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RESUMEN

Antecedentes: La cuantificacion de las subclases de HDL tiene una aplicacion
potencial para evaluar el riesgo cardiovascular. Sin embargo, esta determinacion
es aun controversial porque diversos factores metabodlicos pueden alterar su
distribucion. En estudios recientes de nuestro grupo se ha demostrado que los
niveles de uricemia correlacionan con las subclases de HDL en diferentes modelos
de estudio, sugiriendo que existe una relacion causal entre ambos pardmetros. De
esta manera, es probable que la hiperuricemia pueda provocar alteraciones en la

estructura, metabolismo y funcionalidad de las HDL.

Objetivo: Establecer el efecto de la hiperuricemia inducida por acido oxoénico
sobre la estructura de las subclases de HDL, sobre su cinética metabdlica de las
HDL, y sobre la funcion de las mismas a nivel endotelial en conejos Nueva
Zelanda.

Materiales y Métodos: Siete conejos macho Nueva Zelanda de 2.5 kg recibieron
diariamente 750 mg/kg/dia de acido oxoénico en suspension acuosa via oral,
durante 21 dias. La tasa de catabolismo de las HDL se determind por marcado
ex6geno con *?°| y ajuste de las curvas de depuracién de la radiactividad a un
modelo bicompartimental. Las subclases de HDL se determinaron por
ultracentrifugacion secuencial y electroforesis en gradiente de poliacrilamida. Los
corrimientos electroforéticos se revelaron enzimaticamente por cada lipido
constituyente de las HDL o por proteina y el analisis de los mismos se llevo a cabo
por densitometria 6ptica. La funcion endotelial se determiné como el porcentaje de
relajacion de anillos de aorta en una camara de tejido aislado, estimulados con

fenilefrina y acetilcolina.

Resultados: El acido oxénico indujo un aumento de la uricemia con respecto a su
valor basal (0.84 + 0.06 vs. 5.24 + 0.12 mg/dL, n=7, P<0.001) y una disminucién
de los triacilgliceroles-HDL y fosfofolipidos-HDL (27.8 £+ 1.6 vs. 21.0 + 1.7,y 95.7
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7.4 vs. 69.3 + 2.8 mg/dL, respectivamente, P<0.05 para ambos). No se observaron
alteraciones de la distribucion de tamafios de HDL determinada por su
composicion proteica ni por su contenido de colesterol. En contraste, la
concentracion plasmatica de los fosfolipidos de las 5 subclases de HDL fue
significativamente menor con respecto a los valores iniciales (P<0.05), sugiriendo
una disminucion del namero de particulas circulantes y ricas en colesterol
asociada a la hiperuricemia. Estos cambios estructurales y de cantidad de las HDL
aparecen concomitantemente a un incremento de su tasa de catabolismo (0.02605
+ 0.0017 vs. 0.03697 + 0.0038 h™' para los conejos control y tratados,
respectivamente P<0.05). Finalmente, la relajacion de anillos de aorta dependiente
de endotelio (inducida por acetilcolina) de los conejos tratados fue un 20% inferior
a la de las aortas de conejos control (P<0.001) mediante un mecanismo no
conocido; sin embargo, una posibilidad es que las alteraciones en la estructura y
metabolismo de las HDL podrian disminuir la actividad estimuladora del endotelio

que poseen estas lipoproteinas.

Conclusion: La hiperuricemia induce un enriquecimiento de las HDL con
colesterol, y disminucion del nimero de particulas en plasma debida a un
hipercatabolismo de estas lipoproteinas. Ademas, las alteraciones metabdlico-
estructurales aparecen de manera concomitante con una disfuncion endotelial.
Estos resultados contribuyen a explicar, al menos de manera parcial, el papel
deletéreo que tiene el &cido Urico sobre el riesgo cardiovascular.



ABSTRACT

Background: Previous studies have suggested that HDL subclasses determination
may be helpful to assess the risk of coronary artery disease. However, the
usefulness of such determination is still controversial since there are several
factors that may alter the HDL size distribution. Recent studies from our group
have demonstrated that the plasma levels of uric acid correlate with HDL
subclasses in patients with proteinuria and in other experimental models, thus
suggesting a causal relationship between uremia and HDL size distribution.
Therefore, we hypothesized that hyperurecemia disturbs HDL structure,

metabolism, and their functionality.

Aim: To establish the effect of oxonic acid-induced hyperuricemia on the lipid

content of HDL subclasses, HDL-apo Al turnover, and endothelial function.

Materials and Methods: Male New Zealand white rabbits of 2.5 kg received
oxonic acid 750 mg/kg/day in aqueous suspension by gabage during 21 days. The
HDL-apo Al fractional catabolic rate (FCR) was determined by exogenous labeling
with *?°I and adjustment of experimental data to a bicompartimental model. HDL
subclasses were determined by sequential ultracentrifugation and PAGE in native
conditions. Gels were enzymatically stained for lipids and for protein with
Coomassie blue R250. The relative proportion of HDL subclasses was estimated
by optical densitometry. The acetylcholine endothelial-dependent vasodilation was
assessed using epinephrine pre-contracted aorta rings of the treated animals in

isolated organ chambers.



Results: Compared to basal levels, oxonic acid induced an increase of uremia
(0.84 £ 0.06 vs. 5.24 + 0.12 mg/dL, n=7, P<0.001), and a significant decrease of
HDL-triacylglycerols and —phospholipids (27.8 + 1.6 vs. 21.0 £ 1.7,y 95.7 = 7.4 vs.
69.3 £ 2.8 mg/dL, respectively, P<0.05 for both). There was not any change on
HDL size distribution. In contrast, plasma concentrations of the 5 HDL subclasses
were significantly diminished. These data suggested cholesterol-enriched HDL and
a decreased number of circulating particles. HDL-apo Al FCR was significantly
higher than that observed in control group (0.03697 + 0.0038 vs. 0.02605 + 0.0017
h™* respectively, P<0.05). Finally, vasodilation of aorta rings from treated animals

was 20% lower (P<0.001) than that observed in control group.

Conclusion: Hyperuricemia is associated with a cholesterol enrichment of HDL
subclasses and a decrease of the number of these particles due to an enhanced
catabolism. Moreover, the structural and metabolic modifications are concurrent
with an endothelial dysfunction. These results add some explanations about the

deleterious role of uric acid on the cardiovascular risk.



ANTECEDENTES

Efecto de la hiperuricemia en la composicion lipidica de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) en un modelo animal

En la década de los afios 30 se observaron cambios en las causas de
mortalidad a nivel mundial. En la primera mitad del siglo pasado las principales
epidemias eran brotes de enfermedades infecciosas; sin embargo, con el
descubrimiento de los antibiéticos (1) y la aplicacion de medidas de salud publica
para controlar la diseminacién de esas enfermedades (2), la mortalidad debida a
las infecciones disminuy0 y se produjo un aumento de la esperanza de vida. Como
consecuencia de estos cambios, un grupo de enfermedades no infecciosas pasé a

ser la principal causa de mortalidad: las enfermedades cardiovasculares (ECV) (3).

Existen muchas formas distintas de la enfermedad cardiovascular, entre
ellas la forma mas comun es la enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC). Esta

es la causa mas frecuente por la cual las personas sufren infartos (4).

Enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC)

La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) es la enfermedad con mas
morbimortalidad en paises desarrollados. En México es la segunda causa de
muerte en la poblacién adulta, después de la Diabetes Mellitus. En la Ciudad de
México, la EAC es la tercera causa de mortalidad en personas en edad
productiva (5). Ademas, es una enfermedad incapacitante, que representa una
pérdida de gran importancia economica. Por otra parte, el conocimiento de los
mecanismos patogénicos de la aterosclerosis, asi como las medidas para prevenir
sus complicaciones son importantes para combatir este problema de salud
publica (6).


http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/heartattack.html

La aterosclerosis se caracteriza por el engrosamiento de la pared arterial de
vasos grandes y medianos debido a la formacion de la placa de ateroma. La
formacion de la placa provoca el estrechamiento del lumen del vaso y, por tanto, la
reduccion del aporte sanguineo a 6rganos como el corazén o el cerebro. La placa
aterosclerotica puede presentar una ruptura y causar un codgulo sanguineo que

ocluye la circulacion, provocando un infarto.

Importancia de la prediccion del riesgo cardiovascular: factores de riesgo

La prediccion del riesgo cardiovascular ha cobrado gran importancia en los
ultimos afios, ya que ha sido la base en las guias clinicas de prevencion

cardiovascular (7).

Se define factor de riesgo como un elemento o una caracteristica
mensurable que tiene una relacién causal con un aumento de frecuencia de una
enfermedad y constituye un factor predictivo independiente y significativo del

riesgo de presentar la enfermedad de interés (3).

Dentro de los factores de riesgo mas relevantes respecto a las causas de
la enfermedad cardiovascular, derivados del Framingham Heart Study y que ahora
se consideran tradicionales, se encuentran la hipertension, altas concentraciones
plasmaticas de colesterol y bajas concentraciones de colesterol de las HDL (C-
HDL), tabaquismo, diabetes y obesidad. Estos factores de riesgo tradicionales
explican solo el 75% de la incidencia de enfermedad cardiovascular, por lo que es
importante considerar todos los factores restantes, que a su vez, pueden ser un

objetivo terapéutico (8, 9).



El colesterol de HDL es un buen predictor del riesgo cardiovascular

Con respecto al papel de los lipidos en la EAC, en varios estudios se ha
demostrado que el colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), las
principales lipoproteinas de transporte de colesterol en la sangre, presenta
también una asociacion directa con la ECV (10, 11). Ademas, la concentracion de
colesterol de las LDL (C-LDL) en los adultos jovenes predice la aparicion de ECV
en una fase posterior de la vida (12, 13). Por otra parte, en varios estudios se ha
demostrado que existe una relacion inversa entre la EAC y el C-HDL. Estudios
epidemioldgicos indican que los valores elevados de C-HDL en plasma
correlacionan estrechamente con una baja incidencia de enfermedad

cardiovascular (14).

Actualmente, el C-HDL es aceptado como un factor importante relacionado
con la aterosclerosis. Se calcula que un aumento de 1 mg/dL en la concentracion

de C-HDL se asocia a una disminucién del riesgo coronario en un 2-3% (15).

Las HDL poseen multiples propiedades antiaterogénicas que incluyen el
transporte reverso de colesterol, protecciébn a las LDL contra la oxidacion,
preservacion de la funcién del endotelio vascular, regulacion de la expresion de
moléculas de adhesién y de los procesos de coagulacion y fibrinoliticos que

participan en el proceso ateroscleroso (16).



Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las HDL son particulas esféricas o discoidales de alta densidad (1.063-1.21
g/mL). Esta caracteristica se debe a su alto contenido de proteinas, ya que en
comparacion con las otras lipoproteinas, presentan la mayor proporcion proteica
(45-55% de su masa seca). La fraccion proteica de las HDL esta compuesta por
diversas apolipoproteinas: la apo A-l, A-ll, A-IV, C-I, C-ll, C-lll y E, cuyas

caracteristicas se presentan en el cuadro 1.

La apo A-l es la Fosfolipidos
Apo A-I

apolipoproteina  mas
abundante de las HDL Apo E
(17). En el interior de
las HDL se encuentran Colesterol libre §
los lipidos hidrofobicos = ' 7 ¥ 3

o Triacilgliceroles MBS e 58 Apo A-II
(triacilgliceroles y g o M 7
ésteres de colesterol). Apo C’s
En el exterior se
encuentran los lipidos

anfipaticos (colesterol |

libre y fosfolipidos) Diametro 7.2-12 nm
que forman una Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de las HDL.
pseudomicela lipidica, la cual es estabilizada por las apolipoproteinas (ver figura

1). Su tamafio es de 7.2-12 nm.

La biosintesis de las HDL inicia con la sintesis hepatica y secrecion de la
apo A-l1 al sistema vascular, la cual se asocia facilmente con fosfolipidos
generando una estructura discoidal que puede captar colesterol llamada particula
pre B (18). La apo A-l ademas de su funcion estructural, es indispensable para la
salida de colesterol de las células periféricas, la primera etapa del transporte

reverso de colesterol (TRC) que se detalla posteriormente. La apo A-l también
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desempeiia la funcién de activador de la lecitina: colesterol acil transferasa
(LCAT), enzima clave en el TRC.

Cuadro 1. Caracteristicas de las apolipoproteinas que se encuentran en las HDL
(19).

Apo P.M. Localizacion |Sitio de|Funcién
sintesis
A-l 29,016 [(HDL, Qm Intestino | Principal componente de las HDL,
. activador de LCAT, estimula la
Higado

salida del colesterol. Ligando de
sitios de union a HDL (p.ej. SR-BI,
ABCA1).

A-ll 14,414 |HDL Intestino |Principal proteina componente de
Higado las HDL, inhibidor de LH, ligando

de sitios de union a HDL.

A-IV 44,465 |HDL, Qm Intestino | Activador de LCAT, modulador de
la LPL y estimula la salida de

colesterol.
C-l 6,630 |HDL, VLDL, |Higado Activador de LCAT, inhibe Ila
Qm captacion hepética de Tg.
C-ll 8,900 |[HDL, VLDL, [Higado Activador LPL, inhibicion de la
Qm captaciéon hepatica de Tg.
C-lllp1 |8,800 |HDL, VLDL, | Higado Inhibidor de la LPL, inhibicion de
Qm la captacion hepatica de Tg.
Ez34 34,145 |VLDL, HDL Higado Ligando de receptores apoE,
movilizacion del colesterol

presente en el citoplasma de
macrofagos, estimula la salida de

colesterol.

Apo: Apolipoproteina, P.M.: Peso molecular, Lp: Lipoproteina, Tg: Triacilgliceroles,
HDL.: Lipoproteinas de alta densidad, Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de
muy baja densidad, LCAT: Lecitina colesterol acil transferasa, LPL: Lipoproteina
lipasa, LH: Lipasa hepética.
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Metabolismo de las HDL (Transporte Reverso del Colesterol)

El metabolismo intravascular de las HDL se conoce también como
transporte reverso del colesterol (TRC). En este proceso el colesterol excedente,
tanto sintetizado como depositado en las células periféricas, regresa al higado para
su eliminacién o uso. Lo anterior evita la formacion de cumulos patolégicos como

en los ateromas (19, 20).

La estructura, composicion y distribucion de las HDL resultan del intercambio
dindmico de lipidos entre las lipoproteinas, y de éstas con el organismo. Esta
interaccion es posible por la presencia de una gran variedad de enzimas, proteinas
plasméticas y de membrana, involucradas en el transporte, hidrolisis vy
transferencia de los componentes de las lipoproteinas. Algunas de las

caracteristicas de estas proteinas se presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Enzimas y proteinas involucradas en el metabolismo de las

lipoproteinas (21).

Nombre Funcién Origen

Cataliza la transferencia de un &cido graso proveniente de | Hepético
LCAT la lecitina o fosfatidilcolina, al colesterol libre que se
encuentra presente en las HDL y en las LDL. Contribuye a
la maduracion de HDL al formar ésteres de colesterol.

LH Hidroliza los triacilgliceroles y fosfolipidos de HDL, IDL y | Hepéatico
LDL. Es cofactor de SR-BI para una captacion selectiva,
asi como la generacién de apo A-l libre de lipidos.

Tejido adiposo vy

LPL Hidroliza los triacilgliceroles de VLDL y Qm utilizando C-II | muscular,
como activador. Favorece la generacion de precursores de | pared endotelial,
HDL. pulmon.

Tejido adiposo,
Intercambia ésteres de colesterol por triacilgliceroles entre o
CETP las HDL, y lipoproteinas que contienen apo B. hepatico,

intestino delgado.
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Receptores y proteinas de membrana

Receptor para las HDL para intercambiar | Hepatocito, tejido
SR-BI colesterol entre las HDL y las células. esteroidogénico.

Transportador de la salida de colesterol y |Higado, macréfagos
ABCA-1 fosfolipidos. Favorece la maduracién de |e intestino.
HDL.

Receptor  para lipoproteinas  que |Higado
Apo-B/ET contienen apo B y E. Incrementa la salida
de colesterol via biliar.

LCAT: Lecitina:colesterol acil transferasa; LH: Lipasa hepatica; LPL: Lipasa
lipoprotéica; CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol. PLTP:
Proteina de transferencia de fosfolipidos, SR-Bl: Receptor scavenger clase B
tipo I, ABCA-1: Transportador de membrana dependiente de ATP clase A, tipo 1;
Apo-B/E r: Receptor para lipoproteinas que contienen apo B y E. Qm:
Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL: Lipoproteinas de
densidad intermedia, LDL: Lipoproteinas de baja densidad, HDL: Lipoproteinas de
alta densidad.

Las apolipoproteinas recién sintetizadas por el higado son secretadas al
torrente sanguineo y adquieren lipidos como colesterol y fosfolipidos de los tejidos
periféricos. Las HDL tipo pre B captan colesterol libre de las células periféricas
principalmente por interaccion con el transportador de membrana ABCA-1

dependiente de ATP presente en el higado, macréfago e intestino (22).

Cuando las HDL pre B captan el colesterol libre se transforman en
particulas HDL3, que son particulas esféricas, pequefias, ricas en apolipoproteinas
y con pocos lipidos. Las HDLj3 se convierten posteriomente en particulas mas
grandes, pues aumentan su tamafio con la esterificacion e internalizacion del
colesterol libre. Este proceso esta catalizado por la enzima lecitina: colesterol acil
transferasa (LCAT).
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La LCAT cataliza la transferencia de un acido graso proveniente de la
fosfatidilcolina (lecitina) al colesterol libre presente en las HDL.

Las HDL resultantes reciben el nombre de HDL,. Estas tienen mayor
tamafio y una menor densidad con respecto a las HDL3. Las HDL, tienen dos
posibilidades de interaccion: con la proteina de transferencia de ésteres de
colesterol (CETP) o con el receptor “scavenger” clase B tipo | (SR-BI) (ver figura
2).

Figura 2. Transporte reverso del colesterol. Lp-B: Lipoproteinas que contienen
apo B (VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad, LDL. lipoproteinas de baja
densidad y Qm, Quilomicrones). Tg: triacilgliceroles; LCAT: Lecitina colesterol
acilo transferasa; LH: Lipasa hepatica; CETP: Proteina de transferencia de
ésteres de colesterol; PLTP: Proteina de transferencia de fosfolipidos; SR-BI:
Receptor scavenger clase B tipo I; ABC-Al: Transportador de membrana
dependiente de ATP clase A, tipo 1.
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La interaccidon con el SR-BI en hepatocitos es el mediador de la remocién
selectiva de ésteres de colesterol de las HDL para su eliminacion. Esta interaccion
no afecta a la proteina, ya que la HDL cambia su estructura y regenera particulas

HDL3, que pueden continuar con el eflujo de colesterol.

Por otro lado, los ésteres de colesterol asociados a las HDL, son
intercambiados por triacilgliceroles con las diferentes lipoproteinas que contienen
apo B, generando particulas HDL, enriquecidas en triacilgliceroles. Este
intercambio es facilitado por la CETP. Para que las HDL mantengan una
estructura estable, las apo C y E se transfieren a los quilomicrones y VLDL. Por
otra parte, la lipasa hepatica (LH) hidroliza triacilgliceroles y fosfolipidos de las
HDL, generando una particula remanente que puede ser remodelada por la
proteina transportadora de fosfolipidos (PLTP) en particulas pre-g y HDL3, ambas
con 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 (23).

Clasificacién de las HDL

El resultado de este intercambio dindmico de colesterol, resulta en la
generacion de una gama heterogénea de particulas HDL, que pueden
diferenciarse por su diametro, composicion lipidica, contenido en apolipoproteinas
y densidad.

La clasificacion de las HDL comienza a ser una necesidad ya que se ha
postulado que las subclases de HDL tienen diferentes funciones fisiol6gicas, ya
gue son grupos de particulas estructural y funcionalmente diferentes (18, 24). Se
ha propuesto que no todas las subpoblaciones tienen las mismas propiedades

antiaterogénicas, como se discutira mas adelante (16).
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Existen diversos métodos de aislamiento y separacion de las HDL. Estos
métodos se basan esencialmente en la determinacion de alguno de los
componentes estructurales de las lipoproteinas. En este trabajo, la clasificacion
utilizada se basa en la densidad de flotacién de las HDL en conjunto con su radio

hidrodinamico, como se presenta a continuacion.

Densidad de flotacion.- Cuando las HDL son fraccionadas por
ultracentrifugacion, se separan tipicamente en dos partes con base en la densidad
de flotacién (r): HDL, (1.063<r<1.12 g/mL) y las HDLj3 (1.12<r<1.21 g/mL). Las
HDL, son grandes, ricas en colesterol esterificado y triacilgliceroles, mientras que
las HDL3 son pequefias y estan formadas principalmente por fosfolipidos y

proteinas (25).

Densidad de flotacion en conjunto con el didmetro hidrodinamico.- Las
HDL son aisladas a partir de plasma por ultracentrifugacién secuencial con base
en su densidad de flotacién. Posteriormente, las HDL se separan con base en su
diametro hidrodindmico® (26) por electroforesis en gel de gradiente de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes. Posteriormente, se tifien las
proteinas en el gel con el colorante azul de Coomassie R250. Por ultimo se
cuantifica el area bajo la curva en los intervalos de didmetro correspondiente a las
diferentes subclases de HDL por densitometria Optica. Las HDL separadas por
este método pueden subdividirse en HDL,,, HDL2,, HDL3s, HDL3, Yy HDLge (ver
figura 3).

® Diametro hidrodinamico.- es el diametro que incluye la medida de la particula en estudio mas la
medida de la capa eléctrica dipolar adherida a la superficie. El grosor de la capa depende en parte
de la conductividad eléctrica del liquido. Esta capa influye en el movimiento de la particula. En este
caso, las particulas son las HDL y el medio es el amortiguador que se utiliza en la electroforesis
para separar a estas proteinas.
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También se han disefiado técnicas que permiten cuantificar los
componentes lipidicos en cada una de las subclases de HDL (colesterol,
triacilgliceroles y fosfolipidos). Estas técnicas consisten en separar a las subclases
de HDL con base en su densidad de flotacion y diametro hidrodinamico.
Posteriormente, sobre el gel se realiza una tincion enzimatica (especifica para
cada lipido) cuyo producto de reaccion precipita sobre el gel y es analizable por
densitometria Optica. El producto de reaccion es directamente proporcional a la

cantidad de lipido presente en la muestra (28, 29).

Estos métodos son cuantitativos ya que se determina el contenido del lipido
en cada una de las subclases de HDL y éste se relaciona con la concentracion del
lipido-HDL en plasma. De esta forma se puede realizar la caracterizacion de la
composicién quimica (proteica y lipidica) de las HDL.

Importancia de la determinacién de los lipidos de las subclases de HDL

Se ha propuesto en estudios recientes que las subclases de HDL tienen
diferente actividad ateroprotectora, por lo que su analisis, asi como la
caracterizacion de su composicion quimica pueden mejorar la capacidad de
evaluar el riesgo de presentar EAC (19). Existen numerosos estudios clinicos y
epidemioldgicos que sugieren que la concentracién del C-HDL no es suficiente

para explicar el efecto protector de las HDL, como veremos a continuacion.

Desde que el aumento de las concentraciones de C-HDL pasé a ser un
objetivo terapéutico para reducir la tasa de incidencia de ECV(3), se disefiaron
diferentes estrategias. La mas avanzada de ellas fue el disefio de un farmaco
capaz de aumentar eficazmente el C-HDL. El farmaco, llamado torcetrapib (un
inhibidor de la CETP) aumentaba significativamente el C-HDL, incrementando la
proporcion de HDL, pero paraddjicamente también aumentaba el riesgo de
morbimortalidad mediante el aumento de la presion arterial en los pacientes (30-

32).
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3a 3b 3c

‘06 Digmetro (nm) 76
Caracteristica HDL 2, HDL 54 HDL3, HDL 3, HDL 3¢
Diametro (nm) 9.7-12 8.8-9.7 8.2-8.8 7.8-8.2 7.2-7.8
Densidad(g/mL) 1.099 1.107 1.123 1.155 1.186
Lipidos de superficie mol lipido/mol HDL

130 140 120
Fosfolipidos 70 40 25 45 25
Colesterol libre 15 10
Lipidos del “nucleo” mol lipido/mol HDL
Colesterol esterificado | 180
Triacilgliceroles 30 160 140 70 40
20 15 10 5

Contenido (%)
Proteina total 35 40 45 55 65
Lipidos totales 65 60 55 45 35

Figura 3. Heterogeneidad en las propiedades fisicoquimicas de HDL en sujetos
sanos normolipémicos. Se presenta la clasificacion de las HDL por su densidad de
flotacion en conjunto con su radio hidrodindmico. Imagen modificada de Rye et al.
2009 (24) y cuadro modificado de Kontush y Chapman, 2006 (27).
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Esta fue la primera evidencia de que, por si mismo, las altas
concentraciones plasmaticas de C-HDL, asociado a un aumento del tamafio de
estas lipoproteinas no siempre es cardioprotector. Asimismo, se demostré en un
meta-analisis que, paraddjicamente, a concentraciones plasmaticas mas altas de
C-HDL, acompafiado de particulas HDL grandes, mayor era el riesgo
cardiovascular (33). Por otro lado, individuos con niveles muy bajos de C-HDL

Milano
I :

(10-15 mg/dL, valor de referencia > 40 mg/dL), como los individuos apo A-

IPa"S o pacientes con Eye Fish Disease (EFD)°, no presentaban algin

apo A-
evento cardiovascular adverso, ni historial clinico o antecedentes familiares de
EAC (34-36).

Una explicacidn a estas evidencias es, para el caso del torcetapib, que éste
genera particulas HDL, o grandes, ricas en colesterol, ya que su mecanismo de
accion es inhibir la CETP (figura 2). Una consecuencia de inhibir la CETP es
bloguear una de las vias de salida del colesterol (intercambio de colesterol por
triacilgliceroles de las HDL con las lipoproteinas que contienen apo B). Por tanto,
aunque los niveles de C-HDL son altos, la particula HDL esta alterada en su
composicién (enriquecida con colesterol esterificado), en consecuencia, su
funcionalidad también estd alterada, impactando, probablemente, en una menor
tasa de salida del colesterol, abatiendo una de las principales funciones

antiaterosclerosas de las HDL.

En el segundo caso, la apo A-I Milano es una variante de la apo A-I humana
caracterizada por una sustitucion en la posicion 173 de cisteina por arginina en la
secuencia de aminoéacidos, asociada fuertemente con niveles bajos de colesterol-
HDL y mayor longevidad (37). Aunque la particula HDL no es rica en colesterol,

ésta era muy eficiente al captarlo y eliminarlo (34, 38).

b Eye fish disease (enfermedad del ojo de pez).- es una forma genética del déficit parcial de
LCAT. Se caracteriza por opacidades de la cornea, y la reduccién significativa del colesterol
HDL. El deterioro de la funcién de la LCAT da lugar a la deposicién de lipidos en la cérnea que
generan opacidades progresivas. Aunque los pacientes tienen niveles bajos de colesterol HDL,
€n muy pocos casos se presentan signos de aterosclerosis.
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Podriamos resumir estos resultados controversiales en que lo importante no
son solo los niveles de C-HDL, sino la funcionalidad de la particula, es decir, su
capacidad para captar y eliminar el colesterol. La funcionalidad de la particula
depende de su estructura, y ésta depende a su vez de la composicion lipidica y

proteica.

Actualmente se han disefiado en nuestro laboratorio técnicas que permiten
evaluar cada uno de los componentes de las HDL para describir con detalle la
composicién lipidica de la particula. Como habiamos mencionado previamente, en
estudios recientes se ha propuesto que las subclases de HDL tienen diferente
actividad ateroprotectora, por lo que su analisis, asi como la caracterizacion de su
composicién quimica puede mejorar la capacidad de evaluar el riesgo de EAC
(19).

Algunos de los problemas de salud en los que se ha visto modificacién en
las subclases de HDL son las alteraciones renales, asociadas o no a nefropatia
diabética (39).

Se conoce muy bien que los pacientes con un compromiso renal presentan
un alto riesgo cardiovascular, estableciendo incluso que es posible emplear los
niveles de microalbuminuria como marcadores de riesgo independiente para el
desarrollo de EAC (39-43).

Estos pacientes presentan desérdenes lipidicos congruentes con un riesgo
cardiovascular elevado (43), como disminucion del C-HDL concomitante al

aumento de las concentraciones plasmaticas de acido Urico (44, 45).
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Hiperuricemiay riesgo cardiovascular

La relacion entre la hiperuricemia y la enfermedad cardiovascular descrita
por diversos autores puede ser de tipo causal. Varios estudios epidemiologicos
han tratado de demostrar la independencia de la hiperuricemia como factor de
riesgo cardiovascular mediante el andlisis multivariante (46-49). Aunque la
mayoria de estos estudios apoyan esta idea, algunos estudios, entre ellos el
“Framingham Heart Study” (50), no hallan una relacién directa de la hiperuricemia
en la incidencia de EAC al ajustar el analisis mediante variables potenciales de

confusion (51).

Hiperuricemia

La hiperuricemia se define como el aumento de la concentracion de acido
arico en la sangre a partir del cual se excede su limite de solubilidad. En el ser
humano (a 37°C) ocurre a una concentracion superior a 7.0 mg/dL en hombres y
6.0 mg/dL en las mujeres (51). A partir de estos valores se aumenta el riesgo de
artritis 'y nefrolitiasis. Sin embargo, concentraciones mayores a 5.2 mg/dL

(hiperuricemia asintomatica) se han asociado con enfermedad cardiovascular (52).

Existen dos causas por las cuales se ha dificultado que se pueda
determinar el papel de la hiperuricemia en la fisiopatologia de la enfermedad
cardiovascular y renal: primero, los limites que tienen los estudios epidemiologicos
para establecer una relacibn causa-efecto entre los factores estudiados y
segundo, la complejidad del metabolismo del &cido Urico.

Los estudios epidemioldgicos dependen de la metodologia empleada vy el
namero de covariables utilizadas en el analisis multivariante. Por ejemplo, el uso
de una covariable puede ser apropiado si ésta es un factor de confusion, pero es

un error metodologico si la covariable es un mediador patogénico entre el factor de
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riesgo y la enfermedad cardiovascular (51). A continuacion, revisaremos

brevemente el metabolismo del &cido Urico (AU).

Metabolismo del acido Urico

El AU en el hombre es el producto final del catabolismo de las purinas
(adenina y guanina) que forman parte de los nucleétidos monofosfato de
adenosina (AMP) y monofosfato de guanosina (GMP) y los de los acidos
nucleicos. Las purinas tienen un origen endogeno (sintesis de purinas y
catabolismo de los acidos nucleicos) de produccién constante, y un origen
exdgeno, dependiente de la dieta.

El paso final en el metabolismo de las purinas lo lleva a cabo la enzima
xantina oxido-reductasa (inhibida por el alopurinol y el febuxostat), que transforma
la hipoxantina en xantina y finalmente en AU (figura 4) (46, 47). Esta enzima
genera especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo, lo que podria contribuir a
la disfuncién endotelial propia de la enfermedad cardiovascular por un descenso
del 6xido nitrico (NO) (48, 49).
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Figura 4.- Metabolismo del acido urico. Modificado de Molina et al, 2011 [51].

En la mayoria de los mamiferos, excepto en el hombre, otros primates y
perros, el AU es metabolizado por la enzima uricasa en alantoina, un metabolito
10 veces mas soluble en la orina que el AU. En los humanos, el gen que codifica
la uricasa no se expresa, lo que hace que los niveles de urato en plasma humano
sean 10 veces mayores que en el resto de las especies, lo que se acompafa de

un mayor riesgo de gota y nefrolitiasis.

La uricasa se puede inhibir con acido oxonico, incrementando los niveles
plasmaticos de AU. Este modelo de hiperuricemia esta descrito en ratas. El acido
oxbnico es practicamente insoluble en agua y existen pocos datos de su

farmacocinética y farmacodinamia (ver figura 5).
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Figura 5.- Sal potésica de &cido oxonico, inhibidor de la uricasa.

El 75% del AU formado se elimina por el rifion y el 25% por el aparato
digestivo, donde las bacterias intestinales lo degradan a alantoina. La mayoria del
AU plasmatico es filtrado por el rifion, ya que menos de un 5% se encuentra unido

a proteinas, y el 90% del AU filtrado sufre reabsorcion tubular (53).

Aungue no se conocen del todo los mecanismos responsables del manejo
renal del AU, se acepta que el transporte renal esta regulado por un sistema
constituido por cuatro mecanismos: filtracibn glomerular, reabsorcion tubular

presecretora, secrecion tubular y reabsorcion tubular post secretora (figura 4).

Dentro de los principales transportadores de urato, se encuentra el URAT 1,
responsable de la reabsorcién en el tubulo proximal del urato filtrado, mediante el
intercambio por aniones organicos, cuya concentracion intracelular depende a su
vez, de su absorcion previa del ultrafitrado a través de un cotransportador
dependiente de sodio y del cual el urato no es sustrato (51), llamado SLC5A8 (54,
55).

Este mecanismo de reabsorcion tubular de urato implicado con la
reabsorcion de Na* podria explicar la hiperuricemia inducida por los cetoacidos en
la cetoacidosis diabética (56), intoxicacion por etanol (57), o el sindrome

metabdlico (58).

La complejidad del metabolismo del AU y el hecho de compartir

mecanismos patogénicos con otros factores de riesgo han hecho dificil determinar
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si la hiperuricemia es un factor independiente de riesgo cardiovascular y de

progresion de enfermedad renal (51).

Aproximacion al conocimiento del acido darico y su relacién con la

enfermedad cardiovascular

Algunos estudios recientes pueden ayudar a establecer si existe una
relacion causa-efecto entre la hiperuricemia y la enfermedad renal vy
cardiovascular.

Existen pocos estudios en modelos animales, sin embargo, hay trabajos en
modelos murinos (59, 60) donde se generd hiperuricemia mediante la
administracion de &cido oxonico, un inhibidor de la uricasa, concomitante a
nefrectomia. Los animales generaron hipertension arterial, hipertrigliceridemia e
hiperinsulinemia, asi como vasoconstriccién renal, hipertension intraglomerular y
estrechamiento de la arteriorla aferente, siendo reversible el aumento de la presiéon
arterial tras la administracion de febuxostat. Sin embargo, estos estudios estan
enfocados a demostrar el efecto de la hiperuricemia en la progresion de la
enfermedad renal, por lo que el disefio mismo de estos experimentos no puede
evidenciar el efecto del AU sobre los factores de riesgo cardiovascular clasicos
(hipertension, dislipidemias) en un modelo libre de factores confusores tales como
la enfermedad renal. Adicionalmente, el metabolismo del colesterol en la rata no
es semejante al del humano, ya que éstas carecen de la enzima CETP, es decir,

no tienen una de las vias de salida del colesterol.

Es importante generar mas modelos animales que permitan esclarecer la
relacion que existe entre la hiperuricemia y la enfermedad cardiovascular,
tomando en cuenta factores de riesgo tradicionales como el C-HDL. ElI modelo
animal debe tener un metabolismo del colesterol parecido lo mas posible al

humano, tal como el conejo (Oryctolagus cuniculus).
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Acido drico y HDL

Algunas evidencias revelan que existe una relacion entre las
concentraciones plasmaticas de AU con la EAC. El AU correlaciona inversamente
con las subclases de HDL en pacientes con EAC subclinica (61). También se ha
visto en pacientes con tratamiento de hemodidlisis que existe alteracion en la
composicién de las HDL y esta se relaciona estadisticamente con los niveles
plasmaticos de AU (62). Adicionalmente, en un estudio realizado en pacientes con
proteinuria e hiperuricemia se observo un aumento en la cantidad de HDL grandes
0 2b (63). Estas observaciones se han obtenido mediante el analisis multivariante,
el cual evidencié un vinculo entre las subclases de HDL y la ECV. Por tanto, surge

la siguiente pregunta de investigacion:

¢Existe una asociacion causal fisiopatoldégica entre la hiperuricemia y la

modificacion de la composicion de las subclases de HDL?

Para responderla, es necesario realizar estudios funcionales en modelos
experimentales. Hasta donde sabemos no hay un estudio con un modelo animal
libre de comorbilidades que muestre el efecto de la hiperuricemia sobre el

metabolismo y composicién de las HDL.
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Hiperuricemiay funcién endotelial

Como ya habiamos mencionado anteriormente, el paso final en el
metabolismo de las purinas lo lleva a cabo la enzima xantina 6xido-reductasa, que
transforma la hipoxantina en xantina y finalmente en AU (ver figura 4) (46, 47).
Esta enzima genera especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo, lo que
podria contribuir a la disfuncion endotelial propia de la enfermedad cardiovascular
con descenso del NO (48, 49).

El NO es sintetizado en respuesta a una multitud de estimulos fisiolégicos.
A través de la accion del NO, el endotelio induce relajaciébn de los vasos
sanguineos, atenua la adhesiéon de plaquetas y su agregacion inhibe la progresion
de las células de musculo liso y disminuye la adhesién y migracién de leucocitos a

la pared vascular (64).

La disfuncién endotelial se define como la alteracion de la homeostasis
vascular. Este desequilibrio hace que ante estimulos vasodilatadores exista una
respuesta de vasoconstriccion paradojica o con vasodilatacion insuficiente,
ademas de una predisposicién a la adherencia leucocitaria, activacion plaquetaria,

trombosis, mitogénesis, inflamacion vascular y finalmente aterosclerosis (65-67).

HDL y funcion endotelial

Se conoce muy bien que una de las funciones antiaterosclerosas de las
HDL es preservar la funcién endotelial (68), por tanto, modificaciones en la

composicion de las HDL podrian modificar indirectamente la funcion endotelial.

Se ha postulado que los mecanismos responsables de la preservacion de la
funcién endotelial mediada por las HDL, estan relacionados con la capacidad de
estas ultimas de inactivar los efectos nocivos de las LDL oxidadas (LDL-ox) a nivel

de produccion de NO. De hecho, la gran cantidad de LDL-oxidadas aumenta la
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produccion de la proteina caveolina-1 que inactiva la éxido nitrico sintasa

endotelial (eNOS) disminuyendo asi la sintesis de NO (69).

Las HDL inactivan a las LDL-ox a través de una enzima asociada
fisicamente a las HDL plasmaticas con actividad antioxidante Ilamada
paraoxonasa (PONL1) (70). Otro mecanismo por el cual las HDL pueden inactivar
a las LDL-ox es mediante la captacion de lisofosfatidilcolina, uno de los productos

derivados del proceso oxidativo de las LDL (16).

Otro efecto de las HDL que participa en la proteccion del endotelio vascular,
es la inactivacion del sistema del complemento. Cuando el proceso inflamatorio
inicial se instala en las primeras etapas de la formacion del ateroma, el
complemento produce dafio en las células endoteliales que culmina con la
necrosis del tejido. Las HDL, a través de su apo A-l, se une al factor C9 del
complemento, inhibiendo asi la formacion del complejo C5a-C9, y en
consecuencia, anulando los efectos nocivos del complemento sobre el endotelio

vascular en el proceso ateroscleroso (71).

Como se puede observar, son varias las evidencias que relacionan a las
HDL con la preservacion de la homeostasis del endotelio vascular. De acuerdo a
nuestra hipotesis, la hiperuricemia producira cambios en la composicién lipidica de
las HDL. Estos cambios en la composicion pueden alterar el metabolismo y la
funcionalidad de estas lipoproteinas, incluyendo la funcién endotelial.

28



JUSTIFICACION

Actualmente, la hiperuricemia no ha sido considerada en las guias clinicas
como un factor de riesgo para desarrollar EAC. Los factores de riesgo
tradicionales (tabaquismo, hipertension, hipercolesterolemia, entre otros) explican
aproximadamente solo el 75% de la incidencia de ECV (8) lo cual resalta la
importancia de tener en cuenta todos los factores de riesgo, con el fin de dilucidar
nuevas vias relacionadas con la aterosclerosis (9), sin olvidar analizar su

capacidad predictiva y su potencial aplicacion clinica.

Por otra parte, en varios estudios epidemiolégicos se ha demostrado que
concentraciones elevadas de C-HDL en plasma correlacionan estrechamente con
una baja incidencia de enfermedad cardiovascular (14). Sin embargo, numerosos
estudios sugieren que la concentracion de C-HDL no es suficiente para explicar el
efecto cardioprotector de las HDL. No obstante, el analisis de la composicién
lipidica de las subclases de HDL tiene una aplicaciéon potencial para evaluar el
riesgo cardiovascular y ésta es probablemente méas descriptiva que los valores de
C-HDL (16). Sin embargo, esta determinacion es aun controversial porque

diversos factores metabdlicos pueden alterar esta distribucion.

Uno de los factores que modifican la composicion lipidica de las HDL son
las alteraciones renales, que van acompafiadas de valores elevados de acido
arico. En estudios recientes de nuestro grupo se ha demostrado que la
hiperuricemia correlaciona con las subclases de HDL en diferentes modelos de
estudio, sugiriendo que existe una relacién causal entre ambos parametros (61,
63, 72).

Nosotros creemos que la hiperuricemia puede ser un factor que modifica la
composicion de las HDL. Los cambios en la composicion lipidica de las HDL

tendrian un impacto directo sobre el metabolismo de estas particulas, asi como en
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su funcionalidad (promover el eflujo de colesterol y la funcién endotelial), siendo
esta ultima un vinculo directo entre hiperuricemia y enfermedad cardiovascular.
Por tanto, la pregunta de investigacion es: ¢existe una asociacion causal entre la
hiperuricemia y la alteracién de la composicion, metabolismo y funcionalidad de
las HDL?

Los estudios que han descrito las anormalidades estructurales de las HDL y
que tienen correlacion con la hiperuricemia se han realizado mediante analisis
multivariante en pacientes con falla renal, hemodialisis, sindrome metabdlico y
diabetes. Sin embargo, debido a las comorbilidades que acompafan a estos
padecimientos, no se ha podido establecer una asociacion causal entre la
hiperuricemia y la alteracion de la composicién de las HDL. Por tanto, surge la
necesidad de establecer un modelo de hiperuricemia que carezca de las
comorbilidades que habitualmente acompafian a la disfuncién renal, diabetes
mellitus o sindrome metabdlico, que por si mismas afectan la estructura y el
metabolismo de las HDL. Ademas, es necesario contar con evidencia sélida para
establecer si la hiperuricemia puede ser, ademas de un factor de riesgo
cardiovascular y renal, un objetivo terapéutico. Aunque este no es el propdsito de
este estudio, puede ayudar a establecer la relacion que hay entre la hiperuricemia

y factores de riesgo clasico como el C-HDL.
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HIPOTESIS

Si la hiperuricemia produce cambios en la composicion lipidica de las HDL,
entonces provocara cambios en su metabolismo, estructura, y su capacidad de

favorecer la vasodilatacion arterial.
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Objetivo general

Determinar el efecto de la hiperuricemia sobre la distribucion de tamafios y la
composicién, metabolismo y funcionalidad de las subclases de HDL en un modelo

animal.

Objetivos particulares

« Establecer y caracterizar un modelo animal de hiperuricemia en conejo

Nueva Zelanda inducido con la administracion de acido oxénico.

+ Determinar el efecto de la hiperuricemia sobre la distribuciéon de tamafios y

la composicion (lipidica y proteinica) de las HDL en este modelo.

+ Determinar la tasa de catabolismo de la apolipoproteina Apo-Al (tasa de

catabolismo de HDL) en conejos hiperuricémicos.

« Evaluar la funcién endotelial de las aortas de conejos hiperuricémicos.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron siete conejos raza Nueva Zelanda, machos, de aproximadamente
2.5 kg para generar el modelo de hiperuricemia. Este grupo recibié tratamiento
diariamente con &cido oxonico (inhibidor de la uricasa) en suspension acuosa por
via oral a razon de 750 mg/kg/dia durante 21 dias (dosis diaria Unica). Se tomaron
muestras de sangre al inicio y al final del tratamiento, de tal modo que cada sujeto
es su propio control. Este disefio experimental se realizé para el analisis del
tamafio y composicion de las HDL y para la descripcion bioquimica del modelo de

hiperuricemia.

Para los estudios cinéticos y de funcién endotelial, se utilizé el grupo control
(n=7) como referencia. ElI grupo control recibié vehiculo (agua) a lo largo del

estudio.

Los animales consumieron alimento estandar (Lab rabbit diet, purina) y agua

ad libitum.

Obtencion de muestras

Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncién de la vena marginal
de la oreja (para el estudio cinético-metabdlico) o por puncion arterial, después de
un ayuno de 12 horas, en tubos que contenian heparina como anticoagulante
(Sol. Inyectable, 1000 Ul/mL, PISA, 10 uL/mL). Las muestras se centrifugaron a
1000 g durante 15 minutos. Posteriormente se separé el plasma, el cual se utilizo
de inmediato para las determinaciones bioguimicas. Para otras determinaciones,
las muestras de plasma se mantuvieron almacenadas a —70°C hasta el momento

de su analisis.
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Analisis de laboratorio

La determinacion de la concentracion plasmatica de glucosa (Glu),
colesterol total (CT) y triacilgliceroles (Tg), urea y creatinina (creat), se
determinaron por métodos enzimaticos colorimétricos comerciales (Randox®,
Reino Unido).

Los valores plasmaticos de acido urico se determinaron por el método de

fluorescencia Amplex Red ®.

La concentracion de ésteres de colesterol se calculé con la siguiente
férmula (73):

CEmg/dL = Cng/dL _Cng/dL x1.68

Donde

CE: Colesterol esterificado
CT: Colesterol total
CL: Colesterol libre® (no esterificado)

El factor de conversién entre el peso molecular del colesterol y el colesterol
esterificado es 1.68

Andlisis de los lipidos de HDL

Para la determinacion de la concentracibn plasmética de los lipidos
asociados a HDL, se precipitaron a partir de plasma de manera selectiva, las
lipoproteinas que contienen apo B (VLDL, IDL, LDL) con el reactivo comercial de
Randox® (sulfato de dextran/magnesio, 100 yL de plasma/250 pL de reactivo
precipitante). Posteriormente se centrifugd a 1000 g durante 10 minutos. El
sobrenadante contiene a las HDL totales.

¢ Colesterol libre.- colesterol asociado a la particula HDL que no estéa esterificado, y por tanto, se
encuentra en la parte externa de la lipoproteina.
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En el sobrenadante se determind la concentracion plasmatica de los lipidos
asociados a HDL: colesterol (C-HDL), triacilgliceroles (Tg-HDL) y fosfatidilcolina
(Plp-HDL) por métodos enzimaticos colorimétricos comerciales (Randox®, Reino

Unido). Los datos se corrigieron tomando en cuenta las diluciones realizadas.

El andlisis de la concentracion plasmatica de colesterol libre (CL-HDL) se

realiz6 en el sobrenadante de acuerdo a la técnica descrita en el anexo 1.

Estos parametros se analizaron antes y después del tratamiento con acido

oxonico.

Andlisis de depuracién de creatinina.

Antes y después del tratamiento con acido oxonico se recolecto la orina de
los animales durante 24 horas mediante el uso de una caja metabdlica. Se
determinaron las concentraciones de creatinina (plasméticas y de orina) mediante
el método Jafee sin desproteinizacion utilizando el kit comercial de Randox®.

Para el calculo de la depuracion de creatinina, se utilizd la siguiente

formula:
D = [Creat]Orina ’ VOIOrina 24h ,

Creat [Creat],.o, 1440
Donde
Dcreat= Depuracién de creatinina
[Creat]orina: Concentracion de creatinina en orina (mg/dL)
Vol orina 24 hrs: Volumen de orina (mL) recolectada en 24 horas
[Creat]piasma: Concentracion de creatinina en plasma (mg/dL), y
1440: Son los minutos equivalentes a 24 horas.

Las unidades en las que se reporta la depuracion de creatinina son mL/min.
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Aislamiento de HDL

Las HDL se separaron por ultracentrifugaciéon secuencial (Beckman Optima
TLX) a partir de plasma, de acuerdo al siguiente esquema de separacion:

1. Ajuste de densidad del plasma a 1.063 g/mL con KBr sélido y
ultracentrifugacion durante 2 h 30 min a 436 000 g. En este paso se
separan por flotacion las lipoproteinas que contienen apo B (VLDL, LDL,
IDL). En la fase inferior se recuperan las HDL con otras proteinas

plasmaticas.

2. Ajuste de densidad a 1.21 g/mL con KBr sdlido. Ultracentrifugacion por 3 h
a 436 000 g. En estas condiciones se recupera cerca del 80% a 85% de la
apo A-l del total del plasma por flotacion.

3. Ajuste del sobrenadante con solucion de KBr a densidad 1.25 g/mL y
ultracentrifugacion por 3 h a 436 000 g. En este paso se disminuye la

cantidad de albumina residual que esta presente con las HDL.

Posterior al aislamiento, las HDL se dializaron en solucion amortiguadora de
Tris 0.09 M, &cido borico 0.08 M, EDTA 3 mM, pH= 8.4 (amortiguador TBE).

La determinacion de proteinas totales se realizé por el método de Lowry (74)

(ver anexo 2).
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Analisis de las subclases de HDL

Se realizé el analisis de las subclases de HDL con el fin de conocer su
composicion lipidica y proteinica antes y después del tratamiento con acido

oxonico.

Una vez aisladas las HDL mediante ultracentrifugacién secuencial, las HDL se
separaron en cinco subclases (HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b y HDL3c) de
acuerdo a su radio hidrodinamico mediante la técnica de electroforesis en

gradiente de 3 a 30% de poliacrilamida en condiciones nativas (ver anexo 3).

Las HDL separadas en gel se analizaron por su radio hidrodinamico, utilizando
como referencia los marcadores proteinicos de alto peso molecular (tiroglobulina,
17nm; ferritina, 12.2 nm; catalasa, 10.4 nm; lactato deshidrogenasa, 8.2 nm y
albumina de 7.1 nm, kit Pharmacia, UK) (75).

Se construyeron cinco intervalos correspondientes a las subclases de HDL
con base en su didmetro hidrodindmico conocido (HDL2b 13.6-10.58 nm, HDL2a
10.58-9.94 nm, HDL3a 9.94-8.98 nm, HDL3b 8.98-8.45 nm, HDL3c 8.45-7.70 nm)
(28, 76).

Se realizaron cuatro réplicas de cada gel realizado en este estudio. Las
réplicas se tifieron con los reactivos reveladores de los diversos lipidos que
constituyen a las HDL: colesterol total, colesterol libre, triacilgliceroles y
fosfolipidos (fosfatidilcolina), una réplica por cada tincidon. La composicion de los

reactivos se describe en el anexo 4.

Para conocer la distribucion relativa de proteina en las subclases de HDL,
los geles previamente tefiidos con los reactivos reveladores de lipidos se
decoloraron con una mezcla de metanol (25%), acido acético (10%) y agua.
Posteriormente se tifieron todas las apolipoproteinas asociadas a las HDL con
azul de Coomassie R250 al 0.1% solubilizado en metanol 25%, &cido acético 10%

y agua.
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De cada gel se obtuvo un densitograma correspondiente a las bandas de
lipidos y proteinas asociadas a las HDL. Los densitogramas se analizaron en el
programa de computo Molecular Analyst Sofware Version 1.1, 1994 Bio-Rad.

Para calcular el porcentaje con el que contribuye cada subclase a la
poblacion total de HDL plasmaticas se consider6 que el area total bajo la curva del
densitograma corresponde a la poblacion total de HDL y que las subclases pueden

dividirse empleando los diametros hidrodindmicos previamente reportados.

Para estimar la concentracién plasmatica de los lipidos de las subclases de
HDL, el porcentaje relativo de cada subclase determinado por densitometria Optica
fue relacionado con las concentraciones de cada uno de los lipidos-HDL (ver la

seccion “analisis de los lipidos HDL").

En la figura 6 se presenta un ejemplo de la migracion electroforética de las
HDL tefidas con azul de Coomassie, el densitograma obtenido y los intervalos de

diametro que definen a las subclases de estas lipoproteinas.
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Figura 6.- A) Migracién de una muestra de HDL en un gel PAGE nativo tefiido con
azul de Coomassie. En el primer carrii se observa el corrimiento de los
marcadores de proteina de alto peso molecular mientras que en el segundo se
observa el corrimiento de una muestra de HDL. A la derecha de la imagen del gel
se presenta el densitograma correspondiente que presenta la densidad Optica
(DO) contra la distancia migrada. El area bajo la curva se considera como el
100% de las HDL. B) El analisis densitométrico y la integracion parcial de cada
uno de los intervalos permite la estimacion de la proporcién relativa (%) de cada
una de las subclases de HDL.
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Estudios cinéticos

Aislamiento y Marcaje de Apo A-l de conegjo.

A partir del plasma obtenido de conejos donadores se aislaron HDL por
centrifugacion secuencial, ajustando el plasma a una densidad de 1.21 g/mL con
KBr sdlido. Posteriormente se dializaron con bicarbonato de amonio (NH4sHCO3

5 mM, 3 dias).

El marcado de la apo A-l se llevé a cabo por el método de yodaciéon con
cloramina T (77, 78) (ver anexo 5). El método consiste en mezclar 1 mg de
proteina con 1 mCi de Na'®| (Amersham Biosciences) en presencia de cloramina
T como agente oxidante. La proteina marcada se separd del yodo libre pasando
la mezcla a través de una columna de Sephadex G-25 1.0 x 10.0 cm (Pharmacia

Fine Chemicals, 50-150 p).

La solucion se esterilizo usando filtros de 0.22 um (Millipore, Bedford, MA) y

se almacend hasta su uso a 4°C.
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Cinética metabdlica de apo A-I

El analisis cinético se realiz6 en el grupo de conejos tratados y control,
previo ayuno de 12 horas. El estudio cinético se llevé a cabo después de los 21
dias de tratamiento con acido oxdnico, el cual siguié siendo administrado a los
animales los dias que duré la cinética con el fin de mantener la inhibicion de la
uricasa para posteriormente, extraer la aorta post mortem vy realizar los estudios
de funcion endotelial.

La cinética metabdlica consisti6 en administrar un bolo intravenoso de '*I-
HDL, conteniendo 1.75 mg de proteina equivalente a 7.0 x 10’ cpm de 'l en la
vena marginal de la oreja. Posteriormente se obtuvieron muestras de sangre de
1 mL de la vena marginal opuesta, a diferentes tiempos: 10 min, 1, 3, 6, 9, 12, 24,
48 y 72 h, después de la aplicacién de las '?°I-HDL. De cada una de estas
muestras se separ6é una alicuota de 100 pL de plasma y se analizaron en un
contador de radiacion gamma durante 1 min.

Las curvas de decaimiento del **°| (% de la radiactividad inicial vs. tiempo),
fueron construidas considerando como 100% de radiactividad, a las cuentas
obtenidas en la muestra tomada a los 10 min.

Con ayuda del programa computacional SAAMII, se ajusté un modelo
bicompartimental (modelo abierto de dos compartimentos, administracion
intravenosa (MADC V) a los resultados experimentales. Uno de los parametros

resultantes del modelado es la tasa de catabolismo fraccional (FCR, pool/h). En la

figura 7 se presenta el disefio del modelo bicompartimental.
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Inyeccion HDL marcadas
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Figura 7.- Representacion esquemética del modelo bicompartimental para el
metabolismo de la apo A-l de las HDL en conejos, administracion intravenosa en
dosis Unica. Los circulos representan los compartimentos. Las flechas representan
las vias de transporte (flujos). El flujo (1,2) y (2,1) representan la cinética inter-
compartimental. El flujo (0,1) representa la eliminacion del farmaco del
compartimento central. El circulo negro representa la muestra de plasma tomada
en ese compartimento. Se considera el compartimento central el plasma y el
compartimento periférico los 6rganos con los cuales el plasma tiene contacto.

La ecuacion que describe el MADC se basa en la premisa de que las HDL
se eliminan solamente del compartimento central, considerando que los 6rganos
excretores altamente perfundidos (higado y rifidn), son facilmente accesibles para

las lipoproteinas.

La ecuacion que describe este comportamiento se establece a partir de un
balance de materia y de las leyes de difusion (79). La forma integrada de la

ecuacion se muestra a continuacion:
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Cp=Ae '+ Be F!
Donde

Cp: concentracion plasmatica

A: interseccion con las ordenadas de la pendiente de la distribucién
B: interseccion con las ordenadas de la pendiente de la eliminacion
t: tiempo
a: pendiente del proceso de distribucion

B: pendiente del proceso de eliminacion

En la figura 8 se puede observar el curso temporal de las concentraciones,
caracteristico de un modelo bicompartimental para administracion intravenosa.
100 ~
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Figura 8. Representacion gréfica linearizada del
administracion intravenosa.

MADC después de una
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Para el célculo de la tasa de catabolismo fraccional (FCR), se utiliza la

siguiente ecuacion:

Fcr=Y0) 2 b
bA+aB

donde

FCR: Tasa de catabolismo fraccional (hora™)

y (0): ordenada de origen

a: pendiente del proceso de distribucién

B: pendiente del proceso de eliminacion

A: interseccion con las ordenadas de la pendiente de la distribucién

B: interseccion con las ordenadas de la pendiente de la eliminacion

Evaluacidon de la funcién endotelial: anillos de aorta.

El dia del experimento, se sacrific6 a los conejos por dislocacion cervical.
Inmediatamente se cortaron las arterias renales con el fin de desangrar al animal.
Posteriormente, se disecO la aorta toracica y se removio el tejido conectivo
circundante. Se cortaron dos anillos de 3 mm de longitud y se colocaron en una
camara para organo aislado con 10 ml de solucién de Krebs (NaCl 118.1 mM,
NaHCO3; 25 mM, KCI| 4.7 mM, KH,PO, 1.2 mM, MgSO, 1.2 mM, CaCl, 2.5,
d-glucosa 11.1 mM, pH 7.4), con burbujeo continuo de una mezcla de O,-CO,
(95%,5%) a 37°C.

Cada anillo a6rtico se mont6 entre 2 ganchos de acero inoxidable. Uno de los
ganchos se coloc6 en el fondo de la cAmara y el otro se colocé a un transductor de

tension, para producir una tension de 1.5 g.
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Después de un periodo de equilibrio de 2 h, se realizé la curva dosis-respuesta
a acetilcolina (10 a 10™° M) en anillos adrticos precontraidos con 3 x 10™° M de
fenilefrina. La vasorelajacion se expresé como el porcentaje de la precontraccion

con fenilefrina.

Las contracciones se midieron isométricamente con un transductor de tension
FT-03 acoplado a un poligrafo modelo 7D (Grass Medical Instruments, Quincy,
MA, USA)(80).

Andlisis estadistico

El andlisis de resultados se realiz6 con el paquete estadistico Statiscal
Package for the Social Sciencens (SPSS Inc, version 18.0 para Windows.
Chicago, lllinois).

Las comparaciones entre los pardmetros de bioquimica clinica, lipidos HDL y
lipidos asociados a las subclases de HDL, se realizaron comparando los
resultados al inicio y al final del tratamiento con acido oxoénico. En estos
experimentos, cada sujeto es su propio control. La prueba estadistica utilizada fue

t de Student pareada.

Para los casos donde los sujetos no pueden ser su propio control (cinética
metabdlica de apo A-l y experimentos de funcion endotelial en aorta) se comparo
contra grupo control mediante una prueba de t de Student no pareada para

muestras con varianzas diferentes.
Todos los resultados se presentan como el promedio + error estandar. En

todos los casos los valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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RESULTADOS

Caracterizacion renal y bioquimica del modelo de hiperuricemia inducida con acido

oxoénico (750 mg/kg/dia, 21 dias, oral).

Con el objetivo de caracterizar nuestro modelo de hiperuricemia, se
analizaron las concentraciones plasmaticas de acido urico, glucosa, colesterol,
triacilgliceroles y lipidos asociados a las HDL. También se analizaron los

metabolitos de excrecion urea, creatinina y depuracion de creatinina.
El incremento significativo en la concentracién plasmatica de &cido urico es
el indicativo de que el modelo de hiperuricemia quedo establecido. Los resultados

se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3.- Parametros bioquimicos en suero (mg/dL)

Parametro Antes del tratamiento n=7 Después del tratamiento n=7
Acido arico 0.84 + 0.06 5.24 + 0.12**
Glucosa 108.3+1.9 117 + 4.7
Colesterol 70.5+6.4 68.0 5.5
Triacilgliceroles 60.7 4.4 56.7 + 9.5
Colesterol total-HDL 37.7+39 34.6 +2.8
Colesterol libre-HDL 3.8+1.0 2.06 £ 0.4*
Colesterol 32.8+£3.2 33.1+6.4
no HDL

Triacilgliceroles-HDL 27.8+1.6 21.0+1.7*
Fosfolipidos-HDL 95.7+7.4 69.3 + 2.8**

Los resultados mostrados se expresan como promedio = EE. Prueba t de student pareada

*p<0.05 **p<0.01



La concentracion plasmatica de acido Urico se incrementan mas de 6 veces
después del tratamiento, quedando claramente establecido el modelo de
hiperuricemia inducida con la administraciéon de acido oxénico (750 mg/kg/dia, 21

dias, oral).

De acuerdo al cuadro 3, se observa que las concentraciones plasméticas de
glucosa, colesterol, colesterol-HDL vy triacilgliceroles, no se modifican por la
hiperuricemia, por lo que podemos decir que la hiperuricemia no produce

dislipidemia en este modelo animal.

En relacién a la concentracidén plasmatica de los lipidos asociados a HDL, el
colesterol libre-HDL y los fosfolipidos-HDL disminuyen en un 50% y 30%,
respectivamente. Por otro lado, la concentracién plasmatica de triacilgliceroles-
HDL disminuye alrededor del 25%. Con respecto a colesterol total-HDL no hay

cambio significativo.

Los parametros bioquimicos indicadores de funcién renal antes y después

del tratamiento se presentan en el cuadro 4.

Cuadro 4.- Parametros de funcion renal antes y después del tratamiento con acido

oxonico.

Parametro Antes del tratamiento Después del Tratamiento
n=7 n=7

Urea 38.8+6.0 39.2+34

(mg/dL)

Creatinina 1.2+0.1 1.3+0.1

(mg/dL)

Depuracion 51+1.3 6.5+0.9

(mL/min)

Los resultados mostrados se expresan como promedio * EE.

Con base en los resultados del cuadro 4, se deduce que la funcién renal no

se alteran significativamente en nuestro modelo.

47



Distribucion de las subpoblaciones de HDL por su contenido proteinico y
lipidico.

Se ha postulado que las subclases de HDL son grupos de particulas
estructural y funcionalmente diferentes (24, 81) y esto depende de su

composicion lipidica y proteinica (16).

La suma del porcentaje de proteina con el que contribuye cada
subpoblacién de HDL a la poblacion total de HDL plasmaticas, se conoce como
la distribucion relativa de proteina de HDL. Esta se determina semi-
cuantitativamente en funcién del contenido de proteina de las HDL. Este tipo de
andlisis también se puede realizar para los componentes lipidicos (colesterol
total, colesterol libre, triacilgliceroles y fosfatidilcolina) como se observa mas
adelante. En el cuadro 5 se presenta la distribucién relativa de las
subpoblaciones de HDL antes y después del tratamiento con acido oxoénico

determinada por su contenido en proteina.

Cuadro 5.- Distribucién relativa de las subpoblaciones de HDL determinada por su
contenido de proteina antes y después del tratamiento con acido oxdnico.

Tiempo HDL 2b HDL 2a HDL 3a HDL 3b HDL 3c

Distribuciéon

. Pre 22.1+1.7 16.3+x06 383x14 17.8x09 56zx0.3
relativa de
proteinade  Tratamiento
HDL (%
relativo)

Post 22.7+24 169+06 388+17 17.0+x09 49+0.8

Tratamiento

Los resultados se expresan como promedio £ EE. Prueba t de Student pareada, n=7.

No se observan diferencias estadisticamente significativas en la distribucion

relativa de proteina en las subclases de HDL después del tratamiento.
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Lipidos de las subclases de HDL.

También se realizo el andlisis de la distribucion relativa de los lipidos de las
subclases de HDL (colesterol total (CT), colesterol libre (CL), triacilgliceroles (Tg) y
fosfolipidos (PIp)). La distribucion relativa de los triacilgliceroles y fosfolipidos de

HDL pre y post tratamiento se presentan en los graficos 1y 2.

Distribucién relativade triglicéridos en
las subclases de HDL

[y
o
)

: B Pre-tratamiento

B Pos-tratamiento

Concentracion de Tg (mg/dL)
O B N W b U1 OO N 0O O

2B 2A 3A 3B 3C
Subclases de HDL
Distribucion relativade fosfolipidos en
las subclases de HDL
10 - _
S B Pre-tratamiento
o85 -
é O Post-tratamiento
530
=
gzo .
:515 .
10 -
c 5 -
(]
€0
g 2A 3A 3B
(&) Subclases de HDL

Gréafico 1y 2.- Comparacion de las distribuciones relativas de HDL cuantificadas
por su contenido en triacilgliceroles y fosfolipidos (fosfatidilcolina) pre y post
tratamiento con acido oxonico. Los valores estan expresados como la media * EE;
n=7. Prueba t de Student pareada *p<0.05
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De acuerdo al gréafico 2, la concentracion de fosfolipidos asociados a HDL
disminuye significativamente en todas las subclases y esto es congruente con la

disminucién de fosfolipidos-HDL plasmaticos (ver cuadro 3).

La cantidad de fosfolipidos en las HDL determina la cantidad de particulas
HDL existentes (29, 82), por lo que este decremento indica que se tienen
cantidades menores de particulas, aunque éstas son del mismo tamafo, ya que

no hay cambios en la distribucion proteinica (ver cuadro 5).

También observamos en el grafico 1, una disminucion en los triacilgliceroles

de las subclases HDL 2b, HDL 2a y HDL 3a (grandes y medianas).

Los resultados de la distribucion relativa de las subclases de HDL de las
diferentes especies de colesterol [colesterol total (CT), colesterol libre (CL) y
colesterol esterificado (CE)] se encuentran en el cuadro 6. El colesterol total y libre
se determinaron enzimaticamente. La concentracion plasmatica de colesterol
esterificado fue estimado a partir del colesterol total y libre (ver en la seccion de
materiales y métodos).
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Cuadro 6.- Concentracion de las diferentes especies de colesterol asociadas a las
subclases de HDL antes y después del tratamiento con acido oxonico.

Lipido Tiempo HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c

Pre

_ 120+1.6 | 61+08 | 11.0+14 | 45+04 | 41+09
Colesterol  tratamiento

total

(ma/dL) Post

. 10.6+1.4 5.4+0.6 10.1+0.9 44+04 3.9+0.8
tratamiento

Pre

Colesterol tratamiento 1.1+0.3 0.6+0.2 1.2+0.3 05%+0.1 0.3+0.05

libre

Post

(mg/dL)

tratamiento 0.6 +0.1 0.3+0.07* | 0.6+0.1* 0.3+0.06* | 0.2+0.04

Pre 182+23 |91+11 16.5+1.9 6.7+0.5 6.4+1.6

Colesterol  {ratamiento
esterificado

Post 169+23 |86+09 |16+1.3 68+05 |6.3%14

(mg/dL)
tratamiento

Los resultados se expresan como promedio + EE. *p<0.05, n=7.

Los resultados muestran que hay una disminucion en aproximadamente el
50% del colesterol libre asociado a HDL grandes y medianas (HDL 2a, HDL 3ay
HDL 3b). Aunque este cambio es estadisticamente significativo, las
concentraciones de colesterol libre asociado a las subclases de HDL presenta
fluctuaciones minimas (<1 mg/dL). Se considera significativo un cambio en este

lipido si éste tiene repercusion en la concentracidon de colesterol esterificado.
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Como se puede observar en el cuadro 6, la distribucion relativa de
colesterol esterificado no cambia en las subpoblaciones de HDL, por lo que los
cambios de colesterol libre no son significativos para la composicion de la

particula.

Por otra parte, se observa que no hay cambios en el colesterol total
asociado a HDL. Previamente habiamos demostrado que las HDL tienen el mismo
tamafo después del tratamiento, pero hay menor nimero de particulas HDL.
Estas evidencias sugieren que las particulas HDL se estan enriqueciendo en

colesterol en respuesta a la hiperuricemia.
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Relacion de los lipidos de la particula HDL

Para tener informacion mas clara sobre la composicion de las particulas
HDL y el efecto que la hiperuricemia tiene sobre la misma, se realizé el cociente
de los lipidos CT/Plp y Tg/Plp por subclase de HDL con el fin de “normalizar” la
concentracion de lipidos por numero de particulas HDL. Estos resultados se

muestran en el cuadro 7.

Cuadro 7. Cocientes de los principales lipidos de HDL.

Tiempo HDL 2b | HDL 2a HDL 3a HDL 3b | HDL 3c

Pre

Cociente .
Tratamiento 0.37+0.04 | 0.4+0.05 | 0.4+0.03 0.4 +0.02 0.55+0.15

CT/PIp

Post 0.45+0.07 | 0.5 +0.07* | 0.53+0.05* | 0.5+0.01* | 0.72 + 0.15
Tratamiento

Pre 0.24+0.22 | 0.27+£0.01 | 0.31+£0.02 | 0.38+0.02 | 0.47+0.11

Cociente  Tratamiento
Tg/Plp

Post 0.22+0.02 | 0.28+0.03 | 0.33+0.03 | 0.42+0.03 | 0.57 +0.11
Tratamiento

Colesterol Total/Fosfolipidos (CT/PIp). Triacilgliceroles/Fosfolipidos (Tg/Plp). Todos los resultados

se presentan como promedio + EE. *p<0.05, n=7.

De acuerdo al cuadro 7, se observa que el cociente CT/Plp aumenta
significativamente en las subclases HDL2a, 3a y 3b. Esto confirma la hipétesis de
que las particulas HDL se estan enrigueciendo en colesterol después del
tratamiento, especialmente las HDL de tamafio mediano. Por otro lado, al realizar
el cociente Tg/Plp observamos que la diferencia de los cocientes no alcanza
significancia estadistica, por lo que podemos decir que la disminucién de los
triacilgliceroles de las subclases de HDL (ver gréfico 1) se debe Unicamente a la
disminucién en el numero de particulas.
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Cinética metabdlica de la apo A-l de las HDL.

El objetivo central de este trabajo es determinar la influencia que tiene la

hiperuricemia sobre la composicién y el metabolismo de las HDL.

Para evaluar el metabolismo de las HDL, se realiz6 la cinética metabdlica
de Apo A-l. A través de este estudio, podemos explicar los resultados
experimentales mediante un modelo matematico (modelo abierto de dos
compartimentos, administracion intravenosa). ElI modelo permite evaluar
parametros como el FCR (fractional catabolic rate, h™). Este pardmetro es

indicador del catabolismo de la apo A-l asociada a HDL.

En el grafico 3 se presenta la curva promedio de decaimiento radiactivo de
las HDL marcadas con *?°| en plasma de los grupos de conejos hiperuricémicos
(tratados con &cido oxonico) y control. Se tomé como el 100% de marca radiactiva,
la radiactividad cuantificada en la muestra de plasma a los 10 minutos de la

administracion intravenosa.
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Gréfico 3.- Radiactividad residual correspondiente a las HDL-'*°| en torrente sanguineo.
Los valores son expresados como el promedio + EE. *p<0.05 vs grupo control. La
radiactividad fue normalizada en funcion del resultado al tiempo de 10 minutos, n=7 para
ambos grupos.

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 significativas a 3, 12 y 24 horas de la administracién de *°I- apo A-I. El
grupo de conejos hiperuricémicos (tratamiento con acido oxénico, AOX) presenta
una menor radiactividad residual de las HDL-'?° en el plasma durante estos

tiempos, sugiriendo que existe un mayor catabolismo debido al tratamiento.

Se realiz6 el ajuste del modelo farmacocinético a los datos experimentales
(modelo abierto de dos compartimentos administracion intravenosa), tal como se
describe en la seccidbn de materiales y métodos. Posteriormente se calcul6 el
pardmetro cinético FCR (tasa fraccional de catabolismo). La comparacién del FCR

del grupo control y el grupo tratado se presenta en el cuadro 8.

55



Cuadro 8. FCR de apo A-l **| de las HDL de los grupos tratado y control.

Control Tratamiento AOX
750 mg/kg/dia
n=7 n=7
FCR (h'l) 0.02605 + 0.0017 0.03697 + 0.0038*

FCR = Tasa de catabolismo. Prueba t de Student. Los valores estan expresados como media + EE.
*p<0.05 vs grupo control.

De acuerdo al cuadro 8, la FCR de los animales tratados es mayor con
respecto al grupo control. Esto es congruente con lo observado en el gréafico 3,
sugiriendo que los conejos hiperuricémicos tienen un catabolismo mas rapido de
las HDL.

Funcién endotelial

Es conocido que las HDL promueven la funciéon endotelial (68). Por esta
razon, cambios en la estructura y el metabolismo de las HDL pueden favorecer la

funcién endotelial.

En este trabajo se evalud la funcion endotelial de forma directa en la aorta
del conejo. Primeramente se realiz6 una pre-contraccion de la aorta utilizando
fenilefrina como vasoconstrictor. Posteriormente se realiz6 una curva dosis-
respuesta a acetilcolina para evaluar la vasorelajacion de las aortas, tal como se

describe en la seccion de materiales y métodos.
En el grafico 4 se presenta el porcentaje de relajacion del promedio de las

aortas del grupo tratado con respecto al control en respuesta a dosis crecientes de

acetilcolina.
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Gréafico 4.- Evaluacién de la funcién endotelial (vasorelajacién) en respuesta a
acetilcolina (Ach). Los resultados se presentan como promedio + EE. Prueba t
*p<0.05, **p<0.001 vs grupo control, n=7.

Como se puede observar en el grafico 4, el porcentaje de relajacién en
respuesta a acetilcolina fue menor en un 25% en los conejos hiperuricémicos con

respecto a los controles.
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DISCUSION

El presente estudio se disefié a partir de la hipotesis de que el acido urico
(AU) puede afectar la composicion de las HDL, y por ende, su metabolismo y
funcionalidad. Esta hipotesis surgié de las observaciones realizadas en estudios
previos, en pacientes con enfermedad aterosclerosa coronaria subclinica (61) y
pacientes con falla renal (63), en los cuales se demostré6 que existia una
correlacion entre el colesterol de las subclases de HDL con el incremento de la
concentracion plasmética de AU. Sin embargo, en esos estudios la relacion causal
entre los cambios en la composicion de las HDL y el AU no pudo demostrarse por
las comorbilidades existentes en los pacientes de estudio. Por tanto, un propdsito
de este trabajo fue generar un modelo de hiperuricemia libre de otros factores
confusores con el fin de conocer si el AU por si mismo es capaz de generar
cambios en la composicion, metabolismo y capacidad de las HDL de favorecer la
funcién endotelial. A nuestro conocimiento, no hay informes de investigaciones al

respecto.

En la primera etapa del presente trabajo, establecimos las condiciones para
inducir hiperuricemia por medio de la administracion de acido oxdnico en conejos.
En la mayoria de los mamiferos, excepto en el hombre, en otros primates y en
perros, el acido Urico es metabolizado por la enzima uricasa en alantoina. La
uricasa se puede inhibir con acido oxdnico, incrementando los niveles plasmaticos
de AU (51). A pesar de que existen modelos de hiperuricemia en ratas (60, 83),
esta especie, a diferencia del conejo, no es buen modelo para la investigacion en
lipoproteinas porque no expresa CETP (84). La CETP es una proteina necesaria
para eliminar el colesterol excedente de la célula mediante el intercambio de
colesterol por triacilgliceroles de las HDL con las lipoproteinas que contienen apo
B, respectivamente. Existen otros modelos murinos de hiperuricemia en los cuales
se simul6 una falla renal mediante nefrectomias, concomitante a la administracion

de &cido oxonico (59, 60). Sin embargo, la nefrectomia introduce factores
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confusores derivados de la disminucion de la masa renal que afecta el
metabolismo de las HDL (72). Por lo anterior, nuestra eleccion fue el modelo de
conejo hiperuricémico por efecto del acido oxdnico.

Para establecer este modelo de hiperuricemia, se cuantificaron las
concentraciones plasmaticas de AU al inicio y al final del tratamiento con &acido
oxonico. Después del tratamiento, la concentracion plasmatica de AU se
incrementa mas de 6 veces. Ademas, con base en la depuracion de creatinina, el
acido oxénico no produjo insuficiencia renal durante el periodo de tratamiento en
los conejos. También se observo que las concentraciones plasmaticas de glucosa,
colesterol, colesterol-HDL Yy triacilgliceroles no se modifican durante el tratamiento,
sugiriendo que la hiperuricemia no produce dislipidemia, ni afecta el metabolismo

de glucosa en este modelo animal.

A pesar de que no existen modificaciones en la concentracion plasmética
del colesterol-HDL, pueden existir modificaciones muy importantes de la estructura
y el metabolismo de estas lipoproteinas segun hemos demostrado previamente en
conejos tratados con pioglitazona (85). Por lo tanto, evaluamos el efecto de la
hiperuricemia sobre la concentracion plasmatica de los lipidos asociados a las
HDL (perfil de lipidos-HDL en plasma). Observamos una disminucion en las
concentraciones plasmaticas de triacilgliceroles-HDL y fosfolipidos-HDL después
del tratamiento con acido oxénico, sugiriendo que la composicion lipidica de estas
lipoproteinas se altera y posiblemente, también se afecta en su distribucion y
funcionalidad. Por tanto, se realiz6 el analisis detallado de la composicién de las
subclases de HDL. Se cuantific6 su contenido proteinico y de cada uno de sus
lipidos constituyentes (de superficie: fosfolipidos y colesterol libre, y de nucleo:
colesterol esterificado y triacilgliceroles). No observamos alteraciones en la
distribucion relativa de tamafios (determinada por proteina), ni cambios en la
concentracion de colesterol después del tratamiento con respecto al estado basal.
En contraste, la concentracion de los fosfolipidos de las 5 subclases de HDL fue

significativamente menor con respecto a los valores basales.
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En estudios previos se ha sugerido que la cantidad de fosfolipidos en las
subclases de HDL es una medida de la cantidad de particulas existentes (29, 82).
Por tanto, la disminucion de la concentracion de fosfolipidos en las subclases de
HDL indica que el tratamiento con acido oxénico induce una disminucion de
namero de particulas HDL en plasma. Es importante enfatizar que el colesterol-
HDL en plasma no se modificé durante la hiperuricemia. En este contexto, el
menor niumero de particulas y valores plasméticos de colesterol-HDL sin cambios,
sugiere que las particulas estan enriquecidas en colesterol. Por esta razén
determinamos el cociente colesterol/fosfolipidos (CT/Plp), que es un indicador del
contenido de colesterol por particula HDL (29). Efectivamente, nuestros resultados
demuestran que el cociente CT/Plp es significativamente mayor en las HDL
medianas, confirmando que existe un enriquecimiento selectivo con colesterol de

estas subclases.

En resumen de la caracterizacion de las subclases de HDL, la hiperuricemia
inducida por &cido oxénico se asocié a un cambio estructural de las HDL que
consiste en una disminucién del nimero de particulas y el enriguecimiento con
colesterol de las subclases HDL,,, HDL3, y HDL3,. Este cambio estructural sugiere
un papel activo del AU sobre la remodelaciéon de las HDL; sin embargo,
reconocemos como una limitante del estudio que su disefio no permite establecer
si existe una relaciébn causa-efecto entre la hiperuricemia y las alteraciones
estructurales de las HDL observadas. Estudios posteriores in vitro con células
hepéticas cultivadas en presencia de AU permitirdn establecer si efectivamente

existe esta relacion causa-efecto.

Estudios previos sugieren que la composicion de las HDL estéa relacionada

con su metabolismo y con sus funciones antiaterosclerosas (16, 24, 29, 86).

Para establecer si los cambios estructurales observados en las HDL de los
conejos hiperuricémicos tienen un impacto sobre el metabolismo intravascular de
estas lipoproteinas, realizamos los estudios cinético-metabdlicos por medio de un

marcado exégeno con el isétopo radiactivo *?°I de la apo A-l segln se describe en
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la seccién de metodologia. El **I se incorpora en los residuos de tirosina de las
HDL. La marca radiactiva es estable y no altera el comportamiento de las
lipoproteinas (87). Nuestros resultados demuestran que el catabolismo de la apo
Al es mas rapido en los conejos hiperuricémicos. Estudios previos han puesto en
evidencia que los cambios estructurales de las HDL se asocian con alteraciones
en la tasa de depuracion plasmatica de estas lipoproteinas; de esta manera, la
disminucién de tamafio de las HDL se asocia con un hipercatabolismo de las apo
Al de las HDL (34, 88). En contraste, cuando las HDL se enriquecen con
fosfolipidos su tasa de catabolismo disminuye (89). No obstante, en nuestro
modelo experimental la distribucién de tamafios de las HDL no se modifico, de tal
manera que el tamafio de las particulas HDL no explica el hipercatabolismo de la

apo Al de estas lipoproteinas.

Otro factor que se ha asociado con modificaciones del catabolismo de la
apo A-l es la composicion de las HDL, sobre todo la cantidad de fosfolipidos (85).
Una mayor cantidad de fosfolipidos en las subclases de HDL correlaciona con un
menor catabolismo. En nuestro modelo, demostramos que después del
tratamiento existe una menor cantidad de fosfolipidos en las subclases de HDL.
Por lo tanto, el hipercatabolismo de la apo Al que observamos en nuestro modelo
de hiperuricemia no se puede explicar a partir del contenido de fosfolipidos de las
HDL.

Otro factor descrito previamente que puede modificar el catabolismo de
estas lipoproteinas es el aumento de la permeabilidad vascular a nivel de rifién
(90, 91). En nuestro estudio, aunque se observa que no hay insuficiencia renal (no
hay modificacion en la depuracion de creatinina posterior al tratamiento),
desconocemos los niveles de proteina en orina, por lo que no podemos descartar
gue un aumento de la permeabilidad glomerular sea la causa del incremento en el
catabolismo de las HDL. Estudios futuros permitiran definir si el modelo de conejo
hiperuricémico por acido oxdnico cursa con proteinuria y que ésta se asocie

directamente con el aumento del catabolismo de las HDL.
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La dltima parte de este trabajo fue evaluar el efecto de la hiperuricemia
sobre una de las funciones antiaterosclerosas mas importantes de las HDL:
promover la funcion endotelial (68).

En este trabajo planteamos que los cambios en la composicion y el
metabolismo de las HDL (inducidos por la hiperuricemia) pueden impactar de
forma indirecta la funcién endotelial. Para averiguarlo, evaluamos la vasodilatacion
en aortas de conejos hiperuricémicos en camara de 6rgano aislado (ver materiales
y métodos) estimulando al endotelio con acetilcolina. Es importante recordar que
el oxido nitrico es el mediador de la accion vasorelajante de la acetilcolina (92).
Cuando existe disfuncion endotelial, ante estimulos vasodilatadores (como la
adicion de acetilcolina al endotelio), éste responde con vasodilatacion insuficiente
(65-67). Los resultados revelan que el porcentaje de relajacién de anillos de aorta
dependiente de endotelio (estimulada por acetilcolina) de los conejos tratados fue

menor en un 25% en los conejos hiperuricémicos con respecto a los controles.

Se sabe que las HDL inactivan los efectos nocivos de las LDL oxidadas (LDL-
ox) a nivel de produccion de éxido nitrico. Las LDL-ox aumentan la produccion de
la caveolina-1 que inactiva la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) disminuyendo
asi la sintesis de o6xido nitrico (69). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren una
posible pérdida de funciébn de las HDL al enriquecerse con colesterol. Sin
embargo, nuestro estudio no demuestra de forma directa la relacion entre los

cambios estructurales de las HDL vy la disfuncion endotelial.

Otra posible causa de la disfuncion endotelial observada en los conejos
hiperuricémicos puede ser via activacion de la xantina oxidasa. Como ya
habiamos mencionado anteriormente, el paso final en el metabolismo de las
purinas lo lleva a cabo la enzima xantina oxidasa, que transforma la hipoxantina
en xantina y finalmente en AU (46, 47). Esta enzima genera especies reactivas de
oxigeno y estrés oxidativo, lo que podria contribuir a la disfuncion endotelial por
descenso de la biodisponibilidad del éxido nitrico (NO) (48, 49).
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Ademas, en estudios recientes se ha sugerido que el AU es una sustancia
biolégicamente activa, y que tiene una relacidbn con la disfuncion endotelial,
inflamacion y vasoconstriccion (93); sin embargo, hasta el momento no hay
trabajos experimentales que asi lo demuestren. Por lo tanto, no se puede
descartar que las alteraciones en la estructura de las HDL inducidas por la
hiperuricemia, resulte en modificaciones de la funcionalidad de estas lipoproteinas
generando la disfuncion endotelial, pero tampoco que los efectos del AU sean
directos sobre el endotelio vascular. Se requieren estudios adicionales para
establecer el posible impacto de la estructura de las HDL sobre la funcién

endotelial.
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CONCLUSIONES

Este modelo animal de conejo hiperuricémico inducido por la administracion
de acido oxonico, se caracteriza por un enriquecimiento de las HDL con colesterol,
disminucion del numero de particulas HDL sin alteraciones de la distribucion de
tamafios, un hipercatabolismo de estas lipoproteinas y disfuncién endotelial.
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PERSPECTIVAS

e Evaluar el efecto directo del AU y de las HDL modificadas por efecto de la
hiperuricemia sobre la funcidn endotelial mediante los siguientes

experimentos:

1. Retar a aortas de conejos sanos en camara de organo aislado, con acido
arico (7 y 9 mg/dL). Posteriormente realizar los estudios de funcion
endotelial (precontraccion con fenilefrina y curva dosis respuesta con

acetilcolina).

2. Retar a aortas de conejos sanos en camara de organo aislado, con acido
oxonico y realizar los estudios de funcién endotelial, para descartar que el

farmaco per se induzca modificaciones en este parametro.

3. Retar a aortas de conejos sanos en camara de organo aislado, con HDL
aisladas de conejos hiperuricémicos, con el fin de conocer si estas HDL
modificadas pueden alterar la funcion endotelial.

e Evaluar en conejos hiperuricémicos otros parametros como presion arterial,
y proteinuria, con el fin de descartar que el incremento en el catabolismo de

las HDL sea por el incremento de la permeabilidad vascular del rifion.

e Realizar la prueba de oxidacion de las LDL en el suero de conejos

hiperuricemicos.
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ANEXO 1

Determinacion de colesterol libre en microplaca

Solucion A (reactivo de color)

Reactivo Cantidad
4-aminoantipirina 0.088 g
Fenol 0.040 g
Colato 0.126 g
Triton 100 pL

Llevar a 10 mL con amortiguador PBS 10X
(100 mM) pH=7.4

e Tomar un mililitro de la solucion Ay mezclarlo con 9 mL de Solucién Salina

Isotdnica

Posteriormente adicionar las siguientes enzimas:

Enzima Cantidad
Colesterol peroxidasa (0.25 puU/mL) 15 pL
Colesterol oxidasa (0.05 pu/mL) 30 uL

e Mezclar las enzimas con la solucién A diluida. El reactivo de color esta listo

para usarse

En un pozo de microplaca depositar 50 pL de muestra + 150 pL de reactivo de

color. Hacer la determinacion por duplicado.
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e Curva patron

Concentracion
Estandar | 2.5 mg/dL
Estandar I 5 mg/dL
Estandar Il 10 mg/dL
Estandar IV 15 mg/dL
Estandar V 20 mg/dL

Depositar 50 pL de cada estandar en un pozo de microplaca por duplicado.
Finalmente se adiciona 150 pL de reactivo de color con enzimas. La curva patrén

se realiza por duplicado.

e Incubar muestras y curva patrén durante una hora a 37°C. Leer a una

longitud de onda de 499 nm.



ANEXO 2

Determinacion de proteinas por el método de Lowry (74)

(Lowry OH et al, 1951)
FUNDAMENTO.

En medio alcalino los aminoacidos de las proteinas se unen a los iones de
cobre (Cu®"), formando un complejo azul, que absorbe a 750 nm. La sensibilidad
de esta coloracién incrementa al adicionar el reactivo de Folin Ciocalteu. El uso de
SDS como detergente permite exponer las zonas hidréfobas de las proteinas.

Soluciones
Solucién de Na,COa: al 20 % en H,O
Solucién de tartrato de sodio y potasio: 1g+0.59gCuSO,
Solucion de NaOH 0.8 M: 16 g en 500 mL H,0O
Solucion de SDS al 10% en H,O
Solucién patron de albumina: 1 mg/mL

Solucién A. Preparar al momento
1 volumen de tartrato de Nay K 1 volumen de Na,COs3;
2 volumenes de NaOH 2 volimenes de SDS

2 volimenes de H,O
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TECNICA
CURVA PATRON

Tubo 1 2
muestra (uL) 0 0
estandar (pL) 0 10
H,O (uL) 100 90

20

80

40

60

80

20

muestra

20

0

80

Agregar 1 mL de solucion A y se mezclar las soluciones, incubar a

temperatura ambiente durante 10 minutos. Al término de este tiempo agregar 500

ML de reactivo de Folin previamente diluido en una proporciéon 1/6. Incubar esta

mezcla de reaccion durante 30 minutos a temperatura ambiente. La reaccién se

analiza espectrofotométricamente a una longitud de onda de 750 nm.

DETERMINACION DE LOS RESULTADOS

Trazar una gréfica de concentracion contra absorbancia con los datos de la

curva patron. Interpolar la absorbancia de las muestras en la grafica para

determinar la concentracion correspondiente.
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ANEXO 3

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas

Soluciones

Solucion amortiguadora de muestra

Sacarosa 50% + Azul de bromofenol al 0.05% c.b.p. 20 mL

Solucién A: Tris 0.09 M, &cido bérico 0.08M, EDTA3 mM (TBE 1X) pH 8.35
Solucién B: 48 g acrilamida + 1.28 g bisaclilamida c.b.p. 100 mL

Solucién C: persulfato de amonio 10%

3% 30%
Volumen total 5mL 5mL
Solucién A 500 uL 500 uL
Solucién B 300 uL 3 mL
H,O destilada 4.2 mL 750 L
Glicerol 750 L
TEMED 4 yL 4 yL
Solucién C 20 pL 20 pL

Las soluciones de acrilamida al 3% y 30% se colocan por separado en los
compartimentos de la camara generadora de gradiente y se mezclan lenta y
progresivamente con agitacion constante mientras se va vertiendo entre las placas
para formar el gel en presencia de los catalizadores (TEMED y persulfato de

amonio, solucion C).
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Una vez polimerizado el gel, éste se precorre 15 min a 60 V para estabilizarlo.

A continuacién se cargan las muestras de la siguiente manera:

1) Depositar 25 ug de proteina HDL con 3 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 90 V para
permitir la entrada de las muestras al gel. Al término de este periodo, la separacion
se continudé durante 22 h a 180 V. Al final del tiempo de migracion, el gel se

desmolda y se tifie segun el método seleccionado (proteina o lipidos).
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ANEXO 4

Tincion para la determinacion de la distribucion de lipidos de las subclases

de HDL en fase semisolida (sobre el gel de poliacrilamida) (29).

e Preparacion de reactivo para colesterol total y colesterol esterificado

Reactivo Concentracion
Colesterol Colesterol
total libre
Solucién Salina Isoténica (0.9%) 7456 L 7474 uL
Buffer PBS 10X (100mM) pH=7.4 1000 pL 1000 pL

Solucion Stock

(Colato de sodio 3 mM y triton de

sodio al 0.1%) S00 WL S00 WL
Carboximetilcelulosa* 120 mg 120 mg
Peroxidasa (0.25 puU/mL) 12 pL 12 uL
Colesterol esterasa (0.075 pu/mL) 10 pL .
Colesterol oxidasa (0.05 pU/mL) 13 puL 13 uL

*Mezclar hasta homogenizar sin dejar grumos (Afadir aprox. 15 min. Antes
de aplicar la mezcla en el gel).
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**Azul de Tetrazolium (MTT) 0.04 400 pL 400 pL
mM

**Fenazin metasulfato (FMS) 600 pL 600 pL
0.04 mM

**Agregar hasta el momento del uso del reactivo, homogeneizando
vigorosamente.

o Preparacion del reactivo para triacilgliceroles y fosfolipidos

Reactivo Concentracion

Triacilglicero-  Fosfolipidos

les

Solucidn salinaisoténica (0.9%) 5500 pL 5500 pL
Buffer PBS 10X (100 mM) pH=7.4 1000 pL 1000 pL
Carboximetilcelulosa* 120 mg 120 mg
Lipasa (37.5 pU/mL)
Glicerol cinasa (0.1pU/mL) Reactivo .

. . comercial
Glicerol -3-fosfato oxidasa (0.4
puU/mL) 2500 pL

Peroxidasa (0.13 pU/mL)

ATP (0.25 pmol/L)




Fosfolipasa D ( 0.12 puU/Ml)

Colina Oxidasa (62 pU/mL) Reactivo

: Comercial
Peroxidasa (1.1 pU/mL)

. - 2500 pL
Aminopiridina (0.24 mmol/mL)

N-etil-N-DAOS (0.77 mmol/mL)

* Mezclar hasta homogenizar sin dejar grumos (Afiadir aprox. 15 min.
Antes de aplicar la mezcla en el gel)

**Azul de Tetrazolium (MTT) 400 pL 400 pL
0.04 mM
**Fenazin metasulfato (FMS) 600 pL 600 pL
0.04 mM

**Agregar hasta el momento del uso del reactivo, homogeneizando
vigorosamente.

Colocar reactivo sobre gel de poliacrilamida homogéneamente. Incubar

durante 1 hora a 37° C protegido de la luz.
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Anexo 5

Yodacion de proteinas por el método de cloramina T (77, 78)
(Hunter y Greenwood, 1962)

La yodacion de proteinas por el método de cloramina T es el procedimiento
mas ampliamente utilizado para la radioiodacion. La cloramina T es la sal sodica
de la N-monocloro-p-toluensulfonamida. En disolucién acuosa, la cloramina T
genera lentamente &cido hipocloroso (HOCI), que es un agente oxidante suave

(ver reaccion 1).

Reaccion 1. Descomposicion de la cloramina T en medio acuoso para

generar el agente oxidante:

o]

| -2 )
[H3C S—H—C| ] Na® +H,0 —»
I HOCI

a

Cloramina T . )
Acido Hipocloroso

En presencia de proteina y yoduro libre, puede conseguirse una
incorporacion de yodo en los residuos de tirosina de la proteina altamente eficiente
(ver reaccion 2). Aunque el mecanismo de reaccibn no se ha establecido
completamente, se cree que implica la generacién de yodo catiénico (I") que es un
agente oxidante fuerte. La reaccion es rapida y se dirige bajo condiciones suaves
a pH neutro. La reaccion se efectia en un volumen pequefio (100 puL de volumen

total final). El istopo Na'?®| se obtiene comercialmente.

La cantidad de cloramina T utilizada en la reaccion debe ser suficiente para
neutralizar cualquier agente reductor presente en la disolucién de Na'?®l y para
oxidar el yoduro a yodo (I" a I;). La reaccion de iodacion solo requiere de 10
segundos a 2 minutos. Es importante recordar que aunque se genera |, esta
especie insoluble en presencia de yoduro (I") forma yodo yodurado o triyoduro (I'3)

que es soluble.
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Reaccion 2. Reaccién del yoduro con el oxidante para generar el triyoduro y la especie
reactiva I+, la cual reacciona con los residuos de tirosina de las proteinas. Nota: no se
muestra el mecanismo de accién ni la generacién de la especie reactiva.

125 HOC 125 4 125 125
Yoduro  Acido hipocloroso yodo  yoduro triyoduro
(oxidante)
e 1251 H 1125
125-
3 + e |
triyoduro ¢|;|.|2 o clez .
H2N-C- H,N-C~-
|-I| <0H 2 \ <°H
Tirosina Tirosina-I'*®

La reaccidn se detiene con la adicion de metabisulfito sédico (Na,S,0s). La
finalidad de la adicion de este compuesto es reducir el yodo que no ha
reaccionado. La cantidad de metabisulfito utilizada es el equivalente quimico de la

cloramina T mas un pequefio exceso.
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