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ABREVIATURAS

‘05" Anidn superoéxido.

'OH: Radical hidroxilo.

1,25(0H);,Ds: 1,25 dihidroxivitamina D.

5-HT: 5-hidroxitriptamina.

25(0OH)D3: 25 hidroxivitamina D.

A/CR: indice albumina/creatinina.

ACE2: Enzima convertidora de angiotensina 2.
ACTN4: Alpha-actinina-4.

ACV: Accidente cerebrovascular.

ADMA: Dimetilarginina asimétrica.

ADP: Adenosin difosfato.

AGEs: Productos de glicosilacién avanzada.
AGXT2: Alanine glyoxylate aminotransferase.
ALEs: Productos de lipooxidacion avanzada.
Ang-1-7: Angiotensina 1-7.

ApoA1l: Apoproteina Al.

ApoB: Apoproteina B.

ARAIl: Antagonista de los receptores de angiotensina ll.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

ATII: Angiotensina Il.

ATP: Adenosin trifosfato.

BH,: Tetrahidrobiopterina.

BK: Bradicinina.

CML: Célula muscular lisa.

CD2AP: Proteina asociada a CD2.

¢GMP: Guanosin monofosfato ciclico.

CKD: Chronic Kidney Disease.

CV: Cardiovascular.

CVC: Catéter venoso central.

DDAH: Dimetilarginina dimetilamina hidrolasa.
DM: Diabetes Mellitus.

DP: Didlisis peritoneal.

DPA: Didlisis peritoneal automatizada.

DPCA: Dialisis peritoneal continua ambulatoria.
ECV: Evento cardiovascular.
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EDHF: Factor hiperpolarizante dependiente de endotelio.
EDRF: Factor relajante derivado del endotelio.

EDTA: Acido etildiaminotetraacético.

ELAM-1: Endothelial-leukocyte adhesion molecule 1.
eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial.

EPC: Endothelial progenitor cells.

EPIRCE: Epidemiologia de la Insuficiencia Renal Crénica en Espafia.
EPO: Eritropoyetina.

ERC: Enfermedad renal crénica.

ERCA: Enfermedad renal crénica avanzada.

ET-1: Endotelina-1.

ETA: Endotelina A.

Cbfa-1: Core-binding factor alpha (1).

FAD: Flavin adenin dinucledtido.

FAV: Fistula arterio-venosa.

FG: Filtrado glomerular.

FGF: Fibroblast growth factor.

FGFR-1: FGF receptor type-1.

FGF-B: Fibroblast growth factor- 6.

FMN: Flavin mononucleétido.

FVlla: Factor Vlla.

GBM: Membrana basal glomerular.

GPx: Glutation peroxidasa.

H*: Hidrogeniones.

HD: Hemodialisis.

HDF: Hemodiafiltracién.

HF: Hemofiltracion.

HMG-CoA: Hidroximetilglutaril coenzima A.

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn.

HPS: Hepatopulmonary syndrome.

HTA: Hipertension arterial.

HUGCDN: Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin.
HVI: Hipertrofia del ventriculo izquierdo.

IAM: Infarto agudo de miocardio.

IBP: Inhibidor de la bomba de protones.

ICAM-1: Molécula de adhesidn intracelular-1.

ICC: Insuficiencia cardiaca crdénica.

IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina.
IGF: Insulin like growth factor.

IGF-1: Insulin like growth factor-1.
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ILK: Kinasa ligada a integrina.

IMC: indice de Masa Corporal.

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible.

JAF: Filamentos de actina asociados a la unién.

K/DOQI: Kidney Disease Outcome Quality Initiative.

KDIGO: Kidney Disease Improving Global Outcomes.

KoA: Coeficiente de transferencia de masas.

KOH: Hidroxido potasico.

Kt/V: indice de calidad de dialisis (K es el aclaramiento de urea del dializador, t
es la duracion de la sesién y V el volumen de distribucién de la urea en el
paciente).

LDL: Lipoproteina de baja densidad.

L-NMMA: L-N®-monomethyl Arginina.

LP (a): Lipoproteina (a).

MCP-1: Monocyte chemotactic protein-1.

MDRD: Modification of Diet in Renal Disease.

MIA: Malnutrition-Inflammation-Atherosclerosis.

MICS: Malnutrition-Inflammation-Complex Syndrome.

MIF: Migration inhibitory factor.

MMPs: Matrix metalloproteinases.

TIMPs: Tissue inhibitors of metalloproteinases.

Md: Macrofagos.

NADH: Nicotinamida adenina dinucledtido de hidrégeno.

NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato de hidrégeno.
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Resumen

RESUMEN

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) es un importante problema de salud publica.
En la dltima década, se ha demostrado que las primeras etapas de la ERC se asocian con
un estado inflamatorio que implica un aumento del riesgo de morbilidad y mortalidad
cardiovascular a largo plazo. En los pacientes con ERC y mas concretamente en aquellos
en hemodialisis los eventos cardiovasculares son la causa mas comun de muerte. La
dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un inhibidor enddgeno de la 6xido nitrico sintasa
que puede ser un factor de riesgo independiente para la disfuncién endotelial y la
enfermedad cardiovascular. Por otro lado, se ha observado que ADMA es el compuesto
endégeno mas especifico con efecto inhibidor sobre la sintesis de dxido nitrico, y que se
encuentra aumentado de manera significativa en pacientes con ERC avanzada. En
pacientes en dialisis, ADMA pudiera constituir un predictor de eventos cardiovasculares y
mortalidad.

Atendiendo a las consideraciones anteriores, llevamos a cabo un estudio
prospectivo de morbimortalidad en pacientes en hemodidlisis créonica para evaluar el
papel de ADMA en la prediccion de la mortalidad global y de eventos cardiovasculares.
Efectuamos también un andlisis transversal para evaluar la asociacion de ADMA con
diversos farmacos y con variables clinicas y analiticas. Observamos que aquellos pacientes
con concentraciones superiores de ADMA presentaban un incremento estadisticamente
significativo de la mortalidad y una tendencia a presentar mas eventos cardiovasculares.
Asimismo observamos una asociacion significativa entre niveles de ADMA vy el
tratamiento con paricalcitol, de manera que los pacientes tratados con paricalcitol
presentaron niveles de ADMA disminuidos significativamente respecto a los que no
recibieron este tratamiento. Es posible que los efectos beneficiosos en cuanto a
morbimortalidad cardiovascular demostrados por paricalcitol, puedan estar relacionados
con esta asociacidn. El mecanismo sugerido implicaria la reduccion de ADMA con una
mejora de la respuesta endotelial. No obstante, son necesarios mas estudios que puedan

confirmar este efecto, y determinen el mecanismo fisiopatoldgico subyacente.
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Abstract

ABSTRACT

Chronic Kidney Disease (CKD) is a major public health problem. In the last decade,
it has been shown that the early stages of CKD are associated with an inflammatory
condition involving an increased risk of cardiovascular morbidity and long-term mortality.
In patients with CKD and more specifically those on hemodialysis, cardiovascular events
are the most common cause of death. Asymmetric dimethylarginine (ADMA) is an
endogenous inhibitor of nitric oxide synthase and may be an independent risk factor for
endothelial dysfunction and cardiovascular disease. Furthermore, it has been found that
ADMA is an endogenous compound with specific inhibitory effect on nitric oxide
synthesis, and is significantly increased in patients with advanced CKD. In dialysis patients,
ADMA could be a predictor of cardiovascular events and mortality.

Bearing in mind the above considerations, we conducted a prospective study of
morbidity and mortality in patients on chronic hemodialysis to evaluate the role of ADMA
in predicting overall mortality and cardiovascular events. We also carried out a
transversal analysis to assess the association of ADMA with various drugs and clinical and
laboratory variables. We observed that patients with higher ADMA levels showed a
statistically significant increase in mortality and a tendency to have more cardiovascular
events. We observed as well a significant association between ADMA levels and
treatment with paricalcitol, so patients treated with paricalcitol presented significantly
decreased ADMA levels compared to those who did not receive this treatment. It is
possible that the beneficial effects in terms of cardiovascular morbidity and mortality
demonstrated by paricalcitol, may be related to this association. The mechanism we
suggest involves reducing ADMA with an improved endothelial response. However, more
studies to confirm this effect and determine the underlying pathophysiological

mechanisms are necessary.




Estudio prospectivo de morbimortalidad en pacientes en hemodiilisis crénica. Papel de la ADMA.




Introduccion






Introduccion

CAPITULO I. INTRODUCCION

1. ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La enfermedad renal crénica (ERC) representa actualmente un importante
problema de salud publica. En los ultimos afios hemos asistido a un progresivo
incremento de su incidencia y prevalencia, aumentado también el numero de pacientes
gue alcanzan su estadio mas avanzado, requiriendo depuracion extrarrenal. Todo esto ha
supuesto que la ERC se considere hoy en dia como una verdadera epidemia (Alcazar y de
Francisco, 2006).

En la ultima década, se ha demostrado que las primeras etapas de la ERC se
asocian con un estado inflamatorio (Stenvinkel et al., 2002) que implica un aumento del
riesgo de morbilidad y mortalidad cardiovascular a largo plazo (Ruggenenti et al., 2001;
Sarnak et al., 2003), mayor incluso que el riesgo de progresion a enfermedad renal
terminal (Mann et al., 2001; Sarnak et al., 2003), siendo los eventos cardiovasculares la
causa mas comun de muerte en estos pacientes (Muntner et al., 2002). Por esta razon, la
microalbuminuria y la reduccién de la tasa de filtracion glomerular (TFG) (< 60 ml/min) se
han afiadido a la lista de factores de riesgo cardiovascular no tradicionales (Chobanian et
al., 2003). En muchos pacientes, la concurrencia de estos marcadores con factores
cldsicos como la diabetes mellitus (DM), la hipertensién (HTA) o la obesidad, predice el
dafio vascular acelerado y multiplica el riesgo asociado (Ruggenenti et al., 2001; Sarnak et

al., 2003).
1.1. DEFINICION

La ERC es un término genérico que define un conjunto de enfermedades
heterogéneas que afectan a la estructura y a la funcién renal. La variabilidad de su
expresion clinica es debida, al menos en parte, a su etiopatogenia, la estructura del rifién
afectada (glomérulo, vasos, tubulos o intersticio renal), su gravedad y el grado de

progresion.
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En el afio 2002, se publican las guias K/DOQI (Kidney Disease Outcome Quality
Initiative) (2002) por parte de la National Kidney Foundation (NKF) sobre definicion,
evaluacidn y clasificacién de la ERC y se propone una clasificacién independiente de la
edad, basada en estadios de severidad, definidos por el filtrado glomerular (FG) ademas
del diagnodstico clinico. Las guias posteriores incluyendo las guias KDIGO 2012 (Kidney
Disease Improving Global Outcomes) (2012b; Levey y Coresh, 2012) han ratificado la
definicidon de ERC, independientemente del diagndstico clinico. Por lo tanto, actualmente
se define la ERC como una disminucidn de la funcién renal, expresada por un FG estimado
inferior a 60 ml/min/1,73 m? o como la presencia de dafio renal (alteracién histoldgica,
presencia de marcadores urinarios como albuminuria o proteinuria elevadas, alteraciones
en el sedimento urinario o en las pruebas de imagen) durante al menos 3 meses (K/DOQ],

2002).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

La ERC es un problema emergente a nivel mundial. Segun los resultados del
estudio EPIRCE (Epidemiologia de la Insuficiencia Renal Crénica en Espafia) (Otero et al.,
2010) realizado para conocer la prevalencia de la ERC en Espafia y promovido por la
Sociedad Espaifola de Nefrologia (SEN) con el apoyo del Ministerio de Sanidad vy
Consumo, se estimd que aproximadamente el 10% de la poblacidon adulta sufria de algun
grado de ERC. El 6,83% de los pacientes con ERC se encontraban en los estadios 3-5,
aungue existian diferencias importantes con la edad (3,33% entre 40-64 afios y 21,42%
para mayores de 64 afios). La prevalencia por estadios fue del 0,99% para el estadio 1,
1,3% para el estadio 2, 5,4% para el estadio 3a, 1,1% para el estadio 3b, 0,27% para el
estadio 4 y finalmente, 0,03% para el estadio 5. En cuanto a los pacientes que reciben
tratamiento sustitutivo renal, actualmente existen unos 20000 pacientes en didlisis
(estadio 5D) en Espafia, con una prevalencia global de 1122,3 por millén de poblacion
(2014).

La importancia del diagnéstico de la ERC radica en que supone un importante
problema de Salud Publica, debido a la necesidad de un tratamiento sustitutivo con

importantes costes econdmicos en la fase terminal de la enfermedad y al gran aumento
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del riesgo de eventos cardiovasculares (infarto agudo de miocardio (IAM), insuficiencia
cardiaca cronica (ICC), accidente cerebrovascular (ACV), arteriopatia periférica, etc.) con
los consiguientes costes econdmicos, derivados de ingresos hospitalarios complejos, una
mortalidad prematura y disminucion de la calidad de vida. Se estima que el 40% de la
poblacién con enfermedad renal oculta, aun no diagnosticada, fallecerd
fundamentalmente de problemas cardiovasculares antes de entrar en un programa de
dialisis. Estos pacientes tienen por tanto, mas probabilidades de morir por una
complicacién secundaria a la ERC que de entrar en un programa de didlisis (Keith et al.,
2004).

Por otro lado, la supervivencia global evaluada para los pacientes en didlisis es de
un 12,9% a los diez anos, a pesar de los importantes avances técnicos realizados. Esto
probablemente se deba al hecho de que el 50% tiene una media de tres factores de
riesgo cardiovascular y una importante comorbilidad asociada. Hoy en dia se acepta que
la ERC constituye una de las principales causas de muerte en el mundo occidental, y su
prevalencia aumenta por el envejecimiento de la poblacion, el incremento de la
prevalencia de sus factores de riesgo como la enfermedad cardiovascular, la DM, la HTA

o la obesidad y, por el diagndstico precoz de la misma (2012a).
1.3. CLASIFICACION

Existe un acuerdo general en que la clasificacidon de la ERC se base en la estimacion
del FG, como parametro de medicion de la funcién renal, especialmente en rangos con FG
inferiores a 60 ml/min. La férmula mas recomendada actualmente para la estimacion del
FG es la ecuacion abreviada del estudio MDRD (Modification of Diet in Renal Disease)
(Levey et al., 2006), como han manifestado la mayoria de las sociedades nefroldgicas
internacionales, entre las que se encuentra la espafiola (Gracia et al., 2006).

Clasicamente se habia utilizado una clasificacion de la ERC en estadios, basada en
el valor del FG calculado o estimado con las diversas férmulas. Sin embargo, en el 2012 se
establecié en las guias KDIGO una nueva clasificacion prondstica de la ERC basada en

estadios de FG y albuminuria (Levey y Coresh, 2012). (Tabla 1)
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Tabla 1. Clasificacidon prondstica de la ERC de la KDIGO 2012 basada en estadios de FG y
albuminuria. Tomada de Levey y Coresh (2012).

Albuminuria Estadios, descripcion e intervalo (mg/g)

Al A2 A3
Optimo y alto-normal Alto Muy alto y nefrotico
300-1999
Altoy
G1 optimo
G2 Leve
FG
Estadios
o Leve-
{T ?I.‘gr':]'%"r G3a moderado
) Moderado-
G3b
Grave
G4 Grave
G5 Fallo renal

Los colores muestran el riesgo relativo ajustado para cinco eventos (mortalidad global, mortalidad
cardiovascular, fracaso renal tratado con didlisis o trasplante, fracaso renal agudo y progresiéon de la
enfermedad renal) a partir de un metaandlisis de cohortes de poblacion general (Levey y Coresh, 2012). El
riesgo menor corresponde al color verde (categoria “bajo riesgo”, si no hay datos de lesién renal no se
puede catalogar como ERC), seguido del color amarillo (riesgo “moderadamente aumentado”), naranja
(“alto riesgo”), rojo y rojo oscuro (“muy alto riesgo”), que expresan riesgos crecientes para los eventos
mencionados. Las unidades de albuminuria representados en la grafica corresponden a mg/g y son
aproximadamente 10 veces los niveles expresados en mg/mmol (A1 = A/CR < 3 mg/mmol, A2 = A/CR 3-30
mg/mmol, A3=A/CR = 30 mg/mmol) (2012a)

1.4. MECANISMOS DE PROGRESION

Una de las caracteristicas mas importantes de la ERC es la tendencia que presenta
a la progresiéon de la misma. En la mayoria de los pacientes, se observa un deterioro
progresivo de la funcion renal con diminucion del FG por dos mecanismos fundamentales:
por un lado, un dafio especifico ligado a la enfermedad causal, y por otro, una progresion
inespecifica, independiente de la causa inicial, y cuyos mecanismos patogénicos
comparten todas las enfermedades renales, una vez que el dafio estructural es
suficientemente grave como para transformarse en irreversible. Esta progresidon
inespecifica permitiria explicar la evolucién desfavorable de muchos pacientes, en los
cuales la causa inicial ha desaparecido, pero ha dejado un dafio histolégico residual
importante. En los ultimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios que nos han

permitido conocer mejor los mecanismos patogénicos de esta via final comudn hacia la
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ERC avanzada mediante modelos experimentales y estudios clinicos. Gracias a ello,
actualmente disponemos de diversos agentes terapéuticos que han demostrado su
utilidad en el ser humano, y que permiten frenar o retrasar la progresién de la ERC (Praga,
2009a).

La similitud de las vias patogénicas finales en la ERC se demuestra en los hallazgos
histolégicos, los cuales son muy similares en los pacientes con ERC avanzada,
independientemente de la etiologia inicial. Es frecuente observar en estadios avanzados
de ERC glomérulos con esclerosis segmentaria o global, fibrosis tubulointersticial y vasos

sanguineos con engrosamiento de la intima y reduccién de la luz vascular (Praga, 2009a).

1.4.1. Papel de la proteinuria

La importancia de la proteinuria en la progresion de la ERC es cada vez mas
evidente. Tradicionalmente se consideraba que era un marcador de la actividad de
determinadas enfermedades renales o una expresion de las lesiones glomerulares
producidas tras la fase aguda. No obstante, se ha demostrado que la proteinuria
representa, ademas, un auténtico factor de dafio renal sostenido, lo que explica, en gran
parte, su importancia prondstica (Praga, 2009a; Taal y Luyckx, 2005).

En circunstancias normales, la barrera del capilar glomerular impide el paso de
proteinas del interior de los capilares al espacio urinifero. Sin embargo, en situaciones
patoldgicas, este equilibrio se rompe y una cantidad variable de albumina y otras
proteinas llega al tubulo renal. Estas proteinas filtradas por el glomérulo y presentes en la
luz tubular se reabsorben de manera activa en las células epiteliales del tubulo proximal.
(Figura 1) Esto conduce a lesiones histoldgicas, que a nivel de los lisosomas producen un
acumulo de las proteinas reabsorbidas vy, finalmente, rotura lisosomal. Se produce una
transformacién epitelio-mesenquimal, asi como un infiltrado celular en el intersticio
renal, que es mds intenso cuanto mayor es el grado de proteinuria. Finalmente, aparecen

zonas de fibrosis intersticial extensa (Praga, 2009a; Taal y Luyckx, 2005).
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Figura 1. Estructura de la barrera de filtracidn glomerular.
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a. El filtrado glomerular pasa a través de la pared capilar hacia el espacio urinario, el cual vierte a los tubulos
proximales. b. La pared capilar contiene al endotelio fenestrado, la membrana basal glomerular, y una capa
de podocitos con procesos interdigitales. c. Los procesos podocitarios, interconectados por “slit-
diaphragms” (poros de filtracién), forman finalmente la barrera de filtracion. Las proteinas que anclan los
procesos podocitarios a la membrana basal glomerular (a3B1 integrina, ACTN4, ILK y CD151) asi como las
asociadas al “slit-diaphragm” (nephrina, NEPH1, podocina, Fat1l, ACTN4, NCK, CD2AP, y TRPC6) son cruciales
para el normal funcionamiento de la barrera de filtracidon glomerular. Abreviaturas: ACTN4, alpha-actinina-
4; CD2AP, proteina asociada a CD2; ILK, kinasa ligada a integrina; P, podocina; TRPC6, transient receptor
potential cation channel 6. Adaptado de Patrakka y Tryggvason (2009).
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Las células del epitelio tubular proximal poseen receptores especificos para
muchas sustancias proinflamatorias y vasoactivas que pasan a la luz tubular en
situaciones de proteinuria. Asimismo, se ha constatado un aumento de la sintesis de
numerosas citocinas, factores de crecimiento y compuestos vasoactivos (MCP-1, RANTES,
TNF, TGF-B, IGF-1, endotelina, etc.) por parte de estas células cuando existe proteinuria.
La activacién de NF-kB desempefia un papel fundamental en la sintesis aumentada de
muchos de estos factores fibrogénicos y proinflamatorios, que son en ultima instancia, los
responsables del infiltrado celular y de la aparicién de fibrosis (Praga, 2009a; Taal y
Luyckx, 2005).

Aquellas intervenciones terapéuticas con efecto antiproteinurico que van seguidas
de una clara mejoria de las alteraciones estructurales previamente comentadas, ponen de
manifiesto la importancia de la proteinuria como factor patogénico de progresién de la
ERC. Esto es especialmente evidente con los farmacos bloqueantes del sistema-renina-
angiotensina, como los IECA (inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina) y los
ARAII (antagonistas de los receptores de angiotensina Il), que producen una reduccion
evidente de la proteinuria, constatado clinica y experimentalmente en numerosos
estudios. Los efectos hemodinamicos, antihipertréficos y antifibréticos del bloqueo del
sistema renina-angiotensina colaboran en la reduccién de la proteinuria, pero existen
datos de que también puede existir un efecto directo sobre los podocitos, ya que se ha
visto que estos farmacos son capaces de restaurar la expresion de la nefrina y la
podocina, proteinas cuya expresion se ve afectada en las nefropatia proteinuricas (Harris,

2012; Shankland, 2006; Taal y Luyckx, 2005). (Figura 2)
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Figura 2. Efectos daiiinos de la angiotensina Il en el podocito.
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Se muestran las numerosas acciones deletéreas de la angiotensina Il (ATII) y su receptor, apoyando el uso
de IECA y ARAII en pacientes con proteinuria (Harris, 2012; Shankland, 2006) Abreviaturas: ACE2, enzima
convertidora de angiotensina 2; Ang-1-7, angiotensina-(1-7); Ang-1-9, angiotensina-(1-9); AT1, receptor tipo
1 de la angiotensina; GBM, membrana basal glomerular. Adaptado de Harris et al. (2012).

1.4.2. Papel de la hiperlipidemia

Se ha observado como la administracion de dietas ricas en colesterol acelera la
progresion de la ERC, mientras que el tratamiento con determinados farmacos
hipolipemiantes conduce a una evoluciéon favorable. La formacidon de lipoproteinas
oxidadas parece ser la via mds importante para el dafio renal causado por lipidos,
observandose en muchas nefropatias crénicas un incremento en la formacién de oxigeno
activado, lo cual favorece la oxidacién de LDL, que a su vez estimula la sintesis de
endotelina, tromboxano y angiotensina, asi como diversas citocinas proinflamatorias
(Praga, 2009a; Taal y Luyckx, 2005).

Los farmacos hipolipemiantes contrarrestan estos mecanismos a través de una
disminucién en los niveles de lipidos. Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa (las
estatinas) ademas, poseen una serie de efectos especificos independientes de su accidn

hipolipemiante, como son la inhibiciéon del efecto de factores de crecimiento, de la
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sintesis de citocinas proinflamatorias y la estimulacidn de la produccién de células
progenitoras endoteliales encargadas de reparar las lesiones endoteliales (Urbich vy
Dimmeler, 2005). Estos mecanismos, podrian explicar también su efecto favorable sobre
el dafio vascular y sobre la progresion de la esclerosis renal en condiciones en las que no

existe hiperlipidemia (Praga, 2009a).

1.4.3. Alteraciones hemodindamicas e hipertrofia glomerular

La "teoria de la hiperfiltracion” ha marcado un cambio en la interpretacion de las
enfermedades renales y las posibilidades de prevencién o intervenciones basadas en la
inhibicion del sistema renina-angiotensina, siendo actualmente la piedra angular de la
nefrologia moderna. Tras una disminucién de masa renal funcionante, se producen unas
serie de cambios hemodindmicos en las nefronas como son la vasodilataciéon
preglomerular (vasodilatacion de la arteriola aferente) con incremento del flujo
plasmatico por nefrona, aumento de la presion hidrostatica del capilar glomerular
(aumento de la presidon intraglomerular), del filtrado glomerular por nefrona y de la
fraccion de filtracion. Todos estos cambios hemodinamicos, aunque inicialmente se trate
de un mecanismo de compensacién, van seguidos de proteinuria, hipertensién e
insuficiencia renal progresiva. Asimismo, se observan alteraciones histolégicas como son
la esclerosis glomerular progresiva, infiltrados intersticiales y fibrosis tubulointersticial
con dilataciones pseudoquisticas de los tubulos renales. Aquellas intervenciones
terapéuticas que producen una disminucion de la presion intraglomerular (restriccion
proteica y bloqueo del sistema renina-angiotensina, etc.), ejercen efectos favorables
sobre la estructura renal. Estas medidas contrarrestan ademds los cambios
hemodindmicos y tienen un efecto antihipertréfico a nivel glomerular (Praga, 2009a; Taal

y Luyckx, 2005). (Figura 3)
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Figura 3. Esquema de la teoria de la hiperfiltracién glomerular. Adaptado de Praga et al. (2009a).
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1.4.4. Compuestos vasoactivos, factores de crecimiento y citocinas

Existen una serie de compuestos vasoactivos como la endotelina, angiotensina ll,
tromboxano A2 y las prostaglandinas, que ejercen, ademads de sus efectos vasculares, una
profunda influencia sobre las vias de hipertrofia e hiperplasia celulares, asi como la
aparicién de fibrosis. De estos, el que parece tener mas importancia en las enfermedades
renales es la angiotensina Il (Figura 4). Todos los elementos del eje renina-angiotensina-
aldosterona estan presentes en el rifién, y su concentracién intrarrenal aumenta en los
trastornos renales crénicos. La ATIl estimula la sintesis de varios factores de crecimiento,
como el factor transformador del crecimiento (TGF-B), el derivado de plaquetas (PDGF), el
“insulin like growth factor” (IGF) y el basico de los fibroblastos (BFGF). El mas relevante en
la patologia renal parece ser el TGF-B, pero todos tienen la capacidad de estimular el
crecimiento celular y la fibrosis glomerular e intersticial a través de un incremento en la
sintesis de proteinas de matriz extracelular (coldgeno, fibronectina, laminina,
osteopontina). TGF-B, tiene ademas la capacidad de inhibir la degradacién de esta matriz,
aumentado la actividad de los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP) e

inhibiendo estas ultimas, llevando a una fibrosis progresiva en el intersticio renal con
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glomeruloesclerosis (Candido et al., 2005; Praga, 2009a; Ruiz-Ortega et al., 1994; Taal y
Luyckx, 2005).

La ATIl aumenta también el estrés oxidativo y la sintesis de diversas citocinas
proinflamatorias (TNF, RANTES, MCP-1) y diversas moléculas de adhesién (ICAM-1,
VCAM-1 y ELAM-1), que contribuyen de manera decisiva a la infiltracion intersticial de
macréfagos y otras células. NF-kB es activado directamente por la ATIl y regula la sintesis
de muchas de estas citocinas. Por otro lado aumenta la aldosterona, la cual se ha
involucrado también en la fibrosis renal y cardiaca (Candido et al., 2005; Praga, 20093;

Ruiz-Ortega et al., 1994; Taal y Luyckx, 2005). (Figura 4)

Figura 4. Influencia de la angiotensina Il en los procesos de esclerosis renal. Adaptado de Praga et
al. (2009a).
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1.4.5. Isquemia renaly alteraciones del dxido nitrico

La hipoxia es un importante regulador de los genes responsables de diversos
factores de crecimiento (TGF-B, PDGF y VEGF), asi como de activacion del sistema renina-

angiotensina. El descenso en la tensién de oxigeno tisular inhibe la degradacién de las
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proteinas de matriz extracelular a través de una disminucidon en la actividad de las
metaloproteinasas. Por ello, se cree que la isquemia renal colabora en la generacion de la
esclerosis y/o fibrosis caracteristica de la ERC progresiva. Teniendo en cuenta que la
circulacion renal postglomerular se ve comprometida en la mayoria de las enfermedades
renales, la hipoxia puede desempeiiar un papel importante en las lesiones
tubulointersticiales inespecificas créonicas de cualquier nefropatia (Praga, 2009a; Taal y
Luyckx, 2005).

Asimismo, en la ERC se acumulan inhibidores endégenos del éxido nitrico, como la
dimetilarginina asimétrica (ADMA), existiendo una relacion clara entre esta sustancia y la

mortalidad cardiovascular y progresién a ERC avanzada (ver mas adelante).

1.5. CLINICA

La ERC en un principio da muy poca sintomatologia, apareciendo ésta a medida
gue se produce un deterioro progresivo de la funcion renal. Los signos y sintomas que
mas frecuentemente aparecen en la ERC avanzada (ERCA) incluyen la sobrecarga de
volumen, la hiperpotasemia, la acidosis metabdlica, la hipertension, la anemia y los
trastornos del metabolismo 6seo. Toda esta constelacién de signos y sintomas se
conocen como “uremia”, y sus manifestaciones incluyen anorexia, nduseas, vomitos,
pericarditis, neuropatia periférica, y alteraciones del sistema nervioso central que pueden
ir desde una falta de concentracién y letargia hasta convulsiones, coma y muerte. Sin
embargo, no existe una correlacion directa entre los niveles de urea o creatinina en
sangre y el desarrollo de estos sintomas. Mientras algunos pacientes con niveles de
productos nitrogenados en sangre bajos presentan una sintomatologia florida, otros con
niveles de urea en sangre elevados, pueden permanecer oligosintomaticos (2015;

Anderson et al., 2005). (Tabla 2)
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Tabla 2. Manifestaciones clinicas y bioquimicas en la ERC. Adaptado de Ribes (2004).

Sistema nervioso

Sistema hematolégico

Sistema cardiovascular

Sistema respiratorio

Sistema digestivo

Sistema endocrino y
metabolismo

Sistema osteoarticular

Piel

Alteraciones
Bioquimicas

Encefalopatia urémica

Polineuropatia periférica

Disfuncion del sistema nervioso auténomo
Depresion y alteraciones psicoldgicas

Anemia

Disfuncidn plaquetar

Hipercoagulabilidad

Inmunodeficiencia humoral y celular (infecciones y neoplasias)

Hipertension arterial
Miocardiopatia

Cardiopatia isquémica
Pericarditis

Vasculopatia periférica
Accidentes cerebrovasculares

Derrame pleural
Edema pulmonar
Calcificaciones pulmonares

Anorexia

Nauseas y vomitos
Ascitis

Ulcus gastroduodenal
Angiodisplasia de colon
Diverticulitis

Hiperinsulinemia

Resistencia periférica a la insulina

Alteracién en glucagén, TSH, T3, T4, cortisol, LJ, FSH, prolactina, GH y leptina.
Disfuncion eréctil

Amenorrea

Desnutricion

Enfermedad 6sea de remodelado alto
Enfermedad désea de remodelado bajo
Amiloidosis por depésitos de B-2-microglobulina
Artritis gotosa

Pseudogota calcica

Prurito
Hiperpigmentacién
Xerosis
Pseudoporfiria
Foliculitis perforante
Calcifilaxis

Retencidn nitrogenada (aumento de urea y creatinina)

Hiperuricemia

Hiponatremia

Hipernatremia

Hiperpotasemia

Acidosis metabdlica

Alcalosis metabdlica

Hipocalcemia

Hiperfosfatemia

Alteracion de enzimas cardiacas, hepdticas, pancredticas y marcadores tumorales.
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1.6. COMPLICACIONES

1.6.1. Toxicidad urémica

Las toxinas urémicas son motivo de estudio desde hace afos. En la ERC se elevan
una serie de sustancias en el organismo, que no necesariamente implica que sean toéxicas,
y por tanto, es preciso demostrar que la deteccidén de niveles anormalmente elevados se
relaciona con disfuncion urémica. En la actualidad, se reconocen 90 sustancias como
toxinas urémicas (Tabla 3). Se clasifican en moléculas pequefias hidrosolubles (<500 d),
moléculas medias (>500 d) y moléculas pequefas unidas a proteinas (<500 d) (Anderson

et al., 2005; Ribes, 2004).

Tabla 3. Principales toxinas urémicas clasificadas seguin su peso molecular. Adaptado de Ribes

(2004).

Moléculas pequeiias (<5008)

Moléculas pequeiias ligadas a
proteinas (<500 &)

Moléculas medias (>500 6)

Dimetilarginina asimétrica
(ADMA)

A. R-guanidinpropidnico
Creatinina
Guanidina

A. guanidinoacético
A. guanidinosuccinico
Hipoxantina
Malonildialdehido
Metilguanidina
Mioinositol
A. erdtico
Orotidina
Oxalato
Urea
A. Urico
Xantina

A.
carboximetilpropilfuranpropidnico
Fuctoselisina
Glioxal
A. hipurico
Homocisteina
Hidroquinona
A. indoxil-3-acético
Indoxilsulfato
Metilglioxal
Carboximetil-lisina
P-cresol
Pentosidina
Fenol
A. Hidroxihipurico
A. quinolinico
Espermidina
Espermina

Adrenomedulina
Péptido natriurético atrial
B2microglobulina
R-endorfina
Factor D complemento
Cistatina C
Endotelina
A. hialurénico
Interleukina 1-8
Interleukina 6
Inmunoglobulinas cadenas ligeras
(IgLCs) k, |
Leptina
Neuropéptido Y
Parathormona (PTH)
Proteina ligada al retinol
TNFa

1.6.2. Alteraciones hidroelectroliticas y del equilibrio dcido-base

La capacidad del rifidn para eliminar agua y electrolitos se mantiene hasta fases

avanzadas de la ERC. Al existir un menor nimero de nefronas funcionantes, existe una
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adaptacion para permitir la eliminacién de solutos, a través de los mecanismos
previamente comentados (seccion de patogenia). Por tanto, los trastornos
hidroelectroliticos o del equilibrio acido-base no aparecen hasta fases avanzadas de la
ERC, cuando el filtrado glomerular esta severamente reducido. En estas fases (estadios 4 y
5 de la ERC), cuando se produce una sobrecarga hidrosalina existe tendencia a la
hipervolemia e hipertensién. Por otra parte, en una situacién opuesta de deshidratacion
el rindn es incapaz de reabsorber sodio y mantener una volemia adecuada (Abassi et al.,
2005; Berl y Verbalis, 2005).

La disminucion severa del FG también comporta una pérdida de la adaptacion a la
sobrecarga de potasio. Aunque los niveles séricos de potasio suelen aumentar, no suelen
observarse hiperpotasemias graves hasta fases muy avanzadas de insuficiencia renal, con
FG inferior a 15 ml/min. No obstante, deben considerarse otros factores que pueden
inducir hiperpotasemia, aun con FG no tan reducido, como el hipoaldosteronismo
hiporreninémico asociado a nefropatia diabética o nefropatias intersticiales, o el
tratamiento con farmacos como IECA, ARA Il y diuréticos ahorradores de potasio (Mount
y Zandi-Nejad, 2005).

La ERC es también causa de acidosis metabdlica, pero el balance acido-base
normal se mantiene mientras el FG no es inferior a 25 ml/min. Es debida
fundamentalmente a la disminucién de la amoniogénesis tubular y a la retencién de H’,
dando lugar a una acidosis hiperclorémica con hiato anidnico normal. Por otra parte,
cuando la insuficiencia renal progresa se produce una retencién de aniones fosfato,
sulfato y acidos organicos, lo cual conlleva un aumento del hiato aniénico. En la ERC

terminal (estadio 5) la acidosis es predominantemente mixta (DuBose, 2005).
1.6.3. La anemia. Papel como factor de riesgo cardiovascular emergente.

La anemia en la ERC se debe fundamentalmente al déficit de secrecion de
eritropoyetina (EPO) por parte del rifidn. La EPO es una glicoproteina sintetizada por las
células intersticiales peritubulares renales en el adulto. La hipoxia estimula su secrecién,
con el fin de conservar la masa de hematies para satisfacer la demanda tisular de oxigeno

(Cases, 2009; Remuzzi et al., 2005).
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Se caracteriza por ser normocitica y normocrdmica, y puede detectarse con FG
inferior a 60 ml/min, haciéndose mas severa a medida que empeora la funcidn renal. No
obstante, existen otros factores que contribuyen al desarrollo de la anemia como el
acortamiento de la vida media del hematie, y la presencia de determinadas toxinas
urémicas que actuan inhibiendo la eritropoyesis (espermina y espermidina). Por otra
parte, también es frecuente el déficit de hierro y vitaminas, pérdidas hematicas y fibrosis
de la médula ésea secundaria a hiperparatiroidismo (Cases, 2009; Remuzzi et al., 2005).

Ademas de la sintomatologia propia de cualquier anemia crdénica, en la ERC tiene
repercusién sobre las funciones cognitivas, el sistema cardiovascular, la trombopatia
urémica, la nutricion, la inmunidad y la disfuncién sexual, asi como en la miocardiopatia
urémica y en el desarrollo de la hipertrofia ventricular izquierda (HVI) (Cases, 2009;
Remuzzi et al., 2005).

La EPO es ademas un importante regulador de la proliferacién y diferenciacion de
las células progenitoras endoteliales (EPCs) (Remuzzi et al., 2005). Las células madre
CD34+ de la médula dsea pueden diferenciarse en dos vias, la hematopoyética y también
la endotelial. La EPO, ademas de estimular la produccién de hematies, tiene la funcién de
movilizar la circulacién de EPCs y actuar sobre las EPCs maduras que expresan receptores
de EPO (Remuzzi et al.,, 2005). Estas células tienen una particular relevancia en los
fendmenos reparadores de neoangiogénesis (Cases, 2009; Remuzzi et al., 2005).

La anemia es un factor condicionante de hipertrofia ventricular izquierda (HVI), lo
qgue implica un elevado riesgo de enfermedad coronaria y muerte cardiaca. La prevalencia
de la HVI aumenta progresivamente con el declinar de la funcién renal, de manera que
aproximadamente el 70% de los pacientes que inician didlisis presentan esta dolencia
(Foley et al., 1995; Levin et al., 1999). Asimismo, se ha demostrado una relacién inversa
entre los niveles de hematocrito y la morbimortalidad cardiovascular en pacientes en
predidlisis y en didlisis (Kovesdy et al., 2006). Ademads diversos estudios han demostrado
qgue la correccién de la anemia limita la progresién de la enfermedad renal y, en parte,
regresa la HVI (Chen et al., 2008), por lo que es obligado tratar la anemia cuando se
presenta. (Figura 5) Un problema relevante lo constituye la resistencia a la EPO, que
afecta aproximadamente a un 30% de los pacientes con ERC (Cases, 2009). Las causas de

resistencia a la EPO son diversas, teniendo un papel preponderante el estrés oxidativo y la
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inflamacién, asi como la hepcidina, que es un péptido de 25 aminodcidos producido a
nivel hepatico y que parece ser un auténtico puente de unién entre inflamacion y anemia,
actuando sobre la ferroprotina, un transportador celular del hierro (Kwack y Balakrishnan,

2006; Malyszko et al., 2005).

Figura 5. Enfermedad cardiovascular y anemia. Adaptado de Cases (2009).
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1.6.4. Alteraciones del metabolismo mineral y dseo. Papel como factor de riesgo

cardiovascular emergente.

Las lesiones 6seas que aparecen en la ERC se clasifican en (Figura 6):

- Enfermedad dsea de remodelado alto (osteitis fibrosa) o hiperparatiroidismo
secundario: predomina la actividad de osteoblastos y osteoclastos con aumento
de la reabsorcién y una andmala estructuracion de la matriz osteoide.

- Enfermedad dsea de remodelado bajo (osteomalacia): existe una disminucion de
la celularidad y una disminucién en la produccién de osteoide.

- Otras: formas mixtas y amiloidosis por B,microglobulina.




Estudio prospectivo de morbimortalidad en pacientes en hemodialisis crénica. Papel de la ADMA.

Figura 6. Clasificacion de la osteodistrofia renal. Adaptado de Cannata Andia y Rodriguez Portillo
(2009).
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La retencion de fosfato en la ERC conduce a una disminucion del calcio, el cual a su
vez estimula la sintesis de PTH. Por otra parte, la hiperfosforemia estimula también la
sintesis de PTH vy la proliferacidon de células paratiroideas (Cannata Andia y Rodriguez
Portillo, 2009; Martin et al., 2005). Tanto la hipocalcemia como la hiperfosforemia
aumentan ARNm postranscripcional de PTH. Asimismo, la pérdida de masa renal
funcionante conduce a una menor actividad de 1 a-hidroxilasa, necesaria para la sintesis a
nivel del tubulo proximal de 1,25(0OH),Ds a partir del 25(0OH)Ds. El déficit de calcitriol tiene
como consecuencia la disminucion de la absorcidn intestinal de calcio que, como se ha
comentado previamente, estimula la produccion de PTH. Por otro lado en la ERC existe
también una resistencia esquelética a la PTH, y el exceso de ésta estimula la resorcion
Osea. A nivel de las glandulas paratiroideas el déficit de calcitriol impide actuar sobre su
receptor VDR que disminuye la transcripcién del ARNm de PTH y la proliferacién celular

(Cannata Andia y Rodriguez Portillo, 2009; Martin et al., 2005; Ribes, 2004). (Figura 7)
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Figura 7. Alteraciones del metabolismo mineral asociadas al deterioro progresivo de la funcién
renal. Adaptado de Cannata Andia y Rodriguez Portillo (2009).
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Un aspecto de especial relevancia es la tendencia que existe en la uremia a
desarrollar calcificaciones extradseas, en visceras, articulaciones, arterias de diverso
calibre e incluso en valvulas cardiacas. En presencia de hiperfosfatemia, el
cotransportador NPC facilita la entrada de fosfato en la célula muscular lisa vascular. El
factor de trascripcion Cbfa-1 en presencia de factores locales e inhibidores de
calcificacion hace posible el cambio de fenotipo de la célula muscular lisa a osteoblasto
(Martin et al., 2005).

Diversos estudios epidemiolégicos muestran un nexo de unién entre el
metabolismo mineral y la mortalidad cardiovascular en pacientes con ERC (Block et al.,
2004; Marco et al., 2003). El aumento progresivo de los niveles de fésforo plasmatico en
pacientes con ERC se relaciona con un aumento del riesgo de mortalidad de manera que
por cada aumento de 1 mg/dl de fésforo aumenta un 23% la mortalidad. La diferencia
alcanza significaciéon estadistica a partir de 3.5 mg/dl de fdésforo sérico
independientemente de los factores de riesgo cardiovascular clasicos (Kestenbaum et al.,
2005). Niveles de fosforo elevados tienen la capacidad de inducir cambios en la pared
vascular por lo que influye directamente en el riesgo cardiovascular (Amann et al., 2003).

El hiperparatiroidismo secundario esta también implicado en la morbimortalidad
cardiovascular. Se ha observado una relacion directa del nivel de PTH con el riesgo

relativo de muerte cardiovascular, siendo el riesgo casi cuatro veces superior si los niveles
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de PTH estan por encima de 50 pmol /L (Marco et al., 2003). La elevacion de las cifras de
PTH se ha relacionado con un aumento de la rigidez arterial, medida mediante velocidad
de la onda del pulso y la presion de pulso, desde estadios precoces de insuficiencia renal.
En pacientes en HD se ha demostrado una asociacion entre la calcificacion arteriolar y la

elevacién de la velocidad de la onda de pulso (Haydar et al., 2004).

1.6.5. Alteraciones cardiovasculares en la ERC

Los eventos cardiovasculares (cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca,
vasculopatia periférica, accidente vascular cerebral) son la principal causa de
morbimortalidad de los pacientes con ERC en cualquier estadio, incluyendo la didlisis y el
trasplante, debido a que en la uremia coexiste un proceso de aterosclerosis acelerada. En
la ERC son frecuentes los factores de riesgo cardiovascular tradicionales como la edad
avanzada, HTA, dislipemia tipo IV, diabetes y tabaquismo. Por otro lado, se dan otros
factores relacionados con la uremia, no tradicionales o emergentes como la anemia, la
homocisteina, alteraciones en el metabolismo fosfocdlcico, la hipervolemia, el estrés
oxidativo, la inflamacién, la tendencia protrombética y la hiperactividad simpatica

(Caramelo Diaz y Garcia Pérez, 2009; McMahon y Parfrey, 2005). (Tabla 4)

Tabla 4. Factores de riesgo tradicionales y no tradicionales presentes en enfermos urémicos.
Adaptado de Caramelo Diaz y Garcia Pérez (2009).

Factores de riesgo tradicionales Factores de riesgo no tradicionales

Edad avanzada Alteraciones en el metabolismo Ca/P

Género masculino
Hipertension
Diabetes mellitus
Hipercolesterolemia
Tabaquismo
Obesidad
Dislipidemia
Hipertrofia ventricular izquierda
Inactividad fisica
Menopausia
Historia familiar de enfermedad cardiovascular
Trombogenicidad

(hiperfosfatemia)
Déficit de vitamina D
Anemia
Estrés oxidativo
Inflamacion
Hiperhomocisteinemia
Aumento de Lp(a)
Malnutricidn
Hipoalbuminemia
Factores trombogénicos
Alteraciones del suefio
Alteracion en los niveles de éxido nitrico
ADMA
Toxinas urémicas




Introduccion

La HTA es a la vez causa y consecuencia de la ERC. Su prevalencia aumenta con la
disminucién del FG, alcanzando hasta el 80% de pacientes con ERC en estadio 5
(Caramelo Diaz y Garcia Pérez, 2009). Estan implicados diversos mecanismos patogénicos,
como la estimulacion endotelial, aumento del calcio intracelular, calcificaciones
vasculares y posible enfermedad vascular renal (McMahon y Parfrey, 2005).

A nivel cardiaco, se producen calcificaciones de las vdlvulas con disfuncién
valvular, calcificaciones y lesiones del sistema de conduccidon que dan lugar a arritmias,
miocardiopatia con insuficiencia cardiaca y aterosclerosis coronaria que conduce a
cardiopatia isquémica. Por otro lado, esta la miocardiopatia urémica, la cual se produce
por un lado por la sobrecarga de presién y por otro, por la sobrecarga de volumen. La HTA
y la falta de elasticidad de la aorta condicionan una sobrecarga de presidn que induce una
HVI concéntrica. Asimismo, existe un aumento de la presion sistélica, incremento de
miofibrillas, con engrosamiento de la pared y pocos cambios en el volumen ventricular.
La hipervolemia, la anemia y la fistula arteriovenosa crean una sobrecarga de volumen y
una HVI excéntrica, dando lugar a un aumento de la presién diastdlica, formacién de
nuevos sarcomeros y aumento del volumen de las cavidades cardiacas. En la progresion
de la miocardiopatia subyacen muerte celular de miocitos y fibrosis, y destaca también la
disminucién de la densidad de capilares. Inicialmente, las alteraciones estructurales se
traducen en disfuncién ventricular diastélica y posteriormente disfuncidn ventricular

sistdlica (Caramelo Diaz y Garcia Pérez, 2009; McMahon y Parfrey, 2005). (Tablas 5y 6)
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Tabla 5. Alteraciones cardiovasculares en la enfermedad renal crénica. Adaptado de Caramelo
Diaz y Garcia Pérez (2009).

- Aumento de la rigidez
- Fibrosis
- Calcificacidn

- Hipertensidn arterial.
- Disfuncidn ventricular izquierda
- Sistdlica

- Arritmias

- Alteraciones miocardicas
- Pericarditis

- Mitral
- Adrtica

- Cambios estructurales en la capa muscular de los vasos arteriales

- Alteraciones luminales en vasos arteriales
- Arterioesclerosis grave: coronaria, periférica y cerebral

- Diastdlica = Hipertrofia ventriculo izquierdo.

- Calcificacion de las vias de conduccién

- Calcificaciones y disfuncion valvular

Tabla 6. Trastornos cardiovasculares en pacientes con ERC y sus consecuencias clinicas. Adaptado

de Caramelo Diaz y Garcia Pérez (2009).

Tipo de trastorno

Consecuencia clinica

Disminucion general de la distensibilidad del arbol
circulatorio.

Aumento de la poscarga, con HVI y aumento de la
demanda de O,

Disminucion de la distensibilidad de la circulacién
coronaria.

Alteracion de la perfusion y distribucion del flujo
sanguineo coronario. Disminucién de la reserva de
perfusion en el estrés.

Calcificacidon de fibras de conduccién miocardicas
y pequefios vasos tréficos de las fibras de
conduccién.

Arritmias.

Disminucion de la contractilidad de las arterias
elasticas.

Déficit del componente vascular de la hemostasia:
agravamiento de tendencia hemorragica.

Alteracion generalizada de las propiedades
eldsticas de los grandes vasos arteriales.

Déficit de contractilidad coordinada ante
descensos tensionales y de contraccion local ante
soluciones de continuidad: mala respuesta a la
hipotension.

Rarefaccidn vascular y calcificaciones a nivel de
pequeiios vasos en diversos territorios.

Hipoperfusion periférica, con depuracion menos
eficaz de solutos e incremento de fendmenos de
rebote.

Calcificaciones vasculares mesentéricas.

Trastornos de intercambio en DPCA. Necrosis
segmentaria de colon.

Lesiones calcificadas de la intima.

Tendencia trombogénica con incremento del
riesgo de oclusién vascular. Dificultades en la
realizacién de anastomosis quirurgicas vasculares.

Rarefaccidon vascular y sustitucién de fibras
contractiles de miocardio por areas de fibrosis.

Desadaptaciéon hemodindmica ante la pérdida de
volumen intravascular, causando hipotension y
arritmias intradidlisis.

Patologia arterial del territorio pélvico-genital.

Disfuncion eréctil,
peneana.

impotencia y gangrena
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1.6.5.1. Aterosclerosis

La afectacién cardiovascular en el enfermo con ERC incluye varios tipos de lesiones
vasculares con sus correspondientes presentaciones clinicas (Sarnak et al., 2003). La
lesién vascular mas caracteristica es la aterosclerosis que consiste en la presencia de
calcificaciones de localizaciéon preferente en la capa media junto a hiperplasia intimal
(Figura 8). Su patogénesis es multifactorial (Figura 9) y su presentacién clinica suele

caracterizarse por cardiopatia isquémica, muerte subita y enfermedad cerebrovascular.

Figura 8. Evolucidn de las lesiones vasculares en la aterosclerosis.

Estenosis
critica

Trombo
sobreimpuesto

Aneurisma y
ruptura

Vaso Estria Placa Placa de ateroma
normal grasa fibrograsa inestable

Durante afios se ha pensado que la aterosclerosis se formaba por el depdsito
pasivo de colesterol en la pared arterial, como un mecanismo propio del envejecimiento.
Pero, en los ultimos afos, se ha demostrado que se trata de un proceso de caracter

inflamatorio (Caramelo Diaz y Garcia Pérez, 2009). El estimulo inicial para la formacion de
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la placa de ateroma es la disfuncién endotelial. El dafio del endotelio resulta del
desequilibrio entre la agresidn y las células reparadoras EPCs (Jaipersad et al., 2014). En
la ERC con pequefios descensos del FG ya se puede observar disfuncion endotelial. La
placa de ateroma inestable, cuya ruptura da lugar a la trombosis y al sindrome coronario
agudo, se forma por acumulo de macréfagos y células espumosas, mediadores de
inflamacién y LDL-oxidada. La ruptura de la placa se produce por una erosién superficial,
una disrupcion por la neoangiogénesis o una activacion de mediadores pro-inflamatorios
por células T-helper 1 (Th 1) (Jaipersad et al., 2014; Yla-Herttuala et al., 2013). En la ERC
es caracteristica la presencia de marcadores de estrés oxidativo y de inflamacidn, estando
ambos procesos implicados en la patogenia de la aterosclerosis. En el balance entre
factores oxidantes y antioxidantes el estrés oxidativo consiste en el predominio de
especies reactivas de oxigeno (ROS). En el medio urémico predomina ROS que, junto a
otros mediadores, son capaces de activar células inflamatorias como macréfagos vy
linfocitos. A través del factor de transcripcién NF-kB se liberarian mediadores pro-
inflamatorios, como la IL-6, que provocarian modificaciones en la pared arterial que
darian lugar al fendmeno de aterosclerosis acelerada, con oxidacion de LDL, migracién de
leucocitos, proliferacion de células musculares lisas, calcificacion y activacién de
metaloproteinasas (MMP) (Stenvinkel et al., 2002; Stenvinkel et al., 2005). La
angiogénesis y remodelado vascular es otro hecho clave en la aterosclerosis. La expresion
del factor de crecimiento endotelial (VEGF) esta aumentada, y la neovascularizacién de la
placa de ateroma puede promover el crecimiento de lesiones inestables. La calcificacion
de la media arterial en general y de las arterias coronarias en particular se produce con
mucha mayor frecuencia en la ERC, que en otras circunstancias, posiblemente por la
transformacién osteobl3stica de las células musculares lisas que condiciona el depdsito de

sales de calcio (McMahon y Parfrey, 2005). (Figura 9)
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Figura 9. Factores que contribuyen a la formacién de la placa de ateroma inestable. Adaptado de
Yla-Herttuala et al. (2013).

Quemoquinas y citoquinas
(MCP-1, MIF, TNFa, ILs)

Células inflamatorias

(macrdéfagos, células T) Ruptura de los componentes

de la matriz
(MMPs, TIMPs)

Hemorragia

Factores de crecimiento
(PDGFs, VEGFs, FGFs)

necrético

} Cristales de colesterol

MCP-1, proteina quimiotactica de monocitos-1; MIF, factor de inhibicién migratoria; TNFa, factor de
necrosis tumoral-a; ILs, interleuquinas; MMPs, metaloproteinasas de matriz; TIMPs, inhibidores tisulares de
metaloproteinasas; PDGFs, factores de crecimiento derivado de plaquetas; VEGFs, factores de crecimiento
del endotelio vascular; FGFs, factores de crecimiento de fibroblastos; Md¢, macréfagos.

1.6.5.2. Arteriosclerosis

La otra afectacién vascular presente es la arteriosclerosis, la cual se caracteriza por
un engrosamiento, infiltracion y la calcificacion de la media, que conlleva el remodelado
de los grandes vasos. El diametro arterial y el espesor de la pared se ven aumentados
como consecuencia del exceso de presion ejercida contra la pared vascular lo que se
acompafia de una disminucion de la distensibilidad o “compliance” arterial, responsable
del aumento de la presion arterial sistdlica, hipertrofia ventricular izquierda, aumento de
la presion de pulso y disminucion de la perfusidén coronaria. Tanto la disminucién de la
distensibilidad adrtica como el aumento de la presién de pulso han demostrado ser
factores de riesgo independientes para la enfermedad cardiovascular en pacientes en

dialisis (Sarnak et al., 2003).
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1.6.6. Malnutricién

La desnutricion hace referencia no sélo a deficiencias en los marcadores
bioquimicos y/o antropométricos de las reservas de nutrientes, o de composicion
corporal, sino que, ademas, engloba complicaciones derivadas de estas deficiencias (Tabla

7).

Tabla 7. Consecuencias de la desnutricién. Adaptado de Lorenzo (2009).

Directas

- Mala curacién de las heridas

- Descenso de resistencia a episodios intercurrentes

- Retraso en la rehabilitacion

- Susceptibilidad a contraer infecciones

- Aumento de la intolerancia hemodinamica a la dialisis
- Depresion, astenia

Indirectas

- Aumento de la morbimortalidad

- Incremento de las estancias hospitalarias
- Aumento del coste

La desnutricion calérico-proteica puede afectar a mas del 50% de los pacientes en
didlisis, y su riesgo aumenta a medida que aumenta el grado de ERC (Lorenzo, 2009). La
desnutricidon en la ERC, y en el paciente en didlisis en concreto, no sdlo es atribuible a una
disminucién del aporte, ya que se conocen distintos mecanismos que estimulan el
catabolismo proteico y consumen la masa muscular. La acidosis metabdlica activa el
sistema proteolitico ubiquitinproteosoma y destruye de forma irreversible los
aminodcidos esenciales, degradando las proteinas musculares y disminuyendo la
albimina en suero (Kalantar-Zadeh et al., 2003). Por otro lado, la inflamacién crdnica,
estrechamente relacionada con la aterosclerosis acelerada, se acompafia de un aumento
de citokinas circulantes que también estimulan la proteolisis por la misma via. Ciertas
toxinas urémicas, podrian también, por algin mecanismo no conocido en su totalidad,

producir anorexia y desnutricién (Stenvinkel et al., 2002).
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Existe una relacidn directa entre la inflamacidn crénica silente y la desnutricion.
Por ello recientemente se ha definido el sindrome MICS (Malnutrition-Inflammation-
Complex Syndrome) y el sindrome MIA (Malnutrition-Inflammation-Atherosclerosis), los
cuales influyen de forma importante en la aceleracion del proceso arterioesclerético y en
la morbimortalidad cardiovascular del paciente en programa de dialisis (Kalantar-Zadeh et

al., 2003).
1.6.7. Sindrome cardiorrenal

En 2008, Ronco et al. describieron las cinco categorias clinicas de un sindrome
extraordinariamente frecuente que acontece cuando el fallo agudo o crénico del corazén
o del rifién puede causar disfuncién del otro érgano. En el tipo | o sindrome cardiorrenal
agudo, un fallo agudo de la funcién cardiaca desencadena un fracaso renal agudo. En el
tipo Il o sindrome cardiorrenal crénico, la insuficiencia cardiaca créonica desencadenard un
fallo progresivo y potencialmente permanente de la funcién renal. En el tipo Ill o
sindrome renocardiaco agudo, un empeoramiento agudo de la funcidn renal causa un
fallo cardiaco agudo. El tipo IV o sindrome renocardiaco crénico se da cuando la
insuficiencia renal crénica es la causa de la disfuncidn cardiaca. Por ultimo el tipo V que se
denomina sindrome cardiorrenal secundario, se daria cuando una circunstancia sistémica
como la diabetes o una sepsis causarian ambos fallos cardiaco y renal (Ronco et al., 2008).

Los mecanismos fisiopatologicos implicados en cada una de las categorias
previamente mencionadas son distintos. Analizaremos aquellos implicados en el
sindrome cardiorrenal tipo Il y tipo IV, al ser los de mayor interés para el actual trabajo.

Un gasto cardiaco disminuido de forma crdnica, puede desencadenar hipotension
e hipoperfusién renal. Estas situaciones estimulan una respuesta neurohumoral
compensatoria que incluye la activacion del sistema renina-angiotensina y del sistema
nervioso simpatico, asi como un aumento en la expresidon de moléculas como la
vasopresina, endotelina y péptido natriurético atrial (Rea y Dunlap, 2008). El aumento de
la produccién renal de angiotensina Il y aldosterona promoverdan la retencién de agua vy
sodio y causard enfermedad macro y microvascular (Struthers y MacDonald, 2004). La

angiotensina Il es también capaz de elevar los niveles renales de endotelina I, que es
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capaz a su vez de activar el factor de crecimiento B y el NFkB, iniciando y favoreciendo la
progresion de inflamacidn y fibrosis renal (Onozato et al., 2007). Junto con la angiotensina
I, altos niveles de aldosterona estimularan la produccion de fibronectina conduciendo a
la fibrosis renal y la glomeruloesclerosis. La hipoxemia renal aumentard el estrés
oxidativo, empeorara el 6xido nitrico y la funcion endotelial y promovera un estado
inflamatorio crénico. Los niveles elevados de factor de necrosis tumoral, interleukina 1 e
interleukina 6 asociados a la inflamacion crénica pueden causar dafio téxico de forma
progresiva y apoptosis de las células renales, que conllevard un dafio renal permanente y
pérdida de la funcién renal (Bongartz et al., 2005). Este mecanismo inflamatorio puede
ser la ruta principal del deterioro de la funcién renal en pacientes con insuficiencia
cardiaca cronica y funcion del ventriculo izquierdo conservada (sindrome cardiorrenal
tipo 11).

Tanto la albuminuria como la disminucién del filtrado glomerular son factores de
riesgo independientes para eventos cardiovasculares (Mann et al., 2001). Los trastornos
cardiovasculares presentes en los enfermos renales son multiples y a menudo se
presentan en el mismo paciente. La aterosclerosis estd presente de manera frecuente,
como ya se ha comentado previamente, en los pacientes con ERC debido a la alta
prevalencia de diabetes, dislipemia e hipertensién, aparte de todos los factores de riesgo
no tradicionales que se asocian a los estadios avanzados de insuficiencia renal y que se
desarrollan en los diferentes apartados de esta introduccion. La hipertrofia ventricular
concéntrica, debido a la presencia de hipertension, la arteriosclerosis y en ocasiones la
estenosis de la valvula adrtica, es también un fendmeno frecuentemente asociado a la
ERC. Esto explicaria el mecanismo fisiopatoldgico implicado en el sindrome cardiorrenal
tipo IV (Mann et al., 2001).

En conclusidon, existe una compleja relacién bidireccional entre rifién y corazén
cuyo objetivo es mantener la homeostasis del volumen sanguineo y de la presién arterial,

y la insuficiencia de cualquiera de estos drganos sera capaz de causar el fallo del otro.
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1.7. TRATAMIENTO SUSTITUTIVO RENAL

La valoracién de un paciente con ERC como candidato a didlisis cronica es un
proceso delicado que requiere analizar en profundidad todas sus caracteristicas. En la
mayoria de los paises desarrollados no existe una limitacion econémica para la entrada en
didlisis, lo cual, unido al incremento progresivo de la DM2 y la nefroangioesclerosis como
causas mas frecuentes de ERC, explican que la edad media de los pacientes que inician
programas de depuracién extrarrenal sea cada afio mayor, con las consiguientes
repercusiones sociales y econdmicas que conlleva (Praga, 2009b).

Los pacientes con ERC progresiva deben conocer con suficiente antelacion la
futura necesidad de didlisis, y estar familiarizados con los distintos tipos de depuracion
extrarrenal que existen, para que ellos puedan participar activamente en la eleccién de la
técnica. No existen pautas de aplicacidén general, debiendo ser individualizada la seleccion
de la técnica (hemodialisis o didlisis peritoneal) idonea para cada paciente en funcién de
las caracteristicas médicas, trabajo o preferencias del paciente. La posibilidad de un
trasplante renal de donante vivo, siempre que exista la posibilidad de un donante
adecuado que reuna todos los requisitos clinicos y legales, debe de ser siempre

considerada (Soriano Cabrera y Martin Malo, 2009).
1.7.1. La dialisis

Generalmente se indica la dialisis crénica cuando comienzan a aparecer los
primeros sintomas urémicos. Los mas frecuentes son digestivos (nauseas, vémitos,
pérdida de apetito), neurolégicos (apatia, falta de concentracién, nerviosismo),
calambres, prurito, sindrome de piernas inquietas, y sintomas generales, como malestar
generalizado, fatiga y astenia progresiva. Esta sintomatologia suele aparecer cuando el
filtrado glomerular es inferior a 10 ml/min, pero existe una gran variabilidad
interindividual, y puede aparecer con filtrados mayores. Existen complicaciones graves
qgue obligarian a comenzar la didlisis sin dilacién, como la pericarditis, la insuficiencia
cardiaca por sobrecarga de volumen que no responde a diuréticos, la hiperpotasemia

grave que no responde al tratamiento médico o la polineuritis avanzada. No obstante, se
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debe siempre evitar llegar a estas complicaciones programando adecuadamente el inicio
de la didlisis en cada paciente. Las guias europeas de didlisis (Tattersall et al., 2007)
recomiendan el inicio de la didlisis con un aclaramiento de creatinina menor de 10
ml/min, y entre 10 y 15 ml/min en pacientes diabéticos y aquellos con otras
enfermedades que se beneficiarian de un comienzo mas precoz de la didlisis.

El apoyo psicoldgico en la fase inicial de la didlisis es otro aspecto de fundamental
importancia, asi como suministrar al paciente y a la familia, sobre todo en ancianos, la
ayuda social necesaria para que superen lo mejor posible el cambio de vida que supone la
dialisis crénica (Soriano Cabrera y Martin Malo, 2009). En esta linea, la informacién

adecuada a los familiares y el apoyo continuo por parte de estos es trascendental.

1.7.1.1. Hemodidlisis

En el afio 1925 se realizd el primer intento de eliminar las sustancias tdxicas de la
sangre humana, pero hasta los afios cuarenta no se consiguid la primera didlisis renal
efectiva. En la década de los sesenta nacié la didlisis moderna, de manera que en el afio
2005 ya existian mas de un millén de personas en el mundo (22.000 en Espaiia) que
recibian periédicamente tratamiento con hemodidlisis (Soriano Cabrera y Martin Malo,
2009). La hemodialisis es la técnica depurativa mds ampliamente utilizada para el
tratamiento de la ERC. Los avances tecnoldgicos en los ultimos afios, como monitores con
control volumétrico, membranas de elevada biocompatibilidad y permeabilidad,
bicarbonato como buffer y el desarrollo de nuevas técnicas como la hemodiafiltracion

online, han hecho que sea mejor tolerada por los pacientes.

1.7.1.1.1. Principios fisicos

La hemodialisis tiene como objetivo depurar la sangre mediante un sistema
extracorpdreo por el cual se eliminan las sustancias toxicas derivadas del catabolismo,
restablecer el equilibrio acido-base y corregir las alteraciones hidroelectroliticas, asi como
eliminar el exceso de liquido que se acumula en el organismo. Se trata de una técnica de

depuracion extrarrenal que consiste en el intercambio de agua y solutos entre dos
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soluciones (la sangre y el liquido de didlisis) separadas por una membrana semipermeable
presente en el dializador. Esta membrana permite el paso de agua y moléculas de
pequefio y mediano peso molecular (hasta 50.000 Daltons), impidiendo el paso de solutos
de mayor tamafio como las proteinas y las células que forman parte de la sangre. Durante
la didlisis, la sangre del paciente entra en contacto con la membrana, cuya superficie esta
impregnada de liquido de didlisis. La composicién de este liquido permite la depuracion
de sustancias acumuladas en la sangre, a la vez que aporta al paciente otros elementos
como el calcio y el bicarbonato, permitiendo un transporte bidireccional (Ronco y Ghezzi,

2006). (Figura 10)

Figura 10. Hemodialisis. Adaptado de biology-forums.com

Dializador

1 La sangre arterial del
paciente entraen el
dializador.

Liquido de dialisis que contiene
filtrado del plasma

El dializador extrae los ; 'v
productos de desecho . 2
dela sangre por ']

filtracion. -
Sangre del paciente, | 1| |
en la linea arterial. - !

Arteria

Fibrasdel
dializador
| Liquido de dialisis
Direccién
dela sangre

Direccion del
| liquido de dialisis

E—1 g e ——

3 Lasangre purificada

4 - Y
se devuelve a la 1Y - Lo s \
vena del paciente Entrada de liquido de dialisis |I
Liquido de dialisis nuevo

- Eliminacion de fluidos: ultrafiltracion

La eliminacién de fluidos se consigue a través de la ultrafiltracion, utilizando el
gradiente de presion hidrostatica entre ambos lados de la membrana semipermeable
para hacer pasar fluido del compartimento sanguineo al dializado. Influyen en la tasa de
ultrafiltracion el gradiente de presion transmembrana, la permeabilidad hidraulica y la

superficie de la membrana (Ojeda Lépez y Martin Malo, 2009). (Figura 11)

- Eliminacién de solutos: difusidn, conveccién y adsorcién.
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El transporte de agua y solutos a través de la membrana se lleva a cabo por dos
mecanismos: la difusidn y la conveccion. La difusion es el movimiento de los solutos a
través de una membrana semipermeable segin un gradiente de concentracion. La
eficacia depende del coeficiente de transferencia de masas (KoA), propio de cada
dializador segun la permeabilidad y la superficie de su membrana, asi como del gradiente
de concentracidn. La conveccidn tiene lugar cuando los solutos son arrastrados junto al
agua durante la ultrafiltracién. El transporte convectivo tiene como funcién eliminar el
exceso de liquido acumulado por el paciente en el periodo interdidlisis, asi como depurar
los solutos que acompafian a este liquido ultrafiltrado, que en definitiva es rico en toxinas
urémicas. La capacidad depurativa de la conveccion depende fundamentalmente de la
cantidad de volumen eliminado. Finalmente, la adsorcién es un mecanismo fisico de
menor relevancia, que consiste en la unién de moléculas a la propia membrana del
dializador que contribuye al aclaramiento de moléculas de tamaifio medio (Ronco vy

Ghezzi, 2006). (Figura 11)

Figura 11. Principios fisicos de la hemodialisis. Difusién y conveccién. Adaptado de Ronco y
Ghezzi (2006).
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1.7.1.1.2. Modalidades de hemodidlisis

Existen varias modalidades de hemodidlisis, dependiendo del mecanismo utilizado
para realizar el intercambio de agua y de solutos.

a) Hemodidlisis convencional. Se basa fundamentalmente en la difusion, a
la cual se le anfade la ultrafiltracién necesaria para eliminar la
sobrecarga hidrica. No precisa liquido de reposicién.

b) Hemofiltracion (HF). Se basa en la conveccién pura. Consiste en la
extraccién de un volumen de liquido superior a 20 litros por sesion, el
cual es reemplazado por un liquido de reposicién. No se usa liquido de
dialisis, por lo que no existe el mecanismo de la difusion.

c¢) Hemodiafiltracién (HDF). Combina la difusién y la conveccion, y se usa
dializado y liquido de reposicién. Se tiende a conseguir elevados
volumenes de reposicion mediante el uso del propio liquido de didlisis
como solucidn de reposicion (HDF-on line) (Ojeda Lopez y Martin Malo,

2009).
1.7.1.1.3. Técnica de hemodidlisis

Para llevar a cabo una sesién de hemodialisis se precisa un acceso vascular, un
monitor, un dializador, las lineas del circuito extracorpéreo y el liquido de dialisis. (Figura
10)

Los dializadores pueden ser de fibras capilares o de placas paralelas. Los de fibra
capilar son los mas utilizados, y estan formados por un haz de miles de fibras capilares
dentro de un cilindro, de manera que la sangre circula por el interior de los capilares y el
liguido de dialisis por fuera. La membrana del dializador puede ser de celulosa
(regenerada o modificada) o de origen sintético. El tipo y la superficie de membrana
determinan la ultrafiltracion, el aclaramiento de solutos y el grado de respuesta bioldgica
del paciente, es decir, la biocompatibilidad. Las membranas sintéticas de alta
permeabilidad presentan un mayor tamafio de los poros, lo que aumenta la

permeabilidad, especialmente a moléculas de mayor tamafio (500 a 30.000 Dalton). Estas
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membranas presentan beneficios a largo plazo, como un mayor aclaramiento de
B,microglobulina, un mejor perfil lipidico y una mayor biocompatibilidad que las
membranas de celulosa (Ojeda Lopez y Martin Malo, 2009).

La sangre del paciente se obtiene a través del acceso vascular a un flujo
aproximado entre 300 y 500 ml/min, y se hace circular impulsada por una bomba
rotatoria hacia el compartimento sanguineo del dializador a través de la linea arterial. Por
el otro lado de la membrana del dializador circula el liquido de dialisis (obtenido al
mezclar agua desionizada ultrapura con el concentrado de solutos, y con una composicion
final similar a la del plasma) a contracorriente a un flujo entre 500 y 800 ml/min para asi
lograr el maximo gradiente de concentracién. En el compartimento del liquido de didlisis
se genera ademas una presion hidrostatica negativa para lograr la ultrafiltracion deseada.
La sangre, tras pasar por el dializador, es devuelta al paciente por la linea venosa (Ojeda
Lépez y Martin Malo, 2009). (Figura 10)

Los monitores de didlisis disponen de una serie de sensores (de presion, aire,
conductividad, ultrafiltracion, sangre, etc.) que garantizan en todo momento la seguridad
del proceso (Ojeda Lopez y Martin Malo, 2009).

Las sesiones de hemodidlisis se suelen hacer en régimen ambulatorio, en un
centro de didlisis o en un hospital, aunque con el entrenamiento adecuado, se puede
realizar de manera domiciliaria. Suelen durar aproximadamente 4 horas por sesion, tres
veces por semana, aunque se puede aumentar su duracién y/o frecuencia para lograr una

didlisis mas fisioldgica (Ojeda Lépez y Martin Malo, 2009).

1.7.1.1.4. Acceso vascular

Uno de los aspectos fundamentales de la hemodialisis crénica es la realizacion de
un acceso vascular para conseguir un flujo sanguineo suficiente para poder llevar a cabo
la dialisis. El acceso vascular de eleccién es la fistula arterio-venosa para que las venas
sean adecuadas para poder ser puncionadas. Es conveniente realizar la fistula con
antelacion para evitar la colocacién de catéteres venosos centrales, dado el riesgo de
infeccidn y la menor eficacia de la didlisis con estos ultimos. Se anastomosa una arteria

con una vena con el fin de desarrollar una red venosa arterializada. Como primera opcién
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se realiza en el antebrazo, entre la arteria radial y la vena cefalica, aunque si no es posible
o falla existen otras posibilidades en extremidades superiores. En ausencia de venas
adecuadas, se puede utilizar una prétesis vascular, normalmente de politetrafluoretileno
(PTFE), que se implanta anastomosando un extremo a una arteria y el otro a una vena y
se deja subcutdneo. Las FAV vy las prdtesis presentan como complicaciones las trombosis,
infecciones y desarrollo de aneurismas (Schulman y Himmelfarb, 2005).

Cuando no se dispone de una FAV o prétesis, se opta por un catéter venoso
central (CVC) de doble luz, hasta que se logre un acceso vascular definitivo. Si este no es
posible (imposibilidad técnica, a la espera de maduracién de FAV o en pacientes con
expectativa de vida corta), se procurara obtener un CVC permanente (preferiblemente en
vena yugular interna derecha), con tunelizacién vy fijacion subcutanea, ya que tienen

menor riesgo de infeccidn que los temporales (Soriano Cabrera y Martin Malo, 2009).
1.7.1.1.5. Didlisis adecuada

Se considera dialisis adecuada aquella que sea eficaz y suficiente, que consiga una
buena tolerancia, mejore la calidad de vida del paciente y que prolongue la supervivencia.
Para monitorizar la dosis de didlisis se emplea el modelo cinético de la urea, al ser un
método sencillo, practico, objetivo e incruento. El indice Kt/V (donde K es el aclaramiento
de urea del dializador, t es la duracién de la sesion y V el volumen de distribucion de la
urea en el paciente) y el porcentaje de reduccidn de la urea (PRU) son los pardmetros mas
utilizados para evaluar si la didlisis es adecuada o no. Las recomendaciones minimas
actuales son un Kt/V de 1.3 y un PRU del 70%. Ademas, una dosis de dialisis adecuada se
ha relacionado con la mejoria de la anemia, el estado nutricional y con la supervivencia

del paciente (Maduell Canals y Arias Guillén, 2009).
1.7.1.1.6. Complicaciones
Las complicaciones agudas son aquellas que aparecen durante la sesién de

hemodidlisis o en las horas siguientes a la misma, repercutiendo negativamente en la

eficacia y tolerancia a la misma. La complicacién mas frecuente es la hipotension,




Estudio prospectivo de morbimortalidad en pacientes en hemodialisis crénica. Papel de la ADMA.

generalmente causada por una excesiva ultrafiltracion con disminucién excesiva del
volumen plasmatico. Son también comunes los calambres y la cefalea. Las reacciones de
hipersensibilidad a la membrana o al esterilizante son menos frecuentes, asi como el
sindrome de desequilibrio, debido al descenso rapido de la osmolaridad plasmatica por la
eliminacion de urea, lo que produce un desequilibrio osmdtico entre la sangre y el
cerebro resultando en un edema cerebral. Pueden darse también arritmias cardiacas
(favorecidas por los rapidos cambios de los niveles de electrolitos durante la didlisis),
angina, complicaciones hemorragicas (por la necesidad de anticoagulacién en didlisis), y
las complicaciones mecanicas y/o iatrogénicas, como la hemdlisis y embolia gaseosa. Las
complicaciones derivadas del acceso vascular (infeccién, disfunciéon o trombosis) son la
causa de ingreso hospitalario mas comun en los pacientes en hemodialisis (Schulman y
Himmelfarb, 2005).

Con respecto a las complicaciones cronicas, la patologia cardiovascular (ACV,
cardiopatia isquémica, enfermedad vascular periférica, insuficiencia cardiaca, arritmia y
muerte subita) es la principal causa de muerte en los pacientes en hemodialisis,
responsable del 40-50% de fallecimientos (Soriano Cabrera y Martin Malo, 2009). La
segunda causa de mortalidad son las infecciones, debido a los defectos de la inmunidad
relacionados con la produccidn de citocinas proinflamatorias, como IL-1, IL-6 y TNFa, ya
elevadas en la uremia, y que pueden verse incrementadas en relacién con el
procedimiento dialitico. Este estado proinflamatorio se ha relacionado también con otras
complicaciones como la malnutricién, la anemia, la enfermedad cardiovascular y la
mortalidad. La patologia osteoarticular incluye la osteodistrofia renal y la amiloidosis
asociada didlisis por depdsito de PB.microglobulina. Otras complicaciones incluyen la
polineuropatia urémica y una mayor incidencia de hepatitis B o C, entre otras (Alvarez de

Lara Sanchez y Aljama Garcia, 2009).

1.7.1.2. Didlisis Peritoneal

El peritoneo constituye la membrana serosa mdas extensa del organismo. Su

principal funcién es permitir el movimiento de las visceras abdominales, reducir su

friccion y facilitar la llegada a ellas de la circulacion arterial, venosa y linfatica.
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Precisamente, son la membrana peritoneal, la vascularizacidon peritoneal y el drenaje
linfatico, las estructuras anatdmicas que van a jugar el papel principal en el proceso de la
didlisis peritoneal (DP). La DP se basa en la capacidad que posee la membrana peritoneal,
ricamente vascularizada y con una superficie efectiva de entre 1 y 2 m?, de permitir el
intercambio de solutos y agua entre los capilares peritoneales y la solucién de didlisis
introducida en la cavidad peritoneal. Los principios fisicos en los que se basa son la
difusion (con un menor aclaramiento para moléculas pequefias y mayor para moléculas
de mediano tamafio que la hemodialisis) y la ultrafiltracidon, que permite la eliminacién
del exceso de liqguido mediante el gradiente osmético generado por la solucién de dialisis

(Burkart et al., 2005; Macia, 2005).
1.7.1.2.1. Caracteristicas Técnicas

El catéter de didlisis peritoneal y las soluciones de dialisis son los elementos
necesarios para llevar a cabo esta técnica. El catéter es habitualmente de silicona, con
una linea radiopaca en toda su longitud para poder seguir su trayecto en estudio
radioldgicos, y permite la entrada y salida de la solucién de dialisis a la cavidad peritoneal.
El extremo interno debe ubicarse en el fondo de saco de Douglas y presenta multiples
orificios por donde fluye y drena el liquido de didlisis. EI extremo exterior, previa fijacion
en la pared abdominal y tras seguir un trayecto subcutaneo, sale a través de la piel en la
zona paraumbilical. La parte distal de este extremo se conecta a un prolongador, que
permite la conexién segura con las soluciones de dialisis para poder realizar los
intercambios mediante un dispositivo. El catéter se puede implantar de forma
percutanea, quirurgica o por laparoscopia (Burkart et al., 2005; Teixido et al., 1999).

La solucidn de dialisis estd constituida por agua, electrolitos, un agente osmético
(habitualmente la glucosa, a diferentes concentraciones) y un tampoén. El agente
osmoético genera un gradiente de osmolaridad con el capilar sanguineo peritoneal
permitiendo el paso de agua desde los vasos hacia la cavidad peritoneal, para lograr un
balance hidrico negativo. La sobrecarga de glucosa, sin embargo puede tener efectos
adversos tanto a nivel sistémico como sobre la membrana peritoneal. A parte de

favorecer un mal control de la diabetes, desarrollo de dislipemia, hiperinsulinismo vy
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aumento de peso, en el proceso de esterilizacidén de las soluciones se generan productos
de degradacion de la glucosa, que a su vez son los precursores de los productos
avanzados de glucosilacion. Estos Uultimos lesionan la membrana peritoneal vy
comprometen su viabilidad a medio-largo plazo. Por otro lado, a nivel sistémico
incrementan el dafio oxidativo, ya de por si elevado en paciente con ERC. Por ello se han
desarrollado soluciones exentas de glucosa, utilizando otros agentes osméticos como la
icodextrina y aminoacidos. Como agente tampdn se usa el lactato, el bicarbonato o
soluciones mixtas (Burkart et al., 2005; Cases et al., 2002).

En estos pacientes la funcién renal residual es importante y debe monitorizarse
periddicamente ya que contribuye de manera notable a la eficacia de la dialisis,
permitiendo la eliminacién de agua y solutos. Los indices que se utilizan para monitorizar
la adecuacion del tratamiento son el Kt/V semanal, aclaramiento semanal de creatinina y
la ultrafiltracion diaria (valores recomendamos de 1,7, 50 litros/,73m? y 1 litro/dia
respectivamente). Es también importante conocer las caracteristicas de transporte de la
membrana peritoneal (que varia de un paciente a otro), mediante el test de equilibrio

peritoneal (Burkart et al., 2005; Cases, 2012).

1.7.1.2.2. Modalidades de didlisis peritoneal

Las dos modalidades de dialisis peritoneal que existen son la manual (dialisis
peritoneal continua ambulatoria o DPCA) y la automatizada (DPA), realizdndose ambas en
el domicilio del paciente. En la DPCA el paciente se hace varios intercambios de la
solucién de didlisis (habitualmente cuatro), con un tiempo de permanencia en la cavidad
peritoneal de entre 4 y 8 horas (tiempo necesario para lograr la difusion de toxinas
urémicas y del tampon). El paciente debe infundir en cada cambio a través del catéter
aproximadamente un volumen de 2 litros de la solucién de dialisis a la cavidad abdominal.
Tras el tiempo de permanencia, drenara el liquido en la cavidad peritoneal saturado de
toxinas urémicas y con un volumen recuperado mayor al infundido, al sumarse el liquido
ultrafiltrado por el gradiente osmédtico generado. En la DPA los intercambios se realizan
de manera automatica con un dispositivo denominado cicladora, la cual se encarga de

realizar de forma automatica la entrada y salida de los volimenes de la solucidon de
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didlisis durante el periodo de descanso nocturno (de 8 a 9 horas). Aqui los tiempos de
permanencia son menores y aungque los voliumenes infundidos son similares, el volumen
total es mayor al haber mayor nimero de intercambios. Ambas técnicas muestran
resultados similares, pero la DPA tiene menor numero de infecciones y proporciona una
mejor calidad de vida al paciente al disponer éste de mas tiempo libre (Teixido et al.,

1999).
1.7.1.2.3. Ventajas y desventajas frente a la hemodidlisis

La dialisis peritoneal ofrece resultados clinicos similares a la HD, pero con las
ventajas de ofrecer al paciente un mayor grado de autonomia, una depuracion mas lenta
y continuada, mayor estabilidad hemodindmica, preservar mejor la funcién renal residual
y no precisar de un acceso vascular ni heparinizacion. Las ventajas de la dialisis peritoneal
son similares a las de la hemodidlisis domiciliaria diaria. Entre las desventajas estan el
mayor tiempo necesario para realizar la técnica, asi como la implicacién del paciente y sus

familiares (Teixido et al., 1999; Teixido et al., 2009).
1.7.1.2.4. Complicaciones

Las complicaciones infecciosas junto con la disfuncion del catéter son las
complicaciones mas habituales. La peritonitis es la complicacion mas frecuente, causada
habitualmente por una manipulacién incorrecta del catéter, siendo también habitual la
infeccion del orificio de insercidn. La disfuncion del catéter por estrefiimiento, posicion
incorrecta del mismo o atrapamiento por las asas puede dificultar la realizacién de la
técnica. Existen otras complicaciones menos frecuentes como el hemoperitoneo, dolor
durante la infusion del liquido de didlisis o alteraciones electroliticas, asi como las
relacionadas con aumento de presion en la cavidad abdominal (fugas, hernias
abdominales, etc.). Finalmente, con los afios se puede observar una esclerosis de la
membrana peritoneal que puede imposibilitar la difusién y la ultrafiltracién, requiriendo

un cambio de técnica a hemodialisis (Cases, 2012).
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1.7.1.3. Tratamiento médico conservador

A pesar de que en los paises desarrollados no existe una limitacion econdmica
para la entrada en didlisis, no debe considerarse a todos los pacientes con ERC avanzada
como candidatos a didlisis. En pacientes de edad avanzada, con patologias multiorganicas
qgue hagan prever, con razonable certeza, la incapacidad el paciente para soportar el
tratamiento con didlisis, o la influencia negativa de este tratamiento sobre la calidad de
vida de enfermos con expectativas de supervivencia limitadas, es preferible continuar con
un tratamiento conservador de la ERC, y no someter al paciente a sufrimientos
innecesarios. No existen pautas o limites de edad que puedan ser aplicados a este
proceso de valoracion. Cada caso debe ser tratado individualmente, analizando no sélo el
contexto clinico, sino también la opinidn y actitud vital del paciente, teniendo especial
relevancia el deseo de vivir del paciente. Hay que tener también en cuenta sus
condiciones sociales y la opinion de sus familiares o allegados. La idoneidad de un
paciente como candidato a depuracion extrarrenal o a tratamiento conservador de su
ERC, no debe ser valorada de forma precipitada, sino sopesada a lo largo del seguimiento
del paciente, en la medida de lo posible. Por otro lado, el que un paciente sea candidato a
tratamiento conservador de su ERC no debe suponer en ningln caso el abandono de su
control por los nefrélogos, siendo imprescindible el ajuste periddico del tratamiento y las

medidas paliativas oportunas en cada momento (Praga, 2009b).

1.7.1.4. Trasplante renal

El trasplante renal en menos de 50 afios ha pasado de ser un tratamiento
experimental de alto riesgo a un tratamiento consolidado con grandes garantias de éxito
para la mayor parte de los pacientes con ERC. Actualmente es considerado el tratamiento
de eleccidon en los enfermos con insuficiencia renal cronica terminal. No obstante, estos
pacientes presentan una elevada mortalidad, principalmente de origen cardiovascular
(30-40%), con respecto a la poblacion general (Pilmore et al., 2010). Las principales causas
de pérdida de los injertos son la disfuncion crénica del injerto (DCI) y la muerte del

paciente con injerto funcionante. Asimismo, la mortalidad de origen infeccioso (20-30%) y
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tumoral (10-20%) ha aumentado en el contexto de una poblacion de donantes y
receptores mas envejecida que recibe una potente inmunosupresion. Estos hechos
justifican que los excelentes resultados a corto plazo no lleven una trayectoria paralela a
medio y largo plazo en muchos casos. La introduccién de los nuevos y potentes
inmunosupresores ha permitido una excelente tasa de supervivencia de los injertos en el
primer afio, pero existe controversia a mas largo plazo (Magee y Milford, 2005).

Aunque no es el objetivo de este trabajo, decidimos nombrar el trasplante renal, al
tratarse de una opcidon de tratamiento sustitutivo consolidada y que ofrece a los

pacientes una importante mejora en su calidad de vida.

1.8. RIESGO CARDIOVASCULAR Y COMPLICACIONES CARDIOVASCULARES EN LA
ENFERMEDAD RENAL CRONICA

Como ya se ha comentado anteriormente, el enfermo renal es un paciente
extremadamente vulnerable frente a la patologia cardiovascular. La prevalencia de los
factores de riesgo tradicionales es muy alta en esta poblacion, pero adn asi, la extension y
la severidad de las complicaciones cardiovasculares son claramente desproporcionadas al
perfil de riesgo que estos proporcionan. Por ello, en los ultimos afios ha aumentado el
interés en los factores de riesgo cardiovascular no tradicionales o emergentes.

En la uremia se producen mayor nimero de placas de ateroma que progresan mas
rapidamente y se calcifican con mas facilidad que en pacientes no renales. Se ha
demostrado que la enfermedad renal es un factor de riesgo independiente para la
aterosclerosis carotidea, sugiriendo que la insuficiencia renal per se acelera el proceso
aterosclerdtico (Ishimura et al., 2001).

El riesgo vascular en los enfermos con ERC tiene importancia incluso desde los
estadios iniciales de la enfermedad. El estudio retrospectivo Kaiser Permanent Center
evaluo el riego cardiovascular en pacientes con leves descensos del filtrado glomerular. El
seguimiento en afos posteriores demostré que sélo un 1% de los pacientes llegarian a
fases avanzadas de insuficiencia renal pero sin embargo, entre un 19 a un 24% con
enfermedad renal leve-moderada moriria de alguna complicacidn cardiovascular en los

siguientes cinco anos (Go et al.,, 2004). En las fases avanzadas de ERC el riesgo
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cardiovascular es alarmante; si bien en edades muy avanzadas, entre 85 y 95 afios supone
un riesgo cinco veces mayor respecto a la poblacidn sana, en el rango de edad entre 45 a
54 afos es de 65 veces mas, y en el grupo de 25 a 35 afios llega a ser de hasta 500 veces
mayor (Foley et al., 1998b; Parfrey y Harnett, 1994). Visto de otro modo, el riesgo de
enfermedad cardiovascular en un enfermo renal con ERC de 30 afios es similar al riesgo
calculado para poblaciéon sin ERC entre 70 y 80 afios (Foley et al., 1998b). Los pacientes en
dialisis tienen una tasa de mortalidad ajustada para la edad 3,5 a 4 veces superior a la de
la poblacién general, siendo la patologia cardiovascular la principal causa de muerte. La
probabilidad de morir de complicaciones cardiovasculares en estos pacientes es entre 10
y 20 veces superior a la de la poblacién general tras ajustar por la edad, raza, sexo o
presencia de diabetes, siendo alrededor del 50% de las muertes debidas a complicaciones
cardiovasculares (Foley et al., 1998b). La prevalencia aproximada de enfermedad
coronaria, hipertrofia ventricular izquierda e insuficiencia cardiaca en pacientes en dialisis
es del 40, 75 y 40% comparado con un 5-12, 20 y 5%, respectivamente, en la poblacién
general (Foley et al., 1998b). En una cohorte de pacientes en hemodialisis la incidencia de
hospitalizacién por cardiopatia isquémica (infarto o angina) fue de un 8% anual, mientras
que en los pacientes en dialisis peritoneal la aparicién de una cardiopatia isquémica de
novo era de un 8,8% el primer ano y un 15% a los dos afios (Lameire, 2000). El riesgo de
eventos cardiacos, tales como el infarto de miocardio, en pacientes en tratamiento
sustitutivo renal es 6,1 a 7,8 veces superior a la poblacion general, segin datos del
registro americano (Saran et al., 2015).

La ERC se asocia con una mayor prevalencia de factores de riesgo cardiovascular
“clasicos”, como son la edad, historia familiar de enfermedad cardiovascular, HTA,
diabetes, tabaquismo, hiperlipemia, hipertrofia ventricular izquierda o sedentarismo. Sin
embargo estos factores no explican totalmente el extraordinario aumento de
morbimortalidad cardiovascular en los pacientes urémicos. Por ello, se ha postulado que
factores de riesgo cardiovascular alternativos estarian implicados en este elevado riesgo
cardiovascular. Estos pacientes presentan una elevada prevalencia de nuevos factores de
riesgo cardiovascular “emergentes” o no tradicionales, como son: niveles elevados de
lipoproteina (a) o de homocisteina, un aumento de factores trombogénicos, como el

fibrindgeno, un estrés oxidativo aumentado, un estado inflamatorio crénico, etc.



Introduccion

Asimismo, estos pacientes presentan situaciones propias de la insuficiencia renal crénica
terminal: la hipervolemia y la consiguiente hipertension; la anemia, o el estado
hiperdinamico inducido por el acceso vascular que aumentan el gasto cardiaco vy
favorecen el desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda; las alteraciones del
metabolismo calcio-fosforo e hiperparatiroidismo; la acumulacion de productos
metabdlicos, como los AGEs, o de inhibidores de la sintesis de éxido nitrico, como la
dimetilarginina asimétrica (ADMA) o simétrica (SDMA), etc. (Cases, 2002) La interaccién
de factores de riesgo clasicos y emergentes podrian contribuir a la elevada prevalencia de
morbimortalidad cardiovascular en estos pacientes (Figura 12). Sin embargo, y hasta la
fecha, la contribucién relativa de la mayoria de estos factores de riesgo a la
morbimortalidad cardiovascular en pacientes en dialisis no esta totalmente esclarecida.

(Figura 13)

Figura 12. Enfermedad vascular en la enfermedad renal. Factores fisiopatoldgicos implicados en
las calcificaciones cardiovasculares y aterosclerosis. Adaptado de Nolan (2005).
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Figura 13. Factores de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis en pacientes con ERC avanzada.
Adaptado de Vidt (2006).
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2. DISFUNCION ENDOTELIAL

2.1. ELENDOTELIO VASCULAR

2.1.1. Fisiologia del endotelio vascular

El endotelio no es tan sélo una barrera anatdmica inerte que previene la

extravasacion de la sangre circulante en la pared vascular, sino que se trata de un dérgano

metabodlicamente activo capaz de mantener la homeostasis vascular. Debido a su

localizacién en la pared vascular, esta capa monocelular de células planas esta expuesta
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permanentemente a estimulos mecanicos como la friccion ejercida por el flujo sanguineo
y la presién arterial. Las células endoteliales reciben ademdas numerosos estimulos
quimicos, humorales y celulares, respondiendo a ellos mediante la liberacidon de
numerosos factores vasoactivos (Figura 14). Las células endoteliales actuan, por tanto,
como un sistema receptor y emisor de sefiales, que justifica por qué una hormona o la
dindmica sanguinea pueden modificar la funcién vascular sin tener acceso directo a los
componentes de la pared del vaso. El endotelio es considerado actualmente como un
auténtico «dérgano» de regulacidn vascular con acciones endocrina, paracrina y autocrina
gue esta implicado en procesos vasoactivos, metabdlicos e inmunes (Lahera et al., 2003).

(Figura 14)
Las funciones ejercidas por el endotelio son multiples (Haller, 1997; Jaffe, 1985):

a) Funcidn de barrera selectiva entre los compartimentos extra e intravascular, mediante

la permeabilidad selectiva al tamafio y a la carga eléctrica.

b) Regulacion del tono vascular mediante las acciones de factores constrictores y

relajantes de las células musculares lisas.

c) Regulacién de la proliferacion y crecimiento de las células de la pared vascular,
mediante las acciones de factores con actividades estimuladoras e inhibidoras del
crecimiento.

d) Regulacién de los procesos de agregacion plaquetaria, coagulacion y fibrindlisis.

e) Regulacion de la adhesién de leucocitos a las células endoteliales.
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Figura 14. Endotelio vascular. Factores derivados, funciones e interacciones. Adaptado de
Lahera et al. (2003).
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Estas funciones se ejercen mediante las acciones ejercidas por numerosos agentes
sintetizados y liberados por el endotelio vascular (Haller, 1997; Jaffe, 1985) como el 6xido
nitrico (NO), el factor hiperpolarizante (EDHF), la prostaciclina, (PGI2) la endotelina-1 (ET-
1), el tromboxano A2 (TXA2), las especies reactivas del oxigeno como los aniones
superéxido e hidroxilo y el perdxido de hidrégeno, los factores estimuladores del
crecimiento (PDGF, VEGF, TGF, etc.), moléculas de adhesién de leucocitos (ICAM-1,
VCAM-1), factores que intervienen en la coagulacién como el factor tisular, la
tromboplastina, factores reguladores de la fibrinolisis (t-PA y PAI-1) y otros (Drexler,

1998). (Figura 15)
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Figura 15. Sustancias liberadas por el endotelio. Adaptado de Drexler (1998).
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2.1.1.1. Control del tono vascular

El endotelio regula el tono vascular mediante la liberacion de distintos agentes
vasoactivos. El dxido nitrico (NO), sintetizado a nivel de la célula endotelial, constituye
uno de los factores vasodilatadores mas estudiados en los ultimos afios y mas
importantes en este aspecto, por lo que le dedicaremos un apartado mas adelante (ver
seccion éxido nitrico y funcion endotelial).

Ademas del NO, la célula endotelial produce otros agentes vasodilatadores, tales
como el factor hiperpolarizante dependiente de endotelio (EDHF), que abre los canales de
K+ (Cines et al., 1998), el péptido natriurético atrial tipo C (Chen y Burnett, Jr., 1998), la
adrenomedulina (Cases y Mora-Macid, 2001), o la prostaciclina (Cines et al., 1998) (PGI2).
Esta ultima es sintetizada a nivel de la célula endotelial a partir del acido araquidénico y
tiene un papel en la relajacién de las células musculares lisas e inhibicion de la agregacion

plaguetaria aumentando la produccién de AMP ciclico (Moncada y Vane, 1978).
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Los mediadores endoteliales que participan en la vasoconstriccién son: la
angiotensina Il, la endotelina, productos derivados del metabolismo del 4&cido
araquidonico (tromboxano A2 o endoperdxidos), o los radicales libres de oxigeno. La
angiotensina |l se produce localmente mediante la participacion de la enzima
convertidora de la angiotensina | que se encuentra expresada en la superficie de las
células endoteliales (Adam y Raij, 2000). La angiotensina Il a través de la activacién de los
receptores AT1 induce vasoconstricciéon, favorece la proliferacion celular, induce
fendmenos de inflamacion y un estado protrombdtico (Adam y Raij, 2000). Por otro lado,
la endotelina es el vasoconstrictor mas potente sintetizado por la célula endotelial, actua
induciendo la vasoconstriccion de la fibra muscular lisa vascular a través del receptor ETA
(receptor de la endotelina A) de forma autocrina/paracrina (Yanagisawa et al., 1988).
Estudios utilizando antagonistas de endotelina han demostrado que la produccién basal
de endotelina contribuye al tono vascular basal en el hombre. Ademas, este péptido
favorece la proliferacion de la fibra muscular lisa vascular (Yanagisawa et al., 1988). Asi
pues el endotelio vascular regula el tono vascular a través de la produccion de sustancias
vasodilatadoras y vasconstrictoras, de las que las mas importantes son el éxido nitrico, la

angiotensina Il y la endotelina.

2.1.1.2. Regulacion de la proliferacion de la fibra muscular lisa vascular

En presencia de un endotelio normal, la fibra muscular lisa vascular permanece en
un estado estable, pero cuando desaparece el endotelio existe una proliferacion de la
fibra muscular lisa vascular para formar una neointima. La célula endotelial produce una
serie de sustancias que inhiben la proliferacién de la fibra muscular lisa vascular, como la
heparina, heparan sulfato, el NO o el TGFB. Pero también puede producir varios factores
que favorecen su crecimiento, como la angiotensina Il, endotelina o factor de crecimiento
derivado de las plaguetas (PDGF). Cuando el endotelio se activa se rompe el balance a

favor de los factores que promueven la disfuncion endotelial (Cines et al., 1998).
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2.1.1.3. Regulacion de la hemostasia

El endotelio vascular ejerce también un papel importante en la regulacién de la
hemostasia. La integridad tanto funcional como estructural del endotelio es fundamental
para el mantenimiento del equilibrio entre los mecanismos de coagulaciéon y los de
fibrindlisis. Las células endoteliales proporcionan una superficie no trombogénica, debido
en parte a la expresién de glicosaminoglicanos, que inactivan el factor X y la trombina. La
trombomodulina que se liga a la trombina, la produccién del factor inhibidor de la via del
factor tisular (TFPI), o de factor activador del plasmindgeno (t-PA), que activa la
fibrindlisis, participan también en esta labor. Sin embargo, en determinadas
circunstancias el endotelio puede favorecer la trombosis mediante la expresién de factor
tisular que acelera la activacidon de factor X dependiente de FVlla o la produccién del
inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), que inhibe la fibrinolisis. El NO y
prostaciclina inhiben también la agregacidn plaquetaria. Por el contrario, la angiotensina
Il favorece la trombosis al aumentar la liberacién de PAI-1 o la expresion de factor tisular.
El tromboxano A2 a su vez tiene un efecto proagregante plaquetario. Alteraciones como
las que ocurren en zonas de inflamacion o por un estrés de cizallamiento elevado rompen
el equilibrio e inducen a las células endoteliales a crear un ambiente protrombdtico y

antifibrinolitico (Cines et al., 1998; Pearson, 1993).
2.1.1.4. Control de la permeabilidad y la inflamacidn

El endotelio vascular es también el responsable de controlar el paso de agua,
solutos, lipidos y células sanguineas del espacio vascular hacia los tejidos. La
permeabilidad selectiva del endotelio es regulada por proteinas de las uniones
intercelulares, receptores endociticos y el glicocdliz de la superficie celular. La regulacion
del tamano de los poros intercelulares a través del sistema de filamentos de actina
asociados a la union (JAF) por diversos factores permite el control del paso desde el
espacio vascular (Cines et al., 1998). En este aspecto, la célula endotelial tiene un papel
importante en la regulacién de los fendmenos inflamatorios. Cuando existe activacion

endotelial se produce un aumento de la expresidn de selectinas (E-selectina), moléculas
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de adhesion intracelular (ICAM) y de moléculas de adhesion vascular (VCAM). Estas
moléculas actuarian como puntos de anclaje de los leucocitos y plaguetas que participan
en los procesos inflamatorios, y permiten el paso de monocitos hacia el espacio
subendotelial que formaran las células espumosas, iniciando la formacion de la placa de
ateroma. Ademas, el endotelio produce quimoquinas/activadores, como la IL-8, MCP- 1, o
el factor activante plaquetario (PAF), expresado en la superficie de la célula endotelial,
gue se une y activa los receptores leucocitarios y actia con las selectinas para favorecer
la adhesion leucocitaria (Cines et al., 1998). El NO tiene un efecto inhibidor sobre la
expresion de moléculas de adhesién de leucocitos al endotelio, inhibiendo la quimiotaxis
de los monocitos hacia el espacio subendotelial, la permeabilidad microvascular o la
produccién de matriz subendotelial. Por el contrario, la angiotensina Il tiene efectos

opuestos al NO (Cines et al., 1998).

2.1.2. Oxido nitrico y funcién endotelial

En 1980, un factor relajante derivado del endotelio (EDRF) era propuesto como el
mediador responsable de la relajaciéon del musculo liso vascular causada por acetilcolina,
un proceso que requeria un endotelio intacto (Furchgott y Zawadzki, 1980).
Posteriormente se demostré que el EDRF era farmacoldgicamente idéntico al dxido
nitrico (NO) y que su accién vasodilatadora estaba mediada por el incremento de la
concentracion de cGMP, y reduccidon consiguiente del calcio intracelular, tras su
estimulacion por la guanilato ciclasa (Moncada et al., 1988a; Moncada et al., 1988b).

El 6xido nitrico es un radical libre (NO), un derivado gaseoso e inestable del
nitrégeno con un numero impar de electrones que le confiere una extraordinaria
reactividad quimica. Es un compuesto extremadamente labil, de vida efimera (2-30
segundos) (Lowenstein et al., 1994) y con una alta afinidad por la hemoglobina que lo
inactiva e inhibe sus efectos. Como consecuencia de su reaccién con oxigeno y agua se
convierte en nitrato y nitrito, los productos finales estables de excrecién del NO en el
organismo (Anggard, 1994). Es sintetizado, dependiendo de las necesidades fisioldgicas, a
partir de uno de los nitrégenos del grupo guanidino terminal de la L-arginina mediante

una compleja reaccidon oxidativa catalizada por una familia de isoenzimas denominadas
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genéricamente 6xido nitrico sintasas (NOS). Existen al menos tres isoformas diferentes de
NOS. Todas requieren oxigeno molecular, NADPH, FAD, FMN y tetrahidrobiopterina (BH4)
como cofactores. Las NOS endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS) son constitutivas,
calcio/calmodulina dependientes, y generan pequefias cantidades de NO con funciones
fisioldgicas diversas. Una tercera isoforma (iNOS) es calcio/calmodulina independiente y
estd implicada en la produccién de grandes cantidades de NO durante periodos
prolongados siendo un mediador esencial en la defensa del organismo. La actividad de las
iNOS es regulada por control transcripcional actuando como sefiales inductoras ciertas
citoquinas (interferon-y, TNFa, IL-1) o sustancias proinflamatorias de origen bacteriano
(LPS) (Moncada et al., 1988a; Moncada et al., 1988b).

Las tres isoformas han sido purificadas, secuenciadas, clonadas y expresadas, y
todas ellas son inhibidas por anadlogos competitivos de la L-arginina (Moncada y Higgs,
1993; Singh y Evans, 1997).

El 6xido nitrico (NO), sintetizado a nivel de la célula endotelial, constituye uno de
los factores vasodilatadores mas estudiados en los uUltimos afios. Es producido por la
transformacion de la L-arginina a L-citrulina mediante la participacién de la NO sintasa. La
isoforma que se encuentra a nivel de las células endoteliales es la tipo Il (eNOS), que se
expresa de forma constitutiva, y se activa en respuesta a estimulos mecdnicos —fuerza de
rozamiento—, a través de receptores especificos (p.ej.: acetilcolina) o tras estimulacion
de canales de calcio. La NOS precisa un cofactor, la tetrahidrobiopterina (BH4), que es
esencial para conseguir un flujo adecuado de electrones para oxidar la L-arginina, por lo
qgue la produccién endotelial de NO precisa de concentraciones adecuadas de este
agente. Ademas, las citoquinas pueden estimular la forma inducible de la NO sintasa
(iNOS). El oxido nitrico producido por las células endoteliales alcanza las células
musculares lisas de la capa subyacente, donde, a través de la activacién de la
guanilatociclasa soluble aumenta los niveles de GMP ciclico intracelulares, lo que conlleva
una relajacién de las células musculares y vasodilatacion. El NO también inhibe la
adhesidn, activacion y secreciéon plaquetarias, la adhesion de leucocitos al subendotelio y
la expresién de moléculas de adhesidon, asi como la migracién y proliferacién de la fibra

muscular lisa vascular, entre otros efectos (Cines et al., 1998).
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2.2. DISFUNCION ENDOTELIAL

Bajo condiciones normales existe un equilibrio entre los factores producidos por el
endotelio, lo que implica un equilibrio entre la contraccion y la relajacion de la
musculatura de los vasos, asi como de los procesos de coagulacidn y de proliferacion
celular. Sin embargo, la edad, los factores de riesgo cardiovascular y diversos procesos
patolégicos, entre los que se encuentran la HTA, la diabetes y la hipercolesterolemia
pueden alterar la compleja funcion endotelial (Gonzalez, 1997). Esta situacion,
denominada disfuncidn endotelial, contribuye fuertemente a la enfermedad vascular y en
su prevencion y/o correccién se perfilan los futuros tratamientos de las enfermedades
vasculares (Gonzalez, 1997).

El equilibrio fisiolégico entre agentes vasodilatadores y vasoconstrictores depende
de la integridad funcional del endotelio. Sin embargo, la funcion endotelial se deteriora
con el tiempo. La continua influencia de la presién tangencial, el estrés oxidativo y los
numerosos factores de riesgo cardiovascular aceleran el envejecimiento de las células
endoteliales y afectan su proceso de regeneracion. A medida que se incrementa el
numero de células endoteliales regeneradas disminuye la capacidad endotelial de impedir
la agregacion plaquetaria y la formacion de trombina, ademds de fracasar en el control
del tono vascular (Gonzalez, 1997).

Aunque en la actualidad el término de disfuncion endotelial se identifica con
cambios en la funcién vasomotora caracterizada por una reduccidon en la relajacién
dependiente de endotelio, la disfuncion endotelial en realidad traduce una serie de
alteraciones que afectan a una o varias funciones vasculares reguladas por los agentes
liberados por las células endoteliales (Cannon, lll, 1998). Como resultado de estas
modificaciones, la pared vascular promueve la inflamacidn, la oxidacién de lipoproteinas,
la proliferacién de células de musculo liso, el depdsito de matriz extracelular, la activacidon
de plaquetas y la formacién del trombo (Liao, 1998). A través de estos procesos, la
disfuncién endotelial favorece las complicaciones cardiovasculares de la hipertension
existente, acelera la progresion de la aterosclerosis, el fallo renal, la enfermedad
cerebrovascular y puede desencadenar isquemia cardiaca aguda vy accidentes

cerebrovasculares (Gonzalez, 1997).
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2.2.1. Disfuncion endotelial e inflamacion

El mecanismo de union entre el proceso inflamatorio y disfuncién endotelial no
estd del todo claro, aunque recientemente se ha observado que alguno de los
marcadores de inflamacion, especialmente la PCR, puede favorecer el desarrollo de la
disfuncidon endotelial al participar en alguno de los mecanismos responsables de las
alteraciones de la misma. Como ya se ha comentado, el principal factor que subyace en la
disfuncién endotelial es una reduccion de la biodisponibilidad de NO (Schiffrin, 2002),
tanto por una menor produccién como por una mayor degradacion del mismo debido a
un aumento de radicales libres (Munzel et al., 1997). La PCR puede participar en el
desarrollo de la disfunciéon endotelial disminuyendo la produccidon y por tanto la
disponibilidad de NO (reduciendo la expresion de la 6xido nitrico sintasa endotelial,
eNOS), y aumentado la producciéon de la endotelina, la cual es un potente agente
vasoconstrictor (Verma et al., 2002). Esta relaciéon entre disfuncion endotelial e
inflamacién podria explicar el hecho de que la disfuncidn endotelial es un predictor de
futuros eventos cardiovasculares, como el infarto de miocardio y la insuficiencia cardiaca
(Schachinger et al., 2000; Suwaidi et al., 2000), la diabetes, la obesidad y la inflamacién
subclinica (Meigs et al., 2004). Es importante mencionar que la disfunciéon endotelial no
solo favorece el proceso inflamatorio, sino que también la respuesta inflamatoria esta

asociada a alteraciones funcionales del endotelio (Cachofeiro et al., 2004). (Figura 16)
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Figura 16. Relacién entre la disfunciéon endotelial asociada a diferentes factores de riesgo
cardiovascular y la inflamacion. Adaptado de Cachofeiro et al. (2004).
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2.2.2. Disfuncidon endotelial y estrés oxidativo

El estrés oxidativo, definido como un desequilibrio entre la produccidon de
radicales libres y las defensas antioxidantes en favor de los primeros, esta implicado en
numerosos procesos fisiopatolégicos (Drexler, 1998) ya que afecta la regulacion del flujo
sanguineo, la inhibicion de la agregacion plaquetaria y de la adhesion leucocitaria y el
control del crecimiento celular (Alexander, 1995; Harrison, 1997). La disregulacién de
estos procesos, como ya hemos comentado, estd relacionada con la disfuncién endotelial
gue media la enfermedad vascular asociada a la hipertensién, diabetes, arteriosclerosis,
hipercolesterolemia, shock séptico y sindrome de distrés respiratorio del adulto (Davies
et al., 1995; Sinclair et al., 1994). (Figura 18)

Los radicales libres son una consecuencia inevitable del metabolismo celular. Son
entidades quimicas (normalmente fragmentos de moléculas) con electrones

desapareados que les confieren una extraordinaria reactividad. En los radicales libres



Introduccion

derivados del oxigeno (ROS) el electréon no apareado se situa sobre el atomo de oxigeno
(Mclntyre et al., 1999). Entre los radicales libres mejor estudiados se encuentra el radical
hidroxilo (OH), el mas potente de los oxidantes conocidos. De vida extremadamente
corta y elevada reactividad, el radical hidroxilo reacciona en su lugar de formacién con la
mayoria de las moléculas bioldgicas mediando la propagacion de reacciones en cadena. El
anion superoéxido ('0O,7) no es en si particularmente reactivo aunque puede actuar como
oxidante débil o como agente reductor relativamente potente de complejos de hierro
como el citocromo c. Su importancia fundamental radica en ser fuente de radicales
hidroxilo y peréxido de hidrégeno, otra especie oxidante aunque sin estructura de radical
(Betteridge, 2000; Mclntyre et al., 1999). (Figura 17) El ejemplo princeps de radical libre
es el dxido nitrico (NQO), un ejemplo de radical fisioldgico de gran interés, del que ya se ha
hablado ampliamente en este trabajo.

Las células endoteliales asi como otros componentes de la pared vascular,
producen numerosas especies reactivas de oxigeno (ROS) como los aniones superéxido
('027) a través del metabolismo oxidativo en las mitocondrias, o de diversas actividades
enzimaticas como las oxidasas dependientes de NADH/NADPH, la xantina oxidasa, las
ciclooxigenasas 1 y 2, la citocromo P450 reductasa, y otras (Munzel et al.,, 1997). Los
aniones 02 son radicales libres con un electrén desapareado en su ultima érbita y
tienen una gran capacidad para unirse al NO, formando el anién peroxinitrito (Figura 17).
Los peroxinitritos carecen de la actividad relajante del NO sobre el musculo liso vy
participan en procesos de dafio celular (nitrosacion de proteinas, peroxidacion lipidica,

alteraciones de los acidos nucleicos y de la expresion génica) (Beckman et al., 1990).
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Figura 17. Especies reactivas de oxigeno y éxido nitrico (NO). Adaptado de Lahera et al. (2003)
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La toxicidad potencial de los radicales libres ha llevado a los organismos a
desarrollar mecanismos defensivos contra ellos (Frei, 1999), las denominadas defensas
antioxidantes. Antioxidante se define como cualquier sustancia que estando presente a
bajas concentraciones, en relacién a las del sustrato oxidable, retrasa considerablemente
o inhibe la oxidacién de dicho sustrato. Los sistemas defensivos contra la acciéon pro-
oxidante de los intermediarios reactivos del oxigeno (ROS) incluyen varios grupos de
moléculas y mecanismos diferentes que contribuyen al unisono a mantener el frente
antioxidante celular. El sistema intracelular mas efectivo es la triada enzimatica formada
por la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutation peroxidasa (GPx)
responsables de la dismutacion del radical 02" a H,0, y de la reduccién de éste y de otros

peroxidos, respectivamente, a especies mas estables (Lahera et al., 2003). (Figura 18)
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Figura 18. Disfuncién endotelial y estrés oxidativo en la patogenia de la aterosclerosis. Adaptado
de Mok y Lau (2010).
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2.2.3. Disfuncién endotelial, estrés oxidativo y uremia

La disfuncién endotelial descrita en la uremia podria deberse a la frecuente
presencia de factores que alteran la funcién endotelial como la hipertensién arterial, la
hiperlipemia, la diabetes o el tabaquismo, aunque otros factores podrian estar también
implicados (De, 2000). La hiperhomocisteinemia, frecuente en estos pacientes, se ha
asociado con aumento de patologia cardiovascular en la poblacion general. Los
mecanismos por los que la homocisteina afecta la funcién vascular incluyen la
disminuciéon de la biodisponibilidad de o6xido nitrico, aumento del estrés oxidativo,
aumento de la proliferacién de la fibra muscular lisa vascular o la alteracién de las
propiedades elasticas de la pared vascular, asi como la disminucién de la S-adenosil
metionina que se asocia con hipometilacion global (Van y Stehouwer, 2000). Sin embargo,

aunque la administracién de suplementos de acido félico y vitamina reducen los niveles
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plasmaticos de homocisteina en estos pacientes, ello no se asocia con una mejora de la
disfuncion endotelial (Thambyrajah et al., 2000; Van et al., 1998a; Van et al., 1998b).
(Figura 19)

Figura 19. Vias que unen la desmetilacion de metionina para formar homocisteina y argininas
metiladas. Adaptado de Boger y cols. (1996).
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Los pacientes urémicos presentan con frecuencia una resistencia a la insulina
(Hager, 1989). Estudios en la poblacidn general indican que la vasodilatacién dependiente
de endotelio se correlaciona con la sensibilidad a la misma en sujetos normales y
pacientes diabéticos tipo 2 (Avogaro et al., 1997; Fossum et al., 1998). Ello sugiere que la
resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia favorecen la disfuncion endotelial. Los
mecanismos por los cuales la hiperinsulinemia altera la funcién endotelial son
desconocidos, pero se ha demostrado que la insulina produce endotelina 1 (Hu et al,,
1993) y que es un factor facilitador de la activacién del factor de transcripcién NF-kB
(Schmidt y Stern, 2000). Ademads, en la hiperinsulinemia existe una resistencia del
territorio vascular a la activacidn de la sintesis de NO o de la Na-K-ATPasa, probablemente

secundario a la activaciéon de la protein kinasa C (Kirpichnikov y Sowers, 2001).
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La sintesis de NO por la NO sintasa puede ser inhibida de forma competitiva por
analogos enddgenos de la L-arginina, como L-NMMA, ADMA, SDMA u otros metabolitos
que se acumulan en presencia de insuficiencia renal (Fleck et al., 2001; Sorrentino et al.,
1993; Vallance et al.,, 1992a). La acumulacion de los mismos en la insuficiencia renal
podria pues jugar un papel en la disfuncién endotelial presente en la uremia. En este
sentido los pacientes urémicos con aterosclerosis presentan unos niveles de ADMA
superiores a los pacientes sin aterosclerosis (Kielstein et al., 2001), aunque el papel
patogénico de estos inhibidores enddgenos de la NO sintasa en la disfuncion endotelial en
la uremia precisa ser confirmado. Sin embargo, los estudios in vitro sugieren que los
factores circulantes no son enteramente responsables de la disfuncidon endotelial en la
uremia (Morris et al., 2001).

Los pacientes urémicos presentan un estrés oxidativo aumentado. La LDL-oxidada
altera la vasodilatacién endotelio-dependiente en animales de experimentacion, y altera
el metabolismo de NO inhibiendo su formacién y sus acciones. Asimismo aumenta la
liberacion de endotelina y de moléculas de adhesién solubles en células endoteliales en
cultivo, favorece su apoptosis, y favorece un estado protrombogénico. Ademas, la LDL-
oxidada y su derivado perdéxido lisofosfatidilcolina estimulan la proteinkinasa C, el turn-
over de fosfoinositoles y el aumento de calcio intracelular (Wanner y Quaschning, 2001).

Los radicales libres de oxigeno favorecen la formacion de AGEs. Los radicales libres
alteran la biosintesis de BH4 via depleciéon de NADPH, inhibiendo su reciclado y a través
de la formacion de peroxinitrito favoreciendo su oxidacion a dihidrobiopterina. El déficit
de BH4 induce desacoplamiento de la NOS, lo que conduce a que la NOS produzca
aniones superoxido en lugar de NO (Xia et al., 1998). Algunos estudios indican también
gue el anion superoxido inhibe la actividad de la guanilatociclasa soluble, lo que explicaria
la resistencia vascular a la accion de NO (Mulsch et al., 1997). Por otro lado, productos
derivados de la oxidacién de proteinas estarian implicados en el desarrollo de fenémenos
inflamatorios (Descamps-Latscha y Witko-Sarsat, 2001). Finalmente la generaciéon de
radicales libres media la apoptosis de varias lineas celulares, entre ellas las células
endoteliales.

Los AGEs quelan el NO y aumentan la susceptibilidad de la LDL a ser oxidada.

Ademas, la activacion de su receptor (RAGE) activa la generacion de radicales libres de
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oxigeno, aumenta la traslocaciéon del factor nuclear NF-kB, aumenta la expresidn de genes
proinflamatorios, la expresion de moléculas de adhesidn, de la permeabilidad endotelial y
de la generacidn de factor tisular (Wautier et al., 2001).

El estado microinflamatorio crénico presente en los pacientes urémicos podria
contribuir a la disfuncidon endotelial (Schomig et al., 2000). La disfuncidon endotelial es un
hallazgo constante en situaciones de inflamacién. La respuesta inflamatoria estd
orquestada por citoquinas tales como IL-1 o TNF-a que inducen la produccién de radicales
libres de oxigeno en células endoteliales y estimulan el factor de transcripcién NF-kB
aumentando la transcripcién de moléculas de adhesién como VCAM-1 (Cines et al., 1998).
Existe una relacién entre vasodilatacion endotelio-dependiente y marcadores de
inflamacién en pacientes urémicos, sugiriendo el papel patogénico de la inflamacion en la
disfuncién endotelial asociada a la uremia (Bolton et al., 2001).

Respecto a la técnica de tratamiento sustitutivo parece que la hemodialisis con
membranas celuldsicas agrava la disfuncion endotelial de forma aguda (Miyazaki et al.,
2000), efecto atribuido al estrés oxidativo generado durante la técnica (Descamps-Latscha
et al., 2001), aunque por otra parte no parecen existir diferencias en cuanto a la funcién
endotelial entre pacientes en hemodialisis y pacientes en didlisis peritoneal (Kennedy et
al., 2001).

Estudios en animales de experimentacién sugieren que el tratamiento con
eritropoyetina recombinante altera la funcién endotelial (Noguchi et al., 2001). Mientras
que estudios in vitro indican que la rhuEPO reduce la expresiéon de eNOS en células
endoteliales (Wang y Vaziri, 1999). Aunque no hay estudios que demuestran el efecto
cronico del tratamiento en pacientes urémicos existen discrepancias sobre si el
tratamiento con rhuEPO aumenta o no los niveles de diversos marcadores de disfuncion
endotelial en estos pacientes (Aguilera et al., 1999; Borawski et al., 2001a; Borawski et al.,
2001b).

Finalmente, existe una relacidon entre vasodilatacién endotelio-dependiente y los
pardmetros de remodelado cardiovascular en pacientes urémicos, sugiriendo que la
disfuncidn endotelial estaria implicada en el remodelado cardiovascular (arteriosclerosis,

hipertrofia ventricular izquierda) urémico (Pannier et al., 2000).
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2.2.4. Disfuncién endotelial, estrés oxidativo e hipertensién arterial

La hipertensién se acompafa de un aumento del estrés hemodindamico que puede
llegar a producir cambios en la estructura y en la funcion del endotelio (Mombouli y
Vanhoutte, 1999). Se han descrito dos tipos de fuerzas fisicas que actian sobre las células
endoteliales vasculares y que aumentan su magnitud en la hipertensidon (Davies, 1995;
Prewitt, 1999): 1) la fuerza circunferencial, que depende de la presion de la sangre en el
interior del vaso, del radio de éste y del grosor de la pared, y produce una deformacidn
por estiramiento de las células endoteliales, y 2) la fuerza tangencial, que depende de
factores como la viscosidad de la sangre, la velocidad de flujo sanguineo y el radio del
vaso, y produce una deformacion tangencial de las células endoteliales. A medida que las
cifras de presion arterial son mas elevadas, las mencionadas fuerzas son mayores y la
capacidad para deformar el citoesqueleto de las células endoteliales aumenta. Sin
embargo dicha deformacidon no sélo tiene consecuencias estructurales, sino que se
traduce en alteraciones de la maquinaria génica de las células (Topper y Gimbrone, Jr.,
1999). Es decir, la modificacion de las condiciones hemodindmicas pueden llegar a
modificar la sintesis y liberacion de numerosos factores producidos por las células
endoteliales. Se ha descrito que el aumento de la fuerza circunferencial aumenta la
expresion de los genes de pre-pro-ET, NAD(P)H oxidasa, xantina oxidasa, moléculas de
adhesion de monocitos como ICAM-1, moléculas quimiotacticas de monocitos (MCP-1) y
del inhibidor del activador del plasminégeno tisular (PAI-1). El aumento de la fuerza
tangencial produce un aumento de la expresion de la eNOS, de la ciclooxigenasa 2, de
factores de crecimiento como TGF beta y PDGF, de genes que regulan el crecimiento
rapido como c-fos y c-jun, factores de transcripcion nuclear como NFkB y AP-1, asi como
ICAM-1 y MCP-1 (Topper y Gimbrone, Jr., 1999).

La disfuncidon endotelial asociada a la hipertension no es homogénea en sus
caracteristicas y su distribucidn, sino que varia en funcidn del mecanismo responsable de
la elevacidon de los niveles de presidon arterial, asi como con el lecho vascular que se
considere. Asimismo, los mecanismos que subyacen a las alteraciones de la funcién

endotelial pueden ser multiples e incluyen cambios en la sintesis, liberacion, difusién o
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degradacion de los diversos factores derivados del endotelio (Lahera et al., 2003;
Cachofeiro et al., 2004).

En la hipertension se produce una alteracion de la disponibilidad del NO, mas que
una reduccion en la respuesta de las células del musculo liso al NO, asi como una menor
vasoconstriccion producida por el inhibidor de la eNOS, L-NMMA, que los sujetos
normotensos, indicando que en la hipertensidon existe una alteracién en la produccion de
NO tanto basal como estimulada (Calver et al., 1992).

Cabe preguntarse si la disfuncion endotelial es causa o consecuencia de la
hipertensiéon. En la hipertensién secundaria como la asociada al hiperaldosteronismo
primario o a una estenosis de la arteria renal, la alteracion de la funcién endotelial parece
ser consecuencia del aumento de los niveles de presién arterial ya que cuando se corrige
el problema que origind la hipertensién y, por lo tanto, se normalizan los niveles de
presion arterial, se restaura la vasodilataciéon dependiente de endotelio (Taddei et al.,
1993). En el caso de la hipertensién esencial la situacién no es tan clara como en la
hipertension secundaria. Los individuos normotensos hijos de padres hipertensos,
presentan una respuesta a la acetilcolina alterada incluso en presencia de niveles
normales de presién arterial, indicando que la alteracién de la funcién endotelial podria
ser un fenémeno previo al desarrollo de la hipertension (Taddei et al., 1996). En pacientes
con hipertensién esencial, la vasodilatacién inducida por la acetilcolina no muestra una
correlacion lineal con los niveles de presion arterial (PA), lo que podria sugerir que no
existe una relacion directa entre ambos parametros. Ademas, la normalizacién de los
niveles de presién arterial, no siempre mejora la respuesta vasodilatadora dependiente
de endotelio en sujetos con hipertension esencial y depende del tipo de farmaco utilizado
para reducir las cifras de PA (Lyons et al., 1994; Schiffrin y Deng, 1995; Schiffrin y Deng,
1996). Por tanto, la opinidn actual mds generalizada apoya el concepto de que la
disfuncién endotelial se produce como consecuencia del mantenimiento de las cifras de
PA elevadas, y que produce un deterioro progresivo del endotelio, que participaria en el
mantenimiento y las complicaciones de la hipertensidn arterial.

Un aumento del estrés oxidativo, consecuencia de la estimulacion de enzimas que
median su formacién o de la activacidon de células inflamatorias en la pared vascular, se

ha asociado con la hipertension. La administracion intrabraquial de vitamina C, que actua
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como antioxidante y por tanto agente inactivador del ‘02, mejora la relajaciéon
dependiente de endotelio en pacientes hipertensos aunque no en sujetos normotensos,
sugiriendo la existencia de un exceso de produccion de superdxido que inactiva el NO
(Taddei et al., 1998). Se ha detectado una mayor produccion de ‘O2° en ratas
espontaneamente hipertensas que en animales normotensos, lo cual sugiere una posible
relacidon entre un aumento del estrés oxidativo y la hipertensién arterial (Nakazono et al.,
1991). En esta linea, se ha observado que la administracién tanto de superodxido
dismutasa como de la xantina oxidasa, que reducen los niveles ‘02" a través de diferentes
mecanismos, disminuyen los niveles de presién arterial. Uno de los posibles mecanismos
que subyacen al incremento del estrés oxidativo en la hipertensién podria ser una
activacion del sistema renina-angiotensina ya que diferentes trabajos han observado que
la administracién crénica de angiotensina Il produce un incremento en los niveles de
ARNm de la p22phox uno de los componentes de la enzima NADH/NADPH oxidasa (Fukui
et al., 1995; Rajagopalan et al., 1996). Este incremento se pudo prevenir con el

tratamiento con superdxido dismutasa (Zalba et al., 2000).
2.2.5. Papel de la dimetilarginina asimétrica (ADMA)

La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es el inhibidor competitivo endégeno mas
potente de la NOS que se conoce en la actualidad. Esta recibiendo creciente interés por
su contribucién a la disfuncidon endotelial. ADMA parece ser un predictor de mortalidad
cardiovascular o mortalidad por cualquier causa en pacientes con insuficiencia renal
crénica y eventos coronarios agudos. La concentracién normal de ADMA en plasma es del
orden de 1-2 uM, habiéndose descrito elevaciones en distintas patologias tales como
hipertensidn, hiperlipemia, hiperhomocisteinemia, enfermedad coronaria, oclusion
arterial periférica, insuficiencia cardiaca congestiva, accidentes cerebrovasculares,
hipertensidon pulmonar, enfermedad renal avanzada, etc. (Sydow y Munzel, 2003).

La ADMA vy su estereoisdmero, la dimetilarginina simétrica (SDMA) se aislaron por
primera vez en la orina en 1970 (Kakimoto y Akazawa, 1970). La relevancia bioldgica de
ADMA como inhibidor enddgeno de la éxido nitrico sintasa fue descrita por primera vez

en 1992, por Vallance et al. en Londres. Publicaron un articulo en Lancet, que ya se ha
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convertido en un clasico, donde documentaban que los pacientes con ERCA presentaban
niveles mas elevados de ADMA que los sujetos sanos, y mostraban que ADMA era capaz
de inhibir la produccidon de 6xido nitrico tanto in vivo como in vitro. En base a estas
observaciones, Vallance et al. postularon que ADMA, por disminucién de la sintesis de
oxido nitrico, podia contribuir al exceso de mortalidad y morbilidad cardiovascular en
pacientes con ERC (Vallance et al., 1992b).

ADMA es una molécula enddgena que se encuentra de manera natural en el
plasma y en los tejidos humanos, y que se excreta en la orina. Es un inhibidor endégeno
de la éxido nitrico sintasa (NOs), y presenta una homologia estructural con el aminoacido
L-arginina. Se trata de un aminoacido (PM 202 Daltons) relativamente estable, que
normalmente es sintetizado intracelularmente y que puede difundir facilmente entre las

células (Vallance y Leiper, 2004). (Figura 20)

Figura 20. Férmulas quimicas de la arginina, de la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y de la
dimetilarginina simétrica (SDMA), asi como de L-NMMA y de ADMA, de sus inhibidores
competitivos enddgenos. Adaptado de Vallance y Leiper (2004).
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La ADMA procede de la hidrdlisis de proteinas nucleares previamente metiladas,
implicadas en el procesamiento y la transcripcion del ARN. La enzima encargada de estas
metilaciones se denomina proteinarginina metiltransferasa (PRMT). La PRMT tipo | se
ocupa de la formacion de restos de ADMA, mientras que la PRMT tipo Il produce una
metilacion simétrica de los restos de arginina que luego originan una SDMA (por
metilacion en restos nitrogenados distintos, en vez de la dimetilacién en un solo grupo
nitrogenado que caracteriza la ADMA), que no interfiere con la NOS (San Miguel-
Herndndez et al., 2008; Schepers et al., 2014).

Una vez hidrolizadas las proteinas que contienen los restos de ADMA, este
metabolito puede tener varios destinos (Figura 21): a) excrecion renal (20%); b) hidrdlisis
hasta citrulina y metilaminas (catalizada por Ila enzima dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa, DDAH), c) transaminacién por la enzima AGXT2 (alanine
glyoxylate aminotransferase 2) que transforma ADMA en DMGV [a-keto-6-(N,N-
dimethylguanidino)valeric acid] (Rodionov et al., 2010), y d) otras vias metabdlicas
secundarias (reacciones de acetilacion en el higado) (Schepers et al., 2014). Los humanos
generamos aproximadamente 300 umol (aproximadamente 60 mg) de ADMA al dia
(Achan et al., 2003). La enzima DDAH, al regular los niveles plasmaticos y tisulares de
ADMA, protege la actividad de la NOS. Que la actividad de DDAH como regulador de Ila
NOS es crucial, quedé demostrado en los estudios con ratones transgénicos y knockout
para DDAH. Los animales DDAH transgénicos manifestaban una actividad incrementada
de DDAH, niveles de ADMA plasmatico reducidos, aumento en plasma y en orina de éxido
nitrico, y una reduccion en la resistencia vascular (Dayoub et al., 2003). Los ratones
knockout para DDAH no sobreviven, y los heterocigotos muestran unos niveles de ADMA
en plasma elevados, disminucion de NO en sangre y orina, y un incremento en las
resistencias vasculares (Leiper et al., 2007).

La causa mejor establecida del aumento de las concentraciones plasmaticas de
ADMA es la insuficiencia renal, aunque también puede aumentar por la inhibicion de las
enzimas que la catabolizan. Diferentes estudios han demostrado que la actividad de las
enzimas involucradas en la sintesis y degradacién de ADMA (PRMT y DDAH) es regulada
por las condiciones redox. Esta inhibicién la pueden originar en general las especies

reactivas de oxigeno y, especialmente, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas
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de forma dosis dependiente (Cooke, 2000). También se ha observado el efecto inhibidor
de la homocisteina (Boger et al.,, 2001), de manera que la incubacién de células
endoteliales con elevadas concentraciones de metionina u homocisteina (precursores de
la S-adenosilmetionina), aumenta considerablemente la concentracién de ADMA en el
sobrenadante (Sydow y Munzel, 2003). Este efecto es comparable al observado en
pacientes con hiperhomocisteinemia (Boger et al.,, 2000a) y en animales de
experimentacion sometidos a dietas con un contenido elevado de homocisteina o
colesterol (Boger et al., 2000b), condiciones en las que se ha descrito una elevacion
plasmatica de los niveles de ADMA. Ademas, la incubacién con homocisteina disminuye la
actividad de la DDAH, cuya consecuencia sobre la concentracion de ADMA es la misma, y
se revierte aplicando al cultivo el antioxidante PDTC (Pyrrolidine dithiocarbamate) que
preserva la actividad de la DDAH y reduce el acimulo de ADMA (Stuhlinger et al., 2001).
(Figura 21)
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Figura 21. Sintesis y destinos de la dimetilarginina asimétrica (ADMA). Adaptado de
Kielstein et al. (2007).
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ADMA procede de la metilacién de los residuos de arginina de las proteinas. La reaccién es catalizada por
PRMT (N-metiltransferasas). La hidrdlisis de las proteinas metiladas genera ADMA, la cual inhibe
competitivamente NOS. La excrecidon renal representa Gnicamente el 20% de la eliminacién de ADMA. La via
fundamental de eliminacién (80%) es el metabolismo de ADMA a través de la enzima DDAH. La enzima
DDAH hidroliza ADMA dando lugar a L-citrulina y dimetilamina. Una tercera ruta para disminuir los niveles
de ADMA es la transaminacion por la enzima AGXT2 a DMGV, una aminotransferasa mitocondrial expresada
primariamente en el rifidn. La generacion de ADMA se ve incrementada por el estrés de cizallamiento, por
las LDL oxidadas y por la lisofosfatidilcolina, entre otros. Muchos factores de riesgo cardiovascular como la
hipercolesterolemia (LDL oxidadas), la homocisteina, la hiperglucemia, la infeccion por CMV, el tabaquismo
y los inhibidores de la bomba de protones disminuyen la actividad de DDAH y por tanto, incrementan
ADMA. GW 4064, IL-18, los estrogenos y PPARy incrementan la actividad de DDAH, disminuyendo ADMA.
DDAH: dimetilarginina dimetilaminohidrolasa; PRMT: proteinarginina metiltransferasa.

Las concentraciones endoteliales de NO no se reducen solamente a causa de la
disminucién de su sintesis. Como ocurre en el proceso aterosclerético, la produccién
excesiva del radical superdxido hace que esta molécula reaccione con el NO, disminuya su
concentracion y se origine una especie oxidativa muy reactiva denominada peroxinitrito

(Stamler y Hausladen, 1998; San Miguel-Hernandez et al., 2008). (Figura 22)
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Figura 22. Regulacion del catabolismo de la ADMA por diversos metabolitos. LDL: lipoproteinas de
baja densidad; ROS: radicales libres del oxigeno. Adaptado de San Miguel-Hernandez et al. (2008)
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Respecto a la posible afectacién de la eliminacion de ADMA, se ha observado una
elevacion de este derivado de la arginina en enfermedades renales, ya que las
dimetilargininas se eliminan via renal. La produccion de NO estd disminuida en las
enfermedades renales, por dos motivos. El primero es una disminucién del sustrato
precursor, la arginina, por afectacidn de la biosintesis renal de este aminodcido, y por una
inhibicion del transporte de arginina hacia la célula endotelial, destinandose a otras rutas
metabdlicas. En segundo lugar, por las elevadas concentraciones de ADMA cuya
eliminacion estd disminuida, al igual que su catabolismo por la enzima DDAH (Baylis,

2006; Vallance et al., 1992a). (Figura 23)
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Figura 23. La via ADMA-DDAH-NOS. Adaptado de Leiper y Nandi (2011).
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El cociente de las concentraciones de L-arginina y de ADMA determina la actividad
de la NOs in vivo, influyendo asi en la funciéon vascular. En individuos sanos, la L-arginina
en gran medida compensa la ADMA y da como resultado un tono y una estructura
vascular normal. En pacientes con concentraciones de ADMA elevadas, la ADMA bloquea
la NO sintetasa y la vasodilataciéon dependiente de NO, contrarrestando los efectos
multiples activados por NO. Esto apunta a favor de un desplazamiento competitivo de L-
arginina enddgena por la ADMA, como causa de estos cambios fisiopatoldgicos (San

Miguel-Hernandez et al., 2008). (Figura 24)
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Figura 24. Influencia de ADMA en las funciones de NO. A) Niveles de ADMA normal. B) Niveles de
ADMA aumentados. Adaptado de San Miguel-Herndndez et al. (2008)
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Los distintos factores de riesgo cardiovascular, incrementan la produccién de
anioén superodxido (027°) que activa las PRMTs e inhibe a DDAH, dando como resultado
final un aumento de la concentracién de ADMA. La disminucién de la biodisponibilidad
del NO se debe a un aumento de su degradacién inducida por superéxido, formacion de
peroxinitrito, oxidacién del cofactor de la eNOS y/o biodisponibilidad limitada de arginina
intracelular. La produccién de anidn superdxido por parte de la eNOS retroalimentaria
positivamente el proceso (Figura 25). Por lo tanto, el aumento de la concentracién de
ADMA en pacientes con disfuncion endotelial se asocia con un aumento en la produccion
de radicales libres de oxigeno, pero se desconoce si la elevacion de ADMA es causa o
consecuencia del aumento del estrés oxidativo (Sydow y Munzel, 2003). Asimismo, el
estrés oxidativo a nivel endotelial, por tanto, puede estimular la produccién de ADMA y/o
inhibir su degradacion. A su vez, tanto el estrés oxidativo como el aumento de ADMA
podrian contribuir al desacoplamiento de la eNOS, facilitando su participacidon en la

generacion de superdxido con una consiguiente retroalimentacion (Cooke, 2000).
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Figura 25. Mecanismos propuestos para explicar la elevacion de ADMA. Adaptado de Sydow vy
Munzel (2003).
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2.2.5.1. La paradoja de la arginina

La arginina es el sustrato endégeno de la NOS. Las concentraciones intracelulares
de L-arginina son del orden de 2nM (Griffith y Kilbourn, 1996), lo cual excede en mucho la
constante de Michaelis de la NOS (Boger et al., 1996; Pollock et al., 1991). A pesar de
encontrarse la NOS tedricamente saturada con las concentraciones de arginina
intracelulares, contrariamente a lo esperado, se ha demostrado in vivo que el incremento
en la concentracién plasmatica de L-arginina incrementa la generacion de éxido nitrico
(Tsikas et al., 2000). Esto es lo que se conoce como la “paradoja de la arginina” (Hand et
al., 1998). Este efecto se ha demostrado en la hipercolesterolemia, hipertensién arterial,
diabetes mellitus, enfermedad renal crénica y pacientes con enfermedad coronaria y
enfermedad arterial periférica (Bode-Boger et al., 1996).

Se han propuesto diferentes hipétesis, no excluyentes, para explicar esta paradoja
de la arginina. La primera de ellas aboga por la inhibicion endégena de la eNOS por
compuestos como ADMA o L-NMMA, condiciones que serian antagonizadas por el aporte

de arginina (ya que aumentaria el cociente arginina/inhibidores), con el consiguiente
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beneficio en la produccion de NO. Otra posibilidad considera una competencia entre la
eNOS y la arginasa por la arginina como sustrato comun. Por tanto, es probable que, bajo
ciertas circunstancias, la arginasa pueda actuar como elemento de control de la
biodisponibilidad de arginina para la sintesis de NO. Una tercera hipdtesis considera como
principal efecto para explicar la paradoja de la arginina el desacoplamiento de la actividad
eNOS. El desacoplamiento podria deberse a la deplecion intracelular de arginina, en
términos absolutos o relativos (competicion con ADMA de la propia eNOS) o por
deficiencia de BH4 (Bode-Boger et al., 2007). Los efectos de la arginina sobre la
produccién endotelial de NO podrian deberse, de acuerdo con una ultima hipodtesis, a sus
propiedades antioxidantes. Actuando como tal, la arginina podria secuestrar el
superoéxido y/u otros radicales libres del oxigeno, interrumpir la cascada de peroxidacidon
lipidica, o reducir BH2 a BH4 (Cosentino y Luscher, 1998; Heitzer et al., 2000; Stroes et al.,
1997) con los consiguientes beneficios para la sintesis de NO y, en general, para la
prevencion del dafo endotelial. Esta posibilidad estaria apoyada por un amplio cuerpo de
evidencias experimentales a favor de los efectos antioxidantes de la arginina y algunos de
sus que ha crecido considerablemente en los ultimos anos (Boger et al., 1998; Kawano et

al., 2002).

2.3. ELEJE FGF23 — KLOTHO

Klotho (tanto el gen, a-Klotho, como la proteina) fueron descubiertos en 1997 por
Kuro-o et al (Kuro-o M et al., 1997). El nombre Klotho (en griego, “Hilandera”) se refiere a
la mitologia griega, donde Klotho es la una de las Moiras (personificaciones del destino),
gue “hilaba la hebra de vida”. Los ratones sin Klotho manifiestan un fenotipo parecido al
envejecimiento humano acelerado, con una vida corta, con un fenotipo vascular
desfavorable de arteriosclerosis, disfuncién endotelial y angiogénesis deficiente (Kuro-o
M et al.,, 1997). Por otro lado, los ratones que sobreexpresan Klotho tienen una
expectativa de vida significativamente mayor en comparacién con los ratones normales,
por lo que Klotho se asocia con la longevidad (Kurosu et al.,, 2005). En un estudio en
poblacién humana, se observé también que variaciones genéticas de Klotho se asocian

con la longevidad (Lewin y Olgaard, 2015).



Introduccion

La proteina Klotho en los mamiferos esta presente en diferentes isoformas, como
una proteina unida a membrana y como una forma soluble (Kuro-o M, 2013). La forma
soluble de Klotho puede ser generada por liberacién del dominio extracelular de Klotho
unido a la membrana, que contiene dos repeticiones internas, KL1 y KL2 (Kuro-o M,
2013). Klotho unido a membrana puede formar un complejo con el factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF), los receptores 1c, 3c, y 4, y de ese modo crear sitios de unién a
FGF23 de alta afinidad (Kuro-o M, 2013). FGF-23 es un péptido circulante que juega un
papel clave en el control de las concentraciones de fosfato en suero (Kuro-o M, 2013)
(Figura 26). Es considerada una hormona fosfaturica secretada por los osteocitos y
osteoblastos en respuesta a calcitriol, aumento de la carga dietética de fosfato, PTH y
calcio, y que actua sobre el rifidn, favoreciendo la excrecién de fosfato e inhibiendo la
sintesis de calcitriol. (Cunningham et al., 2011; Liu et al., 2007; Liu y Quarles, 2007). La
funcion de Klotho como un correceptor obligatorio para FGF23 explica los fenotipos casi
idénticos que se observan en los ratones knockout que carecen de cualquiera Klotho o

FGF23 (Shimada et al., 2004).

Figura 26. Representacion de FGF23 unido a su receptor (FGFR) y a su correceptor Klotho, en su
forma de membrana y en su forma soluble. Adaptado de Vervloet et al. (2014).
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La funcién principal de FGF-23 es mantener la concentracion normal de fosfato
sérico mediante la reduccién de la reabsorcidn renal de fosfato y la reduccién de la
absorcidn de fosfato intestinal a través de la disminucion en la produccién de calcitriol. En
las células tubulares proximales renales, FGF-23 se une al receptor de FGF (FGFR) y su
correceptor, Klotho, provocando la inhibicidn de la expresidn del cotransportador de Na /
Pi lla (y posiblemente también el Na / Pi lic transportador) (Miyamoto et al., 2007). FGF-
23 también inhibe la expresién de la enzima 1-alfa-hidroxilasa, que conduce a la
disminucién en la sintesis de calcitriol por el rindn (Saito et al., 2003), y suprime la
secrecion de PTH por la glandula paratiroidea (Ben-Dov et al., 2007). Sin embargo, entre
los pacientes con ERC, la presencia de altas concentraciones de PTH, a pesar de FGF-23
altas concentraciones, sugiere que la paratiroides es relativamente resistente a las
elevadas concentraciones de FGF-23 en la uremia. Esto puede estar relacionado con la
expresion marcadamente disminuida de FGFR 1 y la proteina Klotho en la glandula
paratiroidea hiperplasica (Canalejo et al., 2010; Komaba et al., 2010).

Los pacientes con ERC presentan concentraciones séricas aumentadas de FGF-23
debido a la retencién de fosfato por la disminucién del aclaramiento (Gutierrez et al.,
2005; Imanishi et al., 2004; Larsson et al., 2003).

A Klotho soluble, sin embargo, se le han atribuido funciones pleiotrépicas que son
independientes de FGF23. La forma soluble de Klotho, ademas, ha demostrado estar
involucrada en la regulacién de la sefalizacidn de las citoquinas y factores de crecimiento
IGF-1, Wnt y TGF-B, siendo muchas de estas proteinas y vias de senalizacion
fundamentales para la funcidn vascular (Lewin y Olgaard, 2015).

La uremia es potencialmente un estado deficiente de Klotho, dado que en este
estado se han objetivado, tanto a nivel de los tejidos como en la circulacién,
concentraciones bajas de Klotho (Lindberg et al., 2014). Por ello, y debido al
importantisimo incremento de la morbimortalidad cardiovascular asociado a la ERC, es
fundamental conocer mejor el funcionamiento de este mecanismo bioldgico, para
entender si la deficiencia de Klotho contribuye a la longevidad reducida y otras muchas
complicaciones graves en pacientes con ERC. En diferentes modelos experimentales

Klotho soluble ha mostrado que protege frente a lesiones agudas del rindn, la fibrosis
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renal, la cardiomiopatia urémica, la calcificacion vascular y la disfuncion endotelial (Lewin
y Olgaard, 2015).

Estudios experimentales han demostrado que Klotho soluble, cuando es liberado
como un factor humoral, puede proteger la vasculatura. La liberacién de genes Klotho por
un vector adenoviral aumenté la sintesis de 6xido nitrico dependiente del endotelio y fue
capaz de prevenir el remodelado vascular adverso en un modelo murino con
arteriosclerosis y obesidad (Saito et al., 2000). Los resultados de varios estudios in vitro
apuntan a un efecto directo de Klotho soluble en el tejido vascular. Recientemente, se ha
demostrado in vitro que Klotho regula el tono vascular, y que poseia una capacidad
estimuladora de 6xido nitrico (Six et al., 2014). La forma soluble de Klotho logré suprimir
la expresién vascular de la molécula ICAM-1 y de la molécula de adhesién endotelial-1 en
células in vitro, y mostrd también inhibir la calcificacion celular de la musculatura lisa
vascular inducida por niveles altos de fosforo, a través de la inhibicion de Pit-1 y Pit-2 (Six

et al., 2014). (Figura 27)

Figura 27. Efectos cardiovasculares de la disminucién de los niveles de Klotho. Adaptado de Moe
(2012).
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CAPITULO I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

1. JUSTIFICACION

La enfermedad renal crénica (ERC) es un importante problema de salud publica.
En la Ultima década, se ha demostrado que las primeras etapas de la ERC se asocian con
un estado inflamatorio (Stenvinkel et al.,, 2002) que implica un aumento del riesgo de
morbilidad y mortalidad cardiovascular a largo plazo (Ruggenenti et al., 2001; Sarnak et
al., 2003), mayor incluso que el riesgo de progresién a enfermedad renal terminal (Mann
et al.,, 2001; Sarnak et al.,, 2003). En los pacientes con ERC en general, y mas
concretamente en aquellos en programa de depuracién extrarrenal (hemodialisis y dialisis
peritoneal), los eventos cardiovasculares son la causa mas comun de muerte (Muntner et
al., 2002). Por esta razon, en los ultimos afios la microalbuminuria y la reduccion de la
tasa de filtracién glomerular (TFG) (<60 ml / min) se han afiadido a la lista de factores de
riesgo cardiovascular no tradicionales (Chobanian et al., 2003). En muchos pacientes, la
concurrencia de estos marcadores con factores cldsicos como la diabetes, la hipertensién
o la obesidad, predice el dano vascular acelerado y multiplica el riesgo asociado
(Ruggenenti et al., 2001; Sarnak et al., 2003).

La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un inhibidor enddgeno de la 6xido nitrico
sintasa que segun varios estudios puede ser un factor de riesgo independiente para la
disfuncién endotelial y la enfermedad cardiovascular (Thum et al.,, 2005). Tanto los
pacientes con enfermedad coronaria establecida como los que aun no han desarrollado
enfermedad cardiovascular tienen un mayor riesgo de presentar eventos coronarios
agudos si presentan unos niveles de ADMA elevados (Cooke, 2004; Schnabel et al., 2005;
Valkonen et al.,, 2001). Por otro lado, se ha observado que ADMA es el compuesto
endogeno mas especifico con efecto inhibidor sobre la sintesis de éxido nitrico, y que se
encuentra aumentado de manera significativa en pacientes con ERC avanzada
(MacAllister et al., 1996). En pacientes en didlisis, ADMA puede ser un predictor

significativo de eventos cardiovasculares y mortalidad (Zoccali et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

Los objetivos concretos de nuestro estudio han sido:

1.

4.

Evaluar la asociaciéon entre concentraciones de ADMA en plasma con enfermedad
cardiovascular a los 18 meses en una muestra de nuestra poblacion de pacientes
en programa de hemodialisis crénica.

Evaluar la asociacién entre concentraciones de ADMA en plasma con la mortalidad
global y de causa cardiovascular a los 36 meses en una muestra de nuestra
poblacién de pacientes en programa de hemodialisis crénica.

Evaluar la asociacion entre concentraciones de ADMA con diversos farmacos
utilizados en la practica clinica para el tratamiento de la enfermedad
cardiovascular (IECAs y/o ARAII, estatinas y acido acetilsalicilico) o con efectos
pleiotrépicos demostrados a nivel cardiovascular (paricalcitol).

Evaluar la asociacidon entre concentraciones de ADMA con otros datos clinicos y

analiticos.
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CAPITULO IIl. HIPOTESIS

Nuestras hipdtesis de trabajo por lo tanto son las siguientes:

1. HIPOTESIS PRINCIPAL:

Los pacientes en hemodialisis con mayores concentraciones de ADMA en plasma

presentan una mayor mortalidad.

2. HIPOTESIS SECUNDARIAS:

Los pacientes en hemodialisis con mayores niveles de ADMA presentan una
mayor incidencia de eventos cardiovasculares a los 18 meses de
seguimiento.

Los niveles de ADMA en pacientes en hemodialisis estan asociados al
tratamiento farmacoldgico utilizado en la practica clinica para el
tratamiento de la enfermedad cardiovascular (IECAs y/o ARAII, estatinas y
acido acetilsalicilico) o con farmacos con efectos pleiotropicos
demostrados a nivel cardiovascular (paricalcitol).

Los niveles de ADMA en pacientes en hemodidlisis estan asociados a

variables clinicas y analiticas.
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CAPITULO IV. MATERIAL Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio prospectivo de morbimortalidad en pacientes en
hemodidlisis crdnica para evaluar el papel de la dimetilarginina asimétrica (ADMA) en la
prediccion de la morbimortalidad atendiendo a sus causas.

Paralelamente se lleva a cabo un andlisis transversal de la asociacion de ADMA con

diversos farmacos asi como con variables clinicas y analiticas.

1.1. SELECCION DE LOS PACIENTES

Se recogieron datos de los 231 pacientes sometidos a tratamiento con didlisis en la
unidad de hemodialisis crénica del centro periférico perteneciente al Hospital
Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin. Todos los pacientes reclutados recibieron
informacién exhaustiva del estudio. Posteriormente se les solicité su participacion para lo
gue firmaron el correspondiente consentimiento. Los pacientes se realizaban la dialisis 3
veces por semana, con una duracion media de 4 horas, con dializadores de 1.7 a 2.1 m’
con membranas semisintéticas (polisulfona). Se les hacia una dialisis con bicarbonato
estandar (Na* 138 mmol/L, HCO5; 35 nmol/L, K* 1.5 mmol/L, Ca** 1.25 mmol/L, Mg** 0.75
mmol/L). A todos ellos se les realizé una determinacién analitica entre abril y mayo de
2011 que correspondia con la analitica anual que se suele realizar segin protocolo

habitual.

1.2. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Las muestras de sangre venosa periférica de los distintos sujetos se obtuvieron, el
primer dia de dialisis de la semana (lunes o martes), tras un periodo minimo de ayuno de
8 horas. Se enviéo una parte de la muestra al laboratorio de referencia (Hospital

Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin) para las determinaciones analiticas
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mostradas en la Tabla 8, y un tubo (heparinizado) se remitié a la unidad de Investigacion,
tras su procesamiento inicial (ver mas adelante) donde se conservé a -802C hasta el
anadlisis de ADMA. Esta determinacion se llevd a cabo en la Unidad de Investigacion

perteneciente al HUGCDN.

1.3. SEGUIMIENTO

Los pacientes que entraron en el presente estudio continuaron con el tratamiento
habitual prescrito para sus patologias crénicas diagnosticadas previamente, y con el
seguimiento habitual que se les realiza a los pacientes pertenecientes al centro periférico
de hemodidlisis cronica del HUGCDN. No fueron sometidos a ninguna intervencion para el
presente estudio.

Se llevd a cabo una revisidon de las historias clinicas, asi como de las bases de datos
informaticas utilizadas en el Servicio de Nefrologia del HUGCDN vy en el centro periférico
de hemodialisis cronica (RenalSoft-Baxter e intranet del HUGCDN) para recoger los datos
de interés para el presente trabajo, incluyendo los datos demograficos, antropométricos,
exploracién fisica, constantes vitales, datos analiticos y de calidad de dialisis, asi como
datos ecocardiograficos. Se llevd a cabo también un registro de la medicacién que tenian
pautada los sujetos del estudio en el momento de la determinacién analitica. (Tablas 8 y
9)

A los 18 meses tras la realizacién de la extraccion analitica se realizdé una nueva
revision de las historias clinicas, las bases de datos y los registros de mortalidad de los
pacientes en programa de depuracidon renal sustitutiva pertenecientes al servicio de
Nefrologia de nuestro hospital, para evaluar la presencia de eventos cardiovasculares y
mortalidad.

A los 36 meses, se llevd a cabo una ultima revision de los registros de mortalidad
pertenecientes al servicio de Nefrologia de nuestro hospital. (Figura 28)

Finalmente se procedié al andlisis estadistico de los resultados.
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1.4. TAMANO MUESTRAL

Inicialmente se preveia estudiar a todos los pacientes prevalentes, aunque
finalmente la determinacion de ADMA sélo se llevd a cabo en 94 pacientes, de forma
aleatoria, por orden de llegada de las muestras al laboratorio. Se prevé completar el

estudio inicialmente previsto en un segundo tiempo. (Figura 28)

Figura 28. Diagrama de flujo del estudio
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1.5. PARAMETROS ANALIZADOS

A continuacion se muestran las variables demograficas clinicas y analiticas analizadas, asi
como las de calidad de didlisis. Se analiza también la medicacidén que recibian los pacientes en el
momento de la determinacién analitica, asi como datos ecocardiograficos. Finalmente se evalua la
evolucién con respecto a eventos cardiovasculares a los 18 meses y la mortalidad a 36 meses.

(Tablas 8 y 9)

Tabla 8. Variables demogréficas, clinicas y analiticas analizadas.

Datos Demograficos | Edad
Sexo

Numero de Historia Clinica
Datos Clinicos Altura

Peso seco

Peso predidlisis

Peso postdialisis

IMC

Tiempo en HD

Acceso vascular

indice de Charlson
Etiologia de la ERC

DM

Duracion de la sesion de HD
presion arterial sistélica
predialisis

presion arterial diastélica
predialisis

Datos Analiticos Glucosa

Urea predialisis

Urea postdialisis

Calcio

Fosforo

Producto calcio/fosforo
250H vitamina D

PTHi

PTHi corregida Nichols
Albdmina

Colesterol

Triglicéridos
Hemoglobina
Hematocrito

PCR

ApoAl

ApoB

Homocisteina

ADMA




Material y métodos

Tabla 9. Variables de calidad de dialisis, medicacidn, datos ecocardiograficos y evolucién a 18 y 36
meses.

Datos de Adecuacion PRU
de Didlisis Kt/V simple
Kt/V Daugirdas
Kt/V Maduell
Kt/V equilibrado
Medicacién (si/no) Acido acetilsalicilico
IECA
ARAII
Paricalcitol
Estatinas
Datos FE
ecocardiograficos PP
SIV
DD
Evolucién a 18 meses Exitus (si/no) Causa Exitus (Cardiopatia isquémica, ACV,
Infeccidn, otras causas de ECV, otras causas
no ECV)
Fecha Exitus (fallecimiento)
Evento cardiovascular Causa Enfermedad cardiovascular
(ECV)(si/no) (Cardiopatia isquémica, ACV, otros)
Fecha Enfermedad cardiovascular
Evolucidon a 36 meses Exitus (si/no) Causa Exitus (Cardiopatia isquémica, ACV,
Infeccidn, otras causas de ECV, otras causas
no ECV)
Fecha Exitus

1.6. MEDICIONES DE LABORATORIO

Las determinaciones analiticas habituales incluidas en el protocolo anual de

hemodialisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Andlisis Clinico del HUGCDN.
1.6.1. Procesamiento de las muestras para la determinaciéon de ADMA

Inmediatamente tras la extraccidn, las muestras de sangre en tubo EDTA
destinadas para el estudio se llevaron al laboratorio de la Unidad de Investigacién, donde
se procedid a la centrifugacion antes de transcurridos 30 minutos a 42C (600 g, 10 min)
para la obtencién de plasma. Este se distribuyé en tubos Eppendorf que se mantuvieron

congelados a -809C hasta su utilizacién para la determinacién de ADMA.
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1.6.2. Fundamento tedrico

La determinacion de ADMA se realizé mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) utilizando una modificacion del procedimiento descrito por Chu et al.
(2003). El procedimiento utiliza la extraccién en fase sélida mediante columnas de
intercambio catidénico para el aislamiento previo de todos los aminoacidos basicos,
seguido de su concentracién y posterior separacion cromatografica en columnas de HPLC
de fase reversa. Empleamos concentraciones crecientes de ADMA sobre una mezcla de
sueros que constituyd la matriz sobre la que se calculé la recta de estandares.
Seguidamente estandares y problemas se derivatizaron con ophthaldehido. El reactivo de
derivatizacién contenia ademds B-mercaptoetanol. La reaccién de derivatizacidon se
realizé en el propio cromatdgrafo programdandola justo antes de la inyeccién automatica

de la muestra o de los estandares y posterior separacion y deteccion fluorimétrica

1.6.3. Reactivos

ADMA, el ophtaldehido (OPA), 2-mercaptoetanol, dcido tricloroacético (TCA),
trietilamina, acido bdrico y acetato sédico fueron suministrados por Sigma Chemical Co.
(St. Louis, Mo, USA). Acetonitrilo (grado HPLC), metanol (grado HPLC), hidréxido potdsico
(KOH) y tetrahidrofuran (THF) fueron de Merck.

1.6.4. Equipamiento

Para nuestro estudio empleamos un cromatégrafo VARIAN PS230 (serie 1644) y
cromatografia de fase reversa (RP-HPLC). (Figura 29) La cromatografia de fase reversa, se
basa en el principio de las interacciones hidrofébicas que resultan de las fuerzas de
repulsidon entre un disolvente relativamente polar, un compuesto relativamente apolar y
una fase estacionaria apolar. El equipo dispone de bomba ternaria, inyector automatico,

lector UV-visible, fluorimetro y colector de fracciones.
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Figura 29. Imagenes del cromatografo disponible en la Unidad de Investigacidn con el cual se llevd
a cabo la determinacion de las concentraciones de ADMA del presente estudio.

1.6.5. Soluciones estandar

Se prepard una solucién madre con 0,5 mg/ml de ADMA 10 mM de HCI. Esta
solucion se utilizé como sustrato que se afiadid, en concentraciones crecientes, sobre una
muestra constituida a su vez por una mezcla de sueros y conservada a -80°C. Se utilizé la
misma mezcla de sueros como matriz para constituir las rectas de estandares en todas las
determinaciones realizadas. La pureza de las soluciones individuales se evalué mediante

el andlisis cromatografico.
1.6.6. Reactivo de derivatizacion
Preparamos una solucién madre disolviendo 27 mg de ophtaldehido en 0,5 ml de

etanol, seguido de la incorporaciéon de 9,5 ml de 0,4M de tampdn de borato (ajustado a

un pH de 10 con 1 M de hidréxido de potasio). Posteriormente se afiadieron 30 pl de B-
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mercaptoetanol. Previamente a la derivatizacién se prepard una solucion de trabajo que

consistia en la solucién madre con tampdn borato, diluida 5 veces.

1.6.7. Preparacién de la muestra

Se extrajeron todos los aminodcidos bdsicos en las muestras de plasma utilizando
columnas de intercambio catiénico Chromabond® de Machery Nagel. Todos los
procedimientos de extraccion se llevaron a cabo a temperatura ambiente. La columna se
activé con 1 ml de metanol, acondicionado con 2 ml de TCA al 2% y cargado con 1,5 ml de
plasma. Posteriormente se lavd con una solucién con 1 ml de TCA al 2%, 3 ml de tampdn
fosfato (pH 8) y 1 ml de metanol. ADMA y SDMA quedan asi retenidas en la columna de
intercambio catiénico de forma que posteriormente se eluyen con 2 ml de metanol
conteniendo un 30% de agua destilada y 2% de trietilamina. El eluido fue posteriormente
evaporado hasta quedar seco a 602C en un concentrador evaporador de Eppendorf. El
extracto seco se volvia a disolver en 100 pl de agua destilada. La muestra se derivatizaba
con el reactivo OPA en el automuestreador durante exactamente 3 minutos antes de la

inyeccion en el sistema de HPLC. (Figura 30)

Figura 30. Imagenes del proceso que se llevd a cabo para realizar la determinaciéon de las
concentraciones de ADMA.
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1.6.8. Condicién cromatografica

Se utilizé una fase movil consistente en 50 mM de acetato sédico (pH 6,8),
metanol y THF (A, 82:17:1; B, 22:77:1). Los gradientes se muestran en la tabla. Todas las

separaciones se llevaron a cabo a 272C a una tasa de flujo de 1ml/min.

1.6.9. Calibracion

La calibracién se llevé a cabo usando un estandar de 5 puntos incorporado en el
pool de plasma para lograr concentraciones de ADMA de 50, 100, 250, 500 a 1000 ng/ml.
Su procesado fue similar al descrito previamente esto es, los estandares se sometieron a
extraccién en fase sdlida, derivatizacién y cromatografia, como se ha mencionado. Debido
a que en tanto en los blancos como en la mezcla de plasmas existe ADMA, SDMA vy
arginina enddgena, la altura real del pico del estandar incorporado se calcula mediante la
sustraccion de la altura de los picos de las muestras del pool de plasma de las alturas de

los picos de las muestras de los estandar incorporados. (Figuras 31y 32)

Figura 31. Cromatograma de estandares (concentracién conocida de ADMA) sobre un pool de
sueros. Utilizamos un Unico pool de sueros o matriz sobre la que se constituyeron las
correspondientes rectas de estandares.
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Figura 32. Cromatograma mostrando pico de ADMA y SDMA. Como se detalla en métodos se
evalla la altura y no el area del pico obtenido. La muestra constituye una excepcion ya que la
razdn altura/area fue superior en ADMA versus SDMA.
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2. ANALISIS ESTADISTICO

La muestra se describe por medio de frecuencias y porcentajes para las variables
cualitativas y por media * desviacion tipica o mediana (percentil 25-percentil 75) para las
variables cuantitativas, en funcion del ajuste de las variables a la distribucidn normal. La
hipédtesis principal se evalué por medio de regresion de Cox, realizandose un analisis de la
variable ADMA cruda y ajustada por otras variables, incluida la variable edad dependiente
de tiempo. No se usdé ningun algoritmo de seleccién de variables.

Se aplico Kaplan-Meier para valorar la supervivencia comparando el grupo
formado por el cuartil superior de ADMA (p>75) frente al resto.

Se calcularon las probabilidades de exitus a la finalizacion del estudio por medio
de una Regresion Logistica. Asimismo, se exploraron las hipdtesis secundarias utilizando
comparacion de medias de ADMA por medio de ANOVA (para mas de dos grupos), T test
o test de U de Mann-Whitney (para dos variables, segin la forma de la distribucién). En
los T test se realizé la correccion de Welch cuando la prueba con homogeneidad de

varianzas de Levene resulté significativa.
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Para evaluar la asociacion de ADMA con variables cuantitativas continuas, se hizo
un diagrama de puntos y para aquellos diagramas en los que existia linealidad en la
relacidn, se presentd el coeficiente de correlacion de Pearson y se contrasté el dato
muestral frente a la hipdtesis nula de p=0. Por ultimo, se categorizd6 ADMA segun su
cuartil superior, comparando el cuartil con mayor concentracion de ADMA frente al resto.

Se evaluaron las asociaciones respecto a las variables cualitativas por medio de
test de Fisher, segiin se cumplieran o no las condiciones de aplicacién para el primero, y
respecto a variables continuas utilizando T-test o test de U de Mann-Whitney, segun el

criterio anterior.
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CAPITULO V. RESULTADOS

1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA POBLACIONAL

1.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS BASALES DE LA MUESTRA

El presente estudio fue llevado a cabo en un total de 94 pacientes seleccionados al
azar (primeras 94 muestras recibidas en la Unidad de Investigacién) de los 231 pacientes
sometidos a tratamiento con didlisis en la unidad de hemodidlisis crénica del centro
periférico perteneciente al Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin, a
quienes se les realizd la determinacion de ADMA. Al analizar los resultados, se observo
gue uno de los pacientes presentaba un resultado de ADMA anormalmente elevado, con
8,4 desviaciones tipicas por encima de la media (z=8,4), presentando el siguiente valor
mas elevado una z= 2,2. Debido a que el valor de este resultado era mayor de 3
desviaciones estandar por encima de la media, se decidié desecharlo al considerar que se
debia tratar de un error de medicion. Por lo tanto, la muestra total a estudio fueron 93

pacientes. (Figura 33)

Figura 33. Muestra total del estudio sin extremo del que se prescinde para el analisis estadistico.
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La poblacién a estudio presentaba una edad media de 64,7+13,1 afios siendo el
62,4% hombres y el 37,6% mujeres. Un 45,2% eran diabéticos, siendo la nefropatia
diabética la etiologia mas frecuente de enfermedad renal (37,6%). El tiempo medio de
permanencia en hemodialisis era de 1975,8+1327,4 dias. A continuacién se muestran las

caracteristicas de la poblacién estudiada (Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas demograficas y clinicas basales de la muestra.

Datos Edad (afos) 66(56-75)
Demograficos Sexo Hombre: 58 (62,4%)
Mujer: 35 (37,6%)
Datos Clinicos Peso seco (Kg) 71,0+13,4
IMC (Kg/m®) 25,7 +4,7
IMC > 30 Kg/m’ Si: 16 (17,2%)
No: 77 (82,8%)
Tiempo en HD (meses) 53,1(31,8-89,7)
Acceso vascular Fistula arteriovenosa: 72 (77,4%)

Acceso vascular protésico: 6 (6,5%)
Catéter venoso central: 15 (16,1%)
indice de Charlson 4(3-5)

Etiologia de la ERC Nefropatia diabética: 35 (37,6%)
Nefroangioesclerosis: 6 (6,5%)
Poliquistosis renal: 10 (10,8%)
Glomerulonefritis: 13 (14%)

Otras: 21 (22,6%)

No filiada: 8 (8,6%)

DM Si: 42 (45,2%)
No: 51 (54,8%)
PAS predialisis (mmHg) 130(120-140)
PAD predialisis (mmHg) 70(63.8-80)
PAS 2140 mmHg. Si: 36 (39,1%)
No: 56 (60,9%)
PAD 290 mmHg. Si: 2 (2,2%)
No: 90 (97,8%)
PA elevada Si: 36 (39,1%)

No: 56 (60,9%)
Presion del pulso (mmHg) | 61,4 + 13,7

Los valores estan expresados mostrando media + desviacion si se trata de una variable continua que sigue
una distribucién normal, o mediana (p25-p75) (si la variable es continua pero no sigue una distribucién
normal). Si se trata de una variable categodrica, los valores estan expresados como numero de casos
(porcentaje).



Resultados

1.2. DATOS ANALITICOS DE LA MUESTRA

Los datos analiticos promedio de la poblacién se muestran en la siguiente tabla.

(Tabla 11)

Tabla 11. Datos analiticos de la muestra.

Datos
Analiticos

Glucosa (mg/dL)

90 (72-127)

Urea predialisis (mg/dL)

145,6+36,8

Urea postdialisis (mg/dL)

38(32,2-47,8)

Calcio (mg/dL)

9,2 (8,8-9,5)

Fésforo (mg/dL) 5,1+1,4
Fésforo = 4,5 mg/dL 60 (67,4%)
Fésforo < 4,5 mg/dL 29 (32,6%)
Producto calcioxfésforo (mg”/dL’) | 46,9+13,1
250H vitamina D (ng/mL) 14 (9-20)

PTHi (pg/mL)

339,5 (191-551,4)

PTHi corregida Nichols

221,7 (109,2-396,1)

Albumina (g/dL) 3,9 (3,6-4)

Albumina < 3,5 g/dL 13 (14,6%)
Albdmina > 3,5 g/dL 76 (85,4%)
Colesterol (mg/dL) 143,3+31,6
Colesterol > 200 mg/dL 4 (4,5%)

Colesterol < 200 mg/dL

85 (95,5%)

Triglicéridos (mg/dL)

106 (82-138)

ApoAl (mg/dL)

129 (112-154)

ApoB (mg/dL)

57 (48-66)

Hemoglobina (g/dL)

12,3+1,3

Hemoglobina > 11 g/dL

72 (80,9%)

Hemoglobina < 11 g/dL

17 (19,1%)

Hematocrito (%)

35,6 +£3,9

PCR (mg/L) 3,4 (1,6-10,2)
PCR =5 mg/L 33 (37,1%)

PCR <5 mg/L 56 (62,9%)
Homocisteina (umol/L) 24,4 (19,6-36,9)
Homocisteina > 15 umol/L 84 (94,4%)
Homocisteina < 15 umol/L 5(5,6%)

ADMA (x10’umol/L)

213,6 (82,8-563,8)

Los valores estan expresados mostrando media + desviacion si se trata de una variable continua que sigue
una distribucién normal, o mediana (p25-p75) (si la variable es continua pero no sigue una distribucién
normal). Si se trata de una variable categodrica, los valores estan expresados como numero de casos

(porcentaje).
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1.3. DATOS DE ADECUACION DE DIALISIS DE LA MUESTRA

A continuacién se reflejan los datos de adecuacion de dialisis de la muestra. (Tabla

12)

Tabla 12. Datos de adecuacion de dialisis.

Datos de PRU (%) 73(67,7-78,1)
Adecuacién Kt/V simple 1,3x0,4
de Dialisis Kt/V Daugirdas 1,50,4
Kt/V Maduell 1,3+0,4
Kt/V equilibrado 1,3(1,1-1,6)
Dialisis adecuada (Kt/V>1,2 o PRU265%) Si: 68 (79,1%)
No: 18 (20,9%)

Los valores estan expresados mostrando media + desviacién si se trata de una variable continua que sigue
una distribucion normal, o mediana (p25-p75) (si la variable es continua pero no sigue una distribucidn
normal). Si se trata de una variable categdrica, los valores estan expresados como numero de casos
(porcentaje).

1.4. DATOS DE MEDICACION QUE TOMABAN LOS PACIENTES EN EL MOMENTO DEL
ESTUDIO

Se recogié la medicacion que tomaban los pacientes en el momento de la
determinacién analitica, y se analizé si recibian tratamiento con dacido acetilsalicilico,

IECAs, ARAII, paricalcitol y/o estatinas. (Tabla 13)

Tabla 13. Datos de medicacidn que tomaban los pacientes en el momento del estudio.

Medicacién Acido acetilsalicilico Si: 63 (67%)
(si/no) No: 31 (33%)
Estatinas Si: 65 (69,9%)
No: 28 (30,1%)
Paricalcitol Si: 37 (39,8%)
No: 56 (60,2%)
IECAs y/o ARAII Si: 22 (23,7%)
No: 71 (73,3%)
Medicacidén antihipertensiva Si: 56 (60,2%)
(IECAs y/o ARAII y/o calcioantagonistas y/o alfabloqueantes y/o | No: 37 (39,8%)
betabloqueantes)

Los valores estan expresados mostrando nimero de casos (porcentaje).
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1.5. DATOS ECOCARDIOGRAFICOS

Se analizaron también los datos ecocardiograficos para valorar funcién del

ventriculo izquierdo y presencia o no de hipertrofia del ventriculo izquierdo. (Tabla 14)

Tabla 14. Datos ecocardiograficos.

Datos

ecocardiograficos

FE (%)

64(58-69,8)

Disfuncion VI (FE < 55%)

Si: 13 (15,1%)
No: 73 (84,9%)

PP (mm)

12,4+2,3

SIV (mm)

12,7(11,5-14)

HVI (PP 0 SIV > 11 mm)

Si: 70 (85,4%)
No: 12 (14,6%)

Los valores estan expresados mostrando media + desviacién si se trata de una variable continua que sigue
una distribucién normal, o mediana (p25-p75) (si la variable es continua pero no sigue una distribucién
normal). Si se trata de una variable categdrica, los valores estan expresados como numero de casos

(porcentaje).

1.6. EVOLUCION A 18 MESES: MORBILIDAD CARDIOVASCULAR

Tras 18 meses de seguimiento se observaron 15 eventos cardiovasculares en la

muestra estudiada. (Tabla 15)

Tabla 15. Evolucién a 18 meses: eventos cardiovasculares.

Evolucion a
18 meses

Evento cardiovascular
(ECV)(si/no)

Si: 15 (16,1%)

- Cardiopatia isquémica: 7(7,5%)

-ACV: 1 (1,1%)

- Isquemia intestinal: 2 (2,2%)
- Enfermedad arterial periférica: 5 (5,4%)

No: 78 (83,9%)

Los valores estan expresados mostrando el nimero de casos (porcentaje).
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1.7. EVOLUCION A 36 MESES: MORTALIDAD GLOBAL Y DE CAUSA CARDIOVASCULAR

A los 36 meses de seguimiento, se observé una mortalidad global del 30,1% con 28

exitus, de los cuales 15 fueron de causa cardiovascular. (Tabla 16)

Tabla 16. Evolucion a 36 meses: mortalidad global y causa de la misma.

Evolucién a Exitus (si/no) Si: 28 (30,1%)
36 meses No: 65 (69,9%)
Causa exitus ECV: 15 (53,6%)

- Cardiopatia isquémica: 6 (21,4%)
-ACV: 2 (7,1%)

- Isquemia intestinal: 2 (7,1%)

- Enfermedad arterial periférica: 5 (17,9%)
No ECV: 13 (46,4%)

- Infecciosa: 3 (10,7%)

- Tumoral: 2 (7,1%)

- Retirada de tratamiento: 3 (10,7%)
- Shock hemorragico: 1 (3,6%)

- Hematoma subdural: 1 (3,6%)

- Muerte subita y/o PCR: 3 (10,7%)

Los valores estan expresados mostrando el nimero de casos (porcentaje).

2. ADMA, MORTALIDAD Y EVENTOS CARDIOVASCULARES

2.1. ADMA'Y MORTALIDAD GLOBAL

Si analizamos la mortalidad global de la cohorte, observamos que habia una

supervivencia del 91,4% a los 12 meses, del 83,9% a los 24 meses y del 76,3% a los 36

meses. (Figura 34)
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Figura 34. Mortalidad global de la cohorte.
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Tomando ADMA como una variable continua, vemos como a medida que aumenta
la concentracién de ADMA, existe mayor riesgo de mortalidad a la finalizacién del estudio,
con una relacién significativa (p=0,0033). Se aprecia ademas como a medida que

aumentan los niveles de ADMA, aumenta también la probabilidad de exitus. (Figura 35)

Figura 35. Curva basada en modelo de regresién logistica que muestra la probabilidad de exitus
en relacién con los niveles de ADMA.
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Para obtener una curva de Kaplan-Meier convertimos ADMA en una variable
categodrica. Dado que los niveles de ADMA son muy variables en los diferentes estudios
publicados, especialmente en pacientes en hemodialisis (Vanholder et al.,, 2007),
decidimos separar la muestra tomando un punto de corte arbitrario, basandonos en lo
que habian hecho otros autores (Zoccali et al., 2001). De esta manera, separamos la
muestra en un grupo con ADMA muy alto, incluyendo aquellos valores de ADMA que se
encontraban por encima del percentil 75, en contraposicion con el resto. La media de
ADMA en el cuartil superior era de 759,2+296,8 x 103umoI/L, mientras que en el grupo

conformado por los otros 3 cuartiles era de 194,6+146,7 x 10°umol/L. (Tabla 17)

Tabla 17. Estadisticos de la variable ADMA categorica.

ADMA p<75 ADMA p>75
n 70 23
media 194,6 759,2
SD 146,7 296,8
Minimo 26 570,0
P25 69,5 637,5
Mediana 184,2 641,5
P75 253,4 703,7
Maximo 563,8 1787,8
swilks <0,001 <0,001

De esta manera, tomando ADMA como una variable categérica, observamos como
también existe una mayor mortalidad en el grupo con ADMA mas alto (ADMA p>75),
aunque no llega al umbral de la significacién estadistica (p=0,061). La supervivencia a los
36 meses en el cuartil superior de ADMA es de un 60,9%, mientras que en el resto de los

pacientes, es de un 81,4%. (Figura 36)
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Figura 36. Andlisis de supervivencia (Kaplan-Meier) para evaluar la correlaciéon entre ADMA (como
variable categérica) y mortalidad.
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En un modelo en el que se incluye solo ADMA (como variable continua) como

variable predictora de mortalidad su valor es significativo (p=0,0033). Cuando en el

modelo se incluyen otras variables (edad, sexo, HTA y DM), ADMA mantiene su valor

predictor de mortalidad, aunque pierde significacion. (Tablas 18 y 19)

Tabla 18. Riesgo de mortalidad por ADMA como variable continua ajustado por edad como
variable dependiente de tiempo. Anadlisis de regresion de los riesgos proporcionales de Cox

multivariado.

coef Exp (B) se (coef) se’ Chisq DF p
ADMA (103umol/L) 0,0008534 | 1,00085376 0,000518 0,0005164 2,71 1| 0,099
Edad (meses), linear 0,0029207 | 1,00292497 0,001726 0,0017262 2,86 1| 0,091
Edad (meses), no linear 2,99 2,99 0,390
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Tabla 19. Riesgo de mortalidad por ADMA como variable continua ajustado por edad como
variable dependiente de tiempo, sexo varon, PA elevada y DM. Analisis de regresion de los riesgos
proporcionales de Cox multivariado.

coef Exp (B) se (coef) se’ Chisq DF p
DM -0,033293 | 0,96725511 | 0,4194719 0,4163003 0,01 1 0,940
Sexo varon 0,179841 1,19702702 | 0,4220317 0,4192570 0,18 1 0,670
PA elevada -0,364224 | 0,69473556 | 0,4556155 0,4521342 0,64 1 0,096
Edad (meses), linear 0,034527 | 1,03512998 | 0,0207653 0,0207653 2,76 1 0,096
Edad (meses), no linear 2,8 2,95 0,410
ADMA (103umol/L) 0,001023 | 1,00102352 | 0,0005755 0,0005739 3,16 1 0,075

2.2. ADMAY MORTALIDAD DE CAUSA CARDIOVASCULAR

Con respecto a la asociacidon entre ADMA y la mortalidad por causa cardiovascular

a los 36 meses de seguimiento, vemos que no existe asociacién. (Figura 37 y Tabla 20)

Figura 37. Curva de Kaplan-Meier para evaluar la presencia de eventos cardiovasculares segun los
niveles de ADMA.
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Tabla 20. Asociacion entre ADMA (variable categérica) muy elevado y exitus de causa

cardiovascular.

No exitus o exitus no de causa CV (n=78)

Exitus de causa CV (n=15)

ADMA p<75 (n=70)

59(84,3%)

11(15,7%)

ADMA p>75 (n=24)

19(82,6%)

4(17,4%)

p=1 (Fisher test)

Los valores estan expresados mostrando el nimero de casos (porcentaje).

2.3. ADMAY EVENTOS CARDIOVASCULARES

En cuanto al analisis que se hizo a los 18 meses para evaluar la presencia de

eventos cardiovasculares (mortales o no), realizando un analisis de regresiéon de Cox

comparando ADMA con eventos cardiovasculares, no se observa una correlacidon

significativa (p=0,32). (Tabla 21)

Tabla 21. Riesgo de presentar un evento cardiovascular a los 18 meses segun niveles de ADMA
como variable continua ajustado por edad como variable dependiente de tiempo. Analisis de
regresion de los riesgos proporcionales de Cox multivariado.

coef Exp (B) se (coef) se’ | Chisq DF p
ADMA (103umol/L) 0,000695 1,00069524 | 0,0006946 0,0006919 1 1 0,32
Edad (meses), linear 0,027286 | 1,02766167 | 0,0241213 0,0241213 1,28 1 0,26

Edad (meses), no linear

2,78 | 291 | o041

3. ADMAY TRATAMIENTO

Con respecto a la relacion existente entre niveles de ADMA vy tratamiento,

analizamos el tratamiento con I|ECAs y/o ARAIl, acido acetilsalicilico, estatinas vy

paricalcitol. Tomando ADMA como variable categdrica sdlo se observd que existia una

diferencia estadisticamente significativa entre niveles de ADMA con paricalcitol, de

manera que aquellos pacientes que estaban en tratamiento con paricalcitol presentaba

unos niveles medios de ADMA mas bajos (206,5+187,4 x 10°umol/L), que el grupo que no

recibia tratamiento con este farmaco (418,6+348,3 x 103umoI/L), con una p=0,00027.

(Figura 38)
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Figura 38. Figura de cajas y bigotes donde se muestra la diferencia entre niveles de ADMA en
grupos con y sin paricalcitol.
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En la figura 39 se muestra como los pacientes en tratamiento con paricalcitol (en
rojo) se agrupan al principio de la grafica, donde los niveles de ADMA son menores,
mientras que aquellos pacientes que no recibian el fdrmaco (en negro) se distribuian mas

uniformemente a lo largo del eje de ordenadas.

Figura 39. Histograma de niveles de ADMA segun los pacientes estén en tratamiento con
paricalcitol (linea roja) o no (linea negra).
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Tomando ADMA como una variable categdrica, esta asociacién se mantenia, con
una p=0,014. (Tabla 22)

El resto de los farmacos analizados, no mostraban diferencias estadisticamente
significativas con ADMA, analizando esta ultima como variable categdrica y como

continua. (Figura 40 y Tabla 22)

Figura 40. Figura de cajas y bigotes donde se muestra la diferencia entre niveles de ADMA y la
medicacion.
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Tabla 22. Asociacidon entre niveles de ADMA y medicacidn.

Variables ADMA p<75 (n=70) ADMA p>75 (n=23) | Valor de p (Fisher test)
IECAs o ARAII 0,577
Ni IECAS ni ARAII, n(72) 53(73,6%) 19(26,4%)
IECAS y/o ARAII, n(21) 17(81%) 4(19%)
Paricalcitol 0,014
No, n(56) 37(66,1%) 19(33,9%)
Si, n(37) 33(89,2%) 4(10,8%)
AAS 1
Si, n(62) 47(75,8%) 15(24,2%)
No, n(31) 23(74,2%) 8(25,8%)
Estatinas 0,795
Si, n(65) 48(73,8%) 17(26,2%)
No, n(28) 22(78,6%) 6(21,4%)

Los valores estan expresados mostrando el nimero de casos (porcentaje).

Al analizar la relacion entre los grupos con y sin paricalcitol con otras variables, se

observé que no existian diferencias en ambos grupos en cuanto a edad, sexo, tratamiento

(IECA y/o ARAII, estatinas y acido acetilsalicilico), 250H vitamina D, PTHi (estdndar y

corregida de Nichols), Kt/V Daugirdas, Kt/V equilibrado, homocisteina, tiempo en HD,

calcio, fésforo, glucemia basal, IMC, colesterol y albumina (p>0,05). Si que se observo sin

embargo, que en el grupo sin paricalcitol habia mas diabéticos que en el grupo con

paricalcitol (p=0,019 Fisher Test).




Resultados

Tabla 23. Diferencias entre grupos con y sin paricalcitol.

Variables categoéricas No paricalcitol Si paricalcitol Valor p (Fisher test)
(n=56) (n=37)
SEXO 1
Hombre, n(57) 34(59,6%) 23(40,4%)
Mujer, n(35) 21(60%) 14(40%)
DM 0,019
No, n(51) 25(49%) 26(51%)
Si, n(42) 31(73,8%) 11(26,2%)
IECAS y/o ARAII 1
Ni IECAS ni ARAII, n(71) 43(60,6%) 28(39,4%)
IECAS o ARAII, n(22) 13(59,1%) 9(40,9%)
AAS 0,27
Si, n(62) 40(64,5%) 22(35,5%)
No, n(31) 16(51,6%) 15(48,4%)
Estatina 1
Si, n(65) 39(60%) 26(40%)
No, n(28) 17(60,7%) 11(39,3%)
Medicacion antiHTA 0,83
Si, n(56) 33(58,9%) 23(41,1%)
No, n(37) 23(62,2%) 14(37,8%)
PAS 2 140 mmHg 1
Si, n(36) 22(61,1%) 14(38,9%)
No, n(56) 34(60,7%) 22(39,3%)
PAD 2 90 mmHg 1
Si, n(56) 1(50%) 1(50%)
No, n(37) 55(61,1%) 35(38,9%)
Variables continuas Valor p (T test para
grupos independientes)
Edad (afios) 66,2+13,0 62,4+13,1 0,17
IMC (Kg/mz) 25,614,6 25,9+4,8 0,78
Tiempo en HD (meses) 58+33,4 74,7+55,2 0,12
Glucosa basal (mg/dL) 111,8+57,5 108,4+77,1 0,82
Colesterol (mg/dL) 146,4+34,7 138,7+26,2 0,26
Albumina (g/dL) 3,810,4 3,8%0,3 0,45
Ca (mg/dL) 9,2+0,5 9,1+0,7 0,36
P (mg/dL) 5,2+1,6 4,9+1,1 0,31
PTHi (pg/mL) 417,2+375,7 487,5+423,2 0,41
PTHi corregida Nichols 292,8+293 336,3+330,1 0,52
25 OH Vitamina D (ng/dL) 14,4+7,9 19,8+16,8 0,08
Homocisteina (umol/L) 32+422,2 31,76+24,3 0,96
Kt/V daugirdas 1,610,4 1,5+0,4 0,76
Kt/V equilibrado 1,310,5 1,240,5 0,36

Los valores estan expresados mostrando el nimero de casos (porcentaje) en las variables categoéricas y
mediatdesviacion tipica en las variables continuas.




146

Estudio prospectivo de morbimortalidad en pacientes en hemodialisis crénica. Papel de la ADMA.

Para analizar la diferencia observada entre ambos grupos en cuanto a la presencia
o no de DM, se llevd a cabo un analisis de la varianza (ANOVA) segmentado, y se observo
que en los pacientes diabéticos, los que recibieron paricalcitol tuvieron niveles mas bajos
de ADMA que los que no recibieron paricalcitol (p=0,0342). (Tablas 24, 27 y 28) Asimismo,
se observéd también que en los pacientes que no eran diabéticos los que recibieron
paricalcitol tuvieron también niveles mas bajos de ADMA que los que no recibieron
paricalcitol (p=0,0157). Por otro lado, al realizar un andlisis multivariado de ADMA como
variable dependiente y paricalcitol como variable independiente se observa el efecto de
paricalcitol no hace interaccidn con la presencia o no de diabetes mellitus, ni con niveles
de 250H vitamina D, de manera que el efecto principal de paricalcitol sobre ADMA se

mantiene significativo (p=0,002). (Tablas 25, 26 y 29)

Tabla 24. Anova analizando ADMA como variable dependiente y paricalcitol como variable
independiente. Interaccién con la DM.

Estimacion Error Valor t Valor p

estandar
(Intercept) 403,26 53,12 7,591 <0,001
Paricalcitol si -205,03 64,95 -3,157 0,002
DM 27,76 63,88 0,435 0,66

Tabla 25. Anova analizando ADMA como variable dependiente y paricalcitol como variable
independiente. Interaccién con la vitamina D.

Estimacion Error Valor t Valor p

estandar
(Intercept) 451,71 53,83 8,39 <0,001
Paricalcitol si -181,39 63,96 -2,84 0,006
Vitamina D -3,1 2,53 -1,23 0,22

Tabla 26. Anova analizando ADMA como variable dependiente y paricalcitol como variable
independiente. Interaccién con la DM y la vitamina D.

Estimacion Error Valor t Valor p

estandar
(Intercept) 440,45 62,91 7 <0,001
Paricalcitol si -175,47 66,46 -2,64 0,01
Vitamina D -3,15 2,54 -1,24 0,23
DM 22,6 64,41 0,35 0,73
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Tabla 27. Anova analizando ADMA como variable dependiente y paricalcitol como variable
independiente, en pacientes con DM

Estimacion Error Valor t Valor p

estandar
(Intercept) 451,77 66,33 6,81 <0,001
Paricalcitol si -284,24 129,62 -2,19 0,034

Tabla 28. Anova analizando ADMA como variable dependiente y paricalcitol como variable
independiente, en pacientes sin DM.

Estimacion Error Valor t Valor p

estandar
(Intercept) 377,53 44,09 8,56 <0,001
Paricalcitol si -154,56 61,75 -2,50 0,016

Tabla 29. Anova analizando ADMA como variable dependiente y paricalcitol como variable
independiente, e interaccion con DM y vitamina D.

Estimacion Error Valor t Valor p
estandar

(Intercept) 350,57 59,41 5,9 <0,001
Paricalcitol si -125,31 82,48 -1,52 0,13
DM 65,49 79,67 0,82 0,41
Vitamina D (centrado) -10,01 5,11 -1,96 0,05
Paricalcitol: DM -114,22 133,97 -0,85 0,4
Paricalcitol: Vitamina D (centrado) 9,15 5,88 1,56 0,12

4. OTRAS RELACIONES CON ADMA

4.1. ADMAY EDAD

Estudiamos la relacién entre ADMA y edad, y comprobamos que existe una
relacidon estadisticamente significativa entre ambas variables, de manera que a mayor
edad, mayores son los niveles de ADMA (p=0,008; r=0,274). Aquellos pacientes con
niveles de ADMA en el cuartil superior presentaban una media de edad de 68,4+13,1

afios, mientras que el resto tenian 63,5+13 afios. (Figura 41)
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Figura 41. Correlacién de Pearson entre edad y niveles de ADMA.
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4.2. ADMA E HIPERTENSION ARTERIAL

Analizamos aquellos pacientes que recibian medicacion antihipertensiva (IECAs

y/o ARAII y/o calcioantagonistas y/o alfabloqueantes y/o betabloqueantes) sin observar

diferencias significativas, presentando el grupo sin medicacion antihipertensiva unos

niveles medios de ADMA 365,9+2352 x 10°umol/L, y el grupo con medicacién

antihipertensiva 313,3%£353,9 x 103umoI/L (p=0,43). Analizando ADMA como variable

categodrica, en la comparacion de los dos grupos tampoco se observaron diferencias

significativas (p=0,46). (Tabla 30)

Tabla 30. Probabilidad de estar en el grupo ADMA p>75 segun el hecho de recibir medicacion

antihipertensiva o no.

ADMA p < 75 (n=70)

ADMA p > 75 (n=23)

Valor p (Fisher test)

Medicacion antihipertensiva 0,46
No, n(37) 26(70,3%) 11(29,7%)
Si, n(56) 44(78,6%) 12(21,4%)

Los valores estan expresados mostrando nimero de casos (porcentaje).

Analizamos también la variable PA elevada (PAS>140 mmHg y/o PAD>90 mmHg),

observando una diferencia marginalmente significativa en ADMA entre ambos grupos

(p=0,053). (Tabla 31) Se aprecié una tendencia a que ADMA estuviera mas elevado en
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aquellos pacientes con la PA predialisis menor de 140/90 mmHg (396%352,7 x 10° pmol/L)
en comparaciéon con el grupo de pacientes con la PA predidlisis mayor o igual a 140/90

mmHg (241,8+210,9 x 10° umol/L) con una p=0,001.

Tabla 31. Probabilidad de estar en el grupo ADMA p>75 segun niveles de PA.

ADMA p < 75 (n=70)

ADMA p > 75 (n=23)

Valor p (Fisher test)

PA predialisis elevada 0,053
No, n(56) 38(67,9%) 18(32,1%)
Si, n(36) 31(86,1%) 5(13,9%)
PAS 2 140 mmHg (predialisis) 0,053
No, n(56) 38(67,9%) 18(32,1%)
Si, n(36) 31(86,1%) 5(13,9%)
PAD 2 90 mmHg (predialisis) 1
No, n(90) 67(74,4%) 23(25,6%)
Si, n(2) 2(100%) 0(0%)

Los valores estan expresados mostrando numero de casos (porcentaje).

Finalmente, analizamos también la relacion existente entre la variable ADMA y la
presion del pulso, sin encontrar diferencias significativas entre ambos grupos al hacer un

andlisis mediante una correlacion de Pearson (p=0,194; r=-0,137).

4.3. ADMAY DIABETES MELLITUS

No se observaron diferencias significativas en ADMA entre los que tienen diabetes
y los que no (p>0,05), aunque el grupo de diabéticos presentaba unos niveles de ADMA
superiores (380,6+413,1 x 10° pmol/L) al grupo de no diabéticos (312,2+250,7 x 10°
umol/L) con una p=0,33. Al analizar ADMA como variable categdrica, tampoco se

observaron diferencias significativas. (Tabla 32)

Tabla 32. Probabilidad de estar en el grupo ADMA p>75 seguln presencia o no de DM.

ADMA p < 75 (n=70) ADMA p > 75 (n=23) Valor p (Fisher test)
DM 0,8
No, n(63) 48(76,2%) 15(23,8%)
Si, n(30) 22(73,3%) 8(26,7%)

Los valores estan expresados mostrando niumero de casos (porcentaje).
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4.4. ADMA E INDICE DE CHARLSON

Observamos una correlacidon significativa con el indice de Charlson con una

p=0,044 (r=0,209). (Figura 42) El grupo de pacientes con niveles de ADMA muy altos

presentaba una media en el indice de Charlson de 4,7+1,7 puntos, mientras que el resto

de los pacientes presentaban una media de 4,2+1,7 puntos.

Figura 42. Correlacién de Pearson entre indice de Charlson y niveles de ADMA.
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4.5. ADMA Y ETIOLOGIA DE LA ERC

No se percibe que ninguna etiologia de la ERC corresponda

(p>0,05). (Tabla 33)

Tabla 33. Asociacion entre niveles de ADMA vy etiologia de la ERC.

a niveles mayores de

ADMA p<75 (n=70)

ADMA p>75 (n=23)

Valor p (Fisher test)

Etiologia de la ERC

0,74

Nefropatia diabética, n(35) 25(71,4%) 10(28,6%)
Nefroangioesclerosis, n(6) 5(83,3%) 1(16,7%)
Glomerulonefritis, n(13) 11(84,6%) 2(15,4%)
PQRAD, n(10) 9(90%) 1(10%)
Otras, n(21) 15(71,4%) 6(28,6%)

Los valores estan expresados mostrando nimero de casos (porcentaje).
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4.6. ADMA Y ACCESO VASCULAR

Con respecto al acceso vascular, al analizar ADMA con un contraste no
paramétrico (U de Mann-Whitney) observamos como el grupo que portaba catéter
venoso central presentaba niveles de ADMA mas elevado (444,6+£292 x 10° umol/L) que el
grupo con fistula arteriovenosa o acceso vascular con proétesis de goretex (313+312,7 x
10 umol/L), con una diferencia estadisticamente significativa (p=0,034) (Figura 43). Al
ajustar sin embargo por edad, se pierde la significacidon estadistica (p=0,26), presentando

la edad una p=0,014.

Figura 43. Grafico de cajas y bigotes representando valores de ADMA segun los pacientes tengan
0 no catéter venoso central.
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Si analizamos ADMA como variable categdrica, no se observan diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 34. Probabilidad de estar en el grupo ADMA p>75 segln el hecho de ser portador de un
catéter venoso central.

ADMA p<75 (N=70) ADMA p>75 (N=23) Valor p (Fisher test)
Catéter venoso Central 0,189
No n(78) 61(78,2%) 17(21,8%)
Si n(15) 9(60%) 6(40%)

Los valores estan expresados mostrando nimero de casos (porcentaje).
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4.7. ADMAY RESTO DE VARIABLES

A continuacidn se muestra la relacion existente entre el resto de las variables

analizadas y ADMA. (Tablas 35, 36, 37 y 38)

Tabla 35. Anilisis estadistico de relacidn de la ADMA (como variable continua) con otras variables
continuas analizadas.

152

Variable

Estadistico

IMC (Kg/m”)

r=0,14 (p=0,18)

Correlacién de Pearson

Urea predialisis (mg/dL)

r=0,07 (p=0,5)

Correlacién de Pearson

Calcio (mg/dL)

r=-0,03 (p=0,81)

Correlacién de Pearson

Fosforo (mg/dL)

r=0,008 (p=0,94)

Correlacién de Pearson

Producto calcioxfésforo (mg’/dL?)

r=-0,0006 (p=0,99)

Correlacién de Pearson

PTHi (pg/mL)

r=0,19 (p=0,08)

Correlacién de Pearson

PTHi corregida Nichols

r=0,19 (p=0,08)

Correlacién de Pearson

Albumina (g/dL)

r=0,08 (p=0,48)

Correlacién de Pearson

Colesterol (mg/dL)

r=0,13 (p=0,21)

Correlacién de Pearson

Triglicéridos (mg/dL)

r=0,15 (p=0,16)

Correlacién de Pearson

ApoA1l (mg/dL)

r=-0,03 (p=0,78)

Correlacién de Pearson

ApoB (mg/dL)

r=0,14 (p=0,19)

Correlacién de Pearson

Hemoglobina (g/dL)

r=-0,25 (p=0,016)

Correlacién de Pearson

Hematocrito (%)

r=-0,2 (p=0,06)

Correlacién de Pearson

PCR (mg/L) r=0,012 (p=0,91) Correlacién de Pearson
Homocisteina (umol/L) r=-0,008 (p=0,94) Correlacién de Pearson
Kt/V simple r=0,13 (p=0,24) Correlacidn de Pearson
FE (%) r=-0,12 (p=0,28) Correlacién de Pearson
PP (mm) r=0,07 (p=0,56) Correlacién de Pearson
SIV (mm) r=0,04 (p=0,72) Correlacién de Pearson
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Tabla 36. Andlisis estadistico de relacion de la ADMA (como variable continua) con otras variables

categoéricas analizadas.

Variable ADMA (x 10° nmol/L) Valor de p
Obesidad (IMC = 30 Kg/m”) 0,11 (Test de Wilcoxon)
No, n(77) 208,2(80,1-467,9)
Si, n(16) 389,4(185,3-639)

Hiperfosforemia (Fésforo = 4,5 mg/dL)

0,91 (Test de Wilcoxon)

No, n(29)

202,9(100,1-635,7)

Si, n(60)

238,4(81,6-479,2)

Hipovitaminosis D (250H vitamina D < 10 ng/mL)

0,35 (T-test)

No, n(58)

210,9(82-501,7)

Si, n(31)

238,4(113,4-546,1)

Hipoalbuminemia (Albdumina < 3,5 g/dL)

0,12 (Test de Wilcoxon)

No, n(76)

238,4(136,2-525,8)

Si, n(13)

81,3(30,5-438,9)

Hipercolesterolemia (Colesterol = 200 mg/dL)

0,08 (Test de Wilcoxon)

No, n(85)

208,2(81,3-467,9)

Si, n(4) 549,5(419,7-638,3)
Anemia (Hemoglobina < 11 g/dL) 0,03 (Test de Wilcoxon)
No, n(72) 201,9(79,5-456,6)
Si, n(17) 461(275,7-638,1)
PCR 2 5 mg/L 0,79 (T-test)
No, n(56) 230(76,9-565,4)
Si, n(33) 213,6(156,2-467,9)

Hiperhomocisteinemia (Homocisteina > 15
pumol/L)

0,3 (Test de Wilcoxon)

No, n(5)

81,3(80,1-187,9)

Si, n(84)

238,3(95,8-525,8)

Dialisis adecuada (Kt/V>1,2 o PRU265%)

0,72 (Test de Wilcoxon)

No, n(18)

220,7(86,3-499,4)

Si, n(68) 238,3(136,2-583,6)
HVI (PP 0 SIV =11 mm) 0,44 (Test de Wilcoxon)
No, n(12) 229,3(149,2-636,7)
Si, n(70) 210,9(78,3-501,8)
Disfuncion VI (FE < 55%) 0,37 (Test de Wilcoxon)
No, n(73) 203(80,1-467,9)
Si, n(13) 238,4(156,2-513,1)

Cuando la variable a estudio sigue la normalidad se expresa mediatdesviacion tipica y se aplica T-test.
Cuando la variable a estudio no sigue la normalidad se expresa mediana (p25-p75) y el estadistico aplicado
es el Test de Wilcoxon, salvo que ambos grupos presenten n>30, aplicando entonces T test.
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Tabla 37. Anadlisis estadistico de la relacion de ADMA (como variable categérica) con otras

variables continuas analizadas.

Variable ADMA p<75 ADMA p>75 Valor p Estadistico
Edad (afios) 63,513 68,4+13,1 0,1 Test de U de
Mann-Whitney

IMC (Kg/m?) 25,6+4,5 26,315 0,54 T test
Tiempo en HD (meses) 63,9+44,6 69,5+42,3 0,44 Test de U de
Mann-Whitney

indice de Charlson 4,2+1,7 4,7+1,7 0,24 Test de U de
Mann-Whitney

Urea predialisis (mg/dL) 142,4+34,5 155,7+42,8 0,15 T test
Calcio (mg/dL) 9,2(8,8-9,5) 9,3(8,8-9,4) 1 Test de U de
Mann-Whitney

Fosforo (mg/dL) 5,1+1,3 5,2+1,6 0,63 T test
Producto calcioxfésforo (mgz/sz) 46,7+12,9 47,8+14,1 0,73 T test
250H vitamina D (ng/mL) 17,3%13,2 14,149,6 0,27 Test de U de
Mann-Whitney

PTHi (pg/mL) 338,8(191,9-492,6) | 339,5(179,6- 0,4 Test de U de
757,4) Mann-Whitney

Albumina (g/dL) 3,9(3,6-4) 3,9(3,8-4) 0,83 Test de U de
Mann-Whitney

Colesterol (mg/dL) 140,4+28,3 152,8+39,9 0,12 T test
Triglicéridos (mg/dL) 103,5(79-134) 124(98-158) 0,06 Test de U de
Mann-Whitney

ApoA1l (mg/dL) 130,5(113,8-153,2) | 124(110-164) 0,75 Test de U de
Mann-Whitney

ApoB (mg/dL) 56(47,8-64,2) 58(52-77) 0,26 Test de U de
Mann-Whitney

Hemoglobina (g/dL) 12,4+1,2 11,8+1,4 0,049 T test
Hematocrito (%) 35,943,8 34,7+4,4 0,22 T test
Kt/V simple 1,2810,3 1,43+0,4 0,07 T test
PP (mm) 12,412 12,513,2 0,82 T test

Cuando la variable a estudio sigue la normalidad, el estadistico aplicado es un T test y se expresa
mediatdesviacion tipica. Cuando la variable a estudio no sigue la normalidad, el estadistico aplicado es el
Test de U de Mann-Whitney y se expresa mediana (p25-p75).
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Tabla 38. Anailisis estadistico de la relacion de ADMA (como variable categérica) con otras

variables categodricas analizadas.

Variable ADMA p<75 ADMA p>75 Valor p (Test
de Fisher)

Obesidad (IMC = 30 Kg/m?) 0,212

No, n(77) 60(77,9%) 17(22,1%)

Si, n(16) 10(62,5%) 6(37,5%)

Hiperfosforemia (Fésforo > 4,5 mg/dL) 0,598

No, n(29) 21(72,4%) 8(27,6%)

Si, n(60) 47(78,3%) 13(21,7%)

Hipovitaminosis D (250H vitamina D < 10 ng/mlL) 0,795

No, n(58) 45(77,6%) 13(22,4%)

Si, n(31) 23(74,2%) 8(25,8%)

Hipoalbuminemia (Albdmina < 3,5 g/dL) 1

No, n(76) 58(76,3%) 18(23,7%)

Si, n(13) 10(76,9%) 3(23,1%)

Hipercolesterolemia (Colesterol = 200 mg/dL) 0,235

No, n(85) 66(77,6%) 19(22,4%)

Si, n(4) 2(50%) 2(50%)

Anemia (Hemoglobina < 11 g/dL) 0,108

No, n(72) 58(80,6%) 14(19,4%)

Si, n(17) 10(58,8%) 7(41,2%)

PCR 2 5 mg/L 0,799

No, n(56) 42(75%) 14(25%)

Si, n(33) 26(78,8%) 7(21,2%)

Hiperhomocisteinemia (Homocisteina = 15 1

umol/L)

No, n(5) 4(80%) 1(20%)

Si, n(84) 64(76,2%) 20(23,8%)

Dialisis adecuada (Kt/V>1,2 o PRU>65%) 0,542

No, n(18) 15(83,3%) 3(16,7%)

Si, n(68) 50(73,5%) 18(26,5%)

HVI (PP o SIV 2 11 mm) 0,474

No, n(12) 8(66,7%) 4(33,3%)

Si, n(70) 54(77,1%) 16(22,9%)

Disfuncion VI (FE < 55%) 1

No, n(73) 56(76,7%) 17(23,3%)

Si, n(13) 10(76,9%) 3(23,1%)

Los valores estan expresados mostrando nimero de casos (porcentaje).
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CAPITULO VI. DISCUSION

La creciente epidemia de Enfermedad Renal Crdnica y la fuerte asociaciéon entre
esta patologia y el riesgo cardiovascular son uno de los grandes problemas a los que se
enfrenta la nefrologia contemporanea (Atkins, 2005). El elevado riesgo cardiovascular
asociado con la insuficiencia renal, el cual aumenta a medida que progresa la enfermedad
renal, y que llega a su maxima expresion en los pacientes con tratamiento renal
sustitutivo estd bien documentado en la literatura (Foley et al., 2005). Sin duda factores
demograficos como la edad y el sexo son de primordial importancia para la enfermedad
cardiovascular y la mortalidad asociada a la enfermedad renal crdnica, pero aun
considerando todos los factores de riesgo cardiovascular conocidos, no somos capaces de
explicar el riesgo cardiovascular desproporcionado que presenta esta poblacion. Por ello,
uno de los retos a los que se enfrenta la nefrologia moderna es la identificacién de
nuevos factores de riesgo cardiovascular modificables que permitan establecer medidas
preventivas y/o terapéuticas con la intencion de disminuir la morbimortalidad
cardiovascular en pacientes con enfermedad renal crénica (Foley et al., 1998b).

En 1974, Lindner et al. fueron los primeros en sefalar la excesiva morbilidad y
mortalidad cardiovascular debido a las complicaciones de la aterosclerosis prematura en
pacientes con enfermedad renal en etapa terminal (Lindner et al., 1974). Después de 40
afios, este es un problema que sigue aln sin resolverse. Los pacientes en tratamiento
sustitutivo renal presentan un riesgo de mortalidad por causas cardiacas, entre 10 y 100
veces superior al resto de la poblacidn ajustado por edad (Foley et al., 1998b; Parfrey et
al., 1996). Se ha demostrado que la produccion de NO en esta poblacidon de pacientes se
encuentra significativamente disminuida (Schmidt et al., 1999b). Asimismo, existe amplia
evidencia de que las concentraciones de ADMA se encuentran incrementadas de manera
notable en pacientes con enfermedad renal crénica terminal, y de que esto puede
contribuir al proceso de aterosclerosis (Cross et al., 2001a; Kielstein et al., 1999; Kielstein
y Zoccali, 2005; MacAllister et al., 1996; Schmidt et al., 1999b; Vallance et al., 1992a;
Zoccali et al., 2001). La disfuncion endotelial, bien documentada en estos pacientes,

podria ser consecuencia del aumento observado en la concentracién de ADMA en plasma
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(Hand et al., 1998; Joannides et al., 1997; Kari et al., 1997). En esta linea, Zoccali et al.
publicaron en la revista Lancet en 2001, un estudio prospectivo longitudinal en 225
pacientes en programa de hemodialisis, donde la evaluacién de las concentraciones
plasmaticas de ADMA mostrd ser un predictor fuerte e independiente de |la mortalidad
general y de eventos cardiovasculares en esta poblacion, ocupando el segundo lugar
detras de la edad, pero sorprendentemente delante de varios factores de riesgo clasicos
como la hipertensidn, la diabetes mellitus, la hipercolesterolemia o el tabaquismo (Zoccali

et al., 2001).

1. ADMA, MORTALIDAD Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

En el analisis de supervivencia en nuestra cohorte observamos un 23,7% de
mortalidad a los 36 meses de seguimiento, evidenciando que a mayores niveles de ADMA
en plasma, existe mayor riesgo de mortalidad, con una relacion significativa (p=0,0033).
De esta manera, confirmamos que en nuestra poblacion, ADMA parece ser un predictor
fuerte e independiente de la mortalidad global en los pacientes con ERCA en programa de
hemodidlisis. Sin embargo, no encontramos asociacion entre ADMA y la mortalidad
cardiovascular especificamente. A tenor de estos resultados, se sugiere que el vinculo
entre ADMA y mortalidad por cualquier causa podria ser mas fuerte que el que existe
entre ADMA y mortalidad por causa cardiovascular. Esto se observo también en el estudio
publicado por Aucella et al. (Aucella et al., 2009), donde encontraban asociacion
estadistica con la mortalidad global pero no en la mortalidad por causa cardiovascular. En
un estudio publicado por el mismo grupo en otra cohorte (Zoccali et al., 2001), no
obstante, si que encontraron relacion entre mortalidad global y mortalidad de origen
cardiovascular. En nuestro caso, esto puede deberse al escaso nimero de fallecimientos
por causa cardiovascular (15 en toda la cohorte), o también a que muchos fallecimientos,
no se codificaron como enfermedad cardiovascular por desconocer la causa real de la
misma, y que posiblemente tenian un origen cardiovascular. De todos los fallecimientos
detectados en nuestra cohorte, hubo 3 fallecimientos por muerte subita y/o parada
cardiorrespiratoria fuera del hospital, y dado que desconociamos la causa exacta de

exitus, no se codificaron como enfermedad cardiovascular, y 3 casos de pacientes que por
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un deterioro importante del estado general, salieron de programa de hemodialisis y
fueron trasladados a paliativos, y tampoco se codificaron como enfermedad
cardiovascular. Posiblemente con una cohorte mayor, se hubiera mantenido la asociacion
entre ADMA y mortalidad por cualquier causa, pero también se hubiera observado una
asociacién con la mortalidad de causa cardiovascular. No obstante, la asociacién que
existe entre ADMA y mortalidad global, también apunta a la posibilidad de que ADMA no
solo sea un marcador de disfuncion endotelial e inflamacion, sino que en la poblacién en
hemodidlisis, ADMA pueda tener también un efecto sobre la mortalidad a través de algun
mecanismo no necesariamente relacionado con la enfermedad cardiovascular. Nuestros
resultados son compatibles con la hipdtesis de que la acumulacién de ADMA en la ERCA,
un proceso regulado principalmente a nivel celular por DDAH, representa un factor critico
para el elevado riesgo de mortalidad de esta poblacién (Zoccali et al., 2001). Esto se ve
corroborado por el hecho de que ADMA se ha asociado con una atenuacién de la
vasodilatacién endotelio-dependiente (Boger et al., 1998) y también por la observacion
de que la infusion directa de ADMA en arterias braquiales provoca una disminucion del
flujo sanguineo al antebrazo dosis-dependiente (Vallance et al., 1992a). Por otro lado,
existen también evidencias de que ADMA puede ser una molécula proaterogénica,
incrementando el estrés oxidativo a nivel endotelial y potenciando la adhesiéon celular,
aumentando de esta manera el estrés oxidativo y disminuyendo la biodisponibilidad de
NO y contribuyendo por tanto a la disfuncion endotelial. De esta manera, ADMA se
presenta como una consecuencia de la disfuncién endotelial, pero también como
causante de la misma.

Otro posible mecanismo que relaciona ADMA con el riesgo cardiovascular en
dialisis podria ser la asociacién reciproca entre ADMA vy el tono simpatico. Segun datos
experimentales, la inhibicidn de la sintesis del 6xido nitrico con inhibidores sintéticos de
la NOS conlleva un aumento en la secrecién de norepinefrina a nivel de los nervios
simpaticos tanto en ratas como en humanos (Costa et al., 2001; Owlya et al., 1997;
Schwarz et al., 1995). Por otro lado, la activacién simpatica disminuye la activacién
simpatica endotelio-dependiente y la vasodilatacién mediada por éxido nitrico en
humanos (Hijmering et al., 2002). La fuerte asociacién entre niveles de norepinefrina y

ADMA en pacientes con ERCA, apunta a que ambos probablemente se encuentren
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implicados en la morbimortalidad cardiovascular en esta poblacion (Mallamaci et al.,
2004). En esta misma linea, Grassi et al. han publicado recientemente un estudio
longitudinal en 14 pacientes con hipertension arterial resistente sometidos a denervacion
renal bilateral, demostrando que los cambios en |a actividad simpatica tras la denervacion
renal se asociaba de manera significativa con una disminucién en los niveles de ADMA
(Grassi et al., 2015).

Por todo lo dicho anteriormente, ADMA no es simplemente una toxina urémica
mas, sino un mediador con relevancia fisioldgica y patoldgica que puede ser Util como un
marcador de diagndstico precoz en pacientes con riesgo de progresiéon de la enfermedad

renal, eventos cardiovasculares y mortalidad.

2. ADMAY PARICALCITOL

Cada vez existe mayor evidencia que sugiere que la vitamina D juega un papel
fundamental en la enfermedad cardiovascular (Achinger y Ayus, 2005; Chonchol et al.,
2008; Giovannucci et al., 2008; Pittas et al., 2006; Wu-Wong et al., 2005) asi como en la
regulacion de la funcion vascular y la inflamacion (McGreevy y Williams, 2011; Sanchez-
Nino et al.,, 2012). Paricalcitol (19-nor 1,25-dihidroxivitamina D,), un analogo de la
vitamina D con menos efecto hipercalcemiante que el calcitriol (Brown y Coyne, 2002),
proporciona un beneficio en la supervivencia para pacientes con ERC, que es
independiente de la hormona paratiroidea y el calcio (Reinhart, 2004; Wu-Wong et al.,
2005). El mecanismo por el cual paricalcitol ejerce su potencial efecto beneficioso no esta
aun del todo aclarado. Su menor efecto hipercalcemiante y sobre el aumento de la
fosfatemia podrian estar implicados, al menos en parte, en la reducciéon del riesgo de
calcificacién vascular y la mortalidad cardiovascular. Sin embargo, esto por si solo no
explicaria la mayor supervivencia con paricalcitol (Teng et al., 2003). Los receptores de
vitamina D son ubicuos en todo el organismo y, cuando se activan, se produce una
modificacion de la inflamacién, la funcidn inmune, el crecimiento celular, y la
diferenciacién celular (Brown, 2001). Datos in vitro sugieren que la vitamina D y sus
analogos pueden desempefiar un papel en la funcién endotelial (Wu-Wong et al., 2005)

aungue existen pocos datos disponibles in vivo y en humanos. Por otro lado, existen
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estudios que sugieren una reduccion de los factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular con paricalcitol en comparacion con otros compuestos relacionados con la
vitamina D (Duplancic et al., 2013; Gonzalez-Parra et al., 2012; Ortiz et al., 2011; Reinhart,
2004; Teng et al., 2003; Wu-Wong et al., 2005).

Con respecto al papel de paricalcitol en la supresién de la inflamacién, mediante
un ensayo clinico prospectivo abierto, Navarro et al. evaluaron el efecto del paricalcitol
oral durante 12 semanas en 25 pacientes sometidos a hemodidlisis, observando un
descenso significativo en la PCR-hs, TNF-a e IL-6 (Navarro-Gonzalez et al., 2013). Es sin
embargo posible, que paricalcitol pueda tener varios mecanismos de accién. Por ejemplo,
existen estudios experimentales que sugieren que la proteccion renal y cardiovascular
pueda ser debida a la supresion de la transcripcion de la renina, (Freundlich et al., 2008; Li
et al.,, 2002; Zhang et al., 2008) efectos antiproliferativos y/o efectos antifibréticos
(Mizobuchi et al., 2007; Schwarz et al., 1998). En modelos experimentales, la activacion
del receptor de la vitamina D suprime TGF-B, la infiltracion de macrdéfagos y reduce
sustancialmente la glomeruloesclerosis (Mizobuchi et al., 2007; Tan et al.,, 2006). La
activacion de los receptores de la vitamina D también dio lugar a la regulacién positiva de
la nefrina y reduccion de la actividad NF-kB (Jablonski et al., 2011; Tan et al., 2008; Zhang
et al., 2008).

Ademas de lo comentado previamente, nuevas evidencias indican que el déficit de
vitamina D, la enfermedad cardiovascular y la disfuncién endotelial estan vinculados por
diversas asociaciones bioldgicas. EIl mecanismo de esta asociacion no esta del todo
aclarado, pero la asociacion que se ha observado entre niveles de vitamina D bajos y
niveles elevados de ADMA (Ngo et al., 2010), pueden proporcionar una explicacion
parcial. Con paricalcitol, sin embargo, no se ha descrito la relacién existente con ADMA
hasta la fecha. En nuestro estudio encontramos una asociacion significativa (p=0,0003)
entre niveles de ADMA vy paricalcitol, de manera que el grupo de pacientes en
tratamiento con paricalcitol presenta unos niveles de ADMA mas bajos que el grupo que
no recibe tratamiento con este farmaco. Este dato podria arrojar algo de luz al mayor
beneficio en términos de morbimortalidad cardiovascular en pacientes tratados con
paricalcitol, en comparacién con aquellos tratados con calcitriol. Dos posibles

explicaciones serian la preservacion de la funcién endotelial, o la supresion de la
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inflamacién por parte de paricalcitol, lo cual afectaria también a la funcién endotelial,
reflejando esto la disminucién de los niveles de ADMA. En este sentido, la asociacion
entre el déficit de vitamina D con la disfuncion endotelial ha sido descrita en varios
estudios (Sugden et al., 2008; Tarcin et al., 2009). Tarcin et al (2009), observaron que el
déficit de 250H vitamina D se asociaba con una menor dilatacidn flujo dependiente, y que
ademads, tras la suplementacidon con vitamina D3, este pardmetro de funciéon endotelial
mejoraba. Por otro lado, Molinari et al. (2011) llevaron a cabo un experimento mediante
el cual observaron que la administracion de 1,25 dihidroxivitamina D producia un
incremento dosis dependiente en la produccién de éxido nitrico en células endoteliales
cultivadas a través de la activacion de la NOS endotelial. Recientemente, en el estudio
PENNY (Paricalcitol y ENdothelial fuNction in chronic kidneY disease trial), Zoccali et al
evaluaron mediante un estudio aleatorizado a doble ciego el efecto del paricalcitol sobre
la vasodilatacion dependiente e independiente del endotelio en 88 pacientes con ERC
estadio 3 0 4 y PTHi > 65 pg/ml. Observaron que paricalcitol mejoraba la dilatacién
mediada por flujo dependiente de 6xido nitrico, y por tanto la vasodilatacion endotelio-
dependiente, sin modificar la vasodilatacion no dependiente del endotelio (Zoccali et al.,
2014). Sin embargo, observaron también que FGF23 aumentaba en el grupo en
tratamiento con paricalcitol, pero no en el grupo con placebo, aunque esta diferencia no
llegd a la significacion estadistica (p=0,07), con una disminucién también en los niveles de
1,25-OH,D. Los propios autores no encuentran una explicacién clara a este resultado, ya
que FGF23 se asocia claramente con la disfuncién endotelial, en la misma poblacién
(Zoccali et al., 2013). Asimismo, en estudios observacionales en pacientes con ERC, como
en estudio CRIC (Chronic Renal Insufficiency Cohort) (Isakova et al., 2011) se observé una
asociacidon entre FGF 23 y eventos cardiovasculares y renales desfavorables. Paricalcitol,
sin embargo, ha demostrado ser un farmaco seguro, bien tolerado y con una reduccion
clara de la morbimortalidad cardiovascular. Un metaanalisis reciente (de Borst et al.,
2013) mostré que en pacientes con ERC, paricalcitol es un medicamento seguro con
efectos favorables sobre la proteinuria. En los estudios VITAL (De et al., 2010) y PENNY
(Zoccali et al., 2014), paricalcitol inducia cambios favorables en biomarcadores para el
riesgo de complicaciones aterosclerdticas en el primero, asi como en la dilatacion

mediada por flujo dependiente de dxido nitrico en el segundo. Por otro lado, un analisis
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post-hoc en el estudio PRIMO (Thadhani et al., 2012) mostré un marcada reduccion del
volumen de la auricula izquierda, un indicador de disfuncion diastélica. El mismo grupo
del estudio PENNY, ha publicado recientemente un estudio en dos cohortes, una de 758
pacientes y otra de 173 pacientes con ERC. Observaron que tanto FGF23 como ADMA
eran capaces de predecir eventos renales, pero que existia una interaccién competitiva
entre FGF23 y ADMA, de manera que el riesgo asociado a ADMA era mayor en el grupo
de pacientes con niveles bajos de FGF23.

De acuerdo con estos resultados, nosotros creemos que los efectos beneficiosos
demostrados por paricalcitol, se podrian explicar, al menos en parte, a través de la
disminucién de los niveles de ADMA observados en el presente trabajo. Tanto los niveles
elevados de FGF23 como los de ADMA interfieren con el sistema del éxido nitrico, siendo
la inhibicién de NOS un mecanismo potente que favorece la disfuncion endotelial, la
aterosclerosis y por tanto la morbimortalidad cardiovascular. Hipotetizamos que
paricalcitol tiene un efecto mas potente disminuyendo ADMA que aumentando FGF23, o
bien que es mas potente el efecto de ADMA a nivel del endotelio que el de FGF23. En
cualquier caso, no debemos olvidar que ADMA es tanto un marcador de disfuncién
endotelial como un mediador de la misma a través de la modulacién de la produccién de
oxido nitrico, y el balance final parece que es favorable a ADMA, ya que clinicamente, se
ha demostrado que paricalcitol es un farmaco con un perfil de seguridad demostrado y
con claros beneficios a nivel cardiovascular.

En nuestro estudio, al analizar la relacién entre los grupos con y sin paricalcitol con
otras variables, se observd que no existian diferencias en ambos grupos en cuanto a edad,
sexo, tratamiento (IECA y/o ARAII, estatinas y acido acetilsalicilico), 250H vitamina D,
PTHi (estandar y corregida de Nichols), Kt/V Daugirdas, Kt/V equilibrado, homocisteina,
tiempo en HD, Calcio, Fésforo, glucemia basal, IMC, colesterol y albumina (p>0.05). Si que
se observd sin embargo, que en el grupo sin paricalcitol habia mas diabéticos que en el
grupo con paricalcitol (p=0,019 Fisher Test). Esto probablemente se deba a que en los
diabéticos en hemodidlisis, la alteracion désea mas comun es la enfermedad o&sea
adindmica vy los valores de PTH son significativamente menores que los del resto de los
pacientes (Cannata Andia, 2000). En diabéticos con distinto grado de insuficiencia renal se

ha descrito una relacién inversa entre los niveles de glucemia y PTH. Esto sugeriria que la
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hiperglucemia per se podria tener un efecto inhibitorio en la sintesis y secrecién de PTH,
como se ha observado en estudios experimentales (Inaba et al., 2002). Por otro lado, y
aunque la diferencia no alcanzd la significacion estadistica, se observd que el grupo no
tratado con paricalcitol presentaba niveles mas elevados de 250H vitamina D que el
grupo tratado con paricalcitol, por lo que no podemos descartar que los niveles de ADMA
mas bajos en el grupo con paricalcitol, pueda en parte ser debido a que presentaban
niveles de 250H vitamina D mas altos. Para analizar esta diferencia llevamos a cabo un
analisis de la varianza (ANOVA), y se confirmé que los pacientes diabéticos en tratamiento
con paricalcitol presentaban también niveles mas bajos de ADMA que los que no
recibieron paricalcitol (p=0,034). Asimismo, se observé un resultado similar en los
pacientes que no eran diabéticos, de manera que en este grupo, los que recibieron
paricalcitol presentaron nuevamente niveles inferiores de ADMA que los que no
recibieron paricalcitol (p=0,016). Analizamos también la relacion existente entre ADMA vy
vitamina D, observando que existia una correlacién negativa entre niveles de 250H
vitamina D y niveles de ADMA, en el umbral de la significacion estadistica (p=0,07),
mientras que la asociacion entre ADMA y paricalcitol fue mas significativa (p<0,001). Por
otro lado, al realizar un andlisis multivariado de ADMA como variable dependiente y
paricalcitol como variable independiente se observa el efecto de paricalcitol es
independiente del estatus diabético y de los niveles de 250H vitamina D, de manera que
el efecto principal se mantiene significativo (p=0,002).

A modo de conclusidn, los resultados de nuestro estudio apoyan la hipdtesis de
gue paricalcitol, reduciendo las concentraciones plasmaticas de ADMA, bien a través de la
normalizacién de parametros implicados en el metabolismo calcio-féosforo o bien por
algin mecanismo independiente, puede restaurar al menos parcialmente la disfuncién
endotelial en los pacientes con hiperparatiroidismo secundario en didlisis. Nos
planteamos como mecanismo subyacente que paricalcitol puede regular al alza la enzima
DDAH, encargada de la degradaciéon de ADMA, al igual que se ha demostrado para GW
4064, IL-1B, los estrégenos y PPARy  (Kielstein y Zoccali, 2008), aunque esto,
evidentemente, habria que confirmarlo con estudios in vitro e in vivo. De esta manera,
sugerimos que al disminuir los niveles de ADMA, se produciria un incremento en la

producciéon de NO endotelial a nivel vascular por aumento de la NO sintasa endotelial y
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un aumento de los sistemas antioxidantes como posibles mecanismos subyacentes del
efecto vasoprotector de paricalcitol. Existe otra posible via de eliminacion de ADMA
descrita recientemente a través de la transaminacion de ADMA por la enzima AGXT2
(alanine glyoxylate aminotransferasa 2) para su transformacion a DMGV [a-keto-6-(N,N-
dimethylguanidino)valeric acid] (Rodionov et al., 2010), que podria estar también
implicada en la asociacién entre paricalcitol y niveles mas bajos de ADMA en plasma.
Otros mecanismos como la inhibicion de las PRMT o mediante la reduccién del
catabolismo proteico, o aumentando los niveles de albimina plasmatica (aumentando
por tanto el ADMA libre en plasma) como posible mecanismo para disminuir ADMA
parecen menos probables a priori, teniendo en cuenta el mecanismo de accién de
paricalcitol. En la figura 44 planteamos los mecanismos de accion que nosotros
proponemos a través de los cuales paricalcitol disminuiria los niveles de ADMA. Son
necesarios estudios para aclarar si realmente tras instaurar el tratamiento con paricalcitol
se demuestra una disminucién de los niveles de ADMA, asi como estudios para dilucidar
cual seria el mecanismo de accién a través del cual paricalcitol lograria este efecto.

En la figura 45 planteamos diversos mecanismos de accidn de paricalcitol
mediante los cuales este farmaco disminuye la morbimortalidad cardiovascular, tal y
como se ha propuestos en la literatura. Sumamos a estos mecanismos el propuesto por
nosotros, mediante el cual paricalcitol disminuiria los niveles de ADMA, y por tanto,
aumentaria la disponibilidad de 6xido nitrico y la vasodilatacion endotelio dependiente,

redundando ello en una disminucidon de la morbimortalidad cardiovascular.
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Figura 44. Mecanismo de accidn propuesto a través del cual paricalcitol disminuiria los niveles de
ADMA en plasma. Adaptado y transformado de Kielstein et al. (2007).
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ADMA procede de la metilacién de los residuos de arginina de las proteinas. La reaccién es catalizada por
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las LDL oxidadas y por la lisofosfatidilcolina, entre otros. Muchos factores de riesgo cardiovascular como la
hipercolesterolemia (LDL oxidadas), la homocisteina, la hiperglucemia, la infeccién por CMV, el tabaquismo
y los inhibidores de la bomba de protones disminuyen la actividad de DDAH y por tanto, incrementan
ADMA. GW 4064, IL-1B, los estrégenos y PPARy incrementan la actividad de DDAH, disminuyendo ADMA.
Proponemos que este es uno de los mecanismos mediante el cual puede actuar paricalcitol disminuyendo
las concentraciones de ADMA en plasma. Sefialamos asimismo, otros mecanismos posibles.
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Figura 45. Diversos mecanismos de accidn de paricalcitol mediante los cuales paricalcitol
disminuye la morbimortalidad cardiovascular propuestos en la literatura. Sumamos a estos
mecanismos el propuesto por nosotros, mediante el cual paricalcitol disminuiria los niveles de
ADMA, y por tanto, aumentaria la disponibilidad de dxido nitrico y la vasodilatacion endotelio
dependiente, redundando ello en una disminucidn de la morbimortalidad cardiovascular.
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3. ADMA Y MEDICACION

Hasta la fecha, existe evidencia limitada de que los niveles plasmaticos de ADMA
se pueden reducir con medicacién (Hand et al., 1998). Teniendo en cuenta el mecanismo
por el cual se forma el dxido nitrico, resulta tentador revertir la inhibicion competitiva de
ADMA mediante la administracién de L-arginina. Sin embargo, en pacientes con
enfermedad renal, los estudios son escasos y los resultados no han sido concluyentes
(Cross et al., 2001b). Mientras que un estudio mostrd un efecto positivo sobre la funcion
endotelial, otro no logré demostrar este efecto (Cross et al., 2001b; Hand et al., 1998). Un
ensayo clinico en el que se anadié L-arginina, al tratamiento estandar postinfarto de
miocardio, no sélo no mostré ningun beneficio, sino una tendencia hacia una mayor
mortalidad (Schulman et al., 2006). Un resultado similar se observé en un estudio en

pacientes con enfermedad arterial periférica donde la L-arginina mostré un detrimento
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en la funcién vascular en estos pacientes, por lo que esta estrategia se ha dejado de lado
(Wilson et al., 2007).

En un estudio en humanos, el inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA) perindopril redujo los niveles plasmaticos de ADMA en 11 pacientes con diabetes
mellitus no insulinodependiente (Ito et al., 2001). Tanto el enalapril (también un IECA)
como eprosartan (ARAIl) redujeron los niveles de ADMA en 20 pacientes con
hipertensidon arterial esencial (Delles et al.,, 2002). Esto se confirmd con los IECA
zofenoprilo y enalapril en un estudio mas amplio que involucraba a 96 pacientes con
hipertension aterial esencial (Napoli et al., 2004). Sin embargo, en un estudio controlado
aleatorio de Fliser et al, no se pudo demostrar un efecto sobre los niveles de ADMA
plasmaticos tras 4 semanas de tratamiento con el ARAIl olmesartan a dosis de 40 mg/dia,
en 35 pacientes con diabetes mellitus no insulinodependiente (Fliser et al., 2005). Si los
IECAs y/o ARAII tienen un efecto directo sobre el metabolismo de ADMA o si el cambio en
los niveles de ADMA es resultado de los cambios en la presidn arterial ain no esta claro.
En nuestro estudio, analizamos si los pacientes estaban en tratamiento con IECA y/o
ARAIl, pero no evaluamos exactamente qué farmaco estaban recibiendo, porque, por un
lado, no era el objetivo del estudio, y por otro lado, porque la muestra resultaba muy
pequeiia para hacer este tipo de analisis. Observamos una tendencia a que los pacientes
que recibian IECA y/o ARAIl presentaban niveles mas bajos de ADMA, pero sin que la
diferencia fuera estadisticamente significativa (p=0,577).

En contraste con los datos contradictorios sobre el efecto de los IECA y los ARAII,
los antidiabéticos orales muestran ser mas eficaces a la hora de reducir los niveles de
ADMA. La mejora en el control glucémico con metformina redujo los niveles plasmaticos
de ADMA en pacientes con diabetes (Asagami et al., 2002). Rosiglitazona mejoré la
resistencia a la insulina y ADMA en plasma disminuyendo los niveles en siete pacientes
resistentes a la insulina con hipertensién arterial (Stuhlinger et al., 2002). Este efecto
probablemente es consecuencia de la regulacién al alza de DDAH. De hecho, en la rata, la
rosiglitazona (ligando de PPARy) aumenta la produccién de éxido nitrico en parte por la
regulacién positiva de la expresidon de DDAH Il tisular y por la disminucion de los niveles
sistémicos de ADMA (Wakino et al.,, 2005). Probablemente esto se deba a una accion

especifica del ligando de PPARy sobre la DDAH, mas que el efecto del mejor control
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glucémico, ya que en estudios en humanos con acarbosa, se logré un mejor control
glucémico, pero no se observaron modificaciones en los niveles de ADMA (Wascher et al.,
2005).

Por otro lado, la terapia con estrégenos en las mujeres posmenopausicas, ya sea
sola o en combinacién con progestagenos, redujo modestamente los niveles de ADMA
(Post et al., 2003; Teerlink et al., 2003), probablemente debido a un aumento de la
actividad DDAH inducida por estrégenos (Holden et al., 2003). Sobre la base de nuestro
conocimiento actual, el tratamiento dirigido a reducir el estrés oxidativo debe reducir los
niveles de ADMA (Sydow y Munzel, 2003). Dos estudios preliminares sobre el efecto del
acido fdlico y vitamina E mostré un pequeio efecto beneficioso de estos tratamientos
(Holven et al., 2003; Saran et al.,, 2003), pero la reduccion de homocisteina no tenia
efecto sobre los niveles de ADMA en plasma, ni en monos ni en los seres humanos
(Sydow et al., 2003; Ziegler et al., 2005).

Con respecto a la relacién existente entre estatinas y ADMA, existen varios
estudios acerca del efecto de las estatinas sobre los niveles de ADMA. Ni la atorvastatina,
ni la pravastatina ni la simvastatina reducen los niveles plasmaticos de ADMA (Eid et al.,
2003; Paiva et al., 2003; Pereira et al., 2003). Sin embargo en un estudio llevado a cabo
por Lu et al. (2004), rosuvastatina si que logré demostrar una reduccién en ADMA en
plasma (Lu et al., 2004). Se cree que posiblemente, las estatinas provoquen un
incremento la produccién de NO endotelial a nivel vascular, aumento de la NO sintasa
endotelial y un aumento de los sistemas antioxidantes como posibles mecanismos
subyacentes (Jones et al., 2002; Laufs et al., 1998; Shishehbor et al., 2003).

En un estudio publicado recientemente se observd que los inhibidores de la
bomba de protones (IBP) producian aumentos en los niveles plasmaticos de ADMA, vy
reducian los niveles de 6xido nitrico y la vasodilatacion endotelio-dependiente en un
modelo murino y en tejidos humanos exvivo, a través de la unién a DDAH vy la inhibicidn
de esta enzima, siendo esto una posible explicacién de porqué los IBP se asocian a un
mayor riesgo cardiovascular en pacientes con enfermedad coronaria (Ghebremariam et
al., 2013).

Actualmente no existe una evidencia clara de que se puedan disminuir los niveles

de ADMA con medicacion, al igual que tampoco esta claro que la reduccion de los niveles
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de ADMA pueda tener alguna relevancia clinica. Se esta investigando el papel de un
farmaco especifico, el agonista del receptor X farnesoide GW 4064, capaz de aumentar la
expresion de DDAH vy disminuir los niveles de ADMA, aunque aun no existen resultados
definitivos (Hu et al., 2006).

En el presente estudio evaluamos, al margen del tratamiento con paricalcitol,
IECAs y/o ARAIl ya comentados, el efecto de las estatinas, nuevamente como clase, sin
tener en cuenta cada farmaco en particular, sin observar diferencias significativas entre
ambos grupos (p=0,795). Con el acido acetilsalicilico, tampoco encontramos diferencias

significativas entre ambos grupos (p=1).

4. ADMA, HIPERTENSION ARTERIAL Y MORBIMORTALIDAD CARDIOVASCULAR

La relacion entre la hipertension arterial y la mortalidad cardiovascular en
pacientes con enfermedad renal terminal es compleja debido a la alta prevalencia de
trastornos comorbidos y patologia vascular subyacente. En los pacientes en tratamiento
con hemodialisis crénica no es facil definir los criterios que permiten el diagndstico de
hipertensidn, ya que en una pauta intermitente de hemodidlisis, con una frecuencia de
tres veces por semana, existe una acumulacion progresiva de liquido a lo largo de 48 0 72
horas que alcanza su maximo predialisis y su minimo después de perder cerca del 5% del
peso corporal durante la sesion de didlisis, en un periodo variable de tiempo, que suele
oscilar entre tres y cinco horas por sesidn (Lopez-Gomez et al., 2005). Por ello, la presidon
sistdlica predialisis en franca sobrecarga de volumen no refleja exactamente la situacion
media de la presidon arterial y puede estar sobrestimada al menos en 10 mmHg
(Goicoechea et al.,, 2006). Por otra parte, la presion sistélica postdialisis tampoco es
adecuada, ya que puede estar infravalorada en unos 7 mmHg (Coomer et al., 1997), y
existen muchos pacientes con mala tolerancia a la extraccion de volumen que suelen
presentar con frecuencia episodios de mala tolerancia hemodindmica, con la consiguiente
hipotensidn intra y/o postdialisis. En pacientes en hemodialisis, la presion arterial refleja
en gran medida, el estado de hidratacion y el volumen intravascular de cada paciente,
dependiendo esto, entre otros factores, de la ingesta hidrica, asi como de la prescripcién

de la didlisis y fijacion del peso seco. La evidencia de que es posible controlar la presiéon
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arterial con una adecuada pérdida de volumen en didlisis en la mayor parte de estos
pacientes la encontramos en parte de los trabajos del grupo de Tassin et al. (Charra et al.,
1992) que logra un adecuado control tensional sin necesidad de medicacion
antihipertensiva en mas del 95% de sus pacientes utilizando una pauta de hemodialisis
larga de ocho horas por sesidon, que permite una elevada eficacia y buena tolerancia a una
lenta extraccion de volumen (Charra et al., 1992).

En los pacientes con ERCA la presencia de HTA es significativamente mas alta que
en la poblacién general, alcanzando cifras del 70-80% cuando llegan a situacién de ERC
terminal y manteniendo una prevalencia en dialisis alrededor del 60% (Kooman et al.,
1992). De acuerdo con el criterio habitual para las personas sin ERC, la HTA puede ser
definida como la presion arterial sistélica mayor o igual a 140 mmHg o la presién arterial
diastélica mayor o igual a 90 mmHg tomada en la arteria braquial, en posicion sentado,
en el brazo contralateral al del acceso vascular.

En nuestro estudio para evaluar la relacion entre ADMA e HTA recogimos la
presion arterial sistolica (PAS) predialisis, la presion arterial diastdlica (PAD) predialisis y si
los pacientes tomaban o no medicacidon antihipertensiva (IECA y/o ARAIl y/o
calcioantagonistas y/o alfabloqueantes y/o betabloqueantes). Establecimos el parametro
de PA elevada en aquellos pacientes que presentaban una PAS predidlisis mayor o igual a
140 mmHg y/o una PAD predialisis mayor o igual a 90 mmHg, representando este grupo
el 39,1% de la poblacidon analizada. Asimismo, evaluamos la relacién entre ADMA vy la
presion del pulso (PAS menos PAD).

Analizamos la relacién existente entre ADMA y pacientes que recibian medicacion
antihipertensiva sin observar diferencias significativas entre ambos grupos (p=0,462). Por
otro lado, al analizar la variable PA elevada (PAS>140 mmHg y/o PAD>90 mmHg),
observamos una diferencia marginalmente significativa en ADMA entre ambos grupos
(p=0,053), llamando la atenciéon que los niveles de ADMA estaban mas elevados en
aquellos pacientes con la PA predialisis menor o igual a 140/90 mmHg en comparacion
con el grupo de pacientes con la PA predidlisis elevada, alcanzando la significacién
estadistica (p=0,001).

El papel de la HTA sobre la mortalidad cardiovascular esta bien definido en Ila

poblacién general. Sin embargo, no estd aun claramente establecido que aumente el
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riesgo de mortalidad en los pacientes en dialisis, de forma que algunos estudios no han
encontrado asociacion (Churchill et al., 1992) y en otros, paraddjicamente, se ha descrito
un efecto protector (Goodkin et al., 2003). Algunos autores refieren que la PA baja
conlleva paraddjicamente un mayor riesgo de mortalidad en pacientes en HD (Lopez-
Gomez et al., 2005; Port et al.,, 1999; Salem y Bower, 1996; Shoji et al., 2004). Otros
autores han descrito que es la hipertension arterial postdialisis, mas que la predidlisis, la
qgue constituye un factor prondstico para la mortalidad. Ademas, esta relacién no es
lineal, sino en forma de U, ya que tanto los valores altos de presién como los bajos
influyen negativamente sobre la supervivencia (Zager et al.,, 1998). Por otro lado, la
presion del pulso parece ser un indicador prondstico de mortalidad en dialisis mas fiable,
con un valor predictivo mayor que las cifras de presidon arterial (Tozawa et al., 2002).
Existen ademds una serie de factores adicionales que pueden afectar la correlacidon
general entre PA elevada y menor supervivencia entre los pacientes de dialisis, y que
explicarian esta paradoja:
1.- La mayor mortalidad entre pacientes con PA mas baja puede ser el resultado de la
disfuncién miocardica, otras comorbilidades asociadas y/o la malnutricién. Esto se
demostré en un estudio retrospectivo de 2770 pacientes en didlisis peritoneal, que
encontré que los pacientes con cifras de PA mds elevadas, presentaban una menor
mortalidad al afio que el resto de los pacientes (Udayaraj et al., 2009).
2.- La relacién entre la HTA y la enfermedad cardiovascular puede disociarse, ya que,
debido a los cambios en el estado del volumen y los efectos de la hemodialisis, se observa
una amplia gama de PA en los individuos en didlisis.
3.- La PA elevada por si sola no tiene en cuenta el posible efecto perjudicial de un
aumento de la presion de pulso (Klassen et al., 2002; Tozawa et al., 2002). Un estudio
retrospectivo de mas de 44.000 pacientes en didlisis encontrd que un incremento de la
presion del pulso aumenta directamente el riesgo de mortalidad a un afio de
seguimiento, incluso después del ajuste por la PA sistdlica (Klassen et al., 2002).

Por otro lado, en cuanto a la relaciéon entre ADMA e HTA, cada vez existe mayor
evidencia que muestra que el NO desempefia un papel importante en la regulacion del
tono vascular y la PA (Arnal et al.,, 1995; Dominiczak y Bohr, 1995). Hay dos posibles

mecanismos por los cuales ADMA estd involucrado en la patogenia de la hipertension. Por
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un lado, ADMA a través de la inhibicion de la actividad de la NOS endotelial, puede
ejercer un efecto vasoconstrictor a nivel vascular (Achan et al.,, 2003; MacAllister y
Vallance, 1994), y por otro lado, ADMA puede inhibir la excrecion renal de sodio
mediante la reduccién de la sintesis de NO en el rifidn (Bech et al., 1996; Kielstein et al.,
2004b; Ruilope et al., 1994). En ratas sometidas a nefrectomia de 5/6, los niveles de
ADMA se relacionan de manera clara con los niveles de PA (Matsuguma et al., 2006). En
humanos, en sujetos japoneses sin enfermedad coronaria o arterial periférica se ha
observado que los niveles plasmaticos de ADMA estan asociados con niveles medios de
PA mas elevados (Miyazaki et al., 1999). Esta relacion, parece ser mas evidente en
pacientes con HTA esencial (Goonasekera et al., 1997; Paiva et al., 2002; Perticone et al.,
2005; Surdacki et al., 1999), especialmente en aquellos individuos que son sal sensibles
(Fujiwara et al., 2000). ADMA es probablemente el mas importante regulador de NO a
nivel renal (Zoccali, 2006). Una ingesta elevada de sal incrementa la excrecion urinaria de
ADMA (Matsuoka et al., 1997) e incrementa también la expresion de todas las isoformas
de NOS en la médula renal (Mattson y Higgins, 1996). Por otro lado, la PA en si puede
elevar los niveles de ADMA en plasma a través de la regulacién positiva de PRMT por un
aumento del estrés de cizalla a través de la via de NF-kB (Osanai et al., 2003). Los niveles
plasmdaticos de ADMA se elevan en respuesta a una expansion del volumen extracelular,
de manera que en pacientes hipertensos, ante una sobrecarga de sal se puede observar
un aumento en los niveles de ADMA y un descenso en los niveles de NO (Fujiwara et al.,
2000). Asimismo, la angiotensina Il y las generacién de ROS pueden también estar
implicadas en la elevacién de los niveles de ADMA en la hipertension (Ueda et al., 2007).
Esta correlacidon entre HTA y niveles de ADMA queda bastante patente en sujetos con
hipertension arterial esencial o con algun grado de ERC, donde la regulacién de la PA a
través del rindn aun esta preservada. Sin embargo, en pacientes en hemodialisis, donde
practicamente no existe regulacién renal al no tener funcién renal residual, no
disponemos de datos fehacientes acerca de la relacion entre ADMA e HTA. Nosotros,
dado la dificultad de un diagnéstico veraz de hipertensiéon arterial en pacientes en
hemodidlisis por los mecanismos patogénicos implicados, asi como la complejidad de la
relacion entre la hipertension y la mortalidad cardiovascular en pacientes con

enfermedad renal terminal en hemodidlisis debido a la alta prevalencia de patologia
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vascular subyacente y comorbilidades asociadas, no podemos sefialar una justificacion
evidente a los resultados obtenidos en nuestra cohorte. Creemos necesario realizar mas
estudios en esta poblacidon para poder encontrar una relacidon causal clara entre PA y
niveles de ADMA, vy su relacion con la morbimortalidad cardiovascular en esta situacion

concreta, en la que se dan numerosos factores de confusién.

5. ADMA E HIPERTROFIA DEL VENTRICULO IZQUIERDO

La hipertrofia del ventriculo izquierdo es un factor independiente de morbilidad y
mortalidad, ya descrito en la poblacién general. Diferentes series han mostrado una alta
prevalencia de HVI en los enfermos con ERCA en hemodialisis cronica, presentandose
entre un 40-70% de los casos (Foley et al., 1998b). Se ha observado también que la HVI
progresa hasta un afio después de comenzar el tratamiento con hemodialisis,
manteniéndose estable posteriormente (Foley et al., 1998a; Parfrey et al., 1996).

Varios factores parecen contribuir al desarrollo de HVI en este grupo de pacientes
como son la uremia per se, el acimulo de aluminio, la anemia, la hipertension arterial, la
sobrecarga de volumen, el tabaquismo, el sexo masculino, la edad, el hiperparatiroidismo
y la presencia de una fistula arteriovenosa de alto flujo (Parfrey y Harnett, 1994; Sarnak et
al., 2003).

La presencia de HVI aumenta el riesgo relativo de mortalidad de cualquier causa a
2,9 y de origen cardiovascular a 2,7 (Silberberg et al., 1989). Disminuye la supervivencia
en un 44% a los 2 afios cuando la HVI es severa, y en un 12% cuando es leve (Silberberg et
al., 1989). Es ademas un factor de riesgo independiente para el desarrollo de cardiopatia
isquémica e insuficiencia cardiaca congestiva (Parfrey et al., 1996). Algunos autores han
descrito regresién parcial, y menos frecuentemente total, de la HVI tras el control
mantenido de la PA y tras la correccidon de la anemia con eritropoyetina (Foley et al.,
1998a; Tagawa et al., 1991). Ademas, dicha regresidon conlleva un efecto claramente
beneficioso sobre la supervivencia (London et al., 2001). Los IECA parecen jugar un papel
adicional al del control de la PA sobre la regresion de la HVI (Cannella et al., 1998; London
et al., 2001). Dado que en pacientes en hemodidlisis, los niveles de ADMA son también

capaces de predecir la progresion de engrosamiento en la intima carotidea (Nanayakkara



Discusion

et al., 2005; Zoccali et al., 2002a), observandose ademas una asociacidn con la hipertrofia
del ventriculo izquierdo y con la disfuncién del ventriculo izquierdo (VI) (Zoccali et al.,
2002b), decidimos analizar en nuestra poblacidn si existia relacién entre HVI y niveles de
ADMA, asi como con la disfuncién VI o la fraccion de eyeccién, aunque no detectamos

diferencias estadisticamente significativas con las variables analizadas.

6. ADMA E INFLAMACION. PAPEL DEL ACCESO VASCULAR PARA HEMODIALISIS

La disfuncién endotelial medida por la ADMA y la inflamacidn se ha relacionado de
manera consistente con la aterosclerosis, eventos cardiovasculares y la muerte en
pacientes con ERCA (Tripepi et al.,, 2011). La inflamacidon amplifica el efecto de ADMA
sobre la gravedad de la aterosclerosis en pacientes con ERCA, pero aln se desconoce si la
inflamacién y ADMA interactian elevando el riesgo de eventos cardiovasculares y de
muerte en esta poblacién. En un estudio de Tripepi et al. (Tripepi et al., 2011) en una
cohorte de 225 pacientes en hemodialisis, se observd que existia una interaccién entre
biomarcadores de inflamacion y ADMA, de manera que la mortalidad era mayor en el
grupo que presentaba tanto ADMA como PCR elevada, en comparacién con los grupos
qgue soélo presentaban uno de los marcadores elevados. Concluyen por tanto que la
inflamacién amplifica el riesgo de muerte y eventos cardiovasculares en pacientes con
ADMA elevado en sujetos en hemodidlisis (Tripepi et al., 2011). Varias lineas de evidencia
indican que la disfuncion endotelial esta intimamente asociada con la inflamacidn crdénica
(Stenvinkel et al., 2005; Zoccali et al., 2003). En un estudio de cohortes prospectivo en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2, se observo una interaccién entre PCR y ADMA, que
se relacionaba ademds con eventos cardiovasculares (Krzyzanowska et al., 2007). Sin
embargo, la relacidon entre ADMA y PCR depende del contexto, ya que en la sepsis aguda,
existe una disminucidn en los niveles de ADMA (Zoccali et al., 2007). La inflamacidén en los
pacientes con ERC es un problema multifactorial (Zoccali et al., 2007), ya que tanto
factores relacionados con la didlisis como factores independientes de la misma pueden
favorecer la inflamacion estimulando la sintesis o liberacién de citoquinas

proinflamatorias como PCR, IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y (Stenvinkel et al., 2005).
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Cada vez existe mayor evidencia de que el tipo de acceso vascular para la
hemodiilisis, en concreto los catéteres venosos centrales (CVCs), se asocian con el estado
de inflamacidn de los pacientes en programa de depuracién extrarrenal (Wystrychowski
et al., 2009). En un estudio reciente, se constatd que los CVCs, en comparacién con las
fistulas arteriovenosas, presentaban un estado inflamatorio mayor, con una PCR y una IL-
6 significativamente mas elevada (Banerjee et al., 2014). En nuestro trabajo observamos
que el grupo de pacientes que portaba un CVC en el momento de la determinacién de
ADMA presentaba unos niveles mas elevados que el grupo con fistula arteriovenosa o
protesis de PTFE, siendo la diferencia estadisticamente significativa (p=0,034). Nos
planteamos que los pacientes que portaban CVC fueran pacientes mds afiosos o con mds
comorbilidades, que condicionara que el paciente no pudiera tener un acceso vascular
definitivo para hemodialisis. Al hacer un analisis estadistico ajustando este resultado por
la edad, la relacion existente entre la presencia de un CVC y ADMA, pierde la significacion

estadistica (p=0,26), tomando protagonismo la variable edad (p=0,014).

7. ADMAY EDAD

El envejecimiento de la poblacion es un hecho innegable en la poblacién actual en
los paises desarrollados. Se estima que en 2050, el nimero de personas mayores de 60
afios serda mayor que el de personas jovenes (2001). La edad avanzada es en si misma un
factor de riesgo cardiovascular firme e independiente, y muchos de los procesos
involucrados en el envejecimiento se ven modulados por el NO por un aumento de estrés
oxidativo, como la rigidez arterial, el tono vascular, la funcién plaquetaria, la hipertrofia
del miocardio y la disfuncion ventricular (Sverdlov et al., 2014). Pero ademas, a medida
gue envejecemos, aumenta el nimero de factores de riesgo cardiovascular asociados con
la disfuncion endotelial y el estrés oxidativo, como la hipertensién, la dislipemia, la
diabetes mellitus y la enfermedad renal crénica, que como ya hemos visto en varias
ocasiones, se asocia de forma clara con niveles aumentados de ADMA en sangre. En
varios estudios, se ha constatado que los niveles de ADMA en plasma aumentan con la
edad (Kielstein et al., 2003; Miyazaki et al., 1999; Sverdlov et al., 2014), reduciendo por lo

tanto la disponibilidad de NO y contribuyendo a la disfuncion endotelial y Ia



Discusion

arteriosclerosis. Algunos autores apuntan a la posibilidad de que ADMA aumenta con la
edad debido en parte al descenso del FG asociado con la edad (Kielstein et al., 2003;
Zoccali, 2006). Sin embargo, en nuestro estudio en pacientes en hemodialisis
(practicamente sin funcion renal residual) ADMA aumenta también con la edad de
manera significativa (p=0,008), lo cual apunta a que aunque este mecanismo es plausible,
no debe ser el Unico implicado en la correlacidn existente entre ADMA y la edad. En este
sentido, resulta interesante un estudio in vitro, donde se demostré que ADMA aumenta
la tasa de senescencia endotelial y acorta la longitud de los telémeros mediante una
reduccion significativa en la actividad telomerasa en células endoteliales tratadas con
ADMA, en comparacion con el grupo control (Scalera et al., 2004). Concluyen por tanto
gue ADMA acelera el envejecimiento y aumenta el estrés oxidativo en células

endoteliales.

8. ADMA Y HEMODIALISIS

Debido a que ADMA, como la urea, tiene un peso molecular bajo, la didlisis parece
ser la opcién de elecciéon para la eliminaciéon de ADMA en pacientes con ERCA. Sin
embargo, los estudios que han evaluado el impacto de la hemodialisis en los niveles de
ADMA en plasma indican que este punto de vista es demasiado simplista, ya que la
reduccion de ADMA no necesariamente traduce una significacion clinica posterior. En los
estudios con una disminucidn significativa de los niveles de ADMA en plasma por HD, la
reduccion oscilé entre 23% (Anderstam et al., 1997) y 65% (Schmidt et al., 1999a). Sin
embargo, varios estudios no identificaron una disminucion significativa en ADMA,
comparando los niveles de ADMA pre y postdialisis (Kielstein et al., 2004a; Kielstein et al.,
1999; MacAllister et al.,, 1996). Los datos sugieren que la dialisancia, y por tanto la
eliminacion de ADMA mediante la didlisis se ve obstaculizada por el hecho de que ADMA
se encuentra unida a proteinas plasmaticas (Kielstein et al., 2004a). Sélo alrededor de 37
pumol es decir, el 12% de la cantidad de ADMA producido al dia, se detectd en el dializado
después de una HD estandar (Kielstein et al., 2004a). Aunque existen pequefios estudios
que sugieren que las membranas de alto flujo (Kielstein et al., 2004a) y hemodiafiltracién

(Schroder et al., 2001) podrian ser mas eficientes para eliminar ADMA, esto no se ha
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confirmado ni a corto (Kalousova et al., 2006) ni a largo plazo (Beerenhout et al., 2005).
Teniendo en cuenta estos hechos, analizamos si la calidad de dialisis medida por diversos
parametros (Kt/V simple o dialisis adecuada, entendida como Kt/V>1.2 o PRU265%) se
relacionaba de alguna manera con los niveles de ADMA, sin observar asociacion

estadisticamente significativa con ninguna de las variables analizadas.

9. ADMA E iINDICE DE CHARLSON

El indice de comorbilidad de Charlson, es un sistema de evaluacién de la esperanza
de vida a los diez anos, dependiendo de la edad y de las comorbilidades del sujeto que se
evalla. Consta de 20 items, que si estan presentes, se ha comprobado que influyen de
una forma concreta en la esperanza de vida del paciente (Charlson et al., 2008; Charlson
et al., 1987). Encontramos una correlacién estadisticamente significativa (p=0,044) entre
el indice de Charlson y niveles de ADMA. En la literatura, no hemos encontrado alusién a
la asociacidn entre este indice los niveles de ADMA, pero no obstante, consideramos que
es una correlacion légica, al estar los niveles de ADMA asociados, tanto en nuestro
trabajo como en numerosos estudios publicados, por un lado a la mortalidad global y por

otro lado a la edad.

10. ADMA, DIABETES MELLITUS Y OBESIDAD

A pesar de que se cree que existe una relacién causal entre la disfuncién endotelial
y la progresién de la DM y sus complicaciones (Quyyumi, 1998), los mecanismos
subyacentes de la patogenia de la micro y macroangiopatia asociada a esta enfermedad
no se conocen con certeza. Existen estudios que indican una disminucién en la produccion
de NO en pacientes diabéticos (Fayh et al., 2013), pero existe mas evidencia del papel del
estrés oxidativo en la patogenia de la DM y sus complicaciones (Stojanovic et al., 2013).
Por otro lado, los niveles de ADMA se encuentran aumentados en aquellas condiciones
gue se asocian con un aumento del estrés oxidativo (Busch et al., 2006), pero
curiosamente, no existe gran evidencia de la asociacién entre ADMA y la DM o sus

complicaciones (Cighetti et al., 2009). Sin embargo, con la obesidad y la resistencia a la
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insulina relacionada con la obesidad si que se ha observado una relacién, de manera que
los niveles plasmaticos de ADMA se encuentran mas elevados en mujeres obesas con
resistencia a la insulina, volviendo los valores de ADMA a la normalidad tras la pérdida de
peso (McLaughlin et al., 2006; Stuhlinger et al., 2002). Asi, en los ratones transgénicos
que sobreexpresan DDAH, los niveles de ADMA se encuentran disminuidos y presentan
también una mayor sensibilidad insulinica (Sydow et al., 2008). En el presente estudio,
tampoco se observé asociacidn significativa entre niveles de ADMA vy la presencia o no de

DM, de obesidad, o correlacién con el IMC.

11. ADMA, ANEMIA'Y ERITROPOYETINA

En nuestro estudio, observamos una correlacidn significativa entre niveles de
ADMA y hemoglobina (p=0,016) y entre niveles de ADMA vy la presencia de anemia
(Hemoglobina < 11 g/dL), con una p=0,03. Sin embargo, en la literatura no encontramos
datos claros acerca de la asociacion entre niveles de ADMA y anemia. Si existen estudios,
sin embargo, en referencia a la asociacién entre tratamiento con eritropoyetina (EPO) y
niveles de ADMA (Scalera et al., 2005). Aunque la EPO tiene importantes efectos
beneficiosos, sobre todo en cuanto a la correccidn de la anemia, también se ha observado
que puede tener efectos secundarios, como el aumento de la PA y alteracién en la
produccién de oxido nitrico a nivel endotelial, aumentando por tanto el estrés oxidativo
(Wang y Vaziri, 1999). Scalera et al. (2005) observaron in vitro que las células endoteliales
respondian a la EPO incrementando la produccién de ADMA de manera dosis
dependiente (Scalera et al., 2005). Este mismo grupo observd en pacientes con ERC que
recibieron tratamiento con EPO por vez primera, que se producia un incremento en los
niveles plasmaticos de ADMA (Scalera et al.,, 2005). Nosotros no podemos extraer
conclusiones de los resultados observados, ya que no se evalué si estos pacientes estaban
0 no en tratamiento con EPO, lo cual muy probablemente haya influido en los resultados
obtenidos. Se ampliara el estudio recogiendo este y otros datos, para evaluar con

detenimiento estos resultados.
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12. ADMA E HIPERHOMOCISTEINEMIA

La hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo para la enfermedad cardiovascular
y para el accidente cerebrovascular (Dayal y Lentz, 2005). Los mecanismos por los que la
homocisteina afecta la funcion vascular incluyen la disminucidn de la biodisponibilidad de
oxido nitrico, aumento del estrés oxidativo, aumento de la proliferaciéon de la fibra
muscular lisa vascular o la alteracidn de las propiedades eldsticas de la pared vascular, asi
como la disminucidn de la S-adenosil metionina que se asocia con hipometilacidn global
(Van y Stehouwer, 2000). La homocisteina se produce durante la sintesis de ADMA vy
puede alterar el metabolismo ADMA mediante la inhibicién de DDAH (Dayal y Lentz,
2005). Se ha observado el efecto inhibidor de la homocisteina (Boger et al., 2001), de
manera que la incubacion de células endoteliales con elevadas concentraciones de
metionina u homocisteina (>100 uM) aumenta considerablemente la concentracion de
ADMA en el sobrenadante (Sydow y Munzel, 2003). Este efecto es comparable al
observado en pacientes con hiperhomocisteinemia (Boger et al., 2000a) y en animales de
experimentacion sometidos a dietas con un contenido elevado de homocisteina o
colesterol (Boger et al., 2000b), condiciones en las que se ha descrito una elevacion
plasmatica de los niveles de ADMA.

Ante estos hechos, analizamos también la asociacidon existente entre niveles de
homocisteina y niveles de ADMA en nuestra poblacién, observando una tendencia a que
los pacientes con niveles mas elevados de homocisteina presentasen también niveles mas
elevados de ADMA, aunque sin llegar al umbral de la significacién estadistica. El 94% de
nuestra poblacién presentaba hiperhomocisteinemia moderada, con niveles de
homocisteina > 15 umol/L, con sdélo 5 pacientes con niveles por debajo de este rango, lo

cual probablemente haya condicionado nuestros resultados.
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CAPITULO VII. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Consideramos que la principal limitacion de nuestro estudio es su caracter
observacional, lo que excluye la posibilidad de sacar conclusiones definitivas acerca de la
naturaleza causal o no de las relaciones que encontramos. Por otro lado, aunque la
morbimortalidad cardiovascular asociada a ADMA se evalud prospectivamente, el resto
de las asociaciones con ADMA se evaluaron de forma transversal, por lo que hay que
interpretar los resultados con precaucion. Por otro lado, aunque el tamafio de la muestra
estudiado resulta adecuado para demostrar determinados efectos, probablemente con
un tamano muestral mayor hubiera sido posible encontrar otras asociaciones o
correlaciones con ADMA.

Los puntos fuertes de nuestro estudio son la solidez del enfoque estadistico, la

coherencia interna y plausibilidad biolégica de los resultados.
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CONCLUSIONES

1. En nuestra poblaciéon, constituida por pacientes con ERCA en tratamiento renal
sustitutivo mediante hemodialisis, comprobamos que a mayores concentraciones
plasmdaticas de ADMA, existe mayor riesgo de mortalidad. Nuestro estudio por
tanto, confirma que ADMA pudiera constituirse en un predictor fuerte e

independiente de la mortalidad global en estos pacientes.

2. En el presente estudio no observamos correlacion entre concentraciones
plasmdaticas incrementadas de ADMA con la enfermedad cardiovascular. No
obstante observamos una tendencia a que aquellos pacientes con niveles mas
altos de ADMA presentasen un mayor riesgo de desarrollar eventos

cardiovasculares.

3. En nuestro estudio encontramos una asociacion significativa entre niveles de
ADMA vy paricalcitol, de manera que los pacientes en tratamiento con paricalcitol
presentaron unos niveles de ADMA inferiores respecto a los que no recibieron
este tratamiento. Hasta la fecha, no tenemos conocimiento de que estos datos
hayan sido descritos. Por lo tanto, consideramos que nuestro resultado, podria
contribuir a entender el beneficio anadido en términos de morbimortalidad que

ha demostrado el tratamiento con paricalcitol.

4. Los efectos beneficiosos demostrados por paricalcitol, podrian explicarse, al
menos en parte, a través de la disminucidn de los niveles de ADMA implicando
probablemente una reversién de la disfuncién endotelial. Serdn necesarios mas

estudios para confirmar este efecto, y el mecanismo fisiopatoldgico subyacente.
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CONCLUSIONS

1.

4.

In our population of patients with CKD in hemodialysis, we observe that higher
plasma concentrations of ADMA are associated with an increased risk of mortality.
Our study therefore confirms that ADMA could become a strong and independent

predictor of overall mortality in these patients.

In the present study we observed no correlation between increased plasma
concentrations of ADMA with cardiovascular disease. However we note a
tendency for patients with higher ADMA levels to have an increased risk of

cardiovascular events.

In our study we found a significant association between ADMA concentrations and
paricalcitol, so that patients treated with paricalcitol had lower levels of ADMA
compared to those who did not receive this treatment. To date we have no
knowledge that these data have been described. Therefore, we believe that our
results could help to understand the added benefit in terms of mortality that

paricalcitol has shown.

The beneficial effects demonstrated by paricalcitol, could be explained at least in
part by decreasing ADMA levels probably involving a reversal of endothelial
dysfunction. Further studies are needed to confirm this effect, and the underlying

pathophysiological mechanism.
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ANEXO IV

Hospital Universitario
de Gran Canaria Dr. Negrin

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO
ESTUDIO PROSPECTIVO DE MORBIMORTALIDAD EN PACIENTES EN HEMODIALISIS
CRONICA. PAPEL DE LA DIMETILARGINIA ASIMETRICA (ADMA).

Su médico le ha solicitado, participar en este estudio, ahora y en cumplimiento de la Ley
41/2002 de 14 de Noviembre “Basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y
obligaciones en materia de informacion y documentacion clinica” reiteramos la explicacion dada
verbalmente, ahora, por escrito con objeto de que nos autorice a incluirlo en el mismo.. Es importante
que usted conozca y entienda la finalidad y los procedimientos llevados a cabo en este estudio, lea
atentamente esta informacion y no dude en preguntar toda aquellas cuestiones que no le queden claras .

ANTECEDENTES |

Durante el curso de la enfermedad renal cronica se alteran una serie de marcadores de riesgo
cardiovascular que es importante conocer y estudiar para poder hacer un tratamiento mas estricto de
los factores de riesgo cardiovascular. En aquéllos pacientes con mas probabilidad de desarrollar
eventos de este tipo, es fundamental poder conocer estos marcadores, que aun no se conocen del todo
bien y que se estan estudiando en el momento actual, para poder prevenir eventos cardiovasculares y
disminuir la morbimortalidad en pacientes en hemodialisis.

OBJETIVO DEL ESTUDIO |

Por lo anterior hemos decidido realizar este estudio en pacientes con Enfermedad Renal Cronica
Terminal en Hemodidlisis, entre los cuales se encuentra Ud. con el objetivo de conocer cuales son sus
niveles sanguineos de diversos marcadores de riesgo cardiovascular.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO |

Para realizar el estudio no se le realizaran pruebas adicionales. Unicamente se haran determinaciones de
diversos factores de riesgo cardiovascular en las muestras de las analiticas de las cuales disponemos, y
en las muestras que se soliciten habitualmente en sus sesiones habituales de dialisis segiin protocolo.

RIESGOS DEL ESTUDIO |

No se prevé que su participacion en el estudio pueda resultar perjudicial para su salud.

BENEFICIOS DE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO |

Su médico controlara su enfermedad y su evolucion estrechamente durante todo el estudio.

OBLIGACIONES |

Su participacion en el estudio es completamente voluntaria. Usted puede negarse a participar. Asi mismo
podra retirarse del estudio en cualquier momento sin que de ello, se derive ningin perjuicio ni pérdida
de los beneficios sanitarios a los que Usted tiene derecho.

AVANCES EN EL CONOCIMIENTO |

Usted sera informado de todos los avances o nuevos descubrimientos que se realicen durante el curso de
esta investigacion que puedan influir en su salud.



CONFIDENCIALIDAD |

Siguiendo la Ley Organica 15/1999, de 13 de Diciembre, Proteccion de datos de caracter personal y el
RD 1720/2007 de 21 de diciembre y el resto de legislacion aplicable, todos los datos recogidos en el
transcurso del estudio seran tratados de forma estrictamente confidencial y seran utilizados tinicamente
para la valoracion del estudio sin desvelar en ningin momento los datos de su identificacion. Todas las
personas que forman parte del equipo investigador estan obligadas a mantener el secreto profesional.

COMITES ETICOS |

Del presente protocolo de estudio ha tenido conocimiento el Comité de Etica e Investigaciéon Clinica de

ese hospital.
DECLARACION I

D/DNA: con D.N.L

Mediante el presente documento DOY MI AUTORIZACION para participar en este estudio

a He leido la informacion y he podido hacer preguntas sobre la misma, entendiendo la finalidad y los
procedimientos que se llevaran a cabo en el estudio.

a Considero que la informacion recibida es suficiente y la comprendo.

a He hablado con el Dra. ELENA OLIVA DAMASO ( investigador)

a Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme del estudio cuando quiera sin

tener que dar explicaciones y sin que repercuta en mis cuidados médicos

Y para que asi conste, firmo el presente documento, después de haberlo leido y comprendido, y por
mi propia voluntad.

En Las Palmas de Gran Canaria ,a....de de

Firma del Participante

testigo de que: D/DNA ... ..ot conDNIL..........oooeiiinn.

Ha leido la informacion y ha podido hacer preguntas sobre la misma, entendiendo la finalidad y los
procedimientos que se llevaran a cabo en el estudio.

En Las Palmas de Gran Canaria, a....de................. de.ccovrniinninnns

Firma del Testigo.



Nt

Tesis Doctoral

Elena Olivea Dimaso



	Tesis Elena Oliva (cd).pdf
	Índice de contenidos
	Abreviaturas
	Índice de figuras
	Índice de tablas
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Justificación y objetivos
	Hipótesis
	Material y métodos
	Resultados
	Discusión
	Coclusiones
	Conclusions
	Limitaciones del estudio
	Bibliografía
	Anexos

	Página en blanco



