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Resumen La enfermedad renal crénica (ERC) se asocia estrechamente con un estado pro-inflamatorio, aumento

de lipoproteinas ricas en triglicéridos y disminucién de HDL. La HDL contiene enzimas antioxidan-
tes asociadas como la paraoxonasa (PON), cuya actividad en ERC se encuentra disminuida. Nuestro objetivo
fue evaluar la relacion entre la actividad de PON, apoA1, colesterol(col)-HDL y Proteina C reactiva-altamente
sensible (PCR-as) como marcador de inflamacion en pacientes en hemodidlisis. Se estudiaron n = 42 pacientes;
edad, mediana (rango) = 50 (25-67) afios; sexo M/F = 22/20; antigliedad de hemodialisis = 4.4 + 0.5 afos; indice
de masa corporal (IMC) = 23 + 0.5 kg/m?. Se obtuvo una muestra de sangre después de 12 h de ayuno y se
determinaron los parametros clasicos del perfil lipidico, se midieron los valores de apoproteinas A1y B, PON a
través de su actividad arilesterasa y PCR-as, la cual permitio dividir a los pacientes con PCR-as < 1 (bajo riesgo,
rango: 0.1 a 1.0 mg/l) y > 1 mg/l (moderado y alto riesgo, 1.1 a 10.7 mg/l). Los niveles de triglicéridos, col-LDL
y apoB no fueron diferentes entre los grupos. Los pacientes con PCR-as > 1 presentaron menor col-HDL (40
+ 2 mg/dl) y apoA1 (118 + 4 mg/dl) que los pacientes con PCR-as < 1 (50 + 4 y 133 + 5, respectivamente); p <
0.05. La PON fue menor en PCR-as > 1: 90.5 + 24.0 ymol/ml.min que en PCR-as < 1: 105.2 + 18.0. Conse-
cuentemente, se obtuvieron correlaciones inversas entre apoA1 y PCR-as, r = -0.381 p = 0.013 y entre PON y
PCR-as, r = -0.32, p = 0.042. Ademas, el aumento de PCR-as correlaciond positivamente con el IMC, r = 0.318,
p = 0.042. La disminucién de col-HDL, apoA1 y PON en los individuos con mayor estado inflamatorio explicaria,
en parte, el aumento de riesgo cardiovascular de estos pacientes, dado los efectos antiinflamatorios de la apoA1
y antioxidantes de la PON.
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Abstract Relation between paraoxonase activity, other HDL components and inflammatory conditions in

hemodialyzed patients. Advanced Chronic Renal Disease (CKD) is closely associated with a pro-
inflammatory condition, with an increase in triglyceride-rich lipoproteins and decrease in HDL level. HDL contains
antioxidant enzymes such as paraoxonase (PON), whose activity is diminished in CKD. The aim of our study
was to evaluate the relationship between PON activity with HDL cholesterol, apo A1 and hs-CRP levels, which
are known to be inflammatory markers in hemodialyzed patients. Forty-two patients were studied; age, median
(range) = 50 (25-67) years old, gender M/F = 22/20, duration of hemodialysis = 4.4 + 0.5 years, BMI: 23 + 0.5
kg/m2. After a 12 h fast, a blood sample was obtained and classic components of lipid profile were determined,
as well as apoproteins A1 and B, PON by means of its arylsterase activity and hs-CRP levels. On the basis of
the latter, patients were divided into two groups: hs-CRP < 1 (low risk, range: 0.1 to 1.0 mg/l) and >1 mg/l (mod-
erate and high risk, 1.1 to 10.7 mg/l). No difference was found in triglycerides, LDL cholesterol and apo B in the
groups. Patients with hs-CRP > 1 showed lower HDL cholesterol (40 + 2 mg/dl) and apo A1 (118 + 4 mg/dl) than
patients with hs-CRP < 1 (50 + 4 and 133 = 5, respectively); p < 0.05. PON was lower in hs-CRP > 1 =90.5 +
24.0 ymol/ml.min than in hs-CRP < 1 = 105.2 + 18.0. Consequently, inverse correlations were obtained between
apo A1 and hs-CRP, r = -0.381, p = 0.013 and between PON and hs-CRP, r = -0.32, p = 0.042. Furthermore,
increase in hs-CRP correlated positively with BMI r = 0.318, p = 0.042. Since apo A1 has an anti-inflammatory
role and PON an antioxidant activity, the decrease in HDL and its components, cholesterol, apo A1 and PON,
in subjects with higher chronic inflammatory condition might explain, in part, the increased cardiovascular risk in
these patients.
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La prevalencia de individuos bajo tratamiento sustitu-
tivo renal mostré un crecimiento anual de 6% en veinte
paises de Latinoamérica. El 57% de esta poblacion se
encontraba en hemodidlisis y el resto en dialisis peritoneal
o con un trasplante funcionante’.

En los pacientes con enfermedad renal crénica, la
patologia cardiovascular aterosclerética constituye la
principal causa de morbimortalidad. Entre las posibles
causas de su desarrollo pueden sefalarse: la dislipemia,
la inflamacion crénica, la insulino-resistencia y la malnu-
tricion, frecuentes en estos pacientes.

En trabajos previos mostramos que pacientes en
hemodialisis, independientemente de la presencia de
diabetes tipo 2, presentaban multiples alteraciones
cuali y cuantitativas, tanto en la composicion como en el
metabolismo de las lipoproteinas?, en concordancia con
observaciones de otros autores®. El perfil mas frecuente
es la hipertrigliceridemia moderada, la disminucién de
col-HDL (high-density lipoprotein), el aumento de IDL (in-
termediate-density lipoprotein)y la composicién alterada
de VLDL (very low-density lipoprotein)y LDL (low-density
lipoprotein) aun cuando el nivel de colesterol de LDL se
encuentre normal o bajo.

Por otro lado, ya es bien aceptado que la enfermedad
renal crénica'y mas aun la hemodidlisis constituyen un estado
inflamatorio, que promueve la aterogénesis. La PCR evaluada
por método de alta sensibilidad, es considerada muy buen
marcador y predictor de eventos cardiovasculares, aun en
personas con valores de lipidos normales*. Se ha sefialado
que el nivel de PCR-as es un indicador mas potente de even-
tos cardiovasculares que el colesterol-LDL®. La medicién de
la PCR presenta ventajas porque es muy estable en suero,
posee una vida media prolongada, no se altera por laingesta y
su determinacién bioquimica es simple®. En la practica clinica
niveles de PCR-as inferiores a 1, entre 1.1y 3y mayores que
3 mg/dl estan asociados con bajo, moderado y alto riesgo
cardiovascular, respectivamente®.

En los pacientes en hemodidlisis se ha descripto el
sindrome de malnutricién-inflamacion-aterosclerosis
(Sindrome MIA) que postula la interaccion de estos tres
fendmenos. Este sindrome ejerceria un efecto confundi-
dor entre los factores de riesgo clasicos y la evolucion
clinica, dado que los pacientes suelen ser delgados y/o
muestran colesterol-LDL bajo’.

Por otro lado, la didlisis produce un aumento del estrés
oxidativo®, de manera que resulta de interés evidenciar
posibles mecanismos que permitan prevenirlo o reducir-
lo. En este sentido, cobra importancia el rol de las HDL,
particulas multifuncionales que tienen la capacidad de
proteger a las LDL de la oxidacién, lo cual se debe, en
parte, a la acciéon enzimatica de la paraoxonasa 1 (PON)°®.
Esta enzima se encuentra asociada a HDL confiriéndole
la capacidad de prevenir danos oxidativos en la pared
vascular arterial’®. La actividad de la enzima se encontré
disminuida en pacientes con infarto de miocardio, diabetes
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mellitus, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia prima-
rias' 2, asi como en pacientes en hemodialisis’.

Con el fin de evaluar la posible asociaciéon entre el
proceso inflamatorio y el oxidativo en pacientes en tra-
tamiento con hemodidlisis, nos propusimos estudiar el
efecto del mayor grado de inflamacién sobre la HDL y
componentes como apo A-1y paraoxonasa.

Materiales y métodos

Se estudiaron 42 pacientes en hemodialisis de variada etio-
logia: diabetes tipo 2 (n = 13), nefroangiosclerosis (n = 10),
glomerulopatias (n = 8), rindn poliquistico (n = 4) y de origen
desconocido (n = 7).

Todos los pacientes estaban sometidos a hemodialisis
con bicarbonato, utilizando filtros de acetato de celulosa de
bajo flujo, 3 veces por semana durante 4-4,5 horas, y bajo
infusidn constante de heparina. Los pacientes fueron incluidos
consecutivamente en un mismo mes, aplicando los siguientes
criterios de exclusién: eventos cardiovasculares previos, dis-
funcién hepatica, tiroidea, enfermedades infecciosas agudas,
insuficiencia renal aguda, tratamiento con esteroides, drogas
inmunosupresoras o que afecten el metabolismo lipidico,
asi como el consumo de mas de 15 g de alcohol/dia y de
mas de 5 cigarrillos/dia. Los pacientes recibian tratamiento
habitual con vitamina B, C, acido félico y hierro. Se registro
peso y altura de los pacientes para calcular el indice de masa
corporal (IMC) en k/m?2.

Se conté con el consentimiento informado escrito de los
pacientes. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires.

A todos los sujetos se les realizé una extraccion de sangre
luego de 12 horas de ayuno para la obtencion del suero, en el
cual se determind colesterol total y triglicéridos, por métodos
enzimaticos-colorimétricos estandarizados (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Germany), colesterol-HDL y colesterol-LDL,
luego de la precipitacion selectiva. Se dosaron también las
apolipoproteinas A1 y B por inmunoturbidimetria (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany).

Se midié la enzima PON por un método validado en nuestro
Laboratorio™, a través de su actividad arilesterasa, utilizando
fenilacetato como sustrato. A 2 ml de buffer Tris/Acetato (50
mmol/l, pH 7.8) conteniendo 20 mmol/l de CaCl, y 4.4 mmol/l
de fenilacetato (Sigma Chemical Co.) se le agreg6 la muestra
(20 pl de una dilucion 1/20 en agua destilada). La generacion
de fenol se determiné a 270 nm, a 25 °C en un espectrofotd-
metro Hitachi U-1100. EI aumento de absorbancia se registro
durante 5 minutos a intervalos de 30 segundos luego de una
preincubacion inicial de 30 segundos. Se incluyeron blancos
para corregir la hidrdlisis espontanea de fenilacetato. Se calculo
la actividad enzimatica segun el coeficiente de extincion molar
1310 M cm™; los resultados se expresan como pmol/ml.min. La
evaluacion de la actividad enzimatica proporciond los siguientes
datos K= 860 pmol/ml; V_ = 190 pymol/ml.min.

Para la medida de la concentracién sérica de PCR-as
como marcador de inflamacién, se utilizé un método inmu-
noturbidimétrico de alta sensibilidad Tina-quant CRP (Latex)
con los correspondientes calibradores y controles comerciales
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Este parametro permitié dividir a los pacientes transversal-
mente en dos grupos: con PCR-as 016 < 1 (bajo riesgo cardio-
vascular, rango: 0.1 a 1.0 mg/l) y con PCR-as > 1 (moderado
y alto riesgo cardiovascular, rango: 1.1 a 10.7 mg/l)®. No se
observaron diferencias entre los dos grupos de pacientes en
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TABLA 1.— Caracteristicas de los pacientes en hemodidlisis,
divididos en funcion de su estado inflamatorio

Pacientes con
PCR-as >1 mg/I

Pacientes con
PCR-as <1 mg/l

n=15 n=27
Sexo (F/M) 6/9 16/11
Edad (ahos) Media + ES 44 + 3 50 =2
IMC (kg/m?) Media + ES  23.9 + 0.6 21.9+0.7
Tiempo de didlisis (afios) 3.6 + 0.8 48 +0.7
Media + ES
p=ns

TABLA 2.— Perfil plasmatico de lipidos, colesterol-LDL y
apoproteina B en los pacientes en hemodialisis, agrupados
segun el nivel de PCR-as

(mgr/dl) PCR-as < 1mg/l PCR-as > 1mg/l
TG 165 + 36 156 + 16
Col 179 £ 15 161 +7
Col-LDL 82 + 11 86 +5
Apo B 70 + 8 70 + 3

Col: colesterol; Apo: apoproteina. Los resultados se expresan como
media =+ ES. p = ns.

cuanto a la edad, etiologia, antigiiedad en hemodialisis e IMC,
y sus caracteristicas se muestran en la Tabla 1.

Para el analisis de resultados se utilizé el test t de Student
para grupos independientes. La correlacion entre factores se
estimo por Pearson o Spearman, segun la distribucion de los
datos. Las diferencias se consideraron significativas con un
p < 0.05. Los programas estadisticos utilizados fueron Excel®
y SPSS® para Windows, versién 11.5.

Resultados

La concentracion de PCR-as de todos los pacientes en he-
modialisis mostré un valor de 2.88 + 0.46 mg/l. Dividiendo
al grupo estudiado segun el nivel de PCR-as y utilizando
1 mg/l como valor de corte, en la Tabla 2 se muestra el
perfil de lipidos, colesterol-LDL y apoproteina B.

Los valores medios de triglicéridos, colesterol total,
colesterol-LDL y apo B no mostraron diferencias entre
los dos grupos de pacientes. En cambio, los pacientes
con PCR-as > 1 mg/l presentaron menor concentracion
de colesterol-HDL y apoproteina A1 (Fig. 1).

La paraoxonasa, medida a través de su actividad ari-
lesterasa, fue menor en los pacientes con mayor estado
inflamatorio (Fig. 2).

Por otra parte, se evidencié una asociacion inversa y
significativa de PCR-as con apo A1 (y =-0.0499x + 9.297;
r=-0.38, p =0.013) y con PON (y =-0.018x + 6.884; r =
-0.32, p = 0.042).
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Fig. 1.— Nivel de colesterol-HDL (A) y apoproteina A1 (B) en
los pacientes en hemodidlisis, agrupados segun el nivel
de PCR-as. ?p = 0.029; °p = 0.045.
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Fig. 2.— Medida de PON a través de su actividad arilesterasa
en los pacientes en hemodidlisis, agrupados segun el nivel
de PCR-as. ?p = 0.045.

El grado inflamatorio también correlaciond directamen-
te con el indice de masa corporal (y = 0.305x -4.192; r =
0.32, p = 0.042).

Discusién

Dado que los factores de riesgo clasicos para la poblacién
general no permiten explicar la elevada morbi-morta-
lidad por eventos cardiovasculares que presentan los
pacientes con enfermedad renal crénica, en el presente
trabajo se evaluaron componentes de HDL, como la apo
A1y la enzima paraoxonasa, en relacion con el estado
inflamatorio, implementando PCR-as como marcador, en



PARAOXONASA, HDL E INFLAMACION EN HEMODIALISIS

pacientes bajo tratamiento con hemodidlisis. Se observé
una correlacion inversa y significativa entre PCR-as y los
valores de PON y apo A1.

La enfermedad renal, especialmente en la hemodia-
lisis, representa un estado inflamatorio constante; por lo
tanto, consideramos importante medir la PCR-as como
biomarcador de inflamacién. Sin embargo, no existe con-
senso con respecto al valor de corte 6ptimo de PCR-as
que indique la presencia de inflamacion en pacientes so-
metidos a didlisis, de manera que se adoptaron los niveles
definidos para la poblacion general® '®. Considerando el
valor de corte de 1 mg/l, se agruparon los pacientes con
riesgo bajo (PCR-as d 1 mg/l) y riesgo moderado y alto
(PCR-as > 1 mg/l).

Ambos grupos de pacientes en hemodialisis presen-
taron caracteristicas similares con respecto a la edad,
antigliedad de dialisis y al indice de masa corporal. No
se observaron diferencias en el perfil lipidico entre grupos
y, como era de esperar, los valores medios de triglicé-
ridos fueron mayores que el valor deseable establecido
para la poblacién general'®. Si bien el valor medio de
colesterol total estuvo dentro de los valores deseables,
es significativo que el valor medio de colesterol-LDL fue
de 82 y 86 mg/dl en los grupos con PCR-as <1 mg/ly >1
mg/l, respectivamente. Es importante sefalar que estos
pacientes son considerados como de alto riesgo o riesgo
equivalente a los que presentaron enfermedad coronaria'® '®.
Evidentemente, el nivel de colesterol-LDL no constituye
un marcador de riesgo aterogénico en estos pacientes.
En concordancia, los valores de apo B también fueron
bajos, indicando menor cantidad de particulas de LDL
en circulacion. Esto estaria relacionado con un efecto
de disminucién del colesterol producto de la inflamacién
sistémica y la malnutricion, frecuentes en estos pacien-
tes, que dio lugar al concepto de epidemiologia reversa,
fendmeno paraddjico con distorsiones en la relacion entre
un factor de riesgo aceptado para la poblacion general y
la evolucion clinica esperadail?.

El tejido adiposo es un 6rgano dinamico productor
de una serie de citoquinas proinflamatorias; por lo tan-
to, pacientes obesos presentan un estado inflamatorio
incrementado'®. En este trabajo, la correlacion entre el
IMC como indicador del grado de sobrepeso y la PCR-as,
indicador del grado de inflamacion, demostr6 una asocia-
cién positiva significativa, aunque débil. Estos resultados
también constituyen un ejemplo de epidemiologia reversa,
dado que la supervivencia de los pacientes con sobrepe-
so en hemodialisis es consistentemente superior a la de
aquellos que tienen un IMC dentro del rango normal .

En cuanto a la HDL, su contenido en colesterol, apo
A1y actividad de PON fue menor en los pacientes con
mayor estado inflamatorio, sin embargo la correlacién
entre la actividad de PON y los componentes de HDL
no alcanzé a ser significativa (datos no mostrados). Por
lo tanto, no fue necesario el ajuste para confirmar la re-
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duccién de PON. El efecto de la disminucion de apo A1
incrementaria el estado inflamatorio y la de PON reduce
la capacidad inhibitoria de HDL frente al estrés oxidativo.
Cabe aclarar que también se ha descripto la capacidad
antioxidante de apo A1'.

Por un lado, se ha senalado que la inflamacion reduce
los niveles de HDL porque disminuye la expresion del
transportador ATP binding cassette A-1 (ABCA-1) en los
macroéfagos, reduciendo el eflujo de colesterol a la forma
naciente de HDL, prep-HDL. Ademas, la inflamacion
se asocio con niveles reducidos de apo A1, la cual es
desplazada de la HDL por el amiloide sérico A, que en
condiciones inflamatorias es sintetizado por el higado
como reactante de fase aguda?, resultando en la reduc-
cién del numero de particulas de HDL. En contraste con
el amiloide sérico A, la apo A1 es una proteina negativa
de fase aguda y sus niveles de ARNm disminuyen como
consecuencia de la inflamacion. Esta explicacion es
compatible con los resultados obtenidos en este trabajo,
ya que no solo se ha observado una disminucion de apo
A1 en los pacientes con mayor grado de inflamacion,
sino que se obtuvo una correlacion inversa significativa
entre este parametro y PCR. Los hallazgos sugirieren
que la HDL en los pacientes en hemodialisis no cumple
su papel anti-inflamatorio, y hasta podria transformarse
en una lipoproteina pro-inflamatoria?" 22,

En términos generales, el papel protector de HDL no sélo
depende de su concentracion sino también de su funcionali-
dad. Su comportamiento dependeria de numerosos factores
relacionados con su composicidon, como su contenido en
triglicéridos, apo A1y enzimas asociadas como PON.

En los ultimos afos diferentes autores revelan la dis-
minucién de la actividad de PON en distintos grupos con
enfermedad renal crdnica, sin relacionarla con el estado
inflamatorio®*25. Recientemente, midiendo el grosor inti-
ma-media de la carétida de pacientes en hemodidlisis,
Saeed y col sugieren que la disminucién de la actividad
de PON podria ser un importante factor causante de la en-
fermedad vascular en esos pacientes, aunque los sujetos
incluidos presentan valores de PCR de 16 a 51 mg/dl, con
criterios de exclusién que no permiten descartar la pre-
sencia de infecciones®. Cabe recordar que en el presente
trabajo se excluyeron pacientes con infecciones.

Por lo tanto, el descenso de PON que observamos en
el grupo de mayor estado inflamatorio es un fenémeno
poco estudiado hasta el momento. Se interpreta que la
disminucion de PON se incrementaria con el grado de
inflamacién, tal como lo evidencié la correlacién signifi-
cativa obtenida. El sinergismo entre la disminucion de la
capacidad antioxidante y por ende, el aumento del estrés
oxidativo, con la situacion proinflamatoria contribuiria a la
disfuncion endotelial y al aumento significativo del riesgo
cardiovascular?’. Por otro lado, la relacion inversa entre
PCR y PON se describié mas claramente en pacientes
diabéticos tipo 1y 22,
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Algunos resultados controvertidos en la literatura
con respecto a PON pueden atribuirse a la metodologia
implementada para la medida de la actividad enzimatica.
La caracteristica de esta enzima es que presenta un poli-
morfismo cuando se utiliza el paraoxén como sustrato, en
cambio no existe este polimorfismo utilizando fenilaceta-
to'. Este fue el sustrato utilizado en el presente trabajo, el
cual permite evaluar la actividad arilesterasa de la enzima
de manera confiable. Sin embargo, en otros estudios rea-
lizados en este Laboratorio, aun no publicados, también
hemos demostrado disminucion de la enzima evaluada a
través del paraoxon en pacientes en hemodidlisis en com-
paracion con personas sanas. Finalmente, los resultados
del presente trabajo contribuiran a la comprension de los
mecanismos aterogénicos en pacientes en hemodialisis,
dado que la disminucién de apo A1y de paraoxonasa, in-
dicadoras de HDL disfuncional, intensificarian los factores
que inducen el proceso inflamatorio en la hemodidlisis,
aumentando la susceptibilidad a la aterosclerosis.
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