estudios la

capacidad antiaterogénica de estas lipoproteinas.

Auln no esta claro el mecanismo molecular por el cual los conejos con una nefrectomia
parcial aumentaron sus niveles de colesterol en una proporciéon tan importante. Existe la
posibilidad de que la extraccion del rifén y la presencia de tejido necroético en los conejos
genere un estimulo créonico pro-inflamatorio y sea éste el responsable de los cambios en C-
HDL. En efecto, la inflamaciéon es una respuesta fisiolégica altamente relacionada con
modificaciones en los valores de lipidos asociados a las lipoproteinas, aunque el efecto de la
misma puede variar en cada especie.#%72 En conejos, la inflamacién aguda ocasionada por la
inyeccion de aceite mineral intramuscular ocasiona un enriquecimiento en triglicéridos de las
HDL de alrededor de 60%, a diferencia de los ratones donde Unicamente disminuye la
cantidad de apo A-I en la misma proporcién.®® Reportes previos realizados por Bang y
colaboradores, muestran que la uremia y una dieta enriquecida en colesterol generan HDL
con un alto contenido de triglicéridos, sin alteraciones en los niveles de colesterol ni apo A-I.
Estos datos sugieren que la posible inflamacién crénica en conjunto con la hiperuremia
inducida por la disminucién de masa renal efectiva podrian ser la causa de la alteracion en la
composicién de lipidos de HDL, lo cual se abordard en estudios posteriores.’? En nuestro
grupo de conejos nefrectomizados los cambios en los lipidos asociados a las HDL son
diferentes al perfil generado por la inflamacién, lo cual sugiere que la afeccion renal tiende a
modificar a las lipoproteinas mas por el efecto inflamatorio en conjunto con la uremia, que
por una relacién catabdlica con la apo A-I. Los estudios de la cinética metabdlica del colesterol
contenido en las HDL permitiran avanzar en el conocimiento del efecto de la disminucién de la

masa renal funcional sobre los ésteres de colesterol.
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CONCLUSIONES

En este trabajo sugerimos que aun cuando existen reportes que indican que el rifién
representa un sitio de catabolismo importante para la apo A-I, la tasa catabdlica de las HDL no
se modifica con una disminucién drastica de la funcién renal. Diversos trabajos sugieren que
el rifién no tiene un impacto significativo en el metabolismo del colesterol; sin embargo, la
nefrectomia parcial que realizamos generd un incremento importante en la cantidad de
colesterol asociado a las HDL. Estas lipoproteinas muestran una composicién practicamente

normal, a pesar de tener un ntcleo altamente enriquecido en ésteres de colesterol.

El mecanismo de esta alteraciéon no ha sido completamente dilucidado, por lo que es
necesario considerar que algun factor de remodelacién intravascular se encuentre alterado.
Una de las posibles explicaciones puede ser que la inflamacién crénica que posiblemente
exista en los conejos nefrectomizados afecte a las lipoproteinas. Es necesario conducir otros
estudios para encontrar la causa de este notable enriquecimiento de colesterol por parte de

las HDL.
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PERSPECTIVAS

Es necesario establecer el mecanismo de enriquecimiento en colesterol de las HDL, por
medio de la evaluacién de otros factores plasmaticos de remodelacién de las lipoproteinas,
como lo son la CETP, PLTP LPL, ya que se ha reportado que pacientes con disfunciones renales
diversas presentan alteraciones en las mismas que podrian estar relacionadas con la pobre
masa renal efectiva. La posible responsabilidad de la inflamacién en la modificacién de la

composicién de las HDL debe ser analizada por estudios posteriores.

Por otra parte, en este estudio demostramos que no existe una alteracion en la carga de
superficie de las HDL a raiz de la nefrectomia parcial; sugerimos evaluar especificamente la
contribucion de la carga eléctrica de superficie en la eliminaciéon plasmatica de las HDL en el
modelo de menor masa renal funcional, utilizando particulas con carga modificada in vitro.
Ambos parametros podrian estar relacionados tal como se sugiere en la introduccién del

presente trabajo.
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APENDICE 1
PROTEINURIA POR TURBIDIMETRIA.
Soluciones.

e  Solucion de 4cido tricloroacético 10%
e  Solucién NaCl 0.9%

e  Solucién patréon de albimina de 1 mg/mL

Concentracion

BSA (pg/uL)

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Las reacciones se incuban a temperatura ambiente por 15 minutos, después de agregar 500

uL de TCA.

Muestras

Determinacion por duplicado

A) Leer absorbancia de la muestraa 270 nm

B) Centrifugar y leer el sobrenadante a 270 nm
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APENDICE 2.
Determinacion de proteinas por el método de Lowry.
Soluciones
¢ Solucién de Na,CO3 al 20%
¢ Solucidn de tartrato de Nay K 1% con CuSO4 0.5%
¢ Solucién de NaOH 0.8 N
¢ Solucién de SDS al 10 %
¢ Solucién patrén de albimina 1 mg/mL
¢ Solucidn A. Preparar al momento
- 1volumen de tartrato de Nay K - 2 volumenes de SDS
- 1volumen de NazCOs - 2 volimenes de H20

- 2volimenes de NaOH

CURVA PATRON

1 2 3 4 5 6 muestra
MUESTRA (uL) 0 0 0 0 0 0 10
ST (uL) 0 10 20 40 80 100 0
H,0 (uL) 100 90 80 60 20 0 90

Se agrega 1 mL de soluciéon A y se mezclan las soluciones. Las soluciones de
reaccion se incuban a temperatura ambiente durante 10 minutos, al término de este
tiempo se agregan 500 pL de reactivo de Folin previamente diluido en una proporcion
1/6. Esta mezcla de reaccién se incuba por 30 minutos a temperatura ambiente. La

reaccion se analiza espectrofotométricamente a una longitud de onda de 750 nm.
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APENDICE 3

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas

Solucion amortiguadora de muestra

Sacarosa 50% + azul de bromofenol al 0.05%  c.b.p. 20 mL
A= Tris 0.09 M + ac. bérico 0.08M + EDTA 3mM pH 8.35
B=48 g acrilamida + 1.28g bisaclilamida c.b.p. 100mL

C= persulfato de amonio 10%

3% 30%

Volumen total 5mL 5 mL
Solucién A 500 uL 500 uL
Solucién B 300 pL 3 mL
H20 destilada 4.2 mL 750 pL
Glicerol 750 uL

Temed 4 L 4 uL
Solucién C 20 pL 20 pL

Las soluciones de acrilamida al 3% y 30% se mezclan generando un gradiente de
concentracion. Una vez polimerizado el gel, éste se precorre 15 min a 60 V para estabilizarlo.

A continuacion se cargan las muestras de la siguiente manera:

1) Depositar 25 pg de proteina HDL/ 4 uL de amortiguador de muestra en cada carril.

2) Depositar un marcador de alto peso molecular en uno de los carriles del gel.

La separacion electroforética se realizé primero durante 30 min a 70 V para permitir la
entrada de las muestras al gel. Al término de este periodo, la separacion se continu6 durante
22 ha160V. Al final del tiempo de migracion, el gel se hidrata y se tifie con una de las mezclas

enzimaticas.
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APENDICE 4

Tincién de lipidos en fase semisélida.

Reactivo Concentracion
Carboximetilcelulosa 1.2%
Azul de tetrazolio 0.4 uM
Fenazina metasulfato 0.6 uM
Colato de sodio 3 mM
Tritén X-100 0.1%
COLESTEROL TOTAL COLESTEROL LIBRE
Colesterol esterasa 0.075 pU/mL Colesterol oxidasa 0.05 uU/mL
Colesterol oxidasa 0.05 pU/mL Peroxidasa 0.25 pU/mL
Peroxidasa 0.25 pU/mL
TRIGLICERIDOS FOSFOLI{PIDOS
Lipasa 37.5 uU/mL Fosfolipasa D 0.12 pU /mL
Glicerol cinasa 0.1 pU/mL
Colina oxidasa 62 pU /mL
Glicerol-3-fosfato oxidasa 0.4 pU/mL
Peroxidasa 0.13 uU/mL Peroxidasa 1.1 pU/mL
ATP 0.25 umol/L
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APENDICE 5

Determinacion de carga de superficie

Agarosa 0.05 % hidratada en solucién amortiguadora

Tris 89 mM

Glicina 180 mM

Soluciéon de muestra

Sacarosa 50%

Azul de bromofenol al 0.05%

El gel de agarosa se precorre a 90V durante 30 minutos. Después de este tiempo se
depositan 3 pg de proteina de HDL con 4 pL de solucién de muestra en cada carril, y se dejan

reposar por 10 minutos antes de aplicar el campo eléctrico.

Se aplica una diferencia de potencial de 90 V durante 80 minutos. Terminado este tiempo
los geles de agarosa se colocan en una mezcla de acido acético 10%, etanol 60%, y agua
durante 15 minutos. Las muestras se tifien con colorante Negro de Sudan IV en etanol al 70%
durante una noche y posteriormente se destifien con etanol. Los geles fueron lavados varias
veces con agua desionizada y secados con aire seco a 80 °C. Finalmente se obtuvo el

densitograma correspondiente (Molecular Analyst Software Version 1.1, 1994 Bio-Rad).
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