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Abreviaturas

ABC-A1 ATP binding cassette Class A type 1.

CKD-EPI Ecuacién del Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration.
CrU Creatinuria.

DM Diabetes mellitus.

DR Disfuncion renal.

EAC Enfermedad aterosclerosa coronaria.

HAS Hipertension arterial sistémica.

HDL Lipoproteinas de alta densidad del inglés “High density lipoproteins”.
IMC indice de masa corporal.

INCICh Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

LCAT Lecitina colesterol acil transferasa.

MDRD Ecuacion del estudio Modification of Diet in Renal Disease.

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida.

PrU Proteinuria.

RMN Resonancia magnética nuclear.

SRA Sistema renina angiotensina.

TAS Presion arterial sistolica.

TAD Presion arterial diastolica.

TBE Tris/Borio/EDTA.

TFG Tasa de filtracion glomerular.

TRC Transporte reverso de colesterol.



1. Resumen.
La enfermedad ateroesclerosa coronaria (EAC) es la segunda causa de muerte en
nuestro pais y las lipoproteinas de alta densidad (HDL) poseen una funcion
protectora en el desarrollo de esta enfermedad, que se debe en parte a su
metabolismo intravascular por la via del transporte reverso del colesterol. En
este respecto, es importante mencionar que las HDL son un grupo muy
heterogéneo de particulas que se pueden agrupar en 5 subclases en base al
diametro de la particulas y a su densidad de flotacion. En varios estudios de
investigacion se ha sugerido que la funcién anti-ateroesclerosa de las HDL se

relaciona con el tamafio y composicion quimica de las particulas.

La distribucion de tamafos de las particulas HDL depende del transporte reverso
de colesterol, por lo que es posible que las alteraciones de esta via puedan

repercutir en la estructura y composicion de las HDL.

Por otra parte, varios trabajos de investigacién sugieren que el principal érgano
catabdlico de la apo A-l (apolipoproteina principal de las HDL) es el rifion; si
consideramos que la eliminacién renal de las lipoproteinas esta determinada por
el paso a través de la membrana basal del glomérulo, postulamos que en
condiciones patoldgicas donde se altere la permeabilidad de la membrana
glomerular, las HDL de menor tamafio podrian filtrarse con menor dificultad que
las grandes y por tanto ser las particulas que el rindn depure preferentemente. Por
lo anterior, las enfermedades renales son capaces de producir modificaciones en

la distribucion de tamanos de las HDL.



Para comprobar la posible relacion entre la enfermedad renal, con alteraciones de
la composicion quimica y las subclases de HDL, estudiamos a un grupo de
pacientes con diferentes grados de proteinuria y disminucidn en la tasa de
filtracion glomerular. Nuestros resultados sugieren que en efecto, existe una
relacion entre el grado de proteinuria, y el deterioro de la tasa de filtracion
glomerular con una distribucion anormal de HDL; en efecto, observamos una
disminucién de las HDL pequefias asociado a un enriquecimiento de colesterol
en las subclases de las HDL, particularmente de las de menor tamafio, HDL3b y
HDL3c. Estos resultados son importantes, debido a que hasta el momento no se
han documentado en forma completa las alteraciones en las subclases de HDL en

pacientes con proteinuria y enfermedad renal.



2. Marco teédrico
Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son una poblacion heterogénea de
particulas de diversos tamafos y composicion quimica que desempefian
diferentes funciones antiaterosclerosas; de hecho, proporciones elevadas de HDL
pequefias en plasma se ha asociado con un riesgo mayor de diabetes tipo 2 y de
enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC). El sito catabodlico de las HDL es el
higado, pero también las células de tubulo renal expresan receptores funcionales
para HDL, segun se ha demostrado “in vitro”. Por otra parte, la enfermedad renal
se asocia con un incremento de la tasa de catabolismo de las HDL,
hipoalfalipoproteinemia, un incremento de las HDL3 en el humano y con la
presencia de EAC. En este contexto, la disfuncion renal (DR) podria estar
vinculada con la EAC a través de anomalias en el metabolismo y la estructura de

las HDL.

Se ha propuesto que el rifion juega un papel en el metabolismo de las HDL. No
obstante, el hecho de que las lipoproteinas puedan ser metabolizadas en los
tubulos renales, sugiere que se filtran a través de la membrana glomerular, a
pesar de que se trata de complejos macromoleculares. En este sentido, estudios
previos de nuestro laboratorio han demostrado que situaciones fisiopatologicas o
intervenciones farmacologicas que producen una proporcion plasmatica elevada
de HDL pequefas, se asocian con catabolismo acelerado de las HDL. Es posible
entonces que las HDL de menor tamarfo atraviesen la membrana de filtracion del
glomérulo con menor dificultad que las HDL grandes. Con base en este

razonamiento se puede postular que si disminuye la superficie de filtracion de los
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capilares glomerulares, las HDL pequefas se acumularian en plasma y disminuiria

su tasa de catabolismo.

Los modelos animales disefiados para entender el papel del riidn en el
metabolismo de las HDL “in vivo”, presentan diversas inconsistencias con las
observaciones hechas en los sujetos con enfermedad renal cronica; en primer
lugar este tipo de pacientes presentan una eliminacion acelerada de la apo Al de
las HDL, mientras que los modelos de dafo renal en rata y conejo se observa lo
contrario, una eliminacién retardada. En segundo lugar, los pacientes con
enfermedad renal presentan acumulacion de HDL3 por disminucion de la actividad
LCAT, sin embargo en los modelos animales no se han determinado las subclases
de HDL. Por ultimo, todas la anormalidades del metabolismo de las lipoproteinas
en los pacientes con disfuncion renal pueden ser el resultado de una resistencia a
la insulina que surge como consecuencia asociada a la insuficiencia renal. Por lo
tanto, el papel del rifidn sobre el metabolismo y la estructura de las HDL in vivo no

esta bien elucidado.

Por otra parte, la composicién quimica de las HDL puede ser un determinante
importante para su catabolismo, como ha sido sugerido por algunos estudios; sin
embargo, no se ha descrito la composicion quimica de las subclases HDL en
ningun modelo animal, ni en pacientes con enfermedad renal. Por lo anterior, se
desconoce cual es la participaciéon de la composicion quimica de las HDL en las

anomalias metabdlicas de estas lipoproteinas durante la disfuncién renal.
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El presente estudio esta disefiado para investigar la manera en que se altera la
composicion de subclases de HDL en presencia de proteinuria y enfermedad renal
cronica. Los resultados obtenidos contribuiran a establecer la relacion del
metabolismo renal de las HDL con la composicion quimica y con el tamafio de

estas lipoproteinas.
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3. Antecedentes
La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) es la primera causa de mortalidad
en los paises desarrollados, es la segunda causa de muerte en la poblacion adulta
en nuestro pais después de la diabetes mellitus (DM) [1], y se ha demostrado que
la EAC tiene sus inicios desde la infancia [2]. Ademas, en el 3er Panel de adultos
del Programa Nacional de Educacion en Colesterol [3], se considerd que la DM es
equivalente a la EAC. Por lo tanto, las medidas de prevencion primaria basadas en
el diagnostico y tratamiento precoces de la EAC son prioritarias entre las

estrategias nacionales de salud.

Se ha postulado que las lipoproteinas de alta densidad (HDL) evitan la formacion
de la placa de ateroma por el papel que desempefian en el transporte reverso de
colesterol (TRC) que se define como una via en que el colesterol de las células
periféricas regresa al higado para su excrecion o reciclaje. Ademas, en los ultimos
afos se han descrito otros mecanismos potencialmente antiaterosclerosos de las
HDL, como son: su capacidad antioxidante [4,5], que contribuye a re-establecer la
funcién endotelial [6] y regulan la respuesta inflamatoria [7,8]. Estas propiedades
antiaterosclerosas parecen estar ligadas a al tamafio y la composicion quimica de
las HDL [4,5,8]; en consecuencia, las situaciones fisiopatoldgicas, o de
intervencion farmacoldgica que modifican el tamafio o la composicion quimica de
estas lipoproteinas podrian alterar la funcién ateroprotectora de las HDL. En este
contexto destaca la disfuncién renal en pacientes con proteinuria y enfermedad
renal cronica, como causa de hipoalfalipoproteinemia (niveles de C-HDL < 40

mg/dL), asociadas a un aumento de las HDL pequefas tipo HDL3, y a una
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eliminacidén acelerada de estas lipoproteinas. Estas alteraciones en conjunto con
la evidencia de que las células del tubulo renal expresan receptores para la apo Al
de las HDL, han sugerido que el rifidn tiene un papel activo en el metabolismo de

las lipoproteinas.

3.1 Estructura y metabolismo intravascular de las HDL

Las HDL son complejos macromoleculares pseudomicelares conformados por
colesterol libre y fosfolipidos en su superficie, y por colesterol esterificado y
triglicéridos en su nucleo (Figura 1). El complejo lipidico se estabiliza con
apolipoproteinas, de las cuales, la apo Al es la mas abundante y caracteriza a las

HDL.

Apo Al -[

Apo E 1
Triglicéridos

Esteres de
colesterol

Fosfolipidos

Apo CIl/CIII

Colesterol libre

Figura 1. Estructura y composicion de las lipoproteinas. Se esquematiza la estructura
pseudomicelar de la particula, con los lipidos anfipaticos en la superficie, los hidrofobos

en el interior y las apolipoproteinas que se integran a la particula para estabilizarla.
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Uno de los mecanismos por medio del cual las HDL evitan la formacion de la placa
ateromatosa, es el transporte reverso de colesterol, que se define como una via de
retorno del colesterol proveniente de las células periféricas hacia el higado para su
excrecion o reciclaje (Figura 2). El hepatocito secreta un tipo de HDL discoidales
compuestas por apo Al asociada con fosfolipidos, denominadas particulas pre-1
que captan el colesterol de las células periféricas. Este eflujo de colesterol se lleva
a cabo en mayor proporcion por medio de la proteina de membrana ABC-A1 (ATP
binding cassette Class A type 1), que es dependiente de ATP y capta colesterol y
fosfolipidos de las HDL [9]; a continuacion, el colesterol es esterificado por la
lecitina: colesterol acil transferasa (LCAT). Asi, el colesterol pierde su caracter
anfipatico y migra al interior de la particula, aumentando el tamafio de la misma. El
colesterol esterificado puede ser intercambiado por triglicéridos provenientes de
lipoproteinas que contienen apo B, intercambio facilitado por la proteina de
transferencia de ésteres de colesterol (CETP). Otra alternativa para la eliminacion
del colesterol esterificado de las HDL es el receptor SR-BI (scavenger receptor
class B type |). Este receptor, capta e internaliza a las HDL, eliminando asi los
ésteres de colesterol y reciclando al exterior del hepatocito una particula mas
pequefia. A continuacién, los triglicéridos presentes en las HDL son hidrolizados
por la lipasa hepatica (LH). Esta hidrdlisis, en sinergia con la actividad de la
proteina de transporte de fosfolipidos (PLTP), disminuye el tamafio de las HDL2
remodelandolas en HDL3 y en particulas pre-B1 que pueden reiniciar el ciclo de

captacion de colesterol.
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El transporte reverso de colesterol es un ciclo de captacion de colesterol que se ve
interrumpido por la eliminacion de las HDL del compartimiento plasmatico. Los
sitios catabolicos de las HDL se ubican en el tubulo renal y en el hepatocito. La
eliminacion renal implica filtracion glomerular de las HDL, mientras que la
eliminacion hepatica ocurre por la captacion de la particula completa cuando las
HDL estan enriquecidas con apo E, via el receptor apo B/E. Existen dos factores
principales que favorecen el catabolismo de las HDL, el tamafio de la particula:
entre mas pequefias mayor su tasa de catabolismo [10], y la carga eléctrica

negativa: entre mas electronegativa menor catabolismo [10,11].
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esterificado D
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HDL, HDL, HDL,, HDL, HDL,
12.4-10.6 10.6-9.9 9.9-9.0 9.0-8.5 8.5-7.4 nm

Figura 2. Esquema del transporte reverso de colesterol.
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3.2 Subclases de HDL

Las HDL son continuamente remodeladas por enzimas y proteinas de transporte
que se encuentran en el plasma, asi como por receptores de membrana (Figura
2). En consecuencia, las HDL aisladas de plasma constituyen un grupo
heterogéneo de particulas. Se han descrito varias subclases de HDL en funcion de
ciertas caracteristicas fisicoquimicas y se ha sugerido que las propiedades
antiaterosclerosas de estas particulas dependen de su estructura y composicion
[4,5,8,12-15]. Se ha postulado que la concentracion de las subclases de HDL es
mas importante como marcador de riesgo cardiovascular que las concentraciones

plasmaticas de colesterol-HDL [13, 16].

Una clasificacion con base en la densidad de flotacion (p), las distingue a las HDL
en HDL2 (1.063<p<1.12 g/mL) y HDL3 (1.12 <p<1.21 g/mL) [16,17]. Las HDL2 son
ricas en lipidos hidrofébicos mientras que las HDL3 estan formadas principalmente
por fosfolipidos y proteinas. Las HDL migran en su mayoria dentro de la fraccion a
del plasma, por lo que algunos autores las identifican como a-lipoproteinas.
También por su movilidad electroforética en combinacion con su tamafo, se han
descrito otras subfracciones de HDL entre las que destacan las particulas pre-1.
Estas particulas estdan compuestas esencialmente de fosfolipidos y apo Al,
desempefian un papel muy importante en la captacién de colesterol de las células
periféricas. Se han utilizado otros métodos de separacion para dividir a las HDL en
subgrupos como la cromatografia de exclusion de talla y la electroforesis en
gradiente de poliacrilamida en condiciones nativas de las lipoproteinas

previamente asiladas por ultracentrifugaciéon [17,18]. Este ultimo método permite
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subclasificar a las HDL en HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b, HDL3c en orden

decreciente de tamarno (Figura 3).

Entre los métodos que se han utilizado para el analisis de la distribucion de
tamanos de las HDL, se incluyen la resonancia magnética nuclear (RMN) de los
protones de los lipidos HDL [19,20]. La RMN permite subclasificar a las HDL en
pequefias, medianas y grandes [20,21]. El tamafio de las HDL obtenido por RMN
correlaciona con la electroforesis en gradiente de poliacrilamida, la cual ha servido

de estandar de calibracion [19,20].

El desarrollo de varios métodos para subclasificar a las HDL responde a dos
circunstancias: a) los diferentes métodos de clasificacion en general arrojan
resultados no comparables unos con otros y, b) a pesar de carecer de un método
de referencia, existe un consenso de que las subclases de HDL tienen una utilidad
potencial en la evaluacion del riesgo cardiovascular y de enfermedades

relacionadas como la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

Sin embargo no existe un consenso acerca de cual es la fraccidon mas protectora
de las HDL; la mayoria de los estudios epidemioldgicos sugieren que la fraccion
protectora corresponde a las HDL grandes [13-15], pero los estudios in vitro han
demostrado lo contrario: las HDL pequefias promueven mas el eflujo de colesterol,
tienen mayor poder antioxidante y su proporcion aumenta en ciertas circunstancias
de bajo riesgo cardiovascular [4,5,8-12, 22-25]. Dentro de las explicaciones a esta

aparente paradoja, se encuentra el método para cuantificar las subclases de HDL;
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los estudios epidemiologicos han utilizado resonancia magnética nuclear, y los

estudios in vitro han empleado la electroforesis en gradiente de poliacrilamida con

tincion para proteinas.
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HDL nm

2b >12.36

2a 9.94-10.58
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Figura 3. Separaciéon y analisis de
las subclases de HDL por
electroforesis en gradiente de
poliacrilamida (PAGE) en
condiciones nativas. Las HDL se
separan por PAGE y los barridos
se revelan con azul de
Coommassie (Panel A).

Se construyen intervalos de
tamafio correspondientes a las 5
subclases de HDL con base en
marcadores de diametro conocido.
El analisis densitométrico e
integracion parcial en cada uno de
los intervalos permite la estimacion
de la proporcién relativa de cada
una de las subclases de HDL
expresadas como % de la proteina
HDL total (Panel B).
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3.3 Utilidad clinica de las subclases de HDL

El transporte reverso de colesterol concilia la mayor parte de los hallazgos en lo
que concierne al metabolismo de lipidos y los resultados epidemioldgicos.
Adicionalmente, las HDL poseen ademas otras propiedades que pueden contribuir
a su potencial antiateroscleroso; entre otras, las HDL evitan la propagacién de
radicales libres en la LDL por accion de la enzima paraoxonasa-1 (PON1). Existe
una correlacidon positiva entre la concentracion de apo Al y la actividad PON1,
debido a que la cantidad de particulas HDL determina el numero de moléculas de
la enzima presente en plasma. La paroxonasa tiene la capacidad de captar a las
HDL en membrana del hepatocito, esto depende también del contenido de
colesterol libre presente en la lipoproteina [4], indicando que la tension de
superficie y la fluidez de la capa de fosfolipidos de las HDL son fundamentales
para su asociacion con la enzima. Esta informacion apoya el concepto de que no
todas las particulas HDL tienen el mismo potencial antiaterogénico; solo algunas
tienen las caracteristicas estructurales para, transportar en plasma [4,5,15] y
movilizar a la paraoxonasa hacia el espacio subendotelial en donde desempenia su

papel antiateroscleroso.

En los humanos, las subclases de HDL pueden ser modificadas por diferencias
étnicas [21], niveles plasmaticos de triglicéridos [26], tratamiento con
antidiabéticos o para la dislipidémia [22,23,25] asi como situaciones
fisiopatolégicas como la intolerancia a la glucosa o DM2 [13,14,27] y la
enfermedad aterosclerosa coronaria entre otras [18,28]. La determinacion de los

tamafos de HDL puede ser de un gran apoyo diagnostico en la evaluacion del
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riesgo cardiovascular y de enfermedades relacionadas [13-15,28]. Esta
determinacién también puede ser util en la de evaluacion del impacto metabdlico

de farmacos antiaterosclerosos como se ha mencionado previamente [22,23,25].

En este sentido, las subclases HDL grandes correlacionaron de manera negativa
con progresion de la enfermedad coronaria independientemente del C-HDL y de
otros lipidos plasmaticos [27] y las HDL pequefias predijeron la enfermedad
cardiovascular recurrente [28]. Paraddjicamente, en un metaanalisis reciente se
demostré que a mas colesterol-HDL, acompanado de particulas HDL grandes,
mayor el riesgo cardiovascular [29]. Estas observaciones son similares a los
hallazgos hechos con el farmaco experimental torcetrapib, un inhibidor de la CETP
que aumenta los niveles plasmaticos de colesterol-HDL pero que se asocié a un
incremento de mortalidad y morbilidad cardiovasculares [30,31]. Estos estudios
demuestran que la determinacion del tamafo de las HDL permiten evaluar mejor

el riesgo cardiovascular que las concentraciones de colesterol-HDL plasmatico.

La distribucion de los tamafios de las HDL también es util en la evaluacién de la
resistencia a la insulina, particularmente en los pacientes pediatricos con
sobrepeso [14]; los pacientes con diabetes tipo 2 presentan una mayor proporcion
de HDL pequenas tipo HDL3c al igual que los pacientes con resistencia a la
insulina. En consecuencia, la determinacién de tamafos de HDL en pacientes
obesos puede apoyar el diagnostico de resistencia a la insulina incluso desde
edades pediatricas [14]. Ademas, la distribucion de tamafos de HDL también

puede ser de utilidad para diagnosticar la disfuncion endotelial [15].
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A pesar del gran potencial clinico que tiene la determinacién de tamanos de las
HDL, su uso no se ha generalizado porque existe gran controversia acerca de cual
es la fraccidn mas protectora; los estudios epidemiolégicos en general demuestran
que los pacientes con EAC o DM2 tienen niveles plasmaticos bajos de HDL
grandes [13,29,32], sugiriendo que esta es la fraccion de las HDL mas protectora.
En contraste, los estudio “in vitro” o con un numero limitado de pacientes
demuestran consistentemente que las HDL con mayor potencial antiaterogénico
son las particulas pequenas [5,12,22,24,17,33-35]. Esta aparente paradoja puede
tener una respuesta en la metodologia empleada para -cuantificar las
subpoblaciones de HDL; mientras que los estudios epidemiologicos generalmente
han empleado RMN o precipitacion selectiva para cuantificar a las subclases de
HDL, los otros estudios han utilizado electroforesis en gradiente de poliacrilamida
con tincion especifica para proteinas. Cabe enfatizar que este método es
semicuantitativo y en consecuencia no es totalmente comparable a la RMN, la cual

si es cuantitativa.

Surgié entonces la necesidad de crear un método que de manera cuantitativa
determinara la fraccion lipidica y proteica de cada una de las subclases de HDL.
Estudios previos llevados a cabo en el Departamento de Biologia Molecular del
INCICh han logrado desarrollar una técnica que a partir de una sola muestra en
gel de PAGE, que determina cuantitativamente las fracciones lipidica y proteica de

las subclases de HDL [57].
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3.4 Relacion entre el tamario de las HDL y su catabolismo

Previamente se ha demostrado que intervenciones farmacologicas o estados
patolégicos que se caracterizan por la generacion de HDL pequefas, se asocian
con un hipercatabolismo de estas lipoproteinas [22,23,25,33,35]. En contraste, la
acumulacion de HDL grandes en plasma se asocia con tasas de catabolismo bajas
de la apo Al [11,24]. Estos resultados sugieren, aunque no lo demuestran
directamente, que el tamafno de las HDL es indicativo de la tasa de recambio de
estas lipoproteinas [10]; a menor el diametro de la lipoproteina, mayor la tasa de

catabolismo.

Como se menciono previamente, la resistencia a la insulina y la DM2 se
caracterizan por una distribucion de tamanos de las HDL desplazada hacia
particulas de menor tamano [13,14,27]. Ademas, se ha demostrado que la
resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa y DM2 se caracteriza por un
hipercatabolismo de la apo Al de las HDL [36,37]. Todos estos estudios en su
conjunto, aportan mas evidencias a la nocion de que las HDL pequefas se

catabolizan mas rapidamente con respecto a las particulas de mayor tamario.

Hasta el momento, en una busqueda en las fuentes bibliograficas mas recientes
se ha podido constatar, que no hay estudios que hayan establecido una relacién
causa efecto entre el tamafo de las HDL y su catabolismo; las evidencias que
sugieren una relacion inversa entre el tamafio de las HDL y su tasa de

catabolismo, son todas ellas indirectas. Se requieren por lo tanto de evidencias
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directas que permitan afirmar la relacion inversa entre el tamafio y el catabolismo

de las HDL en las patologias antes mencionadas.

3.5 El rifidn en el metabolismo de las HDL

El rindbn no habia sido considerado como un 6rgano importante en el metabolismo
de los lipidos porque se asumia que la barrera glomerular deberia impedir que las
moléculas grandes, como las lipoproteinas, se filtraran hacia el espacio de
Bowman. Sin embargo, el epitelio del tubulo proximal expresa una gran cantidad
de receptores para un amplio espectro de ligandos, incluyendo varias

apolipoproteinas, albumina y otras proteinas de union a substancias lipofilicas.

La megalina y la cubilina son dos receptores tubulares que reconocen a diferentes
apolipoproteinas como ligandos. A pesar de que la megalina tiene una distribucion
muy amplia en diversos tejidos, la membrana luminal de las células epiteliales del
tubulo proximal es el sito de mayor expresion de este receptor. La megalina es
una proteina de 600 kD que pertenece a la familia del receptor LDL [38] y en
coincidencia con su estructura, la megalina reconoce como ligandos ala apo By a

la apo E [39,40], ambas proteinas caracteristicas de las VLDL y LDL.

En el caso particular de las HDL, el complejo cubilina/AMN reconoce a la apo Al
[41], e induce su internalizacion al citoplasma de la célula del epitelio tubular. La
relevancia fisiolégica de la interaccion cubilina- apo Al se ha enfatizado por la
pérdida urinaria de la apo Al en sujetos con deficiencia de cubilina [41,41]. La

cubilina es una proteina de 460 kD, contiene 27 dominios ricos en cisteina y tiene
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analogia con el receptor para LDL. La proteina AMN (por su denominacién en
inglés “amnioless”) es una proteina transmembranal de 45kD que contiene en su
region intracitoplasmica secuencias consenso del motivo NPXP/F caracteristico de
las proteinas endociticas [43]. La AMN forma un complejo de gran tamaino con la
cubilina en donde esta ultima hace la funciones de reconocimiento del ligando y la
AMN participa en el transporte y expresion de la cubilina en la membrana externa
de la célula. En concordancia con su funcion endocitica, el complejo cubilina/AMN
se concentra en el espacio entre dos microvellosidades lo que equivale a la region

de “pozos recubiertos” activos de las células tubulares proximales [44].

A pesar de que los receptores de las principales proteinas de las LDL (apo B) y de
las HDL (apo Al) son la megalina y la cubilina, respectivamente, la depuracion
renal de estas proteinas esta probablemente limitada debido al tamafio grande de
las lipoproteinas en relacion a la permeabilidad de la barrera de filtracion
glomerular [42,45]. Esta barrera no tiene realmente un limite de exclusion
especifico, pero el coeficiente de tamizaje para proteinas con un tamano

comprendido entre los 60 y los 100 kD es muy bajo [46].

El papel “in vivo” que desempenfa el rindbn en el metabolismo de las HDL se ha
deducido de modelos de nefrosis y nefrectomia en animales, asi como de las
observaciones hechas en pacientes con enfermedad renal, ya sea sindrome
nefrético, o insuficiencia renal crénica. Las primeras evidencias del papel activo
del rindn en el catabolismo de las HDL in vivo fueron aportadas por Kaysen y cols.,

quienes demostraron en un modelo de ratas nefroticas que la mayor proporcién de

24



la apo Al se elimina por los tubulos renales [47]. Estos resultados son consistentes
con un aumento del colesterol HDL en este modelo de ratas nefréticas [47], y
también con la disminucién del catabolismo de las HDL en conejos con
nefrectomia de un riidn [48]. Sin embargo, en este ultimo modelo la reduccion de

la tasa de catabolismo fue muy discreta (10%) [48].

En contraste en el modelo de ratas nefroticas y conejos con nefrectomia parcial, el
sindrome nefrotico y la insuficiencia renal cronica en el humano se asocian con un
aumento de la eliminacion renal de la apo Al lo que explica los niveles bajos de
colesterol HDL en este tipo de pacientes [42,49]. Asimismo, en los pacientes con
insuficiencia renal crénica se observa un incremento en la proporciéon de HDL3 y
una con disminucién en la concentraciéon de ésteres de colesterol [50]. Estas
anormalidades se han atribuido a que la actividad LCAT disminuye en los sujetos
con enfermedad renal cronica [50]; como consecuencia se presenta una menor
tasa de esterificacion del colesterol-HDL. Asi las HDL3 no estarian
transformandose a HDL2 a con una velocidad normal (ver Figura 2), provocando la
acumulacion de las primeras en plasma. El hecho que se acumulen las HDL3
(pequenas) podria estar favoreciendo el catabolismo de las mismas, segun se ha
planteado previamente en este estudio. En resumen, las observaciones hechas en
los pacientes con enfermedad renal soportan el papel catabdlico del riidn, y
aportan argumentos al paradigma de que las HDL pequefias se eliminan mas

rapidamente del plasma en comparacion con las grandes.

25



Existen algunas limitaciones a las conclusiones que se derivan de las
observaciones hechas en los modelos de nefrosis y de pacientes con enfermedad
renal. En primer lugar, los modelos de nefrosis en rata no mimetizan el
metabolismo de las HDL del humano con falla renal [47,49,50], posiblemente a las
diferencias tan marcadas que la rata no expresa CETP [51], proteina que juega un
papel central en el metabolismo de lipoproteinas en el humano. Ademas, la
enfermedad renal crénica en el humano se asocia por si misma con un aumento
de la resistencia a la insulina conforme avanza la disfuncion renal [52,53]. Este
hecho es altamente relevante en la comprension del papel del riidn en el
metabolismo de las HDL, debido a que la resistencia a la insulina tiene un efecto
directo sobre estas lipoproteinas; los pacientes con resistencia a la insulina tienen
proporciones elevadas de HDL pequefias tipo 3c en plasma [14], bajos niveles de
colesterol-HDL y un catabolismo acelerado de las HDL [13,14,32,36,37]; estas
anormalidades de las HDL coinciden con las observadas en la insuficiencia renal
cronica en el humano. Por lo tanto, el papel del riidn en el metabolismo de las
HDL no se puede inferir con precision a partir de la patologia renal en el humano.
Por esta razén, se requieren nuevos modelos que permitan establecer con mas

claridad el papel del rifion en el metabolismo y estructura de las HDL.

Por ultimo, se ha postulado que el colesterol y la proteina de las HDL se eliminan
de manera independiente en distintos sitios catabdlicos [22,25,54,55]; sin
embargo, si las HDL se filtran completas hacia el espacio de Bowman en la
nefrona, el rindn jugaria también un papel en el metabolismo del colesterol de

estas lipoproteinas. Este aspecto también es de especial interés porque los
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niveles de colesterol-HDL plasmatico se utilizan para evaluar el riesgo
cardiovascular y el sindrome metabdlico [3]. Por lo anterior, si la eliminacion renal
de las HDL disminuye, los ésteres de colesterol se acumularian en estas
lipoproteinas. Considerando que los ésteres de colesterol y los triglicéridos son
ambos componentes del nucleo de las HDL (ver Figura 1), el enriquecimiento con
ésteres de colesterol, produciria un desplazamiento concomitante de los
triglicéridos de las HDL provocando un cambio de la composicién lipidica de las
diferentes subclases de HDL. Esta propuesta implica que la composicion de las
HDL seria un reflejo de su metabolismo, la que podria aprovecharse para el

diagndstico clinico.
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4. Justificacion
Hasta el momento no se tiene informacion acerca de la participacion de la
proteinuria y el dafio renal en la composicion de subclases de HDL en humanos.
Se requieren estudios en pacientes con enfermedad renal dado que éste es un
grupo creciente de pacientes en nuestro pais. El estudio de las alteraciones
lipidicas en este tipo de pacientes nos permitira determinar la composicién quimica
de las subclases de HDL y aportar asi nuevos conceptos acerca de la relacion
entre el metabolismo, la composicion quimica y el tamano de estas lipoproteinas

con las enfermedades renales.
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5. Hipotesis
Los pacientes con dafo renal tendran una distribucién anormal de subtipos
de HDL y el grado de proteinuria se asociara inversamente con los niveles

plasmaticos de subclases de HDL pequefas tipo 3b y 3c.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Determinar la distribuciéon de las subclases de HDL en pacientes con

diferentes tipos de enfermedad renal asociadas con proteinuria.

6.2 Objetivos especificos

Documentar distribucion de subtipos de lipoproteinas HDL por
ultracentrifugacion secuencial y electroforesis en gradiente de poliacrilamida
en pacientes con enfermedad renal y compararla con un grupo de sujetos
control.

Determinar el nivel sérico de colesterol total, triglicéridos y fosfolipidos de
HDL en ambos grupos.

Documentar la concentracion plasmatica de colesterol de las subclases de
HDL en los pacientes con enfermedad renal y compararla con un grupo de
sujetos control.

Buscar la correlacion entre los parametros de funcion renal y subclases de

HDL en los grupos estudiados.
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7. Material y métodos

7.1 Tipo de estudio.

Estudio observacional, descriptivo, transversal.

7.2 Definicion de la poblacion objetivo.

Se estudiaron pacientes de la Consulta Externa del Servicio de Nefrologia del

Instituto Nacional de Cardiologia que cumplieron los siguientes criterios de

inclusion.

7.2.1 Criterios de inclusion:

»

»

Pacientes adultos edades de18 anos a 60 anos.

Proteinuria confirmada en recoleccion de orina de 24h.

» Aceptacion de participar en estudio

Se consideraron como criterios de exclusion y eliminacion:

7.2.2 Criterios de exclusion:

»

»

»

»

»

Tratamiento con hipolipemiantes (estatina o fibrato).
Tratamiento con esteroides.

Enfermedades cronicas hepaticas.

Trastornos tiroideos.

Deseo de no participar en el estudio.

7.2.3 Criterio de eliminacion:

»

Muestra insuficiente o hemolizada.
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7.3Recoleccion de muestras

Las muestras de sangre de los pacientes se obtuvieron por puncion de la vena
basilica o cefalica braquiales, después de un ayuno de 12 h, en tubos con
heparina. El plasma se separo centrifugando a 2500 rpm durante 15 min. Las HDL
y el perfil de lipidos se analizaron a partir de plasma fresco, mientras que el resto

de las muestras de plasma se almacenaron a -70°C hasta su analisis.

7.4 Analisis de quimica basica

Las concentraciones de colesterol total, triglicéridos, glucosa, y fosfolipidos, se
determinaron mediante métodos enzimatico colorimétricos comerciales. El
colesterol de HDL se determind en el sobrenadante, después de precipitar de
manera selectiva las lipoproteinas que contienen apo B con una solucion de

sulfato de dextran/magnesio (100 uL/mL de plasma).

7.5Proteinuria

Se tomo6 como base la proteinuria documentada en el expediente clinico de una
recoleccion de orina de 24h, en la misma muestra que se determiné creatinuria,
ambas en el laboratorio central del INCICh y a partir de ambas determinaciones se

calculd el indice PrU/CrU.

7.6 Determinacion de TFG
Para determinar la TFG se emplearon las ecuaciones del estudio MDRD vy del
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration a partir de la una

determinacion de creatinina sérica llevada a cabo por el laboratorio del Instituto y
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documentada el dia previo a la fecha de toma de las muestras sanguineas en los

pacientes estudiados [62, 63].

7.7Aislamiento y analisis de subpoblaciones de HDL

Las HDL fueron separadas por ultracentrifugacion secuencial en tubos de
policarbonato. Se aislaron en primer lugar las lipoproteinas que contienen apo B a
una densidad<1.063 g/mL, ajustando con KBr s6lido, a 100000 rpm durante 2 h 30
min. Posteriormente se aislaron las HDL ajustando con KBr sélido a una
densidad=1.25 g/mL, y nuevamente centrifugando a 100,000 rpm durante 3 h; en
estas condiciones del 80% a 85% de la apo A-I total del plasma se recupera en las
fracciones de las HDL. Las HDL asiladas se dializaron en una solucion
amortiguadora de Tris 0.09 M, acido bodrico 0.08M, EDTA 3mM, pH 8.4
(Amortiguador TBE). La determinacion de proteina se realiz6 por el método de

Lowry [60].

Para determinar la estructura, homogeneidad y diametro de las HDL, se realizo
una electroforesis en condiciones nativas en gradiente de poliacrilamida 3-30%,
utilizando como referencia marcadores de proteinas de alto peso molecular
(tiroglobulina, 17 nm; ferritina, 12.2 nm; catalasa, 10.4 nm; lactato deshidrogenasa,
8.2 nm; y albumina, 7.1 nm) [57]. De ésta manera, se determind la proporcion de
cada subpoblacion de HDL por su diametro hidrodinamico conocido (HDL2b
10.58-13.6 nm, HDL2a 9.94-10.58 nm, HDL3a 8.98-9.94 nm, HDL3b 8.45-8.98 nm,
HDL3c 7.70-8.45 nm). Los geles se tifieron inicialmente para deteccion de

colesterol total, fueron decolorados y a continuacion se tiferon todas las
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apolipoproteina asociadas a las HDL con azul de Coomassie R250 al 0.1%
solubilizado en metanol 25%, acido acético 10% y agua. De cada tincion se obtuvo
un densitograma correspondiente a cada uno de los componentes (Molecular
Analyst Software Version 1.1, 1994 Bio-Rad) (Figura 4). Para calcular el
porcentaje con el que contribuye cada subclase a la poblacién total de HDL
plasmatica se considerd que el area total bajo la curva corresponde a la poblacion
total de HDL y que las subclases pueden dividirse empleando los diametros
hidrodinamicos previamente reportados. Para calcular la concentracion plasmatica
de los lipidos de las subclases de HDL, el porcentaje relativo de cada subclase
determinada por densitometria éptica fue relacionado con las concentraciones de
cada uno de los lipidos determinados en el plasma después de precipitar las
lipoproteinas que contiene apo B con una solucién de sulfato de dextran/magnesio

(100 pL/mL de plasma) [57, 64].
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Figura 4. Imagen de electroforesis
(arriba) y de sus densitogramas
(abajo) de una muestra de sangre de
un paciente con proteinuria. Las
muestras procesadas se tifieron con
azul de Coomassie para medir
proteina de particulas HDL (A) y para
deteccion de colesterol de particulas

HDL (B).
Las lineas punteadas indican los
intervalos del diametro

correspondiente a las diferentes
subclases de HDL. La densidad 6ptica
(OD) se ajustd con propésito de
comparacion. El eje de las abscisas se
representa en escala logaritmica.
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8 Tabla de variables

VARIABLE DEFINICION INSTRUMENTO ggIDAD VALORES O EECALAS
OPERACIONAL DE MEDICION MEDIDA CATEGORIA MEDIDAS
) 18-25= normal, Ordinal
Indice para valorar Foérmula: 2 25.1-29.9=
IMC obesidad Peso/Talla? Kg/m sobrepeso,
>30=obesidad
C Presion arterial registrada Normal=120-80 Ordinal
Presién ., .
. durante la exploracion Baumandmetro | mmHg Pre-
arterial iy . .
fisica hipertension
Nivel sérico de glucosa Enzimatico
Glucosa g colorimétrico mg/dL 70-100 mg/dL Ordinal
luego de ayuno de 12h. )
comercial
Acido trico Nivel sérico de acido urico E;i'?:gﬁ?co ma/dL H: 3.0-7.5 Ordinal
luego de ayuno de 12h. . 9 M: 3.0-6.5
comercial
Normal <150 Ordinal
Limite alto
Enzimatico 150-199
Triglicéricos Nivel serico de trigliceridos colorimétrico mg/dL Alto
9 luego de ayuno de 12h. . 9 200-499 mg/dL
comercial
Muy alto
2500 mg/dL
Enzimatico Normal <200 Ordinal
Colesterol Nivel sérico de colesterol o Limite alto 200-
colorimétrico mg/dL
total luego de ayuno de 12h. comercial 239
Alto 2240
Complejos Ordinal
macromoleculares
pseudomicelares Enzimatico Normal
Colesterol conformados por colesterol L H: >40 M: >50
; o colorimétrico mg/dL .
HDL libre y fosfolipidos en su comercial Bajo
superficie, y por colesterol H: <40 M: <50
esterificado y triglicéridos
en su nucleo.
2b>12.36nm Ordinal
Subclases de Particulas de HDL con 2a 9.94-10.58
HDL diferente composicion PAGE nm 3a 8.98-9.94nm
relativa de lipido y proteina 3b 8.45-8.98nm
3c 7.90-8.45nm
Funcion renal calculada a Normal Ordinal
'I_'asa _d’e partir de formula Formula MDRD mL/min/1 | >90ml/min
filtracién oy y CKD-EPI 73m? Insuficienci
lomerular matematlca d(_e gcuerd_o a [62,63] .73m nsuficiencia
9 nivel de Creatinina sérica. ' renal <60ml/min
Cuantificacion de Enzimatico Ordinal
Proteinuria microproteina total en orina | colorimétrico mg/24 >300mg/24h
de 24. comercial
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9 Analisis estadistico

Se realizd estadistica descriptiva para cada uno de los grupos para definir
mediante media y desviacion estandar las variables continuas y porcentajes a las
variables categéricas. Para buscar diferencias entre grupos se aplico la prueba T
para igualdad de medias y para documentar una correlacion entre proteinuria,
MDRD y CKD-EPI se utilizo la correlacion de Pearson. El Software que se utilizd

fue SPSS version 18.
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10 Resultados

Se revisaron expedientes de pacientes de la Consulta Externa del Servicio de
Nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia que acudieron de Septiembre de
2010 a Junio de 2011 a cita subsecuente, primera vez o pre-consulta. Se llevo a
cabo la pre-seleccidén de la poblacion de estudio por la presencia de proteinuria y
mediante un interrogatorio dirigido se investigd la ausencia de prescripcion de
medicamentos que excluyera su participacion en el presente estudio (tratamiento
con fibrato, estatina, esteroide). Se identificaron 32 pacientes que cumplieron con
los criterios de inclusion durante el periodo mencionado y luego de recibir el
consentimiento informado para al estudio se realizé la toma de muestra con ayuno
de 12h en el Departamento de Nefrologia del Instituto. Asimismo, se reunié a un
grupo control de 40 sujetos sin proteinuria a quienes también se les realizo la

medicion de las variables de la presente investigacion.

Los caracteristicas de la poblacién estudiada se muestran en la Tabla 1. Se
observa una edad media de 35.1+13.0 afos en el grupo de estudio y 57.0+8.7
anos en el grupo control con una diferencia estadisticamente significativa. La
proporcion de mujeres/hombre no mostré diferencias. Hubo una notable diferencia
entre el indice de masa corporal (IMC) del grupo de estudio y el del grupo control
que fue estadisticamente significativa siendo mayor para la poblacion control. De
la poblacién estudiada, tres pacientes cumplieron criterio de obesidad de acuerdo
a OMS [61] y otros 14 cumplieron criterio de sobrepeso; en el grupo control, 14
sujetos cumplieron criterio de obesidad y 18 sujetos criterio de sobrepeso de

acuerdo a OMS. Otros datos que no mostraron diferencia en los grupos
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estudiados fueron presion arterial sistolica, glucemia, colesterol total, colesterol

HDL 'y triglicéridos.

Tabla 1. Datos antropomeétricos y quimica basica.

Grupo Estudio  Grupo Control  Prueba T

N= 32 N= 40 (p)
Edad 35.1+13.0 57.0+ 8.7 0.000
Sexo M/H 17/15 20/20 NS
IMC 2521+4.8 28.53+3.9 0.003
TAS 123.8 + 22 123.11 £ 19 0.889
TAD 79.63 +13 7422+ 8 0.056
Glucosa (mg/dL) 90.1 £ 29 104.4 + 35 0.102
Acido urico (mg/dL) 72+16 55+1.3 0.000
Colesterol total (mg/dL) 186.90+ 45 195.10 + 36 0.467
Colesterol HDL (mg/dL) 440+ 13 46.9+13 0.404
Triglicéridos (mg/dL) 167.61 =75 175.65 * 81 0.704
MDRD ml/min/1.73m? 51.7 + 8* 86.8 +3.8* 0.000
CKD-EPI ml/min/1.73m? 50.5 + 6.9* 85.5+ 3.2* 0.000
Proteinuria de 24h mg 2986.6 £ 0.38**
PrU/CrU g/g 1.6+0.3

M: mujer, H: hombre, IMC: indice de masa corporal, TAS: presién arterial sistélica, TAD:
presion arterial diastélica, MDRD: ecuaciéon del estudio Modification of Diet in Renal
Disease, CKD-EPI: ecuacién de Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration, NS:
Chi cuadrada sin significancia estadistica. * Error estandar. ** Escala log 10.

La funcion renal en ambos grupos se estimé de acuerdo a las formulas MDRD y
CKD-EPI [62, 63]. Se observé que el grupo de estudio tuvo una diferencia
estadisticamente significativa en la tasa de filtracion glomerular (TFG) calculada
respecto del grupo control siendo mayor para éste ultimo con una media de 51.7+8

vs 86.8+3.8 ml/min/1.73m2 respectivamente de acuerdo a MDRD y de 50.5+ 6.9

vs 85.5+ 3.2 ml/min/1.73m? de acuerdo a CKD-EPI respectivamente.
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El grupo de estudio mostré heterogeneidad en cuanto a los diagndsticos de
enfermedades de base, las enfermedades mas frecuentemente asociadas a
proteinuria en la poblacion estudiada fueron las que se describen en la Tabla 2. La
hipertension arterial sistémica fue un diagnostico frecuente estando presente en 8

pacientes correspondiendo a un 25% de las muestras en el grupo de estudio.

Tabla 2. Diagnésticos de los sujetos del grupo de estudio.

Caracteristica N (%)
Enfermedad de base conocida
Lupus eritematoso sistémico 3(9)
SAAF 1(3)
HAS 8 (25)
DM2 3 (9)
Malformacion Congénita cardiaca 4 (12.5)
EPRAD 1(3)
Amiloidosis 1(3)
Nefropatia membranosa 2 (6)
GMN post-infecciosa 1(3)
Pacientes con diagnéstico por 15 (46)
biopsia
GMN lupica 3
GEFyS 3
GEGyS 3
GMN Membranosa 2
Amiloidosis 1
Esclerosis nodular 1
GMN post-infecciosa 1

SAAF: sindrome de anticuerpos antifosfolipido; HAS: hipertension arterial sistémica;
DM2 diabetes mellitus tipo 2; EPRAD: enfermedad poliquistica autosémica dominante;
GMN: glomerulonefritis; GEFyS glomeruloesclerosis global y segmentaria; GEGyS:

glomeruloesclerosis global y segmentaria.
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Tabla 3. Tratamiento de sujetos del grupo de estudio.

Tratamiento N (%)

Antihipertensivos
IECA 15 (46%)
ARA2 9 (28%)
Ca Modulador 7 (21%)
BB 3 (9%)
AA 3 (9%)
Ninguno 6(19%)

Otros
Alopurinol 7(21%)
Aspirina 5(15%)
Diurético 6 (18%)
Acenocumarina 3(9%)
Insulina 2(6%)
Glibenclamida/metformina 1(3%)
Azatioprina 1(3%)
Digoxina 1(3%)

IECA: inhibidor de enzima convertidora de angiotensina, ARA2: antagonista de
receptores de angiotensina, BB: betabloqueador; AA antagonista de receptores de

aldosterona.

El tratamiento farmacologico se muestra en la Tabla 3, se observa un predominio
de medicamentos que interfieren con el sistema renina angiotensina (SRA) y de
éstos medicamentos el IECA forma parte del tratamiento de casi de la mitad de los
pacientes. De los medicamentos no antihipertensivos, casi una quinta parte de los
pacientes estaba siendo tratado con alopurinol, el resto de los medicamentos no
antihipertensivos que se anotan en la tabla no excedieron en frecuenta al 20% en

los pacientes estudiados. Una quinta parte de los sujetos no tenia tratamiento
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antihipertensivo, una quinta parte IECA solo y el 16% tuvo doble bloqueo del SRA.

El resto de las combinaciones de tratamientos antihipertensivos se muestran en la

Grafica 1.
Grafica 1. Tratamiento antihipertensivo en el grupo control.
Diurético
3%
Ca modulador+diurético
ARA2 + Camodulador+BB

|ECA + Ca modulador
6%

BB: Beta-bloqueador, IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina, ARA2:
bloqueador de receptor de angiotensina 2; AA: antagonista de receptor de aldosterona,

Ca modulador: calcio modulador.
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Tabla 4. Parametros HDL

Grupo Estudio  Grupo Control Prueba T (p)

Valor £ DS Valor £ DS

Lipidos de HDL.

COL-HDL (mg/dL) 44.0 +13.1 469 +13.4 0.404
TG-HDL (mg/dL) 21.7+9.9 36.0+17.5 0.000
Ph-HDL (mg/dL) 72.0 £ 26.5 131.4 £ 31.7 0.000
Subclases de HDL

CT-HDL 2b (mg/dL) 13.2+4.7 6.4 +4.1 0.000
CT-HDL2a (mg/dL) 49+14 3.0+1.7 0.000
CT-HDL 3a (mg/dL) 8.8+28 6.2+3.2 0.003
CT HDL 3b (mg/dL) 5627 40+1.74 0.024
CT HDL 3c (mg/dL) 11.7+5.5 54+23 0.000
Proteina HDL 2b (%) 21.6+8.5 15.3+5.6 0.002
Proteina HDL 2a (%) 10.7+ 3.6 8.7+1.8 0.018
Proteina HDL 3a (%) 226+7.0 240+ 2.7 0.352
Proteina HDL 3b (%) 144 +4.38 206+£2.9 0.000
Proteina HDL 3c (%) 22.8+8.6 31.8+7.3 0.000

COL-HDL: colesterol de HDL, TG-HDL.: triglicéridos de HDL, Ph-HDL: fosfolipido de HDL,

CT-HDL: colesterol total de HDL.

Los resultados de las determinaciones de la composicidon de subclases de HDL se
muestran en la Tabla 4. Se observa que no existieron diferencias estadisticamente
significativas en el colesterol-HDL entre ambos grupos. Tampoco se observo
diferencia entre grupos en la proporcion relativa de las subclases HDL 3a

determinada por proteina. El resto de los parametros de las subclases de HDL
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determinados en este estudio fueron diferentes entre el grupo de pacientes y los
controles. La determinacion de colesterol total de la subclase HDL 3b alcanzé
significancia estadistica en el grupo de paciente. De la misma forma, el porcentaje
de proteina HDL 2a alcanz6 significancia estadistica con un valor de p=0.018 con
un porcentaje de proteina mayor en el grupo de estudio (10.7+3.6 md/dL) que en

el grupo control 8.7+1.8mg/dL.

En la Tabla 4 observamos de forma interesante que la concentracion del colesterol
de las HDL3c en el grupo de pacientes es mas del doble de la observada en los
controles. Por otra parte, también se observa, que la proporcién relativa de la

subclase HDL3c determinada por proteina es un 28% mas baja que los controles.

Para establecer la posible correlacion entre la proteinuria y funcion renal con la
distribucion de tamanos HDL y la concentracion plasmatica de las subclases de
estas lipoproteinas, realizamos un analisis de correlaciéon simple. Los resultados
se presentan el la Tabla 5. Se encontr6 una asociacion lineal inversamente
proporcional entre los porcentajes de proteina de las HDL mas pequenas (3a, 3b y
3c) y el grado de proteinuria que fue estadisticamente significativa. De la misma
forma, se establecid una relacion directamente proporcional de las mismas

subclases con la tasa de filtracion glomerular con significancia estadistica.
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Tabla 5. Correlacion de Pearson.

PrU 24h MDRD CKD-EPI
R/P R/P R/P

Lipidos de HDL
totales.
COL-HDL (mg/dL) -0.140/ 0.505 0.051/0.695 0.076/0.559
TG-HDL (mg/dL) -0.045/0.821 0.328**/0.008 0.361**/0.003
Ph-HDL (mg/dL) 0.056/0.778 0.311*/0.012  0.356**/ 0.004
Subclases de HDL
CT-HDL 2b (mg/dL) 0.046/0.838 -0.211/0.132 -0.240/0.087
CT-HDL 2a (mg/dL) -0.048/0.831 -0.169/ 0.231 -0.173/0.219
CT-HDL 3a (mg/dL) -0.088/0.696 -0.153/0.280 -0.131/0.356
CT HDL 3b (mg/dL) -0.272/0.220 -0.220/0.118  -0.191/0.176
CT HDL 3c (mg/dL) -0.298/0.178 -0.394**/ 0.004 -0.373**/0.006
Proteina HDL 2b (%) -0.333/ 0.097 -0.039/0.769  -0.061/ 0.648
Proteina HDL 2a (%) -0.373/ 0.060 0.082/ 0.541 0.097/ 0.468
Proteina HDL 3a (%) -0.482*/0.013 0.313*/0.017 0.373**/0.004
Proteina HDL 3b (%) -0.533**/0.005  0.390**/0.002 0.443**/ 0.000
Proteina HDL 3c (%) -0.543**/ 0.004 0.307*/0.019  0.334*/0.010

**. La correlacién es significativa al nivel de 0.01 (2-colas). *. La correlacion es

significativa al nivel de 0.05 (2-colas).
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11 Discusion

En este trabajo se logré documentar la composicién de subclases de HDL en
pacientes con diferentes grados de proteinuria. Cabe mencionar que hasta el
momento no existen estudios respecto a la forma en que se alteran las subclases

de HDL en presencia de diferentes grados de proteinuria en pacientes.

Se observé que enfermedades inflamatorias, malformaciones cardiovasculares
congénitas, defectos genéticos congénitos y eventos infecciosos previos fueron
causa de proteinuria en el grupo estudiado (Tabla 2). Del grupo de pacientes que
acuden regularmente a nuestro centro con enfermedades nefrolégicas con algun
grado de proteinuria, las intervenciones antiproteinuricas suelen ser tempranas,
dentro de las estrategias que se emplean de acuerdo a la enfermedad que cause
proteinuria se encuentran el empleo de esteroides, estatinas, antihipertensivos y

en algunas ocasiones citotoxicos e inmunosupresores.

Dado que la intencion en éste proyecto era reunir a un grupo de pacientes que no
tuvieran tratamientos farmacoldgicos que intervinieran con las vias metabdlicas de
las lipoproteinas previamente en éste trabajo [4, 5, 8, 9, 12-15], asi como a que el
propésito del estudio no estaba relacionado con la etiologia de la proteinuria, se
logroé tener un grupo de pacientes con proteinuria de que oscilé6 de un grado

subnefrético a un grado nefrético.

Al comparar ambos grupos, observamos que la diferencia de edades tiene un

valor estadisticamente significativo. A éste respecto debe mencionarse que la
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edad avanzada es un factor riesgo por si solo de deterioro e la funcidn renal, lo
que se observé en el grupo control. Podemos considerar por lo tanto que esto fue

una ventaja a favor de nuestro estudio.

11.1 Hipertension

Se sabe que uno de principales factores que contribuye a incrementar el grado de
proteinuria es hipertension arterial sistémica (HAS), multiples estudios han
demostrado que el control de HAS tanto mediante medias farmacolégicas como no
farmacoldgicas disminuyen el grado de proteinuria. En nuestro grupo estudiado
tanto la presion arterial sistdlica como la diastdlica no mostré diferencias
estadisticamente significativas, en el analisis se observé una tendencia de la

presidn arterial diastolica mayor en el grupo de estudio que en el grupo control.

11.2 Bloqueo del SRAA

Uno de los mecanismos antiproteinuricos mas potentes que ha mostrado eficacia
clinica en multiples estudios es el empleo de medicamentos inhibidores del SRAA.
Es importante mencionar que en nuestro grupo de pacientes la inhibicién de tal
sistema tuvo lugar con diferentes combinaciones de como se observa en la

Grafica 1.

Dado que nuestro estudio tuvo como objetivo unicamente identificar la
composiciéon de subclases de HDL en presencia de proteinuria sin tomar en cuenta
la intensidad y la eficacia de bloqueo de tal sistema, no se llevé a cabo un analisis

estadistico para ajustar el impacto de tal bloqueo en la composicion de subclases
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de HDL. Por otra parte, se propone la realizacion de ulteriores estudios
encaminados a investigar tal efecto incluyendo pacientes con diferentes esquemas

antihipertensivos en poblaciones determinadas.

11.3 Proteinuria y subclases de HDL

Los resultados de los estudios llevados a cabo en el grupo de pacientes muestran
datos de sumo interés. Como puede observarse en la Tabla 4 titulada Parametros
de HDL, donde se muestra la comparacién de los resultados de la poblacion
estudiada, llama la atencion la alteracion de los componentes de las subclases de

las lipoproteinas en el grupo de pacientes con proteinuria.

Al inicio de este estudio, planteamos la posibilidad de que las HDL de menor
tamano se eliminaran mas rapido del compartimiento plasmatico por aumento de
la permeabilidad de la membrana glomerular. En efecto, la distribucion de tamafos
de las HDL determinada por proteina se desplaza hacia las particulas de mayor
diametro tipo 2b y 2a, y las subclases de menor tamafo son menos abundantes
en comparaciéon con los controles. Este resultado sugiere que las particulas HDL
mas pequefas se eliminan con mayor facilidad por filtracion glomerular que las
grandes. El analisis de correlacion refuerza esta observacion; el porcentaje relativo
de las particulas mas pequenas correlaciona fuertemente y de manera inversa con

la proteinuria.
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En contraste con lo observado con el contenido de proteina de las particulas HDL
(Tabla 4), el colesterol de las subclases de HDL tiene un comportamiento
diferente; la concentracion de colesterol de todas las subclases es mayor que en
el grupo control. Destaca particularmente el valor del colesterol de las HDL3c que
es mas del doble en comparacién con el grupo control. Esta observacion asociada
al hecho de que la proteina HDL3c esta disminuida en los pacientes con
enfermedad renal, indica claramente que las HDL pequefias son poco abundantes
probablemente por una mayor eliminacion renal pero estan mas enriquecidas en
colesterol. Este hecho se puede interpretar a la luz de la funcién de las HDL
pequefias en el transporte reverso de colesterol; estas particulas tienen mayor
afinidad por el colesterol excedente de las células periféricas, y debido a su alta
tasa de eliminacion, las particulas HDL3c remanentes son menos abundantes. De
esta manera, a menor numero de particulas para realizar la remocién del
colesterol excedente, las HDL se saturan con este lipido, explicando asi el
enriquecimiento que observamos en el grupo de pacientes con dafo renal. Si esta
interpretacion es correcta, el eflujo de colesterol en este tipo de pacientes seria
insuficiente, favoreciendo la formacion de la placa aterosclerosa. Estudios
posteriores orientados a demostrar la posibilidad que el eflujo de colesterol pudiera
ser ineficiente en los pacientes con enfermedad renal asociada a proteinuria seria

el siguiente paso de la presente investigacion.
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12 Conclusion

En las enfermedades renales que se asocian con proteinuria existe una
distribucion anormal de tamanos de HDL sesgada hacia particulas de mayor
diametro, y a un enriquecimiento con colesterol de todas las subclases de
lipoproteinas HDL, particularmente de las de menor tamafio como son la HDL3b y

la HDL3c.
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