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1. INTRODUCCION

1.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA Y SU
TRATAMIENTO SUSTITUTIVO.

La enfermedad renal cronica (ERC) es un problema de salud publica mundial.
Se ha observado un incremento progresivo en su prevalencia en los paises
desarrollados que ha obligado incluso a la creacion de planes de intervencion

estatales.

Segun los resultados del estudio EPIRCE (Epidemiologia de la Insuficiencia
Renal Cronica en Espafa), disefiado para conocer la prevalencia de la ERC en
Espafia y promovido por la Sociedad Espafiola de Nefrologia (S.E.N.), con el
apoyo del Ministerio de Sanidad y Consumo, el 9,24 % de la poblacién adulta
sufre algin grado de ERC (Otero et al., 2010). El 6,83 % de la poblacién
presenta una disminucién del filtrado glomerular (FG) por debajo de 60 ml/
min/1,73 m2, que corresponde con una ERC estadio 3 (Tabla 1), siendo este
porcentaje del 20,6 % en mayores de 64 afos. Ademas de la elevada
prevalencia, la ERC se asocia a una importante morbimortalidad

cardiovascular, asi como a costes muy significativos.

En 2013, segun los datos del Registro Espafiol de Enfermos Renales, la
incidencia y prevalencia en terapia renal sustitutiva fue de 124 y 1.122
personas por millén de habitante, de estos el 78,67-42,8 % fue en la modalidad
de hemodidlisis, el 17,07-5,5 % en didlisis peritoneal y el 4.27-51,7 % en
trasplante renal, respectivamente. Los datos de mortalidad fueron del 15% en
hemodidlisis, el 8.9% en didlisis peritoneal y el 2.3 % en trasplante renal.
Contintian siendo las causas cardiovasculares, en conjunto, y las infecciones

las mas frecuentes en todas las modalidades de tratamiento y grupos de edad.
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Tabla 1. Clasificacion de la Enfermedad Renal Cénica (Nefrologia al dia,

nefrologiadigital.revistanefrologia.com)

Estadios Descripcion FG ml/min/ 1,73 m?

Dafio renal con FG normal o

1 G o >90
hiperfiliacion

2 Dafio renal con leve |FG 60-89

3 Moderado}FG 30-59

4 AvanzadoiFG 15-29

5 Fallo renal <150D

Los estadios 1y 2 requieren la presencia de dafio renal (imagen, sedimento, histologia).
Los estadios 3-5 pueden tener como Unica caracteristica el deterioro del filtrado
glomerular (FG).

D: en programas de didlisis.

En otros paises como en Estados Unidos (EE.UU.), la prevalencia de la
enfermedad renal cronica estadio 5, también va en aumento (Clinical Practice
Guideline for the Evaluation and Management of Chronic Kidney Disease,
KDIGO 2012). El nimero de pacientes incluidos en la ERC estadio 5,
financiados por el programa Medicare, ha aumentado de aproximadamente
10.000 beneficiarios en 1973 a 615.899 el 31 de diciembre de 2011. (United
States Renal Data System, USRDS 2013 and USRDS 2010). De los 615.899
pacientes prevalentes con ERC estadio 5, el 70% estaban siendo tratado con
dialisis, mientras que el 30% tenia un injerto funcionante. Sélo en 2011,
115.643 pacientes entraron en el programa estadounidense de ERC estadio 5.
Las tasas ajustadas por incidente y prevalente son 357 y 1.901 casos por
millon de habitantes, respectivamente. La diabetes y la hipertension
representan 43.9 y 27.8 por ciento de todas las causas de incidentes,

respectivamente.

Aunque las razones exactas para el crecimiento de la ERC estadio 5 se
desconocen, los cambios en la demografia de la poblacién, las diferencias en la
carga de morbilidad entre los grupos raciales y la falta de reconocimiento de las
primeras etapas de la ERC y de los factores de riesgo de ERC, podria explicar

en parte este crecimiento (Clinical Practice Guideline for the Evaluation and
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Management of Chronic Kidney Disease, KDIGO 2012; Obrador et al., 2002;

Nissenson et al., 2001).

Los pacientes con enfermedad renal cronica estadio 5 consumen una gran
parte de los recursos sanitarios. El costo total de estos en los EE.UU. fue de
aproximadamente $ 49.3 mil millones en 2011. Los costos de Medicare por
persona por afio fueron mas de $ 75,000 en general, que van desde $ 32.922
para los pacientes trasplantados renales hasta los $ 87,945 para los que
recibieron terapia de hemodidlisis (United States Renal Data System, USRDS
2013 and USRDS 2010). En Espafa el coste anual asociado al tratamiento de
las fases méas avanzadas de la ERC se estima en mas de 800 millones de
euros anuales (De Francisco, 2011).

Sin embargo, a pesar de la magnitud de los recursos comprometidos para el
tratamiento de la enfermedad renal cronica y las mejoras sustanciales en la
calidad de la terapia de didlisis, los pacientes continGan experimentando una
importante mortalidad y morbilidad, y una reduccion de la calidad de vida.

Todos los estadios de enfermedad renal crénica se asocian con una alta
morbilidad y una mayor utilizacion de servicios de salud. Aproximadamente el
cincuenta por ciento de los pacientes en didlisis tienen tres 0 mas condiciones
comorbidas, el nimero de hospitalizaciones y dias de hospitalizacién son 1,9 y
12,8 por paciente-afio, respectivamente, y la percepcion de la calidad de vida
de los pacientes en dialisis, es mucho menor que en la poblacién general
(United States Renal Data System, USRDS 2010; De Oreo, 1997; McClellan et
al., 1991).

Los pacientes con enfermedad renal cronica y enfermedad renal avanzada en
particular, tienen un mayor riesgo de mortalidad, especialmente por
enfermedades cardiovasculares. Solo en 2011, mas de 92.221 pacientes con
ERC estadio 5 han muerto en los EE.UU. (USRDS 2013 and USRDS 2010).
Las probabilidades de supervivencia para los pacientes de didlisis a uno, dos y
cinco afos son aproximadamente 81, 65, y 34%, respectivamente (United

States Renal Data System 2009 Annual Data Report), para los pacientes en



INTRODUCCION

didlisis mayores de 65 afios la tasa de mortalidad es 7 veces la de la poblacion
general (USRDS 2010).

1.2. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y ENFERMEDAD RENAL
CRONICA.

Numerosos estudios observacionales han demostrado que el descenso de la
tasa de filtracion glomerular (TFG) y la proteinuria estd asociados de forma
independiente con un mayor riesgo de eventos -cardiovasculares en
poblaciones de pacientes que no fueron seleccionados en base a la presencia
patologia renal o enfermedad cardiovascular conocida (Muntner et al., 2002;
Sarnak et al., 2003).

Estudios necrépsicos y clinicos han demostrado que la prevalencia de placas
ateromatosas en arterias coronarias es superior en pacientes en dialisis que en
la poblacion general. En el estudio HEMO (Cheung et al., 2004), llevado a
cabo en una amplia muestra de pacientes prevalentes en hemodidlisis, un 39%
de ellos tenian antecedentes de cardiopatia isquémica. Las enfermedades
cardiacas son responsables de alrededor del 40% de todas las muertes en

dialisis y de ellas, un 60% son por cardiopatia isquémica.

La patologia cardiovascular constituye la principal causa de mortalidad en los
pacientes con ERC (Alani et al., 2014; Foley et al., 1998). Este hecho es
especialmente llamativo entre la poblacién mas joven, en el grupo de edad de
25-34 aios, donde se encuentra un aumento de 500 veces en la tasa de
mortalidad por ECV cuando se compara con la poblacién general (Sarnak et al.,
2003).

Los pacientes con enfermedad renal crénica a menudo tienen numerosos
factores de riesgo cardiovascular tradicionales y no tradicionales para el
desarrollo de enfermedad cardiovascular. Los factores de riesgo tradicionales
parecen estar asociados con mayor aumento de riesgo en las primeras etapas
de la enfermedad renal crénica (Shlipak et al., 2005). Factores de riesgo

cardiovascular tradicionales, como la hipertension (que puede ir acompafado
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de hipertrofia ventricular izquierda), el tabaquismo, la diabetes, la dislipemia y
la edad avanzada, tienen una alta prevalencia en la poblacion con ERC (Foley
et al., 2005; Sarnak et al., 2003) y el nimero de estos factores de riesgo
parece que se correlaciona con la gravedad de la disfuncion renal (Foley et al.,
2005).

Los pacientes con ERC tienen mas probabilidad de tener el sindrome
metabdlico, lo que podria contribuir al aumento del riesgo cardiovascular (Chen
et al., 2004). Este sindrome se define como una combinacién de resistencia a
la insulina, la dislipemia, la glucosa sérica elevada, obesidad abdominal, y la

hipertension.

Los factores de riesgo cardiovascular no tradicionales afectan
fundamentalmente en su mayoria a pacientes con enfermedad renal cronica de
moderada a severa, incluyen: retencion de toxinas urémicas, anemia, niveles
elevados de ciertas citoquinas, alteraciones del metabolismo éseo mineral
derivadas del hiperparatiroidismo secundario a enfermedad renal cronica,
malnutricibn y en general, un mayor estado proinflamatorio (Kaysen and
Eiserich, 2004).

Coémo estos factores de riesgo pueden conducir a enfermedades
cardiovasculares no esta claro. Como un ejemplo, los trastornos del
metabolismo mineral 6seo en pacientes con enfermedad renal cronica a
menudo se han vinculado a la calcificacion arterial coronaria. Existe una
asociacion consistente entre la ERC y una mayor carga de calcificacion de las
arterias coronarias. Asi niveles elevados de proteina C reactiva (PCR) y
dimetilarginina asimétrica (ADMA), los cuales se encuentran tipicamente en los
pacientes con ERC, han sido asociados de forma independiente con un mayor

riesgo de mortalidad cardiovascular (Young et al., 2009; Menon et al., 2005).

La creciente evidencia sugiere que las especies de oxigeno altamente
reactivas (ROS) de origen enddégeno o del medio ambiente juegan un papel

cognitivo en la génesis y progresion de varias enfermedades cardiovasculares.
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La causa primaria de la enfermedad cardiovascular es la aterosclerosis, que se
caracteriza por el engrosamiento de las paredes de las arterias. La
aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica que progresa lentamente
durante toda la vida y por lo general comienza antes de la edad adulta. Entre
las causas de iniciacion de la aterosclerosis, la hipotesis de la modificacion
oxidativa se ha confirmado en numerosos estudios y, especialmente, la
estimulacién del ROS de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad del
colesterol (LDL colesterol) y las modificaciones de las proteinas, que pueden
conducir a la formacién de células espumosas a nivel endotelial y finalmente a

las placas aterosclerdticas (Sauer et al., 2010) (Figuras 1).

Entre las personas con enfermedad renal crénica, el riesgo de muerte, en
particular debido a la enfermedad cardiovascular, es tipicamente mayor que el
riesgo de que lleguen a requerir terapia de reemplazo renal. Sin embargo, este
riesgo varia con la edad y otros factores. En muchos estudios, los pacientes
mayores con enfermedad renal crénica menos severa y menores niveles de
proteinuria tienen mayor probabilidad de morir (por lo general debido a la
enfermedad cardiovascular) antes de necesitar terapia de reemplazo renal,
mientras que los pacientes mas jovenes con proteinuria y enfermedades
localizadas en el riidn son mas propensos a necesitar en Ultima instancia, la

terapia de reemplazo renal (De Nicola et al., 2012; Forsblom et al., 2011).

Por lo tanto los pacientes incidentes en hemodialisis, que ya tienen la mayoria
gran numero de factores de riesgo cardiovascular tradicionales, su riesgo
cardiovascular se va ir progresivamente incrementando a medida que los
factores de riesgo cardiovascular no tradicionales se vayan sumando si no son
correctamente controlados, incrementando por tanto el riesgo de desarrollar
patologia cardiovascular, que en muchos casos resulta mortal para estos

pacientes.
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Figuras 1. Especies reactivas (ROS) y sistemas antioxidantes celulares, y sus

consecuencias biologicas en el sistema cardiovascular (Kang and Kang, 2013).
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1.3. INFLAMACION Y NUTRICION EN LA ENFERMEDAD RENAL
CRONICA.

Los procesos inflamatorios recurrentes o cronicos son comunes en las
personas con enfermedad renal cronica (ERC) y sobre todo en la ERC estadio
5y en dialisis. Esto se debe a muchos factores subyacentes, incluido el medio
urémico, los niveles circulantes elevados de citoquinas proinflamatorias, el
estrés oxidativo, el estrés carbonilo, la pérdida de proteinas y energia, la mayor
incidencia de infecciones (especialmente en dialisis relacionadas con el acceso

vascular) y a otros (Kaysen and Eiserich, 2004) (Figura 2).

Figura 2. Causas y consequencias en la ERC (Akchurin and Kaskel, 2015).
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Las proteinas de fase aguda se definen como aquellas proteinas cuya
concentracion plasmatica estd aumentada (proteinas de fase aguda positivas),
tales como la proteina C reactiva (PCR), o disminuida (proteinas de fase
aguda negativas), tales como la albumina, durante los estados inflamatorios. La
medicion de los niveles de estas proteinas se utiliza con frecuencia para definir
la presencia y / o el grado de inflamacion en un paciente dado. Un importante
namero de marcadores inflamatorios se han estudiado en pacientes con

enfermedad renal crénica (tabla 2).

Se ha demostrado una correlacion inversa en la entre la tasa de filtracion
glomerular (FG) y la inflamacion, Gupta et al.,, 2012, vieron una asociacion
inversa de los biomarcadores de inflamacién (IL-1B, antagonista del receptor
IL-1, IL-6, TNF-a, PCR vy fibrindgeno) con el descenso del FG y positiva con la

albuminuria.

Los diferentes biomarcadores de inflamacion parecen tener un valor predictivo
diferente en la ERC. Bazeley et al.,, 2011, en un estudio multicéntrico con
pacientes en hemodialisis, encontraron que la PCR predice la mortalidad con
bastante buena precisidbn, comparable con la de la albumina. Parece, sin
embargo, que la IL-6 predice mejor la mortalidad cardiovascular que la PCR y
gue otras citoquinas (TNF-a, IL-1p e IL-18) (Honda et al., 2006; Tripepi et al.,
2005).

La especificacion del papel qgue desempefian las citoquinas individuales en la

ERC esta en curso.

Fallahzadeh et al., 2011, encontroran la IL-2 elevada en pacientes en HD con
prurito urémico, en comparacion con controles en HD emparejados por edad y
género sin prurito. Azak et al., 2014, encontraron que los niveles solubles de
TWEAK se asocian de forma independiente con la gravedad de la enfermedad
arterial coronaria en pacientes con ERC estadio 2-3.

Tabla 2. Marcadores de inflamacién en la Enfermedad Renal Crdénica

(Inflammation in renal insufficiency ©2015 UpToDate®).
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Inflammatory markers that have been studied in CKD patients

Category

Marker (and commonly used
abbreviation)

Evidence for outcome
predictability in CKD*

Short pentraxins

Long pentraxins

Pro-inflammatory cytokines

Anti-inflammatory cytokines

Adipokines and related compounds

Adhesion molecules and endothelial markers

Coagulation markers

Inflammatory molecules with negative acute

phase reaction

Inflammatory lipoproteins

Inflammatory enzymes

Pro-inflammatory transcription factors

Other inflammatory markers

C-reactive protein (CRP)
Serum amyloid P (SAP)
Pentraxin-3 (PTX3)
Neuronal pentraxins
Interleukin-& (IL-8)

Interleukin-1 beta (IL—lB)

Tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
Interleukin-g (IL-8)

Interleukin-18 (IL-18)
Interleukin-12 (IL-12)

Interferon gamma (IFN.)

Interleukin-10 (IL-10)
IL-1 receptor antagonist (IL-1ra)
Interleukin-4 (IL-4)

Transforming growth factor beta (TGF—B)

Adiponectin

Visfatin

Resistin

Leptin

CD163

Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)
Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
E-selectin

Fibrinogen

Tissue plasminogen activator (t-PA)
Plasminogen activator inhibitor-1 [PAI-1])
von Willebrand factor (vWF) & factor VII
Fibrin D-dimer

Albumin (negative)

Transferrin or TIBC

Iron

Fetuin

HDL inflammatory index (HII)

Oxidized LDL (oxLDL)

Myeloperoxidase (MPO)

Matrix metalloproteinase (MMP-9)
Activator protein-1 (AP-1)

Nuclear factor-kappa B (NF-kB)

Serum ferritin

Serum amyloid A (SAA)

Neopterin (monocyte/macrophage activator)
Platelet count

WEC count

Neutrophil count

Erythrocyte sedimentation rate (ESR)

e+

++

++

e+

++

++

e+

++

++

++

+++

++

* Evidence for CKD outcome predictability pertains to CKD progression or patient survival.
Reproduced with permission from: Kalantar-Zadeh, K. Inflammatory marker mania in chronic kidney disease: pentraxins at the crossroad of universal
soldiers of inflammation. Clin J Am Soc Nephrol 2007; 2:872. Copyright ©@2007 American Society of Nephrology.
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A pesar de su nombre, la "respuesta de fase aguda” puede persistir durante
meses 0 afios y convertirse en crénica. En tales estados de inflamacion
cronica, las proteinas de fase aguda positivas incluyendo la PCR (rango normal
<1 mg/L) pueden estar ligeramente aumentadas pero de manera persistente, lo
que puede predisponer a un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular
aterosclerdtica (PCR>1-3 mg/l) (Kalantar-Zadeh, 2007). Sin embargo, en
muchos pacientes con nefropatia cronica, especialmente en pacientes
sometidos a dialisis, los niveles de PCR son persistentemente entre 5 y 50
mg/L, aunque pueden fluctuar ampliamente (Kalantar-Zadeh, 2007). Durante
las infecciones agudas y fulminantes, tales como osteomielitis aguda, la PCR
en suero estd normalmente por encima de 50 mg/dL.

Entre los pacientes con enfermedad renal cronica, la presencia de un estado
inflamatorio también puede estar estrechamente relacionada con la
aterogénesis acelerada, malnutricion proteico-energética (MPE), y anemia
(Qureshi et al., 2002; Kaysen et al., 2002; Kalantar-Zadeh and Kopple, 2001).

El aumento generalizado de la respuesta inflamatoria en pacientes con
disminucién de la funcion renal puede ocurrir a través de los siguientes

mecanismos:

e Disminucién del aclaramiento de citoquinas proinflamatorias
e Sobrecarga de volumen, con endotoxinemia

e Acidosis metabolica

e Estrés oxidativo y carbonilico

e Disminucién de los niveles de antioxidantes

e Aumento de la presencia de condiciones comorbidas

En cuanto a la disminucién del aclaramiento de citoquinas proinflamatorias, se
ha de tener en cuenta que el deterioro de la funcion renal puede, en general,
aumentar las respuestas inflamatorias debido a la disminucién del aclaramiento
renal de los factores que estan directa o indirectamente involucrados en la
inflamacion. Como ejemplo, las vidas medias en suero de las citoquinas

proinflamatorias, del factor de necrosis tumoral alfa y de la interleuquina-1, son
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mayores en los animales con pérdida de funcion renal que en aquellos con

funcién renal conservada (Bemelmans et al., 1993; Poole et al., 1990).

En los seres humanos, la disminucion de la funcién renal también puede
afectar a los niveles de otras moléculas inflamatorias, como al de la proteina C
reactiva (PCR), interleuquina-6 y niveles de acido hialurénico, que se
correlacionan inversamente con el aclaramiento de creatinina (Panichi et al.,
2001; Stenvinkel et al., 1999). Ademas, entre los pacientes con ERC estadio 5
en dialisis con funcién renal residual, el aumento de las concentraciones
séricas de PCR que se observé entre aquellos con la funcion renal residual o

diuresis residual fue menor (Pecoits-Filho et al., 2003; Chung et al., 2001).

En cuanto a la sobrecarga de volumen, con endotoxinemia, la congestion
vascular debido a la sobrecarga de liquidos en pacientes con insuficiencia renal
puede resultar en la alteracion de la permeabilidad del tracto gastrointestinal, lo
que conduce a la acumulacién de endotoxinas tales como lipopolisacaridos y
bacterias. Estos procesos a su vez pueden a su vez estimular a los monocitos y
el aumento de la liberacién de citoquinas proinflamatorias (Shi et al., 2014;
Natarajan et al., 2014; Anders et al., 2013; Sato et al., 1999; Hasper et al.,
1998).

Ori et al., 2013, estudiaron la relacion entre inflamacion y acidosis metabdlica
en los pacientes en hemodialisis, encontraron una asociacion directa entre los

niveles de IL-10 y la acidosis metabdlica.

En cuanto al estrés oxidativo y carbonilico, el aumento de la produccion de
citoquinas por el estrés oxidativo también se observar en los pacientes con
insuficiencia renal (Aveles et al., 2010; Locatelli et al., 2003; Himmelfarb et al.,
2002). El estrés oxidativo que se produce cuando hay exceso de produccion de
radicales libres o bajos niveles de antioxidantes, podria ser una condicion
importante para el desarrollo de la disfuncion endotelial, la inflamacion y la
aterogénesis (Himmelfarb et al., 2002).

El aumento del estrés oxidativo en los pacientes con ERC esta bien
documentado (Palleschi et al., 2007; Galle et al., 2001). En los pacientes en

HD se ha demostrado un aumento de la concentracion de malondialdehido
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generada por la peroxidasa lipidica (Errakonda et al., 2011) y la alteracion de
la funcion de los sistemas antioxidantes debido a bajos niveles de superéxido
dismutasa y glutation peroxidasa (Dursun et al., 2008). Estos productos
pueden también inducir cambios quimicos en muchas sustancias tales como

proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Figura 3).

Figura 3. Sintesis de las especies reactivas del oxigeno (ROS) en pacientes
con enfermedad renal cronica (ERC) (Sung et al. 2013).

aw’ N s N RS ——_

et

N ‘./ Monocy‘te\‘ \\
~ \a(tivation/“ ONOO™ 1 < Lipid peroxidation
/ -___l_'_ e i:xﬁﬁx:ﬁfﬁfir Membrane
e phosphalipid
IL-6, IL-18, TNE T ““_ Nitrosativ LI
Endotoxin (LPS) 1 1 g o }nrosatne / M:X_A 00
’ e Protein oxidation and
' u N 3 carbonylation
0, — =10, — HO, —T0C0 _______ ¥ Modification
R Chlorilmtivg,ﬁ m
T ‘/ ¢ i \ DNA damage
I& Tt .,f/ (
¢ " Oxidative

Indoxyl sulfate | OH 1 e

Con la insuficiencia renal, las moléculas que no son citoquinas también se
pueden acumular y provocar una respuesta inflamatoria. Como un ejemplo, los
productos finales de la glicosilacién avanzada (AGESs), que resultan del estrés
carbonilo, claramente pueden iniciar la inflamacion en pacientes con

insuficiencia renal (Suliman et al., 2003).

En cuanto a la disminucion de antioxidantes, la ingestion oral y el nivel de
algunos antioxidantes es menor que el normal en pacientes con ERC estadio 5
y en didlisis. Una respuesta de fase aguda se asocia también con una
disminucién de los niveles plasmaticos de varios antioxidantes, tales como las
concentraciones en suero de la vitamina C, que es una vitamina hidrosoluble,
por lo que ademas los pacientes en hemodialisis ven sus pérdidas aumentadas
(Langlois et al., 2001). Los niveles séricos bajos de vitamina C, a su vez se
han asociado con una mayor morbilidad y mortalidad cardiovascular (Deicher et
al., 2005).
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Los sistemas antioxidantes, incluyendo los sistemas no enzimaticos (tiol, alfa-
tocoferol, y acido ascorbico) y los sistemas enzimaticos (superoxido dismutasa
(SOD), catalasa y glutation peroxidasa (GPx)), son deficientes o estan
alterados en los pacientes con ERC. La hiperhomocisteinemia puede conducir

a la inhibicion de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GPx (Figura

4),

Figura 4. Deterioro del sistema antioxidante en pacientes con ERC (Sung et

al.2013).
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La frecuente aparicion de enfermedades comdrbidas en pacientes renales
aumenta el estado hipercatabdlico y favorece el desarrollo de la inflamacion.
Incluso en ausencia de enfermedad clinica manifiesta, un proceso inflamatorio
puede ser continuo y estar asociado a una respuesta de fase aguda. Ademas,
se ha descrito un aumento de la susceptibilidad a las infecciones que en
pacientes en dialisis que pueden ser en parte debido a la uremia, la vejez y las

enfermedades concurrentes (Sarnak and Jaber, 2000).

Ademas si existe una patologia de base autoinmune sistémica (que puede

haber dado lugar a la enfermedad renal), los factores genéticos, una infeccion
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persistente no reconocida, enfermedades periodontales, y la aterosclerosis
también puede ser la base de la inflamacion en los pacientes con disminucion

de la funcion renal en la etapa avanzada (Craig et al., 2007).

Ademas de las causas anteriormente mencionadas que pueden subyacer y/o
favorecer la inflamacidén en curso en pacientes con insuficiencia renal cronica,
las siguientes condiciones mantenidas de manera crénica, pueden agravar los

procesos inflamatorios en los pacientes sometidos a hemodialisis:

1. La exposicion a las lineas de dialisis y membranas de dialisis, membranas

biocompatibles en su mayoria actualmente (Friedrich et al., 2006).

2. La mala calidad del agua del liquido de dialisis, por posible contaminacion
bacteriana, y el fenomeno de retrofiltracion, por el que una pequefia parte de
este liquido pasa a la sangre del paciente durante la sesién de dialisis, lo que

resulta en una posible exposicion a endotoxinas (Santoro et al., 2014).

3. La presencia de cuerpos extrafios (como por ejemplo politetrafluoroetileno
[PTFE] injertos de acceso crOnicas) 0 un catéter intravenoso, que puede
albergar una infeccién latente cronica o recurrente a través de la formacion de
un biofilm (Nassar et al., 2013; Cappelli et al., 2005).

En los pacientes que regresan a didlisis después de un trasplante de rifion
fallido también se ha obervado un estado inflamatorio crénico, pero en los que
la nefrectomia del trasplante no se ha realizado (Auchhaus et al.,, 2000). Los

sintomas y signos de la inflamacion pueden disminuir con la trasplantectomia.

1.3.1. Lainflamacién como causa de malnutricion.

La malnutricién proteinoenergética (MPE), que estd presente en una gran
proporcion de los pacientes con enfermedad renal crénica estadio 5 y en
didlisis, es un factor de riesgo de hospitalizacion y mortalidad, que aumenta en
los pacientes sometidos a hemodialisis o dialisis peritoneal (Kalantar et al.,

2005; Kopple, 1997). Entre los pacientes de didlisis, por ejemplo, un indice de
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masa corporal bajo y la concentracion sérica de colesterol baja se asocia con

una mayor mortalidad (Liu et al., 2004).

La inflamacion se asocia con un aumento en el plasma y probablemente de los
niveles tisulares de citoquinas catabdlicas; elevaciones plasmaticas de
proteinas inflamatorias y de citoquinas catabdlicas son comunmente
observadas en pacientes con enfermedad renal cronica estadio 5 y en
pacientes en dialisis, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), que
promueve los procesos catabdlicos (degradacion de las proteinas y supresion
de la sintesis de proteinas) e induce anorexia (Kalantar-Zadeh and Kopple,
2001). Se ha estudiado también el papel proinflamatorio de las adipocinas en la
ERC, como la leptina (Miyamoto et al., 2013; Iglesias et al., 2010), hormona
producida por los adipocitos para la regulacion de la ingesta y cuya funcion
fundamental es la inhibicion del apetito, el analisis de los datos de la Nacional
de Salud y Nutricion de Encuesta (NHANES) demostré que la ERC se asocia

con niveles mayores de leptina (Shankar et al., 2012).

Algunos pacientes en dialisis con inflamacion crénica desarrollan una pérdida
de peso y un balance proteico negativo, a pesar de un apetito intacto. La
sintesis de albumina sérica se suprime cuando la PCR esté elevada (Kaysen et
al.,, 2002). Esto puede ser debido a un cambio en la sintesis de proteinas de
musculo a proteinas de fase aguda como la disminucién de la funcién renal.
Estos pacientes también parecen perder mas peso corporal durante la didlisis
en comparaciéon con aquellos sin discernibles procesos inflamatorios. En los
pacientes en hemodialisis, la activacion de la respuesta de fase aguda también
se correlaciona con menores niveles séricos de albumina debido a la

disminucion de la sintesis de albumina.

Por otro lado la inflamacion puede conducir a la hipocolesterolemia, un factor
de riesgo de mortalidad en pacientes en dialisis y un marcador del estado
nutricional deficiente. Ademas, la hipocolesterolemia puede ser un reflejo de
una hipolipoproteinemia general en los pacientes en dialisis desnutridos, este
hecho puede mitigar la capacidad de eliminar endotoxinas circulantes.
Basandose en la hipotesis de las lipoproteinas de endotoxina, esta sugiere que

existe una concentracion optima de lipoproteinas en suero, por debajo de la
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cual la reduccién de lipidos es perjudicial y puede producir la disminucion de la
capacidad de las lipoproteinas de unirse a lipopolisacéaridos, lo que a su vez,
puede evitar que las lipoproteinas disminuyan los efectos perjudiciales de las
endotoxinas (Rauchhaus et al., 2000).

Las citoquinas pro-inflamatorias pueden causar anorexia directamente a traves
de su influencia sobre el cerebro. Particularmente la IL-6 parece estar asociada
con la depresion en la ERC, que por si mismo es un predictor de la morbilidad y
la mortalidad (Taraz et al., 2015) y puede causar disminucion de la ingesta de
nutrientes. Sin embargo, la inflamacién no sélo puede causar desnutricion en
este sentido, sino que también puede aumentar gasto energético en reposo. El
sistema inmune es el tercer consumidor de energia en el cuerpo después el
cerebro y los mdusculos. Ademas, la inflamacién suprime las hormonas
anabdlicas, tales como la hormona del crecimiento, IGF-1 y testosterona
(Meuwese et al., 2011). Curiosamente, se conoce la inflamaciéon suprime el
crecimiento lineal en los niflos con diversos trastornos inflamatorios, y la falta
de crecimiento es un rasgo caracteristico de la ERC pediatrica (Mahesh et al.,
2008). Sin embargo, la posible influencia de la inflamacién en el crecimiento en

nifios con ERC no ha sido suficientemente investigada.

Por lo tanto, la inflamacién crénica puede ser un factor principal que vincula
causalmente la MPE a una mayor morbilidad y mortalidad entre los pacientes
en dialisis. El término "sindrome malnutricidon-inflamacién " sugiere la supuesta
asociacion estrecha entre MPE y la inflamacion en los pacientes en dialisis
(Kalantar-Zadeh et al., 2003; Kalantar-Zadeh and Kopple, 2001). Por otra
parte, la “malnutricién-inflamacién-aterosclerosis" (MIA) se ha utilizado para
enfatizar la importancia de las enfermedades ateroscleréticas como una de las
principales consecuencias de este sindrome (Stenvinkel et al., 2000). Existen
varios sistemas de puntuacion o indicadores propuestos para evaluar el grado
de MIA en los pacientes en didlisis, como el "score malnutricion-inflamacién "
(MIS) (Kalantar-Zadeh et al., 2003) que se correlaciona con el estado

nutricional, la inflamacion y la anemia.

El MIS también se asocié significativamente con las tasas de hospitalizacion y

mortalidad en los pacientes en hemodialisis (Kalantar-Zadeh et al.,, 2003), ya
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que es esencialmente una version modificada de la Evaluacion Subjetiva
Global de Nutricion (SGA) (Kalantar-Zadeh et al., 1998), el SGA se
recomienda en las guias K/DOQI para ser utilizado de forma rutinaria para
evaluar el estado nutricional de los pacientes en dialisis. EI SGA también ayuda
a medir el grado de gravedad de la inflamacion y la enfermedad (Kalantar-
Zadeh et al.,, 1998).

Existen algunos datos que sugieren que la desnutricion puede conducir a la
inflamacion: a) Los pacientes desnutridos en didlisis pueden tener
concentraciones plasmaticas deficientes en antioxidantes como la vitamina C o
carotenoides, lo que puede conducir a un aumento del estrés oxidativo y la
inflamacion. B) La MPE puede disminuir la resistencia del paciente y
predisponer a la infeccién, lo cual es claramente un trastorno inflamatorio.
Ciertos nutrientes, tales como arginina y glutamina, pueden mejorar la
respuesta inmune (Hulsewé et al., 1999). Ademas, los datos preliminares
sugieren que la levocarnitina puede proteger contra endotoxinas y también

suprimir la elaboracion de TNF-alfa de los monocitos.

Los niveles elevados de los marcadores de inflamacion y malnutricién predicen
un peor pronostico en pacientes con enfermedad renal crénica terminal. A
pesar de esto, ni la infeccién, que por lo general conduce a una respuesta
inflamatoria manifiesta, o la malnutricion son las causas mas comunes de
muerte. Mas bien, la mayoria de los individuos con insuficiencia renal cronica
mueren de enfermedades cardiovasculares (ECV). Por lo tanto, sugiere un
vinculo entre la inflamacion subyacente y la reduccion la supervivencia entre
los pacientes renales, este se observa de manera mas pronunciada para la

inflamacion y la aterosclerosis.

La mejor evidencia que apoya la importancia de la inflamacion en la
patogénesis de la aterosclerosis proviene de la observacién de los pacientes
sin enfermedad renal en los que los marcadores de inflamacién sistémica
aumentada o disminuida estan directamente asociados con un mayor riesgo de

aterosclerosis (Kaptoge et al., 2010).
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Aunque la evidencia es menos clara, los pacientes con ERC estadio 5, con
enfermedad coronaria y mayor riesgo cardiovascular, asi como mayor
mortalidad, tienen niveles elevados similares de reactantes de fase aguda
(Zimmermann et al., 1999).

e El aumento de los niveles de PCR en pacientes con ERC estadio 5 es un
fuerte predictor de mortalidad cardiovascular asi como la concentracion
de albumina sérica (Yeun et al., 2000).

e Aumento de los niveles séricos de IL-6 se asocia a una mayor mortalidad
en pacientes en hemodialisis, y la progresion de la aterosclerosis
carotidea durante la dialisis puede estar relacionada con el aumento de
los niveles de IL-6 (Stenvinkel et al., 2002).

Ademas de la aterosclerosis, la inflamacién puede causar otros efectos
adversos en la enfermedad renal cronica, como la anemia refractaria, los
signos de laboratorio de sobrecarga de hierro o bloqueo del hierro
(Concentracién de ferritina plasmatica mayor de 800 mg/dL e IST menor de
50%), o una mala calidad de vida. Los pacientes en hemodialisis inflamados,
frecuentemente muestran aumento de ferritina sérica, que es un reactante de
fase aguda positivo, y un indicador de aumento de la carga de hierro. Los
niveles séricos de ferritina se correlacionan con las tasas de hospitalizacion, y
un aumento en la concentracidbn de ferritina en suero en pacientes de
hemodidlisis puede estar asociado con un mayor riesgo de muerte (Kalantar-
Zadeh et al.,, 2001).

1.3.2. Aspectos nutricionales del paciente en hemodialisis.

Dependiendo en parte del método utilizado y de la poblacion estudiada, deL 40
aL 70% de los pacientes con enfermedad renal crénica estadio 5 estan
desnutridos (Thunberg et al., 2005), una complicacibn que parece estar

asociada con una mayor mortalidad (Lowrie and Lew, 1990).

Como resultado de la frecuencia de la malnutricion, la evaluacion perioddica del

estado nutricional debe ser parte de la rutina de cuidados de pacientes de
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didlisis para permitir su reconocimiento temprano y la instauracion de la terapia
apropiada. La mayoria de los métodos estandar de evaluacion del estado
nutricional se pueden aplicar a pacientes con insuficiencia renal, sin embargo,

algunos de estos parametros se alteran por la uremia.

1.3.2.1. Métodos de evaluacién del estado nutricional

No hay ninguna medida Unica que se puede utilizar para determinar la
presencia de la desnutricion. Se recomiendan, el indice de masa corporal
(IMC), una medida de proteinas de la dieta y la ingesta de energia, y por lo

menos una medida del estado de proteinas en sangre (Tabla 3).

Tabla 3. indices malnutricion en pacientes con hemodialisis (Libro Tratado de

hemodidlisis, segunda edicion actualizada, 2006).

Indices bioquimicos y antropométricos orientativos de malnutricion en pacientes en hemodidlisis

Albimina <4yl Tardio. Atencion a valores 3,5-4

Colesterol <150 mg/dl Mayor relacion con deshutricion energética
Transferrina < 200 mg/d| Modulada por reservas hierro y EPO

Peso corporal <80 % Respecto a valores normales para edad, sexo y talla
Pardmetros antropométricos <60% Respecto a valores normales para edad, sexo y talla
IGF-1 < 300 gl

4BUN a pesar de mantener la misma pauta de didlisis
PCR (gkg/dia) <08

d del Ky PO4

Prealhtmina <30 mg/d Reactante fase aguda negativo

Inmunocompetencia Linfopenia 4 Linfocitos T, T linfocitos B

J Creatinina 4 Progresivo respecto a valores previos

Protefna C reactiva Marcador de estado inflamatorio

El examen fisico y la historia a menudo pueden proporcionar pistas

importantes para el paciente que puede estar desnutrido.

¢ Sintomas tales como nauseas, vomitos, anorexia, la pérdida o ganancia
de peso. Grandes ganancias de peso interdialiticas reflejan excesiva

ingesta de liquidos y sodio. En algunos casos, sin embargo, con el
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tiempo, el aumento de ganancia de peso corporal puede representar la
mejora del estado nutricional.

e La presencia de problemas concomitantes que pueden afectar a la
nutricion, tales como el alcoholismo, la diabetes mellitus y la enfermedad
gastrointestinal.

e Los problemas psicosociales, como el acceso y la asequibilidad de los
alimentos, la capacidad de preparar las comidas, y el papel de los
miembros de la familia en la preparacién de alimentos. Los signos y
sintomas de la depresion también deben ser identificados, ya que la
depresion clinica a menudo resulta en una falta de interés y la

disminucién de la ingesta calorica.

El examen fisico debe incluir una evaluacion del estado de volumen del
paciente, ya que el "peso seco" debe ser comparado con el peso corporal

recomendado.

La ingesta de proteinas, grasas e hidratos de carbono se puede calcular a
partir de las tablas de alimentos estandar. La ingesta diaria proteica también
puede estimarse mediante el calculo de la tasa de catabolismo proteico (PCR).
Cabe sefialar, sin embargo, que la PCR es un reflejo de la ingesta de proteinas
solo si el paciente esta en balance de nitrdgeno neutro.

Las medidas antropométricas proporcionan un método rapido, no invasivo y
reproducible para evaluar la grasa corporal y la masa muscular. Mientras la
antropometria tiene la ventaja de ser simple y rapida de llevar a cabo, no es tan
precisa como otras técnicas mas sofisticadas. Las medidas mas sofisticadas de
la composicion corporal incluyen el analisis de impedancia bioeléctrica (BIA) y
de doble energia absorciometria de rayos X (DEXA) (Tattersall et al., 2007).
Un inconveniente principal de estas técnicas es la dificultad de distinguir entre
la masa grasa y el agua corporal. Ademas, el DEXA es bastante caro y no

siempre estan disponibles.

Se ha utilizado la medicién de varias proteinas plasmaticas para evaluar el
estado nutricional en pacientes con funcion renal normal. Estas mismas

proteinas pueden ser monitorizadas en pacientes en hemodialisis.
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1.3.2.2. indices bioquimicos para la evaluacion del estado

nutricional
AlbUmina

La concentracion de albumina en plasma se correlaciona razonablemente bien
con las reservas de proteinas del cuerpo; la hipoalbuminemia es una
manifestacion relativamente tardia de la desnutricion, ya que la albumina tiene
una vida media larga y su reserva hepética es muy grande. Sin embargo, los
cambios en el volumen extracelular representan una fuente potencial de error
en la evaluacion de la concentracion plasmatica de albumina. Como ejempilo, la
expansion de volumen, que normalmente estd presente antes de la didlisis,

puede reducir la concentracion plasmética de albumina por dilucién.

Varios estudios han demostrado una correlacion negativa entre la
concentracion de albumina plasmatica y la mortalidad en pacientes sometidos a
hemodidlisis o dialisis peritoneal (Kalantar et al., 2005; Lowrie and Lew, 1990)
(Figura 5).

El aumento en la mortalidad con hipoalbuminemia parece ocurrir incluso a
niveles casi normales de albumina (3,5 g/dL o 35 g/L), sin embargo, el riesgo
es mayor con hipoalbuminemia mas grave, siendo mayor en los pacientes con

una concentracion de albumina en plasma por debajo de 3 g/dL (30 g/L).

Algunos pacientes en hemodialisis tienen una concentracion de albumina
plasmatica baja debido a la disminucién de la sintesis de albumina a pesar de
una adecuada ingesta de proteinas (Kaysen et al., 1995). Estos pacientes
tienen evidencia de una respuesta de fase aguda, lo que sugiere que un
proceso inflamatorio subyacente es el responsable de la disminucion de la
produccion de albumina (De Mutsert et al., 2009). La inflamacion puede ser
debida en parte a la utilizacion de membranas de dialisis bioincompatibles,
subyacente a infecciones del acceso vascular, u otras infecciones ocultas o

inflamacion (Tayeb et al., 2000).
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Figura 5. Correlacion negativa entre la concentracion de albumina plasmatica y
la mortalidad en pacientes sometidos a hemodialisis (Assessment of nutritional

status in end-stage renal disease ©2015 UpToDate®)

El riesgo de mortalidad entre los pacientes de
hemodialisis de acuerdo a la albimina sérica durante la
dialisis de mantenimiento

15—

12+

Odds ratio for death

0 ] ] ] ] ] 1
<25  25-29 3.0-34 3539 4.0-44 =245

Plasma albumin concentration, g/dL

La odds ratio para muerte, ajustado por edad, sexo, raza, vy la
enfermedad subyacente, segln la concentracion plasmatica de
albumina en pacientes en hemodidlisis. La probabilidad de morir
estaba inversamente relacionada con la concentracion plasmatica
de albimina, siendo mayor a una concentracion de albimina en
plasma por debajo de 3,0 g / dl (30 g / L). Todos los valores son
significantemente diferente (p <0,001 a 0,03) a partir de la razon
de posibilidades de 1,0 a una concentracion plasmatica normal de
albiminade4,0a4,4qg/d (40add4qg/L).

Los datos ce Owen, Jr WF, Lew, NL, Liu, Y, et af, N Engl J Meg 1933;
329:1001.

Transferrina

La concentracion plasmatica de transferrina se utiliza para evaluar el estado
nutricional en pacientes con funcion renal normal. Se han descrito en pacientes
en dialisis niveles bajos de transferrina y se le han atribuido a la desnutricion.
Sin embargo, los valores plasméaticos de transferrina con frecuencia se reducen
en la insuficiencia renal independiente de la desnutricion, quizas debido a las

fluctuaciones de las reservas de hierro.
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Prealbimina

La concentracion plasmética de prealbumina (transtiretina) puede variar
también con el estado de nutricion en pacientes con funcion renal normal. Sin
embargo, esta proteina se excreta y metaboliza por el rindn por lo que tiende a
acumularse en la insuficiencia renal (Cano et al., 1988). Por lo tanto, un valor
anico no puede ser un predictor muy exacto del estado nutricional. Sin
embargo, mediciones en serie a un mismo paciente se pueden monitorizar a lo

largo del tiempo, y estimarse segun las variaciones.

La prealbimina, a diferencia de albumina, tiene una vida media corta y cambia
rapidamente en respuesta a alteraciones en el estado nutricional. Se ha
sugerido que un valor por debajo de 30 mg/dL es indicativo de malnutricion en

los pacientes en hemodialisis.

Sin embargo, los niveles mas bajos de prealbimina, como los de la albumina,
también pueden reflejar una enfermedad aguda intercurrente. Un estudio
encontré que la disminucion de los niveles de prealbumina se correlacion6 de
manera independiente con el aumento de la mortalidad y la hospitalizacién por
infeccion (Chertow et al., 2005).

Aminoécidos

Hay un patron variable de aminoacidos en sangre en la enfermedad renal
cronica estadio 5. En general, los niveles de aminoacidos esenciales se
encuentran disminuidos, mientras que los aminoacidos no esenciales se

encuentran dentro de la normalidad o aumentados.

Concentracion plasmatica de colesterol

La concentracion de colesterol en plasma se reduce en pacientes desnutridos
con funcién renal normal. Los niveles de colesterol son también mas bajos en
los pacientes con enfermedad renal cronica estadio 5. En este contexto, existe
una relacion inversa entre la mortalidad y la concentracion de colesterol (Iseki
etal., 2002; Degoulet etal., 1982).
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Nitrdgeno ureico en sangre (BUN)

Las mediciones seriadas del BUN pueden ser particularmente utiles en el
control de la ingesta de proteinas y del estado nutricional. Los pacientes

desnutridos a menudo muestran una reduccion gradual del BUN.

Produccioén de creatinina

Ya que la creatinina se produce a partir metabolismo de la creatina no
enzimatica en el musculo esquelético, la estimaciéon de la tasa de produccion
de creatinina se ha utilizado para evaluar la masa corporal magra en pacientes
estables en didlisis. Se ha estimado que la masa corporal magra fue por
debajo de lo normal en el 47 y 66 % de los pacientes en hemodialisis y didlisis
peritoneal, respectivamente, lo que sugiere una nutricion inadecuada. La
supervivencia se reduce en pacientes con menores concentraciones
plasmaticas de creatinina, otra sugerencia sobre el impacto del estado

nutricional sobre la evolucion del paciente.

1.4. HEMODIAFILTRACION ONLINE

A pesar de las mejoras en tecnologia y atencion a los pacientes, la tasa de
mortalidad de los pacientes en dialisis sigue siendo alta, de aproximadamente
15 al 20 % por afio (Figura 6). En un intento de mejorar los resultados, se
postuld6 que una dosis de dialisis mas alta a la que se proporcionan
comunmente durante la didlisis convencional puede aumentar la supervivencia

de los pacientes sometidos a terapias de reemplazo renal (USRDS, 2010).
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Figura 6. Mortalidad de pacientes con ERC estadio 5 segun el registro
americano (USRDS, 2007) comparado con la poblacion general (©2015
UpToDate®).

All-cause mortality among ESRD patients from 2007 USRDS
data
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ESRD: prevalent ESRD patients, 2007. General Medicare: non-ESRD
patients with at least one month of Medicare eligibility in 2007. Adjusted
for gender and race. Medicare patients, 2007, used as reference cohort.
Reproduced from: U.S. Renal Data System, USRDS 2009 Annual Data Report: Atlas of
Chronic Kidney Disease and End-Stage Renal Disease in the United States, National
Institutes of Health, National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases, Bethesda, MD, 2009. The data reported here have been supplied by the
United States Renal Data System (USRDS). The interpretation and reporting of these
data are the responsibility of the author(s) and in no way should be seen as an official
policy or interpretation of the U.S. government.

Sin embargo, esta hipétesis fue refutada en dos grandes estudios bien

disefiados, tanto en pacientes en hemodidlisis como en didlisis peritoneal:

e El estudio HEMO (Eknoyan et al., 2002) no logré6 demostrar un efecto
positivo sobre la supervivencia del paciente cuando la dosis de dialisis
por cada sesion se elevo por encima de las habituales recomendaciones
de las guias K/ DOQI.

e En el estudio ADEMEX (Paniagua et al., 2002) no se observé aumento
de la mortalidad con las dosis de dialisis peritoneal mayores que un Kt /V
semanal de 1,7.

A raiz de estos estudios negativos, mucha de la atencién se ha vuelto hacia

las técnicas alternativas de dialisis, tales como la hemodialisis larga y
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hemodidlisis corta diaria, las técnicas convectivas (Hemofiltracion) y mixtas

(Hemodiafiltracion).

Para comprender mejor el posible papel de las terapias alternativas de
reemplazo renal, vale la pena revisar brevemente las propiedades fisicas de
conocidas toxinas urémicas y la eficacia con la hemodialisis convencional

elimina estas sustancias.

Los resultados sindrome urémico dependen en gran medida de la acumulacion
de toxinas en los pacientes con ERC avanzada, que incluyen moléculas que
normalmente son filtradas, eliminadas o catabolizadas por el rifidn normal. De
la gran cantidad de solutos retenidos en la insuficiencia renal, por lo menos

90% de los compuestos identificados pueden ser téxicos.

Los solutos se pueden dividir en las siguientes categorias generales
(Vanholder et al., 2003):

e Toxinas de bajo peso molecular (PM), (PM <500 D).

e Toxinas de peso molecular medio (500 a 15.000 D), medias o medianas
moléculas (MM).

e Grandes solutos (> 15.000 D), frecuentemente clasificados como
proteinas de peso molecular grande.

Las moléculas de bajo peso molecular, ejemplificadas por la urea, contribuyen
al sindrome urémico, ya que los sintomas urémicos mejoran con la
hemodidlisis convencional, incluso usando membranas de baja permeabilidad,

gue principalmente eliminan tales toxinas.

La cuestidn relativa a la contribucion de la retencion de medias moléculas, a
los sintomas urémicos, ya que su aclaramiento es bajo en la hemodilisis
convencional por tener mayor tamafo, se ha debatido ampliamente. Sin
embargo, no hay duda de que algunos de estos compuestos son toxicos (32

microglobulina, hormona paratiroidea [PTH], y otros).
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Los niveles de B2 microglobulina, por ejemplo, se asocian con el desarrollo de
amiloidosis relacionada con la dialisis y una supervivencia reducida. Parece
probable que la B2 microglobulina pueda servir de marcador del aclaramiento
de medias o0 medianas moléculas, incluyendo otros mas téxicos y a solutos que

aun no han sido identificados.

Por ultimo, se estan acumulando pruebas de que las toxinas mas grandes o
unidas a proteinas contribuyen a la alta prevalencia de la enfermedad
cardiovascular en la enfermedad renal cronica estadio 5 (Yavuz et al., 2005;
Vanholder et al., 2003).

La extraccion de solutos durante la hemodidlisis convencional se produce por

tres mecanismos diferentes (Figuras 7 y 8):

e La difusion pasiva se establece un gradiente de concentracion entre la
sangre del paciente y el liquido de dialisis.

e La conveccion, donde las fuerzas de friccion entre el agua y los solutos
resultan en el transporte de solutos de peso molecular tanto grande
como pequefio en la direcciébn de la ultrafiltracion (es decir, arrastrar
disolvente).

e La adsorcion de los solutos a la membrana de dialisis.

El aclaramiento de solutos pequefios durante la hemodialisis convencional
depende de su tamafio, asi como del gradiente de concentracién a través de la
membrana de didlisis. Cuando el peso molecular de un soluto (incluyendo
aguellos que son proteinas) aumenta, la eliminacién por difusion se vuelve

menos eficiente.

La eliminacion de solutos de medio y gran tamafio depende de su
concentracion en plasma, del peso molecular, de la proteina de union, de la
duracion de la didlisis, de la permeabilidad de la membrana y de la presencia
de transporte convectivo. Las técnicas convectivas de dialisis, se han
desarrollado para aprovechar la capacidad de conveccién para eliminar solutos

mayor peso molecular.
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Figura 7. Representacion esquematica del movimiento de solutos durante la

dialisis (Overview of the hemodialysis apparatus ©2015 UpToDate®).

Schematic depiction of solute movement in dialysis

Arterial Inflow =~ Blood = \/enous return

Membrane

Dialysate outflow =g Dialysate g Dialysate inflow

Schematic representation of the movement of solute from blood to
dialysate across the dialysis membrane. Blood and dialysate move in
opposite directions (ie, flow in a countercurrent fashion) to maximize the
clearance of solute.

Figura 8. Trasporte difusivo (A) y convectivo (B) en hemodidlisis (Libro

Nefrologia Clinica, Hernando Avendafio L., 32 Edicion, 2009).

Difusidon Cormveccitn y ulrafitracion

1.4.1. Técnicas convectivas

La tasa de transporte convectivo de solutos durante la dialisis depende del
coeficiente de cribado del soluto para una membrana dada y la tasa de
ultrafiltracién, que a su vez depende de la presion transmembrana (PTM). El
coeficiente de cribado es la relacion de la concentracion del soluto en el
ultrafiltrado sobre la del mismo en plasma. Va desde 0 (no eliminacién) a 1

(eliminacion completa). Como ejemplo, el coeficiente de cribado para pequerias
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moléculas es 1, mientras que el coeficiente de la 2 microglobulina es 0,6 a
través de membranas de alto flujo y se aproxima a 1 con algunas de las nuevas

membranas.

El transporte convectivo también esta influenciado por la formacién de la
membrana secundaria y la polarizacion de la concentracion (Huang et al.,
2006):

e La formacion de la membrana secundaria esta relacionada con la
adsorcién de proteinas en la superficie de la membrana que ofrece
resistencia a la transferencia tanto de agua como de solutos.

e La polarizacion de la concentracion, constituye una capa de un soluto de
alto peso molecular cercana a la membrana, que se crea debido al
aumento de la concentracién del soluto especifico que deja tras de si
durante la ultrafiltracion debido a su tasa de transferencia mas lenta.
Esto crea un gradiente de concentracion, el flujo lejos de la membrana y
hacia el centro de la fibra hueca, impide la conveccion de otros solutos.
Al mismo tiempo, sin embargo, aumenta el gradiente de concentracion
de soluto en particular a través de la membrana, facilitando asi su
eliminacién. La polarizacion de la concentracidn es mas prominente con
altas tasas de ultra-filtracion, bajas tasas de flujo de sangre (menos
lavado de la capa de la concentracion), y el uso de técnicas postdilucion

(en lugar de predilucién).

La presién transmembrana (PTM) es necesaria para que tenga lugar la
conveccion. La relacion entre la PTM vy la ultrafiltracion es lineal para niveles
moderados de TMP. Sin embargo, la ultrafiltracion alcanza meseta o se
invierte con valores mas altos de PTM, disminuyendo de ese modo la eficacia,

al tiempo que aumenta el riesgo para el paciente.

Como tratamiento renal sustitutivo, las dos técnicas principales utilizadas para
proporcionar una eliminacion sustancial de grandes toxinas urémicas a través

de la conveccion son la hemofiltracion (HF) y la hemodiafiltracién (HDF).
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1.4.1.1. Hemofiltraciéon

En la hemofiltracién (HF), se extrae liquido de la maquina de dialisis a través
de aumento de la presion transmembrana y la solucion de sustitucion se
infunde por via intravenosa en un volumen igual menos la retirada de fluido de
volumen deseado. El aclaramiento del método para un soluto en particular
viene dictado por el volumen de ultrafiltracion y el coeficiente de cribado. Como
el coeficiente de cribado para solutos de bajo PM no unidos a proteinas es
igual a 1, el espacio libre para las pequefias moléculas es igual al volumen de
ultrafiltrado. Aunque la hemofiltracion es eficaz en la eliminacién de los solutos
con PM mas grandes, es menos eficaz en la eliminacion de las moléculas

pequefias, ya que esta restringido por el volumen de ultrafiltracion.
1.4.1.2. Hemodiafiltracion

La hemodiafiltracion (HDF) es una combinacion de hemodialisis y
hemofiltracién ideada para superar la baja tasa de aclaramiento de solutos

pequefios por hemofiltracion mediante la adicion de un componente difusivo.

El tratamiento estandar para la HDF intermitente, como tratamiento renal
sustitutivo, incluye tres sesiones por semana durante tres a cinco horas, igual
que con la hemodialisis convencional intermitente. Un tratamiento convencional
de HDF incluye, una configuraciéon de la dilucién posterior, con un flujo de
sangre de 300 ml/min (500 ml/ min para la dosis alta), un flujo de dializado de
500 ml / min, un flujo de un volumen de sustitucién de 60 ml / min (120 ml/min
para la dosis alta) y un dializador de alto flujo de 1,4 m? (2,2 m? para la dosis
alta).

Terapias continuas de reemplazo renal utilizando conveccion también se
utilizan en la unidad de cuidados intensivos para el tratamiento de la

insuficiencia renal aguda.
1.4.1.3. Los métodos de infusion del fluido de reemplazo
El liquido de sustitucion puede ser infundido antes (modo predilucional) o

después del dializador (modo postdilucional) tanto en HF como en la HDF. Se
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genera un gran volumen de ultrafiltrado a través de una membrana con alta

permeabilidad hidraulica (Figura 9).

Figura 9. HDF-OL postdilucional y predilucional (Nefrologia al dia,

nefrologiadigital.revistanefrologia.com).
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1.4.1.4. Modo postdilucional

En el modo postdilucional, el volumen de ultrafiltracién esta limitado por la
hemoconcentracion resultante que se produce. Como resultado, es deseable
una alta tasa de flujo sanguineo. Para evitar la hemoconcentracion extrema, lo
que puede conducir a la insuficiencia de la ultrafiltracion, la fraccién de
filtracion se debe limitar a un 50%. La fraccion de filtracion se calcula como el
volumen de ultrafiltracion / agua plasmaética, que es igual a (flujo de sangre) X

(1 - hematocrito).

Otra limitacién de la técnica postdilucional es el riesgo de pérdida de albumina,
asi como el riesgo de aumento de la presion de transmembrana necesaria para
alcanzar el volumen de ultrafiltracion deseado. La PTM alta puede disminuir la
ultrafiltracibn y puede conducir a la ruptura de la fibra. La PTM debe
mantenerse por debajo de 400 mmHg. Por lo tanto, el limite de ultrafiltracion
depende del flujo de la sangre, el hematocrito y albumina de suero. Por lo
general, se realiza una ultrafiltracion de 20 a 25 litros durante un tratamiento de
cuatro horas.
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1.4.1.5. Modo predilucional

El modo de predilucional, la principal desventaja es una disminucion relativa en
el aclaramiento de moléculas pequefias. Esto es debido a una reducciéon del
gradiente de concentracion entre la sangre y el dializado, que es causada por

la infusion de la solucion de sustitucion.

Por lo tanto, con los mismos volimenes de ultrafiltracion, el modo
postdilucional es superior al modo postdilucional para la eliminacién de todos
los solutos, en particular las moléculas medias y grandes (Ahrenholz et al.,
1997). En el modo de predilucion HDF, el volumen de UF y la tasa de
sustitucion del fluido de infusién puede ser tan alta como 400 ml/ min o de 60 a
100 litros por sesion.

Los defensores de HDF predilucién sostienen que es posible usar mayores
tasas de ultrafiltracién, lo que aumenta la eliminacién convectiva. Se ha
calculado que, a menos que el volumen de liquido de sustitucién superior a 200
ml/min, el modo de postdilucion ofrece un mayor aclaramiento convectivo
(Colussi and Frattini, 2007).

Se podria concluir que es mas util utilizar predilucion en HF y HDF en
posdilucional. Este enfoque tiene como objetivo el volumen méaximo de
intercambio de fluido en ambos casos. Cuando se generan grandes volumenes
de ultrafiltrado, la eleccion de la membrana y el control de la presion de

transmembrana son importantes para evitar la pérdida en exceso de proteinas.
1.4.1.6. Fluido de sustitucion

Inicialmente, se utilizé una solucion de Ringer Lactato estéril. Mas
recientemente, se han adoptado soluciones basadas en bicarbonato. Con estas
soluciones, el acetato, que se utiliza a veces en los concentrados de acido, se

convierte in vivo en bicarbonato.

Como la HF/HDF fue evolucionando, se utilizaron mayores volimenes de
liquido de sustitucion. Esto dio lugar a mayores costos, y la creciente

preocupacion acerca de la contaminacion microbiolégica.
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Por lo tanto, surgi6é la necesidad de generar grandes cantidades de fluido de
sustitucion de mayor pureza. Posteriormente, ha habido un creciente interés en
la generacion del "liquido ultra-puro” incluso para la hemodidlisis convencional.
Esto es debido al creciente reconocimiento de que la exposicion a los
componentes bacterianos no sélo puede causar reacciones pirogénicas Sino
también un bajo grado de inflamacion que puede contribuir a la aterosclerosis,
la malnutricion y los malos resultados para los pacientes de dialisis (Stenvinkel,
2005).

El significado del término "ultra-puro” ha evolucionado en las Ultimas dos
décadas. Los estandares microbioldgicos adoptados por la Asociacion
Americana para el Avance de la Instrumentacion Médica (AAMI) de agua para
didlisis son <200 unidades formadoras de colonias (UFC) y <0,5 unidades de
endotoxina (UE)/ml. Las normas mas estrictas de la Farmacopea Europea

incluyen <100 UFC y <0,25 UE/ml, respectivamente.

Adoptadas las siguientes definiciones, se requiere por tanto <0,1 UFC y <0,03

UE/mI de una solucion para considerarla "ultra-pura”.
1.4.1.7. Técnica de produccién del liguido online

La técnica de produccion de liquido “online” (inicialmente denominada
esterilizacion en frio) ha permitido la producciéon de un volumen ilimitado de
fluido "puro" de sustitucion con un costo cercano al de la hemodialisis
convencional (Ledebo, 2002; Ledebo, 1999). El primer paso del proceso incluye
la filtracion del agua después de que se produce utilizando la técnica de
osmosis inversa. El agua se utiliza a continuacion para la produccion del liquido
de dialisis. Este paso también se ha adoptado en varias maquinas de
hemodidlisis para producir liquido de dialisis de pureza mejorada para la
hemodialisis. El segundo paso incluye una filtracion adicional del liquido de
dialisis. Finalmente, se realiza una tercera filtracion por un microfiltro
desechable, tras 190 sesiones de didlisis, que completa la creacion de la
solucion de sustitucién. El liquido de didlisis antes de la udltima filtracién se

utiliza para el elemento de difusion de la HDF. La pureza que consigue
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utilizando este enfoque ha sido confirmada en repetidas ocasiones (Ledebo,
2002; Vaslaki et al 2000) (Figura 10).

Figura 10. Esquema de funcionamiento de la HDF online, en pre y en post

dilucion (Nefrologia al dia, nefrologiadigital.revistanefrologia.com).
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En la mayoria de los sistemas de didlisis, el volumen de solucién de sustitucion
se resta del volumen total de dializado producido. El aumento de la
ultrafiltracién y la necesidad de un volumen de solucion de sustitucion mejoran

la eficacia de la conveccion.

En 2007, las Directrices sobre las mejores practicas europeas para
hemodialisis, recomiendan que los volumenes de intercambio deben ser lo mas

altos posibles, teniendo especial consideracion con los temas de seguridad.

1.4.2. Efectos bioquimicos de las técnicas convectivas

Hay tres componentes principales de las terapias dialiticas convectivas que
pueden dar lugar a mejores resultados clinicos en comparacion con los

observados con las técnicas convencionales de hemodialisis:
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e El proceso convectivo se asocia con aumento de la eliminacion de las
moléculas mas grandes.

e El uso de membranas biocompatibles de alto flujo disminuye la
liberacion de citoquinas.

e El uso del liquido de dialisis de alta calidad (“ultrapuro”) se asocia con
disminucién de la liberaciéon de citoquinas y la introduccién de menos

impurezas.

Sin embargo, algunos de estos elementos también han sido adoptados por la
hemodialisis de alto flujo. Como ejemplos, las membranas de flujo alto son
ampliamente utilizadas en la hemodialisis convencional y el liquido de dialisis
ultrapuro esta disponible a un coste minimo. Ademas, con la hemodialisis
convencional, hay un elemento de conveccién a través de la “retrofiltracion”
cuando se utilizan las membranas de flujo alto, aunque el grado de
aclaramiento convectivo es tipicamente menor con la hemodidlisis

convencional.

Por lo tanto, las diferencias entre la tecnologia difusiva y convectiva se han
convertido en algo borrosas. Esto se convierte en un problema cuando se

disefian estudios para comparar estas modalidades.

1.4.2.1. Eliminaciéon de solutos con las técnicas convectivas

Urea y creatinina, la eliminacion de pequefias moléculas se incrementa con
el uso de la HDF online de alto flujo y puede ser similar o incluso superior a
hemodidlisis dependiendo del volumen de la solucion de sustitucion. En el
estudio DOPPS Europeo, por ejemplo, los pacientes con HDF de alta eficiencia
(15 a 24,9 L de liguido de sustitucion por sesion) tres veces por semana tenian
mayores niveles de Kt/ V que aquellos en hemodialisis (Canaud et al., 2006).

B2 microglobulina, en comparacién con la dialisis convencional, esta bien

documentado que hay una eliminacion relativamente mejor de (2
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microglobulina mediante técnicas convectivas, asi como de otras medias
moléculas (Maduell et al., 2006; Maduell et al., 2002).

La relacidon de reduccion de B2 microglobulina es entre 70 y 80 % con HDF

online postdilucién, en comparacion, es entre 50 y 60 % en HD de alto flujo.

Fosfato, la HDF-OL mejora la eliminacién de fésforo por lo que se podria
considerar como una opcion para mejorar el tratamiento de la hiperfosforemia.
En este sentido, si bien algunos autores han demostrado que el tratamiento con
HDF-OL consigue mejor depuracién del fésforo que la HD convencional (Penne
et al., 2010; Davenport et al., 2010), otros no han demostrado diferencias en los
niveles séricos entre HD-HF y HDF-OL (Maduell et al., 2013).

Otras moléculas, existen evidencias de que las terapias convectivas estan
asociadas a menor estrés oxidativo, pero no se encontré ninguna diferencia en
los marcadores inflamatorios entre la HDF y hemodialisis de bajo flujo (Calo et
al.,, 2007; Vaslaki et al., 2005). Algunos estudios prospectivos, en series
cortas de pacientes, han logrado demostrar que el transporte convectivo puede
disminuir la actividad de células proinflamatorias, la expresion de citoquinas
proinflamatorias y atenuar la disfuncién endotelial con respecto a la HD de alto
flujo (Ramirez et al., 2007; Carracedo et al., 2006). Recientemente, un estudio
randomizado con reducido niumero de pacientes compara HDF-OL frente a HD
de alto flujo, demostrando que la HDF previene el desarrollo de disfuncion

endotelial y de rigidez arterial (Ramirez et al., 2007).

1.4.3. Efectos clinicos de las técnicas convectivas

La HDF-OL se ha considerado eficaz en determinadas indicaciones
especificas como hiperfosforemia, desnutricion, inflamacién, insomnio,
sindrome de piernas inquietas, polineuropatia, anemia, prurito y dolor articular;
ademas puede prevenir la amiloidosis asociada a dialisis y las complicaciones

infecciosas, asi como mejorar la tolerancia hemodinamica.
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1.4.3.1. Efectos cardiovasculares

Estabilidad hemodindmica, los defensores de las terapias convectivas
sostienen que una de las principales ventajas de estas modalidades es una
mejor tolerancia hemodinamica. Muchos (Altieri et al.,, 2001; Altieri et al.,

1997), pero no todos, los estudios han apoyado esta idea.
Los posibles mecanismos para mejorar la estabilidad hemodinamica incluyen:

e Carga de sal a través de la administracion del liquido de sustitucion (con
una pérdida de fluido relativamente hipotdnico).

e Disminucién de la temperatura corporal central (como resultado de la
infusion de grandes cantidades de liquido a menor temperatura) que
conduce a la vasoconstriccion.

e Se ha sugerido que en si, el liquido de didlisis ultrapuro se asocia con
una mayor estabilidad hemodinamica. Esto puede ser debido a que la
vasodilatacion se reduce debido a la falta de inflamacién o de la

exposicion a los pirégenos.

En resumen, las técnicas convectivas pueden estar asociadas con una mejor
estabilidad intradialitica, aunque el beneficio no puede ser debido a la

conveccion en si.

Hipertension, aunque se ha documentado en la literatura un mejor control de
la presion arterial con terapias convectivas, no hay datos convincentes de
estudios controlados aleatorios en los que las terapias convectivas demuestren

ofrecer un mejor control de la presién arterial.

La hipertrofia cardiaca, hay pruebas contradictorias sobre el efecto de las
terapias convectivas sobre la regresion de la hipertrofia ventricular izquierda
(HVI1). Sin embargo, la HDF diaria puede estar asociada con la regresion de
HVI.
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1.4.3.2. Anemia

El efecto de los regimenes basados en la conveccion sobre la anemia ha sido
variable. Varios estudios no aleatorizados, encuentran mejoria de la
hemoglobina o una disminucion de las necesidades de dosis de eritropoyetina
en HDF (Vaslaki et al., 2006). En comparacién, con Maduell et al., 2013 y dos
ensayos controlados aleatorios, que no demostraron ninguna mejora en estos

parametros con HDF (Beerenhout et al., 2005; Wizemann et al., 2000).

Es concebible que el uso del liquido de didlisis ultrapuro puede reducir la
resistencia a eritropoyetina por mejorar el perfil de citoquinas. La reduccion de
los niveles séricos de moléculas inflamatorias se han observado con el liquido
de dialisis ultrapuro. Varios estudios han demostrado la necesidad de dosis
mas bajas de agentes estimuladores de la eritropoyesis para el mantenimiento

de los niveles de hemoglobina diana (Panichi et al., 2015; Sitter et al., 2000).

Por lo tanto, el efecto beneficioso de terapias convectivas sobre el control de la
anemia, mas alla de los beneficios de la utilizacion del liquido de dialisis
ultrapuro, no se han demostrado. Se necesita de estudios mas amplios para

evaluar mejor esta cuestion resultado en particular.

1.4.3.3. Calidad de vida

En comparacién con la hemodidlisis, la calidad de vida, en general, parece ser

superior en las terapias convectivas (Mucsi et al., 2005).

1.4.3.4. Nutricioén

La anorexia en pacientes urémicos se ha relacionado con la acumulacion de
sustancias urémicas. En ratas urémicas, Anderstam et al., 1996 aislaron e
identificaron toxinas en el rango de 1000-5000 Da en el plasma urémico, que
suprimian el apetito de forma nivel-dependiente. La leptina (PM 16000 Da),

habitualmente elevada en pacientes en dialisis, tiene un efecto anorexigeno
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(Merabet et al., 1997), por lo que su mayor eliminacion con HDF puede

contribuir a un aumento del apetito.

Existe controversia respecto a la nutricion y las técnicas convectivas. En un
estudio controlado aleatorizado, hubo un aumento en la masa corporal magra y
el peso corporal durante un afio en los que se sometieron a HDF en
comparacién con ningun cambio en el grupo sometido a hemodiélsis de bajo
flujo, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa (Beerenhout et
al., 2005). Por lo tanto, se necesitan mas estudios para demostrar la mejoria

en el estado nutricional de las terapias convectivas.

1.4.3.5. Amiloidosis relacionada con la dialisis

En los pacientes tratados con HD durante mas de cinco afios aparece
progresivamente una amiloidosis, fundamentalmente osteoarticular, por

deposito de fibrillas de -2 microglobulina.

Usando datos del registro japonés de pacientes en dialisis, Nakai et al., 2001
investigaron en 1196 pacientes qué modalidad de tratamiento sustitutivo renal
era mas eficaz para el tratamiento de la amiloidosis relacionada con la dialisis.
Tomando como valor de referencia la hemodialisis de bajo flujo el riesgo de
padecer sindrome del tinel carpiano se reducia un 51% para los pacientes que
utilizaban hemodidlisis de alto flujo, mientras que en el caso de HDF en linea
fue de un 99%.

Hasta el momento, el aclaramiento mejorado de la 32 microglobulina a través
de la HDF no se ha traducido en mejoras en la amiloidosis relacionada con la
didlisis. Todavia no hay recomendaciones basadas en la evidencia que nos
indiquen cual es el nivel de 2 microglobulina se considera como umbral para

iniciar el tratamiento convectivo.
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1.4.3.6. Tasas de hospitalizacién

Los datos que describen las tasas de hospitalizaciéon y la duracién de la
estancia con la HDF son limitados. Un estudio que siguié a 45 pacientes
durante dos afios en HDF no demostré ninguna diferencia en las tasas de
hospitalizacion en comparacion con mas de 300 pacientes tratados con
hemodidlisis, mientras que otro estudio cruzado, mostré6 un menor niamero de
hospitalizaciones (8 frente a 17) en las terapias de conveccion, en comparacion
con la hemodiélsis. Recientemente Maduell et al., 2013, han encontrado una
menor tasa de hospitalizacion en los pacientes en HDF-OL. Son necesarios
estudios a mayor escala para hacer frente al impacto de las terapias
convectivas sobre las tasas de hospitalizacion.

1.4.3.7. Supervivencia del paciente

Existen resultados contradictorios en cuanto a la mortalidad en relacién con la
hemodialisis (HD) versus la HDF. Recientemente, se han publicado tres
estudios multicéntricos, prospectivos, randomizados y con gran numero de
pacientes, con el objetivo principal de valorar la mortalidad en HDF-OL frente a

HD de alto o bajo flujo.

El estudio CONTRAST, que comparé la mortalidad por todas las causas, 358
pacientes fueron asignados a HDF online y 356 pacientes fueron asignados a
HD de bajo flujo (Grooteman et al., 2012). En un seguimiento medio de tres
afios, en el andlisis por intencion de tratar se detectaron diferencias en
cualquier resultado. Sin embargo, la falta de beneficio a favor de la HDF
pueden estar relacionada con el hecho de que el volumen de sustitucién fuera
inadecuado, ya que el objetivo del volumen de conveccion de 24 L /
tratamiento no se logro en la mayoria de los pacientes, la media de volumen
suministrada fue de 21 L y entre una tercera parte de los pacientes, solo 18 L o
menos. En apoyo de esta hipoétesis, el andlisis post hoc de tratamiento mostro
una disminucién de la mortalidad entre los pacientes tratados con HDF que
recibieron el mayor volumen de conveccion (> 22 L) en comparacion con el

grupo de HD, incluso después de ajustar por posibles factores de confusion.
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Para los eventos cardiovasculares se observé una tendencia similar, aunque

esto no alcanzo significacion estadistica.

El estudio turco de HDF incluyé 782 pacientes, que se randomizaron para
tratamiento durante 2 afios con HDF en linea frente a HD de alto flujo. En el
analisis primario, la mortalidad global y cardiovascular, la tasa de
hospitalizacion y la aparicion de eventos cardiovasculares no fue diferente
entre los dos tipos de tratamiento. Los autores realizaron también un andlisis
secundario, dividiendo a los pacientes en HDF en dos subgrupos, en funcion de
si el volumen de reinfusién era mayor o menor de la mediana, estimada en 17,4
litros. Como en el estudio anterior, los pacientes que recibian el mayor volumen
de reinfusion mostraron una mejor supervivencia global y cardiovascular. En el
analisis de Cox, ajustado para distintas variables, la mortalidad global de este
subgrupo de pacientes se redujo en un 46% y la mortalidad cardiovascular lo
hizo en un 71% (Ok et al., 2013).

El estudio ESHOL (Maduell et al.,, 2013) incluyé un total de 906 pacientes,
randomizados para recibir HDF-OL o HD. El seguimiento fue de 3 afios; en el
grupo de HD, el 92% de los pacientes estaban con membranas de alta
permeabilidad; y en el grupo en HDF, la mediana del volumen de reinfusion a lo
largo del estudio oscila entre 21 y 22 litros, con un trasporte convectivo total
entre 23 y 24 litros. En el analisis primario mostrd, por primera vez en la
literatura, que los pacientes asignados al grupo de HDF-OL presentaron una
reduccion del 30% en la mortalidad global, un 33% en la mortalidad
cardiovascular y un 55% en la mortalidad de causa infecciosa. En el analisis
secundario, al igual que los estudios anteriores, la mortalidad global se redujo
hasta un 40% y 45% en los dos terciles de pacientes que recibieron mayor
transporte convectivo (23-25 L y >25 L respectivamente). Este estudio observé
una mejor estabilidad hemodinamica intradialisis y una menor tasa de

hospitalizacion en este mismo grupo.
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1.5. INDOLAMINA 2,3-DIOXIGENASA (IDO)

El catabolismo del aminoacido esencial triptofano (Trp) esta estrechamente
regulado en los individuos sanos, el tript6fano es catabolizado por dos vias: la

via de la serotonina y la via de la quinurenina (Figura 11).

La primera via implica la oxidacion del triptéfano a 5-hidroxitript6fano por la
enzima triptéfano-hidroxilasa, seguida por una descarboxilacion a 5-
hidroxitriptamina (serotonina). La segunda via metabdlica es la de la
quinurenina, la cual comienza con una oxidacion del triptofano a N-
formilquinurenina y rapidamente es hidrolizada a quinurenina, siendo ésta el
producto inicial que conduce a varias vias de degradacion y cuyos productos
finales son el acido quinureico, el acido picolinico y los metabolitos de niacina,
estos a su vez, contribuyen a la restauraciéon del suministro de energia
mediante la formacion de la acetil-CoA (via glutarato) y de la dinucle6tido
adenina nicotinamida (via NAD), esta segunda via se controla en un 99% por la
enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) (Stone et al., 2002).

Figura 11. Catabolismo del triptéfano y el papel de la IDO (Schefold et al.,
2009).

: oH
protein pool E> /
N
H

5-hydroxytryptophan 5-hydroxytryptamin
(OH-Trp) (5-HT. serotonin)
Qj/\(‘i
tryptophan 2,3- glutaryl-Co-A
dioxygenase (TDO) (glutarate pathway)
(L )t[y;gtoghan
ACMSDase o
OH 1l
Q kynurenlnase ox1dase A~ C—OH
>95% NH, ‘
indoleamine 2,3- X C—OH
dioxygenase (IDO) (':‘)
(L-) kynurenine (Kyn) 3-OH-anthranilic acid quinolinic acid (Quin)

% SeUIIS

kynurenic acid (Kyna) NAD pathway

43



INTRODUCCION

La indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), cataboliza el triptéfano por la via de la
quinurenina. La IDO se encuentra fundamentalmente en el tejido hepatico, pero
también ha sido encontrada en los tejidos extrahepéticos tales como el
intestino, el pulmdn, la placenta y el cerebro y en las células del sistema
inmune como los macréfagos y las células dendriticas. Esta enzima presenta
una actividad enzimética muy baja, pero sus niveles pueden aumentar hasta
1000 veces cuando es inducida por factores que activan el sistema inmune
como: las interleuquinas 1 y 2, los interferones y y B, el lipopolisacarido
bacteriano (LPS) y algunos virus como el virus de la inmunodeficiencia

humana.

Los productos de la degradacion del triptéfano participan en la activacién y en
la supresiéon del sistema inmune. El acido picolinico, por ejemplo, actia como
un coestimulador del interferon gama en la activacion de los macroéfagos,
mientras que la serotonina inhibe la expresion de las moléculas del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad clase II. El interferbn gama es un potente
inmunomodulador con efectos antiproliferativos y antineoplasicos, capaz de
inducir la expresion de la IDO en diferentes células como macréfagos, células
dendriticas, lineas de células tumorales, fibroblastos de piel y de tejido

conectivo sinovial (Moffett et al., 2003).

La actividad de la IDO, y en general el metabolismo del triptéfano, juegan un
papel importante en la regulacibn en la respuesta inmune, ademas los
metabolitos del triptofano han demostrado estar involucrados en el desarrollo
de las principales sintomas urémicos. Esto incluye, entre otros, la
neurotoxicidad (Moronil, 1999; Widner et al., 1999; Stone, 1993), trastornos en
el metabolismo lipidico, aterosclerosis (Rudzite and Jurika, 1991) y aumento de
la susceptibilidad a la infeccion (Bertazzo et al., 1999; Sakai et al., 1993). La
IDO ha demostrado que puede ser un un factor clave en los procesos
inmunoldgicos incluyendo infeccion, autoinmunidad, reaccion alérgica,
inflamacion crénica y el dafo renal. La actividad de la IDO aumentada se
observa en los estados de la infeccion cronica (Fuchs et al., 1990),
enfermedad maligna (Huang et al., 2002) y de enfermedades

neuropsiquiatricas (Topczewska-Bruns et al., 2003).
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Modelos animales sugieren que el triptéfano y sus metabolitos de la via
quinurenina se excretan a través de la los rifiones. Sin embargo el metabolismo
de triptéfano y la activacion IDO en enfermedad renal crénica (ERC) y su
impacto sobre los pacientes en hemodialisis continua siendo incierto. Teniendo
en cuenta que muchos de los pacientes en hemodialisis presentan un estado
de inflamacién cronica, es posible que la activacion de la IDO tenga relevancia
en la elevada mortalidad cardiovascular que presentan estos pacientes, en

relacion a la inflamacion.

En un estudio (Schefold et al., 2009) se encontr6 que los metabolitos del
triptéfano y la actividad de la IDO se encuentran aumentados en la ERC, y este
aumento es mayor a medida que empeora la funcion, es decir en estadios
finales de la ERC, ademas se encontré que la hemodialisis de bajo flujo no
influia en la actividad de la IDO, con reduccion, aunque parcial de los
metabolitos del triptéfano al final de la sesién de hemodidlisis. Esta eliminacion
parcial se justificO por las caracteristicas de estos metabolitos, que circulan
unidos a proteinas, lo que supone aclaramientos mas bajos de los mismos con

la hemodialisis convencional.

En otro estudio (Eleftheriadis et al., 2012) donde incluyeron un total de 66
pacientes en hemodialisis (HD), 22 de ellos con enfermedad coronaria, que fue
confirmada mediante angiografia coronaria y 24 voluntarios sanos, se midi6 la
concentracion plasmatica de la IDO, la interleuquina-6 (IL-6) y la proteina C
reactiva (PCR). En los resultados se evidencié que, comparado con los
voluntarios sanos, la concentracion plasméatica IDO fue marcadamente mayor
en pacientes con HD (8,04 ng/ml vs 48,9 ng/ml). Los niveles de IL-6 y PCR
también fueron significativamente mayores en los pacientes en HD. En
comparacion con los pacientes sin enfermedad coronaria en HD, la
concentracion plasmética de la IDO fue significativamente mayor en los
pacientes con enfermedad coronaria en HD (38,6 ng/mL vs 74,5 ng/mL). Sin
embargo, no hubo diferencias para la IL-6 ni la PCR, entre los dos ultimos
grupos. Este trabajo pone de manifiesto el papel de la IDO en la patogénesis

de la aterosclerosis.
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1.6. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo (EO) es el desequilibrio entre la produccion de radicales
libres y las defensas antioxidantes a favor de los primeros (Sies, 2015;
Lushchak, 2014; Sies, 1993). Los radicales libres se forman como productos
normales del metabolismo aerdbico, pero bajo determinadas condiciones
fisiopatolégicas, puede aumentar su produccion y concentracién (Halliwell,
1996). Esta implicado en varios procesos patologicos tales como alteraciones
cardiovasculares, desordenes neurologicos, diabetes, isquemias, cancer e

incluso el propio envejecimiento.

Estas alteraciones se pueden clasificar en dos grupos, por una parte estarian
las caracterizadas por variaciones en el estado redox y cambios en la
tolerancia de la glucosa, también denominado estrés oxidativo mitocondrial,
relacionado con enfermedades como el cancer y la diabetes mellitus y por otra
parte, estarian implicados los desérdenes caracterizados por condiciones
inflamatorias oxidativas y un aumento de la actividad de la NADPH oxidasa y/o
xantina oxidasa inducido por especies oxigénicas reactivas (ROS) relacionadas
con procesos inflamatorios crénicos, arterioesclerosis e isquemias y

reperfusiones.

Un radical libre, es un atomo, una molécula o un compuesto que contiene un
electron desapareado en la dltima capa lo que le dota de alta reactividad. Los
radicales libres, son muy electrofilicos y atacan vigorosamente lugares con una
alta densidad electrénica, como pueden ser uniones 0=0 (por ejemplo enlaces
de acidos grasos insaturados), y compuestos que contengan grupos nitrégeno

y —SH (glutation y cisterna, los mas frecuentes).

Actualmente los radicales libres también son conocidos como especies
reactivas oxigénicas o del oxigeno, EROs o ROS y especies reactivas del
nitrégeno ERN o RNS (Halliwell et al., 1999) donde se incluyen ademas de los
radicales libres aquellas especies reactivas aunque no tengan un electron
desapareado. Entre las especies reactivas cabe destacar los radicales como el
ion superoxido (O37), el radical hidroxilo (OH'), alcoxilo (RO’), peroxilo (ROO") y

oxido de nitrégeno (NO). Entre los no radicales se encuentran el peréxido de
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hidrégeno (H-0,), oxigeno singlete (*O,) y peroxinitrito (ONOO") que son de
baja reactividad, pero en presencia de metales de transicion (hierro y cobre)
pasan a radical hidroxilo (OH’) que es la especie oxigénica mas reactiva y
toxica dada su capacidad de reaccionar con las distintas biomoléculas (lipidos,

proteinas, acidos nucleicos) (Figuras 12).

El anion superdxido (O27) es el principal radical libre generado in vivo por la
reduccion del oxigeno molecular a través de la accion del complejo enzimatico
NADPH oxidasa. Tan pronto como O, se forma, se convierte en peroxido de
hidrogeno (H.0;). Comunmente se piensa que la responsable de la lesion
tisular asociada con una gama de enfermedades inflamatorias crénicas es la
produccién excesiva de ROS por la NADPH oxidasa, y ha sido considerado
como una propiedad Unica de fagocitosis de las células. Tanto O, y H,O, son
precursores para la produccion de oxidantes mas potentes. El O, tiene una
alta afinidad para reaccionar con el oxido nitrico de los radicales libres (NO),
produciéndose rapidamente el peroxinitrito RNS (ONOO-), mientras que el
H.O, reacciona con el hierro intracelular para formar el radical hidroxilo (OH’) a
través del ciclo de Haber-Weiss. Los resultantes ONOO- y OH' pueden
conducir a modificaciones oxidativas de proteinas, lipidos, y acidos nucleicos
(Bedard and Krause, 2007).

La capacidad de cada radical o especies reactiva viene determinada desde el
punto de vista quimico por cuatro caracteristicas basicas, como son:
reactividad, especificidad, selectividad y difusibilidad. EI O,” es el mayor
reductor, la simple adicion de un proton da lugar a la formacién de H,O,
convirtiéndose en un agente oxidante muy activo, selectivo y especifico. ElI O;~
no es particularmente reactivo lipidos, glicidos o acidos nucleicos y exhibe
reactividad limitada con determinadas proteinas. El OH', sin embargo reacciona

con cualquier molécula en su proximidad, sin especificidad alguna.

Los tres componentes con mayor capacidad de difusién son el radical
superoéxido, peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo capaces de reaccionar
con moléculas que se encuentran alejadas del lugar de origen incluso con

capacidad de atravesar membranas celulares.
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Figuras 12. A) Especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno (Fang, 2004).
B) Dafio oxidativo (Ortufio-Sahagun et al., 2014).
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Estas especies reactivas se pueden generar a través de diferentes procesos,
entre los que se encuentran las fuentes enddgenas (resultado del metabolismo

aerobico) o exdgenas (Inoue et al., 2003).

Fuentes enddgenas:
elLa cadena de transporte de electrones situada en la membrana
mitocondrial, donde la reduccién monovalente de la molécula de oxigeno
da lugar a la formacion de la mayoria de estos compuestos y constituye
la principal fuente de ROS (Cadenas and Davies, 2000).

eLa cadena de transporte electrénico no fosforilante en el reticulo

endoplasmatico, es decir, la fracciébn microsomal de la célula.

eLas células fagocitarias (neutréfilos, monocitos o macréfagos) utilizan el
sistema de la NADPH oxidasa generando directamente radical
superéxido (Conner and Grishman, 1996) y también generan o6xido
nitrico (NO’), por accién de la oOxido nitrico sintasa sobre la arginina

intracelular, como mecanismo de defensa.

e La activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo
intermediario celular como la xantina, hipoxantina oxidasa, aldehido
oxidasa, monoamino oxidasa que utilizan el O, como sustrato (Li and
Jackson, 2002).

e Autooxidacion de pequefias moléculas. Existen en la célula una gran
variedad de componentes solubles, capaces de producir reacciones de
oxidacion-reduccion, tales como los tioles, hidroguinonas,

catecolaminas, flavinas y tetrahidropterinas

e Reaccion de Fenton-Haber-Weiss. Consistente en la reduccion del H,0;
por iones de metales de transicion, sobre todo el i6n ferroso (Fe?) y el
cuproso (Cu”) y otros iones, para generar radicales hidroxilo. También a
partir del peréxido de hidrégeno y en presencia del radical superoxido

puede formarse el radical hidroxilo, por la reaccion de Haber-Weiss.
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e Fuentes exdgenas:
e Factores ambientales y nutricionales, como contaminantes aéreos
fotoquimicos, radiaciones ultravioleta (Zastrowet al., 2009),
hiperoxia, pesticidas, humos del tabaco, solventes, anestésicos e

hidrocarburos aromaticos.

e La irradiacion de los organismos debido a las radiaciones

electromagnéticas o radiaciones de particulas.

e Muchos agentes antineoplasicos, tales como la adriamicina,
bleomicina, daunorrubicina, el oxaliplatino y algunos antibiéticos
(Kopetz et al., 2009). Algunos de los efectos de estas drogas se
han atribuido a su capacidad para reducir el oxigeno a

superoéxido, peréxido de hidrogeno y radical hidroxilo.

Ademas, la produccion de radicales libres se puede ver aumentada bajo
ciertas condiciones fisiopatoldgicas como la inflamacién, la hiperoxia, el
metabolismo de algunas drogas, alteraciones renales, la exposicion a

radiaciones y el cancer (ll'yasova et al., 2008).

A bajas concentraciones, los radicales libres son necesarios para el buen
funcionamiento celular pudiendo actuar como segundos mensajeros,
estimulando la proliferacién celular y/o actuando como mediadores para la
activacion de las células. Sin embargo, a altas concentraciones se produce el
EO resultado de la interaccion de los radicales libres con distintas
macromoléculas bioldgicas, como lipidos, proteinas, &acidos nucleicos y
carbohidratos, produciendo reacciones en cadena de radicales libres e

induciendo dafio oxidativo (Valko et al., 2007).

Se ha estimado que una célula humana esta expuesta aproximadamente a 1,5
x 10° oxidaciones/dia como consecuencia de la accion de los distintos tipos de
radicales libres (Beckman and Ames, 1997). La capacidad de cada radical o

especie oxigénica reactiva viene determinada, desde el punto de vista quimico,
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por cuatro caracteristicas basicas como son: reactividad, especificidad,

selectividad y difusibilidad.

Accién de los radicales libres sobre los lipidos: Los dobles enlaces de los

acidos grasos insaturados o fosfolipidos polinsaturados son muy susceptibles a
la accion de los radicales libres, en un proceso autocatalitico que tiende a
perpetuarse con el resultado de fragmentacion de los acidos grasos y

formacion de hidroperéxidos y aldehidos citotoxicos.

Las estructuras lipidicas bicapa de las membranas celulares, son muy
susceptibles a la peroxidacion lipidica, lo que puede producir la lesion de
dichas membranas celulares y de otros componentes intracelulares, llevando el
proceso a la muerte celular. Este proceso de la peroxidacion lipidica da lugar a
la formacién de compuestos tales como hidrocarbonos (eteno, pentano, etc.),
alkenales y aldehidos siendo el malonildialdehido un buen marcador biol6gico

de éste proceso.

La lipoperoxidacion es una reaccion en cadena, teniendo lugar en tres fases,
iniciacion, propagacion y terminacién (Mimica-Dukic et al., 2012) (Figuras 13).
Asi, esta peroxidacion lipidica puede iniciarla el radical hidroxilo, el radical
hidroperoxilo y quiza el oxigeno singlete, pero no el radical superoxido o el

perdxido de hidrégeno, que son menos reactivos.

Esta reaccion en cadena que puede iniciarla el radical hidroxilo, que tiene la
capacidad de abstraer un a&tomo de hidrégeno de un grupo metileno de los
acidos grasos dejando un electrén no apareado en el carbono. Los acidos
grasos poliinsaturados son particularmente susceptibles al ataque por radicales
libres debido a que la presencia de dobles enlaces debilita el enlace carbono-
hidrogeno en el atomo de carbono adyacente. El radical generado sobre el
carbono sufre un reajuste molecular para formar un dieno conjugado que es
capaz de combinarse con el oxigeno para formar un radical peroxilo que puede
abstraer un nuevo atomo de hidrégeno y empezar una reaccion en cadena que

continua hasta el agotamiento del sustrato.

51



INTRODUCCION

Los peroxidos lipidicos pueden reaccionar con metales de transicion y
complejos de metales dando lugar a nuevos radicales capaces de estimular
mas la peroxidacion lipidica. La peroxidacion lipidica puede tener efectos
profundos sobre las funciones celulares pues afecta a las membranas
produciendo cambios en la fluidez, aumento de permeabilidad, disminucion del

potencial de membrana y finalmente su rotura.

Figuras 13. Esquemas de la peroxilacion lipidica (Mimica-Dukic¢ et al., 2012;

Leopold and Loscalzo, 2009).
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ROS puede reaccionar con los dobles enlaces de los acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs), para dar los hidroperéxidos de lipidos. El
malondialdehido (MDA), es el producto de oxidacion secundaria del peroxidado
PUFAs, se ha demostrado que tiene efectos mutagénicos y citotoxicos, ademas
de estar involucrado en la patogénesis de varias enfermedades humanas,
incluyendo la aterosclerosis, enfermedades neurodegenerativas y el cancer
(Chen et al., 2011). Los productos de la peroxidacion lipidica como el
malondialdehido, 4-hydroxynonenal (HNE), los productos avanzados de la
lipoxidacién (ALE), acido hydroxyoctadecadienoic (HODE), F2-isoprostanos y
las isolevuglandinas, se ha demostrado que estan elevados en los pacientes en
HD (Morena et al., 2005). Las sustancias tiobarbitarico-acido-reactiva
(TBARS) vy los lipoperoxidos se han documentado aumentados en los pacientes
en HD después de un afio (Caimi et al., 2009; Ramos and Martinez-Castelao,
2008).

Los lipoperoxidos juegan un papel muy importante en el proceso de la

aterosclerosis.

Accién de los radicales libres sobre las proteinas: puede ser reversible o

irreversible, dependiendo del objetivo y de la forma del dafio oxidativo,
ejerciendose fundamentalmente sobre los enlaces insaturados, los anillos
aromaticos y los grupos tiol (-SH). De esta forma, proteinas ricas en
determinados aminoacidos (triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, metionina
y cisteina) pueden sufrir modificaciones estructurales y funcionales. El
triptéfano, tirosina, histidina y cisteina son particularmente sensibles a los ROS
(Stadtman, 2004). Los grupos sulfhidrilo pueden ser transformados en puentes
disulfuro (S=S), produciéndose la inactivacion enzimatica (si la proteina es un
enzima). En otros casos, en los que las proteinas son estructurales, como el
colageno, las fibrillas se pueden romper por el radical superdoxido e
hidroperoxido, proceso que puede constituir el punto de partida para la accion
de proteasas y facilitar la pérdida de estructura de la triple hélice del colageno.
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Como resultado de estas interacciones se produce un incremento de grupos
carbonilo de las cadenas laterales de los amino&cidos y un descenso de grupos
tiol en el entrecruzamiento entre cadenas peptidicas o en la fragmentacion de
enlaces peptidicos. Esta oxidacion puede dar lugar a una pérdida o
modificacion de la actividad biologica de las proteinas y alterar su recambio,
estando asociado con un numero de enfermedades relacionadas con el

envejecimiento (Belonogov et al., 2009).

Accion de los radicales libres sobre los glucidos: La glucosa constituye un

captador del radical superdxido, la manosa y el manitol son eliminadores del
radical hidroxilo. Sin embargo, los polisacaridos son despolimerizados por los
radicales libres, como el &cido hialurénico y los proteinglicanos. Este dafio
oxidativo a los polisacaridos de funcion estructural da lugar a procesos
degenerativos como la artritis reumatoidea. También se postula, en el caso de
la Diabetes Mellitus, que existe una anormal regulacion en el metabolismo de
los peroxidos y los metales de transicién colabora con el establecimiento de la

enfermedad, asi como en las complicaciones que aparecen a largo plazo.

Accién de los radicales libres sobre el DNA: En presencia de oxigeno, se
forman radicales peroxilo por adicion de oxigeno a las bases o al azucar del
DNA. Las reacciones posteriores de los radicales formados en el DNA dan
lugar a un gran numero de efectos, que incluyen rotura de cadenas, sitios
abasicos y modificacion de bases. También se forman puentes cruzados DNA-
proteina. Muchos de estos productos encontrados in vitro, también aparecen en
el DNA de tejidos animales tras el tratamiento con sustancias que estimulan la
generacion de radicales libres. Segun estudios realizados existe una fuerte
correlacion entre dafio al DNA producido por oxidacion y cancer, asi como la
evolucion de los diferentes estadios del proceso de carcinogénesis (Tsuzuki et
al., 2007).

54



INTRODUCCION

Por todo lo sefialado, al estrés oxidativo se le considera un factor etiologico

importante en muchos procesos patoldgicos del ser humano (Figura 14).

Figura 14. Esquema del estrés oxidativo (Terlecky et al., 2012).
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Asi, se le ha relacionado con la insuficiencia renal cronica y algunas
enfermedades renales agudas, carcinogénesis, la arterioesclerosis, la
hipertension arterial y enfermedades cardiovasculares, enfermedades
neurodegenerativas, el desarrollo del sindrome de inmunodeficiencia adquirida,

las complicaciones a largo plazo de la diabetes, etc...(Valko et al., 2007).
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1.6.1. Estrategias celulares contra los radicales libres. Sistemas

antioxidantes.

Los organismos aeroébicos frente a la oxidacién de las células y los tejidos han
desarrollado evolutivamente una serie de complejos antioxidantes que limitan la

actividad y la produccion de ROS, manteniendo el sistema bajo control.

Los mecanismos de defensa que han desarrollado los organismos vivos
implican mecanismos preventivos que previenen la formacion de los radicales
libres, mecanismos reparadores que son aquellos que reconocen el dafio

oxidativo y lo reparan, defensas fisiologicas y defensas antioxidantes.

Las defensas antioxidantes se pueden clasificar en funcion de su naturaleza
como antioxidantes enziméticos y no enziméaticos y en funcion de su

procedencia como antioxidantes endégenos y exdgenos (Figura 15).

Las estrategias de los antioxidantes incluyen tres niveles de actuacion:
prevencion, intercepcion (secuestradores) y eliminacion (Sies, 1993). Los
mecanismos que previenen la formacion de radicales libres como el radical
OH, son de naturaleza enzimatica y constituyen la primera defensa del
organismo frente a los ROS. Los secuestradores estabilizan los radicales libres,
pueden ser enddgenos (glutation) o exdgenos (vitaminas y polifenoles). La
eliminacion y/o reparacion actia cuando las biomoléculas ya han sufrido el
dafio eliminandolas o reparandolas (glicosilasas de ADN, las fosfolipasas y las

proteasas).

Cuando se produce estrés oxidativo las células son capaces de inducir una
respuesta adaptativa por parte del organismo. Por una parte habra una
activacion de la defensa antioxidante mediante la activacion de factores de
transcripcion o bien por la induccion inmediata de genes, dando lugar a la
produccion de las enzimas antioxidantes. Por otra parte habra una represion
del sistema productor de ROS, mediante la inhibicion de la actividad

mitocondrial fundamentalmente.
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Figura 15. Esquema de produccion de ROS y de los mecanismos de defensa
antioxidante (Puttachary et al., 2015).
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Pero si finalmente se produce el desequilibrio entre ROS y sistemas
antioxidantes se puede condicionar la aparicién de alteraciones funcionales y
estructurales a cualquier nivel del organismo. Hay que tener en cuenta que las
membranas biolégicas son permeables a los oxidantes y sus metabolitos, lo
que hace que el lugar del “ataque” oxidante pueda estar lejos del lugar donde
se originan los ROS, vy el lugar de la accion antioxidante pueda estar lejos de
ambos.
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1.6.1.1. Antioxidantes enzimaticos

Las células disponen de enzimas especificas para la neutralizacion de
diversas especies reactivas, como son la superéxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) (Figura 16). No obstante, las
oxidorreductasas de grupos tioles y disulfuros, como el sistema tiorredoxina y la
glutarredoxina, también han adquirido importancia en la prevencion del estrés

oxidativo celular.

Figura 16. Como se defiende la célula de los radicales libres (Devine et al.,
2012).
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Fue la primera enzima en descubrirse por McCord y Fridovich en 1969. Esta
presente en todas las células que utilizan en su metabolismo el oxigeno y esta

ausente en las células anaerobias obligadas.

Constituye la primera defensa contra el radical superéxido, la cual lo

transforma en peréxido de hidrégeno. Esto es asi porgue la funcién fisiolégica
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de la SOD es la eliminacion de los radicales superéxido producidos en las

reacciones del metabolismo aerobio.

20, + 2H" HO, —— » +0,

La enzima superoxido dismutasa existe como una familia de metaloproteinas,
existen otras tres isoenzimas, pertenecientes a la familia de las
metaloproteinas, la CuzZn-SOD, la Mn-SOD y la EC-SOD. La primera se
localiza en el citosol, mientras que la segunda se ubica en la matriz
mitocondrial, y la tercera, que también es una CuZn-SOD, es extracelular
(Figuras 17).

Figuras 17. Isoenzimas de superoxido dismutasa (Kang and Kang, 2013;
Comhair et al., 2010).
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La concentracion intracelular de la SOD citosodlica es de 4-10 uM, mientras que

la intramitocondrial es de 20 uM, aunque varia segun los tejidos.
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Glutation peroxidada (GPx)

Existen dos tipos de glutation peroxidasa, una independiente de selenio

(glutation-S-transferasa; GST EC 2.5.1.18) y otra que es selenio dependiente

(GPx, EC 1.11.1.19).

dependientes de selenio (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 y GPx6) (Figura 18).

Figura 18. Isoenzimas de GPx (Kang and Kang, 2013).
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Selenium-dependent,
Ubiquitously distributed
(Chu et al., 2004)

Selenium-dependent
(Yan and Chen, 2006)

Selenium-dependent,
Extracellular peroxidase
(Olson et al., 2010)

Selenium-dependent, protect
phosphoalipid, inactive struc-
tural capsule of epididymal
spermatozoa
(Imai and Nakagawa, 2003)

Selenium-independent

(Vernet et al., 1999)

Todas las enzimas afiaden dos electrones a los perdxidos reducidos para

formar selenoles (Se-OH). Las propiedades antioxidantes de las seleno

enzimas permiten la eliminacion de peréxidos como potenciales sustratos para

la reaccion de Fenton. Por tanto, esta enzima reduce el agua oxigenada o el

hidroperéxido organico a agua y alcohol respectivamente, y para ello utiliza en

ambos casos el glutation reducido (GSH) como donante de electrones, el cual

esta presente en las células en altas concentraciones (Figura 19).
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Figura 19. Sistemas enzimaticos celulares antioxidantes y actividad de la GPx
(Kang and Kang, 2013).
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El selenio es fundamental para su actividad, de forma que el déficit de este
elemento en la dieta produce una drastica disminucion de la glutation
peroxidasa en todos los tejidos. Es responsable de la eliminacion del peréxido
de hidrégeno en lugares con baja concentracion de catalasa o sin ella,
encontrandose por tanto en el citosol, en la matriz mitocondrial asi como en la
membrana celular, mientras que la catalasa es mas abundante en microsomas,
peroxisomas Yy nucleo celular. En este sentido, la GPx1, ampliamente
expresada vy distribuida, es el mayor “secuestrador” de H,O, y de
hidroperoéxidos lipidicos. Por otra parte, la GPx2 estéa altamente expresada en
el tracto gastrointestinal, mientras que la GPx6, recién descubierta, esta
localizada fundamentalmente en la mucosa olfatoria y en tejidos embrionarios.
La GPx3 esta localizada a nivel extracelular, y la GPx4, presente a nivel
citosolico, nuclear y mitocondrial es la mayor responsable de prevenir la

oxidacion de los fosfolipidos de la membrana celular.

Esto hace ser a las GPx un importante mecanismo de proteccion celular contra
el dafio oxidativo producido a lipidos de membrana, proteinas y acidos

nucleicos.
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Catalasa (CAT)

La enzima catalasa (EC. 1.11.1.6) se encuentra en las células aerdbicas
localizada en los peroxisomas. Es un tetramero de un peso molecular de 240

KDa con un cofactor férrico que debe estar unido al sitio activo de la enzima.

Presenta dos tipos de actividad, actividad catalasa, facilitando Ila
descomposicion del peréxido de hidrogeno para dar agua y oxigeno, y actividad
peroxidasa, que supone oxidacion de dadores de hidrogeniones como el
metanol, etanol, acido formico o fenoles, con el consiguiente consumo de

peréxido.
2 HO, —» 2H,0+0,

Aunqgue realiza la misma funcién que la glutation peroxidasa (GPx), ésta ultima
tiene mayor afinidad por el H,O,, es decir, a bajas concentraciones, la GPx
juega un papel mas importante que la catalasa.

Eficacia de la triada enzimatica: SOD, Catalasa y GPx

La eficacia de esta triada enzimatica reside en una triple accién defensiva que
disminuye la produccién de estas especies oxigénicas, impide la interaccion de
éstas entre si, evitando dar lugar a especies de mayor reactividad, e impide la

peroxidacién de las macromoléculas (Figura 20).

La accién de las 3 enzimas es vital para el funcionamiento normal de la célula
y para el estatus antioxidante de las células de los mamiferos. Aquello que
interfiere con el balance de estas tres enzimas trabajando cooperativamente,
resulta en un desequilibrio prooxidante/antioxidante que favorece la produccion
de ROS y de dafio celular. EI mantenimiento de estas actividades enziméaticas
sera por lo tanto requisito imprescindible para el desarrollo de los organismos y

la lucha contra el estrés oxidativo.
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Figura 20. Mecanismo de accion de la triada enzimatica (Peng et al., 2014).

SOD
Stepl | Og- + Op- +2H" > 0, + O,
CAT
Step 2 H,0, + H,0, > 2H,0+ 0,
GPx
Step 3 H,0, + 2GSH > 2H,0 + GSSG
GR

La SOD es la responsable de la reaccion de dismutacion del O, a H,O,, que
en una reaccion posterior catalizada por la catalasa o la glutation peroxidasa
(GPx) detoxificara formando H,O y O.. La catalasa se encuentra principalmente
en los peroxisomas, y su principal funcion es eliminar el H,O, generado en la -
oxidacion de los acidos grasos, mientras que la glutation peroxidasa degradara

el H,O, citoplasmatico (Trachootham et al., 2008).

Tiorredoxina (Trx)

El sistema antioxidante tiorredoxina es uno de los mayores sistemas de control
redox que existe tanto a nivel de citoplasma celular como a nivel mitocondrial,

siendo su estructura y funcionalidad en ambas localizaciones muy similar.

El sistema antioxidante de tiorredoxina esta compuesto por la tiorredoxina y la

tiorredoxina reductasa. La tiorredoxina es una oOxidoreductasa que cataliza la
reduccion de puentes disulfuro, con lo que juega un papel importante en la
regulacion del estado redox de los tioles de las proteinas (Nakamura et al.,
1997) (Figura 21).
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Figura 21. Sistemas de regulacion redox de tiorredoxina y glutation (Johnston
and Ebert, 2012).
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La tiorredoxina posee una secuencia de aminoacidos en el sitio catalitico que
incluye dos residuos de cisteina. Estos pueden ser oxidados reversiblemente
formando un puente disulfuro, el cual puede ser a su vez reducido por la

tiorredoxina reductasa en presencia de NADPH.
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De esta forma, la tiorredoxina interviene en la reparacion de proteinas con
grupos sulfhidrilo. En concreto, el sistema de la tiorredoxina esta implicado en
la prevencion de la oxidacion y/o reparacion de algunas enzimas metabdlicas
como la glucosa-6 fosfato deshidrogenasa, la fosfofructoquinasa, la
fosfoglicerato quinasa y la piruvato quinasa. La tioredoxina reductasa es capaz
ademas de regenerar el ascorbato, el cual es un antioxidante no enzimatico de

gran importancia.

Por su parte, la tiorredoxina peroxidasa es una enzima citosolica capaz de
transformar el H,O, y los alkilohidroperoxidos en agua y alcohol, asi como de

limpiar los radicales tiilo de las células.

De esta forma, la tiorredoxina, a través de mecanismos de regulacion redox
posee control sobre factores de transcripcion que intervienen en la proliferacion
y muerte celular, interviniendo en la regulacion de factores como el gen p53 (el

cual controla la expresion de genes apoptoéticos) y el NF-kB.

1.6.1.2. Antioxidantes no enzimaticos

1.6.1.2.1. Antioxidantes endbégenos

Se agrupan en diversos tipos de moléculas, cuya accion defensiva dependera,
en algunos casos, de una interaccién directa sobre la especie reactiva para
rendir complejos estables o de menor reactividad, siendo por tanto,
componentes que reaccionan directamente con agentes oxidantes y los
inutilizan. A tales antioxidantes se les conoce como “scavengers”, y su papel es
suicida. En otras ocasiones, los antioxidantes actian como moléculas

coenziméticas en la accion catalitica de algunas enzimas.
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Glutation (GSH)

El glutation reducido (GSH) es la fuente mas abundante de tioles no proteicos
en las células (mas del 90%), siendo el antioxidante celular no enzimatico mas

importante. El GSH es el tripéptido gamma-glutamil-cisteinilglicina.

Ademas de ser un antioxidante endégeno también es exdgeno ya que el GSH

en la dieta puede ser absorbido parcialmente desde el intestino delgado.

La sintesis y degradacion del GSH forma el ciclo del gamma-glutamilo. El GSH
es sintetizado en el higado por la accién de dos enzimas, gamma-glutamil
cisteina sintetasa y la glutation sintetasa y una vez formado es transportado a

los tejidos a través de la sangre.

Una de las funciones antioxidantes mas importantes del GSH es la eliminacion
del peroxido de hidrogeno y los perdxidos orgénicos en la reaccion catalizada
por la glutation peroxidasa (GPx), en la que dos moléculas de GSH donan dos
atomos de hidrégeno para dar lugar a glutation oxidado (GSSG), el cual
posteriormente es reducido por la glutation reductasa (GR) para restaurar el
GSH. De esta forma, la concentracion de GSSG en la célula se mantiene a
niveles muy bajos (Figura 15y 17).

El GSH también estda implicado en la reduccion de varios antioxidantes
celulares, como por ejemplo el radical vitamina E vy el radical

semidehidroascorbato (radical de la vitamina C).

Ademas, el GSH esta implicado en la sintesis del DNA, entre otras funciones

para contribuir al mantenimiento del estado redox celular.

La concentracion de GSH en plasma refleja los niveles en los tejidos, asi una

disminucién en plasma de los niveles de GSH pueden ser un indicador de un
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estado patolégico (Wlodek et al., 2006). El fallo renal es un estado patolégico
caracterizado por la aceleracion de procesos peroxidativos que llevan a

alteraciones en los tioles plasmaticos.

1.6.1.2.2. Antioxidantes presentes en el plasma

Los antioxidantes fundamentales presentes en el plasma son: &cido urico,

bilirrubina, ascorbato, ceruloplasmina y ferritina.

Acido Urico

El &cido urico es el producto final del metabolismo de las purinas en el ser
humano y otros primates, ya que carecen de la enzima uricasa, la cual hace
gue continde la degradacion hasta alantoina y urea. Como consecuencia de lo
anterior, el ser humano presenta una concentracion plasmatica de acido urico
mas de diez veces superior a la encontrada en la mayoria de los mamiferos. El
anién monovalente urato es la forma en que se encuentra mas del 99% del

acido urico a pH fisioldgico.

La dieta puede ser una importante fuente de &cido urico, ya que la ingestién de
purinas hace que éstas sean transformadas en &cido Urico por la xantina
oxidorreductasa presente en la mucosa intestinal, de forma que las purinas

ingeridas no aparecen en sangre, sino su derivado el acido urico.

Es por todo lo anterior por lo que el &acido Urico no parece que sea
simplemente un producto de desecho de una via metabdlica, si no todo lo
contrario, ya que puede funcionar como un antioxidante suicida clasico y como
guelante de metales de transiciéon. Por su unién al hierro y/o cobre, el acido
arico puede inhibir las reacciones de oxidacion catalizadas por metales sin que
llegue a ser oxidado. El urato es un eficaz eliminador de derivados del oxigeno
muy reactivos y perjudiciales como el radical hidroxilo y el superoxido e

intermediarios oxigenados del hemo. El urato es tan eficaz como el ascorbato
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como antioxidante. Es de interés que mas del 30% de la capacidad

antioxidante del plasma del hombre se debe al acido urico.
Bilirrubina

La bilirrubina es un tetrapirrol lineal (unido a la albumina) y producto final de la
degradacion del grupo hemo. Es un antioxidante liposoluble y por tanto capaz
de inhibir la lipoperoxidacion. Se le considera de gran importancia fisiolégica
como antioxidante, sobre todo en el recién nacido en los que se ha visto que la
hiperbilirrubinemia neonatal reduce el dafio oxidativo producido por la
hiperoxia. Como antioxidante, la bilirrubina rivaliza en las membranas con la
vitamina E. Se oxida a biliverdina al captar radicales hidroperéxido y éste

finalmente se reduce para dar la bilirrubina.

Algunos productos finales de las vias metabdlicas degradativas, como el urato
y la bilirrubina, han evolucionado para ejercer una accion beneficiosa en el

organismo.

Proteinas secuestradoras de metales: Ferritina, ceruloplasmina y albUmina

Recordar que metales de transicion como el hierro y el cobre implican
autooxidaciones y reacciones gque conllevan la produccion del radical hidroxilo
desde el superéxido, por eso es importante el papel de proteinas quelantes de
metales como antioxidantes preventivas, contribuyendo significativamente en la

capacidad antioxidante de los fluidos corporales.

Ceruloplasmina

Es una proteina que une el cobre en el plasma jugando un papel importante
como barrera en la generaciéon de ROS en el flujo sanguineo y actuando por
tanto como antioxidante. Su actividad bloquea el dafio de oxidacién a lipidos, a
proteinas y DNA, eliminando intermediarios reactivos como el perdoxido de

hidrégeno.
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Ferritina

Es la proteina de almacenamiento del hierro en los mamiferos, actuando como
antioxidante al prevenir la reaccion de Fenton. Juega un papel muy importante
como antioxidante citoprotector del endotelio y protege del dafio oxidativo

mediado por fagocitos.
Albdumina

Desempefaria un papel en este contexto por su alta capacidad para

transportar cobre.

1.6.1.2.3. Antioxidantes ex6genos

Vitamina E

La vitamina E es el antioxidante mas abundante en la naturaleza. El término
vitamina E aglutina al menos ocho isbmeros estructurales de tocoferoles y
tocotrienoles. Entre ellos, el a—tocoferol es el mas estudiado y el que tiene

mayor actividad antioxidante.

R1

R3

a-tocoferol: R, = CHs, R, = CH3; Ry = CH,
B-tocoferol: R, = CHj, R, = H; R; = CHj3
y-tocoferol: Ry = H, R, = CH3; Ry = CHj
S-tocoferol: Ry = H, R, =H; R3 = CHj3

Debido a su alta liposolubilidad, la vitamina E se asocia a membranas ricas en
lipidos, como la membrana mitocondrial, la del reticulo plasmatico o la
membrana plasmatica, protegiéndolas frente a la oxidacion. Aunque
habitualmente la cantidad de vitamina E en las membranas es baja, la

suplementacién dietética puede aumentar su contenido.
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Es considerado el principal antioxidante secuestrador de radicales lipofilicos in
vivo (Pryor et al., 2000). La accion antioxidante de la vitamina E reside en su
capacidad para neutralizar los radicales superoxido, hidroxilo y lipoperoxilo a
formas menos reactivas, ademas de ser capaz de romper la reaccion en

cadena de lipoperoxidacion que ocurre en el dafo oxidativo a las membranas.

Su accién antioxidante viene dada por el grupo fendlico en posicién 6, de
forma que el hidrogeno del grupo oxidrilo reacciona con los radicales. El grupo
—OH del anillo aromético de la vitamina puede experimentar reacciones de
oxidacion perdiendo bien un electrén o un ién hidruro, en este caso la vitamina
se convierte en un radical libre relativamente estable que posteriormente puede
sufrir una reaccion de oxidacion que convierte el anillo central en un nucleo

quindnico.

Asi, la vitamina E se oxida y se inutiliza, haciéndose incapaz de llevar a cabo
posteriores efectos antioxidantes y junto con otros metabolitos se elimina por la

orina.

Sin embargo, por su parte el radical vitamina E es reciclado a vitamina E a
costa de diversos antioxidantes, como el glutation o el ascorbato y esto es muy
importante, ya que regenera o ahorra vitamina E y también reduce el caracter
prooxidante del radical de vitamina E (Figura 22) (Abudu et al., 2004).

Figura 22. Mecanismo de accion de la vitamina E (Vasdev et al., 2006).
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Una dieta deficiente de vitamina E esta relacionado con una reduccion de la
actividad de catalasa hepética, GSH peroxidasa, y glutation reductasa, induce
la peroxidacion lipidica en higado y causa desordenes cardiovasculares vy

neuroldgico (Carr and Frei, 2000).

Ascorbato (acido ascérbico o vitamina C)

La vitamina C o acido ascoOrbico se considera uno de los antioxidantes
naturales mas efectivos y menos toxicos, y es el antioxidante extracelular mas

importante.

Es una vitamina hidrosoluble, y al contrario que la vitamina E, funciona mejor
en medios acuosos. A pH fisioloégico la forma predominante es el anién
ascorbato, estando presente en todos los tejidos, pero es especialmente

abundante en el tejido adrenal.

La vitamina C como antioxidante tiene una doble importancia. En primer lugar
como agente antioxidante capaz de neutralizar los radicales superoxido,
hidroxilo, oxigeno singlete y lipohidroperoxido (Hemila and Wikstrom). Sin
embargo, no es buen antioxidante frente al peréxido de hidrégeno, potenciando
de hecho su generacibn mediante la inhibicion de la catalasa. En segundo
lugar, como agente fundamental en la regeneracién de la vitamina E (Machlin
and Bendich, 1987) y el urato. Al reciclar la vitamina E, se consume el
ascorbato pasando a radical ascorbato, el cual puede ser a su vez reciclado por
la NADH semiascorbil reductasa o por tioles celulares como el glutation o el

acido dihidrolipoico.

El incremento de los niveles celulares de vitamina C aumenta la proteccion
contra los radicales libres, sin embargo, en concentraciones altas, la vitamina C
tiene un efecto prooxidante en presencia de metales de transicién como el Fe**
o0 el Cu ?*. La accién prooxidante de la vitamina C reside en su capacidad para
reducir el hierro férrico o ferroso, el cual es un potente inductor de radicales,
por lo que la utilizaciébn de megadosis de vitamina C ha sido cuestionada por

algunos autores.
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Carotenoides

Los carotenos son un conjunto de pigmentos aislados de plantas y algunos de

ellos como el alfa, beta y gamma carotenos son precursores de la vitamina A.

Son antioxidantes liposolubles situados principalmente en las membranas. Las
propiedades antioxidantes de los carotenoides residen en su estructura,
formada por largas cadenas de dobles enlaces conjugados. El carotenoide es
modificado quimicamente en esta interaccion y los productos resultantes son
antioxidantes menos activos. Esta disposicion permite neutralizar diversos
ROS, incluido el radical superdxido y radicales peroxilo. De hecho, los
carotenoides son capaces de reducir la peroxidacion lipidica provocada por los
radicales libres (Young and Lowe, 2001).
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El mas frecuente e importante es el B-caroteno, que posee actividad
antioxidante y se ha descrito como el mas importante neutralizador del oxigeno

singlete aislado de la naturaleza.

Acido a-lipoico

Se considera un antioxidante ideal o universal, que es absorbido por la dieta y
es antioxidante frente a un elevado numero de radicales libres en medios
lipidicos y acuosos y puede ejercer su actividad mediante la capacidad de

guelar metales de transicion.
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Tras la ingesta el acido a-lipoico se reduce a acido dihidrolipoico (DHLA), el
cual es un potente antioxidante contra los radicales mas importantes, ademas
de participar en el reciclaje de la vitamina C, proceso por el que el DHLA es

convertido en acido a-lipoico (Packer, 1994).
Polifenoles

Los compuestos polifendlicos constituyen uno de los grupos méas importantes
de metabolitos de origen vegetal presentes en la dieta. Dentro de los
polifenoles, los flavonoides constituyen el grupo mas importante, descritos mas
de 4.000 compuestos y divididos en 13 clases. Todos ellos tienen en comun
una parte de estructura difenilpropano consistente en dos anillos aromaticos

unidos a través de tres atomos de carbono formando un heterociclo oxigenado.

De unos afios a esta parte ha aumento grandemente el interés por este tipo de

compuestos, particularmente por los flavonoides, debido a que su capacidad
antioxidante proporciona efectos beneficiosos en la salud, destacando su papel
en el tratamiento y prevencion del cancer asi como en desordenes
cardiovasculares y neurodegenerativos (Schroeter et al., 2002; Rice-Evans et
al., 1996).

Su actividad antioxidante resulta de una combinacion de sus propiedades
guelantes de metales de transicién y secuestradoras de radicales libres. Esta
capacidad antioxidante esta relacionada con la rapida donacion de un &tomo de

hidrogeno al radical libre, formandose un compuesto intermedio fenoxi radical.

No obstante, bajo determinadas condiciones, como por ejemplo una elevada
concentracion de polifenoles, la presencia de metales redox como cobre y
hierro y un elevado pH, puede hacer que se comporten como agentes pro-

oxidantes.

Tanto la naturaleza como la posicion de los sustituyentes, asi como el nimero
de grupos hidroxilos que conforman la estructura del polifenol, condicionan si a
nivel fisiolégico actuara como un antioxidante o como un modulador de la
actividad enzimatica o si por el contrario poseera propiedades antimutagénicas
o citotoxicas (Galati and O'Brien, 2004).
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Por otra parte, ademas cabe destacar el papel de los polifenoles inhibiendo
enzimas tales como  oxidasas, lipooxigenasas,  ciclooxigenasas,
mieloperoxidasas, NADPH oxidasas y xantina oxidasas, evitando asi la
generacion de especies reactivas del oxigeno in vivo, asi como de

hidroperoxidos organicos (Rivero et all., 2005).

Se ha podido conocer que también inhiben enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2, al mismo
tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes, la
catalasa y la superoxido dismutasa. De esta forma los polifenoles interfieren en
las reacciones de propagacion de radicales libres y en la formacion del radical

en si.
1.7. EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO

La determinacion del estrés oxidativo medido como los niveles del estado
antioxidante y del dafio oxidativo es esencial para poder valorar la implicacion
de éste en la enfermedad renal cronica en hemodialisis. Asimismo, seria
importante encontrar nuevos Yy fiables marcadores que pudieran proporcionar

informacion precoz sobre el diagndstico y evolucion de la enfermedad.

Existen multiples sustratos de oxidacién y son también mdultiples los efectos de
las defensas antioxidantes, poniendo esto en evidencia que la evaluacion del
estrés oxidativo debe ser abordada desde diversos puntos de vista que
permitan ofrecer una imagen mas global y completa de todos los aspectos
implicados en ese mecanismo defensivo. Por lo tanto, con un sélo método de
medida no se puede obtener toda la informacion deseada y se requiere un
ensayo multiple para generar un perfil que comprenda el estado de la defensa

antioxidante como la del dafio oxidativo (Hermans et al., 2007).

1.7.1. Capacidad Antioxidante Total

La finalidad es medir el potencial antioxidante total de una muestra biolégica
como el plasma. Se medira la contribucién de todos los compuestos presentes
en el plasma. La captacion de radicales es el principal mecanismo de accién de
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los antioxidantes, lo que ha permitido desarrollar métodos en los que se mide la
capacidad antioxidante a través de la estabilizacion de radicales libres
sintéticos generados en medios acuosos o solventes organicos polares, como

el metanol.

Aunque existen distintos métodos, los mas utilizados son el ABTS y el FRAP.
El ensayo del ABTS se basa en la capacidad antioxidante del plasma para
estabilizar el radical ABTS™ (Miller and Rice-Evans, 1997). Se inicia la reaccion
por adicion de radicales peroxilo u otros oxidantes que generan el radical cation

ABTS™, producto intensamente coloreado.

El método del FRAP se fundamenta en la capacidad del plasma de reducir un
compuesto de hierro (Ill) mediante compuestos antioxidantes formandose un

complejo fuertemente coloreado (Benzie and Strain, 1996).

Los polifenoles son compuestos con una elevada actividad antioxidante, tanto
por sus propiedades quelantes como su capacidad secuestradora de radicales
libres, se determinan mediante el procedimiento de Folin-Ciocalteau (Singleton
and Esau, 1969), de forma que los compuestos fendlicos son oxidados por el
reactivo de Folin-Ciocalteau formandose un compuesto para su posterior

determinacién espectrofotométrica.

1.7.2. Evaluaciéon de los biomarcadores de estrés oxidativo

Los biomarcadores han sido usados para evaluar la eficacia antioxidante in
vitro, ex vivo e in vivo, y aportan informacion del dafio a proteinas,
aminoacidos, lipidos o bases de DNA, el cual esta relacionado con

enfermedades especificas.

Conocer la implicacion de los radicales libres en la patogénesis de distintas
enfermedades es extremadamente dificil, debido a la corta vida media de estas
especies y a la dificultad de técnicas suficientemente sensibles como para
detectar los radicales directamente en sistemas bioldgicos, por ello se hace
necesario el estudio de biomarcadores que suponen un reflejo de los cambios
gue se producen en sistemas bioldgicos debidos al estrés oxidativo. Un
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biomarcador tiene que ser el principal producto de modificacion oxidativa que
pueda estar implicado directamente en el desarrollo de una enfermedad, un
producto estable y no susceptible a modificaciones durante el ensayo. Ademas
tiene que ser medido por un ensayo que sea especifico, sensible, reproducible

y robusto.

Ademas de la medida de diversos biomarcadores, se ha puesto a punto un
protocolo para determinar nitrato y nitrito como indicadores de niveles de 6xido
nitrico, especie altamente inestable y por tanto dificilmente cuantificable, pero
con un importante papel en la sefalizacibn molecular de determinados
procesos bioldgicos. En el medio extracelular, el éxido nitrico reacciona con
oxigeno y agua formando los aniones nitrato y nitrito. El procedimiento para su
cuantificacion se basa en la determinacion colorimétrica de los nitritos con el
reactivo de Griess, antes y después de la conversion del nitrato a nitrito por la

nitrato reductasa de Aspergillus (Moshage et al., 1995).

1.7.2.1. Biomarcadores de la oxidacion a lipidos

La medida directa de los productos de la oxidacién enddégena de los lipidos
resulta dificil, por lo que se han desarrollado diferentes métodos que evaltan
este dafio a través de la determinacion de las moléculas que lo causan o bien
miden los niveles de productos secundarios de oxidacion como aldehidos o
cetonas. El mas ampliamente usado es el que mide el malondialdehido (MDA)
en presencia de acido tiobarbitirico. La medida puede realizarse

espectrofotométricamente o por fluorescencia (Grotto et al., 2007).

En cuanto a una de las especies reactivas que causan dafio a lipidos cabe
destacar los hidroperdxidos, como indicador de las especies reactivas
generadoras de dafio a estas biomoléculas. El procedimiento para su
determinacion se basa en la oxidacion del ion ferroso por los hidroperoxidos
lipidicos presentes en plasma y su cuantificacion espectrofotométrica posterior

mediante un ensayo colorimétrico acoplado (Nourooz-Zadeh et al., 1994).
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1.7.2.2. Biomarcadores de la oxidacion a proteinas

La oxidacion proteica se define como una modificacion covalente de una
proteina inducida por especies reactivas. Los cambios oxidativos en proteinas
pueden comportar diversas consecuencias en su funcion, como la inhibicién de
la actividad enzimatica, un incremento de la susceptibilidad a la agregacion y
protedlisis, un aumento o disminucién de la captacion celular y una alteracion

de la inmunogénesis.

Esta oxidacion origina la oxidacion de los grupos sulfidrilo, de aminoacidos
como la metionina y cisteina que ven totalmente anulada su actividad biolégica.
La oxidacion de proteinas ha sido asociada con el envejecimiento y la

severidad de algunas patologias.

El mas utilizado como biomarcador del dafio oxidativo a proteinas es la
cuantificacion de grupos carbonilo, donde ademas sus niveles estan asociados
con distintas patologias (Berlett and Stadtman, 1997). Estos grupos son
producidos sobre las cadenas laterales de las proteinas cuando estan
oxidadas, dando lugar a grupos quimicos estables que son facilmente
detectables. Para ello se derivatizan con el NDPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) que
lleva a la formacion de un derivado que puede ser detectado por distintos
métodos como ELISA, Western-Blot o por técnicas de HPLC o

espectrofotometria a 373 nm de longitud de onda (Levine et al., 1990).

1.7.2.3. Biomarcadores del daio al DNA

El DNA en el nucleo celular es un componente particularmente susceptible al
dafio oxidativo por los ROS. El radical hidroxilo es responsable de la oxidacion
de bases pduricas y pirimidinicas, entre ellas la desoxiguanina (dG), generando

la base modificada 8-hidroxi-desoxiguanina (8-OHdG) (Figuras 23).
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Figuras 23. Formacién de la 8-hidroxi-desoxiguanina (8-OHdG) (Nishimura,

2006).

La

0 0
HN -N Oxygen HN N
| N . I M-on
k Radical k
HoN N N —_— HoN N N
Reducing Agent - O,
HO
0 Metal - Oz HO 0
Asbestos - H;0;
I+
- Fe’'= H,0
HO Polyphenol e 20, HO
X-ray
Deoxyguanosine 8-Hydroxy-
deoxyguanosine
DNA ” i " Nucleotide pool
c
Radiation oExE Oxidation 8-OH-4GTP
Chemical carcinogens : |
Mutagens MutT (MTH) protein
Normal metabolism :
o $-OH-IGMP
C \ DNA replicauon
DVA replication : A
OH ————— > A - C transversion
/ \ G DNA replication
C + A ———————>» G — T transversion

DNA replication

i |

MutM (OGG1) protein  MutY (MYH) protein

i/ 1

< G
C

OH
G :8-Hydroxyguanine
MutM (OGGI1) protein

relacion de concentraciones entre 8-OHdG/dG, se considera un marcador

por excelencia del estado de dafio oxidativo causado por los radicales libres

sobre el DNA. Las técnicas aplicadas para la cuantificacion de esta base

modificada pueden ser por HPLC utilizando detector electroquimico o por

cromatografia de gases-masas (GC-MS).
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1.7.3. Evaluacioén del estado redox

En los sistemas biol6gicos se establece un dindmico equilibrio entre la
produccion de las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno y una amplia
variedad de especies que se encargan de su neutralizacion, denominado

estado redox.

Como indicadores del estado redox celular cabe destacar el sistema
antioxidante tiorredoxina, siendo uno de los mayores sistemas de control redox
gue existe tanto a nivel de citoplasma celular como a nivel mitocondrial. Para
su determinacion se valora por una parte, la actividad tiorredoxina reductasa,
mediante un ensayo acoplado y cuantificacion espectrofotométrica de una
especie colorimétrica que se correlaciona con la actividad enzimética
(Holmgren and Bjornstedt, 1995), y por otra parte, se determina la tiorredoxina,
a traveés de un kit de ELISA (Kogaki et al., 1996).

El glutation se presenta como el antioxidante celular no enzimatico mas
importante, y por tanto, también es un indicador del estado redox. La
determinacién de este tripéptido se realiza mediante la cuantificacion
espectrofotométrica del complejo formado por el glutation y el
clorodinitrobenceno mediante catdlisis de la enzima glutation-S-transferasa
(Brigelius et al., 1983).
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Los datos revisados nos indican, en su conjunto, la influencia de la dialisis en
la enfermedad renal cronica (ERC) y los mecanismos que promueven la
apariciéon de las complicaciones asociadas a esta enfermedad. EI estrés
oxidativo esté implicado, de una forma u otra, en la mayoria de estos factores y
si, este estrés oxidativo es la causa inicial o un factor secundario que
contribuye (durante el proceso de dialisis) al desarrollo de las complicaciones,
como la malnutricibn y aumento de riesgo cardiovascular, en pacientes con

enfermedad renal es todavia materia de discusion.
2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La hemodiafiltracién online (HDF-OL) es una técnica dialitica que consigue
mayor aclaramiento de pequefias y especialmente grandes moléculas. Lo que
queremos demostrar es que supondra mayor depuracibn de mediadores
inflamatorios que otras técnicas dialiticas, mejorando asi el perfil de
inflamacion-nutricibn del paciente, con las consecuentes ventajas sobre la

morbimortalidad de nuestros pacientes.

Si se confirma esta teoria, habria que valorar la posibilidad de un uso mas
generalizado de este tipo de técnica, dadas las consecuencias que tienen para
estos pacientes, la exposicion a un alto estrés oxidativo durante el proceso
dialitico y que econdmicamente es similar a las técnicas de hemodialisis

convencional.

2.2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo fué evaluar en una poblacion de
pacientes con enfermedad renal crénica estadio 5D, en tratamiento con
hemodidlisis periddica, la influencia que sobre el estrés oxidativo y sobre el
estado nutricional de estos pacientes, tiene el empleo de la técnica dialitica con
hemodiafiltracion online comparado con la hemodialisis convencional con una

membrana de alto flujo.
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Este objetivo general se realizd a través de la realizacion de los siguientes

objetivos parciales:

1. Analizar las caracteristicas poblacionales de los grupos de pacientes con

ERC estadio 5D seleccionadas para su inclusion en los tratamientos dialiticos.

2. Analizar la capacidad antioxidante total y la actividad antioxidante no
enzimatica y de los biomarcadores del dafio oxidativo en plasma de enfermos
con ERC estadio 5D.

3. Evaluar la generacién de estrés oxidativo a lo largo de una sesion de
didlisis con hemodiafiltracion online y en la hemodialisis convencional con una

membrana de alto flujo.

4. Evaluar la evolucién de parametros nutricionales, capacidad antioxidante
y biomarcadores de dafio oxidativo en hemodiafiltracion online y en la
hemodidlisis convencional con una membrana de alto flujo, al inicio de la

seleccion de pacientes y a los 3, 6, 9y 12 meses del estudio.

5. Evaluar los niveles de quinurenina, marcador de la enzima indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO), como biomarcador inflamatorio en el sindrome urémico,
durante el tratamiento con hemodiafiltracion online y hemodialisis convencional

de alto flujo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL

Los diferentes reactivos utilizados en las determinaciones analiticas, asi como
su procedencia, seran resefiados en el apartado correspondiente a cada uno

de los métodos.

3.1.1. Aparatos

e Cromatoégrafo liquido de alta resolucion Kontron compuesto por:

o Sistema de bombeo de solventes modelo 422,

o Inyector manual modelo U6K

o Detector electroquimico Coulochem Il ESA y detector ultravioleta
Waters 486

e Espectrofotometros:

o ULTROSPEC 1100 (Pharmacia Biotech)

o HITACHI modelo U-2000

o UNICAM modelo 5625 UV/VIS

o UVICOM 922 con bafio termostatizado (Kontron)

e Centrifugas:

o Centrifuga refrigerada Beckman modelo J2-HC (Beckman)
o Centrifuga refrigerada modelo Kubota 2010 (Kubota Corporation)
o Centrifuga de mesa Biofuge, modelo 13 (HERAUS)

e Sonicador de células modelo microson ultrasonic XL

e Otros aparatos:

o Bafos termostatizados de temperatura regulable Precisterm
modelo S-387 y Unitronic 100
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o pHmetro Crison, modelo 2001 (CRISON)

o Balanzas y microbalanza electrénica Sartorius.

o Sistema Millipore de filtracién bajo vacio, equipados con filtros para
solventes y soluciones acuosas

o Agitadores magnéticos con calefaccion

o Agitadores manuales de tubos Vortex

o Congelador de —80°C modelo Revco.

o Material habitual de® laboratorio

3.2. POBLACION A ESTUDIO

La poblacién de estudio analizada en este trabajo la componen sujetos en
situacion estable con ERC en programa de hemodialisis procedentes de la
Unidad de Hemodidlisis del Hospital Universitario de Burgos y del Centro de
Dialisis de Burgos (Fresenius Medical Care®). De esta poblacion se han
seleccionado muestras de dos grupos de pacientes para dializar con dos

técnicas:

e HDF-OL: hemodiafiltracion online.

e HD-HF: hemodialisis convencional con un filtro de alto flujo.

3.2.1. Seleccién de pacientes

La poblacion de estudio la componen 40 individuos en situacién estable con
ERC estadio 5D en programa de hemodidlisis y al menos 1 mes de su
inclusion en el tratamiento sustitutivo renal, de esta poblacion 20 sujetos se
incluyeron en el grupo dializado con membrana de alto flujo y otros 20 en el

grupo de hemodiafiltraciéon online postdilucional.

e Criterios de inclusiéon

o Edad comprendida entre 18 y 75 afios.

e Criterios de exclusion

o Diabetes Mellitus tipo 1y 2.
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o Enfermedad inflamatoria o infecciosa sistémica en fase activa.

o Neoplasia no curada o recibir tratamiento inmunosupresor.

3.2.2. Técnicas dialiticas

La hemodiafiltracion online (HDF-OL) se realizd con las nuevas maquinas de
Fresenius Medical Care, 5008. Hasta ahora, realizar HDF-OL suponia un
aumento en el costo del tratamiento de nuestros pacientes, lo que hacia que
fuera una técnica viable para s6lo unos pocos pacientes. Con el Sistema de
Terapia de 5008, los costes de explotacion se han reducido de manera
significativa a través de sencillos interfaces de usuario, que suponen menor
esfuerzo de mantenimiento y la reduccion de hasta un 30 % en el uso de
electricidad y agua. Ahora, mas pacientes en dialisis pueden ser provistos de
HDF-OL. La HDF-OL combina dos meétodos diferentes de eliminacion de
toxinas: hemodialisis basada en la difusion y la hemofiltracién por el cual la
sangre se filtra a través de una membrana. La HDF-OL es particularmente
eficiente y suave al filtrar las toxinas, y al realizar la eliminacién de agua de la
sangre del paciente. El Sistema de Terapia 5008 reemplaza automaticamente
el liquido extraido con una cantidad apropiada de solucién electrolitica
ultrapura, la solucion se prepara la maquina de didlisis "en linea", lo que elimina

la necesidad de soluciones de infusiéon adicionales en las bolsas.

Los dializadores utilizados en la técnica HDF-OL son dializadores realizados
con polisulfona de alto flujo, en concreto el dializador FX80, de la casa
comercial Fresenius Medical Care®, que presenta 1.8 m2 de superficie, con un

coeficiente de ultrafiltracion (Kuf) de 59 mL/h x mmHg.

La otra técnica a valorar es la hemodidlisis convencional con una membrana
de alto flujo concretamente de polietersulfona (Dializador Elisio 210H, de la
casa comercial Nippro®), que presenta 2.1 m?2 de superficie, con un coeficiente
de ultrafiltracion (Kuf) de 82 mL/h x mmHg, que efectia de un modo simultaneo
los procesos convectivos y difusivos. Es una membrana, también, con un alto

grado de biocompatibilidad.
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Se administraron 3 sesiones de dialisis semanales, en ambas técnicas, con
dosis de dialisis ajustada a las recomendaciones recogidas en las Guias
Terapéuticas Internacionales para mantener valores de KT/V aplicando el
modelo cinético de la Urea de Daurgidas (22 Generacion) iguales o superiores
a 1,2, modificandose en funcion a ello, el tiempo de la sesion de hemodialisis
de los pacientes (de 180 a 240 minutos). El volumen convectivo requerido para
el grupo de pacientes en HDF-OL postdilucional era de al menos 20 litros.

3.2.3. Sequimiento

La duracion del trabajo fue de dos afios de un afio y medio. A lo largo de dos
afios se incluyeron a los pacientes objeto de estudio y se realizaron las
distintas determinaciones de estrés oxidativo y de medicion de parametros
nutricionales. En los siguientes seis meses se procedio al analisis de nuestros

resultados.

Los pacientes seleccionados para el estudio se incluiran de forma aleatoria en
una u otra modalidad de tratamiento dialitico siguiendo los criterios de inclusion

ya sefialados.

Para evaluar la generacion de estrés oxidativo a lo largo de una sesion de
dialisis con ambas modalidades de tratamiento se determinaron diversos
pardmetros de estrés oxidativo al inicio y al final de la dialisis al tiempo inicial y
alos 3, 6, 9 y 12 meses de estudio. Asi mismo, se evaluaron una serie de
parametros nutricionales en ambas modalidades, al inicio y a los 3, 6, 9 y 12

meses del estudio, con el objetivo de comparar ambos grupos.

3.2.4. Obtencidn de muestras y procesamiento

Se obtuvieron 20-25 mL de sangre en tubos anticoagulados con EDTA de la
rama arterial del paciente, es decir, aquella que conduce la sangre desde el
paciente al circuito extracorpdreo. Se extrajeron en la sesion de didlisis de

mitad de la semana, entendiendo como tal la realizada el miércoles en los
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pacientes dializados los lunes, miércoles y viernes, y la realizada el jueves en

los pacientes dializados martes jueves y sabados.

Uno de los tubos se centrifugd durante 20 minutos a 8000 rpm para la
obtencion de plasma. Este se distribuyd en tubos eppendorf que se
mantuvieron guardados hasta su utilizacion para la determinacion de

malondialdehido, grupos carbonilo y actividad antioxidante total.

Al precipitado de hematies se le afiadieron 0,5 mL de agua destilada y se
mantuvo a 4°C durante un minimo de 2 horas para conseguir la lisis de los
hematies. El volumen restante se mezcl6 con cloroformo-etanol y se centrifugé
a 3000 rpm 10 min. El sobrenadante se transfiri6 y fue usado para la
determinacion de glutation al que previamente se tratdé con &cido perclorico
(PCA) al 20%.

3.3. DETERMINACIONES ANALITICAS

3.3.1 Capacidad antioxidante total del plasma

3.3.1.1. Determinacion mediante el método ABTS

Fundamento tedrico: Para la determinacion de la capacidad antioxidante total

se siguidé el método del ABTS++ de Miller y Rice-Evans, 1997; modificado por
Pellegrini (Pellegrini et al., 1999) basado en la oxidacion del ABTS
(2,2"azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6 shulphonic acid) diamonium salt) por el
persulfato potasico para formar el radical ABTSe+, que es reducido en
presencia de antioxidantes donadores de hidrogeno.

Reactivos: ABTS (2,2"azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6 shulphonic acid)
diamonium salt), persulfato potasico (K;S;0g) y TROLOX (4cido 6-hydroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) suministrados por Sigma-Aldrich y
Sigma Chemical Co. La solucion PBS pH 7,4 se compuso de las siguientes
sales: NaCl 137 mM, KC | 2,7 mM, Na;HPO,4 4,3 mM y KH,PO,4 1,4 mM.
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Metodologia: La generacion del reactivo ABTSe+, se realizé mezclando ABTS
7 mM con la solucién de persulfato potasico 2,45 nM en la proporcion (1:1).
Para las determinaciones, se midié la absorbancia de 960 pL de ABTS™,
afiadiendo a continuaciéon 35 pL de PBS pH 7,4 y 5 uL de muestra de
plasma.Los resultados se expresan como TEAC (trolox equivalent antioxidant
capacity). La recta de calibrado con trolox se realizé a partir de una solucién
estandar de trolox. El ajuste de la recta de calibrado se muestra a continuacién

en la Figura 1.
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Figura 1. Ejemplo ilustrativo de la recta patron de trolox

3.3.1.2. Determinacion mediante el método FRAP

Fundamento tedrico: Para la determinacion de la capacidad antioxidante total
del plasma se sigui6 el método del FRAP de Benzie y Strain (Benzie and
Strain, 1996) que se fundamenta en la capacidad de reducir el complejo
formado por el hierro (lll) y TPTZ (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina) hasta hierro (II)-
TPTZ, mediante un donante de electrones (antioxidante), formandose un
compuesto de color azul que presenta un maximo de absorcion a 593 nm. La
medida espectrofotométrica a esa longitud de onda es proporcional a la

capacidad reductora de la muestra.
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Reactivos: Acetato de sodio (C,H3NaO), acido acético (CH3CO2H), tricloruro
férrico (FeCls.H,0), sulfato de hierro (FeS0O4-2H,0) y acido clorhidrico (CIH)
fueron de Panreac y el TPTZ (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina) fue suministrado por
Sigma-Aldrich. El reactivo TPTZ se preparé mezclando 25 mL de tampon
acetato sédico 0,3 M pH 3,6, 2,5 mL de tricloruro férrico 20 mM, 2,5 mL de una

solucién de TPTZ 10 mM y 3 mL de agua miliQ.

Metodologia: Para las determinaciones, se incubaron durante 30 minutos a
37 °C, 970 pL de reactivo TPTZ junto a 20 yuL de muestra de plasmay 10 pL de
tampon acetato sodico 0,3 M. Trascurrido el tiempo se realizé la medida
espectrofotométrica a 593 nm, utilizando el tampo6n acetato para el blanco de
lectura. Los resultados se expresaron refiriéndoles a concentracién de hierro

(), para lo que se realiz6 una recta de calibrado (Figura 2).
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Figura 2. Ejemplo ilustrativo de la curva patron del FRAP

3.3.1.3. Determinacion de polifenoles totales

Fundamento tedrico: La cantidad total de polifenoles en plasma se determiné
de acuerdo con el procedimiento de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton
(Singleton and Esau, 1969) basado en la importante capacidad de oxidacion
gue poseen los polifenoles y su posible cuantificacion a pH basicos (en torno a
10). De esta forma, los polifenoles presentes en plasma son oxidados por el

reactivo de Folin-Ciocalteau formandose un compuesto que presenta un
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maximo de absorcion a 750 nm. La medida espectrofotométrica a esa longitud
de onda es proporcional a la concentracion de polifenoles presentes en la

muestra.

Reactivos: Acido metafosforico (HPO3) 33,5-36,5% fue de Fluka, el reactivo
de Folin-Ciocalteau, el carbonato sodico anhidro (Na;CO3) y el acido galico

fueron adquiridos en Panreac.

Metodologia: Para las determinaciones se centrifugaron 300 pL de plasma a
12.000 g durante 5 minutos. A continuacién, a 250 pL de sobrenadante se le
afiadieron 50 pL de una solucién de acido metafosforico 1,32 M preparado in
situ, y se centrifug6 a 2.700 g durante 3 minutos, precipitandose las proteinas
que posteriormente pudieran interferir en el andlisis. A 50 pL del sobrenadante
y 50 uL de H,O milliQ, se le afadieron 500 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau
diluido 1:10 y 400 uL de una solucién de carbonato de sodio al 7,5%, dejandolo
incubar a temperatura ambiente durante 40 minutos. Transcurrido el tiempo de
incubacion se midio la absorbancia a 750 nm, empleando como blanco 50 pL
de H,O milliQ. Los célculos se realizaron a partir de la recta patron de acido
galico realizada en paralelo exactamente en las mismas condiciones

experimentales (Figura 3).
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Figura 3. Ejemplo ilustrativo de la curva patron de acido galico
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3.3.2. Determinacion del estado redox

3.3.2.1. Determinacion del glutation reducido (GSH)

Fundamento tedrico: Para la determinacion de la concentracion de GSH se
sigui6 el método de Brigelius (Brigelius et al., 1983) basado en la
determinacion espectrofotométrica de la conjugacion del GSH con el cloro 2,4-
dinitrobenceno (CDNB) (¢=9.6uM-1cm-1). Esta reaccion esta catalizada por la
enzima glutation-S-transferasa (GS-T).

El GS-DNB formado absorbe a 340 nm de longitud de onda, siendo
proporcional el cambio de extincion medido espectrofotométricamente a la

cantidad de GSH presente en la muestra.

Reactivos: Fosfato monopotasico (KH2PO4), fosfato dipotasico (KHPO4),
fueron suministados por Panreac (Espafia). Acido etilen-diaminotetracético,
cloro 2,4-dinitrobeceno (CDNB), Glutation-S-transferasa (GS-T) por Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).

Metodologia: 50 pL de muestra se mezclaron con tampon fosfato potasico 0,1
M, EDTA 1 mM, pH 7,0, CDNB 10 mM y glutation transferasa. Posteriormente

se sigue la reaccién espectrofotométricamente a 340 nm.

3.3.2.2. Determinaciéon del GSSG/GSH

Fundamento tedrico: Este ensayo se basa en un método enzimético de
reutilizacion, utilizando la glutatién reductasa para la cuantificacién del GSH. El
grupo sulfidrilo del GSH reacciona con el DTNB (acido 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoico, reactivo de Ellman) dando lugar al TNB (acido 5-tio-2-
nitrobenzoico) de color amarillo. El GSTNB (mezcla entre GSH y TNB) formado
es reducido por la glutation reductasa para reciclar el GSH y producir mas TNB.
La tasa de TNB producido es directamente proporcional a la reaccion de
reciclaje, que a su vez es directamente proporcional a la concentracion de GSH
en la muestra. La medida de la absorbancia del TNB a 410 nm proporciona una

estimacion precisa del contenido de la muestra en GSH.
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El GSH es facilmente oxidado a GSSG (dimero de GSH unido por puente
disulfuro). Al usar la enzima glutatién reductasa, tanto el GSH como el GSSG
son determinados en el ensayo, reflejando por tanto el contenido total de
glutation. Este ensayo puede utilizarse para medir s6lo GSSG utilizando 2-
vinilpiridina para derivatizar el GSH de la muestra y que no intervenga en el

ensayo.

Reactivos: Acido metafosforico (MPA), trietanolamina (TEAM), 2-vinilpiridina
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Mo, USA). Gluthatione
Assay Kit adquirido en Cayman Chemicals Ann Arbor, Michigan 48108 USA.

Metodologia: Antes de determinar la concentracion del GSH se realiz6 una
desproteinizacion de la muestra, afiadir 150 uL de MPA (0,1g/mL), a a 150uL
de muestra se mezcl6 y se centrifugd a 2000g durante 2 minutos. 100uL del
sobrenadante se neutralizaron hasta pH 7 con 10uL de TEAM 4M. Para la
cuantificacion del GSSG se derivatizé el GSH a 50uL de la muestra se le
afadieron 0,5 uL de 2- vinilpiridina 1M, y se incubd durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se afadieron 50 pL de muestra
neutralizada para la determinacion del GSH total y 50 pL de la muestra
derivatizada para la determinacion del GSSG. Se preparé el mix de reaccion
siguiendo las indicaciones del kit de ensayo y se afiadieron 150 uL/pocillo. Por
altimo se procedio a la lectura de la placa en un lector de ELISA, realizando

una cinética a 410 nm de cada pocillo cada 2,5 minutos durante 20 minutos.

La concentracion del GSH total y GSSG se calculé por interpolacion de la
pendiente de las rectas que se obtienen resultado de la curva patrén obtenido a
partir de los estandares de reaccion (Figura 4). Para determinar el GSH
reducido presente en las muestras calculd la diferencia de los umoles de GSH

en las muestras para GSH total menos el de las muestras para GSSG.
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Figura 4. Ejemplo ilustrativo de la curva patron de del GSH y del GSSG

3.3.2.3. Determinacion de la concentracion de la Tiorredoxina (TRx)

Fundamento tedrico: Para la determinacion de la concentracion de
tiorredoxina se emple6 un kit de ELISA, basado en el procedimiento
desarrollado por Kogaki (Kogaki et al., 1996) y Nakamura (Nakamura et al.,
1996), el cual emplea dos diferentes anticuerpos monoclonales contra dos
diferentes epitopos de la tiorredoxina humana. Por otra parte, estos anticuerpos
no son capaces de reconocer la tiorredoxina mitocondrial (TRx2) ni la
tiorredoxina de origen no humana, lo que por tanto les confiere una muy alta

especificidad.

Reactivos: Kit de ELISA para la determinacion de tiorredoxina humana fue
adquirido en Ebisu Build, Shimotsutsumi-cho, Kawabata Marutamachi, Sakyo-
ku, Kyoto 606-8396, Japan.

Metodologia: Para las determinaciones, se afadieron en los pocillos
cubiertos con el anti-anticuerpo monoclonal de tiorredoxina humana 220 pL por
pocillo de plasma diluido o bien 220 pL de los estandares proporcionados en el
kit diluidos 1:10, dejando el micro plato en incubacién durante 2 horas a
temperatura ambiente. Tras realizar un primer lavado con 300 pL/pocillo de
solucion, se afadieron 200 pL/pocillo de una solucibn compuesta por
peroxidasa conjugada con anti-anticuerpos monoclonales de tiorredoxina
humana y se dej6 incubar durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras llevar

a cabo un segundo lavado se afiadieron 100 uL/pocillo de una solucion de
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reaccion formada por el sustrato de la peroxidasa unido a un croméforo que
permitird el posterior desarrollo de color. Trascurridos 30 minutos de incubacion
a temperatura ambiente se afiadieron 100 pL/pocillo de solucién de parada que
ademas de finalizar la reaccion enzimatica permitio estabilizar el desarrollo de
color. Por ultimo se procedio a la lectura de la placa a una densidad optica de
450 y 620nm, obteniendo la concentracion de tiorredoxina en ng/mL presente
en plasma por interpolacién con el resultado de la curva patron obtenido a partir

de los estandares de reaccién (Figura 5).
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Figura 5. Ejemplo ilustrativo de la recta patron para tiorredoxina

3.3.3. Determinacién de biomarcadores de dafio oxidativo a

biomoléculas

3.3.3.1. Dafo oxidativo a lipidos. Determinacién de los niveles de
malondialdehido (MDA)

Fundamento tedrico: Para cuantificar la cantidad de MDA se utilizé el método
desarrollado recientemente por Grotto (Grotto et al., 2007) para su
determinacion por HPLC. El procedimiento se basa en la reaccion del
malondialdehido con el &cido tiobarbitarico (TBA) en medio acido generando un
complejo formado por condensacién de dos moléculas de TBA y MDA y la
posterior determinacion del complejo por HPLC empleando un detector
ultravioleta-visible. A pesar de que el TBA reacciona con una elevada variedad

de compuestos, como azucares, aminoacidos, bilirrubina y otra serie de
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aldehidos, la posterior determinacién por HPLC proporciona al procedimiento
una elevada especificidad. Por otra parte la etapa inicial de hidrdlisis alcalina va
a permitir determinar no solo el MDA libre, sino también el unido a la matriz de

otras moléculas.

Reactivos: n-Butanol, acido fosférico (H3PO4), fosfato monopotasico
(KH2PO4), fosfato dipotasico (K2HPO4) fueron de Panreac; dodecil sulfato
sédico (SDS) fue de Fluka; hidroxido sodico (NaOH) y metanol (pureza HPLC)
fueron de Merck y acido tiobarbitarico (TBA) y 1,1,3,3- tetrametoxipropano
(TMP) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Mo, USA).

Metodologia: Se transfirieron alicuotas de 75 pL de plasma a tubos eppendorf
que contenian 25 pL de agua milliQ y 25 uL de NaOH 3M y se incubaron
durante 30 minutos a 60 °C antes de la adicion de 125 pyL de una solucién de
H3PO4 al 6% y 125 uL de TBA al 0,8%, preparado in situ. La mezcla se incubé
durante 45 minutos a 90 °C, posteriormente se enfrié y se afiadieron 50 pL de
SDS al 10% y se extrajo con 300 pL de nbutanol. Tras agitar y centrifugar a
3.000 g durante 10 minutos, se procedieron a inyectar 20 pL de la fase superior
al equipo HPLC para su posterior determinacion. En la determinacion
cromatografica (HPLC) del MDA se utiliz6 una columna ODS 5 pm de
dimensiones 0,46*25 cm. Se aplicé un flujo isocratico de 1 mL/min con una fase
movil formada por tampon fosfato potasico 50 mM pH 6,8 y metanol al 35% y
un detector ultravioleta visible a una A de 532 nm. Los compuestos a estudiar
se identificaron por su tiempo de retencién y el area del pico obtenido fue
directamente proporcional a la concentracion de MDA en la muestra que se
calculd por interpolacion en la recta de regresion de las curvas de calibrado
obtenida con los tubos patron de TMP que contenian cantidades conocidas y

se realizadas en igual condiciones (Figura 7).
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Figura 7. Recta patrén de malondialdehido.

3.3.3.2. Dafo oxidativo a proteinas. Determinacion de Grupos
Carbonilo (GC)

Fundamento tedérico: El procedimiento utilizado fue desarrollado por Levine
(Levine et al., 1990). Se basa en la reaccion equimolar de los grupos carbonilo
con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH) en condiciones acidas. La DNFH unida a
proteinas se cuantifica espectrofotométricamente (¢373= 21 x 103 M-1cm-1)
tras la separacion de las proteinas derivatizadas por precipitacién con acido,

lavado y posterior solubilizacién con guanidina.
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Reactivos: Fosfato monosodico (NaH2PO4), fosfato disodico (Na2HPO4),
acido clorhidrico, acetato de etilo, etanol y &cido tricloroacético (TCA) fueron
suministrados por Panreac. Acido trifluoroacético, 2-4-dinitrofenilhidrazina
(DNFH) y guanidina (clorhidrato) fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo,
USA).

Metodologia: 10 mL de plasma se mezclaron en tubos eppendorf con 500 uL
de DNFH al 0, 2% (p/v) en HCI 2N y la mezcla se incubd 1 h a temperatura
ambiente. Se afadieron a continuacion 500 uL de DNFH al 0,2 % (p/v) y se
dejo durante 15 minutos a 0-4°C para permitir la precipitacion de la proteina,
que se separo por centrifugacion (6000 g, 3 min), descartdndo el sobrenadante.
Para eliminar el exceso de reactivo libre, se lavo el precipitado tres veces con 1
mL de una mezcla de etanol: acetato de etilo (1:1), dejando a temperatura
ambiente 10 minutos antes de recuperar el precipitado por centrifugacién (6000
g 3 min). La proteina se redisolvio en 1 mL de la solucién de guanidina 6 M
mediante agitacion en vortex e incubacion a 37°C (30 min) y se determind su
absorbancia a 373 nm frente a la solucién de guanidina. Los calculos del
contenido de carbonilos para cada muestra se realizaron por la diferencia de
absorbancia entre el tubo experimental derivatizado con DNFH y su blanco
correspondiente de HCl y se expresan como nmoles de grupo carbonilo /mg de

proteina.

3.3.4. Determinacion de la indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO)

Fundamento tedrico: La via de la quinurenina es la principal via de
degradacion del triptéfano en términos cuantitativos. Por accién de la
indolamina 2,3 dioxigenasa, se produce formilquinurenina, que se metaboliza
rapidamente a L-quinurenina por la formamidasa. La actividad IDO se evalud
cuantificando los niveles de quinurenina en el plasma, siguiendo el método de
Alegre et al., 2005.

Reactivos: Acido tricloracetico, acetato de sodio, acetonitrilo fueron
suministrados por Panreac y la L-quinureina por Sigma Chemical Co. (St.
Louis, Mo, USA.
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Metodologia: Las determinaciones se realizaron mezclando 100 uL de plasma
con 100 pL de acido tricloroacético (30% p/v). Posteriormente, se incubaron
durante 10 minutos a 100°C, se enfriaron a temperatura ambiente y se
centrifugd a 2500 g durante 10 minutos. La concentracion de quinurenina en el
sobrenadante se cuantificO mediante HPLC-(Visible/UV). La fase movil utilizada
fue acetato de sodio 15 m (pH 4.0) con 27 mL/L de acetonitrilo, con una
columna SymmetryShieldTM RP18 5um (3.9 x 150 mm), y se determiné la
absorbancia a una longitud de onda de 360 nm. La quinurenina compuestos a
estudiar se identificé por su tiempo de retencidn y el area del pico obtenido fue
directamente proporcional a la concentracion de L-quinurenina en la muestra
que se calculdé por interpolacién en la recta de regresion de la recta de

calibrado obtenida con los patrones de L-quinurenina (Figura 9).
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Figura 8. Ejemplo de cromatograma obtenido por el procedimiento descrito a
partir de una muestra
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Figura 9. Ejemplo ilustrativo de la curva patron de la L-quinurenina

3.3.5. Determinaciones del laboratorio clinico de referencia.

Hemoglobina

Se determind por el método “SLS-hemoglobin meted”, un test calorimétrico,
para analizador Roche automético de quimica clinica. Este método tiene las
ventajas de los dos tradicionalmente empleados, el de Ila
cianometahemoglobina y el de la oxihemoglobina. Con respecto a este ultimo el
método SLS- hemoglobin también es rapido y evita el empleo de sustancias
toxicas, lo que hace factible su automatizacion. Y puesto que también puede
usarse para medir cianometahemoglobina, también puede medir de forma

aguda sangre gque contenga metahemoglobina.
Urea

Test cinético con ureasa Yy glutamato deshidrogenasa por medio de
analizadores Roche/ Hitachi. La urea es hidrolizada por la ureasa a amonio y
carbonato. En una segunda reaccion, el 2-oxoglutarato reacciona con amonio
en presencia de la glutamato deshidrogenasa (GLDH) y la coenzima NADH
para producir L-glutamato. En esta reaccion, por cada mol de urea hidrolizada

se oxidan dos moles de NADH a NAD+. La velocidad con que la concentracion
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de NADH disminuye es directamente proporcional a la concentracion de urea

en la muestra y se mide fotométricamente.
Creatinina

Test cinético colorimétrico con medicion de blanco y compensado por medio
de analizadores Roche/ Hitachi. EIl método empleado se basa en la reaccion de
Jaffé descrita por Popper et al., Seelig y Wuest y modificada por Bartels. En
una solucion alcalina, la creatinina forma un complejo amarillo-naranja y puede

medirse fotométricamente.

Proteinas totales

Test colorimétrico para Analizadores autométicos Roche/ Hitachi de quimica
clinica. En solucion alcalina, el cobre bivalente reacciona con el enlace
peptidico de las proteinas formando el caracteristico complejo biuret purpureo.
Con tartrato sédico-potasico se impide la precipitacion de hidroxido de cobre y
con yoduro potéasico se inhibe la autorreduccion del cobre. La intensidad
croméatica es directamente proporcional a la concentracion de proteina y puede

medirse fotométricamente.
Albumina

Prueba inmunoturbidimétrica “Tina-quant” de albumina, con analizadores
Roche/ Hitachi. Mediante este test los anticuerpos anti-albimina reaccionan
con el antigeno de la muestra formando un complejo antigeno-anticuerpo que

se mide turbidimétricamente después de la aglutinacion.
Transferrina

Prueba inmunoturbidimétrica por medio de analizadores Roche/ Hitachi. La
transferrina humana forma un precipitado con un antisuero especifico que se

determina por turbidimetria.

Colesterol Total

Test enzimatico para analizadores automaticos Roche/ Hitachi de quimica

clinica. En 1974 Roeschlau y Allain describieron el primer método totalmente
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enzimatico para la determinacion del colesterol. Esta determinacion se basa en
la determinacién de A4-colestenona tras el desdoblamiento enzimatico de los
ésteres de colesterol por la colesterol-esterasa, después de la transformacion
del colesterol por la colesterol-oxidasa, asi como la medicidon subsiguiente del

peréxido de hidrogeno formado a través de una reaccion de Trinder.

LDL-c

Test in vitro para la determinacion cuantitativa del colesterol LDL en suero y
plasma humanos en los sistemas Roche/Hitachi. Test colorimétrico enzimatico
homogéneo. La colesterol esterasa provoca el desdoblamiento de los ésteres
de colesterol a colesterol libre y acidos grasos. En presencia de oxigeno, el
colesterol es oxidado por la colesterol oxidasa a A4-colestenona y peroxido de
hidrogeno. En presencia de la peroxidasa, el peréxido de hidrégeno formado
reacciona con 4-aminoantipirina y HSDA para formar un colorante purpureo
azul. La intensidad del colorante es directamente proporcional a la

concentracion de colesterol que se mide fotométricamente.

HDL-c

Test diagnadstico in vitro para la determinacion cuantitativa del colesterol HDL
en suero y plasma humanos en los sistemas Roche/Hitachi. Test colorimétrico
enzimatico homogéneo. En presencia de iones de magnesio, el sulfato de
dextrano forma complejos hidrosolubles, selectivamente con LDL, VLDL y
quilomicrones resistentes contra las enzimas modificadas por PEG. La
concentracion del colesterol HDL se determina enzimaticamente por la
colesterol esterasa y colesterol oxidasa acopladas con PEG a los grupos
aminicos (aprox. 40 %). La colesterol esterasa provoca el desdoblamiento de
los ésteres de colesterol a colesterol libre y acidos grasos. En presencia de
oxigeno, el colesterol es oxidado por la colesterol oxidasa a A4-colestenona y
peréxido de hidrogeno. En presencia de la peroxidasa, el peroxido de
hidrogeno formado reacciona con 4-aminoantipirina y HSDA para formar un
colorante purpureo azul. La intensidad del colorante es directamente

proporcional a la concentracion de colesterol que se mide fotométricamente.
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Triglicéridos

Test enzimético colorimétrico para analizadores automaticos Roche/ Hitachi de
quimica clinica. El presente método se basa en el trabajo de Wahlefeld
empleando una lipasa lipoproteica obtenida de microorganismos para hidrolizar
completa y rapidamente triglicéridos a glicerol, con la oxidacion subsiguiente a
dihidroxiacetonafosfato y peréxido de hidrogeno. El peréxido de hidrégeno
formado reacciona bajo la accidén catalitica de la peroxidasa con la 4-
aminofenazona y 4-clorofenol para formar un colorante rojo en una reaccion de

punto final segan Trinder.

Proteina C reactiva (PCR)

Prueba inmunoturbidimétrica para la determinacion cuantitativa de PCR en
analizadores automaticos Roche de quimica clinica. Para la determinacion de
PCR se dispone de varios métodos analiticos, tales como la nefelometria y la
turbidimetria. La prueba empleada se basa en el principio del test inmunol6gico
de aglutinacion intensificado por particulas.

3.4. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultados de este trabajo han sido procesados con el paquete estadistico
de Stast grafichs. Se llevaron a cabo analisis comparativos ANOVA, test LSD y
t-Student, con el fin de determinar las diferencias significativas entre las
muestras a un nivel de significacion de p<0,05. Para el andlisis de las
correlaciones entre las variables estudiadas se aplicaron los modelos de

regresion simple.

Letras minusculas, mayusculas y simbolos del test del ANOVA en forma de
superindices que se incluyen en las tablas y los graficos del apartado de
Resultados. Dichas letras y simbolos indican los resultados de test de LSD
después de realizar una comparaciéon multiple de medias de los tres valores
ensayados en una misma muestra para una variable determinada. Si dichos
superindices son distintos para una misma columna en caso de las tablas y en
el caso de los graficos para una misma serie de columnas, los valores

correspondientes seran estadisticamente diferentes entre si a un nivel de
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significacion de p<0,005. La secuencia en orden alfabético de letras como
superindice corresponde al ordenamiento de menor a mayor del valor promedio

de las muestras.
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4. RESULTADOS

4.1. ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS INICIALES DE LAS MUESTRAS DE
PACIENTES EN HEMODIALISIS CONVENCIONAL DE ALTO FLUJO Y EN
HEMODIAFILTRACION ONLINE.

En la primera etapa del estudio se han establecido las caracteristicas iniciales
de la poblacion de pacientes con enfermedad renal crénica estadio 5D, un
grupo en tratamiento con hemodialisis convencional con una membrana de alto
fluo (HD-HF) comparados con el grupo de pacientes en tratamiento con

hemodiafiltracion on line (HDF-OL).

En la Tabla 1 se resumen las diferentes variables caracteristicas de la muestra

correspondiente al grupo en hemodidlisis convencional, que tiene un tamafio
muestral de 26 sujetos con una media de 69 afios de edad, de estos
Unicamente 17 pacientes completaron el afio de seguimiento, las causas de
salida de estudio fueron trasplante renal (2) o fallecimiento (7), 3 de los
fallecimientos fueron durante los 3 primeros meses del estudio, por lo que no
se incluyeron sus datos. El tiempo medio en dialisis de estos pacientes fue de
35,5+49,3 (2-240) meses. Estos resultados se compararon con los del grupo en
hemodiafiltracién online, que tiene un tamafio muestral de 21 sujetos con una
media de 61,9 afios de edad, de estos Unicamente 15 pacientes completaron el
afio de seguimiento, las causas de salida de estudio fueron trasplante renal (5)
o fallecimiento (1). El tiempo medio en didlisis de estos pacientes era de
53+41,6 (12-120) meses.

La diferencia en la mortalidad en ambos grupos, se deba quiza a factores
comoérbidos no analizados, no obstante como ya hemos comentado la HDF-OL
ha demostrado tener una mortalidad mas baja que la HD convencional, ademas
los pacientes del grupo en HDF-OL tienen albuminas plasmaticas mas altas
que también como hemos comentado se asocia con un menor riesgo de

mortalidad.
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Tabla 1. Caracteristicas de las muestras poblacionales en pacientes dializados
con HD-HF y con HDF-OL

HD-HF HDF-OL
Hombre 17 (65,4%) 15 (71,4%)
Mujer 9 (34,6%) 6 (28,6%)
Total 26 21
Tiempo dialisis(meses) 35,5+49.3 53+41.6
Edad 69+12,9 61,9+15,3

Podemos observar que ambas poblaciones son similares en cuanto al sexo y
la media de edad. No existe asociacion entre el sexo y la técnica empleada

(p=0.826), tampoco para la edad y la técnica empleada (p=0.163).

Se ha encontrado diferencias significativas para el tiempo en didlisis en meses,
siendo éste significativamente mayor en HDF-OL (p=0.048). La media del
tiempo en didlisis es mayor en los pacientes en tratamiento con
hemodiafiltracion online, 53 meses, respecto a los 35,5 meses de los que
reciben tratamiento con hemodialisis convencional, lo cual se relacionaria en
principio con un mayor grado de inflamacién para los pacientes que llevan mas

tiempo en dialisis.

Respecto a los pardmetros clinicos analizados (Tabla 2), observamos que la
prevalencia de pacientes hipertensos fue mayor en el grupo de HD-HF, 95,6%,
frente a un 68,4% de los del grupo de HDF-OL, lo cual en principio estaria
relacionado con el tipo de patologia de base de los pacientes. La prevalencia

de patologia hepatica fue similar en ambos grupos.

La prevalencia de los pacientes que habia recibido un trasplante previamente,
con la carga de medicacion inmunosupresora que eso supone en términos de
inflamacion, fue superior en los pacientes del grupo de HDF-OL, 21%, frente al

8,7% del otro grupo.
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La prevalencia de patologia tumoral previa curada, fue superior en el grupo de
HD-HF, 30,4%, frente a un 10,5% del otro grupo.

En cuanto a la prevalencia de enfermedad autoimnune estable fue superior en

el grupo de HD-HF, un 17,4%, frente a un 5,2% del otro grupo.

La prevalencia de hiperparatiroidismo secundario que requeria de tratamiento
fue de 82,6% para el grupo de HD-HF, frente a un 58% del grupo en HDF-OL
(p=0.078).

Tabla 2. Parametros clinicos de los pacientes dializados con HD-HF y con

HDF-OL.
HD-HF HDF-OL

Hipertension arterial 95,6% 68,4%
Trasplante previo 8,7% 21%
Patologia tumoral 30,4% 10,5%
Patologia hepatica 8,7% 10,5%
Enfe.rmedad 17.4% 5,004
autoinmune
Hiperparatiroidismo

PEE 82,6% 58%

secundario

En la Tabla 3, se muestran en porcentajes los principales tratamientos que
pueden interferir con el estrés oxidativo y que recibian los pacientes en

hemodidlisis en ambos grupos, en el momento de la inclusién en el estudio.

Observamos cémo un 21,7% de los pacientes del grupo de HD-HF estaban en
tratamiento antihipertensivo con IECA/ARAII, frente s6lo un 5,2% de los
pacientes en HDF-OL, como mostrabamos al describir las caracteristicas
clinicas de los pacientes. El grupo en HD-HF existia una prevalencia mayor de
pacientes con hipertensién arterial de base que en el grupo en HDF-OL, lo que
justificaria que un porcentaje mayor de estos estuvieran en tratamiento con
farmacos antihipertensivos, aunque se ha documentado en la literatura un

mejor control de la presion arterial con terapias convectivas.
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El porcentaje de tratados con estatinas fue superior para el grupo en HDF-OL,
un 47,3%, frente a un 30,4% del otro grupo, no hay asociacion entre las
estatinas y la técnica empleada (p=0.26). Aunque los recientes estudios
publicados no han encontrado beneficios en prevencion primaria de eventos
cardiovasculares para la poblacion en hemodialisis, a diferencia de los

pacientes con enfermedad renal cronica en estadios anteriores.

Tabla 3. Tratamientos que reciben los pacientes dializados con ambas técnicas
(HD-HF y HDF-OL).

HD-HF HDF-OL
IECA/ARAII 21,7% 5,2%
Estatinas 30,4% 47,3%
Eritropoyetina 95,6% 63,1%
Hierro intravenoso 43,4% 42,1%
Acido Fdlico 30,4% 42,1%
Vitaminas B1,B6y B12 13% 36,8%
Paricalcitol 69,5% 58%
Paricalcitol (ug/semana) 6 5,8
Cinacalcet 13% 23,6%
Cinacalcet (mg/dia) 30 42

La anemia asociada a la ERC estadio 5 hace necesario que para su
correccion, un gran namero de estos pacientes sean tratados con agentes
eritropoyéticos y/o con hierro intravenoso durante la hemodialisis, para poder
alcanzar los objetivos de hemoglobina que se aceptan actualmente. Vemos
como el 95,6% de los pacientes del grupo de HD-HF, recibian tratamiento con
eritropoyetina, frente a un 58% de los pacientes en el grupo en HDF-OL, varios
estudios no aleatorizados, encuentran mejoria de la hemoglobina o una

disminucién de las necesidades de dosis de eritropoyetina en HDF-OL.

114



RESULTADOS

El porcentaje de tratados con hierro intravenoso fue similar, 42-43%, no
observandose una asociacion entre hierro intravenoso y la técnica empleada
(p=0.929). La infusion intravenosa, sobre todo a dosis altas, ha demostrado

elevar los marcadores inflamatorios en numerosos estudios.

En la enfermedad renal crénica, las necesidades vitaminicas no estan
totalmente definidas. No se observaron diferencias significativas entre
pacientes que recibian tratamiento con &cido félico (p=0.432) y vitamina B1,
B6, B12 (p=0.071), no encontrando asociacion con la técnica utilizada. Indicar

gue ningun paciente estaba en tratamiento con vitamina C ni E.

En cuanto al tratamiento del hiperparatiroidismo secundario a la enfermedad
renal crénica, un 69,5% de los pacientes del grupo de HD-HF, recibian
tratamiento con analogos de la vitamina D (paricalcitol), frente a un 58% de los
pacientes en HDF-OL, con una dosis semanal similar, no hay asociacion entre
la toma de Paricalcitol y la técnica empleada (p=0.432). El porcentaje de
tratados con calcimiméticos (cinacalcet) fue ligeramente superior en el grupo de
pacientes en HDF-OL, 23,6%, frente al 13% del otro grupo, con una dosis diaria
superior, aunque ambos porcentajes de tratados son bajos.

4.2. ESTUDIO COMPARATIVO DEL ESTADO NUTRICIONAL ENTRE LOS
PACIENTES CON ERC ESTADIO 5D EN HEMODIALISIS CONVENCIONAL
DE ALTO FLUJO Y EN HEMODIAFILTRACION ONLINE.

Para la evaluacién del estado nutricional de los pacientes en hemodialisis no
existe un método de referencia, en este estudio se realiz6 una comparativa
entre parametros antropométricos y bioquimicos, de pacientes con ERC
estadio 5D en hemodidlisis de alto flujo y en hemodiafiltracion online, en un

periodo de seguimiento de un afio.
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4.2.1. Comparativa de los parametros antropomeétricos

Los parametros antropométricos aportan informacion sobre las reservas
energeéticas y proteicas; incluimos para la valoracidén de estos, el peso corporal

y el indice de masa corporal (IMC).

Actualmente diversos trabajos describen (Ferreira Filho et al.,, 2012; Kalantar
et al., 2003), que al contrario de lo que ocurre en la poblacién general, donde
elevados indices de masa corporal y la hiperlipidemia se asocian a mayor
riesgo cardiovascular, en la poblacién en dialisis parecen tener un prondstico
inverso, es decir la malnutricion es un factor de riesgo de morbi-mortalidad en
pacientes en dialisis, fundamentalmente cardiovascular. La hiperlipemia y un
elevado IMC tienen un efecto protector en estos pacientes, al relacionarse con

ingesta proteico caldrica mas adecuada y mejor situacion nutricional.
4.2.1.1. Peso corporal

El peso corporal es un indicador sencillo, pero sus cambios en el tiempo

aportan una informacién valiosa.

Tabla 4. Peso corporal de los pacientes en HD-HF y HDF-OL durante un afio.

PESO (kg) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses
HD-HF Media 60,75 61,25 59,58 59,40 61,23
Desviacion Tipica 11,36 11,67 10,34 10,83 9,86
Percentiles 25 50,37 49,50 49,70 49,00 53,50
50 61,25 61,00 59,75 60,00 62,00
75 68,25 69,00 69,00 69,50 70,50
HDF-OL Media 62,72 60,51 60,97 60,51 58,65
Desviacion Tipica 10,94 9,26 9,67 9,96 10,30
Percentiles 25 54,80 53,60 54,95 56,00 51,40
50 64,30 62,00 60,90 60,20 59,00
75 70,60 68,40 68,75 67,60 67,00
p 0,392 0,961 0,641 0,827 0,385

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.
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Como puede verse en la Tabla 4 y Figura 1, el peso corporal en el grupo de
pacientes tratados con HD-HF se mantiene estable con una ligera ganancia
final, con respecto a las medias del grupo, ocurre lo mismo si lo analizamos por

percentiles.
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Figura 1. Evolucién del peso corporal de los pacientes en HD-HF y HDF-OL durante
un afio, pre y posthemodidlisis. Los resultados estan expresados como media +
desviacion estandar. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05,
LSD test) de los valores.

En el grupo de pacientes tratados con HDF-OL, observamos sin embargo como
la media del grupo desciende de un 62,7 kg al inicio, a un 58,65 kg al final del
afio de seguimiento, ocurre lo mismo si lo analizamos por percentiles aunque

las diferencias no son significativas.

En el grupo en HDF-OL encontramos una correlacion directa, estadisticamente
significativa, con la creatinina (r=0,492; p=0.000), albumina (r=0,214; p=0.042)
y las proteinas totales séricas (r=0,309; p=0.003), a mayor peso mejor estado

nutricional.
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4.2.1.2. indice de Masa Corporal (IMC) o de Quetelet

El IMC es un indicador del compartimiento graso. Se calculdé aplicando la

siguiente formula: Peso (Kg)/talla (m)2.

valores segun el Comité de Expertos de la OMS se indica en la tabla.

Tabla 5. Valores de IMC establecidos por la OMS

La interpretacion de su rango de

<18,5 kg/m2 Bajo peso
18,5-24,9 kg/m2 Normal
25,0-29,9 kg/m2 Sobrepeso
> 30,0 kg/m2 Obesidad

Los resultados para el IMC son similares a los del peso corporal, como

observamos en la Tabla 6. En ambas técnicas y a lo largo del estudio se

observa que se encuentra dentro del rango de normal establecido por el Comité

de Expertos de la OMS

Tabla 6. IMC de los pacientes dializados con HD-HF y HDF-OL durante un afio.

IMC (kg/m?) Basal Tres Meses | Seis Meses [ Nueve Meses | Doce Meses
HD-HF  Media 23,72 24,03 23,81 23,61 23,96
Desviacion Tipica 3,90 3,77 3,73 3,68 3,73
Percentiles 25 20,90 20,72 20,78 21,23 21,75
50 23,62 23,80 23,50 23,14 24,56
75 25,25 27,53 26,22 25,65 25,73
HDF-OL Media 23,86 23,14 23,31 23,17 22,47
Desviacion Tipica 4,25 3,38 3,54 3,74 3,83
Percentiles 25 21,20 21,30 21,58 21,22 20,57
50 22,62 22,59 22,75 22,98 21,87
75 27,10 25,59 26,34 26,10 24,14
p 0,983 0,559 0,87 0,759 0,206

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.
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Los resultados de la evolucion del IMC a lo largo del afio se muestran en la
Figura 2, como observamos los valores de IMC en el grupo de HD-HF se
mantiene estable con una ligera ganancia final, con respecto a las medias del
grupo, ocurre lo mismo si lo analizamos por percentiles. En el grupo en HDF-
OL, observamos sin embargo como la media del grupo desciende de un 23,8
kg/m2 al inicio, a un 22,47 kg/m2 al final del afio de seguimiento, ocurre lo

mismo si lo analizamos por percentiles.
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Figura 2. Evolucion del IMC de los pacientes en HD-HF y HDF-OL durante un afio, pre
y posthemodialisis. Los resultados estan expresados como media * desviacion
estandar. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05, LSD test) de
los valores.

4.2.2. Comparativa de los parametros bioguimicos

Los parametros bioquimicos nutricionales se consideran indicadores de la
severidad de una enfermedad y factores prondsticos, pero estos pueden verse

interferidos en los pacientes en hemodidlisis por el estado inflamatorio.
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4.2.2.1. Proteina visceral

42.2.1.1. Albimina

Los niveles séricos de albumina dependen de las cantidades de proteinas
ingeridas en la dieta, aunque en los pacientes en dialisis también se ven
influenciados por la inflamacién, disminuyendo en respuesta a esta. Por lo que
hay que diferenciar la causa de la concentracion sérica de albumina baja, que
podria deberse a la reduccién de ingesta de proteinas y calorias, 0 a una
situacion de gasto energético en reposo elevado, por un aumento del estrés
oxidativo y del catabolismo proteico, sobre todo a la hora de decidir el abordaje

terapéutico.

La hipoalbuminemia, aunque es un marcador tardio e inespecifico de
desnutricion, siempre se ha sefialado como un predictor independiente de
mortalidad en didlisis. De determinacion sencilla y econdémica, es el mas
empleado en estudios observacionales. Los niveles de albumina sérica
inferiores a 3,5 g/dL son un importante predictor de la tasa de morbi-mortalidad
en los pacientes en hemodialisis fundamentalmente de causa cardiovascular, el

riesgo de mortalidad aumenta cuando la albumina sérica disminuye de 3 g/dL.

Tabla 7. Albimina plasmatica de los pacientes en HD-HF y HDF-OL durante un

afo.

ALBUMINA (g/dL) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses

HD-HF  Media 3,18 3,52 3,23 3,31 3,64

Desviacion Tipica 0,41 0,39 0,51 0,59 0,45

Percentiles 25 2,92 3,30 2,83 3,00 3,35

50 3,00 3,55 3,20 3,10 3,70

75 3,58 3,80 3,58 3,50 4,00

HDF-OL Media 3,93 3,88 3,99 3,90 3,52

Desviacion Tipica 0,36 0,27 0,25 0,31 0,73

Percentiles 25 3,72 3,80 3,80 3,75 3,20

50 3,90 3,90 4,05 3,90 3,70

75 4,17 4,07 4,17 4,10 4,10

p 0,000 0,001 0,000 0,001 0,835

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.
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En nuestro estudio, como puede observarse en la Tabla 7, los niveles de
albuminemia son superiores en el grupo de HDF-OL, lo que indica un mejor
estado nutricional de los pacientes HDF-OL. Estadisticamente se observa que
las diferencias entre ambas técnicas se mantienen significativas exceptuando a
los 12 meses donde se igualan los valores medios de albuminemia de ambas

técnicas.

Los resultados de la evolucion de los niveles de albumina plasmatica en los

pacientes dializados con ambas técnicas se presentan en la figura 3.
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Figura 3. Evolucién de la albumina plasmatica de los pacientes en HD-HF y HDF-OL
durante un afo, pre y posthemodidlisis. Los resultados estan expresados como media
+ desviacion estandar. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05,
LSD test) de los valores.

Cuando analizamos la evolucion a lo largo del afio de didlisis (Figura 3) se
observa que la media de albuminemia en los pacientes del grupo de HD-HF
fue mejorando a lo largo del afio de seguimiento, desde 3,18 g/dL a 3,64 g/dL,
situandose en un rango que se asocia a una menor morbi-mortalidad. Destacar
gue en el andlisis de percentiles se observa que el 25% de los pacientes a
tiempo basal tienen un alto riesgo de enfermedad que mejora al afio del
tratamiento con dialisis. En el grupo en HDF-OL, sin embargo la media de

albumina fue reduciéndose significativamente durante el afio de seguimiento,
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pasando de 3,93 g/dL a 3,52 g/dL, que sigue estando en adecuado rango en

cuanto a riesgo cardiovascular se refiere.
4.2.2.1.2. Transferrina

La transferrina sérica es un indicador fiable de la nutricion proteica ya que es
mas sensible a la deficiencia proteica y cambia mas rapidamente con una dieta

inadecuada, aunque puede aumentar si los depdsitos de hierro se han agotado.

A pesar de ello, en varios trabajos (Locatelli et al., 2002; Neyra et al., 2000;
Kalantar et al.,, 1998) se propone la medida de transferrina como marcador
mas precoz que la albumina en las situaciones de desnutricion e incluso de
inflamacion (Kaysen et al.,, 2000), sobre todo si se tiene en cuenta que en la
actualidad, se administra hierro intravenoso a los pacientes en hemodidlisis,
monitorizando siempre que mantengan un adecuado nivel de depdsito de

hierro.

Tabla 8. Transferrina plasmética de los pacientes en HD-HF y HDF-OL durante

un afo.
TRANSFERRINA (mg/dL) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses

HD-HF  Media 186 175 171 179 180
Desviacion Tipica 30,20 27,90 31,50 35,80 28,90

Percentiles 25 159 162 142 155 163

50 180 173 166 166 174

75 209 193 195 212 186

HDF-OL Media 158 157 168 165 192
Desviacion Tipica 31,90 34,90 35,90 28,60 59,60

Percentiles 25 143 135 149 149 154

50 157 154 161 162 197

75 164 169 183 185 224

p 0,004 0,011 0,597 0,312 0,439

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

Si tenemos en cuenta que el valor de normalidad seria igual o mayor a 200
mg/dL, observamos que todos los pacientes del estudio (Tabla 5) parten de una
situacion de desnutricion leve (150-200 mg/dL), esta situacion de inicio en mas
acusada en los pacientes del grupo en HDF-OL (p=0.004) siendo significativa a

tiempo basal y tres meses.
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En relacion a la evolucidon de los niveles de transferrina a lo largo del afio de
estudio (Figura 4), en los pacientes tratados con HDF-OL se observa un
incremento significativo a lo largo del afio de seguimiento (157,7 -191,8 mg/dL),
acercandose al valor considerado como de normo nutriciéon. Tal y como indica
los datos de percentil, un 25% de los pacientes alcanzan valores superiores a
200 mg/dL. Por el contrario en el grupo en HD-HF, los valores de transferrina
sérica se observa una pequefia disminucién aunque no significativativa a lo
largo del afio de estudio (185-179 mg/dL) asocidndose a una mayor

desnutricion.
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Figura 4. Evolucion de la transferrina plasmética de los pacientes en HD-HF y HDF-
OL durante un afo pre y posthemodidlisis. Los resultados estdn expresados como
media + desviacion estandar. Las diferentes letras indican diferencias significativas
(p<0.05, LSD test) de los valores.

Un analisis de la correlacion entre parametros nutricionales, indica que en el
grupo de pacientes HDF-OL encontramos una correlacion directa,
estadisticamente significativa, de la albumina sérica con la transferrina
(r=0.282; p=0.007), es decir, a mayores niveles de albumina, mayores niveles

de transferrina, lo que se traduce en un mejor estado nutricional.
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4.2.2.1.3. Proteinas totales

El examen de proteina total mide la cantidad total de dos clases de proteinas
encontradas en la porcion liquida de la sangre: albamina y globulinas. La
albumina ayuda a impedir que se escape liquido fuera de los vasos sanguineos

y las globulinas son una parte importante del sistema inmunitario.

Tabla 9. Proteinas totales plasmaticas de los pacientes en HD-HF y HDF-OL
durante un afo.

PROTEINAS TOTALES (g/dL) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses
HD-HF Media 6,37 6,60 6,49 6,48 6,38
Desviacion Tipica 0,43 0,46 0,43 0,36 0,47
Percentiles 25 6,00 6,20 6,17 6,30 5,90
50 6,30 6,60 6,50 6,40 6,40
75 6,80 6,90 6,80 6,70 6,80
HDF-OL Media 6,84 6,80 6,83 6,65 6,54
Desviacion Tipica 0,50 0,40 0,30 0,47 0,72
Percentiles 25 6,50 6,40 6,50 6,40 6,20
50 6,90 6,80 6,90 6,75 6,40
S 7,10 7,00 7,00 7,00 7,10
p 0,001 0,293 0,007 0,135 0,437

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

El rango de proteinas totales es de 6,0 a 8,3 g/dL. Los valores de proteina total
de los pacientes a tiempo basal es superior a 6,0 en ambos grupos (Tabla 9).
La media es superior en el grupo en HDF-OL, a lo largo del afo de
seguimiento, aunque la so6lo hubo diferencias significativas a tiempo basal y a

los 6 meses debido a las bajas desviaciones.

Los resultados de la evolucion del nivel de proteinas totales a lo largo del
tiempo se presentan en la Figura 5. En nuestro estudio, en el grupo de HD- HF,
la media se mantiene estable con una ligera ganancia final pero no significativa
(6,3 a 6,38 g/dL). En el grupo en HDF-OL, aunque se observa una pequefia
disminuciéon de un 6,84 g/dL al inicio, a un 6,54 g/dL al final del afio de
seguimiento, no es significativa ocurre lo mismo si lo analizamos por

percentiles.
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Figura 5. Evolucion las proteinas totales plasmaticas de los pacientes en HD-HF y
HDF-OL durante un afio, pre y posthemodidlisis. Los resultados estan expresados
como media + desviacidbn estandar. Las diferentes letras indican diferencias

significativas (p<0.05, LSD test) de los valores.

4.2.2.2. Proteina somatica

4.2.2.2.1. Creatinina

Los niveles de creatinina son indicadores del catabolismo muscular de forma
global. Sus valores estan en relacion directa con la cantidad y contenido
proteico de la dieta y la edad. En los pacientes en hemodialisis no tiene unos
valores de referencia como en la poblacion general, pero si puede ser utilizado
como parametro bioquimico del estado nutricional, sobre todo en seguimiento,
puesto que si las condiciones de la hemodialisis se mantienen estable,
fundamentalmente en cuanto a dosis de dialisis se refiere, un descenso

progresivo respecto a los valores previos, es un indicador de malnutricion.
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En la Tabla 10, se puede observar que la media de las determinaciones de
creatinina plasmatica fue superior en grupo en HDF-OL a lo largo del afio de
seguimiento, con respecto al grupo HD-HF, esta diferencia no es
estadisticamente significativa. Los valores son superiores a los de la poblaciéon
normal, cuyos rangos de referencia son para las mujeres de 0,6 a 1,1 mg/dL y

para los hombres de 0,8 a 1,3 mg/dL, por su condicién de enfermos renales.

Tabla 10. Creatinina plasmaética de los pacientes en HD-HF y HDF-OL durante

un afo.

CREATININA (mg/dL) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses

HD-HF  Media 7,30 7,94 7,50 7,80 7,69

Desviacion Tipica 1,76 1,82 1,66 1,60 1,50

Percentiles 25 5,97 7,20 7,07 7,60 6,85

50 7,40 8,30 8,15 8,20 8,00

75 8,92 9,40 8,60 8,80 8,85

HDF-OL Media 8,27 8,21 8,39 8,60 8,13

Desviacion Tipica 1,81 2,01 1,97 2,19 2,37

Percentiles 25 7,37 6,78 7,02 7,32 6,60

50 8,26 8,08 8,25 8,38 7,30

75 9,35 10,08 10,02 10,29 9,30

p 0,125 0,913 0,308 0,643 0,880

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

En nuestro estudio encontramos pocas variaciones a lo largo del afio de
seguimiento respecto a la creatinemia (Figura 6), la media en ambos grupos
practicamente se mantuvo sin cambios. Unicamente si lo analizamos por
percentiles observamos como en el grupo de HD-HF en el percentil 25 y 50 si

hubo un incremento al finalizar el estudio.
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Figura 6. Evolucion de la creatinina plasméatica de los pacientes en HD-HF y HDF-OL
durante un afio pre y posthemodidlisis. Los resultados estan expresados como media
+ desviacion estandar. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05,
LSD test) de los valores.

Estudios de correlacion muestran que en el grupo de pacientes HDF-OL, se
observa una correlacion directa, estadisticamente significativa, entre la
creatinina y los triglicéridos (r=0,353; p=0.001), ambos parametros elevados en
la poblacién en dialisis indican un mejor estado nutricional. En el grupo en HD-
HF, encontramos esta misma correlacion con la creatinina, pero con la
albumina (r=0,302; p=0.002) y la transferrina (r=0,245; p=0.012).

4.2.2.2.2. Niveles de nitrégeno ureico en sangre (BUN)

El nitrégeno ureico en la sangre (BUN) es la cantidad de nitrégeno circulando
en forma de urea en el torrente sanguineo. La urea es una sustancia secretada
a nivel del higado, producto del metabolismo proteico, a su vez, es eliminada a

través de los rifiones.
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El BUN y la tasa de catabolismo proteico (incremento del BUN en el periodo
interdialisis) son los primeros en descender cuando cae la ingesta proteica
(asumiendo que no se ha modificado la dosis de didlisis), es decir, que una
tendencia descendente con igual pauta de dialisis es un indicador de

malnutricion.

Tabla 11. BUN plasmatico de los pacientes en HD-HF y HDF-OL durante un

ano.
BUN (mg/dL) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses
HD-HF Media 55,89 56,40 57,25 54,59 55,98
Desviacion Tipica 13,88 14,78 16,16 13,03 13,06
Percentiles 25 46,41 43,71 48,29 46,06 45,82
50 55,46 59,22 58,04 53,11 56,40
75 66,74 67,68 66,85 59,69 62,51
HDF-OL Media 54,52 56,54 58,49 52,22 53,28
Desviacion Tipica 13,63 15,40 12,69 10,85 12,41
Percentiles 25 44,65 45,94 50,31 40,89 44,65
50 53,11 55,46 58,75 54,75 54,52
75 66,74 66,15 66,75 62,86 62,98
p 0,680 0,903 0,743 0,760 0,821

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

En nuestro estudio (Tabla 11), no encontramos variaciones significativas en las
medias del BUN en ambos grupos de pacientes, siendo similares los resultados

cuando se analizan por percentiles.

El analisis de los resultados a lo largo del afio (Figura 7), indica que el indice
BUN se mantiene estable a lo largo del afio de seguimiento, Unicamente
aumentaron progresivamente pero no de forma significativa durante los
primeros 6 meses, con un ligero descenso hasta cifras basales en los

siguientes, siendo muy similar la evolucion en ambos grupos.
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Figura 7. Evolucion del BUN plasmatico de los pacientes en HD-HF y HDF-OL durante
un afio, pre y posthemodidlisis. Los resultados estan expresados como media *
desviacion estandar. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05,
LSD test) de los valores.

4.2.2.3. Lipidos

4.2.2.3.1. Colesterol total

El colesterol es un buen marcador del estado nutricional y por tanto, cifras
aparentemente normales o bajas pueden representar un estado de
desnutricion, mas que una normalidad del metabolismo lipidico. El descenso
del colesterol plasmatico, que probablemente esta vinculado a un déficit
nutricional energético, se asocia a una mayor mortalidad en los pacientes en
hemodidlisis (Liu et al., 2004) y se considera marcador de nutricién deficiente
cuando sus valores son inferiores a 150 mg/dL, aconsejado en guias

Europeas, Americanas y estudio Hemo (Rocco et al., 2002).

La evolucion del colesterol total con el tiempo de tratamiento en hemodialisis
ha sido valorada en pocos estudios en los que tras un afio de seguimiento
nutricional encontraron un descenso del colesterol en los pacientes, pero sin

cambios significativos (Kalantar et al., 1998; Iseki et al., 1993).
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Si se comparan ambos grupos (Tabla 12) se observa que la poblacion de
pacientes que van a ser dializados con HD-HF los niveles de colesterol medioe
son limites de 155 mg/dL, si lo analizamos por percentiles, en el percentil 25 los
pacientes parten de cifras de colesterol total inferiores a 150 mg/dL (110
mg/dL), como indicador de desnutricibn aconsejado en guias europeas,
americanas y estudio Hemo y posteriormente incrementan hasta 136 mg/dL, no
ocurre lo mismo en el percentil 75 donde los valores descienden. En el grupo
en HDF-OL tanto en los percentiles 25 como 50 se parte de niveles de
colesterol total inferiores a 150 mg/dL, lo que pone de manifiesto un déficit
nutricional energético en la mayoria de los pacientes, en estos grupos la
mejoria a lo largo de afio de seguimiento es progresiva pero constante hasta
llegar a cifras de 163 mg/dL en el percentil 50, en general mejora los 3
percentiles durante el afio de seguimiento, hasta superar en el caso del 50y 75

los 150 mg/dL fijados como limite para considerar malnutricion.

Tabla 12. Colesterol total plasmatico de los pacientes en HD-HF y HDF-OL
durante un afio.

COLESTEROL TOTAL (mg/dL) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses
HD-HF Media 156 163 154 167 161
Desviacion Tipica 49,56 44,83 50,64 42,31 42,56
Percentiles 25 110 125 106 126 136
50 150 167 151 168 155
75 197 203 192 203 179
HDF-OL Media 142 146 148 155 158
Desviacion Tipica 32,37 34,47 36,39 45,30 58,04
Percentiles 25 122 120 123 125 126
50 136 138 140 147 163
75 171 183 167 168 183
p 0,289 0,173 0,724 0,32 0,925

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

El estado evolutivo del colesterol se indica en la Figura 8, donde no se

observan diferencias significativas en la media de ambas poblaciones.
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Figura 8. Evolucion del colesterol total plasmatico de los pacientes dializados con HD-
HF y HDF-OL durante un afio, pre y posthemodidlisis. Los resultados estan
expresados como media * desviaciobn estandar. Las diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0.05, LSD test) de los valores.

4.2.2.3.2. Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

La mayor parte del colesterol se transporta en la sangre unido a proteinas,
formando unas particulas conocidas como lipoproteinas de baja densidad o
LDL. Con el LDL como pardmetro bioquimico de estado nutricional en el caso
de los pacientes en didlisis, ocurre lo mismo que el caso del colesterol total
donde cifras aparentemente normales o bajas pueden representar un estado de

desnutricioén.

Aunque no se observan diferencias significativas entre ambos tipos de
pacientes (Tabla 13), a tiempo basal el valor medio de los niveles de LDL es
superior en los pacientes que van a ser dializados con HD-HF, donde un 25%
de los pacientes tienen valores de LDL superiores a 120 mg/dL. El analisis de
percentiles permite observar que el 50% de la poblacién de ambos grupos de
pacientes tienen valores de colesterol de 69 mg/dL.
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Tabla 13. LDL colesterol plasmatico de los pacientes en HD-HF y HDF-OL
durante un afio.

LDL (mg/dL) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses

HD-HF  Media 82,08 89,96 82,41 89,32 86,04
Desviacion Tipica 43,63 36,51 39,50 40,91 35,78
Percentiles 25 44,25 57 45,25 51 57,90

50 69 81 62 76 86

75 127 121 123 130 113

HDF-OL Media 66,60 66,30 70,90 75,63 82
Desviacion Tipica 22,92 26,29 25,77 28,53 37,54

Percentiles 25 50,25 46,50 53,25 51,75 49

50 69,50 61,50 67 73,50 87

75 82,00 81,50 87,25 90,50 110
p 0,509 0,031 0,480 0,398 0,777

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

Evolutivamente (Figura 9) se observa que al igual que lo observado con los
niveles de colesterol total, tiene lugar un aumento progresivo de los niveles de
LDL a lo largo del afio de seguimiento, aunque este aumento fue mas
pronunciado en el caso de la HDF- OL donde los pacientes pasaron de cifras
de LDL medias de 66 mg/dL a 82 mg/dL.
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Figura 9. Evolucion del LDL colesterol plasmatico de los pacientes en HD-HF y HDF-
OL durante un afio, pre y posthemodialisis. Los resultados estan expresados como
media + desviacion estadndar. Las diferentes letras indican diferencias significativas
(p<0.05, LSD test) de los valores.
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4.2.2.3.3. Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son aquellas lipoproteinas que
transportan el colesterol desde los tejidos del cuerpo hasta el higado. Con el
HDL como parametro bioquimico de estado nutricional en el caso de los
pacientes en dialisis, ocurre lo mismo que el caso del colesterol total donde
cifras aparentemente normales o bajas pueden representar un estado de
desnutricion.

Los resultados (Tabla 14) muestran que no hay diferencia a tiempo basal entre
ambos grupos de paciente, lo indica una homogeneidad de partida. Tampoco

se observan cambios entre ambas poblaciones a los 3, 6, 9y 12 meses.

Tabla 14. HDL colesterol plasmatico de los pacientes en HD-HF y HDF-OL

durante un afo.

HDL (mg/dL) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses
HD-HF Media 51,71 51,04 50,64 54,79 55,06
Desviacion Tipica 21,18 23,33 17,87 20,95 17,59
Percentiles 25 38,00 37,00 38,50 43,00 40,50
50 45,00 45,00 50,00 48,00 54,00
75 61,00 54,00 56,50 72,00 69,00
HDF-OL Media 54,55 59,80 54,80 52,31 55,93
Desviacion Tipica 18,34 23,67 20,42 19,22 30,65
Percentiles 25 38,25 42,00 40,50 38,75 40,00
50 54,00 56,00 50,50 46,50 52,00
75 63,00 69,00 61,25 66,75 62,00
p 0,494 0,137 0,705 0,703 0,597

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

Al igual que en los otros parametros lipidicos, colesterol total y del LDL, ambos
grupos experimentaron una ligera mejoria, aunque no significativa, que este
caso fue mas pronunciada en el grupo de HD-HF, donde la media de HDL pasé6
de 51 mg/dL a 55 mg/dL (Figura 10).
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Figura 10. Evoluciéon del HDL colesterol plasmatico de los pacientes dializados en HD-
HF y HDF-OL durante un afio, pre y posthemodialisis. Los resultados estan
expresados como media + desviacion estandar. Las diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0.05, LSD test) de los valores.

4.2.2.3.4. Triglicéridos

La hipertrigliceridemia es la alteracién fundamental de los lipidos plasméaticos
en la insuficiencia renal. En los pacientes con enfermedad renal crénica en
hemodidlisis, la hipertrigliceridemia tiene un efecto protector, al relacionarse

con ingestas proteico-caléricas mas adecuadas y mejor situacidén nutricional.

Los resultados de triglicéridos son menores a tiempo basal en la poblacion HD-
OL aunque la diferencia no es estadisticamente significativa (Tabla 15), el
analisis de percentiles muestra como el 25% de la poblacion de los
seleccionados para HD-HF tiene valores de triglicéridos superiores a 160

mg/dL, sin embargo el percentil 75 en la poblacion HD-OL es de 122,5 mg/dL.
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Tabla 15. Triglicéridos plasmaticos de los pacientes en HD-HF y HDF-OL
durante un afio.

TRIGLICERIDOS (mg/dL) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses

HD-HF Media 113 115 105 114 99,41
Desviacion Tipica 67,71 72,15 53,90 55,28 48,63

Percentiles 25 72,25 64 67,75 72 66

50 92 88 95 112 90

15 160 139 125 147 128

HDF-OL Media 93,50 102 102 116 124
Desviacion Tipica 42,88 33,87 31,98 54,06 99,59

Percentiles 25 55,75 71,00 82,25 84,25 81

50 88,50 98,50 100 97 100

75 123 124 118 146 124
p 0,584 0,86 0,84 0,855 0,637

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

El anadlisis evolutivo, Figura 11, muestra un incremento no significativo en los
niveles de triglicéridos plasmaticos a lo largo del afio de seguimiento en el
grupo en HDF-OL, de 93 mg/dL a tiempo basal a 123 mg/dL. A diferencia del
grupo en HD- HF, donde descendié la media de 112,7 mg/dL al inicio a 99,4

mg/dL a final del estudio.
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Figura 11. Evolucién de los triglicéridos plasmaticos de los pacientes en HD-HF y
HDF-OL durante un afio, pre y posthemodidlisis. Los resultados estan expresados
como media + desviacion estandar. Las diferentes letras indican diferencias
significativas (p<0.05, LSD test) de los valores.
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4.2.2.4. Otros

4.2.2.4.1. PCR
De todos los reactantes de fase aguda y marcadores de inflamacion vascular
del plasma, la PCR es el marcador de riesgo cardiovascular mas utilizado,
gracias a su reproducibilidad, bajo coste y disponibilidad en la clinica. La PCR
es un sub-producto bioquimico inespecifico, producido por los hepatocitos
como respuesta a niveles elevados de IL-6, que se eleva rapidamente tras un

estimulo inflamatorio.

Aunque hasta la fecha carecemos de valores de referencia de PCR para
pacientes con ERC, si parece claro que los niveles de PCR suelen, por lo
general, estar por encima del limite de 3 mg/L de la poblacién general. Los
pacientes en dialisis en Europa suelen tener una PCR media de 7-8 mg/L y
una mediana de 4-5 mg/L. Hallazgos similares se han observado en pacientes
con ERC en estadios 3-5. Segun el estudio NHANES, alrededor del 50% de los
pacientes con un aclaramiento renal entre 15-60 ml/min tienen unos niveles de
PCR >2,1 mg/L. Los pacientes diabéticos generalmente tienen unas
concentraciones séricas de PCR ligeramente mayores (media 10 mg/L) que los
no diabéticos. Diversos autores han sugerido un punto de corte pragmatico
para los niveles de PCR en los pacientes en didlisis en torno a los 5 mg/L. Sin
embargo, este punto de corte no esta consensuado por ninguna guia clinica y
dadas las diferencias étnicas y culturales de muchos paises, no es extrapolable

a todas las poblaciones de dialisis.
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Tabla 16. PCR de los pacientes en HD-HF y HDF-OL durante un afio.

PCR (mg/L) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses
HD-HF Media 19,16 14,52 14,86 12,63 14,76
Desviacion Tipica 19,75 17,44 21,90 16,87 25,82
Percentiles 25 3,25 3,00 2,50 3,00 2,50
50 13,00 7,00 8,00 8,00 6,00
75 27,50 18,00 18,00 11,00 15,50
HDF-OL Media 11,74 10,77 9,23 6,92 12,53
Desviacion Tipica 11,73 20,02 15,70 9,00 16,51
Percentiles 25 2,45 0,91 0,44 0,49 1,00
50 6,30 521 2,35 5,79 5,00
75 20,10 14,18 12,43 8,49 16,00
p 0,695 0,147 0,078 0,079 0,662

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de didlisis HD-HF y HDF-OL.

En nuestro estudio encontramos que ambas poblaciones (Tabla 16) partian en
su mayoria de niveles de PCR elevados, de media en el grupo de HD-HF 19,1

mg/L, mientras que en el grupo en HDF-OL 11,7 mg/L.

En el grupo de HD-HF, la PCR descendio ligeramente a lo largo del afio de
seguimiento hasta un 14,76 mg/L, lo mismo ocurrid si lo analizamos por
percentiles (Tabla 13). En el grupo en HDF-OL observamos un descenso mas
pronunciado durante los 9 primeros meses, para finalmente elevarse en la
altima determinacion a los 12 meses hasta cifras iniciales, sin embargo si lo
analizamos por percentiles, vemos como existe un descenso en todos ellos
hasta encontrarse en los niveles considerados como normales para la
poblacién en didlisis en los percentiles 25 y 50, con valores iguales o menores
de 5 mgl/L.

Encontramos una correlacion inversa, estadisticamente significativa, en el
grupo en HDF-OL entre PCR vy creatinina (r=0,222; p=0.035), transferrina
(r=0,358; p=0.001), colesterol total (r=0,334; p=0.001), LDL (r=0,296; p=0.005),
y HDL (r=0,221; p=0.036), es decir, que niveles bajos de PCR se correlacionan
con niveles altos de creatinina, transferrina, colesterol total, LDL y HDL, lo que
indica que los pacientes con menos inflamacion estan mejor nutridos y

viceversa.
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En el grupo en HD-HF encontramos una correlacion inversa, estadisticamente
significativa, entre PCR y albumina (r=0,215 p=0.029), transferrina (r=0,436
p=0.000) y HDL (r=0,362 p=0.000), es decir que niveles altos de PCR se
correlacionan con niveles bajos de albumina, transferrina y HDL, lo que indica

gue los pacientes con mas inflamacion estan peor nutridos y viceversa.

4.2.2.4.2. Hemoglobina

Varios ensayos clinicos desarrollados en pacientes en didlisis y predialisis,
con/sin diabetes mellitus, sugieren que valores normales de hemoglobina no
presentan ventajas clinicas relevantes y en cambio, pueden asociarse a
algunos efectos adversos. Sin embargo, otros estudios demuestran que valores
altos de hemoglobina se asocian a una mejor calidad de vida y capacidad para
el ejercicio. Por tanto, la hemoglobina diana sigue siendo objeto de controversia

y las guias de practica clinica no estan de acuerdo en los niveles a alcanzar.
Para la mayoria de los pacientes, tanto en casos de ERC como en casos en
tratamiento sustitutivo, los niveles de hemoglobina deben mantenerse en 10-12

g/dL.

Tabla 17. Hemoglobina de los pacientes en HD-HF y HDF-OL durante un afio.

HEMOGLOBINA (g/dL) Basal Tres Meses | Seis Meses | Nueve Meses | Doce Meses
HD-HF Media 11,43 11,02 11,25 11,28 11,38
Desviacion Tipica 1,40 1,50 1,10 1,50 1,63
Percentiles 25 10,62 9,90 10,22 10,30 10,15
50 11,45 11,30 11,45 11,50 11,90
75 12,20 12,40 12,25 12,50 12,45
HDF-OL Media 11,24 11,17 11,47 11,26 11,88
Desviacion Tipica 1,24 1,26 1,06 1,15 1,31
Percentiles 25 10,22 10,40 10,67 10,35 10,70
50 11,20 11,10 11,45 11,10 12,20
75 11,77 11,95 12,35 12,07 13,00
p 0,555 0,981 0,762 0,619 0,316

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.
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En nuestro estudio vemos como ambos grupos presentaban niveles medios de
hemoglobina similares (Tabla 17) y en el rango Optimo aceptado para la
poblacion en hemodidlisis, estos valores no presentaron practicamente

variacion a lo largo del afio de seguimiento en ninguno de los grupos.

4.3. ESTUDIO COMPARATIVO DEL ESTADO OXIDATIVO ENTRE LOS
PACIENTES CON ERC ESTADIO 5D EN HEMODIALISIS CONVENCIONAL
DE ALTO FLUJO Y EN HEMODIAFILTRACION ONLINE.

Se han comparado los resultados obtenidos del estrés oxidativo entre los
pacientes con ERC estadio 5D en hemodidlisis de alto flujo y en
hemodiafiltracion online, a lo largo del afio de seguimiento, alos 0, 3, 6,9y 12

meses.

Los parametros medidos, descritos en el apartado de material y métodos,
responden al analisis del estrés oxidativo en las diferentes poblaciones objeto
de estudio. Asi, para realizar dicha valoracion se ha dispuesto
fundamentalmente de cuatro tipos de datos. Por un lado, los que indican el
estado antioxidante, medido como capacidad antioxidante total del plasma, a
través del método ABTS, FRAP y la cuantificacién de los Polifenoles (PF). En
segundo lugar, estaria la determinacién del estado redox, a través de la
determinacion del Glutation Reducido (GSH), Tiorredoxina (Trx) y el cociente
entre el Glutation oxidado y el Glutation Reducido (GSSG/GSH). Continuando
con el estudio, se encuentran los datos indicadores de biomarcadores de dafio
oxidativo a lipidos y proteinas, enmarcando las determinaciones de diferentes
MDA vy grupos carbonilo (GC). Por ultimo, estaria la determinacion de los

niveles de la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO).

Los resultados obtenidos de la medicién de los distintos parametros en las
diferentes poblaciones se resumen en las tablas y/o en los gréaficos que se

presentan a continuacion.
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4.3.1. Comparativa de la capacidad antioxidante y biomarcadores de

estrés oxidativo

Se ha realizado el andlisis estadistico comparativo entre todas las muestras de
los pacientes en HDF-OL (N=105) y HD-HF (N=120) pre y posthemodialisis,
con independencia del tiempo, tanto en cada una de las técnicas, como entre

ambas, obteniéndose el siguiente resultado.

Como podemos observar en la Tabla 18, perteneciente al grupo en HD-HF, en
cuanto a la capacidad antioxidante se refiere, encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los valores pre y posthemodialisis para
ABTS y FRAP, aumentando en el primer caso (p=0,0001) y disminuyendo en el
segundo (p=0,0001) en relacién a una sesién de dialisis. También encontramos
diferencias significativas en el caso de la Tiorredoxina y de la IDO, con una

reduccion de las mismas posthemodialisis (p=0,0001, p=0,00007).

Tabla 18. Capacidad antioxidante y biomarcadores de estrés oxidativo en

pacientes dializados con HD-HF pre y posthemodidlisis.

HD-HF PRE POST P
ABTS (mM trolox) 2,96+0,74 3,295+0,638 0,0001
FRAP (mM FeS04) 0,727+0,196 0,428+0,129 0,0001
PF (ng/ml ac. galico) 1035+323 10094314 0,5430
TRX (png/mL) 77,92+22 4 62,74+22 2 0,0001
MDA (uM) 2,122+0,819 2,116+0,94 0,9586
GC (nmol/mg prot) 1,558+0,595 1,505+0,748 0,5950
GSH (umol/g Hb) 2,105+1,53 2,004+1,435 0,6190
GSH/GSSG 0,592+0,47 0,602+0,477 0,8740
IDO (uM quinurenina) 4,669+2,039 2,564+1,25 0,00007

Valores de p<0,05 indica diferencia estadisticamente significativa cuando se compara

pre y posthemodialisis.

En la Tabla 19, perteneciente al grupo en HDF-OL, observamos diferencias
estadisticamente significativas en ABTS, con un aumento posthemodialisis

(p=0,0026) y una reduccion posthemodialisis para FRAP vy Polifenoles
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(p=0,0000, p=0,0000). Encontramos también una reduccién estadisticamente
significativa para la Tiorredoxina, MDA e IDO (p=0,0000, p=0,03, p=0,0000).

Tabla 19. Capacidad antioxidante y biomarcadores de estrés oxidativo en

pacientes dializados con HDF-OL pre y posthemodialisis.

HDF-OL PRE POST P
ABTS (mMtrolox) 2,96+0,59 3,243+0,611 0,0026
FRAP (mM FeS04) 0,765+0,188 0,449+0,16 0,0000
PF (ug/ml ac. galico) 1278+408 986+327 0,0000
TRX (ug/mL) 100+33 77130 0,0000
MDA (uM) 2,349+1,067 2,006+0,96 0,0300
GC (nmol/mg prot) 1,624+0,596 1,460+0,66 0,0950
GSH (umol/g Hb) 2,340+1,66 2,535+1.14 0,4127
GSH/GSSG 0,427+0,31 0,410£0.311 0,7380
IDO (uM quinurenina) 4,733+1,89 2,155+1,074 0,0000

Valores de p<0,05 indica diferencia estadisticamente significativa cuando se compara

pre y posthemodidlisis.

Los resultados de la comparativa de las muestras entre las dos técnicas en
cuanto a los valores obtenidos pre y posthemodidlisis, se muestran en la Tabla
20, observamos que los pacientes en HDF-OL presentaron unos niveles
prehemodialisis de Polifenoles superiores a los pacientes en HD-HF (p=0,001),
indicando una mayor capacidad antioxidante. Los pacientes en HDF-OL tienen
niveles pre y posthemodialisis mas elevados de Tiorredoxina que los pacientes
en HD-HF (p=0,0001 y p=0,0001). El grupo de pacientes en HDF-OL tiene
niveles posthemodialisis de GSH superiores a los del grupo en HD-HF
(p=0,0109). En cuanto al cociente GSSG/GSH observamos que los pacientes
en HD-HF tienen valores significativamente superiores tanto pre como
posthemodialisis (p=0,0076, p=0,0024) a los de los pacientes en HDF-OL,
indicando asi un mayor estrés oxidativo en el grupo HD-HF. Los pacientes en
HDF-OL tienen niveles inferiores de IDO posthemodialisis (p=0,0221) que los
pacientes en HD-HF.
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Tabla 20. Valores de significancia (p) cuando se compara la capacidad
antioxidante y biomarcadores de estrés oxidativo en pacientes
dializados con HD-HF y HDF-OL pre y posthemodialisis.

Valor de p
PRE HD-HF - PRE HDF-OL | POST HD-HF - POST HDF-OL
ABTS 0,8861 0,5072
FRAP 0,1762 0,2909
PF 0,001 0,5584
TRX 0,0001 0,0001
MDA 0,1081 0,3959
GC 0,5031 0,7012
GSH 0,3277 0,0109
GSH/GSSG 0,0076 0,0024
IDO 0,7986 0,0221

Valores de p<0,05 indica diferencia estadisticamente significativa cuando se compara

pre y posthemodidlisis.

En la tabla 21 observamos la comparativa de la relacidon entre los valores pre
y posthemodialisis de ambas técnicas, encontramos un resultado de dicho
cociente mayor para Polifenoles, Tiorredoxina, MDA e IDO (p=0,004, p=0,0154,
p=0,0252, p=0,0103), lo que supone una reduccidon mayor y significativa de los
niveles plasmaticos en HDF-OL para estas sustancias. Este resultado nos
indica en el caso del cociente GSSG/GSH, que el hecho de que los pacientes
en HDF-OL tengan valores mas bajos que los pacientes en HD-HF, lo que
indica un menor estrés oxidativo, no esta en relacién a la técnica, porque no
existen diferencias estadisticamente significativas en la relacion pre y
posthemodialisis en este cociente (p=0,2871), es decir que la reduccion

plasmatica es similar en ambas técnicas.
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Tabla 21. Relacion de los niveles pre/posthemodialisis en pacientes dializados
con HD-HF y HDF-OL.

HD-HF (pre/post) HDF-OL (pre/post) P
ABTS 2,96+0,74 3,295+0,638 0,0001
FRAP 0,727+0,196 0,428+0,129 0,0001
PF 1035+323 1009+314 0,5430
TRX 77,9222 4 62,74+22,2 0,0001
MDA 2,122+0,819 2,116+0,94 0,9586
GC 1,55840,595 1,505+0,748 0,5950
GSH 2,105+1,53 2,004+1,435 0,6190
GSH/GSSG 0,592+0,47 0,602+0,477 0,8740
IDO 4,669+2,039 2,564+1,25 0,00007

Valores de p<0,05 indica diferencia estadisticamente significativa cuando se compara

pre y posthemodidlisis.

4.3.2. Comparativa de la capacidad antioxidante y biomarcadores de

estrés oxidativo en el tiempo

4.3.2.1. Capacidad antioxidante total del plasma

4.3.2.1.1. Capacidad estabilizadora del radical ABTS*

En la tabla 22, se recoge el valor promedio junto con la desviacion tipica
obtenida de la determinacion de los pardmetros indicadores de la capacidad
antioxidante total del plasma evaluado por el método ABTS. No se observan

diferencias significativas entre las dos técnicas.
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Tabla 22. Niveles de ABTS de los pacientes dializados con HD-HF y HDF-OL
durante un afio.

Basal | Basal | 3meses | 3meses | 6 Meses | 6 Meses | 9Meses | 9Meses | 12Meses | 12 Meses
ABTS (mMtrolox)
(pre) | (post) | (pre) | (post) | (pre) | (post) (pre) (post) (pre) (post)
HD-HF  Media 3490 3,630 3,036 3,250 3,091 3410 2,635 2997 2,330 3,085
Desviacion Tipica 0,698 0,516 0,455 0,478 0,958 0,772 0,394 0,466 0,462 0,771
Percentiles 25 2948 3373 2,679 2,962 2474 2,787 2,284 2,635 1,999 2,536
50( 3421 3617 3,016 3,257 2,691 3234 2,564 2,989 2,104 3,005
75 4,164 4,020 3,400 3474 3,464 4,003 2,980 3377 2,667 34371
p (pre-post) 0,256 0,081 0,012 0,001 0,001
HDF-OL Media 359 3934 2,947 3,193 2,905 2,998 2571 2,818 2,629 3,071
Desviacion Tipica 059 0,266 0,619 0,637 0,288 0431 0,551 0417 0,279 0,539
Percentiles 25( 2831 3,763 2478 2,640 2,731 2,799 2,091 2461 2451 2,587
50( 3,715 3917 3,064 2976 2,891 2,941 2573 2,841 2,535 3,197
75 4,004 4,090 3,386 3,747 3,047 3,285 2,808 3,117 2,775 3,393
p (pre-post) 0,024 0,18 031 0,016 0,0152
p (HD-HF HDF-OL) 0945 0,036 0,837 0,508 0513 0,174 0,560 0,274 0,037 0,904

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las
dos técnicas de didlisis HD-HF y HDF-OL.

Observamos que la diferencia entre los valores promedio pre y post realizacion
de ambas técnicas, es estadisticamente significativa, fundamentalmente en las
determinaciones de los 9 y 12 meses, es decir que la didlisis de ambas
técnicas ha influido en el capacidad antioxidante total, en este caso
aumentando la capacidad estabilizadora del radical ABTS.

Como podemos ver en la tabla 22, los valores promedio son similares en

ambos grupos a lo largo del afo de seguimiento, tanto pre como
posthemodialisis, salvo en dos ocasiones, donde son estadisticamente
significativos, mas altos en el grupo en HDF-OL, post hemodialisis en la
determinacion inicial (p= 0.036) y prehemodialisis al afio de seguimiento, esta
diferencia al final del periodo de seguimiento es favorable para el grupo en
HDF-OL, puesto que supone que este grupo concluye el periodo de
seguimiento con un menor estado inflamatorio que el grupo en HD-HF, y esta

diferencia es estadisticamente significativa (p= 0.037).

En las figuras 12 se representa la capacidad antioxidante total a lo largo del
afio de estudio. Para ambas técnicas existe un descenso significativo de los
valores promedio a lo largo del afio de seguimiento, siendo la evolucién

paralela para las muestras pre y postdialisis.
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Figuras 12. Evolucién de la TAC (ABTS) de los pacientes dializados con HD-HF y
HDF-OL durante un afio, pre y posthemodidlisis. Los resultados estan expresados
como media * desviacion estandar. Las diferentes letras indican diferencias
significativas (p<0.05, LSD test) de los valores.

4.3.2.1.2. Capacidad antioxidante total reductora FRAP

En la tabla 23, se observa que los valores de FRAP, como indicador de la
capacidad antioxidante total medida como poder reductor del plasma,
disminuyen en ambas técnicas después de la dialisis. Es decir que la
realizacion de ambas técnicas de dialisis supone una pérdida de capacidad

antioxidante total en relacién a FRAP.

145



RESULTADOS

En la tabla 23 vemos como las medias de las determinaciones de FRAP, a lo
largo del periodo de seguimiento, son superiores en el grupo en HD-HF, al
inicio siendo esta diferencia es estadisticamente significativa posthemodidlisis
(p=0.022). Sin embargo se observa que a los 3 meses esta diferencia se
invierte, y vemos que la media es mayor en los pacientes en HDF-OL, tanto pre
como posthemodialisis, p=0.011 y p=0.000, respectivamente. No observandose
diferencias significativas entre ambas técnicas en los siguientes meses de

seguimiento

Tabla 23. Niveles de FRAP plasmaticos de los pacientes dializados con HD-HF

y HDF-OL.
Basal | Basal | 3meses | 3meses | 6 Meses | 6 Meses | 9Meses | 9Meses | 12Meses | 12 Meses
FRAP (uM FeSO,
b ) (pre) | (post) | (pre) | (post) | (pre) | (post) (pre) (post) (pre) (post)
HD-HF  Media 0586 0319 0,695 0,420 0,802 0,571 0,810 0,416 0,796 0421
Desviacion Tipica 0,119 0,065 0,129 0,087 0,228 0,159 0,258 0,088 0,141 0,077
Percentiles 25| 0,481 0,256 0,582 0,344 0,646 0,427 0,667 0,359 0,698 0,372

50{ 0599 0330 0,712 0,416 0,863 0,592 0,731 0,406 0,781 0421
750 0691 0,363 0,797 0,465 1,006 0,705 0,884 0,450 0,937 0,466

p (pre-post) 0,001 0,0001 0,0001 0,001 0,001
HDF-OL  Media 0573 0272 080 050 0852 0514 0752 0403 0834 0463

Desviacion Tipica 0121 0038 0198 0170 0131 0098 0122 0045 0175 0,149

Percentles 25| 0455 0248 0651 0504 0749 0453 0697 0371 0776 0,401

50 0576 0278 0879 0579 0850 0501 0745  039% 0814 0418
75| 0674 0289 1015 0688 0946 0559 0827 0439 0941 0,449

D (pre-post) 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
p (HD-HF HDF-OL) 0832 002 0011 0000 053 0345 0950 0894 0308 0,790

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de didlisis HD-HF y HDF-OL.

Cuando realizamos el analisis evolutivo a lo largo del afio (Figuras 13), se
observa para las dos técnicas de hemodidlisis un aumento significativo a los
tres meses que se mantiene ligeramente a lo largo del afio de seguimiento.
Este incremento al afio fue mayor para los pacientes dializados con la técnica
HDF-OL.
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Figuras 13. Evolucién de FRAP en plasma de los pacientes dializados con HD-HF y
HDF-OL durante un afio, pre y posthemodidlisis. Los resultados estan expresados
como media + desviaciobn estandar. Las diferentes letras indican diferencias
significativas (p<0.05, LSD test) de los valores.

4.3.2.1.3. indice de Polifenoles (PF)

Otro parametro indicador de la capacidad antixoidante asociado a la dieta es el
nivel de polifenoles medido por el método de Folin-Caltou. Para PF la diferencia
entre los valores promedio pre y post realizacion de las técnicas, es
estadisticamente significativa en la determinacion basal y a los 3 meses en el
grupo en HDF-OL, en las determinaciones posteriores no existen diferencias
estadisticamente significativas, podemos decir que la realizacibn de ambas

técnicas practicamente no modifica los valores para polifenoles, salvo en la
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determinacion basal y a los 3 meses en el grupo HDF-OL donde existe un

llamativo descenso del valor promedio posthemodiafiltracion online.

Tabla 24. Niveles de polifenoles totales en plasma de los pacientes dializados
con HD-HF y HDF-OL durante un afio.

) Basal | Basal | 3meses | 3meses | 6 Meses | 6 Meses | 9Meses | 9Meses | 12Meses | 12 Meses
POLIFENOLES (pg/ml ac. galico)
(pre) | (post) | (pre) | (post) | (pre) | (post) (pre) (post) (pre) (post)
HD-HF  Media 1299 1268 989 1023 624 609 1204 1124 1062 1018
Desviacion Tipica 328 267 172 288 187 191 223 132 139 168
Percentiles 25| 1205 1063 886 773 557 505 1031 1013 987 926
50( 1333 1336 959 1023 671 586 1164 1126 1064 980
75| 1473 1418 1062 1219 717 712 1238 1239 1173 1064
p (pre-post) 0,59 0,74 0,073 0,396
HDF-OL Media 1693 952 1422 911 787 693 1181 1283 1244 1252
Desviacion Tipica 240 399 410 139 162 184 240 273 79 148
Percentiles 25 1465 622 1126 819 686 565 1032 1071 1185 1151
50( 1759 780 1392 914 754 637 1174 1258 1238 1215
75 1836 1347 1568 1010 833 744 1285 1464 1307 1414
p (pre-post) 0,001 0,0001 0,14 0,23 0,85
p (HD-HF HDF-OL) 0,000 0,014 0,000 0,145 0,004 0,136 0913 0,094 0,000 0,001

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

Como podemos observar en las figuras 14, los niveles medios de las
determinaciones de polifenoles disminuyen significativamente en ambos grupos
a lo largo del afio de seguimiento. El comportamiento es una disminucion hasta
los seis meses para de nuevo incrementarse al afio de estudio. Al ser un
pardmetro dependiente de la dieta, puede ser esta la que determine este tipo
de comportamiento, ya que la determinacién de los 6 meses coincidié con el
inicio de la primavera, lo que conlleva una dieta mas apetecible y variada en

cuanto a frutas y verduras se refiere.

Al inicio del estudio, las medias de las determinaciones prehemodialisis de PF
son superiores (p=0.000) para el grupo en HDF-OL, esta diferencia se
mantiene a los 3 meses y a los 6 meses (p=0.000 y 0.004 respectivamente). En
las determinaciones a los 9 meses, las medias son similares en los dos grupos.
Sin embargo al afio de seguimiento la media es mayor en el grupo en HDF-OL,

tanto pre como posthemodialisis (p=0.000 y 0.001 respectivamente).
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Figuras 14. Evolucion de los niveles de polifenolestotales en plasma de los pacientes
dializados con HD-HF y HDF-OL durante un afio, pre y posthemodialisis. Los
resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Las diferentes letras
indican diferencias significativas (p<0.05, LSD test) de los valores.

4.3.2.2. Estado Redox

4.3.2.2.1. Niveles de Glutation Reducido (GSH)

Los resultados de Glutation Reducido (GSH) (Tabla 25), indican que las
diferencias entre los valores promedio pre y post realizacion de ambas
técnicas, no son estadisticamente significativas, salvo al inicio y en la

determinacion de los 12 meses en el grupo en HDF-OL, es decir, que los
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valores promedios pre y post ambas técnicas no se vieron practicamente

modificados.

Como podemos ver en la Tabla 25, la media de las determinaciones al inicio
es superior para el grupo en HDF-OL, aunque esta diferencia sélo es
estadisticamente significativa para la media de las determinaciones
posthemodialisis (p=0.000). A los 3 y 6 meses las medias de las
determinaciones son similares. Sin embargo, vemos como las medias de las
determinaciones a los 9 y 12 meses son superiores en el grupo en HDF- OL,
tanto pre como posthemodialisis, aunque esta diferencia solo es significativa a

los 9 meses pre y posthemodialisis (p=0.036 y 0.013, respectivamente).

Tabla 25. Niveles de glutation (GSH) de los pacientes dializados con HD-HF y
HDF-OL durante un afo.

GSH (umollg Hb) Basal | Basal | 3meses | 3meses | 6 Meses | 6 Meses | 9Meses | 9Meses | 12Meses | 12 Meses
(pre) | (post) | (pre) | (post) | (pre) | (post) (pre) (post) (pre) (post)
HD-HF  Media 1273 0,987 1,834 1,792 1,137 1,218 2,380 2,466 4,562 4,015
Desviacion Tipica 0,794 0468 0,691 0,856 0,869 0,882 1,428 1,439 1,193 1,242
Percentiles 25( 0,778 0,761 1,252 1,103 0,581 0,481 1,285 1433 3817 3,156
50| 1,095 0888 1,860 1,739 0,795 0,893 1,962 1,859 4,759 4126
75| 1548 1,200 2,274 2435 1,369 1,982 3,930 3,190 5,156 4,781
p (pre-post) 0,11 0,799 0412 0,843 0,122
HDF-OL Media 1912 2869 1,485 1,448 1,234 1,405 3451 3,699 4993 4,093
Desviacion Tipica 1473 0,935 0,862 0,870 0,569 0,732 0,770 1,176 1111 0,937
Percentiles 25 0999 2,259 0,723 0,515 0,895 0,803 2,912 2,587 4,463 3,202
50| 1,469 2471 1,385 1,422 1211 1,435 3,594 3,946 5,016 4226
75 245 3574 2,153 2,164 1,460 1910 4,149 4,702 5,829 4,603
p (pre-post) 0,001 0,78 0,056 0,34 0,055
p (HD-HF HDF-OL) 0,079 0,000 0,115 0,304 0,182 0,296 0,036 0,013 0,378 0,841

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

En relacion al estudio evolutivo (Figuras 15) se observa que el Glutation
Reducido (GSH), experimenta a lo largo del afio de seguimiento un aumento
significativo, hasta méas del doble de los valores basales en el grupo en HDF-
OL y mas del triple de los valores en el grupo en HD- HF.
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Figuras 15. Evolucién de los niveles de GSH de los pacientes en HD-HF y HDF-OL
durante un afio, pre y posthemodidlisis. Los resultados estan expresados como media
+ desviacion estandar. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05,
LSD test) de los valores.

4.3.2.2.2. Niveles de tiorredoxina (Trx)

Para Tiorredoxina, la diferencia entre los valores pre y post realizacion de
ambas técnicas, a lo largo del aflo de seguimiento, es estadisticamente
significativa, en todas las determinaciones salvo en la de los 9 meses, para el
grupo en HDF-OL y a partir de los 6 meses en el grupo en HD-HF. Los valores
promedio de Trx experimentan un descenso en relacion a la realizacion de
ambas técnicas, es decir, que existe una pérdida de antioxidantes, en cuanto a

Trx se refiere.
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Para ambas técnicas existe un descenso de los valores promedio a lo largo

del afio de seguimiento, existe una pérdida antioxidante en relacion a Trx.

En la Tabla 26 podemos ver como las medias de las determinaciones
prehemodialisis al inicio son superiores en el grupo en HDF-OL (p=0.028), esta
diferencia se mantiene a los 3 y 6 meses (p=0.000 y 0.000, respectivamente),
sin embargo las medias de las determinaciones a los 9 y 12 meses de
seguimiento son similares en ambos grupos, aunque los valores son
superiores, de manera no estadisticamente significativa, para el grupo en HDF-

OL alos 12 meses.

Tabla 26. Niveles de tiorredoxina plasmatica en los pacientes dializados con
HD-HF y HDF-OL durante un afio.

Basal | Basal | 3meses | 3meses | 6 Meses | 6 Meses | 9Meses | 9Meses | 12Meses | 12 Meses
TIORREDOXINA (ngimt) (pre) | (post) | (pre) | (post) [ (pre) | (post) (pre) (post) (pre) (post)
HD-HF  Media 9337 6427 75,04 62,42 62,98 52,88 76,47 67,23 78,41 67,80
Desviacion Tipica 2452 1764 16,30 20,86 2387 2781 17,53 20,69 17,42 32,79
Percentiles 25| 7711 52,85 60,69 48,48 44,75 41,50 60,70 49,72 62,86 48,15

50( 9747 6481 75,10 59,65 62,58 50,73 79,21 61,80 78,80 60,75
750 112 76,81 86,33 72,08 82,91 64,11 86,34 82,59 89,98 73,79

p (pre-post) 0,0001 0,005 0,05 0,16 017
HDF-OL Media 119 7274 134 106 9457 6572 6469 57,25 81,40 58,26

Desviacion Tica 3913 2901 3918 3319 2160 2351 1766 17,42 16,94 15,58

Percentiles 25| 8975 5059 10430 8689 8388 4448 5462 4138 6848 4739

50| 115 64,69 122 93,30 92,40 64,83 62,01 56,40 81,40 61,22
75| 137 84,31 160 117 109 70,27 75,66 69,55 95,49 66,70
p (pre-post) 0,001 0,002 0,001 0,16 0,07
p (HD-HF HDF-OL) 0,028 0,785 0,000 0,000 0,000 0,081 0,069 0,155 0,565 0,572

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

En las figuras 16 se puede observar como los cambios al afio son significativos
para las muestras predidlisis, observandose una reduccion en las HD-HF a los
tres meses que se mantiene hasta los 12 meses, sin embargo en los pacientes
dializados con HDF-OL, estos niveles disminuyen a los seis meses y se

mantienen mas o menos estables hasta los 12 meses.
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Figuras 16. Evolucién de los niveles de tiorredoxina (TRX) plasmaticos de los
pacientes dializados con HD-HF y HDF-OL durante un afio, pre y posthemodialisis.
Los resultados estan expresados como media + desviacién estandar. Las diferentes
letras indican diferencias significativas (p<0.05, LSD test) de los valores.

4.3.2.2.3. Niveles de GSSG/GSH

En el caso de la relacibn GSSG/GSH, no existieron diferencias
estadisticamente significativas, entre los valores pre y post realizacion de

ambas técnicas, a lo largo del afio de seguimiento.

Como podemos en la Tabla 27, es el grupo en HD-HF, el que parte con unas
medias mayores para el cociente entre Glutation Oxidado y Glutation Reducido

(GSSG/GSH), tanto en las determinaciones pre como posthemodialisis, siendo
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esta diferencia  estadisticamente significativa (p=0.005 y 0.001,
respectivamente). A lo largo del afio de seguimiento, las medias de las
determinaciones contindan siendo superiores en el grupo en HD-HF, aunque
esta diferencia solo es estadisticamente significativa a los 9 meses tanto en las

determinaciones pre y posthemodialisis (p=0.010 y 0.022 respectivamente).

Tabla 27. Relacion GSSG/GSH de los pacientes dializados con HD-HF y HDF-
OL durante un afo.

Basal | Basal | 3meses | 3meses | 6 Meses | 6 Meses | 9Meses | 9Meses | 12Meses | 12 Meses
GSSG/GSH
(pre) | (post) | (pre) | (post) | (pre) | (post) (pre) (post) (pre) (post)
HD-HF  Media 0432 0552 0,641 0,675 1,037 0,966 0,561 0,476 0,242 0,283
Desviacion Tipica 0217 0328 0,403 0,574 0,591 0,615 0,508 0,197 0,061 0,132
Percentiles 25| 0304 0271 0,392 0,211 0,476 0,506 0,248 0,315 0,206 0,205
50( 0399 0535 0,532 0,488 1,054 0,880 0,385 0,472 0,243 0,238
75| 0556 0,689 0,726 0,923 1,435 1410 0,641 0,592 0,292 0,369
p (pre-post) 0,241 0,924 0,794 0,398 0,214
HDF-OL Media 0252 0,236 0,595 0,592 0,693 0,617 0,237 0,325 0,221 0,215
Desviacion Tipica 0122 0121 0,318 0,417 0,358 0,334 0,111 0,106 0,057 0,062
Percentiles 25| 0147 0142 0,379 0,329 0,442 0,356 0,155 0,237 0,184 0,154
50( 0242 0,253 0,515 0,440 0,598 0,504 0,195 0,328 0,213 0,217
75| 0,368 0,317 0,795 0,790 0,928 0,923 0,318 0,406 0,248 0,255
p (pre-post) 0,637 0334 0,1463 027 083
p (HD-HF HDF-OL) 0,005 0,001 0,806 0,892 0,076 0,077 0,010 0,022 0,262 0,280

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

En las figuras 17 se observa como un incremento significativo de los valores a
los tres y seis meses, lo que indica un mayor grado de estado oxidativo durante
este periodo para recuperar los valores basales a partir de los nueves y doce

meses, volviendo al estado reducido basal.

Los niveles de GSSG/GSH en el grupo en HD-HF (Figura 17), experimentaron
un descenso hasta casi la mitad, durante el ailo de seguimiento, mientras que
los del grupo en HDF-OL, que partian de niveles estadisticamente significativos
mas bajos (p=0.005), alcanzaron el afio de seguimiento, incluso con un valor

ligeramente inferior al del inicio, e inferior a los del grupo en HD-HF.
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Figuras 17. Evolucion de GSSG/GSH de los pacientes dializados con HD-HF y HDF-
OL durante un afio, pre y posthemodialisis. Los resultados estan expresados como
media + desviacion estadndar. Las diferentes letras indican diferencias significativas
(p<0.05, LSD test) de los valores.

4.3.2.3. Biomarcadores del dafio oxidativo

4.3.2.3.1. Niveles del biomarcador de dafo a paroteinas
grupos carbonilo (GC)

Observamos en la Tabla 28 que la diferencia entre los valores promedio pre y
post realizacion de las técnicas, es estadisticamente significativa, unicamente

al inicio, en la determinacion basal en ambos grupos, en este caso el valor se
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reduce, mientras que no existen diferencias estadisticamente significativas

entre los valores pre y post en las otras determinaciones.

En la Tabla 28 podemos ver como la media de las determinaciones al inicio,
tanto pre como posthemodialisis son mayores en el grupo en HD-HF, aunque
esta diferencia soOlo es estadisticamente significativa posthemodialisis
(p=0.003). Posteriormente a lo largo del aflo de seguimiento vemos como no
existe diferencias estadisticamente significativas en las medias de las
determinaciones de ambos grupos, hasta los 12 meses donde la media de las
determinaciones en el grupo HDF-OL es mayor que en el grupo en HD-HF,

tanto pre como posthemodialisis (p=0.000 y 0.007, respectivamente).

Tabla 28. Niveles de grupos carbonilo de los pacientes dializados con HD-HF y
HDF-OL durante un afo.

GC (nmolimg prof) Basal | Basal | 3meses | 3meses | 6 Meses | 6 Meses | 9Meses | 9Meses | 12Meses | 12 Meses
(pre) | (post) | (pre) | (post) | (pre) | (post) (pre) (post) (pre) (post)
HD-HF  Media 1,777 1,277 1,744 2,011 1,481 1,584 1,372 1477 1,320 1,028
Desviacion Tipica 0915 0,647 0,713 0,774 0,650 0,704 0,566 0,710 0,436 0,513
Percentiles 25| 0965 1,000 1,202 1,401 1,126 1,008 0,921 0,866 1,046 0,733
50| 1,493 1,085 1,606 1,966 1,273 1,492 1,282 1,190 1,196 0,942
75 2,669 1,266 2,231 2,174 1,491 2,032 1,653 1,768 1,618 1,194
p (pre-post) 0,036 0,299 0,59 049 0,144
HDF-OL Media 1452 0,869 1,773 1,809 1,693 1,608 1,134 1,399 2,237 1,699
Desviacion Tipica 0399 0334 0,644 0,576 0,604 0,710 0,406 0,428 0,391 0,759
Percentiles 25| 1130 0612 1,253 1,363 1,282 0,891 0,916 1,123 1,836 1,073
50 1431 0846 1816 1,739 1,630 1612 1,033 1,339 2,197 1519
75 1,691 1,004 2420 2,159 1,923 1,851 1,316 1,617 2,563 2,551
p (pre-post) 0,001 0,715 0,603 0141 0,089
p (HD-HF HDF-OL) 0527 0,003 0,807 0,385 0,053 0,814 0,229 0,855 0,000 0,007

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

En las Figuras 18 se observa que durante el afio de seguimiento los valores
promedio para GC, en el grupo en HDF-OL, experimentan variaciones, se
mantienen hasta a los 9 meses, donde caen por debajo del valor inicial, para
terminar al por encima del valor inicial a los 12 meses. Niveles mas altos se
observan tanto en las muestras pre como post. Sin embargo, en el grupo en
HD-HF, el valor promedio para GC se reduce a lo largo del afio de seguimiento,

para terminar a los 12 meses inferior al del grupo en HDF-OL, siendo esta
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diferencia estadisticamente significativa (p=0.000), tanto en las muestras

predialisis como postdialisis.
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Figuras 18. Evolucion de los grupos carbonilo los pacientes dializados con HD-HF y

HDF-OL durante un afio pre y posthemodialisis. Los

como media + desviacion estandar.
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4.3.2.3.2. Niveles del biomarcador de peroxidacion lipidica
MDA.

En el caso de MDA, no existieron diferencias estadisticamente significativas,
entre los valores pre y post realizacion de ambas técnicas, en la mayoria de las
determinaciones su concentracion plasmatica disminuye posthemodialisis,
sobre todo en el grupo en HDF-OL, pero esta diferencia no estadisticamente
significativa salvo en la determinacion basal en el grupo HD-HF.

Como vemos en la Tabla 29, ambos grupos parten con unas medias similares
para las determinaciones de MDA, aunque son ligeramente superiores en el
grupo en HDF-OL, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
Gnicamente posthemodialisis (p=0.000), posteriormente en el afio de
seguimiento los valores se mantienen similares en ambos grupos,
prehemodidlisis a los 6 meses, Unicamente encontramos que los niveles fueron
superiores para el grupo en HDF-OL (p=0.031), y posthemodialisis a los 3y 12
meses la media de las determinaciones fue inferior en el grupo en HDF-OL

(p=0.000 y 0.003, respectivamente).

Tabla 29. Niveles del biomarcador de peroxidacion lipidica MDA en los
pacientes dializados con HD-HF y HDF-OL.

MDA (uM) Basal | Basal | 3meses | 3meses | 6 Meses | 6 Meses | 9Meses | 9Meses | 12Meses | 12 Meses
(pre) | (post) | (pre) | (post) [ (pre) | (post) (pre) (post) (pre) (post)
HD-HF  Media 2179 1611 2,080 2,117 1,792 1,690 2,305 2,491 2,309 2,882
Desviacion Tipica 0589 0,509 0,784 0,661 0,839 0,765 1,055 1,230 0,789 1,000
Percentiles 25 1,769 1,258 1,770 1,612 1,233 1,158 1,277 1517 1,648 2,044
50 2227 1516 2,209 2,159 1,543 1,735 2,270 2,157 2,367 2,770
75 2,505 1,845 2,584 2,642 2,280 2,085 3214 3,142 3,016 3376
p (pre-post) 0,005 0,801 0,848 0,398 0,107
HDF-OL Media 2,293 2,459 1,951 1,246 2,343 2,224 2,761 2,333 2,681 1,864
Desviacion Tipica 0973 0,654 0,515 0,399 0,961 1,275 1,301 1,042 1524 0,751
Percentiles 25 1431 2,112 1,557 0,800 1,908 1,506 1412 1,166 1,767 1,403
50| 2461 2334 1,964 1,257 2,110 2,095 3,068 2,557 1,907 1,634
75| 2814 2,785 2,338 1,565 2938 2,730 3,767 3,069 3,628 2,146
p (pre-post) 0,555 0,09 0,984 0,254 0,124
p (HD-HF HDF-OL) 0,671 0,000 0,260 0,000 0,031 0,121 0,308 0,790 0,950 0,003

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.
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A lo largo del afio de seguimiento (Figuras 19), los valores promedio de MDA
en ambos grupos se mantiene estables, no observandose en las muestras pre
dialisis diferencias significativas, sin embargo destacan los resultados de las
muestras post, donde se observa un incremento signficativo después de la
didlisis en los paciente dializados con HD-HF, posiblemente debido a la accién

de la técnica, no observandose en los pacientes dializados con HDF-OL.
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Figuras 19. Evolucion del MDA de los pacientes dializados con HD-HF y HDF-OL
durante un afio, pre y posthemodialisis. Los resultados estan expresados como media
+ desviacion estandar. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05,
LSD test) de los valores.
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4.3.2.4. Indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO)

En el caso de la IDO, en la Tabla 30 observamos que la diferencia entre los

valores promedio pre y post realizacibn de ambas técnicas, es
estadisticamente significativa, a lo largo de todo el afio de seguimiento, salvo
en la determinacién de los 9 meses en el grupo en HD-HF. Esto supone que
existe una reduccion plasmatica de los niveles de IDO tanto en una sesion de
hemodialisis de alto flujo como en una sesién de hemodiafiltracién online, pero

parece mas destacado en la HDF-OL.

El grupo en HD-HF parte del valor promedio mas alto para IDO, este valor a
los 12 meses de seguimiento se encuentra ligeramente aumentado, ocurre lo

mismo para el grupo en HDF-OL.

Tabla 30. Niveles de quinurenina como indicador de la actividad IDO en los
pacientes dializados con HD-HF y HDF-OL durante un afio.

IDO (M quinurenina) Basal | Basal | 3meses | 3meses | 6 Meses | 6 Meses | 9Meses | 9Meses | 12Meses | 12 Meses
(pre) | (post) (pre) (post) (pre) (post) (pre) (post) (pre) (post)
HD-HF  Media 4605 2,337 5,315 2,63 3,993 2,384 4,131 3428 5,148 2,050
Desviacion Tipica 2,143 1176 1,640 1,059 1,861 1,465 2,656 1,323 1,666 0,793
Percentiles 25| 3292 1513 3954 1877 2,388 1314 1,850 2,200 3,824 1,484
50| 4150 2,183 5611 2,600 3,710 1,952 3,125 3,694 5,005 1,975
75| 5817 2733 6,280 3,285 5377 3,165 6,700 4,336 6,811 2,705
p (pre-post) 0,001 0,001 0,001 0,051 0,001
HDF-OL Media 3684 1357 5315 3073 5,061 2,273 4431 2,430 5,388 1,501
Desviacion Tipica 1,388 0447 1,524 0972 1,555 0,898 2,816 1,150 1,896 0,823
Percentiles 25| 2,692 1200 3875 2,608 3911 1451 1,975 1,450 4,024 0,781
50| 3400 1317 5233 3,158 4,632 2,346 3,350 2,388 4879 1,296
75| 4267 1438 6,817 3,567 5,853 3,138 6,600 2,894 7,139 2,160
p (pre-post) 0,001 0,001 0,002 0,035 0,001
p (HD-HF HDF-OL) 0,112 0,001 0,961 0,098 0,085 0,927 0,483 0,047 0,749 0,057

Valores de p < 0,05 indica diferencia significativa (LSD test) cuando se comparan las dos
técnicas de dialisis HD-HF y HDF-OL.

En las Figuras 20 se muestran las medias de las determinaciones de la IDO
durante el aflo de seguimiento en ambos grupos, como vemos ambos grupos

mantienen unas medias similares, sin diferencias estadisticamente

significativas al afio de estudio.
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Unicamente destaca que las medias para las determinaciones
posthemodialisis al inicio o a los 9 meses fueron inferiores en el grupo en HDF-
OL, siendo estas diferencias estadisticamente significativas, lo que de nuevo
podria indicar una mayor eficacia en cuanto a la reduccion de los niveles

plasmaticos de la hemodiafiltracion online para IDO.
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Figuras 20. Evolucion de los niveles de quinurenina en los pacientes dializados ocn
HD-HF y HDF-OL durante un afo, pre y posthemodialisis. Los resultados estan
expresados como media * desviacion estandar. Las diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0.05, LSD test) de los valores
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5. DISCUSION

La enfermedad renal cronica es un problema de salud publica importante
(McBride et al., 2014; Levey et al., 2007) que afecta, segun datos del estudio
EPIRCE (Otero et al., 2010) aproximadamente al 10% de la poblacion adulta
espafola y a mas del 20% de los mayores de 60 afos, y que, ademas, esta
infradiagnosticado. En pacientes seguidos en Atencion Primaria con
enfermedades tan frecuentes como la HTA o la diabetes, la prevalencia de
ERC puede alcanzar el 35-40%.

En Espafa, en datos publicados correspondientes a 2013, la incidencia global
de pacientes con ERC subsidiarios de depuracion extrarrenal era de 124 pmp,
en mayores de 15 afios 145 pmp y la prevalencia global era de 1122 pmp, en
mayores de 15 afios 1314 pmp. En los ultimos afios no s6lo hemos vivido un
incremento notable en la prevalencia en los pacientes con ERC en tratamiento
sustitutivo, sino que hemos experimentado un importante cambio en el perfil de
la poblacion tratada. La esperanza de vida de la poblacion ha aumentado
significativamente en los ultimos afios, lo que ha determinado que un mayor
namero de pacientes con enfermedades cronicas, como la diabetes mellitus, la
hipertension arterial o la arteriosclerosis, vivan lo suficiente como para
desarrollar insuficiencia renal en sus estadios mas avanzados y, por ello
precisen de depuracion extrarrenal. Buena prueba de las caracteristicas de la
poblacién tratada con dialisis es el escaso 20 % de pacientes que se mantiene
activo en lista de espera de trasplante renal, a pesar de unos criterios de

inclusién cada vez menos rigidos.

La dialisis en general, sin tener en cuenta la modalidad, constituye una
terapéutica cara y compleja que sirve para realizar un tratamiento sintoméatico
de la enfermedad renal y evitar asi que el paciente fallezca como consecuencia
de la uremia. En la actualidad, en paises desarrollados como el nuestro, donde
las razones econdmicas no limitan el tratamiento, las contraindicaciones son
escasas. La edad ya no es una contraindicacién absoluta para el inicio de la
didlisis, lo que hace que la poblacion en dialisis sea cada vez mas afiosa, con

las consecuencias que eso tiene sobre la morbilidad de los pacientes.
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La hemodidlisis constituye la modalidad terapéutica mas ampliamente utilizada
en el mundo para el tratamiento de la ERC. Muchos han sido los avances
médicos y tecnoldgicos en el campo de la dialisis en los ultimos afos, desde el
desarrollo de monitores “inteligentes”, membranas de mayor permeabilidad y
biocompatibilidad, la utilizacion de bicarbonato como buffer, el mayor control
del agua de la dialisis y muchos otros que han permitido que pacientes de

mayor edad y pluripatologia puedan beneficiarse de este tratamiento.

En la ERC existe un aumento del estrés oxidativo (Tucker et al., 2015; Popolo
et al., 2013; Himmelfarb et al., 2002) implicado en desarrollo de diferentes
patologias tales como, la aterosclerosis, la diabetes mellitus, tumores malignos,
enfermedades cardiovasculares, enfermedad hepatobiliar, trastornos
pulmonares y renales; enfermedades neurodegenerativas, y enfermedades
inflamatorias e infecciosas. El estrés oxidativo es un estado en el que las
especies reactivas de oxigeno pueden causar oxidacion celular y de las
macromoléculas de la matriz, incluyendo azucares, proteinas, acido
desoxirribonucleico y lipidos. La evidencia creciente sugiere que el estrés
oxidativo puede tener un papel significativo en el desarrollo de complicaciones
en pacientes con enfermedad renal en etapa terminal que requiere didlisis,
jugando un papel importante en la patogénesis de la lesion vascular y la
progresion de la aterosclerosis y por tanto relacionada con la disfuncién
endotelial (Popolo et al., 2013).

La inflamacion sistémica es una caracteristica clinica habitual en los pacientes
en dialisis (Tucker et al., 2015). Esta inflamacion es multifactorial en su origen,
relacionandose entre otros con la pérdida de la funcién renal (retencién de
oxidantes que deben ser eliminados en la orina como el fenol indoxyl carboxilo,
la metilguanidina y los lipidos oxidados) (Chang, 2009; Kazumasa et al., 2001),
las comorbilidades (edad avanzada, diabetes mellitus, inflamacion cronica,
uremia, desnutricion grave y los factores asociados a la dialisis per se), o el
procedimiento de la dialisis. Las consecuencias de la inflamacion tocan a un
amplio abanico de procesos patofisioldgicos, como el sindrome malnutricién-
inflamacion, la calcificacion vascular y disfuncién endotelial, la resistencia a la

insulina o la depresion.
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Este estado constante de microinflamacion en los pacientes en didlisis, les
otorga un riesgo elevado de presentar complicaciones cardiovasculares y, por
tanto, mayor mortalidad cuando se comparan con la poblaciéon sin ERC
(Quiroga et al., 2013; Quiroga et al., 2012). Este hecho ha condicionado que
en la dltima década la inflamacion sea objeto de estudio y se han propuesto
potenciales intervenciones para intentar disminuirla, ya que esto podria mejorar

su pronastico.

El estrés oxidativo surge del desequilibrio entre la producciéon de sustancias
reactivas derivadas del oxigeno (ROS) y los mecanismos de defensa
antioxidantes (Halliwell et al., 1999). En condiciones normales ambos sistemas
se encuentran en equilibrio de modo que un incremento en la produccion de

ROS va acompafnado de un incremento en la defensa antioxidante.

El incremento de estrés oxidativo en los pacientes dializados, parece ser
consecuencia de la acumulacién de compuestos con capacidad prooxidante o
resultado de la activaciéon de ROS por neutrdéfilos y plaquetas, o a la deplecion
de antioxidantes debido a su consumo o eliminacion durante el proceso de
didlisis (Locatelli et al., 2003; Garry, 2003; Halliwell et al., 1999).

El estrés oxidativo durante los procesos de hemodidlisis depende en parte de
la biocompatibilidad de las membranas. El estrés oxidativo se produce durante
la hemodidlisis, como consecuencia de una activacion del complemento y de
los leucocitos de la sangre al contacto con la membrana artificial de la dialisis,
lo que puede promover la produccién de radicales libres (Jaber et al., 2005).
Incluso una sola sesidon de hemodialisis puede aumentar la peroxidacion
lipidica y disminuir los antioxidantes (Rao et al., 2001; Jackson et al., 1997;
Daschner et al., 1996). Cuando la produccién de radicales libres excede las
defensas antioxidantes disponibles, se produce la reaccion de los radicales
libres con todas las clases de moléculas biologicas tales como, lipidos,
polipéptidos y el acido nucleico, causando peroxidacion de lipidos,
desnaturalizacion de las proteinas y dafo vascular (Slater, 1984).

Diversos estudios han evaluado la biocompatibilidad de las membranas de

dialisis, el tipo de membrana puede influir generando mayor o menor estrés
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oxidativo, uno de los mecanismos basicos es una menor produccion de ROS
resultado de una menor estimulacién de los procesos inflamatorios y una mayor
eliminacion de toxinas urémicas que participen en la produccién de ROS
(Ogunro et al., 2014; Ramakrishna et al. 2012; Chang 2009; Yavuz et al.,
2004). También como se demuestra en un reciente metaanalisis (Paweena et
al., 2013) el uso de agua ultrapura en el bafio de didlisis se asocia con una
disminucion significativa en varios marcadores de inflamacion, incluyendo PCR
e IL-6, también a una mejora significativa en la albumina plasmatica, como
marcador de la nutricion y la inflamacién, y a una mejora en varios parametros
de anemia, con un aumento en el nivel de hemoglobina asociado a una
disminucién de la dosis semanal de eritropoyetina. En este sentido se han
conseguido grandes avances, mejorando la biocompatibilidad de las
membranas, la calidad del agua de la didlisis, reduciendo el numero de
catéteres intravasculares como acceso vascular para hemodidlisis, intentando
evitar la sobrehidratacion de los pacientes en dialisis, y por supuesto el tipo de

técnica de depuracion extrarrenal.

La hemodialisis convencional puede considerarse una terapia sustitutiva renal
gue garantiza resultados razonables a corto plazo. Sin embargo, los resultados
clinicos a largo plazo podrian mejorarse. La desnutricion y la inflamacion son
comunes, el control de la hiperfosforemia, la hipertension y la insuficiencia
cardiaca son pobres, la rehabilitacion y la calidad de vida son subdptimas y las
tasas de hospitalizaciéon y de mortalidad son altas. La causa mas comun de
mortalidad en pacientes en HD de forma crénica es la enfermedad
cardiovascular, que es la causa atribuida de muerte en aproximadamente el
50% de los pacientes (Maduell, 2009).

En otras palabras, el paciente dializado en estas condiciones mantiene el
denominado sindrome residual (Depner, 2001), que incluye mayor
susceptibilidad a presentar infecciones, disminucion del consumo de oxigeno
durante el ejercicio, trastornos del suefio o de la capacidad de concentracion,
depresion, menor capacidad de resistencia y un riesgo aumentado de presentar
complicaciones cardiovasculares. El sindrome residual se ha atribuido a una

incompleta depuracion de solutos potencialmente dializables y a la
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acumulacion de solutos de gran peso molecular que son dificiles de eliminar
mediante dialisis convencional. La hemodiafiltracion con elevado liquido de
reposicion proporciona una manera optima de eliminar sustancias urémicas con
un amplio rango de peso molecular, desde pequefios solutos a proteinas de
bajo peso molecular (Clark and Gao, 2002; Henderson et al., 2001).

La hemodiafiltracion online (HDF-OL), en la que se usa el propio liquido de
dialisis como liquido de reposicion, ha conseguido obviar gran parte de los
inconvenientes que limitaban la utilizacion de la HDF en otras modalidades,
hasta ir desplazando a las otras técnicas de HDF. La aparicion de monitores
que permiten realizar HDF-OL con una seguridad excelente ha conseguido su
paulatina implantacion en la clinica. Las ventajas de la HDF-OL son: su coste
muy poco por encima de una HD de alto flujo (HD-HF), que actualmente se
considera que la HDF-OL es coste-efectiva (Takura et al., 2013) vy la
posibilidad de conseguir durante la sesién de HDF-OL volumenes de transporte

convectivos elevados (Ledebo et al., 2010; Blankestijn et al., 2010).

Desde su implantacién en la clinica, se han observado diversas ventajas
clinicas de la HDF-OL respecto a la HD, mejoria de la estabilidad
hemodindmica; mejor respuesta a los agentes estimulantes de la eritropoyesis;
mayor eliminacion de fosfatos y 2 microglobulina; disminucion de la incidencia
de la amiloidosis relacionada con la didlisis; disminucion de los marcadores-
mediadores de inflamacion crénica (Ramirez et al., 2007; Carracedo et al.,
2006); mejor preservacion del estado nutricional; mejor respuesta a la hormona
del crecimiento en nifios en didlisis; respuesta favorable de la encefalopatia
hepatica y mejor preservacion de la funcion renal residual (FRR). Incluso, en
estudios observacionales, se demostré mejor supervivencia de los pacientes en

esta técnica respecto a la HD convencional.

Ademas de las ventajas clinicas parciales, ya comentadas, la consolidaciéon de
un tratamiento, en este caso una técnica de didlisis, se basa en la
demostracion de su contribucion a una mejora en la morbilidad, la mortalidad o
la calidad de vida. En este sentido, contamos con grandes estudios
observacionales: DOPPS, EuCIliD, RISCAVID, que indican una mejor

supervivencia de los pacientes en HDF-OL respecto a los que estan en HD
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(Vilar et al., 2009; Panichi et al., 2008; Jirka et al., 2006; Canaud et al.,
2006).

El estudio ESHOL (Maduell et al., 2013) es el primer estudio controlado y
aleatorizado que demuestra una reduccion del 30 % en la mortalidad global de
los pacientes en HDF-OL, respecto a los de HD-HF, siendo esta valoracion el
objetivo primario del estudio. La mortalidad anual del grupo en HDF-OL era del
9,8 %, frente a la del grupo en HD, del 14,1 %. Entre las causas de mortalidad
que contribuyen a esta disminucién de la mortalidad global en el grupo en HDF-
OL, destacan los accidentes cerebrovasculares agudos (ACVA) y las causas
infecciosas. La disminucién del estado inflamatorio crénico de estos pacientes y
la mejoria de la respuesta inmunolégica podrian jugar un papel fundamental. La
eliminacion de moléculas mediadoras en la inflamacion y la mayor eliminacion
de moléculas inhibidoras de la respuesta inmunoldgica podrian explicar este
resultado (Carracedo et al., 2006). Asociado a lo anterior, también se evidencia
una mejora de la morbilidad de los pacientes en HDF-OL, valorada mediante

una disminucion del 22 % de los ingresos hospitalarios por cualquier causa.

Los resultados de varios estudios observacionales han sugerido un efecto
beneficioso de la HDF-OL en pardmetros inflamatorios tales como la proteina
C-reactiva (PCR) y interlequina 6 (IL-6) (Vilar et al., 2009; Filiopoulos et al.,
2008; Panichi et al., 2008; Lim et al., 2007; Vitek and Schwertner, 2007;
Schiffl, 2007; Panichi et al., 2006; Vaslaki et al., 2006; Canaud et al., 2000).
Otros, sin embargo, no confirmaron estos hallazgos (Oates et al., 2011; Kuo et
al., 2008; Tiranathanagul et al., 2009; Carracedo et al., 2006; Vaslaki et al.,
2005). Ademas del hecho de la pérdida de albumina en el dializado, que se
considera que es un reactante de fase aguda negativo, que se ha sugerido
como un posible inconveniente de HDF-OL (Meert et al., 2011; Krieter et al.,
2010; Pedrini et al., 2006). Sin embargo, hasta el momento, en los datos de
estudios observacionales queda documentado que las concentraciones de

albumina predialisis se mantienen estables a largo plazo en HDF-OL.

Si seleccionamos y analizamos los datos Unicamente de pacientes de la
cohorte europea del estudio DOPPS (Canaud et al., 2006), donde se evaluaba

el riesgo de mortalidad en los pacientes que recibieron hemodiafiltracion frente

170



DISCUSION

a la hemodidlisis, se observé usando marcadores inflamatorios bien aceptados
como la albumina, la ferritina y la saturacion de transferrina, que la HDF se
asocia con una menor perfil microinflamatorio que la HD. Este efecto es de
particular en importancia para los pacientes en hemodialisis, sobre todo a largo
plazo, en la prevencion de patologias como la amiloidosis por 2 microglobulina

y la arterosclerosis.

El ‘RISchio CArdiovascolare nei pazienti afferenti all Area Vasta In Dialisi’
(RISCAVID), es un estudio observacional y prospectivo, incluyendo la totalidad
de la poblacién en hemodialisis cronica (HD) en el noroeste de la Toscana
(1.235.000 personas). El objetivo del estudio fue determinar la relevancia de los
factores de riesgos tradicionales y no tradicionales en cuanto a la mortalidad y
morbilidad de los pacientes en hemodialisis, asi como el impacto de las
diferentes modalidades de hemodialisis. Los resultados mostraron que los
pacientes con niveles altos combinados de PCR y de las citoquinas pro-
inflamatorias tenian un aumento del riesgo de mortalidad cardiovascular (RR
1,9; p <0,001) y por todas las causas (RR 2,57; p <0,001). El analisis
multivariado ajustado a la comorbilidad y la demografia, mostr6 a la PCR como
el predictor de mortalidad méas potente (p <0,001), seguido por la IL-6. Se
observé también que los pacientes en HDF-OL tenian un aumento significativo
de supervivencia acumulada respecto de los pacientes en HD-LF (p <0,01). Los
datos a los 30 meses a partir de este estudio mostraron el efecto sinérgico de
la PCR y las citoquinas proinflamatorias como los factores predictores de
mortalidad por todas las causas y la mortalidad cardiovascular. La HDF-OL se
asocidé con una mejoria en la supervivencia acumulada independiente de la
dosis de dialisis (Panichi et al., 2008).

Dado que los estudios observacionales son estudios no controlados, no hay
una respuesta definitiva sobre la cuestion de si la HDF-OL tiene impacto en la

inflamacioén sistémica.

CONvective TRAnsport STudy (CONTRAST) es un ensayo controlado
aleatorizado que ha investigado los efectos del aumento del transporte
convectivo en HDF-OL en postdilucién en comparacion con la hemodialisis de

bajo flujo (HD-LF), en mortalidad por cualquier causa y en morbilidad y
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mortalidad cardiovascular (Penne et al., 2010). La Proteina C reactiva (PCR) y
la interlequina-6 (IL-6) fueron medidas durante un maximo de 3 afios en 405
pacientes, y la albumina se midi6 al inicio del estudio y cada 3 meses en 714
pacientes durante todo el seguimiento.

Hubo un incremento de las concentraciones plasmaticas de la Proteina C
reactiva y la interleuquina-6 en pacientes tratados con HD-LF, y se mantuvo
estable en los pacientes tratados con HDF-OL. La albumina sérica disminuyo
significativamente en ambos brazos del tratamiento, sin diferencias entre los
grupos. Por lo tanto, a largo plazo la HDF-OL con dializado ultrapuro parece
reducir la actividad inflamatoria en el tiempo en comparacion con la
hemodialisis (HD-LF), pero no afecta a la tasa de cambio en albumina (Claire et
al., 2014).

En un metaanalisis recientemente publicado (Susantitaphong et al., 2013) en
el que se analizaron 65 ensayos controlados aleatorizados (n= 12182),
revisando literatura hasta Diciembre de 2012, que comparaban las terapias
convectivas (HDF-OL en su mayoria) con la hemodidlisis de bajo flujo (HD-LF).
Las terapias convectivas resultaron en una disminuciéon de la mortalidad por
cualquier causa, riesgo relativo (RR) 0,88; 95% intervalo de confianza (IC) 0,76,
1,02, p = 0,09, la mortalidad cardiovascular (RR 0,84; IC del 95%: 0,71, 0,98, p
= 0,03) y todas las causas de hospitalizacién (RR 0,91; IC del 95%: 0,82, 1,01;
p = 0,08). Las terapias convectivas también resultaron en un aumento de la
eliminacién de toxinas urémicas de bajo peso molecular (urea, creatinina y
fosfato), de tamafio mediano (B2 microglobulina y leptina) y ligadas a proteinas
(homocisteina, productos finales de glicacion avanzada y pentosidina) y a una
disminucioén de los marcadores inflamatorios (IL-6). No hubo impacto de las
terapias convectivas sobre los pardmetros de morfologia y funcionalidad
cardiaca, ni sobre la presion arterial y la anemia. Aunque las terapias
convectivas se asocian con la mejora de aclaramiento de solutos urémicos, el
potencial a largo plazo de los beneficios de las técnicas convectivas especificas

como la HDF- OL requieren mas estudio (Susantitaphong et al., 2013).

En este metaandlisis las terapias convectivas no tuvieron un impacto

significativo en cualquiera de los parametros de la anemia, incluyendo los
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cambios netos en la hemoglobina, hematocrito, transferrina, ferritina, saturacion
de transferrina, dosis de hierro intravenoso y el indice de resistencia a la
eritropoyetina. En cuanto a los pardmetros nutricionales, las terapias
convectivas resultaron en un aumento neto en el peso corporal de 0,68 kg (IC
del 95% 0,33, 1,02; p <0,001), y en unos niveles plasmaticos preterapia de
HDL de 3,87 mg / dL (CI 95%: 0,93, 6,81; p = 0,01). En contraste, las terapias
convectivas resultaron en una disminucion neta en el nivel de albumina sérica
antes del tratamiento de 0,04 g/dL (ClI 95% -0,08, -0,01; p=0,03), y de
triglicéridos de 20,25 mg / dL (Cl 95% -32.60, -7,91; p= 0,001). No hubo efectos
notables sobre otros pardmetros nutricionales, incluyendo la tasa de

catabolismo proteico normalizada (nPCR), y el colesterol total y LDL.

En cuanto a los marcadores inflamatorios, en este metaandlisis, las terapias
convectivas resultaron en una disminucién neta significativa de niveles en suero
pre-tratamiento de interleuquina 6 de 0,42 pg / ml (IC 95% -0.73, -0.11; p =
0,01) y de superoxido dismutasa (p= 0,03). No hubo efectos perceptibles sobre
otros marcadores inflamatorios, incluyendo la proteina C-reactiva y capacidad
antioxidante total.

En el estudio ESHOL (Maduell et al., 2013), que se trata de un ensayo
controlado aleatorizado, multicentrico, en el que se randomizé a 906 pacientes
en hemodidlisis cronica, ya sea para continuar hemodialisis de alto flujo (n =
450) o para cambiar a HDF-OL postdilucion de alta eficiencia (n = 456). En
comparacion con los pacientes que continuaron en hemodialisis, los asignados
a HDF-OL tenian un riesgo 30% menor de mortalidad por cualquier causa, un
riesgo 33% menor de mortalidad cardiovascular y un riesgo 55% menor de
mortalidad relacionada con infeccion. Ademas, los resultados fueron
consistentes en distintos subgrupos de los pacientes de acuerdo a la edad, el
sexo, la diabetes mellitus, el indice de comorbilidad de Charlson y el acceso
vascular, es mas el subgrupo que mas beneficios obtenia con la HDL-OL eran
los pacientes mas afosos, no diabéticos, que se dializaban a través de una
fistula arteriovenosa autéloga y que tenian un indice de comorbilidad de
Charlson mayor. Con estos resultados se estimé que el cambio de ocho

pacientes de hemodialisis a HDF-OL puede prevenir una muerte anual. Las
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tasas de incidencia de complicacién por hipotension en las sesiones de dialisis
y todas las causas de hospitalizacion fueron menores en los pacientes
asignados a HDF-OL. Por lo tanto se concluyd, la HDF-OL postdilucién de alta
eficiencia reduce la mortalidad por cualquier causa en comparacién con la

hemodialisis convencional.

En subanalisis del estudio ESHOL encontramos que a pesar de estos
excelentes resultados en cuanto a la reduccion de la mortalidad, en cuanto a
los parametros nutricionales, en el peso seco y la albumina plasmatica no se
observaron diferencias significativas en ambos grupos, es mas, la albumina
plasmatica tuvo una reducciéon significativa a lo largo del estudio en ambos
tipos de tratamientos. Tampoco hubo diferencias significativas en ambos
grupos, para el marcador inflamatorio “gold estandar” en la practica clinica, la
PCR. Tampoco se encontraron diferencias en la hemoglobina, ferritina e indice
de saturacion de transferrina, ni en la necesidad y dosis de agentes

estimuladores de la eritropoyesis ni en el hierro intravenoso.

En base a la bibliografia revisada queda evidenciada la relacion entre estrés
oxidativo y enfermedad renal cronica, sobre todo en su fase avanzada en
hemodidlisis, pero existen resultados contradictorios en cuanto a los resultados
obtenidos en los marcadores inflamatorios y el perfil nutricional, cuando
comparamos la hemodidlisis, sobre todo el caso de la hemodialisis de alto flujo
que es la técnica de depuracion extrarrenal mas extendida actualmente, frente
a la hemodiafiltracion online que se postula como la posible técnica de
referencia para la mayoria de los pacientes en dialisis, sobre todo después de
los resultados del diversos estudios, observacionales en su mayoria, pero
recientemente controlados y aleatoriazados, donde se demuestra una mas que
importante reduccién de la mortalidad, sobre todo desde el punto de vista
cardiovascular, donde la microinflamacién juega un papel fundamental en su

etiopatogenia.

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, disefiamos un estudio para
comparar el estrés oxidativo y el estado nutricional, como marcadores del
estado inflamatorio, en los pacientes en hemodialisis comparando dos técnicas,

hemodialisis de alto flujo frente a hemodiafiltracion online.
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5.1. ESTUDIO COMPARATIVO DEL ESTADO NUTRICIONAL ENTRE LOS
PACIENTES CON ERC ESTADIO 5D EN HEMODIALISIS CONVENCIONAL
DE ALTO FLUJO Y EN HEMODIAFILTRACION ONLINE

Para llevar a cabo la evaluacion del estado nutricional de los pacientes en
hemodidlisis realizamos una comparativa entre parametros antropometricos y
bioquimicos, de pacientes con ERC estadio 5D en HD-HF y los pacientes en
HDF-OL, en un periodo de seguimiento de un afio. En los parametros
antropométricos se analiz6 el valor promedio del peso corporal y el indice de
masa corporal (IMC), y para los bioquimicos se analiz6 el valor promedio de la
creatinina, BUN, albumina, transferrina, proteinas totales, colesterol total, LDL

colesterol, HDL colesteroal, triglicéridos, PCR y hemoglobina.

La evaluacién del estado nutricional no debe ser un procedimiento estatico, la
precision mejora observando tendencias de los indicadores mediante
evaluaciones periédicas. No hay ningun parametro individual que sea predictor
independiente del estado nutricional y que no sea influido por otras
circunstancias. Es importante la evaluacién combinada de parametros clinicos,
bioquimicos y antropométricos (Lorenzo, 2009; Ruperto et al., 2008; Fouque et
al.,, 2007; Rufino et al., 2006; Kopple, 2001; Clinical practice guidelines for
nutrition in chronic renal failure. K/DOQI, 2000; Blumenkrantz et al., 1980).

La prevalencia de desnutricion en dialisis ha disminuido considerablemente en
la dltima década, hoy en dia cabe considerarla como una situaciéon infrecuente
en el enfermo estable. De hecho no debe considerarse una complicacion del
estado urémico en si, sino el resultado de ciertas complicaciones, como los
estados inflamatorios prolongados, u otros estados comorbidos, algunos de
ellos subclinicos o asociados a subdialisis prolongada. La inflamacién cronica
silente es una clara situacion de riesgo de déficit nutricional (lkizler et al.,
1999). Esta asociacion, conocida como Sindrome Malnutricion-Inflamacion-
Arteriosclerosis (sindrome MIA) (Kalantar-Zadeh et al., 2003; Kalantar-Zadeh
et al., 2001; Stenvinkel et al., 1999) tiene una importante influencia en la
aceleracion del proceso arteriosclerético y en la morbimortalidad cardiovascular

del paciente en didlisis.
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El sobrepeso y la obesidad se asocian a un mayor riesgo cardiovascular y
mayor mortalidad en la poblacion general, y existen datos controvertidos en la
poblacion en didlisis. Las adipoquinas (leptina, adiponectina) producidas en los
adipocitos podrian jugar un papel en dicho proceso, asi como los parametros
inflamatorios (proteina C reactiva [PCR], interleuquina 6 [IL-6]) pueden ser
marcadores del mismo (Cordeiro et al., 2010). La anorexia en pacientes
urémicos se ha relacionado con la acumulacion de sustancias urémicas. En
ratas urémicas, Anderstam et al., 1996, aislaron e identificaron toxinas en el
rango de 1000-5000 Da en el plasma urémico, que suprimian el apetito de
forma nivel-dependiente. La leptina (PM 16000 Da), habitualmente elevada en
pacientes en didlisis, tiene un efecto anorexigeno (Merabet et al., 1997), por lo

que su mayor eliminacién con HDF puede contribuir a un aumento del apetito.

Los datos del United States Renal Data System (USRDS) y los del estudio
DOPPS confirman que los pacientes de dialisis desnutridos tienen un mayor
riesgo de la mortalidad (Lopes et al., 2010). Ademéas se demostré que para
cada unidad de disminucion en el IMC el riesgo de muerte cardiovascular
aumentaba en un 6% y cada 1 g/dL de caida en el nivel de albumina sérica se
asociaba con un aumento del 39% en el riesgo de muerte cardiovascular. En el
estudio DOPPS ademas se observé que los pacientes con un IMC mas bajo (=
21Kg/m?) pero con creatinemias altas (= 10,5 mg/dL), tenfan menos riesgo de
mortalidad que aquellos que con el mismo IMC tenian creatinemias mas bajas
(= 7,5mg/dL). También la asociacion de hipoalbuminemia con mayor mortalidad
fue mas fuerte en los pacientes con IMC mas bajo y creatinemias mas bajas.
Gallar-Ruiz et al., 2012, encontraron que los pacientes en dialisis con
sobrepeso tienen una proporcion de grasa y agua extracelular superior (p <
0,001). Los niveles de leptina (p=0,001) y de PCR (p=0,036) son mas elevados,
y los de adiponectina, mas reducidos (p=0,003). Existiendo una correlacién
inversa entre el IMC y la masa magra (p=0,01). Los marcadores nutricionales
(prealbumina, albumina, proteinas totales, creatinina y transferrina) guardaron
relacion con la masa magra (p=0,05). Al comparar la HD convencional con
membrana de medio flujo con la HDF-OL, observaron un menor proporciéon de
grasa en la HDF-OL (p=0,049). En este sentido en nuestro trabajo no

encontramos diferencias significativas entre ambas técnicas para el peso
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corporal y el IMC, pero en el grupo en HDF- OL encontramos para ambos una
correlacion directa, estadisticamente significativa, con la creatinina (r=0,492
p=0,000/r=0,208 p=0,048), albumina (r=0,214 p=0.042/r=0,207 p=0.050) y las
proteinas totales séricas (r=0,309 p=0.003/r=0,402 p=0.000), como en el caso
de los anteriores autores mencionados. Sin embargo en el grupo en HD-HF
existe una correlacion negativa entre el peso y la albumina (r=0,253 p=0.009).
Ademas también encontramos en el grupo en HDF-OL una correlacion negativa
entre el IMC y los grupos carbonilos (CG) (r=0,281 p=0.011) que son un
importante marcador de la oxidacion proteica. Estos hallazgos sugieren que los
pacientes en HDF-OL cuanto mayor es su peso e IMC mejor nutridos estan,
tienen mayor porcentaje de masa magra y estan menos inflamados, a
diferencia de los pacientes en HD-HF, por lo tanto podemos suponer que para
igual valor de peso o IMC tienen menor riesgo de mortalidad.

La fuente primaria de la creatinina sérica es el musculo esquelético y las
concentraciones de creatinina sérica son mas elevadas en las personas con
mayor masa muscular, independientemente de la funcién renal (Macdonald et
al.,, 2006). Las concentraciones de creatinina sérica prehemodidlisis estan
fuertemente correlacionadas con la masa corporal magra en los pacientes que
requieren hemodidlisis (Noori et al., 2011) y estdn asociadas con un mejor
estado funcional (Burrowes et al., 2002) y un menor riesgo de mortalidad
(Walther et al., 2012; Dwyer et al., 2005; Kalantar-Zadeh et al., 2005; Lowrie
and Lew, 1990). Sin embargo, como es una molécula de bajo peso molecular,
la creatinina sérica es eficientemente aclararada en la dialisis y por lo tanto los
niveles de creatinina prehemodialisis podrian estar influenciados no solo por la
masa muscular, sino también por la dosis de dialisis proporcionada en la sesion
de dialisis anterior (Fouque et al., 2008; Shinzato et al., 1997). Walther et al.,
2012, encontraron que la creatinina predialisis y el cambio interdialitico la
creatinina estan fuertemente asociado con el estado nutricional y la mortalidad
en pacientes en hemodidlisis, este udltimo proporciond poca informacion
adicional frente a los niveles de creatinina predialisis. Los estudios demuestran
gue una concentracion baja de creatinina predialisis es un poderoso factor de
riesgo de mortalidad (Moreau-Gaudry et al.,, 2011; Huang et al., 2010;
Kalantar-Zadeh et al., 2007; Beddhu et al., 2003; Beddhu et al.,, 2003). En

177



DISCUSION

nuestro trabajo no encontramos diferencias significativas entre los valores
promedio de los niveles predialisis de creatinina sérica entre ambas técnicas,
resultados iguales en este sentido a los de Maduell et al.,, 2013, dentro del
estudio ESHOL, pero si observamos que el percentil 75 del grupo en HDF-OL
presenta valores mas altos que el grupo en HD-HF y la mayoria de las
determinaciones son = 10 mg/dL que como ya hemos comentado previamente
se asocia con una menor riesgo de mortalidad. Fue significativa también la
correlacion negativa encontrada en el grupo en HDF-OL con los niveles de
MDA prehemodialisis (r= 0,261 p=0,017), biomarcador de la oxidacion lipidica,
gue como veremos mas adelante su aumento indica un mayor estrés oxidativo,
indicando en este sentido que los pacientes en HDF-OL con valores de
creatinemia mas altos presentan un menor estado inflamatorio y por lo tanto

menor riesgo de mortalidad.

Ante una dosis fija de dialisis, el descenso de los niveles séricos de BUN es el
primer marcador de un déficit de la ingesta proteica, antes de que se refleje en
la albuminemia. Es sabido que niveles bajos de BUN pre-dialisis esta asociado
con un mayor riesgo de muerte que niveles de BUN entre 45-55 mg/dL (Roy et
al. 2013; Lowrie, 1990, Archiardo et al., 1983). En este sentido en nuestro
trabajo los niveles de BUN se mantuvieron en un rango adecuado, en torno a
45-60 mg/dL, en ambos grupos, no encontramos diferencias significativas
entre los valores promedio de los niveles del BUN entre ambas técnicas, los
cuales se mantuvieron estables en ambos grupos durante el afio de
seguimiento, indicando en este sentido una ingesta proteica similar en los

pacientes de ambas técnicas.

La albumina es el marcador bioquimico de las reservas de proteinas mas
utilizado en la préactica clinica por su facilidad para ser medido y por ser un
potente predictor de morbilidad y mortalidad en la ERC, independientemente de
las causas que conducen a la reduccion de su concentracion en suero (Schmidt
et al.,, 2012). De hecho, en particular en la poblacion de pacientes en dialisis,
los valores de albumina plasmatica menores de 2,5 g/dL se asocian con un
riesgo de muerte 20 veces superior en comparacién con valores de 4,0 a 4,5

g/dL; e incluso valores dentro del rango de la normalidad (3,5 y 4,0 g/dL) se
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asocian con el doble de riesgo (Santos et al.,, 2004). Sin embargo, en su
interpretacion se debe tener en cuenta que los niveles bajos pueden reflejar
ademas de la desnutricién, pérdida de albumina en el dializado, enfermedades
sistémicas, sobrehidratacién, edad avanzada y especialmente la presencia de
inflamacion (Calado et al.,, 2007). La albumina se considera un reactante de
fase aguda negativo, es un importante antioxidante extracelular, que actua
limitando el dafio celular de los radicales libres productos del estrés oxidativo
(Roche et al., 2008). Lima de Castro et al.,, 2014, encontraron que la
hipoalbuminemia en los pacientes en hemodialisis se asocia con aumento de la
peroxidacion lipidica. Maduell et al., 2013 en el estudio ESHOL, donde se
comparaba la HDF-OL con la HD, no encontraron diferencias para los valores
de albumina durante el periodo de seguimiento en ambos grupos, sin embargo
la concentracion plasmatica de albumina disminuy6 significativamente en
ambos grupos a lo largo del estudio. También fue observada una ligera
disminucién en los niveles de albumina sérica a los tres meses de dialisis en la
técnica HDF-OL con altos volimenes convectivos (> 20 L/sesién) (Panichi et
al., 2015). Sin embargo, otros autores como Vilar et al., 2009, y Gallar-Ruiz
et al., 2012, en una comparativa de ambas técnicas no encontraron diferencias
realizando una comparativa entre la HDF-OL y la HD-HF no encontraron
diferencias significativas para la albumina entre ambas técnicas. En nuestro
trabajo sin embargo, encontramos diferencia estadisticamente significativa
hasta los 9 meses de seguimiento a favor del grupo de pacientes en HDF-OL,
en el percentil 75 durante todo el periodo de seguimiento los pacientes en HDF-
OL tuvieron valores = 4 g/dL, valores de referencia de un adecuado perfil
nutricional para la poblacion en dialisis, ademas la media del grupo se mantuvo
cercana a este valor durante los primeros 9 meses de seguimiento, a diferencia
de los pacientes en HD-HF que fue < 3.5 g/dL durante este periodo. Esto indica

un mejor perfil nutricional e inflamatorio en los pacientes en HDF-OL.

Un comportamiento similar encontramos para la determinacion de proteinas
totales, que se componen de albumina y globulinas, estas Ultimas son
proteinas que forman parte importante del sistema inmunitario. Gallar-Ruiz et
al., 2012, tampoco encontraron diferencias significativas, sin embargo en

nuestro trabajo los niveles plasmaticos de proteinas totales son superiores en
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el grupo en HDF-OL, esta diferencia es estadisticamente significativa a los
inicio y a los 6 meses, lo que se traduce de nuevo en un mejor estado

nutricional para los pacientes en HDF-OL.

La transferrina suele estar normal o descendida en la uremia y cae mas
precozmente que la albumina ante una deficiencia nutricional, ya que su vida
media es mas corta (8 dias). En varios trabajos (Locatelli et al., 2002; Neyra et
al., 2000; Kalantar et al., 1998) se propone la medida de transferrina como
marcador mas precoz que la albumina en las situaciones de desnutricion e
incluso de inflamacion (Kaysen et al., 2000). Susantitaphongen et al., 2013,
en el metaandlisis que realizaron, no encontraron diferencias significativas en
los niveles de trasferrina entre las técnicas convectivas y la HD-LF, en nuestro
trabajo encontramos que los pacientes en HDF-OL grupo presentan un
incremento de los valores de transferrina mayor a lo largo del afo de
seguimiento (157-191,8 mg/dL), acercandose al valor considerado como de
normo nutricibn para los pacientes en hemodialisis = 200 mg/dL. Por el
contrario en el grupo en HD-HF, los valores de transferrina sérica
experimentaron un ligera reduccion a lo largo del afio de seguimiento (185-
179,7 mg/dL). En el grupo en HDF-OL encontramos una correlacion directa
significativa, de la albumina sérica con la transferrina (r=0,282 p=0,007), es
decir, a mayores niveles de albimina, mayores niveles de transferrina, lo que

se traduce en un mejor estado nutricional.

Los pacientes con ERC tienen importantes cambios en metabolismo de los
lipidos; la manifestacion mas tipica es la dislipidemia mixta o dislipemia
aterogénica, con predominio de hipertrigliceridemia asociada con niveles bajos
de HDL-c. Las particulas de LDL pueden asumir caracteristicas
proaterogénicas: tamafio mas pequefio, denso y sufren un mayor grado de
peroxidacién lipidica (Laurinavicius and Salem, 2008). Entre las razones de
este perfil lipidico se encuentran la inflamacion, la desnutricion y la
hipoalbuminemia presente en muchos de estos pacientes. La hipoalbuminemia
determina cambios fisiopatologicos en el metabolismo de los lipidos,
disminuyendo la presién oncética, que estimula la sintesis hepéatica de

albumina y otras proteinas, incluyendo el apolipoproteinas, estas ultimas
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producen un aumento en los niveles de colesterol, triglicéridos y LDL, y un
descenso del HDL (Gyebi et al., 2012).

La disminucion en la actividad de las enzimas lipoliticas involucrados en el
metabolismo lipidico parece ser el principal mecanismo responsable de la
disminucién de HDL en los pacientes en dialisis, asi como la reduccion de
apoAl y apoA231. En relacién con el aumento de LDL los niveles en pacientes
con nefropatias, el principal mecanismo implicado puede ser la disminucion de
su catabolismo, mientras que los niveles de Ila apolipoproteina B,

apolipoproteina principal de LDL, estdn aumentados (Vaziri and Norris, 2011).

Por lo tanto los pacientes con ERC son susceptibles a los trastornos en el
metabolismo de los lipidos y por lo tanto un perfil lipidico aterogénico. El
desarrollo de la ateroesclerosis se ha relacionado con el aumento de la
peroxidacion lipidica en los pacientes con ERC. Estos cambios oxidativos
reducen HDL, aumentan LDL y ademas producen la oxidacién de LDL, la LDL
oxidada parece ser un factor importante para el desarrollo de lesiones
ateroscleroticas mediante la promocion de los dafios y la destruccion directa de

la célula endotelial (Negamma et al., 2014).

El colesterol es un buen marcador del estado nutricional y por tanto, cifras
aparentemente normales o bajas, como las que suelen presentar los pacientes
en hemodialisis a diferencia de las que presentan en la ERC en estadios
previos, pueden representar un estado de desnutricion, mas que una
normalidad del metabolismo lipidico. El descenso del colesterol plasméatico, que
probablemente esta vinculado a un déficit nutricional energético, se asocia a
una mayor mortalidad en los pacientes en hemodialisis (Kilpatrick et al., 2007;
Liu et al., 2004) y se considera marcador de nutricién deficiente cuando sus
valores son inferiores a 150 mg/dL. La causa de este fendbmeno de
epidemiologia inversa, es mas la inflamacién, malnutricibn y otras
comorbilidades, como causantes de la hipocolesterolemia de los pacientes en
didlisis y en ultima instancia del aumento de su mortalidad (Kalantar-Zadeh et
al., 2003). M. Palomares Bayo et al., 2008, encontraron en su estudio que casi
el 40% de los pacientes en hemodidlisis analizados presentaron valores bajos

de colesterol total, resultados similares a los de nuestro trabajo, sobre todo en
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el grupo en HDF-OL, quienes hasta casi el 50% presentaron valores inferiores
a 150 mg/dL en la mayoria de las determinaciones, en el grupo en HD-HF fue
en torno al 25%, referente a este dato debemos tener en cuenta que el 47.3%
de los pacientes del grupo en HDF-OL estaban en tratamiento con estatinas,
frente a un 30.4% de los pacientes en HD-HF, lo cual puede justificar nuestros
resultados, ya que estos niveles bajos de colesterol pueden estar
condicionados por el tratamiento  hipolipemiante 'y no  por
malnutricion/inflamacion. Algunos estudios que han valorado la evolucion del
colesterol total con el tiempo de tratamiento en hemodidlisis (Kalantar et al.,
1998; Iseki et al.,1993) y encontraron un descenso del colesterol en los
pacientes tras un afio de seguimiento nutricional, pero sin cambios
significativos. En este sentido, a diferencia de estos estudios en nuestro trabajo
encontramos que en el grupo de HD-HF que partia de cifras medias limites de
155 mg/dL, experimentaron una ligera mejoria a lo largo del estudio hasta cifras
de 161 mg/dL, pero fue el grupo en HDF-OL donde se observé un incremento
mayor de 141 mg/dL a 157 mg/dL, superando asi el valor limite de la
malnutriciébn. Estos resultados sugieren que los pacientes en HDF-OL
presentaron una mejora de su perfil nutricional a diferencia de los pacientes en
HD-HF quienes Unicamente lo mantuvieron practicamente estable. Al igual que
Gallar-Ruiz et al., 2012, y otros grandes estudios como los analizados en el
metaanalisis de Susantitaphongen et al., 2013, no encontramos diferencias

significativas entre ambas técnicas.

Los pacientes en hemodialisis suelen tener un valor normal o casi normal de
LDL colesterol (Prichard, 1999), a diferencia del que presentan en la ERC en
estadios previos, y aproximadamente de un 20% a un 40% de los pacientes de
hemodidlisis se estiman que tienen niveles elevados de triglicéridos y HDL
colesterol reducido (Avram et al.,1992; Elisof et al., 1996). Ramos et al., 2008,
no observaron variacion significativa en el LDL o HDL colesterol, ni para
triglicéridos después de 12 meses en pacientes en hemodialisis convencional.
En nuestro trabajo, a diferencia de estos autores, encontramos un aumento en
los niveles promedio de LDL, HDL vy triglicéridos, a lo largo del afio de
seguimiento en el grupo de HDF-OL, que fue mas llamativo en el caso del LDL

colesterol, donde los pacientes pasaron de cifras de LDL medias de 66 mg/dL a
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82 mg/dL, estos hallazgos sugieren ingestas proteico-caloricas mas adecuadas
y una mejor situacion nutricional. Sin embargo, en el grupo en HD-HF, aunque
también encontramos un discreto aumento en los niveles promedio de LDL y
HDL, los triglicéridos se redujeron a lo largo del afio de seguimiento.
Susantitaphongen et al., 2013, en el metaanalisis que realizaron, al igual que
en nuestro trabajo, no encontraron diferencias significativas en los niveles de
LDL colesterol entre las técnicas convectivas y la HD-LF, pero a diferencia de
nuestros resultados, si encontraron un aumento significativo del HDL colesterol
y un descenso significativo en los niveles de triglicéridos en los pacientes en
HDF, en nuestro trabajo no encontramos diferencias significativas entre ambas

técnicas para estas determinaciones.

La PCR es un marcador muy sensible, aunque inespecifico, de inflamacién y
dafio tisular. En los pacientes en didlisis parece ser reflejo de los niveles de IL-
6, que es una citoquina liberada por los monocitos que esta elevada con
frecuencia en los pacientes en hemodidlisis. Entre sus efectos se encuentran la
degradacion de proteinas musculares, la induccién de reactantes de fase
aguda y la participacion en la respuesta inmune y la eritropoyesis. La PCR es
un fuerte predictor de mortalidad, especialmente mortalidad cardiovascular en
los pacientes en HD (Pecoits-Filho et al., 2002). Se ha demostrado que la PCR
estimula la sintesis de monocitos quimiotacticos proteina-1 y moléculas de
adhesion celular en la superficie de la célula endotelial (Chait et al., 2005).
Estos procesos conducen a la migracibn de los monocitos a la capa
subendotelial. Los monocitos se diferencian en macréfagos y captan a las LDL
oxidadas. En consecuencia, los macrofagos se convierten en células
espumosas Y el resultado en arterosclerosis (Chait et al., 2005; de Winther et
al., 2005). Por lo tanto, los marcadores de inflamacion vascular tienen un papel
central en la patogénesis y progresion de la aterosclerosis y estan asociados
con un aumento de la mortalidad cardiovascular (Blankenberg et al., 2001;
Stenvinkel et al., 2000). Claire et al., 2014, haciendo un seguimiento a largo
plazo durante 7 afios de 714 pacientes en hemodialisis, randomizados a HDF-
OL y HD-LF, encontraron que las mediciones de la PCR e IL-6 aumentaban
con el tiempo. En nuestro estudio encontramos que ambas poblaciones partian

en su mayoria de niveles de PCR elevados, de media en el grupo de HD- HF
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19,1 mg/l, mientras que en el grupo en HDF- OL 11,7 mg/l. En el grupo de HD-
HF, la PCR descendi6 ligeramente a lo largo del afio de seguimiento hasta un
14,76 mg/l. En el grupo en HDF-OL observamos un descenso mas pronunciado
durante los 9 primeros meses, para finalmente elevarse en la Ultima
determinacion a los 12 meses hasta cifras iniciales. Susantitaphongen et al.,
2013, en el metaanalisis que realizaron, no encontraron diferencias
significativas en los niveles de PCR entre las técnicas convectivas y la HD-LF.
Vilar et al., 2009, sin embargo, realizando una comparativa entre la HDF-OL y
la HD-HF encontraron un descenso significativo de la PCR en los pacientes en
HDF-OL durante el periodo de seguimiento. Ni Maduell et al., 2013, ni Gallar-
Ruiz et al., 2012, tampoco encontraron diferencias significativas entre ambas
técnicas. Una correlacion inversa, estadisticamente significativa, se observo en
el grupo en HDF-OL entre PCR vy creatinina (r=0,222 p=0.035), transferrina
(r=0,358 p=0.001), colesterol total (r=0,334 p=0.001), LDL (r=0,296 p=0.005), y
HDL (r=0,221 p=0.036), es decir, que niveles bajos de PCR se correlacionan
con niveles altos de creatinina, transferrina, colesterol total, LDL y HDL, lo que
indica que los pacientes con menos inflamacion estdn mejor nutridos vy

viceversa.

La inflamacion contribuye a la hematopoyesis mediante la reduccién de
respuestas a la epoetina (EPO) y a un aumento en la mortalidad de los
pacientes en hemodialisis. Susantitaphongen et al., 2012, en el metaanalisis
que realizaron, no encontraron diferencias significativas en los niveles de
hemoglobina entre las técnicas convectivas y la HD-LF, ni en ningln otro
pardmetro de la anemia. Ni Maduell et al., 2013, ni Gallar-Ruiz et al., 2012,
encontraron diferencias significativas para los niveles de hemoglobina entre la
HDF-OL y la HD convencional, en nuestro trabajo tampoco encontramos
diferencias significativas en los valores medios de hemoglobina entre los
pacientes en HDF-OL y en HD-HF.
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5.2. ESTUDIO COMPARATIVO DEL ESTADO OXIDATIVO ENTRE LOS
PACIENTES CON ERC ESTADIO 5D EN HEMODIALISIS CONVENCIONAL
DE ALTO FLUJO Y EN HEMODIAFILTRACION ONLINE

Con el objetivo de realizar un estudio completo y exhaustivo del estrés
oxidativo, se ha determinado la capacidad antioxidante total, la evaluacién del
estado redox y el dafio a biomoléculas, a través de la medida de diferentes
parametros. Para ello se han empleado los valores promedio resultantes de la
medicion de diferentes pardmetros enmarcados en los siguientes tres grandes
grupos, capacidad antioxidante total, estado redox y dafio a biomoléculas.
También se ha realizado la determinacion de los niveles de quinurenina como
indicador de la actividad indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), y en general el
metabolismo del triptéfano, que juega un papel importante en la regulacion en
la respuesta inmune, siendo en la patogénesis del sindrome urémico el
principal estimulo para el aumento de su actividad la inflamacion crénica que
puede ser un factor clave en el desarrollo de la arterosclerosis y por tanto es
posible que la activacion de la IDO tenga relevancia en la elevada mortalidad

cardiovascular que presentan estos pacientes, en relacion a la inflamacién.

La valoracion de la capacidad antioxidante total (TAC) se considera la accion
conjunta de todos los antioxidantes presentes en el plasma, aportando un dato
integral frente a los datos de medidas individuales de antioxidantes. Por lo
tanto, la accion sinérgica de los diferentes compuestos que tengan capacidad
antioxidante (enddégenos como exdgenos) esta asegurada y da una idea del
desequilibrio entre antioxidantes y oxidantes. Los antioxidantes pueden ser
endogenos, resultado del metabolismo como del acido drico, bilirrubina,
albumina, tioles, etc., o provenientes de fuentes exdgenas introducidas en el
organismo por una dieta rica en antioxidantes como las vitaminas y los
polifenoles, que contribuyen al refuerzo de la capacidad antioxidante enddgena.
Son muchas las evidencias que muestran la importancia de la capacidad
antioxidante total del plasma y sus modificaciones en situaciones de estrés
oxidativo asociado a diferentes patologias. Por eso, en este estudio se ha
abordado la determinacién de la capacidad antioxidante total en plasma

aplicando tres técnicas, la del ABTS como indicador de la capacidad
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estabilizadora de radicales libres, el FRAP como indicador del poder reductor, y
la cuantificaciéon de polifenoles totales como indicador de la contribucién de

compuestos antioxidantes presentes en la dieta.

Los pacientes en hemodialisis tienen los componentes presentes en plasma
con capacidad antioxidante alterados, tanto los que constituyen la defensa
endoégena como son el acido drico, la bilirrubina, albumina, etc., como la
exogena (vitaminas y polifenoles). La asociacion entre &cido Urico y
enfermedad renal es muy estrecha, ya que el acido Urico se elimina en sus 2/3
partes por el rifidn, por lo que cuando cae el filtrado glomerular, los niveles de
acido urico aumentan, los pacientes con ERC avanzada o estadio 5
generalmente muestran niveles de &cido urico dos veces mas alto que en los
individuos sanos, si bien es cierto que una vez que los pacientes se realizan
técnicas de depuracion extrarrenal como la hemodidlisis los niveles en su
mayoria son normales puesto que el &cido Urico se dializa. Los pacientes en
hemodidlisis que tienen hipoalbuminemia, la mayor incidencia de enfermedad
cardiovascular podria relacionarse con un descenso de la capacidad
antioxidante, dado que la albumina es un antioxidante plasmético, con efecto
antioxidante-vasculoprotector (Lim et al., 2007). Otra biomolécula relacionada
con la capacidad antioxidante del plasma es la bilirrubina, principal pigmento
biliar y producto final del catabolismo del hemo que exhibe potentes
propiedades antioxidantes, previniendo el dafio oxidativo desencadenado por
un amplio rango de estimulos oxidantes (Vitek and Schwertner, 2007). Ademas
de estas moléculas también participan en la capacidad antioxidante del plasma
los antioxidantes de la dieta, los cuales se ven disminuidos en los enfermos con
ERC avanzada o estadio 5 como consecuencia de la restriccion de potasio a la
gue se les somete con la consiguiente baja ingesta de frutas y verduras frescas
(Vaziri, 2004) y las pérdidas durante la sesién de hemodidlisis de vitaminas
hidrosolubles (B y C). Por lo tanto es de esperar que la capacidad antioxidante
total se vea alterada en estos enfermos y que sus niveles afectados por el tipo

de didlisis a la que se ven sometidos.

Aunque en la actualidad se acepta que un incremento en la TAC es un

incremento en la capacidad protectora del organismo frente al estrés oxidativo,
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en patologias como la ERC algunos estudios sugieren que quizas no sea asi,
debido a que en ese incremento contribuyen metabolitos como el &cido Urico o
la bilirrubina cuyo aumento no es necesariamente una situacion deseable.
Estudios basados en hallazgos epidemiol6gicos muestran el papel del &cido
arico como factor de riesgo cardiovascular, o su papel como causa o factor de
progresion de la insuficiencia renal e incluso su correlacion con la proteina C
reactiva en pacientes con ERC (Zoppini et al., 2012; Ben-Dov and Kark, 2011;
Wen et al., 2010; Gagliardi et al., 2009; Madero et al., 2009; Mitsuhashi et al.,
2009; Edwards, 2008; Chonchol et al.,, 2007; Caravaca et al., 2005). Estos
resultados sugieren que el incremento observado en la TAC depende del
incremento de los niveles de acido Urico y posiblemente no induce una

proteccion eficaz in vivo frente al estrés oxidativo.

En los pacientes en didlisis las defensas antioxidantes pueden disminuir, no
s6lo por el aumento de especies reactivas de oxigeno, sino también por la
pérdida o lavado de antioxidantes debido a la dialisis. Este hecho depende
fundamentalmente de su tamafio molecular, que condiciona el aclaramiento
menor 0 mayor de la sustancia, y de si el paso de sangre por la membrana de
dialisis hace que aumente su produccion. Gonzalez-Diez et al., 2008,
observaron que la TAC en plasma en pacientes dializados disminuia
significativamente en pacientes en hemodialisis independientemente de la
técnica aplicada, pero no se observaban diferencias significativas entre las
técnicas de hemodialisis a lo largo del afio de estudio (Gonzalez-Diez et al.,
2012). Sin embargo, Rysz et al., 2010, demostraron que los niveles de TAC
estan constantemente elevados en los pacientes con ERC en dialisis
peritoneal, hemodidlisis y hemodiafiltracion, comparado con controles sanos,
sin embargo, no observaron diferencias en el aumento de niveles de TAC entre
los pacientes tratados con las diferentes modalidades de dialisis. En este
sentido en nuestro estudio, para ABTS no se encontraron diferencias
significativas entre ambas técnicas, pero al afio de seguimiento, esta diferencia
fue favorable para el grupo en HDF-OL, para FRAP que al contrario que con
ABTS el valor promedio fue incrementandose a lo largo de afio de seguimiento

en ambas técnicas. Los niveles medios de las determinaciones de polifenoles
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son superiores, practicamente a lo largo del afio de seguimiento, en el grupo en

HDF-OL, siendo esta diferencia estadisticamente significativa.

Distintos autores asocian la disminucion del acido arico u otros antioxidantes
plasméticos como el ascorbato, el tocoferol o GSH durante el proceso de
dialisis con una disminucion de la capacidad antioxidante (Gonzalez-Diez et al.,
2008; Ujhelyi et al., 2006; Jackson et al., 1995). Sin embargo otros autores
sugieren un aumento tras la dialisis de componentes con capacidad
antioxidante como los grupos tidlicos proteicos (Przemyslaw et al., 2006;
Himmelfarb et al., 2002) que posiblemente contribuyan compensando la

capacidad antioxidante del plasma.

En este sentido en nuestro estudio se observo que la TAC del plasma varia en
funcion de la metodologia aplica. Se observé una disminucion en la TAC
resultado de la sesién de didlisis cuando se evalla la capacidad reductora a
través del método FRAP, significativa para las dos técnicas aplicadas. Sin
embargo, cuando se evalla la capacidad antioxidante a través del método
ABTS la sesion de dialisis resulta en un aumento del TAC, siendo este
aumento estadisticamente significativo para las dos técnicas. La capacidad
antioxidante de la plasma evaluada a través del método de polifenoles, muestra
niveles estadisticamente significativos mas altos en los pacientes en HDF-OL, y
esta técnica resulté en una reduccion estadisticamente significativa mas alta
de los niveles plasmaticos de polifenoles en relacién a una sesion de dialisis,
que en los pacientes en HD-HF. El resultado para FRAP y para Polifenoles
coincide con los resultados observados por Malliaraki N. et al., 2003, y por
Rysz et al., 2010, en este ultimo en las dos sesiones de HD y HDF, la TAC se
redujo significativamente por debajo de los niveles de control, mientras que en
los pacientes en dialisis peritoneal se mantuvo en el mismo nivel. En el curso
de una sesion de HDF, la disminucién de la TAC fue menor que en una sesion
de HD, siendo este ultimo resultado discordante con los nuestros, ya que
hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas entre las dos
técnicas en cuanto al descenso de TAC, mayor en Polifenoles, en la técnica

HDF-OL, debido a su mayor eficacia depurativa de moléculas.
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Por lo tanto, en nuestro estudio en relacion a la TAC encontramos, unos
niveles medios superiores en los pacientes en HDF-OL, en general, sobre todo
en el caso de polifenoles, donde si es significativa, y algo mas discreto para
ABTS. Estos datos sugieren que en general, los pacientes en HDF-OL

presentan una capacidad antioxidante mayor que los pacientes en HD-HF.

Ademas de los componentes con actividad antioxidante del plasma las células
sanguineas disponen de un mecanismo de defensa enddgeno constituido por
un mecanismo de defensa no enzimatico formado por el GSH. Las alteraciones
de los sistemas que regulan los niveles de GSH ocurren desde las etapas mas
tempranas de la ERC y aumentan de forma gradual con el grado de disfuncién
renal (Khazim et al., 2013; El-Far et al., 2005; Mimic-Oka et al., 1999; Ceballos-
Picot et al., 1996) lo que hace que estos enfermos sean mas susceptibles al

dafio oxidativo por los radicales libres.

El glutation es un tiol tripeptidico que se encuentra en el interior de todas las
células animales y que es probablemente el antioxidante celular mas
importante. El glutation oxidado (GSSG) es muy téxico para las células por lo
que el organismo tiende a la reduccion del GSSG a GSH mediante la glutation-
reductasa. Asi, la medida del cociente GSSG/GSH se considera un estimador
fiable del grado de estrés oxidativo celular (Schaffer et al., 2001; Ceballos-
Picot et al., 1996).

Los estudios de los efectos de la sesion de didlisis sobre parametros
indicadores del estrés oxidativo resultan contradictorios. Algunos estudios
sostienen que como resultado del proceso dialitico, debido a la
biocompatibilidad de la membrana, o a las cualidades del agua de dialisis o por
la presencia de contaminantes, puede incrementar el déficit de antioxidantes en
estos enfermos con ERC contribuyendo a un incremento en el estrés oxidativo
(Gonzalez Rico et al., 2006; Dursun et al., 2005; Dursun et al., 2002). Por otro
lado, se encuentran aquellos trabajos cuyos resultados muestran que la
defensa enzimética frente a los ROS esta inducida en la sangre de los
pacientes sometidos a dialisis regular (Schettler et al., 1998; Chen et al., 1998)
o en linfocitos de pacientes con ERC sometidos a tratamiento de hemodidlisis
(Gonzalez Rico et al., 2006), aunque sus niveles permanecian por debajo del
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grupo control de individuos sanos, y este incremento va acompafado de la
disminuciéon del dafio oxidativo. Estos autores sostienen que la didlisis puede
ser un mecanismo de defensa al corregir el estado oxidativo de estos
pacientes. Los resultados también resultan contradictorios cuando se analiza el
antioxidante no enzimatico GSH. Gonzalez-Diez et al., 2012; Alhamdani et al.,
2005, y Mimic-Oka et al.,, 1998, observaron que no se encontraba
comprometido este tripéptido como resultado de la didlisis, sin embargo otros
autores han observado un incremento del mismo derivado del tratamiento con
dialisis (Wlodek et al., 2006; Golubev et al., 2005; Alhamdani, 2005; Schettler et
al., 1998; Ceballos-Picot et al., 1996). En este sentido nosotros encontramos en
nuestro trabajo que los valores promedios del glutatién reducido (GSH), prey
post una sesion de dialisis con ambas técnicas, no se vieron modificados, sin
existir diferencias estadisticamente significativas para ambas técnicas,
anicamente encontramos unos hiveles posthemodidlisis significativamente mas
altos para GSH en el grupo en HDF-OL. GSH experiment6 a lo largo del afio de
seguimiento un aumento, hasta mas del doble de los valores basales en el
grupo en HDF-OL y mas del triple de los valores en el grupo en HD-HF, similar
a estos ultimos autores, la media de las determinaciones fue superior en el
grupo en HDF-OL, practicamente en todas las determinaciones, aunque esta
diferencia no fue estadisticamente significativa salvo en la determinacién de los
9 meses. En cuanto al cociente GSSG/GSH, encontramos que los pacientes en
HD-HF presentaron valores significativamente superiores a los de los pacientes
en HDF-OL, indicando un mayor estrés oxidativo en los pacientes en HD-HF,
no encontramos diferencias significativas sin embargo en cuanto a los valores
pre y posthemodialisis entre ambas técnicas, siendo similar su eficacia en la
reduccion de los niveles plasmaticos de GSSG/GSH. Se obervan grandes
oscilaciones a lo largo del afio de estudio en la relacibn GSSG/GSH,
posiblemente se deba a lo sensible de este parametro a cambios en el estrés
oxidativo. El resultado del afio de diélisis en ambas técnicas no resulta en un
cambio significativo, a pesar de que el valor medio en el grupo en HD-HF
desciende hasta casi la mitad, mientras que los del grupo en HDF-OL
presentan un valor ligeramente inferior al del inicio, e inferior a los del grupo en

HD-HF. En lo que se refiere a los cambios producidos en una Unica sesion de
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didlisis para GSH y GSSG/GSH, en general, no se encontraron diferencias
significativas en los valores de las determinaciones para ninguna de las dos
técnicas. En cuanto a la influencia en la modalidad de hemodialisis en estos
parametros, Calo et al., 2007, encontraron que los pacientes en HDF pero en la
modalidad HFR tenian menos estrés oxidativo comparado con la dialisis
convencional, en este sentido en nuestro trabajo de nuevo encontramos unos
niveles mas bajos de GSSG/GSH a lo largo del afio de seguimiento en el grupo
en HDF-OL, indicando menor estrés oxidativo y menor estado inflamatorio en el
grupo en HDF-OL.

Torregrosa et al., 2007, encontraron que los pacientes afectos de enfermedad
renal crénica terminal que reciben tratamiento sustitutivo se encuentran
sometidos a un estrés oxidativo adicional, como muestra el incremento en los
ratios GSSG/GSH. Sin embargo los pacientes en el grupo HDF-OL diaria
presentan cocientes GSSG/GSH post-hemodialisis y valores de PCR inferiores.
Gonzélez et al.,2012, encontraron que comparando la HDF pero en su
modalidad HFR con la didlisis convencional, en los pacientes dializados con
HFR los niveles de antioxidantes y biomarcadores de dafio oxidativo fueron en
general mas bajos y experimentaban menos fluctuaciones. En nuestro trabajo
las medias de las determinaciones para GSH, en general, son superiores en el
grupo en HDF-OL, tanto pre como posthemodidlisis, en el caso de la relacién
GSSG/GSH es el grupo en HD-HF, el que parte con unas medias mayores
tanto en las determinaciones pre como posthemodidlisis, a lo largo del afio de
seguimiento esta diferencia se mantiene, esto sugiere como en caso de los
anteriores autores que los pacientes en HDF-OL presentan una mejor actividad

antioxidante del plasma.

El sistema antioxidante tiorredoxina (Trx) es uno de los mayores sistemas de
control redox que existe tanto a nivel de citoplasma celular como a nivel
mitocondrial. Es sabido que la Trx se libera desde las células en respuesta al
estrés oxidativo y juega un papel protector importante contra el dafio oxidativo
(Tanaka et al., 2001). Niveles altos de Trx se encuentran en diferentes
enfermedades y esta asociado con la severidad de la enfermedad (Bell et al.,
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2011; Maulik et al., 2008) lo que sugiere que los niveles de Trx en plasma son
un biomarcador de respuesta al estrés oxidativo (Mahmood et al., 2013).

En nuestro estudio los valores promedio de Trx experimentan un descenso
significativo en relacion a la realizacion de una sesion de dialisis en ambas
técnicas. En cuanto a las diferencias entre las técnicas, encontramos que las
medias de las determinaciones, son significativamente mayores en el grupo de
los pacientes en HDF-OL, tanto pre como posthemodialisis, resultados que son
concordantes con los de los anteriores autores en los que se encontraba una
mejor actividad antioxidante en la modalidad de diélisis HDF, la HDF-OL realiza
una reduccién significaticamente mayor de los niveles plasmaticos de Trx, en
relacion a la realizacion de una sesion de dialisis, que la HD-HF. Aunque
resultado de ambas técnicas se observa una disminucién significativa a lo largo

del afio de estudio, lo cual indica un menor estrés oxidativo.

Por lo tanto, en nuestro estudio en cuanto a la valoracion en general del
estado redox, encontramos que los pacientes en HDF-OL tienen niveles mas
altos de antioxidantes y en general, una mejora significativa de la actividad
antioxidante comparados con los pacientes en HD-HF, y que esta actividad no
se modifica en la sesion de dialisis en términos de GSH y GSSG/GSH, pero si
para tiorredoxina, que desciende significativamente en ambas técnicas, pero
esta reduccion es significativamente mayor en los pacientes en HDF-OL. Los
pacientes en HD-HF presentaron unos valores significativamente mayores que
los pacientes en HDF-OL, tanto pre como posthemodidlisis, para el cociente
GSSG/GSH, y los pacientes en HDF-OL presentaron unos niveles
significativamente mayores para Trx, tanto pre como posthemodialsis, asi como
para los niveles posthemodialisis de GSH, lo que indica un mayor estrés
oxidativo en los pacientes en HD-HF. Estos hallazgos podrian justificarse por el
hecho de que los pacientes en HDF-OL presentan mejores dosis de dialisis,
mejor depuracion de moléculas de mediano peso molecular y en general una

disminucioén del estado inflamatorio cronico.

Como ya hemos comentado previamente, la enfermedad renal cronica es un
estado pro-oxidante, que se caracteriza por el aumento de los niveles de

radicales libres oxidantes relativos a los antioxidantes (Tuker et al., 2015).
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Cuando la produccion de radicales libres supera las defensas antioxidantes
disponibles, el exceso de radicales reaccionan con todas las clases de
moléculas bioldgicas tales como, lipidos, polipéptidos y &cidos nucleicos,
causando peroxidacion lipidica, desnaturalizacion de las proteinas y lesiones
vasculares (Sies, 2015; Lushchak, 2014).

De particular relevancia para el dafio tisular es la alteracion oxidativa de los
acidos grasos por los radicales libres, lo que se conoce como peroxidacion
lipidica. Los hidroperoxidos tienen efectos toxicos sobre las células endoteliales
y pueden reaccionar también con metales de transicion para formar aldehidos
estables, como el malondialdehido (MDA), marcador mas utilizado para la
peroxidaciéon lipidica. Como se comentd previamente, las complicaciones
vasculares son la principal causa de morbimortalidad en pacientes con ERC.
Un aumento de la peroxidacion lipidica ha sido asociado con la ERC (Miler et
al., 2006; Mimic-Oka et al., 1999) y con los procesos de didlisis y es posible
qgue juegue un papel importante en el desarrollo de la disfuncién endotelial

arterial en esta patologia (Dursun et al., 2005).

Las proteinas también son excelentes dianas para el ataque de radicales libres
bajo condiciones de estrés oxidativo. Tanto la oxidacion directa como la
reaccion secundaria con productos de oxidacion de lipidos o carbohidratos
distorsionan la estructura y propiedades de las proteinas y consecuentemente
su funcionalidad. Entre las modificaciones covalentes originadas por la
oxidacion directa o indirecta de las proteinas, una de la mas comunes es la
aparicion de grupos carbonilo (aldehidos y cetonas) en aminoaciodos como
prolina, arginina, lisina o treonina (Lushchak, 2007; Levine et al., 1990; Baynes
et al.,1989; Davies, 1987). La acumulacién de los grupos carbonilo proteicos es
considerado como un marcador del dafio oxidativo a las proteinas en distintas
patologias como en la enfermedad renal. La uremia y el tratamiento dialitico
estan asociados con un estrés oxidativo y carbonilo y con un estado de
microinflamacién. La elevacion de los productos avanzados del estrés oxidativo
y carbonilo, productos proteicos de la oxidaciéon avanzada (AOPP), productos
finales de la glicacion avanzada (AGEs), y productos finales de la

lipoperoxidacién (ALEs), autoanticuerpos frente a las estructuras bioldgicas
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modificadas, y reactantes de fase aguda (proteina C reactiva [PCR],
fibrinogeno), se sabe toman parte en el desarrollo de varias complicaciones,
entre ellas la ateroesclerosis acelerada (Kalousova et al., 2003). Evidencias
de los ultimos afios sugieren que en la uremia el aumento de los compuestos
carbonilos, derivados tanto de los carbohidratos como de los lipidos, modifica
las proteinas tanto por las reacciones de glicoxilacion (lo que da lugar a un
aumento de la produccion de AGES) como por las de lipooxidacion (que se
sigue de un aumento de los productos finales de lipooxidacion avanzada,
(ALE). Por tanto la uremia puede ser un estado de sobrecarga de carbonilos
con un potencial dano proteico, “carbonil estrés”. El carbonil estrés en la uremia
parece ser relevante en las complicaciones a largo plazo asociadas a la ERC y
la dialisis (Miyata et al., 2000).

Nosotros hemos determinado los niveles de MDA para valorar el grado de
peroxidacion lipidica y los niveles de grupos carbonilo como marcador del dafio

oxidativo a proteinas en plasma.

Aungue la presencia de estrés oxidativo en pacientes con ERC en didlisis esta
ampliamente aceptada (Gonzalez-Diez et al., 2008; Himmelfarb et al., 2002;
Descamps-Latscha et al.,, 2001; Clermont et al., 2000; Canaud et al.,1999;
Ceballos-Picot et al.,1996), todavia existe debate acerca de los niveles en la
peroxidacion lipidica y los niveles de grupos carbonilo en los pacientes en HD y

sus variaciones intradidlisis.

Capusa et al., 2012, Khedidja et al., 2010 y Gonzélez-Diez et al., 2008,
encontraron aumento significativo de la peroxidacion de lipidos en plasma en
los pacientes en dialisis en comparacion a los pacientes sanos, lo que indica un
empeoramiento progresivo de estrés oxidativo a medida que disminuye la
funcién renal y el aumento de la peroxidaciéon de lipidos en la enfermedad renal
cronica avanzada en didlisis. Erdogan et al., 2002, al analizar parametros de
oxidacion lipidica y proteica en un grupo de pacientes con ERC en dialisis, no

encontraron diferencias con respecto a un grupo control sano.

Los efectos que una sesion de HD pueda producir sobre el estrés oxidativo

(EO) es tema de controversia. Para algunos autores la HD agravaria el EO
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debido a la activacion de células inflamatorias causada por el uso de
membranas bioincompatibles y por pérdidas netas de antioxidantes solubles en

agua como vitaminas hidrosolubles, oligoelementos y enzimas antioxidantes de

bajo peso molecular (Hegbrant and Hultkvist Bengtsson, 1999; Bohm et al.,

1997) o por una generacion de radicales libres (Wratten et al., 2000; Nguyen et
al., 1985). Y la influencia del tipo de técnica y membrana utilizada, ha sido
ampliamente estudiada y es un factor determinante en la generacion de estrés
oxidativo (Gonzalez-Diez et al., 2012; Floccari et al., 2005; Odetti et al.,1996;
Cheung, 1990). Los resultados obtenidos son contradictorios en cuanto a
biomarcadores de estrés oxidativo. Hay trabajos en los que los hallazgos
obtenidos indican que la peroxidacion lipidica esta aumentada en los pacientes
como resultado de la didlisis (Durak et al., 2004; Ozden et al., 2002; Chugh et
al., 2000; Westhuyzen et al., 1995), por lo que concluyeron que el EO de los
pacientes con ERC es exacerbado por la HD. En sentido contrario Samouilidou
and Grapsa, 2003, y Steghens et al., 2005, observaron que tras la HD,
disminuian significativamente los biomarcadores de estrés oxidativo lo que les
permitia considerar la hemodialisis como técnica correctora del estrés
oxidativo. En este sentido en nuestro trabajo encontramos diferencias
significativas en las determinaciones de MDA pre y post sesion de dialisis para
ambas técnicas, HDF-OL resultd en una mayor reduccién de los niveles
plasmaticos, en relacion a la realizacion de una sesion de didlisis, de MDA
estadisticamente significativa, y esta reduccion fue significativamente superior
cuando se compara con HD-HF, lo cual sugiere, como veniamos observando,
qgue la HDF-OL reduce la actividad inflamatoria. Nuestros resultados muestran
que el comportamiento del biomarcador de dafio oxidativo a lipidos fue muy
similar con ambas técnicas, a lo largo del afio de seguimiento, los valores
promedio de MDA en el grupo en HD-HF se mantuvieron estables, para
terminar con un valor no significativamente superior al inicial, ocurre lo mismo
para los del grupo en HDF-OL, aunque este incremento no fue significativo
estos resultados confirman lo observado por otros autores (Miler M et al.,
2006; Diepeveen et al., 2005; Koken et al., 2004) que afirman que la

hemodidlisis crénica incrementa el estrés oxidativo.
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Por otro lado, estudiamos el dafio oxidativo sobre las proteinas. Witko-Sarsat
et al.,, 1998, identificaron lo que llamaron productos finales de la oxidacién
proteica avanzada (AOPPs) en virtud de su analogia con los productos finales
de la glucosidacién avanzada (AGE) en pacientes con ERC en diferentes
situaciones: en predialisis, hemodialisis y dialisis peritoneal. Los pacientes en
predialisis tenian los niveles mas bajos entre los tres grupos, aunque
significativamente mas elevados que el grupo control de pacientes sanos
(Puchades et al.,, 2009). En nuestro estudio, la valoracién de la oxidacion

proteica la realizamos con la medicién de los grupos carbonilos (GC).

Los grupos carbonilo son un importante marcador de la oxidacion proteica y
reflejo de la formacién de grupos aldehido. La produccion de estos grupos
carbonilo puede ser directamente por oxidacion de las cadenas laterales de los
aminoacidos, a través de la escision oxidativa de proteinas o debido a
productos de las peroxidacion lipidica (Dalle-Donne et al., 2003; Heinecke et
al., 1999). La presencia de grupos carbonilo estd asociada a diferentes
enfermedades (Dalle-Donne et al., 2003; Zhang et al., 2001; Daugherty et al.,
1994). Otros autores si que han demostrado correlacion de productos
derivados de la oxidacion proteica con el declive de la funcién renal, siempre
con un elevado numero de pacientes y considerando todos los estadios de
enfermedad renal (Dalle-Donne et al., 2003; Himmelfarb et al.; 2000; Witko-
Sarsat et al., 1998).

Este biomarcador puede verse afectado por la didlisis y los resultados en la
bibliografia son contradictorios en lo que se refiere a la oxidacion a proteinas
plasmaticas. Ward et al., 2003; mostraron que la produccién de ROS por los
neutrofilos se normaliza durante la dialisis de alto flujo a pesar de un aumento
transitorio al inicio de la HD. Este descenso en la produccion de ROS se asocia
con una mejoria de algunos, aunque no de todos, los parametros de oxidacion
proteica. Dursun et al., 2005; observaron que los grupos carbonilos en los
pacientes con ERC presentaban la concentracion aumentada comparada con
el grupo control. El efecto de la membrana polisulfona (PS) sobre los grupos
carbonilo fue estudiado por Slowik-Zylka, 2004; observandose una menor

concentracion plasmatica de la molécula pentosidina que deriva de precursores
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gue contienen una gran cantidad de grupos carbonilos. Himmelfarb et al.,
2000; examinaron el efecto del procedimiento dialitico usando membranas
compatibles (PS) y bioincompatibles (cuprofan) y concluyeron que los
pacientes con ERC y los que reciben hemodidlisis tienen un aumento de la
oxidacion proteica que se manifiesta por la oxidacion de grupos tiol y la
formacion de grupos carbonilo, y que la HD con membranas compatibles y
bioincompatibles restablecia los grupos tiol a niveles normales. Nuestros
resultados muestran que la diferencia entre los valores promedio pre y post en
una sesion de didlisis en las dos técnicas, no es estadisticamente significativa
con excepcion al inicio, en este caso el valor se reduce, mientras que no
existen diferencias entre los valores pre y post en las otras determinaciones. En
nuestro trabajo encontramos que el comportamiento del biomarcador del dafio
oxidativo a proteinas plasmaticas pesenta pequefias diferencias entre ambas
técnicas, a lo largo del afio de seguimiento, los niveles de grupos carbonilos
(GC) experimentaron una progresiva reduccion de los valores promedio,
Unicamente la determinacion a los 12 meses en el grupo en HDF-OL fue mas
elevada de manera aislada, estos resultados coinciden con los obtenidos por
Walker et al., 2004; quienes observaron que la HD-PS de bajo flujo durante un
afio o mas, puede disminuir el nivel de oxidacion proteica y sugerian que podria
estar relacionado con un descenso en el estrés oxidativo y una mayor

biocompatibilidad de la membrana de PS.

Por lo tanto, nuestros resultados muestran que el comportamiento del
biomarcador de dafio a biomoléculas fue muy similar en ambas técnicas,
unicamente los datos indican que la HDF-OL es mas efectiva en la reduccion
de los niveles plasmativos de MDA durante la sesion de dialisis, o que en
iguales condiciones y como se venia observando la HDF-OL parece que
disminuye el estado inflamatorio crénico, bien por la mayor eliminacion de
moléculas mediadoras de la inflamacion o por el descenso en la produccion de

las mismas.

La indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) es una enzima que cataliza la
degradacion de triptéfano (Trp) por la via de la quinurenina (Kyn). Esta enzima

se encuentra ampliamente distribuida en diversos tipos de células, incluyendo
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las células presentadoras de antigeno (APC), monocitos, macréfagos y
dendriticas las células. La expresion de IDO en APCs se acompafia de
respuesta inmune adaptativa deteriorada (Schrocksnadel et al., 2006). La
indolamina 2,3-dioxigenasa es una enzima intracelular cuya expresion es
inducible por citoquinas inflamatorias, particularmente interferon-y (IFN-y) y

factor de necrosis tumoral a (TNF-a) (Sakash et al., 2002).

Diferentes estudios indican que en los pacientes en hemodialisis los niveles
plasmaticos de triptéfano (Trp) se reducen mientras que los de quinurenina
(Kyn) se incrementan cuando se comparan con sujetos sanos, quizas
relacionados a una mayor actividad la IDO y se correlaciona con procesos
inflamatorios y estrés oxidativos (Tanaka et al., 2014: Kato et al., 2010; Koenig
et al., 2010; Pawlak et al., 2001). La acumulacién de metabolitos de Trp en la
sangre se cree que contribuyen tanto a los sintomas urémicos como al
desarrollo de trastornos neurolégicos, a aun aumento de susceptibilidad a las
enfermedades infecciosas, hipertension, alteraciones de los lipidos y anemia
(Pawlak et al., 2001). Un aumento en Kyn y en sus metabolitos también ha sido
encontrado en el tejido cerebral de ratas urémicas (Topczewska-Bruns et al.,
2002). También se ha encontrado acumulo de los metabolitos del Trp en los
eritrocitos de los pacientes con enfermedad renal crénica avanzada (Laurence
et al., 2007). La actividad de la indolamina 2,3-dioxigenasa también se ha
asociado con la disminucion de la supervivencia del injerto en pacientes
trasplantados renales, la elevacién del ratio kyn/trp de los pacientes en dialisis
parece normalizarse después del trasplante renal pero en los episodios de
rechazo aparece de nuevo elevacion del ratio kyn/trp (Mulley and Nikolic-
Paterson, 2008; Brandaocher et al., 2007).

La actividad de la indolamina 2,3-dioxigenasa se considera un factor de riesgo
de desarrollo de arterosclerosis (Pertovaara et al. 2007). Parece existir una
correlacion positiva con el grosor de la intima media de la arteria carétida en la
poblacién general (Niinisalo et al., 2008; Pertovaara et al. 2007). También se ha
correlacionado con otros factores de riesgo de la arteriosclerosis como la edad,
el aumento de los niveles de LDL colesterol y de la PCR (Pertovaara et al.

2007) y un aumento de la actividad de la IDO también se ha encontrado en los
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pacientes con enfermedad coronaria con y sin enfermedad renal cronica

avanzada en hemodialisis (Eleftheriadis et al., 2012; Wirleitner et al., 2003).

Kato et al., 2010, encontraron que los en los pacientes en hemodidlisis la
actividad de IDO estaba aumentada, también observaron en estos un aumento
del grosor intima media de la carétida y un mayor tamafio de la placa
arteriosclerotica, estos hallazgos apoyan los resultado de otros autores, en
cuanto a la relacién entre los niveles aumentados de IDO y el avanzada
arterosclerosis de los pacientes en hemodialisis (Kato et al., 2010; Pawlak et
al., 2009).

En los pacientes en hemodialisis encontramos varios candidatos para el
mantenimiento de un estado de inflamacion cronica, entre ellos los agentes
infecciosos y la interaccibn de las células sanguineas con los aparatos,
tampones de didlisis, tubos y membranas durante el proceso de didlisis. La
reduccion del triptéfano a través de la activacion IDO se ha visto que puede
disminuir la respuesta de células T (Munn et al., 2002), y por lo tanto este
mecanismo podria, al menos parcialmente, estar implicado en el estado
inmunodeficiente (Sawitzki et al., 2005) a menudo observado en pacientes en
dialisis. Tanaka A et al., 2014, estudiaron la correlacion entre la actividad de la
IDO y marcadores inmunoldgicos como recuento total de linfocitos y monocitos,
la actividad de las células natural killer (NK) y sIL-2R en los pacientes en
hemodidlisis, sus resultados sugieren que el aumento de la actividad de IDO
podria estar asociado con la alteracion de la funcién de las células NK. Se sabe
que la IDO ejerce una accién supresora en la proliferacion de las células NK, lo
que se traduce en una mayor susceptibilidad a las infecciones y a procesos
malignos (Lonnemann, 2008). También el incremento de la actividad de IDO se
ha asociado con una inadecuada respuesta inmunoldgica a la vacuna de

hepatitis B en los pacientes en hemodialisis (Eleftheriadis et al., 2011).

Schefold et al., 2009, demostraron que existia un acimulo de metabolitos de
Trp en los pacientes con ERC, estos productos como ya hemos comentado,
tienen un papel crucial en la patogénesis del sindrome urémico, y ademas sélo
son parcialmente eliminados en la hemodialisis convencional (HD-LF), este

hecho se justifica ya que formarian parte del grupo de toxinas urémicas unidas
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a proteinas, las cuales presentan bajos aclaramientos con la hemodialisis
convencional (Lesaffer et al., 2000), con mejores resultados en las técnicas en
la HD-HF y sobre todo en las convectivas como en la HDF-OL, no hemos
encontrado literatura a este respecto para los metabolitos del Trp. Demostraron
también que en los pacientes con enfermedad renal cronica (ERC), la actividad
de IDO se correlaciona inversamente con el aclaramiento de creatinina, y que
la HD-LF no influia en los niveles de IDO (Schefold et al., 2009). Estos
resultados difieren de los obtenidos en nuestro trabajo, donde observamos que
los niveles de quinurenina como indicador de la actividad IDO experimentaron
una reduccidn significativa de los valores promedio pre y post realizacion de un
a sesion de didlisis en ambas técnicas, sin embargo cuando se comparan HDF-
OL demostr6 una reduccion significativamente mayor de los niveles
plasméticos de quinurenina durante la sesion dialisis que HD-HF, pero

actualmente no existe bibliografia con la que comparar estos datos.

En los pacientes en HD, la actividad de la IDO aumenta con el tiempo en
dialisis, estos hallazgos son concordantes con los encontrados en nuestro
trabajo donde observamos un aumento en los valores promedio de quinurenina
en ambas técnicas a lo largo del afio de seguimiento, lo que se correlaciona
con la inflamacion, el estrés oxidativo y la arterosclerosis (Eleftheriadis et al.,
2012; Kato et al., 2010; Schefold et al., 2009; Pawlak et al., 2009).

En nuestro trabajo el comportamiento de la actividad de la IDO fue similar en
ambas técnicas, Unicamente de nuevo encontramos que la HDF-OL es mas
eficaz en la reduccion de los niveles plasmaéticos de la IDO, lo que implica una
disminucion del estado inflamatorio cronico, bien por la mayor eliminacion de
moléculas mediadoras de la inflamacion o por la menor produccion de las

mismas.
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6. CONCLUSIONES

1. Los biomarcadores del estado nutricional indican que los pacientes
dializados con HDF-OL tienen un menor riesgo de enfermedad
cardiovascular resultado de:

e La correlacion positiva observada en los pacientes en HDF-OL,
entre peso e IMC, con indicadores de masa magra, a diferencia de
los pacientes dializados con HD-HF, que mostraron una correlacion
negativa.

e Los niveles mas altos de creatinina en los pacientes en HDF-OL a
diferencia de los pacientes dializados con HD-HF se correlacionan
con un menor dafio oxidativo a lipidos, medido como MDA,
biomarcador elevado en la enfermedad cardiovascular.

e Los niveles mas altos de albumina y proteinas totales plasmaticas,
en los pacientes en HDF-OL que en los pacientes dializados con
HD-HF, lo que se traduce en un mejor perfil nutricional, menor

estado inflamatorio y menor riesgo de mortalidad.

2. En ambas técnicas de dialisis, tiene lugar un aumento de la capacidad
antioxidante evaluada como capacidad reductora del plasma vy
disminuye la capacidad estabilizadora de radicales. La técnica HDF-OL
mostr6 una mayor capacidad reductora medida por el indice de

polifenoles.

3. La ausencia de cambios en el tiempo del estado redox plasmatico,
medido como el cociente GSSG/GSH de los pacientes en HDF-OL y
HD-HF, indica una adecuada biocompatibilidad de ambas técnicas. La
mayor reduccion de los niveles de tiorredoxina plasmatica en la HDF-
OL se debe a la mayor eliminacion de moléculas que se realiza en esta

técnica por los altos volumenes convectivos a diferencia de la HD-HF.
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4. Los biomarcadores de dafio oxidativo a proteinas y a lipidos dependen
de la técnica de dialisis. La técnica HD-HF muestra buena
biocompatibilidad, al no observarse incrementos en dafio oxidativo a
proteinas y lipidos con el tiempo, y de la HDF-OL en la produccién de

dafio oxidativo a lipidos.
5. La técnica HDF-OL reduce mas eficazmente los niveles plasmaticos de

la molécula inmunomoduladora IDO frente a la HD-HF, disminuyendo

asi los riesgos inflamatorios implicados en el sindrome urémico.
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ABREVIATURAS






8. ABREVIATURAS

8-OHdG: 8-hidroxi-desoxiguanina

ABTS: sal diamonio 2,2"azinobis-(6-acido sulfonico 3-etilbenzoiazolina)
AGEs: Productos de la glicacién avanzada

ALEs: Productos finales de la lipoperoxidacion

AOPP: Productos proteicos de la oxidacién avanzada

ARA 1I: Bloqueantes de los receptores de la angiotensina
BUN: Nitrégeno ureico en sangre

CAT: Catalasa

dG: 2-desoxiguanosina

DM: Diabetes Mellitus

ECV: Enfermedad cardiovascular

EO: Estrés oxidativo

ERC: Enfermedad Renal Cronica

ERN: Especies reactivas del nitrogeno

EROs: Especies reactivas oxigénicas o del oxigeno

FG: Filtrado glomerular

GC: Grupos carbonilo

GPx: Glutation peroxidasa

GR: Glutation reductasa

GSH: Glutation reducido

GSSG: Glutation disulfuro u oxidado

HD: Hemodialisis

HDF: Hemodiafiltracion

HDF-OL: Hemodiafiltracion online

HD-HF: Hemodialisis convencional con un filtro de alto flujo
HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HD-LF: Hemodialisis convencional con un filtro de bajo flujo
HF: Hemofiltracion

HFR: Hemodiafiltracion on line con reinfusion enddgena del ultrafiltrado
HTA: Hipertension arterial

IDO: Indolamina 2,3-dioxigenasa

IECA: Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
IECAS: Inhibidores del enzima conversor de la angiotensina
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IL-6: Interleuquina 6

IMC: indice de masa corporal

Kuf: Coeficiente de ultrafiltracion (Kuf)
Kyn: Quinurenina

LDL: Lipoproteinas de baja densidad
LDL: Lipoproteinas de baja densidad
MDA: Malondialdehido

MIA: Malnutricion-inflamacion-aterosclerosis
MPE: Malnutricion proteico energética
NADPH: b-nicotinamina adenina dinucledtido fosfato, forma oxidada (NADPH)
NO' : Oxido nitrico

O 16n superdéxido

OH': Radical hidroxilo (OH")

PCR: Proteina C reactiva

PF: Polifenoles

PM: Peso molecular

PS: Polisulfona

PTH: Hormona paratiroidea

PTM: Presién transmembrana

RO': Radical alcoxilo

ROO": Radical peroxilo

ROS: Especies de oxigeno reactivas
SEN: Sociedad Espafiola de Nefrologia
SOD: Superoxido dismutasa

TAC: Capacidad antioxidante total
TBARSs: Material reactivo con &cido tiobarbitdrico
TFG: Tasa de filtrado glomerular
TNF-alfa: Factor de necrosis tumoral alfa
Trp: Triptéfano

Trx: Tiorredoxina

UF: Ultrafiltracion
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