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1.1.- ENFERMEDAD RENAL CRONICA
1.1.1.-Concepto y Clasificacion

La Enfermedad Renal Cronica (ERC) se ha convertido en un problema de salud
publica. En los ultimos afios asistimos a un progresivo incremento de su
incidencia y prevalencia, asi como del nimero de enfermos que alcanzan su
estadio més avanzado y requieren técnicas de sustitucion renal. Todo esto ha
hecho que sea considerada como una verdadera epidemia® .

La ERC se define como una disminucién de la funcién renal, expresada por un
filtrado glomerular (FG) o un aclaramiento de creatinina estimado inferior a 60
ml/min/1,73 m? o como la presencia de dafio renal (alteracién histolégica o
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” .

La National Kidney Foundation (NKF) Kidney Disease Outcome Quality
Initiative (K-DOQI) americana propuso en el afio 2002 las guias clinicas para
definir y clasificar los estadios de la ERC?. Estas gufas fueron aceptadas en
Noviembre de 2004 y ratificadas en 2006, por la Kidney Disease: Improving
Global Outcomes (K/DIGO) con carécter internacional®*Tabla 1

Existe un acuerdo general en que la clasificacién de la ERC se base en la
estimacion del filtrado glomerular, como parametro de medicién de la funcién
renal, especialmente en rangos inferiores de FG (< 60 ml/min). Para estadios
anteriores parecen mas adecuados otros marcadores de “dafio” renal
(albuminuria, hematuria, alteraciones en pruebas de imagen, etc)’. La férmula
mas recomendada actualmente para la estimacion del FG es la ecuacion
abreviada del estudio MDRD (Modification of Diet in Renal Disease)® como lo
han manifestado la mayoria de las sociedades nefroldgicas, entre las que se
encuentra la espafiola’, la American Heart Association® y gufas clinicas como las
del Joint Nacional Committiee 7 (JNC 7)°.
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Tabla 1.-Clasificacion de los estadios de la enfermedad renal cronica segun
las guias K/DOQI 2002 de la National Kidney Foundation.

Estadio Descripcion FG (ml/min/1.73 m%
Riesgo aumentado de ERC > 60 con factores
riesgo*
1 Dafio renal 1 con FG normal >90
2 Dafio renal ¥ con FG ligeramente | 60-89
disminuido
3a FG moderadamente disminuido 59-45
3b 44-30
4 FG gravemente diminuido 15-29
5 Fallo renal <15
5d dialisis (HD o DP)
St trasplante renal

Factores de riesgo de ERC: edad avanzada, historia familiar de ERC, hipertension arterial,
diabetes, reduccion de masa renal, bajo peso al nacer, enfermedades autoinmunes y sistémicas,
infecciones urinarias, litiasis, enfermedades obstructivas de las vias urinarias bajas, uso de
farmacos nefrotdxicos, raza afroamericana y otras minorias en Estados Unidos y bajo nivel

educativo o social.

+ Dafio Renal: alteraciones patoldgicas o marcadores de dafio, fundamentalmente una relacion
proteinuria/albuminuria elevada de forma persistente (indice albUmina/creatinina >30 mg/g
aungue se han propuesto cortes sexo-especificos en >17 mg/g en varones y >25 mg/g en
mujeres); otros marcadores pueden ser las alteraciones en el sedimento urinario y alteraciones

morfoldgicas en las pruebas de imagen.
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1.1.2.- Epidemiologia. Situacion actual en nuestro entorno.

1.1.2.1.- Prevalencia e Incidencia en estadios 1-4

La mayoria de datos de los que disponemos para evaluar la prevalencia de la
ERC provienen de registros de enfermos que reciben tratamiento sustitutivo
renal, por tanto, se trata de enfermos que se encuentran en su estadio mas
avanzado. Conocemos menos de la epidemiologia de la enfermedad en sus
estadios anteriores, probablemente por la falta de uniformidad a la hora de medir
la funcion renal que existia hasta hace poco tiempo. Por ejemplo, en un estudio
realizado por Simai y cols. en un éarea de Valladolid, calcularon el aclaramiento
de creatinina usando cuatro meétodos: la concentracion de creatinina sérica, el
aclaramiento de ceatinina usando recogidas de orina de 24 horas, mediante la
formula de Crockoft-Gault y aplicando la formula MDRD abreviada. La
conclusion fue que la prevalencia de los estadios 2 y 3 de ERC estaba influida
por el método de célculo que se utilizara, de manera que la del estadio 3 tenia
una prevalencia que oscilaba entre el 3,3 al 8,5% segin el método utilizado™.
Con el fin de estudiar la prevalencia de la ERC en Espafia se inicié en 2003 el
estudio EPIRCE que ademas tenia como objetivos secundarios por un lado,
estudiar factores asociados a la ERC en nuestra poblacion y por otro evaluar la
prevalencia de microalbuminuria-proteinuria. Sus datos, recientemente
publicados, han revelado una prevalencia total de ERC en estadios 3-5 del
6.83%, mientras que en el grupo de poblacion por encima de 64 afios, llega a ser
del 24.42%. Cuando la presencia de albuminuria/creatinuria se afiadié a los
criterios diagnosticos la prevalencia total era del 9.16%". La prevalencia por
estadios fue del 0.99% para estadio 1, 1.3% para el estadio 2; 5.4% para el
estadio 3a, 1.1% para el estadio 3b, 0.27% para estadio 4 y 0.03% para estadio 5.

En Estados Unidos el analisis de la tercera edicion del estudio NHANES
(Nacional Health and Nutricional Examination Survey) puso de manifiesto que
la prevalencia de la ERC en poblacion adulta no institucionalizada fue del 11% y
estimaba que por cada enfermo en situacion de ERC avanzada habia 100

individuos en estadios previos*2.
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1.1.2.2.- Prevalencia e incidencia en estadio 5d

En cuanto a los pacientes que reciben tratamiento sustitutivo, disponemos de
mas datos gracias a los Registros autondmicos y nacional de Enfermos Renales.
En 2007 la incidencia en Espafia fue de 125 ppm (pacientes por millon de
poblacidn) , aunque presentaba una variabilidad acusada segun el grupo de edad
estudiado, mientras que era de 35 ppm en el grupo de edad de 15-44 afos, se
superaban los 400 ppm en los grupos de edades superiores a los 75 afios. En
cuanto a la prevalencia, a 31 de Diciembre de 2007 habia un total de 36.588
pacientes en tratamiento sustitutivo lo que suponia una prevalencia total de 1009
ppm. La modalidad de tratamiento de los pacientes prevalentes varia
ampliamente segun el grupo de edad estudiado, mientras que el grupo de 15 a 44
afios mas de un 45% de los pacientes estaba trasplantado, en el grupo de
mayores de 75 afios mas del 85% recibian tratamiento con Hemodialisis (HD).
En general la técnica méas prevalente considerando todos los grupos de poblacion
fue la HD con un 46,13% de prevalencia, mientras que la modalidad de
tratamiento menos utilizada fue la Dialisis Peritoneal (DP) con un 6,15 % en
total®,

Tanto las cifras de incidencia como las de prevalencia de Espafia en 2007 la
sitlan en la zona intermedia de los paises de nuestro entorno en Europa, en
cuanto a riesgo de inicio de tratamiento de la Insuficiencia Renal Cronica
Terminal, por encima de los Paises Nordicos, Holanda y Reino Unido y muy por

debajo de Grecia, Alemania y Portugal.

1.1.3.- Etiologia. Caracteristicas de la poblacion.

La justificacion de estas cifras tan elevadas de prevalencia e incidencia de ERC
la encontramos en diferentes causas. Por un lado el envejecimiento de la
poblacién, problema especialmente grave en Espafia y en general en Europa, y
por otro al alarmante incremento en la incidencia de Diabetes Mellitus tipo 2 y
consecuentemente de la nefropatia diabética, asi como el incremento de la
prevalencia de Hipertension arterial asociada al envejecimiento y a un

insuficiente control de la misma.
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Las causas de la ERC en Espafia tienen una distribucion similar a la del resto de
Europa. En 2007, la Nefropatia Diabética represento la etiologia méas frecuente
(23.6%), seguida de la Enfermedad Vascular Renal asociada a Hipertension
(14%), aunque en un elevado porcentaje de pacientes (19.3%) la etiologia no
estaba filiada'®.

El estudio EPIRCE puso de manifiesto una prevalencia considerable de factores
de riesgo cardiovascular clasicos: dislipemia (29.3%), obesidad (26.1%),
hipertension (24.1%), diabetes (9.2%) y tabaquismo activo (25.5%). Los factores
predictores independientes de ERC fueron la edad, la obesidad y la hipertension

previamente diagnosticada®’.

El objetivo principal del estudio ANSWER™ fue identificar y cuantificar los
factores de riesgo de morbi-mortalidad cardiovascular en la poblacion incidente
en hemodialisis en Espafia. Sobre 2341 pacientes gque iniciaron HD entre enero
de 2003 y Septiembre de 2004, un 87% eran hipertensos, un 44% tenian
antecedentes de eventos cardiovasculares, un 36% eran diabéticos, un 11%
presentaban signos de desnutricion y un 1% vya habia sufrido una

paratiroidectomia.

1.1.2.- Tratamiento renal sustitutivo (TRS)

Las tres técnicas de TRS para los pacientes con ERC estadio 5 son actualmente

la Hemodialisis, la Didlisis Peritoneal y el trasplante renal.

1.2.1.- Hemodialisis.

Constituye la modalidad terapéutica mas ampliamente utilizada en el mundo
para el tratamiento de la ERC. La dilisis se basa en procesos de intercambio
entre dos compartimentos, la sangre y la solucion dializante, gobernados por
gradientes de concentracion (difusion) o de presion hidrostatica (conveccion)

individualmente o asociados entre si, por lo que resulta determinante el papel de

7
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la membrana como elemento de separacion y de transporte selectivo de

solutos™.

Membranas de dialisis

Los requisitos basicos de las membranas de HD se pueden resumir de la

siguiente forma:

Capacidad de extraccion del agua plasmatica

Capacidad de extraccion de solutos hasta un peso molecular de
aproximadamente 50 kD.

Permeabilidad nula o insignificante a la albumina y moléculas de dimensiones
superiores.

Biocompatibilidad

Fiabilidad, resistencia mecanica y reproducibilidad-repetibilidad de las

prestaciones durante el tratamiento

El mercado actual ofrece una extensa gama de membranas. Las caracteristicas
fisicas y quimicas de una membrana de dialisis estdn determinadas
fundamentalmente por la composicién del polimero. EI modo de esterilizacion
final del dializador, la resistencia frente a los agentes esterilizantes, asi como la
biocompatibilidad, son caracteristicas todas ellas influidas por el tipo de
polimero. En la actualidad se utilizan dos clases de materiales en la produccion

de las membranas de didlisis: celulosas y productos sintéticos.

Las membranas de celulosa han debido de sufrir una serie de modificaciones
para minimizar la interaccion de los grupos nucleofilicos hidroxilo del polimero
de celulosa con los sistemas humorales de la sangre como las proteinas del
complemento. Se comercializan varios tipos de membranas de acetato de
celulosa con distintos grados de sustitucion de los radicales hidroxilo, distinta

permeabilidad hidraulica y diferencias en el proceso de fabricacion.
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En cuanto a las membranas sintéticas, su propdsito principal es poseer una
porosidad elevada a fin de reproducir con mayor fidelidad el proceso de
filtracion del rifidén y eliminar las moléculas de peso molecular medio y las
toxinas urémicas de alto peso molecular, respetando siempre la mayor
biocompatibilidad. Entre los materiales utilizados para la fabricacion de estas
membranas se encuentran: Poliacrilonitrilo (entre la que se encuentra la

membrana AN69), Polimetilmetacrilato, Polisulfona y Poliamida®®.

Tratamiento del agua y caracteristicas del agua y del liquido de dialisis

El liquido de dialisis es uno de los elementos fundamentales del tratamiento
dialitico, tan importante como lo pueda ser el dializador o el propio monitor. La
sangre de un paciente en HD se pondra en contacto con 270 a 600 litros de agua
a la semana. Junto a la preocupacion de los sindromes agudos causados por los
contaminantes presentes en el agua potable: particulas (minerales, coloides),
solutos (inorganicos: iones como sodio, calcio, magnesio zinc, cobre... u
organicos: endotoxinas, insecticidas, pesticidas), microorganismos (bacterias,
hongos, protozoos, virus) o sustancias afiadidas por las autoridades sanitarias
(cloro, cloraminas, sulfato de aluminio y fltor), se suma el interés por evitar las
repercusiones a medio y largo plazo. Actualmente, sabemos que muchos
pacientes estan expuestos a endotoxinas, las cuales no sélo son responsables de
la aparicion de las llamadas “reacciones a pirdgenos”, sino que ademas,
condicionan una situacién inflamatoria crénica que repercute a la larga, en
diversos aspectos clinicos de los enfermos'®*’. El objetivo, por tanto de las
plantas de tratamiento de agua de cada unidad de hemodialisis debe ser
conseguir un liquido ultrapuro que contenga s6lo agua y sus componentes
necesarios, con un grado de pureza similar al exigido en las soluciones
empleadas en infusion intravenosa. El tipo de tratamiento va a depender de la
calidad del agua suministrada por la red municipal, de la cantidad de agua que es
necesario tratar atendiendo al tamafio de la unidad de hemodiélisis y de la pureza

que se quiera alcanzar.
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Por otro lado la composicion del liquido de dialisis, resultado de la mezcla entre
un concentrado acido, una base (generalmente bicarbonato) y el agua obtenida
del tratamiento en la planta de agua, debe ser semejante a la del liquido

intersticial o extracelular®®.

Biocompatibilidad del proceso de HD

Como se ha comentado en este apartado, el procedimiento de la HD supone la
utilizacion de materiales no biolégicos de diversa naturaleza que entran en
contacto con la sangre del paciente de forma repetida. Esta situacion provoca en
el organismo una serie de reacciones sistémicas diversas, complejas y sobre todo
no deseadas que en su conjunto se denominan “biocompatibilidad”. Los factores

que determinan la biocompatibilidad del proceso de hemodialisis son varios:

- Composicion quimica de las membranas de dialisis: las
celulésicas como el cuprofan y hemoféan, tienen un bajo coste, pero son las
menos biocompatibles debido a la presencia de grupos hidroxilo libres, por lo
que las modificaciones en éstas van destinadas a sustituir estos grupos por otros
con menos capacidad de interaccion con los componentes plasmaticos. Las
membranas sintéticas se caracterizan por ser mas porosas que las celulésicas,
poseen una elevada capacidad de adsorcion de proteinas y son relativamente
hidrofobas. En general son membranas de alta permeabilidad (existen también
de baja permeabilidad) y poseen un mejor grado de biocompatibilidad, aunque
su coste es algo mas elevado.

Las reacciones mas importantes como consecuencia de la interaccion entre la
membrana y la sangre son la activacion de la coagulacion, la activacion del
complemento v la activacion de las células sanguineas®. Todas las membranas
de didlisis activan en mayor o menor grado la via intrinseca de la coagulacion y
producen una activacion plaquetaria, por lo que la capacidad trombogénica de
las membranas se ha utilizado como un indice de biocompatibilidad. Aparte las
membranas con cargas eléctricas negativas en su superficie como la ANG9,
tienen mayor capacidad de activar la via intrinseca de la coagulaciéon y de

generar bradicininas.
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Las membranas menos biocompatibles activan la via alterna del complemento
generandose las anafilotoxinas C3a y Cbha. Son las membranas celuldsicas no
sustituidas las que mayor capacidad de activacion del complemento y de inducir
leucopenia tienen, mientras que las sintéticas como las polisulfonas no inducen
leucopenia y provocan solo ligeros incrementos de C3a cuando se comparan con
el cuprofan®.

La activacion de las células mononucleares provocara la liberacion de citoquinas
(IL-1B, IL-6, TNF-a) y B2-microglobulina y la expresion de moléculas de
adhesion leucocitaria, lo que junto con la activacion del complemento
desempafia un papel destacado en las reacciones de intolerancia a la dialisis, en
la induccion de dafio tisular y probablemente en la morbi-mortalidad de la

diélisis a largo plazo®’.

-Permeabilidad de la membrana de didlisis: las membranas con
alta capacidad de transporte convectivo, depuran eficazmente moléculas de
mediano peso molecular, a las que se atribuye un papel patogénico en la uremia
y entre ellas se incluyen derivados de las purinas como el &cido Urico, xantinas e
hipoxantinas,2-microglobulina, productos finales de la glicosidacion avanzada,
endotelina, diversos péptidos y otros. La depuracion de estas moléculas con
didlisis de alta eficacia y transporte convectivo mejora la respuesta inmune
celular de neutréfilos y macrofagos frente a la infeccion. Sin embargo, aunque
la permeabilidad es un factor a considerar, la composicién de la membrana

parece ser un factor de mayor relevancia®.

- Adsorcion de proteinas: la capacidad de adsorcion proteica
depende principalmente de la composicion y geometria de la membrana y puede
oscilar entre 300-2000 mg/m® de superficie. La biocompatibilidad de la
membrana también esta relacionada con la cantidad y el tipo de proteina
depositada. El cuprofan no adsorbe 2-microglobulina, mientras que el AN69 y
el polimetilmetacrilato son las membranas con mayor capacidad adsortiva. La
capacidad adsortiva de un dializador es un fenémeno positivo cuando se trata de
citoquinas, 32-microglobulina o factores del complemento. Pero en ocasiones la

adsorcion de proteinas puede ser perjudicial, ya que disminuye el aclaramiento
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de moléculas de elevado peso molecular o bien adsorben sustancias beneficiosas

como la eritropoyetina (por el AN69)?2,

-Geometria y proceso de fabricacion: Se ha demostrado mayor
nivel de activacion leucocitaria y mayor aumento de la agregacion plaquetaria
cuando se compara cuprofan en placa frente a capilares®. Estos datos tienen un
limitado interés dado que los dializadores en placa estdn cada vez mas en
desuso. Se han encontrado diferencias también entre mismas membranas
fabricadas por diferentes marcas, atribuyéndose los cambios a los procesos de

fabricacion a partir del polimero base.

-Procedimientos de esterilizacion: los dializadores y las lineas de
hemodidlisis se esterilizan mediante dxido de etileno, radiacién gamma o vapor.
Los agentes esterilizantes y los métodos difieren ampliamente en su
biocompatibilidad. Las reacciones adversas descritas con los esterilizadores son
reacciones anafilactoides, activacion del complemento e hiprsensibilidad
mediada por IgE a los pocos minutos de comenzar la didlisis. Los poliuretanos,
utilizados como material adhesivo para anclar los capilares a la carcasa del
dializador, tienen una elevada capacidad de atrapar 6xido de etileno; si el cebado
es insuficiente, el 6xido entra en contacto con la sangre provocando la reaccion
de hipersensibilidad. El vapor de agua evita los problemas que acontecen con el
Oxido de etileno, sin embargo, muchas membranas no soportan las altas
temperaturas y se degradan. La radiacion gamma parece también mas segura que
el 6xido de etileno, aunque se ha descrito la liberacién de metilenedianilina,
sustancia con potencial carcin6geno cuando se pone en contacto con
poliuretanos aunque en cantidades muy pequefias que no suponen riesgo para el

paciente?.

- Liquido de didlisis: participa en la biocompatibilidad de la
membrana debido al alcalinizante empleado en su composicion, su tempeartura y
su posible contaminacién por bacterias y endotoxinas. Durante la hemodialisis
con membranas de alta permeabilidad se han descrito reacciones febriles sin
aislamiento de gérmenes en sangre. Estas reacciones pirdgenas se deben a la

contaminacion del agua de dialisis por endotoxinas bacterianas, un grave
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problema en las unidades de dialisis que utilizan membranas de alta
permeabilidad por la posibilidad de retrofiltracion de sustancias desde el liquido
de didlisis a la sangre. Las endotoxinas son lipopolisacaridos (LPS) de la pared
bacteriana de las bacterias gramnegativas, generalmente enterobacterias, que
contaminan el agua de didlisis. Estos LPS activan el sistema de complemento
generando Cba y bradicininas y provoca una respuesta inflamatoria activando la

sintesis y liberacion de citoquinas (IL-1p, IL-6, TNF-a) por monocitos®'.

Complicaciones agudas de la HD

Aunque pueden clasificarse segun el momento donde aparecen entre agudas y
cronicas, la separacion entre unas y otras es un artificio en gran medida teorico.
De hecho, las complicaciones agudas influyen negativamente en la eficiencia y
dosis de dialisis y crean un problema de repercusion a medio-largo plazo. Las
complicaciones agudas aparecen durante la dialisis o en las horas posteriores a
ésta. Se deben a trastornos organicos asociados a los intercambios fisico-
quimicos establecidos entre el liquido de didlisis, el dializador y el resto del
circuito extracorpéreo, con la sangre del enfermo. Entre las mas frecuentes
destacan las hipotensiones y otras tipicas aunque menos frecuentes: nauseas y
vomitos, calambres, cefaleas, reacciones de hipersensibilidad, fiebre, dolor
toracico y de espalda, hemorragias, arritmias, sindrome de desequilibrio,

embolia aérea, hipoxemia, hemdlisis, acidosis-alcalosis metabdlica o prurito.

1.4.2.- Didlisis Peritoneal
La membrana peritoneal

El peritoneo constituye la membrana serosa mas extensa del organismo. Desde
el punto de vista embrioldgico, el peritoneo deriva del mesénquima, e
histolégicamente estd compuesto por una lamina delgada de tejido conectivo
laxo cubierta en su vertiente cavitaria por una capa monocelular de mesotelio. Su

principal funcion es permitir el movimiento de las visceras abdominales para
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reducir su friccion, y facilitar ademaés la llegada a ellas de circulacién arterial,
venosa Yy linfatica®®. Precisamente, son la membrana peritoneal, la
vascularizacion peritoneal y el drenaje linfatico, las estructuras anatomicas que

van a jugar el papel principal en el proceso de la DP.

Fundamentos tedricos

La técnica de DP consiste basicamente en el uso de una estructura fisiologica, la
membrana peritoneal, para realizar el intercambio de solutos que permita una
depuracion suficientemente eficaz como para poder sustituir la funcion renal.
Para ello se utiliza el espacio virtual de la cavidad peritoneal a la que se
introduce a través de un catéter una solucion acuosa a la que se afiade un agente
osmético (generalmente glucosa) con objeto de crear un gradiente que permita la
ultrafiltraciéon efectiva, es decir, no solo que evite la absorcion del liquido
instilado, sino que ademas elimine el liquido retenido por la situacién de uremia.
Serd a través del intercambio periddico de la solucion instilada en la cavidad

peritoneal como se conseguira el objetivo de sustitucion renal®.

Los procesos fisicos de los cuales va a depender la DP son tres: los dos
principales son la difusion segun la diferencia de concentraciones de solutos a
ambos lados de la membrana peritoneal y la ultrafiltracion resultante de los
gradientes de presion hidrostatica y osmética creados entre la luz capilar, el
intersticio y la cavidad peritoneal. El tercer proceso implicado es la reabsorcion
linfatica cuya contribucién aunque menor no puede ser obviada®. El proceso
fisico de difusion se lleva a cabo gracias a que el peritoneo no es una membrana
semipermeable perfecta, y por tanto, permite no sélo el paso de agua sino
también de solutos. Por definicion el intercambio se produce hacia ambos lados
de la membrana seguin gradiente de concentraciones, lo que condiciona que no
solo se produzca una eliminacion de toxinas urémicas como la urea y la
creatinina, sino que también se genere un balance positivo de otros solutos cuya
concentracion es superior en el liquido de didlisis, tales como el agente tampon
(lactato o bicarbonato), o la glucosa utilizada como agente osmotico. La

facilidad con la que un determinado soluto difunde a través del peritoneo
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dependera no sélo de las concentraciones del mismo a ambos lados de la
membrana, sino también de su peso molecular y de las caracteristicas propias de
la membrana, que varian en cada individuo y a lo largo del tiempo de
permanencia en la técnica®*!. El segundo mecanismo implicado en el proceso
de la DP es la ultrafiltracion resultante del balance de presiones osmotica e
hidrostatica a ambos lados del peritoneo. Para conseguir dicha ultrafiltracion
efectiva se afiade al liquido de dialisis un agente osmotico, que puede ser
glucosa, icodextrina o incluso aminoacidos. Es importante destacar como el agua
resultante de dicha ultrafiltracion arrastra desde el plasma a la cavidad peritoneal
diversos solutos mediante transporte convectivo, contribuyendo de esta forma a
un mayor aclaramiento de moléculas, especialmente las de mediano peso

molecular®.

Aspectos técnicos

Para la realizacion de la técnica de DP se requiere la implantacion de un catéter
en la cavidad abdominal cuyo segmento distal se aloja preferentemente en un
espacio libre de la pelvis. Dicho catéter posee uno o dos manguitos de dacron
que tienen como objetivo facilitar la adherencia del catéter a la cavidad
abdominal para minimizar la posibilidad de fugas y aislar la cavidad abdominal
del exterior para impedir las infecciones. El otro componente indispensable es el
sistema a través del cual se infunde y se drena el liquido de didlisis.
Dependiendo de si la técnica se realiza de forma manual se habla de Dialisis
Peritoneal Continua Ambulatoria (DPCA) o de Didlisis Peritoneal Automatizada

(DPA) si los intercambios se realizan con la ayuda de un dispositivo automatico.

En DPCA el paciente realizara en su domicilio, tras una adecuada ensefianza por
personal especializado, y de la forma mas estéril, posible entre tres y cuatro
intercambios diarios de la solucion de dialisis a través del catéter. En la DPA los
intercambios del liquido de diélisis se realizan a través de un dispositivo
automatico denominado “maquina cicladora”, generalmente mientras el paciente

duerme por la noche.
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Soluciones de dilisis peritoneal

La diferencia fundamental entre las diferentes soluciones existentes en el
mercado se basa en el tampdn acido-base utilizado, sobre todo, en el agente
osmético. El agente tampdn utilizado hasta la actualidad por su mayor
estabilidad ha sido el lactato, si bien actualmente existen soluciones mas

biocompatibles (bicarbonato).

El agente osmético mas utilizado en las soluciones de DP es la glucosa a
concentracion variable de 1,36 mg/dl, 2,27 mg/dl y 3,86 mg/dl, segin los
requerimientos de ultrafiltracion de menor a mayor respectivamente. Estas
concentraciones de glucosa no estdn exentas de efectos secundarios,
condicionando al enfermo a hiperglucemia e hiperinsulinemia. Ademas a nivel
local se consideran toxicas para la celula mesotelial y para los mecanismos de
defensa leucocitarios, tanto de forma directa, como a través de la formacion y
depdsito de productos finales de la glicosidacion avanzada (AGEs, del inglés
Advanced Glycosylation End products)®’. Ademas, la esterilizacién por calor a
la que se someten las soluciones de dialisis provoca productos de la degradacion
de la glucosa (PRE-DG), que contribuyen notablemente a la generacion de

AGEs, incrementando de esta forma la toxicidad local®.

Principales complicaciones de la didlisis peritoneal
Infecciosas

-Peritonitis:  la causa principal es la inoculacion de
microorganismos a través del catéter de forma inadvertida por una técnica
deficiente durante el intercambio (via intraluminal), o menos frecuentemente que
provenga de una infeccion previa del catéter (via periluminal) o de la
penetracion de enterobacterias en la cavidad peritoneal a través de la pared

intstinal (via transluminal).
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-Infeccion del orificio de salida y/o del tinel subcutaneo.

No infecciosas

-Peritonitis esclerosante: es una de las complicaciones mas
graves de la técnica de DP, ya que en muchas ocasiones condiciona la muerte del
paciente. El cuadro estd provocado por una progresiva fibrosis de la membrana

peritoneal que llega a rodear y comprimir las asas intestinales **.

-Otras: malfuncion del catéter, derivadas del incremento de

presion intraabdominal, fallo de ultrafiltracién, hemoperitoneo o quiloperitoneo.

1.5.- Morbi-mortalidad

En cualquiera de los estadios de ERC la principal causa de morbi-mortalidad es
la causa cardiovascular seguida de la infecciosa®.

La tasa bruta de mortalidad en Espafia de los pacientes con ERC en tratamiento
sustitutivo es del 14 % en Hemodialisis, 8,8% en Didlisis Peritoneal y el 1,7% en
los Trasplantados Renales®®.

En un estudio llevado a cabo en el Registro de Enfermos Renales de la
Comunidad Valenciana, en un total de 3648 pacientes se comprobo la influencia
de la comorbilidad al inicio del tratamiento sustitutivo y su influencia negativa
sobre la supervivencia. En este estudio, donde se comparaba la evolucion de los
pacientes segun la técnica dialitica utilizada (HD o DP) no se encontraron en
principio, diferencias en la supervivencia global de ambas poblaciones con una
evolucion casi idéntica desde el inicio de dialisis hasta los 32 meses, y un mejor
comportamiento de la HD a partir de entonces justificado por la pérdida de
funcidn renal residual en la DP y el grado de subdialisis, desnutricion, etc. que

esto conllevarfa®. Figuras 1y 2
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Figura.l.- Supervivencia global en HD y DP
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Figura. 2.-. Supervivencia segun la presencia de comorbilidad en HD y DP
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Analizados los diferentes factores comérbidos sélo la edad mayor de 70 afios
determind diferencias significativas en la supervivencia mientras que respecto a
la presencia de diabetes mellitus las poblaciones de ambas técnicas mostraron
supervivencias similares. Al analizar los pacientes diabéticos segin su edad, se
evidenciaron mejores supervivencias en HD para los diabéticos mayores de 70

afios con diferencias significativas. Figura3
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Figura 3.- Supervivencia en pacientes diabéticos mayores de 70 afios en HD
y DP
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Los pacientes con ERC terminal consumen una gran cantidad de recursos
sanitarios, derivados directamente de su tratamiento e indirectamente de su
morbilidad asociada, con una elevada tasa de ingresos hospitalarios, Se ha
estimado que el gasto de esta poblacion supone aproximadamente el 2% del
presupuesto sanitario nacional.
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1.2.- ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR EN LA ERC

El enfermo renal es un paciente extremadamente vulnerable frente a la patologia
cardiovascular. A pesar de que la prevalencia de los factores de riesgo
tradicionales del estudio Framingham es muy alta, la extension y la severidad de
las complicaciones cardiovasculares son claramente desproporcionadas al perfil
de riesgo que estos proporcionan. Es por ello, que en las ultimas dos décadas ha
aumentado el interés en los factores de riesgo no tradicionales o emergentes,

como la inflamacion, la malnutricion o el estrés oxidativo.

Ademas, 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 aterosclerético®. En su trabajo, Buzzelo et al
sugieren que incluso deterioros ligeros de la funcion renal son capaces de causar
rapidos aumentos de tamafio en las placas arterioscleroticas pre-existentes y su

agresividad morfoldgica en ratones Apo E knockout®’.

La intensidad y la extensién de la enfermedad vascular en la insuficiencia renal
son mayores que en otras poblaciones. En la uremia se producen mayor numero
de placas de ateroma que progresan mas rapidamente y se calcifican con mas
facilidad que en pacientes no renales.

El andlisis del estudio Atherosclerosis Risk in Communities mostrd que los
pacientes de edad media con insuficiencia renal moderada tenian un 38% de
exceso de riesgo de complicaciones cadiovasculares comparados con sujetos con
funcién renal normal.®® Estudios como el Canadian Heart Failure Clinic Study
como el Digitalis Intervention Group Trial®***® mostraron en que pacientes con
fallo cardiaco, incluso minimos descensos del FG se relacionaban con un mayor

riesgo de muerte.

El riesgo vascular en los enfermos con ERC tiene importancia incluso desde los
estadios iniciales de la enfermedad y sabemos que se trata del principal

problema de estos enfermos por encima del problema renal en si mismo. El
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estudio retrospectivo Kaiser Permanent Center evalud el riego cardiovascular en
pacientes con leves descensos del filtrado glomerular. El seguimiento en afios
posteriores demostrd 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 complicacion cardiovascular en los

siguientes cinco afios™.

En las fases avanzadas de ERC el riesgo cardiovascular es alarmante, si bien en
edades muy avanzadas, entre 85-95 afios supone un riesgo cinco veces mayor
respecto a la poblacion sana, en el rango de edad entre 45 a 54 es de 65 veces
més y en el grupo de 25 a 35 afios llega a ser hasta 500 veces mayor**. Visto de
otro modo, el riesgo de enfermedad cardiovascular en un enfermo renal cronico
de 30 afios es similar al riesgo calculado para la poblaciéon “no-renal” en la

década de 70 a 80 afios*.

La afectacion cardiovascular subyacente en el enfermo con ERC incluye varios

tipos de lesiones vasculares con sus correspondientes presentaciones clinicas®.

La lesion vascular mas caracteristica es la aterosclerosis que consiste en la
presencia de calcificaciones de localizacion preferente en la capa media junto a
hiperplasia intimal. Su patogénesis es multifactorial (figura 4) y su presentacion
clinica suele caracterizarse por cardiopatia isquémica, muerte subita y

enfermedad cerebrovascular.
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Figura 4.- Enfermedad vascular en la enfermedad renal: factores

fidiopatoldgicos. De: Charles R Nolan. Phosphate binder theraphy for attainment of
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La otra afectacion vascular presente es la arteriosclerosis caracterizada por un
engrosamiento y remodelado de los grandes vasos. El diametro arterial y el
espesor de la pared se ven aumentados como consecuencia del exceso de presién
ejercida contra la pared vascular lo que se acompafia de una disminucion de la
compliance arterial, responsable del aumento de la presion arterial sistolica,
hipertrofia ventricular izquierda, aumento de la presién de pulso y disminucién
de la perfusion coronaria. Tanto la disminucion de la compliance adrtica como el
aumento de la presion de pulso han demostrado ser factores de riesgo

independientes para la enfermedad cardiovascular en pacientes en didlisis.

Los pacientes con ERC presentan ademas una alta prevalencia de
cardiomiopatia. Factores como la hipertrofia ventricular izquierda, la anemia, la
sobrecarga hidrica o la presencia de fistulas arterio-venosas pueden derivar en
una disfuncion sistolica y diastdlica. Esta cardiomiopatia conlleva insuficiencia

cardiaca y enfermedad isquemica incluso en ausencia de enfermedad coronaria.
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1.2.1.- Factores Tradicionales de Riesgo Cardiovascular.

Varios estudios poblacionales han puesto de manifiesto la alta prevalencia de
factores de riesgo tradicionales en esta poblacion. Factores como la hipertension,
diabetes, dislipemia o el tabaquismo se consideran de especial importancia en las
fases iniciales de insuficiencia renal, sin embargo los factores denominados
emergentes o0 no tradicionales (anemia, elevacion producto calcio-fésforo,
hiperhomocisteinemia, inflamacién...) adquieren mayor relevancia a medida que

la funcidn renal empeora.

El estudio MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) sobre 1795 pacientes
encontré una relacion inversa entre el filtrado glomerular y la hipertension
arterial**. En el Framingham Heart Study la insuficiencia renal se asoci6 a
diabetes mellitus, hipertension arterial, obesidad, tabaco y colesterol total.* El
Cardiovascular Heart Study, con 5888 sujetos relaciond la presencia de
insuficiencia renal con los sujetos de mayor edad, varones, con mayor presencia
de diabetes, hipertension, tabaquismo y sedentarismo?®. Establecer el rol que
cada factor ejerce sobre el riesgo es una tarea dificil ya que suelen coexistir en
un mismo enfermo, compartir mecanismos fisiopatoldgicos similares y

posiblemente interactuar de forma sinérgica.

1.2.1.1.- Hipertensién arterial

Existe una estrecha relacion entre enfermedad renal e hipertensién. Entre un 70 a
un 80% de los pacientes con ERC tienen hipertension y su prevalencia aumenta
a medida que el filtrado glomerular disminuye, de hecho incluso cifras leves o
moderadas de hipertensién arterial se comportan como un importante riesgo de
progresion de la enfermedad renal*’*®. En el estudio espafioll COPARENAL,
realizado con 2501 pacientes con Insuficiencia Renal Crénica, se observo una
elevada prevalencia de hipertension arterial (presion arterial >130/80) ya que

estaba presente en el 83% de los pacientes*.
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La angiotensina Il implicada en mecanismos patogénicos responsables de la
hipertension es capaz de actuar como un potente estimulo de enzimas pro-
oxidantes como la NADPH, incrementando la produccion de especies reactivas
de oxigeno (EROs) y consecuentemente el estrés oxidativo. Las EROs pueden
producir vasoconstriccion de forma directa o disminuyendo la disponibilidad del

0%t Ademas el

Oxido nitrico, induciendo tambien disfuncion endotelia
descenso, del 6xido nitrico y el aumento de las EROs pueden activar otra serie
de mecanismos involucrados en la génesis de la aterosclerosis (oxidacion de
moléculas de LDL-Colesterol, quimiotaxis de monocito-macrofagos y
proliferacion de células espumosas). La presion sanguinea elevada sobre las
células de la pared vascular ejerce un mecanismo mecanico de estiramiento que
estimulara también la produccién de angiotensina Il, de EROs, activacion de
factores de crecimiento de matriz extracelular colaborando asi en el proceso

aterosclerético®>°>>4,

1.2.1.2.- Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus esta reconocida como el principal causante y responsable
de la progresion de enfermedad renal. Entre un 20 a un 40% de los pacientes con
Diabetes Mellitus tipo Il desarrollard nefropatia y muchos de ellos progresaran a

I° . La diabetes mellitus esta intimamente asociada

la insuficiencia renal termina
a la enfermedad vascular y varios estudios como el Copenhagen Heart Study o el
INTERHEART han llevado a considerar a la diabetes como una auténtica
enfermedad vascular®. La hiperglucemia es un importante factor de riesgo para
el desarrollo de micro y macroangiopatia y el estricto control de la glucemia
protege de enfermedad vascular®. En el rifion, la hiperglucemia estimula de
manera directa factores de crecimiento, como angiotensina Il y TGF- B, en las
células tubulares y a nivel glomerular en probable relacion con el estrés

oxidativo®®,

La aterosclerosis es la mas comin de sus complicaciones y presenta un
desarrollo temprano y rapido en los pacientes diabéticos, afectando tanto grandes

como pequefios vasos®®. A nivel molecular la hiperglucemia disminuira la
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produccién de éxido nitrico y aumentara la produccién de EROs, favoreciendo
la glicosidacién de lipoproteinas con la consiguiente formacion de AGES que
conducirdn a su vez a una mayor inhibicion del oxido nitrico, provocando
agregacion plaquetaria, migracion de macrofagos, formacion de células
espumosas y oxidacién de las particulas lipidicas de LDL, todo lo cual
favorecera el desarrollo y la progresion de la aterogénesis, maxime en un

ambiente de uremia®®t+%2,

La relacion entre funcion renal y aterogénesis es por tanto reciproca, ya que la
diabetes es un poderoso factor de progresién de la arteriosclerosis y enfermedad
renal y por otro lado la insuficiencia renal acelera la progresion de la
aterosclerosis en pacientes diabéticos, lo cual la convierte en un factor de riesgo

independiente®.

1.2.1.3.- Dislipemia

Las anormalidades lipidicas frecuentemente acompafian y agravan la patologia
renal, favorecen la aterogénesis acelerada y la progresion de la enfermedad

cardiovascular®,

Ciertas alteraciones enzimaticas presentes en insuficiencia renal, como la
reduccién de la lipoprotein lipasa y de la lecitina-colesterol acetiltransferasa

producen un acimulo de particulas altamente aterogénicas®®°®®’.

El patron de las alteraciones lipidicas puede variar entre las diferentes
situaciones de afectacion renal, dependiendo especialmente del grado de

insuficiencia renal y de la proteinuria.

Los depdsitos de lipoproteinas y de ceélulas espumosas a nivel del mesangio,
sugieren que a dicho nivel tiene lugar la oxidacion de las lipoproteinas, las
cuales estimularan la inflamacion y la produccion de citoquinas fibrogénicas, asi
como la disfuncion endotelial con superproduccion de endotelina y tromboxano,

ademéas de la activacion del sistema renina-angiotensina.?®%"°. Ademas, estas

25



Tesis doctoral. M2 Jests Puchades Montesa

lipoproteinas tienen capacidad inmunogénica por lo que se han podido aislar
inmunocomplejos LDLoxidadas- 1g anti-LDLoxidadas en pacientes diabéticos
con nefropatia diabética, lo que indica que los lipidos pueden contribuir a la
progresion de la afectacion renal a través del dafio mediado por
inmunocomplejos’™.  Otros estudios experimentales han demostrado que la
hipercolesterolemia inducida por dieta condiciona disfuncion endotelial,
inflamacién y fibrosis intrarrenal, dafio vascular, remodelado microvascular,
glomeruloesclerosis, estando el estrés oxidativo en el centro de estos

efect0872,73,74,75,76.

Varios estudios en poblacion general y en pacientes renales han documentado
que la dislipemia se correlaciona con el descenso de la funcion renal, sin
embargo, no hay bases suficientes para poder sustentar que la dislipemia es un
factor independiente de afectacion renal, si bien parece clara la existencia de un
sinergismo entre dislipemia, hipertension arterial y diabetes mellitus para la

progresion de la enfermedad renal crénica hacia estadios terminales’”"®".

Las estatinas han demostrado ser eficaces en reducir la mortalidad de origen
cardiovascular y global en la poblacion general, sin embargo, el papel de estos
farmacos en los pacientes con ERC es todavia controvertido. En un reciente
metaanalisis, se ha podido demostrar que si bien reducen las muertes de origen
cardiovascular en la poblaciéon con ERC , su eficacia en reducir las muertes por
otras causas y su papel en la prevencion primaria debe ser establecido por
futuros ensayos clinicos, algunos de los cuales como el SHARP( Study Heart
and Renal Protection) y el AURORA (A Study to Evaluate the use of
Rosuvastatin on Regular Haemodialysis: an assessment of survival and

cardiovascular events.) estan en la actualidad en desarrollo .

1.2.1.4.- Obesidad

La obesidad se ha descrito también como factor de progresion de insuficiencia

renal y su correlacion con la proteinuria es evidente, estando asociada en los
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pacientes en hemodidlisis, con una mayor probabilidad de producir un evento

coronario.8182838485

Varios mecanismos explican como la obesidad condiciona hipertension arterial
al incrementar la reabsorciéon tubular de sodio, desplazando asi la curva de
presion natriuresis y produciendo expansién de volumen. Por otro lado, la
asociacion de diabetes y dislipemia con obesidad es un hecho bien demostrado, y
todo ello facilita el desarrollo de la arteriosclerosis en estos pacientes obesos y

con dafio renal®®®7 5%,

Ademas la obesidad es un marcador de sindrome metabolico, cuya prevalencia
estd aumentando progresivamente y que contribuye al desarrollo de diabetes,
hipertension arterial y enfermedad cardiovascular. Se ha descrito una interesante
coincidencia entre obesidad, sindrome metabdlico y enfermedad renal, al mismo
tiempo que la susceptibilidad de padecer insuficiencia renal aumenta con el

nimero de componentes del sindrome metabglico®” 91929394

1.2.1.5.- Tabaquismo

El tabaco es un factor de riesgo cardiovascular indiscutible con gran poder
predictor de aterosclerosis. En los pacientes renales se ha demostrado la relacion
del tabaco con morbilidad y mortalidad cardiovascular, asi como con la
progresion de la ERC en pacientes en estadios 2,3 y 4 y en trasplantados
renales®“®". En analisis secundarios de estudios como el Framingham Heart
Study, CHS y el ARIC, se ha establecido correlacion entre tabaco e insuficiencia

r.ena|45,46,98

. El tabaco favorece la peroxidacion lipidica y la activacion de
factores de crecimiento como TGF-, y la endotelina, asi como el estrés
oxidativo. Esto junto a efectos hemodinamicas condicionados por accion

vasoconstrictora directa, puede conllevar a la isquemia intrarrenal®.
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1.2.2.- Factores emergentes o vinculados a la Insuficiencia Renal

A pesar de la alta prevalencia de factores de riesgo tradicionales, siguen siendo
incapaces por si solos de justificar la elevada prevalencia de morbi-mortalidad
cardiovascular. Por otro lado, la asociacién entre los factores de riesgo
tradicionales y el pronostico cardiovascular en esta poblacion resulta a veces
complicada por el llamado fendmeno de “epidemiologia inversa”, por el que un
excesivo control de estos factores como la dislipemia o la tension arterial se
relaciona con peor pronostico, por estar asociado a estados de malnutricion o

inestabilidad clinica.

1.2.2.1.- Anemia

La anemia es una caracteristica tipica de la Insuficiencia Renal que puede
aparecer desde estadios intermedios de la misma'®. De manera llamativa la
anemia es un factor condicionante de hipertrofia ventricular izquierda, lo que
implica un elevado riesgo de enfermedad coronaria y muerte cardiaca.
Aproximadamente el 70% de los pacientes que inician dialisis tienen hipertrofia
ventricular izquierda diagnosticada por ecocardiografia, y esta prevalencia
aumenta progresivamente con el declinar de la funcién renal’®'%?  La
significativa asociacion entre la anemia y la hipertrofia de ventriculo izquierdo
en pacientes en fases iniciales de insuficiencia renal y en dialisis sugiere que la
anemia estd principalmente implicada en el desarrollo de la hipertrofia

ventricular.

Se ha demostrado una relacion inversa entre los niveles de hematocrito y la
morbi-mortalidad cardiovascular en pacientes en predialisis y en dialisis'®**.
Ademas diversos estudios han demostrado que la correccién de la anemia limita
la progresion de la enfermedad renal y, en parte, regresa la hipertrofia

ventricular izquierda®.

Es obligado tratar la anemia cuando se presenta. Un problema relevante lo
constituye la resistencia a la eritropoyetina, que afecta aproximadamente a un

30% de los pacientes con ERC. Las causas de resistencia a la eritropoyetina son
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diversas, teniendo un papel preponderante el estrés oxidativo y la inflamacién,
asi como la hepcidina, que es un péptido de 25 aminoacidos producido a nivel
hepatico y que parece ser un auténtico puente de union entre inflamacion y
anemia, actuando sobre la ferroprotina, que es un transportador celular del

hierro®®197

1.2.2.2.- Alteraciones del metabolismo mineral y 0seo asociadas a la

enfermedad renal crénica

Diferentes estudios epidemioldgicos muestran un nexo de unidn entre el
metabolismo mineral y la mortalidad cardiovascular en pacientes con ERC%81%%
El aumento progresivo de los niveles de fosforo plasmético 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 significacion estadistica a partir de 3.5 mg/dl de fésforo sérico
independientemente de los factores de riesgo cardiovascular clasicos™™’. El
fésforo actla aumentando la fibrosis cardiaca y el grosor de la pared arterial de
las coronarias en ratas urémicas con dietas ricas en fosforo'**. Niveles de fésforo
elevados tienen la capacidad de inducir cambios en la pared vascular por lo que

influye directamente en el riesgo cardiovascular''?.

El hiperparatiroidismo secundario ha sido motivo de estudio también. Marco et
al encontraron relacion directa del nivel de PTH con el riesgo relativo de muerte
cardiovascular. El riesgo es casi cuatro veces superior si los niveles de PTH
estan por encima de 50 pmol /L (RR= 3.9, el 95% de IC 1.2-12.9)*®. También
en pacientes en HD, Block et al encontraron que el no cumplimiento de los
parametros del metabolismo mineral: calcio, fésforo, producto calcio x fésforo y
PTH dentro de los rangos recomendados por las nuevas K/DOQI comporta un
aumento del riesgo de mortalidad proximo al 50% respecto que tienen todos los

pardmetros dentro del rango'**.

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
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arteriolar y la elevacion de la velocidad de la onda de pulso™* y en enfermedad
renal crénica sin didlisis se ha descrito un aumento de la prevalencia de
calcificacion en estos pacientes''®. En estadios avanzados de enfermedad renal
cronica y en pacientes ancianos el fésforo tendria un papel principal en la rigidez
arterial. Niveles de fosforo elevados tienen la capacidad de inducir cambios en la
pared vascular que conducen a la calcificacion. In vitro se ha demostrado que el
fosforo puede producir engrosamiento de la pared arterial por aumento de la
fibrosis intersticial™*® y puede actuar sobre la diferenciacién de las células de
musculo liso vascular a “Osteoblastic-like cells”, favoreciendo el proceso activo
de mineralizacion y calcificacion del vaso incluso con cifras de fosforo dentro de

la normalidad**?.

Se ha descrito que las calcificaciones vasculares siguen un
proceso similar al de la formacion del hueso. Es un proceso en gran medida
activo. En condiciones normales las células musculares lisas vasculares (CMLV)
tienen minima expresion de proteinas calcificantes (fosfatasa alcalina,
sialoproteina dsea, proteina matriz GLA). Cuando se pone en marcha el proceso
de calcificacion las CMLV expresan Cbfa-1 (core-binding factor a-1) y BMP2
(“bone matrix protein 2”) que actuan como promotores. El Cbfa es el factor de
transcripcion especifico de gen osteoblastico, que regula la expresion de

proteinas procalcificantes™ 8. El

siguiente paso es la acumulacion de pequefias
vesiculas (“matrix vesicles”) y de cuerpos apoptoicos calcificados con alta
concentracion de calcio y fésforo. Con la liberacion de éstos y por efecto de las
proteinas procalcificantes comienza la nucleacion y acumulacion de

hidroxiapatita, la misma base estructural de hueso calcificado™*819120.12,

Respecto a la PTH, s6lo ha demostrado tener algin efecto in vitro acelerando o
favoreciendo la calcificacion de las CMLV, pero no se ha podido demostar

ninguna asociacion directa o independiente a nivel clinico'®.

1.2.2.3.-Sindrome cardiorrenal

Ronco y cols*® describieron en 2008 las cinco categorias clinicas de un
sindrome extraordinariamente frecuente que acontece cuando el fallo agudo o

cronico del corazon o del rifidn puede causar disfuncion del otro 6rgano. En el
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tipo | o sindrome cardiorrenal agudo, un fallo agudo de la funcion cardiaca
desencadena un fracaso renal agudo. En el tipo Il o sindrome cardiorrenal
cronico, la insuficiencia cardiaca cronica desencadenara un fallo progresivo y
potencialmente permanente de la funcion renal. En el tipo Il o sindrome reno-
cardiaco agudo, un empeoramiento agudo de la funcion renal causa un fallo
cardiaco agudo. El tipo IV o sindrome renocardiaco cronico se da cuando la
insuficiencia renal cronica es la causa de la disfuncion cardiaca. Por ultimo el
tipo V se denomina sindrome cardiorrenal secundario, se daria cuando una
circunstancia sistémica como la diabetes o una sepsis causarian ambos fallos

cardiaco y renal.

Tanto la arteriosclerosis como la insuficiencia cardiaca se presentan con una
frecuencia similar en los pacientes con ERC'™. La prevalencia de la
insuficiencia cardiaca en la poblacién que inicia dialisis es de un 40%
aproximadamente y las muertes de causa cardiovascular son entre 10 y 20 veces
mas frecuentes en los pacientes en dialisis que en el resto de la

poblacion®*12>126,

Los mecanismos fisiopatologicos en cada tipo son diferentes.Se analizaran los

del tipo Il y IV por ser los de mayor interés en el presente trabajo.

Un gasto cardiaco disminuido de forma cronica, puede desencadenar hipotension
e hipoperfusion renal. Estas situaciones estimularan una respuesta neurohumoral
compensatoria que incluye la activacion del sistema renina-angiotensina y del
sistema nervioso simpatico y un aumento en la expresion de moléculas como
vasopresina, endotelina y péptido natriurético atrial’®’. El aumento de la
produccién renal de angiotensina 1l y aldosterona promoveran la retencion de
agua y sodio y causara enfermedad macro y microvascular?®. La angiotensina Il
es también capaz de elevar los niveles renales de endotelina I, que es capaz a su
vez de activar el factor de crecimiento B y el factor nuclear kB, iniciando y
favoreciendo la progresion de inflamacion y fibrosis renal'®. Junto con la
angiotensina 1l, altos niveles de aldosterona estimularan la produccion de
fibronectina conduciendo a la fibrosis renal y la glomerulosclerosis. La

hipoxemia renal aumentara el estrés oxidativo, empeorara el 0xido nitrico y la
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funcion endotelial y promovera un estado inflamatorio cronico. Los niveles
elevados de factor de necrosis tumoral, interleukina 1 e interleukina 6 asociados
a la inflamacion cronica pueden causar dafio téxico de forma progresiva y
apoptosis de las células renales, que conllevara dafio renal permanente y pérdida
de la funcion renal™®. Este mecanismo inflamatorio puede ser la ruta principal
del deterioro de la funcién renal en pacientes con insuficiencia cardiaca crénica

y funcion del ventriculo izquierdo conservada.

Tanto la albuminuria como la disminucién del filtrado glomerular son factores
de riesgo independientes para eventos cardiovasculares’®. Los desordenes
cardiovasculares presentes en los enfermos renales son multiples y a menudo se
presentan en el mismo paciente. La aterosclerosis esta presente,como se ha
comentado previamente, frecuentemente en los pacientes con ERC debido a la
alta prevalencia de diabetes, dislipemia, 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 véalvula adrtica,

también son fendmenos frecuentemente asociados a la ERC.

En conclusion, existe una compleja relacion bidireccional entre rifion y corazon
cuyo objetivo es mantener la homeostasis del volumen sanguineo y de la presion
arterial, y la insuficiencia de cualquiera de estos drganos sera capaz de causar el

fallo del otro.

1.2.2.3.- Estado inflamatorio

La respuesta inflamatoria no es sélo una respuesta local, sino que puede ser un
proceso sistémico reflejado en el aumento de marcadores bioquimicos como
reactantes de fase aguda, citoquinas y moléculas de adhesion. Varios estudios
han encontrado relacion entre la insuficiencia renal y algunos de estos
marcadores, como la Proteina C Reactiva (PCR), IL-6, TNF-a y fibrinogeno,

incluso en pacientes con ligero deterioro de la funcion renal, sugiriendo que la
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ERC es un proceso inflamatorio de bajo grado’®, siendo los leucocitos

polimorfonucleares y los linfocitos CD14+/CD16+ mediadores clave en este
proceso™*3*_ De hecho, la inflamacion persistente puede ser factor de riesgo de
progresion de la ERC y los marcadores inflamatorios predictores del deterioro de
la funcion renal. Este hecho podria ser consecuencia de que moléculas
inflamatorias como TNF-a o IL-6 podrian comportarse como toxinas
contribuyendo a las complicaciones de la uremia. Ademas la PCR, es capaz de
reducir la produccion de o0xido nitrico, estimular la formacion de endotelina-1 e
inducir algunos pasos clave en la generacion de la placa de arteriosclerosis
(reclutamiento de monocitos y formacion de las células espumosas)

Es obvio que en la ERC un considerable nimero de factores relacionados con la
dialisis (bioincopatibilidad, calidad del agua de dialisis...) o no (infecciones...)
contribuirdn a un estado de inflamacion crénica, pero lo que resulta realmente
interesante es que pequefios grados de deterioro de la funcidn renal per se
pueden asociarse con una respuesta inflamatoria. De hecho, a medida que la
funcion renal se deteriora se puede observar aumento progresivo de citoquinas

proinflamatorias™*>*°.

La enzima mieloperoxidasa (MPQ), presente en los neutrofilos, se considera uno
de los vinculos mas importantes entre la inflamacion, el estrés oxidativo y la

artriosclerosis.

Se considera que las EROs estan implicadas en el proceso inflamatorio cuando
la funcion renal disminuye. La inflamacién es sensible al equilibrio redox, de
manera que en presencia de oxidantes se activaran factores de transcripcion
genética como el NF-«xB, que regulara la transcripcion de genes inflamatorios.
De la misma manera un estado deplecionado de glutation (proteina antioxidante)

es también capaz de activar este factor.
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1.2.2.4.-Disfuncion endotelial

La disfuncion endotelial es un fendmeno ampliamente documentado y de inicio
precoz en la aterosclerosis, que precede a los cambios estructurales y a las
manifestaciones clinicas'®’. El deterioro de la funcién endotelial se atribuye al
descenso en la biodisponibilidad del 6xido nitrico, factor vasodilatador derivado
del endotelio y con propiedades anti-ateroscleroticas. Aunque es preciso ahondar
en el estudio de la accion de las toxinas urémicas en esta disfuncion endotelial,
existe marcada evidencia de la implicacion de la molécula dimetil-arginina
asimétrica (ADMA) (un inhibidor enddgeno de la enzima oxido nitrico sintasa)

en este proceso3®!3.

Dado que la ADMA sufre aclaramiento renal, se
encuentran niveles elevados en los pacientes con ERC. Ademas se ha
demostrado que se comporta como un factor independiente de disfuncion
endotelial y de mal pronéstico en pacientes en HD'*. Ravani et al, por otro lado,
demostraron que la ADMA se comportaba como un marcador potente e

independiente de riesgo cardiovascular.

Finalmente, varios autores han podido demostrar un vinculo entre disfuncién

endotelial y estrés oxidativo en el medio urémico™*.
1.2.2.5.- Albuminuria

La albuminuria es un predictor de riesgo cardiovascular bien establecido*. Se
ha demostrado que su implicacion es independiente del riesgo asociado al
deterioro de la funcion renal y que los mecanismos patogénicos deben de ser
diferentes. De hecho, se piensa que la albuminuria seria un predictor de riesgo
cardiovascular mas potente que un deterioro ligero del filtrado glomerular**. Se
ha demostrado que la albuminuria se asocia con otros factores de riesgo
cardiovascular como anomalias en la fibrindlisis, la inflamacion y la dislipemia.
El aumento de la excrecion urinaria de albumina seria el reflejo glomerular de un
aumento generalizado de la permeabilidad endotelial. Un estado inflamatorio de
bajo grado jugaria también un papel importante en este escenario. De hecho, la
inflamacion se ha relacionado con ambas disfuncién endotelial**'y

albuminuria®*®.
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1.2.2.7.- Otros:

Se han descrito otros factores que estarian implicados en mayor o0 menor medida
en el desarrollo de enfermedad cardiovascular en el enfermo con ERC, como:
sobrecarga de volumen, excesiva activacion simpatica, hipotiroidismo

subclinico, factores genéticos o alteraciones en la coagulacion.

1.2.2.8.-Estrés oxidativo

Con el proposito de poder establecer un nexo comdn entre todos estos factores,
Himmelfarb, Stenvinkel y cols, presentan en 2002 al ESTRES OXIDATIVO
como el factor capaz de unificarlos. Utilizando un simil poético denominaron al
estrés oxidativo como el “elefante en la uremia”, haciendo referencia al poema
de John Godfrey Saxe (1816-1887): “The Blind Men and the Elephant”, donde
varios hombres ciegos intentan describir un elefante tocando Unicamente una
parte de éste. Todos ellos tenian razén en algo, pero todos fallaban al intentar

descifrar la verdad.
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‘,/ 4’ It’sa
\_Spear!

Figura 5.- Estrés Oxidativo: El elefante en la uremia De: Himmelfarb J,
Stenvinkel P, Ikizler TA, Hakim RM. The elephant in uremia: Oxidant stress as a

unifying concept of cardiovascular disease in uremia. Kidney Int 62: 1524-1538, 2002

El aumento de la carga oxidativa a la que se verian expuestos los pacientes con
ERC, debido al aumento de la oxidacion de proteinas, lipidos, carbohidratos y
deméas moléculas, resultara finalmente en un proceso de aterosclerosis acelerada
junto con otras manifestaciones de la uremia como la amiloidosis. (Tabla 2). Los

autores basan este planteamiento en las siguientes ideas:

La elevacién de la PCR, como reactante de fase aguda, es un marcador indirecto
de activacion leucocitaria y de aumento de estrés oxidativo probablemente via

enzimas como la MPO.

La malnutricién, con la hipoalbouminemia como marcador, puede contribuir a la

morbi-mortalidad cardiovascular por la reduccién de la defensa antioxidante.

Las técnicas de sustitucion renal podran aminorar o no el desequilibrio oxidativo

en la medida en que afiadan o no mas factores oxidantes o inflamatorios.
Cuando toxinas urémicas como [,-microglobulina, cisteina u homocisteina,

quedan retenidas en altas concentraciones en los tejidos organicos se convierten

en substratos oxidativos aumentando su patogenicidad.
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Tabla 2.- El elefante en la uremia: Un paradigma conceptual.De:

Himmelfarb et al. Oxidative stress as a unifying concept of cardiovascular
disease in uremia.Kidney Int 62: 1524-1538, 2002

Patogénesis

urémica

Aumento de

citoquinas

Activacién
del

complemento

Retencién de

solutos

Activacion
de

neutroéfilos

Factores de riesgo

adicionales

Reaccion de fase

aguda

Malnutricién

Caracteristicas de la

TSR:

Bioincompatibilidad

Uso de cateter

Exposicion al Fe

Infeccion

Mediadores

potenciales

HOCI

H,0,

Anion
superoxido
Peroxinitrito
Radical

Hidroxilo

Substratos

Cisteina

Homocisteina

B.microglobulina
Derivados
glucosa
Proteinas:
Carbonilos
Tioles

Tirosina

Lipidos:

Ac grasos
poliinsaturados
LDL

Fisiopatologia

Inflamacién

vascular

Dafio endothelial

CMLV:
proliferacion vy
migracion
Disminucion del
efecto NO:
Vasoconstriccion
Activacion

plaquetaria

Danio tisular

Patologia

Aterogénesis
acelerada

Estenosis

coronaria

Hiperplasia
intimal
acelerada
HVI

B,amiloidosis

CMLYV: células musculo liso vasculat; HVI: Hipertrofia ventricular izquierda; TSR: Terapia

sustitutiva renal
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1.3.- ESTRES OXIDATIVO Y ATEROGENESIS

Hace ya veinte afios que Steinberg y cols avanzaron la hipotesis de que la
capacidad aterogenica de las moléculas de LDL-Colesterol se incrementaba en
gran medida cuando estas moléculas sufrian una modificacién oxidativa*®.
Durante la formacién de la placa de ateroma las moléculas de LDL-ox (LDL-
oxidada) capturadas por receptores (scavengers) de las células endoteliales
conducirén a la transformacion de monocitos tisulares en las llamadas foam cells
(células espumosas), paso clave en la formacién de la placa de arteriosclerosis.
(Figura 6)

El andlisis histolégico de la placa aterosclerotica ha revelado la implicacién de

productos oxidativos en su formacion.

La enzima MPO, es una de las proteinas mas abundantes de las células
leucocitarias ya que constituye aproximadamente hasta un 5% del total del
contenido proteico de los neutréfilos y hasta un 1% del de los monocitos. Tiene
por tanto, un importante papel en la defensa frente a microorganismos. En
presencia de perdxido de hidrogeno cataliza la oxidacion de grupos haluro,
convirtiéndolos en moléculas con alto poder oxidante'*’. Se ha descrito actividad
MPO localizada junto a las células espumosas, asi como productos derivados da
la oxidacion de residuos proteicos como 3-clorotirosina y ditirosina, fruto de la
oxidacién , via MPO, del aminoécido tirosina'*®. Estas reacciones producidas
por los monocito-macrofagos ponen de relieve la asociacién entre inflamacion,
estrés oxidativo y arteriosclerosis. De hecho se ha documentado en amplios
estudios poblacionales la relacion entre el alto recuento leucocitario y rapida

progresion de enfermedad aterosclerética y eventos coronarios™*®.

Resulta también interesante destacar que cuando se aislan moléculas de HDL-
Colesterol (High Density Lipoprotein) de pacientes con antecedentes de
enfermedad cardiovascular, éstas contienen niveles mayores de clorotirosina que

aquellas moléculas HDL de individuos aparentemente sanos™°.
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Cuando la apolipoproteina A-lI (apoA-l), la mas abundante en HDL, sufre
cloracion por la MPO pierde su capacidad de eliminar moléculas de colesterol
de las células por la via ABCA1 lo que normalmente representa una importante
via de manejo del colesterol por parte de los macréfagos. Todas estas
observaciones sugieren que los macrofagos pueden generar formas
disfuncionantes de HDL que contienen tanto lipidos como proteinas oxidadas.
Asi

oxidacion es bioldgica y clinicamente importante

pues, la lesion aterosclerdtica es una localizacion potencial donde la

151

Circulating monocytes
Native LDL @ @ @ Native LDL
O ,@ L O
Erdothelial Endothelial
ndothelial injury
cells OO @ O
Smooth muésglllg Oxygen
Resident free
Macrophages \ monocyte/ radicals
macrophage
ﬂ____;__,_,_/
Oxidatively ﬂ
modified Oxidatively
LDL modified
LDL
Foam cell

Figura 6: Mecanismos potenciales del papel de la LDL-oxidada en la aterogénesis. Células
endoteliales, células del musculo liso vascular 0 macréfagos pueden catalizar la modificacién
oxidativa de las LDL circulantes mediante: (I) reclutamiento de monocitos circulantes, (1)
atrapamiento de macréfagos en la intima vascular, (I11) consumo aumentado de LDL oxidadas
por macréfagos residentes derivando en la formacién de células espumosas; y (V) destruccion
de células endoteliales resultado de la toxicidad de las LDL oxidadas. De: Himmelfarb et al.
Oxidative stress as a unifying concept of cardiovascular disease in uremia. Kidney Int 62: 1524-
1538, 2002
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1.4.- ESTRES OXIDATIVO Y ERC. EVIDENCIAS ACTUALES.

Existen varias lineas de evidencia que indican que la ERC es un estado pro-

oxidante, las cuales se pueden simplificar de la siguiente manera:

1.- Se han encontrado niveles elevados de lipidos, proteinas y DNA

oxidados en pacientes con ERC 2193154155156,

2.- Parametros oxidativos como lipoproteinas modificadas por acido
hipocloroso o productos avanzados de la glicosidacion estdn presentes en las

lesiones aterosclerosas de los pacientes con ERC*"%8 .

3.- Hay evidencias también de que existen defectos en el sistema
defensivo antioxidante, que conduce a un descenso en la neutralizacion de las
acciones de las EROs. Este defecto de poder antioxidante se puede considerar

también como un marcador de estrés oxidativo®®?.

La patogenia del estrés oxidativo en la ERC es obviamente multifactorial e
incluye diferentes causas. A medida que progresa el deterioro de la funcion renal
se acumulan en el organismo una serie de moléculas que denominamos toxinas
urémicas. Vanholder y cols™® han descrito recientemente toda una serie de estas
toxinas que contribuirian al dafio vascular. Estas sustancias retenidas pueden
comportarse como substrato de posteriores modificaciones oxidativas en un
medio urémico, motivo por el que alguna de ellas veria aumentada su
toxicidad.Existen gran variedad de factores co-moérbidos que ya por si solos son
capaces de aumentar el estrés oxidativo y por otra parte, no menos despreciable,
los pacientes que reciben tratamiento con Hemodialisis o Dialisis Peritoneal
estan expuestos a otras circunstancias que pueden agravarlo. Sin embargo, el
efecto que tienen las técnicas de sustitucion renal sobre el balance oxidativo

permanece sin aclarar.

40



Tesis doctoral. M2 Jests Puchades Montesa

Segun unas primeras investigaciones del grupo estadounidense de Himmelfarb,
parecia légico pensar que si el estado urémico conllevaba un aumento del estrés
oxidativo, un procedimiento capaz de aminorar este estado, como son las
técnicas de depuracion extrarrenal, también mejoraria el desequilibrio oxidativo.
Sin embargo, no todas las observaciones de diferentes grupos de investigacion
siguen la misma linea de conclusiones, ya que las técnicas de didlisis podrian

lejos de restablecer la homeostasis oxidativa, empeorarla ain mas.

Los principales factores influyentes en el estrés oxidativo en las diferentes

técnicas serian:

- En HD, la exposicion reiterada a una membrana sintética para dialisis
condiciona determinadas circunstancias que podran influir en el estrés
oxidativo. El proceso de biocompatibilidad resultara crucial ya que, este
contacto sera capaz de poner en marcha mecanismos inflamatorios y por
ende oxidativos. Los factores implicados son varios: el tipo de membrana
de HD (composicion quimica, permeabilidad, adsorcion de proteinas,
geometria 'y proceso de fabricacion o los procedimientos de
esterilizacion), el liquido de dialisis y la posibilidad de que se produzca
retrofiltracion del mismo durante la dialisis y otros factores quizas de
menos importancia, como materiales plasticos utilizados en la fabricacion
del material utilizado en la dialisis, tanto en el dializador o las lineas, los
cambios en el flujo sanguineo por la bomba de sangre o por las mismas
agujas de dialisis. Los injertos artificiales de Goretex®, utilizados como
acceso vascular, se ha demostrado que tienen una alta biocompatibilidad y
gue no son capaces en principio, in vitro, de activar a mononucleares ni

linfocitos.

- En DP la membrana dialitica es una membrana fisiol6gica y de forma
intuitiva lleva a pensar que se trata de una técnica mas biocompatible. Sin
embargo, la continua exposicion del peritoneo a soluciones con altas
concentraciones de glucosa, y diferentes pH, es tambiéncapaz de producir

estrés oxidativo.
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Los pacientes con ERC avanzada reciben de forma rutinaria en su
tratamiento altas cantidades de hierro intravenoso necesarias para suplir el
déficit de hierro y optimizar la terapia con agentes estimuladores de
eritropoyetina. Sin embargo, existen estudios que han demostrado una
disfuncién en células polimorfonucleares en pacientes con cifras de
ferritina superiores a 650 pg/l, incluso con cifras del indice de saturacion
de transferrina inferior al 20%*®. Algunos autores han encontrado niveles
mas elevados de parametros de lipoperoxidacion en pacientes en

hemodialisis tras la infusion de hierro intravenoso®*.
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1.5.- ESTRES OXIDATIVO: DEFINICIONES Y FUNDAMENTOS

Se denomina estrés oxidativo a la pérdida del equilibrio entre factores oxidantes
y antioxidantes a favor de los primeros, conduciendo potencialmente al dafio

tisular'®?.

El resultado del efecto del estrés oxidativo en el medio urémico serd un

desarrollo acelerado de la aterosclerosis y otras manifestaciones de la uremia.

1.5.1.- El inicio: la vida con oxigeno!®%16416.166.167

El oxigeno es un gas téxico y reactivo, capaz de oxidar los compuestos de
carbono. Su aparicion en la atmosfera hace unos 2500 millones de afios impidid
que proliferara un primitivo estilo de vida a base de reacciones de fermentacion,
que permitieron a las primeras células generar ATP de forma anaerdbica. La
evolucion del aparato fotosintético de las células primitivas permitio obtener el
hidrégeno de las moléculas de agua, eliminando el oxigeno como producto
residual. La acumulacién del oxigeno supuso por un lado, la inmediata oxidacion
de los productos organicos formando didxido de carbono y agua y por otro la
formacion de la capa de ozono, que redujo enormemente la cantidad de radiacion

ultravioleta que alcanzaba la superficie de la Tierra.

La consiguiente oxigenacién de la biosfera impuso una severa presion evolutiva
en muchos organismos que, hasta entonces, habian vivido y evolucionado en un
mundo anaerobio. Muchos organismos, incapaces de tolerar este gas, tuvieron

que refugiarse en nichos anaerobicos, o extinguirse.

Por otro lado, forzé a otro grupo de células, a desarrollar mecanismos para su
detoxificacion intracelular, en los que se encuentran implicados enzimas tales
como catalasas, peroxidasas y superoxidodismutasas, que reaccionan con los
radicales toxicos producidos por el oxigeno y los convierten en compuestos
organicos indcuos y agua. La evolucion de estos enzimas protectores permitio

que las células toleraran la presencia del oxigeno.
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Pronto, sin embargo, los microorganismos hallaron una solucion a la
problematica del oxigeno, desarrollando la capacidad de usar éste mediante la
respiracion. Esta solucion no sélo los protegid, sino que ademas les aporto
energia adicional, ya que la cantidad de ATP generado mediante la respiracion
es bastante mayor que la obtenida por fermentacién. Por tanto, la respiracion fue
un requisito para el origen de las células eucariotas que se convertirian en el

material de construccion de los organismos superiores.

Sin embargo, muchos de los productos que se originan durante la respiracion
celular son por naturaleza potentes oxidantes para otras moléculas. Por lo que las
células aerobias tienen que pagar un precio inevitable, y es la toxicidad de las

especies reactivas del oxigeno de las que se han de defender.

15.2.- Concepto y caracteristicas de radical libre®®™
168,169,170,171,172,173,174

Los electrones en los atomos ocupan regiones espaciales conocidas como
orbitales. La estructura electronica de un &aomo o una molécula es
termodinamicamente mas estable si en cada orbital hay un maximo de dos
electrones, que giran en direcciones opuestas, o sea, se hallan apareados. Un
electrén no apareado es el que estd solo en un orbital, con dos posibles
direcciones de giro. La mayoria de las sustancias presentes en el organismo
contienen sélo electrones apareados y suelen ser, por tanto, guimicamente

estables.

Los radicales libres son especies quimicas (atomos o moléculas) que contienen
uno o mas electrones desapareados en su orbital mas externo, y pueden tener

carga (positiva o negativa) o no.

Esta propiedad de tener electrones desapareados le puede conferir al radical una
enorme reactividad quimica, que le conducird a interactuar rapidamente con
otros atomos o moléculas (radicales o no) con las que entre en contacto,

tendiendo a ceder este electron extra para estabilizar su orbital de valencia
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(radical reductor), o a aceptar un electron para estabilizar el electron
desapareado (radical oxidante), o a unirse a un no radical, en cuyo caso este
altimo se convierte en un radical libre. Mediante estos mecanismos los radicales
libres dan lugar a reacciones en cascada con formacion de nuevos radicales
libres. So6lo cuando coinciden dos radicales libres pueden combinar sus
electrones desapareados y unirse mediante un enlace covalente, terminando asi

con dichas reacciones.

Las reacciones promovidas por los radicales libres se pueden dividir en
reacciones de iniciacion, de propagacién y de terminacion. Aunque son
generalmente mas reactivos que los no radicales, hay una gran variabilidad en
dicha reactividad. EIl resultado de la reaccién de un radical inorganico con un
compuesto organico, es la creacion de un radical organico, el cual puede sufrir

sucesivas reacciones hasta formar un compuesto mas estable.

Los radicales libres son generados in vivo como productos del metabolismo
normal. En el organismo pueden crearse intra y extracelularmente, mediante
mecanismos en los que estan implicados numerosos enzimas y tipos celulares.
En condiciones normales, la inmensa mayoria de los radicales libres proceden de

la respiracion aerobia y contienen oxigeno.

El radical més abundante en los sistemas bioldgicos es el oxigeno molecular. Su
capacidad oxidante y la reactividad de las especies quimicas generadas en su
reduccién vienen determinadas por sus estructuras electronicas moleculares. En
1924 se establecié que el oxigeno molecular (O;) es un diradical que posee dos
electrones desapareados en su orbital mas externo con giros paralelos. Esta
disposicion de los giros previene la adicion directa de un par de electrones (para
lo que deberia haber un giro paralelo y uno antiparalelo) a la molécula,
necesitando una inversién de giro antes de que se pueda producir la unién, de
acuerdo con el principio de exclusion de Pauli® para evitar la colocacion de dos

giros electronicos paralelos en el mismo orbital. Ya que el proceso de inversion

®Principio de exclusion de Pauli. En un mismo atomo o sistema orbital, no pueden existir dos
electronescon valores iguales en sus cuatro nimeros cuénticos; deben diferir en al menos uno. Eso significa
que ningun orbital puede contener mas de dos electrones y que éstos deben tener sus respectivos giros
apareados, o sea, orientados en sentidos opuestos.
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de giro es lento comparado con la vida media de los elementos en colision, el
resultado es que el oxigeno en su estado fundamental es un oxidante
relativamente débil, permitiendo la coexistencia de materia organica y oxigeno

libre.

Una consecuencia de esta restriccion del giro, es que el estado fundamental del
oxigeno favorecera la via de reduccion univalente del mismo, siempre que sea

posible energéticamente.

Frecuentemente se utiliza de manera equivocada el término “radicales libres del
oxigeno”, asignandosele a todas las especies reactivas del oxigeno intermedias,
incluyendo aquellas formas moleculares que no son radicales. Es mas apropiado

hablar de especies reactivas del oxigeno en lugar de radicales libres del oxigeno.

1.5.3.- Procedencia de las especies reactivas del oxigeno

Las reacciones en las que estan implicadas los radicales libres son fundamentales
para el normal funcionamiento de un amplio espectro de procesos biolégicos.
Debido a la ubicuidad del oxigeno molecular en los organismos aerdébicos y por
su capacidad de aceptar facilmente electrones, las especies reactivas del oxigeno
en gran medida median las reacciones en las que se implica un radical libre a

nivel celular.

En el organismo, las especies reactivas del oxigeno derivan de fuentes

enddgenas y exdgenas:

Fuentes enddgenas de especies reactivas del oxigeno
Son las generadas en los procesos biologicos intra y extracelulares normales y
patoldgicos, en practicamente todos los tejidos. Pueden producirse de forma

exagerada e inadecuada, 0 en un medio en el que las defensas que normalmente

protegen a los tejidos son insuficientes.
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Transporte electrénico a nivel de la mitocondria

El ATP se forma y consume continuamente. La fosforilacion oxidativa es el
proceso por el que se forma el ATP. Cuando mediante una serie de
transportadores (NADH-Q reductasa, citocromo reductasa y citocromo oxidasa)
se transfieren electrones desde el NADH (nicotidamida adenindinucle6tido
reducido) o el FADH; (dinucleétido de flavina y adenina reducido) al oxigeno
molecular, se libera una gran cantidad de energia. Esta es la principal fuente de
ATP en los organismos aerdbicos. La oxidacion y la fosforilacion son dos

procesos asociados.

Por tanto, la cantidad de oxigeno reducido en la mitocondria depende de los
requerimientos energéticos mas que del oxigeno disponible. Esta regulado por la
relacion ADP/ATP'™,

Aproximadamente el 95% de todo el oxigeno consumido por las células de los
mamiferos se metaboliza en la mitocondria, donde es reducido por cuatro
electrones, produciendo dos moléculas de agua sin formacién de intermediarios
toxicos, mediante la via de la reduccion tetravalente, la cual esta catalizada en

Gltima instancia por la citocromo oxidasa*’:

0,+4H +4¢ —> 2H,0

de manera simultinea el NADH es oxidado a NAD" (nicotidamida

adeninucle6tido),

0,+2NADH +2H" «——> 2H,0+2NAD"

y se forman seis moléculas de ATP a partir del ADP (adenosindifosfato) y P;

(ortofosfato)'’

6ADP+6Pi — > 6ATP+6H,0
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Sin embargo, entre un 0.5 y un 2% del oxigeno escapa de esta via y sufre

una reduccién univalente*’"*’8,

Como se ilustra en la figura7 , el oxigeno
también puede ser reducidosucesivamente por un Gnico electron durante el
metabolismo aerdbico normal y producir metabolitos reactivos del oxigeno
parcialmente reducidos y altamente téxicos, el anién superéxido (O, ), el
peroxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OH)Y817%18
porcentaje en la formacion de radical superoxido, es directamente

proporcional a la cantidad de oxigeno utilizada por la mitocondria™".

En el caso de las células hipoxicas, el predominio en los procesos de
reduccién de la cadena respiratoria, y acumulacion celular de cofactores
reducidos, puede aumentar la produccién de radical superdxido por parte de

los componentes del transporte electrénico®*82.

Se puede producir radical hidroxilo por la interaccién del radical superédxido
con el perdxido de hidrégeno, es lo que se conoce como reaccion de Haber-
Weiss™®.

02.7"' H,Op ——> O, + ‘OH + OH
(OH" :ion hidroxilo)

Se asume que la reaccion de Haber-Weiss en solucion acuosa, se produce a
una velocidad demasiado lenta a bajas concentraciones de radical
superoxido y peroxido de hidrdégeno para tener una significacion fisioldgica,
aunque termodinadmicamente es posible'®. La reaccién se acelera por la
presencia de metales de transicion, algo que ya sugirieron Haber y Weiss®*,
particularmente el hierro que actuaria como catalizador'®*!%. Asi el radical
superdxido reduce el hierro (Reaccion 5), el cual a su vez reduce el peroxido
de hidrogeno para formar radical hidroxilo, es la reaccion que describio

Fenton (Reaccion 6)5186:187,

O, +Fe® «——> 0O,+Fe?

Fe? +H,0, ——> Fe® +OH+OH
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Ya que normalmente la concentracion de oxigeno es mayor que la de radical
superdxido, esto favorece la reaccion de oxidacion del hierro (reaccion 5).
Si la concentracion intracelular de superoxido es mayor que la de oxigeno se

reducira el Fe ** a Fe #*, favoreciéndose la reaccion de Fenton 88,

Esta explicacion ha sido criticada al considerar que otros agentes reductores,
como el glutation o el &cido ascorbico, presentes in vivo a mayores
concentraciones que el superéxido, harfan mas probable la reduccién a Fe **
impidiendo la reaccién de Fenton. Pero Rowley y Halliwell*® muestran que
los compuestos con radicales tiol, a concentraciones fisioldgicas no
previenen la formacién de radical hidroxilo proveniente de radical
superdxido, en presencia de sales de hierro, sin embargo, si previenen la

superdxido dismutasa y la catalasa.

Koppenol ¥ discute que la reaccién de Haber-Weiss no se da en los medios
bioldgicos en presencia de superoxido dismutasa, ya que ésta reacciona a
una mayor velocidad de reaccion especifica con el radical superoxido, de
como reduce éste Gltimo al Fe** (reaccién 5). Sin embargo, en situaciones
patoldgicas, como en el caso de insuficiencia renal, en las que la formacion
de superdxido se incrementa, la de superoxido dismutasa se encuentra

disminuida y funcionalmente desbordada, si es factible que se produzca.

Por tanto, la reaccion de Haber-Weiss catalizada por el sistema ferroso-
férrico (o cuproso-clprico), que pueden actuar como trasportadores de
electrones, es una manera factible de crear radical hidroxilo en los sistemas

bioldgicos dada la cantidad de compuestos ricos en hierro*8*185187
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Figura 7.- Reduccion univalente del oxigeno
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Sistema de trasporte electrdnico a nivel del reticulo endoplasmético

y la membrana nuclear

Ambas membranas intracelulares contienen citocromos P450 y b5, los
cuales por autooxidacion pueden generar especies reactivas del oxigeno. La
disociaciéon de los complejos citocromo P450 puede formar peréxido de
hidrogeno y otros productos intermedios peroxi. Por otro lado pueden oxidar

acidos grasos insaturados.

Es dificil evaluar la contribucion de ambas membranas en la produccion de
radical superoxido y perdxido de hidrégeno en el conjunto de la produccion

celular.

Peroxisomas

A nivel celular, los peroxisomas son un lugar importante de produccion de

especies reactivas del oxigeno debido a su alta concentracién en oxidasas™.

Membrana plasmética

La membrana plasmatica es un lugar critico respecto a las reacciones de los
radicales libres. Los generados extracelularmente deben atravesarla antes de
reaccionar con otros componentes celulares, pudiendo iniciar su toxicidad

en ésta.

Mencion aparte, merece la membrana plasmatica de los fagocitos, la cual es
una fuente importante de especies reactivas del oxigeno, debido a la
presencia en la misma de la NADPH oxidasa (ver mas adelante).

Otra fuente potencial de especies reactivas del oxigeno es el metabolismo

del &cido araquiddnico. En la formacion de prostaglandinas y leucotrienos
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se producen intermediarios peroxi, hidroperoxidos, radicales hidroxilo y

radical SUperéxid0192*193'194*195,

Otros

Numerosos enzimas generan especies reactivas del oxigeno durante su ciclo
catalitico. La xantina oxidasa, enzima responsable de la conversion de
hipoxantina en acido Urico, es una fuente importante de radical

196,197

superoxido y probablemente la més estudiada. Su amplia distribucion

le confiere un importante papel en situaciones patoldgicas.

La aldehido oxidasa, estructuralmente similar a la xantina oxidasa, también
genera radical superoxido. Las enzimas dihidroorotato deshidrogenasa,
flavoprotein deshidrogenasa y la triptéfano dioxigenasa también utilizan el

radical superéxido durante su ciclo catalitico®*8,

Se produce radical superdxido por “accidentes quimicos” (autooxidaciones),
en que muchas moléculas del organismo reaccionan directamente con el
oxigeno, por ejemplo en el caso de las catecolaminas, hemoglobina,
mioglobina, tetrahidrofolatos, tioles, hidroguinonas, diversas cadenas de

trasporte electronico, etc'®181198199

Las producidas por células inflamatorias®®**

Sacando provecho de su agresividad quimica, las especies reactivas del
oxigeno han sido incorporadas a ciertos mecanismos defensivos para la
destruccion de bacterias o agentes extrafios®®>. Producidas durante la
actividad fagocitica, en los procesos inflamatorios agudos y cronicos, son
esenciales para la defensa contra la invasién microbiana®®?%. La
estimulacion de los receptores de la membrana de los fagocitos por el
complemento, endotoxinas, leucotrieno B4, inmunocomplejos y factor
activador de las plaquetas, activan la NADPH oxidasa que se encuentra en

la membrana leucocitaria, la cual reduce el oxigeno molecular
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exclusivamente, generando grandes cantidades de radical superéxido®®>?%.

Este enzima cataliza la transferencia de electrones desde el NADPH
(producto de la via de las hexosas fosfato) al oxigeno molecular.

Normalmente la NADPH oxidasa se encuentra en estado latente®®.

NADPHoxidasa

20,+NADPH+H" — > NADP " +H"+20,"

Ademas. Los leucocitos activados producen especies reactivas del oxigeno a
través del metabolismo del &acido araquidonico en la via de la

ciclooxigenasa™*.

En el llamado “estallido respiratorio o explosion oxidativa” (respiratory
burst®) se producen especies reactivas del oxigeno: radical superéxido,
peroxido de hidrégeno, 4&cido hipocloroso, radical hidroxilo®?*.
Desgraciadamente, la formacion de éstas durante el ataque de los

microorganismos, puede también dafiar los tejidos del huésped.

Fuentes exdgenas de especies reactivas de oxigeno

Los secundarios a agentes antineoplasicos como los antibidticos
antraciclinas y otros antibioticos, que dependen, por ejemplo, de la union
con metales para su actividad. Muchos de los efectos quimioterapicos y
efectos colaterales citotoxicos de estos farmacos se han atribuido a su

capacidad para reducir el oxigeno a especies reactivas del oxigeno.

Los secundarios a influencias externas, como la irradiacion de los
organismos con radiaciones electromagnéticas (rayos X y ),
particularmente la radiacion ionizante, la cual dafia los tejidos por causar
fision del enlace del agua produciendo atomos de hidrogeno, electrones
hidratados y radicales hidroxilo. La luz a longitudes de onda determinadas

® Recibe este nombre porque se describié primero como un aumento stibito en el consumo
de oxigeno pocos segundos después de la interaccion de la célula con el agente estimulante.
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puede causar fotolisis en los enlaces quimicos y producir radicales libres.

Los ultrasonidos pueden producir unos efectos semejantes®”’.

Ademas una amplia variedad de agentes ambientales incluyendo la
hiperoxia, los polucionales del aire (ozono y éxidos del nitrégeno y del
azufre), algunos herbicidas e insecticidas, humo del tabaco, aditivos
alimentarios, disolventes y el amplio grupo de los hidrocarburos aromaticos,

etc., también pueden causar dafio celular mediado por radicales libres.

Estos xenobiodticos o ya son un radical libre, o son convertidos por el
metabolismo intracelular y procesos de detoxificacion.

1.5.4.- Tipos de especies reactivas del oxigeno*®®187:208:209210211

Como se ha comentado previamente, el término especies reactivas del
oxigeno, se utiliza para designar de modo colectivo tanto los radicales del
oxigeno (superdxido, hidréxilo) como las especies no radicales, que se
comportan como oxidantes, particularmente el perdxido de hidrégeno, el

oxigeno molecular “singlete” y el acido hipocloroso.

Radicales libres del oxigeno

Radical superéxido o diéxido (/7) (05719,

Aunque la denominacién mas correcta es la de didxido (17), utilizaremos a
lo largo del texto, al igual que la mayoria de la bibliografia consultada, la

denominacion también permitida de superoxido.

El anién superdéxido es la base conjugada de un acido débil, el radical
hidroperoxido (HO"), con el cual se equilibra. Ya que el pK, para la
reaccion de disociacion es 4.88, hay poco radical hidroperdxilo a valores
fisioldgicos de pH'®*. Sin embrago a pH bajos la concentracién de radical
hidroperdxilo puede aumentar extraordinariamente (ej: tejidos isquémicos,

. . : 187
superficie de los macrofagos activados,...) 8,
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0, +H" «——> HO;

Ambos pueden reaccionar produciéndose la siguiente reaccion de
dismutacion, originando peréxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno (k°= 8x
107 M-l S-l) 184

02.+ HOZ. +H ——> H,02+ Oy

Es el Gnico radical a partir del cual se pueden formar la mayoria de las
especies reactivas del oxigeno (reacciones 4, 8, 9 10 y figura 7.Se encuentra
en estado reducido por la ganancia de un electrdn, resultado de la reduccion

univalente del oxigeno molecular.

Puede dismutar espontaneamente produciendo peréxido de hidrogeno,
aunque esta reaccion es mas lenta (k ~ 2 x 10° M™* s™%) que la dismutacién
observada en la reaccion 9, probablemente debida a la repulsion

electrostatica®,

02.7 + 02.7 + 2 H+H H, O,+ O,

Asi la dismutacion es méas rapida a valores de pH &cido, necesarios para
protonar el radical superéxido méas rapidamente que a pH fisioldgico. Segin

h164,198

Fridovic a pH 7.8 en un medio acuoso, la dismutacion espontanea se

produce a velocidad constante de 8 x 10* Ms™.

Actla fundamentalmente como un agente reductor donando su electron
extra. También lo puede hacer como agente oxidante, aunque de manera
mas pobre, en cuyo caso es reducido a perdxido de hidrégeno. Su
reactividad quimica es alta en solventes organicos, aungue es poco reactivo
en soluciones acuosas, lo que le permite difundir lejos de su lugar de

formacion, reaccionando con otras estructuras dentro de la célula,

¢ Constante de velocidad o velocidad de reaccion especifica.
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comprometiendo el funcionalismo de la misma. El producido
extracelularmente es capaz de entrar en las células a través de los canales

aniénicos transmembrana®®!

. Ataca a moleculas como el ADN, fosfolipidos
de membrana, polisacaridos, tioles y aminas. Aunque se piensa que la
mayoria de sus efectos dafiinos derivan de su capacidad para generar
radicales altamente tdxicos como el radical hidroxilo, también se le ha

implicado en el inicio y en la terminacién de la peroxidacion lipidica®'?.

Radical hidroperéxilo o di6xido de hidroégeno (HO,")™**1%

Aunque la denominacién mas correcta es la de dioxido de hidrogeno,
utilizaré a lo largo del texto, al igual que la mayoria de la bibliografia

consultada, la denominacion también permitida de hidroperoxilo.

Es la forma protonada del radical superéxido, mas liposoluble. Puede
reaccionar espontdneamente con otro radical hidroperdxilo originando
peroxido de hidrégeno (k=8 x 10°M™s™)!#*:

HO, O,

HO, N " 1,0,

Es un oxidante mucho mas potente que el radical superéxido y su vida
media es mayor. Tiene un papel mucho mas importante de lo que se pensaba
en la lesion oxidativa y posee la capacidad de iniciar la peroxidacion
lipidica, asi como la oxidacion de una amplia cantidad de compuestos
bioldgicos**?*3, Sin embargo, también ha sido implicado en las reacciones

de terminacion de la peroxidacion lipidica®.
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Radical hidroxilo o monéxido de hidrégeno ((HO)

Aunque la denominacion mas correcta es la de monoxido de hidrégeno,
utilizaremos a lo largo del texto, al igual que la mayoria de la bibliografia

consultada, la denominacion también permitida de hidroxilo.

El radical hidroxilo es el estado reducido del oxigeno molecular por la
ganancia de tres electrones (figura 7). Se genera también en las reacciones

de Haber-Weiss o en la de Fenton (reacciones 4y 6).

La radiacion ionizante puede producir radical hidroxilo por la rotura del
enlace covalente entre el oxigeno y un hidrégeno de una molécula de agua,
reaccion en la que también se generan electrones hidratados (ea) Yy otro

oxidante, el radical hidrégeno (H')*®,

Estados intermedios

H-O-H H + OH

Otro mecanismo por los que se puede formar radical hidroxilo in vivo, es la
interaccion entre el radical superoxido y el &cido hipocloroso (HOCI),
producidos ambos por los neutrofilos activados en el proceso

inflamatorio'®®2%°,

O, +HOCI > ‘OH+ O, +Cl”

En presencia de hierro ferroso el acido hipocloroso también puede producir

radical hidroxilo*®,

HOCI +Fe> ——— > "OH + CI + Fe**

Es el oxidante mas potente de los sistemas bioldgicos, el radical libre del
oxigeno mas reactivo que se conoce. Debido a ello, su capacidad de difusion

165,187,210

es minima, reaccionando alli donde se produce Se combina

rapidamente con moléculas de su alrededor, cede o capta electrones,
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poniendo en marcha reacciones en cadena'’’. Su vida media es
extremadamente corta (a 37°C, 1 x 10 segundos). El radical superéxido y el
peréxido de hidrégeno son menos reactivos, pueden difundir ciertas
distancias desde su lugar de formacion, generando radical hidroxilo, cuando
se encuentran con metales de transicién. Reacciona con todas las moléculas
bioldgicas conocidas, y muy relevante es el dafio que produce en el ADN en
el que induce mutaciones, en los enzimas a los que inactiva, y en las

membranas en las que desencadena la peroxidacion lipidica.
En el organismo no existen sistemas de defensa directos para neutralizar al
radical hidroxilo.

Radicales secundarios a la lesion tisular

Radical peroxilo (ROO")

Lo maés caracteristico es su formaciéon en la peroxidacion de los acidos

grasos poliinsaturados (RH"). (R": radical alquilo)**%%®.

‘OH O,

N

Tiene relativa baja capacidad oxidante y una menor reactividad en relacién

RH ROO’

con el radical hidroxilo, su vida media es mayor (a 37°C, 1x 102 segundos),
lo que le confiere una mayor capacidad de difusion en los sistemas

bioldgicos.

Puede captar un a&tomo de hidrdgeno de un lipido produciendo una reaccién

en cadena (ROOH: hidroperoxido lipidico).
58



Tesis doctoral. M2 Jests Puchades Montesa

ROO’

¥ R’ + ROOH

Los radicales peroxilo también iniciaran la oxidacion de proteinas,

RH

carbohidratos, etc.

Radical alcoxilo (RO

El radical superéxido puede reaccionar con los hidroperoxidos lipidicos y
formar radicales alcoxilo. Es por tanto, un radical organico. Su reactividad
con los lipidos es intermedia entre el radical peroxilo y el hidroxilo (vida
media a 37°C, 1 x 10 segundos)..

Especies reactivas del oxigeno no radicales libres

Perdxido de hidrogeno (H20,)

El estado reducido del oxigeno molecular por la ganancia de dos electrones
da i6n peroxido (figura 7). Este no es un radical libre ya que no posee
electrones desapareados. Todo i6n perdxido formado a pH fisiolégico se
protonard inmediatamente a peroxido de hidrgeno, ya que su pKa es muy
alto. Muchos enzimas como la urato oxidasa o la glucosa oxidasa la
producen por este mecanismo. La dismutacién del radical superdxido, ya sea
de manera espontanea (reaccion 10), o catalizada por la superdxido
dismutasa, es la fuente mas importante de perdxido de hidrogeno. La
reaccion no catalizada entre dos radicales hidroperoxilo (reaccion 11), y
entre los radicales superdxido e hidroperdxilo (reaccion 9), también lo

producen.

El peréxido de hidrogeno es un oxidante y reductor muy débil, por ello es

relativamente estable y poco reactivo en ausencia de iones metalicos. Por si
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mismo oxida lentamente la mayoria de las moléculas orgéanicas en un medio
acuoso, esencialmente los grupos sulfhidrilo. No obstante, puede ser muy
toxico para las células, ya que reacciona con el radical superoxido (reaccion
de Haber-Weiss, reaccion 4), o no (reaccién de Fenton, reaccion 6), en
presencia de iones de hierro o de cobre, que actian como catalizadores,

formando radicales altamente reactivos, como el radical hidroxilo®®.

El peroxido de hidrégeno es ademas substrato de la enzima
mieloperoxidasa, que cataliza una reaccion en la que se produce un producto

altamente oxidante, como el &cido hipocloroso (reaccion 21)

Se mezcla muy bien con el agua y es tratado por el organismo como a la
misma, lo que le proporciona una gran capacidad de difusion, atravesando
con relativa facilidad las membranas. La base de esto reside en su estado no

ionizado y de poca carga®®?%°,

Oxigeno singlete (*O,)

Como se ha comentado, el oxigeno molecular posee dos electrones

desapareados. En su estado fundamental es un triplete con giros paralelos.

El oxigeno molecular puede absorber una determinada cantidad de energia
(minimo 23 kcal/mol), con lo que uno de sus electrones desapareados salta a
un orbital de mayor energia e invierte su giro. Aungue esto no lo convierte
en un radical, es una forma reactiva del oxigeno en la que se ha eliminado la
restriccion cinética que supone tener dos electrones desapareados con giros
paralelos, incrementandose su capacidad oxidante. Es lo que se conoce
como oxigeno singlete, del que existen dos formas. EI mas importante en
biologia es la forma delta, la cual tiene dos electrones apareados ocupando

el mismo orbital, con el otro orbital vacio:

Energia

te|0- |0t - |0- |Oe1y

Oxigeno molecular forma 'A, de oxigeno singlete
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La energia necesaria para que se produzca la reaccion anterior la puede

aportar la misma luz visible.

Una fuente importante de oxigeno singlete son las reacciones de
fotosensibilizacion tipo Il. Ademas su génesis en los sistemas bioldgicos
puede estar mediada por varias reacciones enzimaticas y durante la

peroxidacion lipidica®’.

Khan y Kasha®*® ademés de presentarlo como producto resultante de la
reaccion de Haber-Weiss, proponen su formacion en una reaccion de

transferencia electrénica entre los radicales hidroxilo y superéxido.

‘OH+0,;” —————> 0, + OH"

y en una reaccion de dismutacion del radical superdxido

2H' +20, ————— 5 10, + H,0,

La interaccion entre el peroxido de hidrdgeno y el hipoclorito (producidos
ambos en grandes cantidades por los neutrofilos activados), también puede

producir oxigeno singlete:

H,0,+0OCIm — 5 H,0+ CI” +'0,

Aunque en condiciones fisiol6gicas esta reaccion parece ser

cuantitativamente poco importante®®,

Es un poderoso agente oxidante, muy reactivo. Su vida media a 37°C es de 1
x 10°® segundos. EI DNA es uno de los principales lugares donde actta®!’.

También se ha implicado en la peroxidacion lipidica?®%%,
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Acido hipocloroso(HOCI) 2992%4,

Un mecanismo defensivo utilizado por los neutréfilos, pero no por los
macrofagos es la produccion de acido hipocloroso. La activacion de los
neutréfilos libera de sus granulos citoplasmaticos la enzima MPO al medio
extracelular, donde cataliza fundamentalmente la oxidacion de iones cloro
por el peroxido de hidrégeno (formado por la dismutacion del radical
superéxido generado por la NADPH oxidasa que se encuentra en la

206

membrana de los neutr6filos™") a &cido hipocloroso (HOCI).

MPO

H,0, + ClI + H* HOCI + H,0

El &cido hipocloroso es un agente antibacteriano muy potente. Actla a bajas
concentraciones dafiando las proteinas de membrana (al oxidar sus grupos
sulfhidrilo) e impidiendo su funcion, mientras que a altas concentraciones
las células sufren lisis por dafio oxidativo generalizado (potenciales dianas
son las aminas, aminodacidos, tioles, nucledtidos, hemoproteinas...).
También puede producir una modificacion oxidativa de la superoxido

dismutasa, prdiendo ésta su actividad®".

Reacciona especialmente rapido con ciertas aminas primarias para producir
N-cloraminas (RNHCI). Son potentes oxidantes, aunque menos toxicas que
el &cido hipocloroso, varia en funcion de su lipofilia.

RNH; + HOCI —> RNHCI + H,0

El &cido hipocloroso actuando en los dobles enlaces de acidos grasos

formara clorohidrinas??2.

1.5.5.- Acciones de las especies reactivas del oxigeno?3223224:225:226.227

Hace cinco o seis décadas, se creia que los radicales libres eran tan reactivos

y tan poco selectivos, que no podian estar implicados en los procesos
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bioquimicos normales. En esos tiempos, las publicaciones sobre la biologia
del radical libre casi siempre se limitaron a situaciones patoldgicas en las
que se producian altas concentraciones de radicales tras la exposicion a
agentes externos, tales como la radiacion de alta energia o sustancias

toxicas.

Sin embargo, hoy sabemos que no todas las acciones de los oxidantes tienen
consecuencias perniciosas, y no todas las acciones de los antioxidantes
tienen consecuencias beneficiosas. Vivimos en un mundo basado en
reacciones redox, donde la oxidacion y la reduccion forman la base de
nuestra capacidad de alimentar las reacciones de las que depende nuestra
vida. Debido a que nuestras células estan repletas de sustancias reductoras y
oxidantes, debemos minimizar reacciones no deseadas mediante barreras

cinéticas o compartimentacion fisica.

El oxigeno es “la fuente de la vida evolucionada” y, paraddjicamente,
también es un agente lesivo de gran importancia por ser la fuente maés
abundante de especies reactivas.

Por lo tanto, las especies reactivas del oxigeno tienen una doble accion en
los organismos Vvivos:

Beneficiosa. Participando en la defensa frente a las infecciones?9%2%%2%4
fagocitosis e inflamacion, generando potentes quimiotacticos y activadores
de los neutrdéfilos, formando parte del metabolismo normal, particularmente
en la respiracion mitocondrial, detoxificacion microsomal (induccidn
enzimatica de muchos farmacos como los barbitaricos, etc.), regulacion del
tono del musculo liso, sintesis de eicosanoides, regulacion de la
permeabilidad y tono vascular, etc.

Las especies reactivas del oxigeno son moléculas que se producen con gran
rapidez, muy reactivas y tienen una vida media muy corta, con un radio de
difusion muy pequefio (de angstroms a micras). Estan bien preparadas para
desempefiar el papel de segundos mensajeros en los sistemas de rapidos de
sefializacion celular que no requieren la sintesis de proteinas. Se sabe que

las especies reactivas del oxigeno actian como moléculas transmisoras de
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sefiales de varios tipos celulares, participando y modificando eventos
fisiologicos relacionados con la unién ligando-receptor y activacion
transcripcional. Regulan o participan en el crecimiento, apoptosis, y en la

respuesta adaptativa a la lesion o el estrés??

b) Dafina: producidos en exceso lesionan estructuras y ocasionan dafio

tisular.

Las especies reactivas del oxigeno se hallan a muy baja concentracion en los
seres vivos, y son tan inestables que apenas existen como tales durante
poquisimo tiempo. Ya se ha comentado que su radio de accion es muy
reducido, y a no ser que tengan una gran capacidad de difusion,
acostumbran a agredir a las moléculas que tienen a su alrededor, al ser estas
las primeras con las que entran en contacto. Por ello las lesiones que
producen tienden a compartimentase. Pero, aunque éstas inicialmente
producen efectos locales, las especies reactivas secundarias a ellas y a la
degradacion de los productos producidos pueden tener efectos distantes al

lugar donde se formaron.

Los mecanismos por los que producen lesion tisular son complejos. Por su
avidez en captar electrones, pueden actuar sobre cualquier molécula: &cidos
nucleicos, proteinas (incluidos todos los enzimas), fosfolipidos (sobre todo
los poliinsaturados presentes en las membranas de las células) y los
carbohidratos. La reaccién inicial genera un segundo radical, el cual puede
entonces reaccionar con otras moléculas provocando reacciones en cadena.
Debido a que éstas son reacciones quimicas espontaneas, las leyes de la
termodinamica exigen que la ganancia energética al formarse un nuevo
enlace molecular ha de ser mayor que la energia de disociacién del antiguo
enlace (el radical que se ha formado ha de ser mas estable que el antiguo).
Una consecuencia de la formacion de radicales mas y mas estables es que la
progresion de la reaccion en cadena se orienta cada vez méas a enlaces
“susceptibles”, que requieran poca energia para ser disociados. Esto quiere
decir que las especies reactivas del oxigeno tienen preferencia por producir

alteraciones en unas determinadas moléculas.
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La interaccion de las especies reactivas de oxigeno con estas moléculas
producira una modificacién estructural, que se traducira en ultima instancia
en una alteracion funcional, como alteraciones en la defensa tisular, o en las
interacciones entre las células, inactivacion de factores metabolicos

esenciales como las pirimidas (NADPH, NADH), etc.

Lo malo no es que se generen especies reactivas en el organismo, fendmeno
que ocurre constantemente en situaciones normales, sino que exista un
desequilibrio entre su produccién y su eliminacién, que es lo que determina
que aparezca o no enfermedad. A este efecto que producen las especies
reactivas del oxigeno en los organismos vivos se denomina estrés oxidativo
y no depende sélo de la agresividad quimica, sino también de la cantidad de
éstos y del tiempo de exposicion, asi como del tipo de tejido que sufra el
efecto, y de la defensa de las defensas antioxidantes disponibles, por ello
para mantener la homeostasis se requiere una generacion continua de la

capacidad antioxidante.

Se pueden lesionar diversos tipos de estructuras diana, lo cual depende de la
naturaleza del agente reactivo y de su lugar de generacién. Como se apunto
previamente, una de las caracteristicas de las especies reactivas del oxigeno
es la tendencia a generar reacciones en cadena, 0 sea la lesion de unas
moléculas puede originar la de otras, lo cual da como resultado una
ampliacion en el efecto lesivo final.

Acciones sobre los lipidos™®¢"

Los lipidos de las membranas celulares contienen grandes cantidades de
acidos grasos poliinsaturados, ricos en grupos alquilo y cicloalquilo, los
cuales son susceptibles de sufrir lesion oxidativa, durante la cual se pueden
distinguir tres fases: inicio, propagacion y terminacion. Las especies
reactivas del oxigeno derivadas de la xantina oxidasa pueden iniciar la
peroxidacién lipidica: el radical superdxido y peréxido de hidrégeno, y

especies derivadas de los anteriores, oxigeno singlete, radicales
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hidroperoxilo e hidroxilo®**??°. Al radical superéxido e hidroperoxilo se les

ha implicado tanto en el inicio como en la terminacién®*#?!,

El proceso se inicia cuando una especie reactiva del oxigeno con suficiente
reactividad, capta un atomo de hidrogeno de un grupo metileno, dejando un
electron desapareado en un carbono de las cadenas laterales de los
fosfolipidos de las membranas, las cuales se fragmentan justamente por el
carbono que se ha transformado en radical libre. Con ello las estructuras
fosfolipidicas de las membranas se desorganizan y destruyen, afectando
ademéas de a la pared celular, las membranas citosolicas (mitocondrias,
nucleo...), con la consiguiente pérdida de su funcionamiento y eventual
ruptura, liberandose el contenido de las organelas y de la misma célula. La
liberacion de enzimas lisosdmicos puede ademas potenciar el dafio celular

inducido por las especies reactivas del oxigeno.

Durante la propagacion, una serie de reacciones en cadena van produciendo
sustancias toxicas, que por si mismas pueden capturar un &tomo de
hidrégeno de un acido graso como el radical alcoxilo, radical peroxilo y
productos o, P aldehidos insaturados, como el malondialdehido, y el
citotoxico y mutagénico 4-hidroxinonenal, principal producto de la
peroxidacion lipidica (provenientes de los hidroperéxidos lipidicos
formados en la reduccion de los radicales peroxilo, junto con los gases
hidrocarburos etano y pentano), el cual a su vez puede lesionar por su
tendencia a reaccionar con grupos sulfhidrilo las proteinas de membrana,
inactivando receptores, transportadores y enzimas (ver més adelante)?2*#%.
Un exceso de hidroperoxidos, por si mismo ya interfiere en el funcionalismo

de la membrana.

La presencia de metales de transicion como el hierro o el cobre pueden
catalizar la formacion de compuestos iniciadores y acelerar la peroxidacion
lipidica. También se ha sugerido que durante la degradacion de los
compuestos derivados de la peroxidacién lipidica se forma oxigeno singlete,

el cual puede contribuir a la reaccion en cadena.
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Estas reacciones de propagacion pueden continuar indefinidamente o
pueden terminar por la intervencion de un grupo de sustancias eliminadoras
de radicales libres, algunas de las cuales son esenciales para la integridad
celular, y pueden caer bajo la categoria general de defensas antioxidantes.
Otro como el radical hidroperoxilo son radicales libres?*.

Acciones sobre las proteinas 230:231:232:233.234

La susceptibilidad de las proteinas a la accién de las especies reactivas del
oxigeno depende de los aminoéacidos que la componen, la importancia y
localizacion de los aminoacidos susceptibles que median la conformacién y
actividad de la proteina, y si el dafio puede ser reparado. La localizacion
celular de la proteina y la naturaleza de la amenaza también influye en la

magnitud del dafio.

Los aminoacidos, péptidos y moléculas de proteina, son susceptibles de
sufrir el ataque de las especies reactivas del oxigeno oxidando sus grupos
sulhidrilo. Ademé&s de la alteracion de las cadenas laterales de los
aminoacidos, pueden producirse una serie de cambios fisicos como la
fragmentacion de las cadenas polipéptidicas, agregacion de las proteinas
mediante enlaces cruzacos (cross linking) covalente y no covalentemente a
nivel tanto intra como intermolecular, y alteracién de su conformacién
espacial que las hace muy susceptibles a la degradacion proteolitica. Estos
procesos oxidativos pueden estar catalizados por metales de transicion.
Ademas, la reaccion de las especies reactivas del oxigeno con las proteinas
también puede generar derivados que amplificarian el dafio de la reaccion

inicial.

Los mecanismos de reparacion directa son limitados. Como consecuencia de

todo ello se produce una alteracion en su funcionalismo.
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Acciones sobre los hidratos de carbono

La produccion de ATP esta afectada en las dos rutas: glucolitica y

oxidativa®®

. Ademas la autooxidacion de la glucosa puede generar radicales
libres. Paralelamente la glucosa se puede unir a las proteinas en el grupo
amino terminal iniciando la glicacion de las mismas dando productos

altamente reactivos (productos de Amadori de Maillard,...)**.

Tanto la autooxidacion como la glicacion de proteinas son reacciones
extremadamente lentas (requieren dias 0 semanas) y son responsables en
gran medida de las interacciones glucosa-proteina, interacciones muy
importantes pues la formacion y detoxificacion de las especies reactivas del
oxigeno estan moduladas por enzimas (superoxido dismutasa, catalasa,...),

disminuyendo la accién de éstas y exagerando los efectos de aquellas.

Acciones sobre el ADN?7235.237

Las especies reactivas del oxigeno, por adicion o abstraccién, pueden
producir alteraciones estructurales en el ADN, como la rotura de una o de
las dos hebras y la alteracién de las bases que la componen, produciendo la
muerte celular y mutaciones. El peroxido de hidrégeno por su gran
capacidad de difusion accederia al ADN, dafidandolo directa o indirectamente
a través de la formacion de radical hidroxilo via reaccion de Fenton. En
particular, el radical hidroxilo es capaz de fijarse con extraordinaria avidez
sobre todo a la timina y la citosina, alterando su estructura y rompiendo las
hebras de ADN. De una manera més especifica lo hace el oxigeno singlete
fijandose sobre los residuos de guanina produciéndose el elemento

mutagénico 8-oxo-deoxiguanina. Esto conlleva una replicacion defectuosa.
Resumiendo, los radicales libres per se y los productos de lipoperoxidacion

lipidica, por medio de enlaces cruzados desnaturalizan lipidos, proteinas,

azucares y acidos nucleicos, causando pérdida de su funcion.
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Todos los componentes celulares son capaces de reaccionar con las especies

reactivas del oxigeno. La modificacion quimica de estas moléculas produce

alteraciones metabdlicas y estructurales de las células, a las cuales en Gltima

instancia causan la muerte. La siguiente tabla muestra algunas de las

consecuencias derivadas de la accién nociva de las especies reactivas del

oxigeno.

Tabla.3.-Consecuencias de la accion de las especies reactivas del

oxigeno

Componente atacado

Consecuencia

“Pequeiias moléculas”

Aminoacidos

Desnaturalizacién de las proteinas y enlaces cruzados (cross

linking), inhibicién enzimatica.

Bases del acido nucleico

Cambios en el ciclo celular, mutaciones

Carbohidratos

Cambios en los receptores de la superficie celular

Lipidos insaturados

Oxidacidn del colesterol y &cidos grasos
Enlaces cruzados
Cambios en la permeabilidad de las membranas de las

organelas y de la célula

Cofactores

Disminucién en la disponibilidad de la nicotinamida y

cofactores que contienen flavina

Neurotransmisores

Disminucién en la disponibilidad y actividad de

neurotransmisores como serotonina y epinefrina

Antioxidantes

Disminucion en la disponibilidad, como el a-tocoferol y el

B-caroteno

Macromoléculas

Proteinas

Escision de las cadenas peptidicas, desnatiralizacion

ADN

Escision de las hebras, modificacién de las bases

Acido hialurénico

Cambios en la viscosidad del liquido sinovial

81
Freeman y Crapo

Debido al potencial dafiino de las especies reactivas del oxigeno, las células

dependen de unos elaborados mecanismos defensivos, descritos a
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continuacion, que las metabolicen rapidamente previniendo una lesion

significativa.

1.5.6.- Sistema defensivo antioxidante
170,171,173,209,211,238,239,240,241,242

Una gran cantidad de especies vivas dependen del oxigeno molecular, sin
embargo todos los tipos celulares son susceptibles a su toxicidad, la cual
esta relacionada con las especies reactivas del oxigeno. Por todo ello, es
obvio que la primera y mejor defensa es evitar la generacién delas mismas.
Por ejemplo, la mayor parte del oxigeno que se consume en la respiracion
celular lo utiliza el sistema de la citocromo oxidasa, el cual lleva a cabo una
reduccion tetravalente del mismo hasta agua sin producir intermediarios

reactivos °*3

(reaccion 1).

Sin embargo, las especies reactivas del oxigeno se producen continuamente
como productos metab6licos en practicamente todos los tejidos de los
organismos aerdbicos en unas cantidades relativamente pequefias, y
presumiblemente en mayor cantidad en las situaciones patoldgicas, como la
insuficiencia renal. Sin una adecuada proteccion, las células y los tejidos

sufririan continuamente un dafio oxidativo significativo.

A menudo el término eliminador (scavenger) y antioxidante se utilizan
como sinénimos de manera incorrecta, para describir sustancias que
descompondran o inactivaran radicales libres y oxidantes. De hecho el
término antioxidante es una amplia descripcion de numerosas sustancias de

las cuales los eliminadores representan sélo una categoria.

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que donara un electrén a
un radical libre inactivandolo, de esta interaccion surgira una especie radical
del eliminador, la cual generalmente tiene poca reactividad y por lo tanto es

poco dafiina. Sin embargo, la interaccion de algunos eliminadores con
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radicales libres producird especies radicales bastante reactivas que pueden

inactivar enzimas y promover la lesion oxidativa.

Se ha desarrollado un importante sistema defensivo antioxidante, de
prevencion en la generacion, intercepcion una vez formados y reparacion
del dafio oxidativo o eliminacion de las moléculas dafiadas: formado por
eliminadores y neutralizadores no enzimaticos, asi como sistemas
enzimaticos. Las especies reactivas del oxigeno se pueden producir tanto en
los medios acuosos como lipidicos, y para minimizar sus efectos dafinos
existen antioxidantes intra y extracelulares, y el que estén tan distribuidos en
los seres vivos refleja la enorme importancia de estar a salvo de la
oxidacion. La regulacién de la produccion de antioxidantes bioldgicos esta
en Ultima instancia bajo control genético, aunque parece que los fendmenos

adaptativos (a influencias ambientales) también pueden ser importantes.

Las especies reactivas del oxigeno pueden ser eliminadas mediante sistemas
enzimaticos y un sistema no enzimatico de pequefias moléculas. Es lo que se
ha denominado defensas primarias contra el dafio oxidativo. Como regla
general la mayor concentracion de antioxidantes enzimaticos es intracelular,
mientras gue la mayor concentracion de los antioxidantes no enzimaticos se
encuentra en el liquido extracelular. A su vez, los niveles de tanto un tipo de
antioxidantes como del otro, varian extraordinariamente de un tejido a otro.
Ya que las defensas antioxidantes no pueden ser completamente efectivas en
todo momento, se ha desarrollado un sistema de enzimas reparadores que se
encarga de eliminar las moléculas dafiadas por las especies reactivas del
oxigeno. Es lo que se ha denominado defensas secundarias contra el dafio
oxidativo. De manera que todo ello en su conjunto constituye un sistema

perfectamente integrado que contrarresta el estrés oxidativo.
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DEFENSAS PRIMARIAS
Antioxidantes enzimaticos

A grandes rasgos se caracterizan por utilizar iones metélicos (hierro, cobre,

zinc, manganeso y selenio) como elementos cataliticos esenciales.
Superoxido dismutasa (SOD)

El conocimiento de la produccién bioldgica de radical superéxido, y por
ende la existencia de la superoxido dismutasa, data de mas de tres

décadas!®?4,

La ubicuidad de este enzima en los organismos aerdbicos sugiere que
constituye una importante defensa frente a la toxicidad del oxigeno. Sin
embargo, aungue uno esperaria encontrar superéxido dismutasa en todos los
organismos que toleran el oxigeno, se han encontrado algunas excepciones
(Lactobacillus plantarum, Micoplasma pneumoniae, y una difundida cepa

de Neisseria) a las que les falta este enzima™®.

Existen diferentes isoformas de esta metaloenzima, diferenciandose en su
estructura y segun contenga uno u otro i6n metalico en su centro activo,
separandose en dos fases filogenéticas dependiendo de la similitud en la
secuencia de aminodacidos, pero todas ellas catalizan la misma reaccién

quimica (reaccién 24) con eficacia comparable’®%*,

Incluye enzimas
localizadas en organelas, compartimentos subcelulares, y en pequefias

cantidades en liquidos extracelulares.

Excluyendo algunas excepciones'®*'% las diferentes superéxido dismutasas
se distribuyen en las células eucariotas. La Cu,Zn-SOD de origen eucariota,
aunque generalmente se describe como un enzima citoplasmatico, tambien
se ha localizado en el espacio intermembrana en la mitocondria®*®, en el
nlcleo, lisosomas y en los peroxisomas®; y la Mn-SOD de origen

procariota, si bien se localiza esencialmente en la matriz mitocondrial
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también se encuentra en el citosol, donde segtn Weisiger y Fridovich**°

tiene lugar su biosintesis, siendo entonces transportada de alguna manera al
interior de la mitocondria. La Cu,Zn-SOD se distribuye principalmente en
los tejidos con gran actividad metabdlica (higado, rifion...), y la Mn-SOD
en aquellos que el proceso respiratorio es alto (higado, rifion y miocardio).
Existe otro tipo de superoxido dismutasa, estrechamente relacionada con la
Mn-SOD que contiene Fe (Fe-SOD), de origen procariota, pero que solo se
encuentra en algunas especies de bacterias y plantas, junto o no, con la Mn-
SOD™#%1% (Otra es la superoxido dismutasa extracelular (EC-SOD), que
también posee cobre y zinc, pero es muy diferente a la forma intracelular®*’.
Se secreta al plasma y liquido intersticial, donde es de lejos el isoenzima
predominante. A diferencia de la Cu,Zn-SOD y la Mn-SOD, ésta muestra un
patron de distribucién diferente, el cual no esta relacionado con la actividad
metabélica de los tejidos**. En los mamiferos el 90-99% de la EC-SOD se
localiza en los tejidos, unida probablemente en su mayor parte a los
proteoglicanos heparan sulfato en la superficie celular (principalmente del
endotelio), en la membrana basal y en la matriz del tejido conectivo, lo cual
determina la distribucion y retencion del enzima in vivo. Sin embargo, en
algunos casos, puede almacenarse intracelularmente en vesiculas secretoras,
sin tenerse la certeza que contribuya en la proteccién contra el radical

superdxido?*"?4*

Por tanto, el ambito de actuacion de la superéxido dismutasa es muy amplio,
puede hacerlo a nivel extracelular, pero fundamentalmente lo hace en el

intracelular en la mitocondria y compartimentos citosélicos.

La regulacion de la produccion es sensible tanto a la cantidad de oxigeno
tisular, como a la produccion de radical superdxido intracelular. Se ha
demostrado en ratas una mayor sintesis bajo tensiones altas de

OXigeno?80:245:198.209.250

Su funcién fue descrita por primera vez por McCord y Fridovich en 1969%*,

Cataliza una reaccion de dismutacion que consiste en la oxidacién de un
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radical superdxido a oxigeno molecular y la reduccion de otro radical

superoxido a peroxido de hidrégeno:

Superdxido dismutasa

20, +2H" H20; + O;

Puede producirse espontdneamente a pH 7,4 y a una k% = 2 x 10° M* s
(reaccién 10), en cuyo caso se trata de una reaccion de segundo orden
dependiente de la concentracion de radical superéxido, o ser acelerada
aproximadamente 10.000 veces (k =~ 2,3 x 10° M s ) por la accién de la

164,251

superdxido dismutasa , siendo esta Gltima una reaccion de primer

orden, por lo que la vida media del radical superdéxido es independiente de

su concentracion®41%,

La dismutacidn espontanea entre dos aniones superoxido probablemente es
tan lenta, porque la repulsion electrostatica previene el acercamiento que
permitiria la transferencia electrénica. Por lo tanto, el sencillo mecanismo
por catalisis de la reaccion 24 implicaria alternar la reduccion y oxidacion
del catalizador (SOD) durante los sucesivos encuentros con el radical
superoxido. El catalizador de este modo lograria transferir un electrén de un
radical superdxido a otro sin la necesidad del acercamiento de ambos
aniones. En el caso de la Cu,Zn-SOD, el cobre es el que participa en el ciclo
catalitico, y fluctla entre el estado cuprico y cuproso, mientras el zinc
parece tener sélo una funcidn estructural. Los estados trivalente y divalente
de los metales son los implicados en el ciclo catalitico de la Mn-SOD vy la
Fe-SOD'*.

Por consiguiente actla protegiendo contra la toxicidad del radical
superdxido, disminuyéndola o elimindndola, ya sea esta directa o derivada
de la interaccion con otras especies reactivas del oxigeno®*'%®. Se ha

descrito ademas una actividad peroxidasa de la Cu,Zn-SOD?? que puede

dConstante de velocidad o velocidad de reaccién especifica
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tener efectos perniciosos para las células por catalizar la formacion de
radicales libres usando eliminadores anidnicos y perdxido de hidrogeno

como substratos®®,

Debido a la rapida eliminacion de radical superoxido, la superdxido
dismutasa previene la produccion de radical hidroxilo. Sin embargo Yim y
cols®®* demuestran que a diferencia de la Mn-SOD, la Cu-Zn-SOD puede

generar radical hidroxilo desde peroxido de hidrogeno.

La produccién excesiva de superéxido dismutasa puede en ocasiones ser

perj udicia|212,214,254,255

Catalasa

La produccion biologica de perdxido de hidrogeno y la existencia de
catalasas y peroxidasas se conoce desde hace méas de 120 afios. La catalasa
es un enzima que contiene hierro (grupo prostético hemo). Cataliza la
transformacion del perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno molecular:

Catalasa

2 H>,0O, 2 H,0 + 0O,

Actlan sobre todo cuando las concentraciones de perdxido de hidrégeno son

altas®®.

Se distribuye ampliamente por los tejidos, localizandose
fundamentalmente en los peroxisomas, aunque también se ha descrito su
presencia en la mitocondria del corazén, pero no en la de otros tejidos
incluido el masculo esquelético’®. Su actividad varia no tan sélo segun el

6rgano estudiado, sino en la misma célula.

Algunas células estimulan la produccion de catalasa ante incrementos en la

produccién de peroxido de hidrégeno.
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Como en el caso de la superoxido dismutasa la vida media de la catalasa
también es corta, y al igual que la anterior debe producirse continuamente.

Su actividad en el medio extracelular es insignificante.

Peroxidasa

Al igual que la catalasa también puede contener hierro. Reduce el peroxido
de hidrogeno a agua, y utilizan una gran variedad de donadores de
electrones para tal proposito.

peroxidasa

RH, + H,0O, R + 2H,0

Ciclo redox del glutation

Las glutation peroxidasas son mas importantes que la catalasa para eliminar
el peroxido de hidrégeno en el ser humano, ya que actdan ante niveles bajos
de éste. La glutation peroxidasa cataliza la reduccion del perdoxido de
hidrogeno y de los hidroperdxidos lipidicos a agua en el primer caso, y
alcoholes estables y agua en el segundo, mediante la oxidacion del glutation
reducido (GSH) a glutatién oxidado (GSSG)

Glutation peroxidasa

2 GSH + Hy0, GSSG + 2H,0

Glutation peroxidasa

ROOH + 2 GSH ROH + GSSG + H,0

Hay dos tipos de glutation peroxidasa, una que contiene selenio y otra que
no lo posee, catalizan ambas reacciones aunque con diferente selectividad.

La que contiene selenio reduce tanto el peroxido de hidrogeno como los
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hidroperdxidos organicos. La glutation peroxidasa que no contiene selenio
utiliza sobre todo los hidroperdxidos como substrato.

Las poseen la mayoria de las especies aerobias. A nivel intracelular se

localizan en el citosol y en la matriz mitocondrial.

La reaccion de reduccidon del GSH, catalizada por la glutation reductasa
(GSR) se encarga de regenerar el GSH consumido, y es la clave en la

defensa antioxidante.

Glutation reductasa

GSSS + NADPH + H* >GSH + NADP”

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD) cataliza la regeneracion del
NADP", en la via de las pentosas fosfato.

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

G-6-PD + NADP* gluconato 6-P + NADPH + H*

Las glutation S-transferasas constituyen un grupo de enzimas que participan

en la neutralizacion de radicales libres y utilizan como cofactor a GSH.

Estos tres sistemas enzimaticos (superoxidos dismutasas, catalasa y
peroxidasas) se protegen entre si cuando se produce radical superoxido y/o

perdxido de hidrdgeno. Tienen por ello una accion sinérgica.

El radical superoxido inactiva la catalasa, a la que transforma accediendo al
hierro, al estado poco activo ferroxi, y por convertir el compuesto
intermedio preferril al estado inactivo ferril. A su vez, las peroxidasas que
poseen hierro, también son inhibidas por conversion del mismo a la forma
ferroxi. Por lo tanto, la superdxido dismutasa protege a la catalasa y a la

peroxidasa contra su inactivacion®®®.
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Al mismo tiempo, el peréxido de hidrégeno puede inactivar a la superéxido
dismutasa, accion prevenida por las catalasas y peroxidasas.

Como se ha apuntado anteriormente la Cu,Zn-SOD puede generar radical

hidroxilo desde peréxido de hidrégeno®*

, lo cual se favorecera por un
incremento en los niveles de superdxido dismutasa 0 una disminucion en la
de catalasa y peroxidasas. Por tanto es esencial que las células posean unos
niveles equilibrados entre los tres enzimas, constituyendo un equipo

defensivo al respaldarse mutuamente!8'19:222%

Antioxidantes no enzimaticos

Se pueden subclasificar en antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos, lo cual
permite proteger a todos los compartimentos del organismo. Hay

interrrelaciones importantes entre estos dos sistemas.

a- tocoferol®’

El a-tocoferol es el antioxidante liposoluble mas efectivo e importante. Su
concentracion en los tejidos es més bien baja?*®. Se encuentra en las diversas
membranas celulares, lipoproteinas plasmaticas y fluidos extracelulares
como el alveolar. Actlia interrumpiendo las reacciones en cadena de
autooxidacion, al transformarse en un radical estable (no reactivo),

neutralizando los radicales peroxilo y alcoxilo.

El atomo de hidrogeno del grupo hidroxilico fendlico del a-tocoferol es
facilmente eliminable. De este modo, los radicales peroxilo y alcoxilo
formados durante la peroxidacion lipidica, se combinan con el a-tocoferol
en lugar de con otro acido graso generando un hidroperoxido organico y el
radica tocoferol (a-tocoferol’), el cual es bastante estable y muy poco

reactivo, por lo que se corta la reaccion en cadena.

a-tocoferol-OH + ROO® ——— > «-tocoferol-O’'+ROOH
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Sin embargo el a-tocoferol debe su potencial antioxidante no s6lo a sus
propiedades quimicas, sino también a su movilidad y accesibilidad dentro de

la membrana.

Aunque el a-tocoferol es un antioxidante liposoluble, el grupo hidroxi de su
nucleo esta expuesto a la fase acuosa. Por lo tanto, es posible la interaccion

entre las especies reactivas del oxigeno y el a-tocoferol.

El radical tocoferol puede emigrar a la superficie de la membrana y
reconvertirse en a-tocoferol reaccionando con el acido ascorbico®™®. Tanto el
acido ascorbico como el a-tocoferol parecen reducir al minimo los efectos
de la peroxidacion lipidica en las lipoproteinas y en las membranas, si el
proceso ha comenzado. Los tioles como el glutation reducido (GSH),
también pueden reaccionar con los radicales tocoferol y regenerarlos a
tocoferol, y de forma inversa, los tocoferoles también pueden reparar los
radicales tiol. Otro modo de regeneracion se describe mas adelante (reaccion
34) al comentar las ubiquinonas.

En contraposicion, una alta concentracion de vitamina E puede generar

radicales libres actuando como prooxidante:

ROOH + a-tocoferol — > a-tocoferol” + RO"+ H,0

Acido ascorbico (Vitamina C)

Vitamina hidrosoluble que se encuentra ampliamente distribuida en los
fluidos intra y extracelulares. Entre sus muchas acciones antioxidantes
descritas, destaca que actia como un agente reductor u oxidante, reacciona
directamente con los radicales superoxido, hidroperoxido, hidroxilo,
diversos hidroperédxidos lipidicos, oxigeno singlete y acido hipocloroso.

Interactdia con el radical tocoferol para reconvertirlo en a-tocoferol®®.
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El radical dehidroascorbato (vitamina C°) es poco reactivo y en
consecuencia en €l suelen acabar las reacciones en cadena. Por

disprotonacion se produce vitamina C y deshidroascorbato (DHA)
2 vitamina C'+2H"_____5 vitamina C + DHA

Ademas, bajo ciertas condiciones el radical deshidroascorbato puede ser
reducido enzimaticamente por el sistema dependiente de NADPH (NADH

reductasa)®®.

Paraddjicamente la vitamina C también posee propiedades prooxidantes.

Durante la oxidacion de ésta se forma perdxido de hidrogeno:

VitaminaC + O, —> DHA + H,0,

Cantidades excesivas de vitamina C también pueden actuar como
prooxidante en presencia de metales de transicion (hierro, cobre...),
induciendo a la peroxidacién lipidica por su capacidad de reducir el Fe** a

Fe?*, el cual es un potente inductor de la formacion de radicales libres.

Las propiedades antioxidantes del acido ascérbico predominaran en
condiciones normales debido al efecto secuestro (ej. almacenamiento
porparte de la ferritina) de los iones metalicos de transicién, cosa que puede
no ocurrir en caso de enfermedad, situacion en la que estarian mas

disponibles.

Glutatién reducido (GSH)

El glutation reducido, es un tripéptido (glutamato, cisteina y glicina)
ampliamente distribuido a nivel celular. Es el elemento central de muchos
sistemas destoxificadores, ya que es substrato de glutation peroxidasas,

transferasas y otros enzimas diversos. Ademas tiene un importante papel
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como neutralizador de radicales libres, en el metabolismo de diversos

farmacos, etc.

Muchas de estas funciones fisioldgicas derivan de sus propiedades quimicas
especiales. Contiene un grupo tiol (SH) y un enlace y-glutamilo que es
resistente a la degradacion por las peptidasas normales, las cuales sélo
actian sobre los enlaces a-amino-acilo. El enlace entre el glutamato y la
cisteina sélo es hidrolizable por la enzima y-glutamil transpeptidasa,

presente en la membrana plasmaética.

Los grupo tiol son muy importantes en la proteccion contra los efectos
perniciosos de las especies reactivas del oxigeno, ya que reaccionan
facilmente con ellas. Esta propiedad es consecuencia de la baja energia del
enlace SH, inferior a la de casi todos los enlaces C— H y O— H. La reaccion
de los tioles con los radicales es tan rapida que se le considera de control por
difusion. Es decir, la etapa lenta de la reaccién viene dada por la velocidad a
la cual el radical y la sustancia con del grupo tiol son capaces de difundir
para encontrarse en el medio. Una vez se han encontrado casi siempre

reaccionan.

Por ello es un cofactor esencial en diversos mecanismos enzimaticos (ver
“ciclo redox del glutation™). El glutation reducido interactia de manera
directa y con facilidad con los radicales libres, especialmente con los
hidroxilos y radicales organicos, donando un atomo de hidrégeno. Cuando
el GSH se oxida, se forma GSSG, formado por dos moléculas de GSH

unidas por un puente disulfuro entre las dos cisteinas.

Los grupos SH tienen importancia funcional en muchas proteinas y para
protegerlos es necesario el GSH. Ademas tiene una actividad importante en
el metabolismo xenobidtico y en la sintesis de leucotrienos. Puede también

ayudar en el reciclaje del radical tocoferol.

Al igual que las vitaminas E y C, puede tener tanto acciones antioxidantes

como oxidantes. El glutation puede donar el &tomo de hidrogeno de los
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grupos SH, produciéndose radicales GS' en vez de GSH. Estos atomos
pueden reaccionar con el oxigeno y pueden producir radicales oxisulfuro,

potencialmente dafiinos como el RSO" y RSO".

Ademas el GSH puede inhibir la actividad de la catalasa de manera dosis

dependiente®®.

Carotenos

Los carotenos, sustancias relacionadas con la vitamina A, representan otro
de los sistemas antioxidantes utilizado por nuestro organismo. Se
encuentran en las membranas a una concentracion mas baja que la de los
tocoferoles. Debido a su gran liposolubilidad, acttan prioritariamente en los
compartimentos mas hidréfobos, en los que penetran con gran facilidad. El
B-caroteno es su representante mas destacado, especialmente eficaz para
neutralizar el oxigeno singlete, disipa su energia sin producir lesién celular.
El B-caroteno también puede actuar tanto como antioxidante como
prooxidante. A pequefias presiones parciales de oxigeno (< 150 Torr),
muestra una excelente actividad, sin embargo a altas presiones parciales de
oxigeno, muestra un efecto prooxidante, autocatalitico con la consiguiente

pérdida de su actividad antioxidante.

Otros antioxidantes no enzimaticos

Acido urico: aunque la capacidad de éste para sufrir oxidaciones es un
hecho conocido por los quimicos organicos desde hace méas de 150 afios,
tradicionalmente se la ha considerado un producto final del metabolismo de
las purinas, metabdlicamente inactivo y sin valor fisioldgico. Sin embargo,
esta ubicua molécula presente en cantidades significativas en los tejidos y
fluidos corporales, a concentraciones fisioldgicas es otro elemento con
capacidad antioxidante. Protege por unirse a los metales de transicion, y

ademas neutraliza al radical hidroxilo, superdxido, oxigeno singlete, acido
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hipocloroso y radicales peroxilo y alcoxilo, aunque tras ello queda oxidado
pudiendo producir dafio oxidativo. La forma radical libre del &cido urico

puede ser reducida por el 4cido ascérbico®8%°,

Coenzima Q%*

(ubiquinonas): es una molécula extremadamente versatil,
implicada en una gran nimero de procesos celulares, aunque relacionados
entre si. En las mitocondrias participa en la respiracion, en el sistema de
transferencia de electrones que conduce en ultima instancia a la produccion

de ATP.

Experimentos a diversos niveles (sistemas subcelulares, animales intactos,
humanos), apoyan el hecho de que la coenzima Q, principalmente en su
estado reducido (ubiquinol), puede actuar como un antioxidante de las
membranas celulares. Asienta el concepto que durante la evolucién de las
especies aerobicas, se la selecciond para proteger los diversos tipos de

membranas en las que se halla, del dafio producido por los radicales libres.

También se ha discutido que pueden actuar como antioxidantes
proporcionando atomos de hidrégeno para reducir los radicales peroxilo y/o
alcoxilo, asi como a través de un mecanismo de oxidorreduccion, entre la
forma reducida de la coenzima Q (CoQH,) y el radical a-tocoferol,

regenerandose a a-tocoferol, en la mitocondria.

a-tocoferol — O° + CoQH, ———> a-tocoferol — OH + CoQH;’

Como consecuencia se genera otro radical, el CoQH,", el cual puede ser
reciclado por la cadena de transporte electronico mitocondrial proteccion

contra la mencionada lesion®®,

Glucosa: ademas de su funcion principal como substrato para la produccion
de energia en las células de los mamiferos, también tiene un papel como
antioxidante. A concentraciones fisioldgicas se comporta como un

eliminador de radical hidroxilo?®*. Otros carbohidratoscomo la fructosa,
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galactosa, el extensamente utilizado manitol, etc., también son capaces de
actuar como eliminadores de radical hidroxilo. Aunque antioxidantes
débiles, su aportacion cobra mayor relevancia si se presentan a altas
concentraciones. No obstante, a la hiperglucemia se la ha implicado en la

produccién de radicales libres?®.

Bilirrubina: es un pigmento biliar producido por el catabolismo del grupo
hemo. La albdmina la transporta en el plasma, y en condiciones fisioldgicas
ambas pueden actuar como antioxidante. La bilirrubina unida a la albumna,
a concentraciones equimolares, compite con el acido urico por los radicales
peroxilo, pero es menos eficiente que la vitamina C en eliminarlos. Protege

a los acidos grasos transportadores por la albimina®®.

Otras defensas antioxidantes (secuestradores de iones metélicos)

Ademas de los eliminadores de especies reactivas del oxigeno, el grupo de
los antioxidantes incluye ciertos quelantes del hierro y el cobre como la
transferrina, lactoferrina, ferritina, ceruloplasmina y albdmina, asi como

proteinas que se unen con grupos hemo.

Aunque estos compuestos no actlan directamente sobre las especies
reactivas del oxigeno, son por definicion antioxidantes ya que se unen con
metales con actividad redox, por lo tanto previniendo o limitando la
toxicidad derivada de los primeros'®®. Son la principal defensa antioxidante

en el plasma®®

. Asi, si no hay iones metélicos disponibles, entonces el
radical superdxido y el peroxido de hidrégeno pueden tener limitada, su

capacidad para producir efectos dafinos.

Los metales de transicion promueven reacciones en las que se producen
especies reactivas del oxigeno'®"*®8, Los organismos tienen mucho cuidado
con el manejo del hierro. Para minimizar la cantidad de hierro libre en el
liquido extracelular y dentro de las células, utilizan proteinas tanto para su
transporte (ferritina, hemosiderina). Las 2/3 partes de los 4 gramos de hierro

de una persona adulta se encuentran almacenados en la hemoglobina, un
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10% en la mioglobina, y el resto en una porcion de enzimas que poseen
hierro y en la transferrina. De modo similar, el cobre plasmético se une a la
ceruloplasmina o a la albimina, y por tanto es mas dificil que estimule las

reacciones de radicales libres.

La glicoproteina transferrina es el mayor transportador plasmatico de hierro
del organismo, ya que éste es practicamente insoluble (dos moles Fe** por
mol de proteina). En condiciones normales ésta solo se encuentra saturada
en un 30% por lo tanto la concentracion plasmatica de hierro libre es casi
nula, por lo que no estardn disponibles para catalizar las reacciones de
radicales libres en el plasma normal. Un pH acido favorece la liberacion de
hierro de la transferrina, circunstancias que se puede observar en los tejidos

hipoxicos.

La proteina lactoferrina, al igual que la anterior puede unirse a dos moles
Fe** por mol de proteina, con la particularidad de que lo hace a valores de
pH tan bajos como 4,0. Presente en las secreciones, en la leche y liberada

por los neutréfilos, también puede actuar como antioxidante.

En la célula la ferritina almacena el hierro no metabolizado, aunque ésta
también se encuentra en el compartimento extracelular. Aunque
normalmente s6lo se encuentra saturada en un 20% tiene una gran capacidad
(hasta 4500 iones Fe** por molécula de apoferritina) lo que representa la
principal provision de hierro facilmente disponible. Incluso cataliza la
oxidacion de Fe** a Fe ** para su almacenamiento, mediante una actividad
ferroxidasa. Esta unién previene la participacion del hierro en la reaccion de
Fenton. El hierro que se libera desde la ferritina requiere la reduccion de

267,268 o el

Fe** a Fe?*, lo que puede ser llevado a cabo por el 6xido nitrico
radical super6xido®®®2®°. También se ha implicado al peréxido de hidrégeno,
peroxinitrito y al radical hidroxilo'®®. Las catecolaminas como la adrenalina
0 noradrenalina también son capaces de liberar, sobre todo en condiciones
anaerdbicas, el hierro de la ferritina®”. La xantina deshidrogenasa, que no
tiene capacidad ferroxidasa, estd implicada en la movlizacion del hierro

desde las reservas de ferritina. Igualmente, ya sea en condiciones aerobicas
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0 anaerobicas, la xantina oxidasa mediante un mecanismo independiente a la
produccion de radical superdxido (aunque en condiciones aerdbicas éste
representaria el 70%) puede liberar hierro posiblemente mediante una
transferencia electrénica directa desde la xantina oxidasa a la ferritina®®®. A

un pH de 6 el hierro se disocia de la ferritina.

La glicil-L-histidil-L-lisina es un tripéptido plasmatico unido a cobre
(GHK:Cu(ll)), aunque no esta considerado un secuestrador de iones
metalicos, su efecto beneficioso viene dado por la capacidad de inhibir la
liberacion de hierro de la ferritina mediante un bloqueo fisico de los canales

por los que éste se libera®®’.

Las haptoglobinas son proteinas plasmaticas que se unen a la hemoglobina
liberada al medio extracelular, y las hemopexinas lo hacen con los grupos
hemo, con el consiguiente efecto protector. Los complejos hemoglobina-
haptoglobina y hemo-hemopexina son complejos poco activos en estimular
reacciones de radicales libres, ademéas rapidamente son eliminados de la

circulacion.

La glicoproteina plasmatica ceruloplasmina tiene una funcién esencial en el
metabolismo del hierro como un enzima ferroxidasa. Cataliza la oxidacion
de hierro ferroso a ferrico (susceptible de unirse a la transferrina)

previniendo la reaccién de Fenton, mientras reduce el oxigeno a agua®*.

Ceruloplasmina

4Fe” + 0+ 4 H' 4Fe* +2H,0

Asi, a diferencia de la oxidacion enzimatica, la oxidacion del hierro ferroso
catalizado por la ceruloplasmina no produce especies reactivas del oxigeno,
lo cual puede considerarse la principal de las acciones antioxidantes de este
enzima. Aungue de menor importancia, la ceruloplasmina también tiene
capacidad de reaccionar con el peroxido de hidrogeno y el radical
superdxido, aunque en este ultimo caso a menor velocidad que la

superéxido dismutasa (k = 7 x 10°M ™).
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También se ha observado que la ceruloplasmina es capaz de incorporar

hierro a la apoferritina®®.

El cobre, ademéas del hierro, también estd implicado en la formacion de
radicales hidroxilo a partir de peréxido de hidrogeno™®®*®’. La mayor parte
del cobre plasmatico (95%) se halla unido fuertemente a la ceruloplasmina
(6 6 7 moles de cobre por mol de proteina), y el que no lo esta lo hace a la
albumina casi en su totalidad. Esta union puede dafar a la albumina, pero no
tiene importancia si se tiene en cuenta las altas concentraciones de ésta y su
rapido recambio. Evita que los iones de cobre puedan unirse a lugares mas
comprometedores como por ejemplo, los grupos sulfhidrilo de las proteinas
de membrana celular y producir lesion oxidativa al interaccionar por

ejemplo con el peréxido de hidrogeno™®.

Ademas, la mayoria de compuestos con grupos tiol, tienen el potencial de
eliminar radicales libres. La albimina proporciona una rica fuente de grupos
tiol en los liquidos extracelulares, aunque la albimina por si sola reacciona
casualmente con el radical hidroxilo, teniendo un efecto menor'®°. Cuando
al cobre se une la albumina, el radical hidroxilo formado alrededor
reacciona inmediatamente con ésta. Esta proteina también elimina el acido
hipocloroso en el plasma. La albimina oxidada es rdpidamente eliminada de

la circulacién y degradada.

Asi pues, retener los iones metalicos es una defensa antioxidante
importante, ya que estos no pueden estimular la formacion de radicales
hidroxilo, y por consiguiente el estrés oxidativo. Ademas, este secuentro
permite utilizar el radical superdxido y al peréxido de hidrégeno para
propdsitos metabolicos, sin que logre hacer demasiado dafio a los tejidos,
siempre y cuando la cantidad de especies reactivas del oxigeno no llegue a
ser suficiente para producir una lesion directa y/o movilizar los iones

metéalicos de sus lugares de almacenamiento.
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Antioxidantes exdgenos

Ademas de estas defensas naturales contra el estrés oxidativo, se han

desarrollado una amplia variedad de antioxidantes sintéticos?°®4"*.

Antes de que una sustancia pueda considerarse Util como antioxidante y/o
eliminador de radicales libres, es necesario que cumpla tres prerrequisitos.
Primero, el compuesto debe tener la facultad de interactuar con oxidantes y
radicales libres biolégicamente relevantes. Segundo, dado que estas
interacciones pueden producir modificaciones quimicas en el eliminador, el
producto resultante debe ser menos dafiino que el producto eliminado. Y
finalmente, la sustancia propuesta debe presentarse a una concentracion
suficientemente alta, al menos en algunos compartimentos celulares para

asegurar una reaccion relevante desde el punto de vista cuantitativo.

DEFENSAS SECUNDARIAS

Ya que las defensas antioxidantes no son completamente efectivas en todo
momento, se ha desarrollado un sistema de enzimas reparadores que se
encarga de rehabilitar las proteinas dafiadas por las especies reactivas del
oxigeno, extraer los acidos grasos oxidados de los fosfolipidos y reparar el
ADN oxidado. Las moléculas excesivamente dafiadas no se reparan para

minimizar la introduccion de mutaciones.

Las defensas secundarias incluyen:

Enzimas lipofilicas (fosfolipasas), que serian las responsables de la
reconstruccion de los constituyentes de la membrana dafiados o alterados.
La predileccion de la fosfolipasa A, por los lipidos oxidados puede
proporcionar a las células un mecanismo protector adicional contra la

peroxidacién lipidica.
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Las células poseen un sistema de enzimas con capacidad para reparar
directamente los polipeptidos moderadamente dafiados reconstituyendo su
estructura. Uno de estos sistemas, muy abundante, es la reduccién de los
puentes disulfuro oxidados. Si las proteinas han sido dafiadas de manera
mas grave, las enzimas proteoliticas (proteasas, peptidasas) las degradan e

su mayoria, previniendo de esta manera su acumulacion en la célula.

Enzimas reparadoras del ADN. La mayoria de las células poseen diversos
tipos de endonucleasas que especificamente reconocen diferentes
modificaciones, provocadas por las especies reactivas del oxigeno (radical
hidroxilo, oxigeno singlete) u otros agentes como la radiacion ultravioleta.
Otras enzimas reparadoras del ADN son la exonucleasa, la ligasa, y la ADN

glicosilasa.
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2.-Hipotesis de trabajo
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La principal causa de morbi-mortalidad en la poblacion con enfermedad
renal cronica es la enfermedad cardiovascular. Los factores clésicos
predictivos estdn ampliamente presentes en esta poblacion, pero no tienen
potencia suficiente para justificar la alta incidencia de esta patologia.

El estrés oxidativo, fruto del desequilibrio entre el ataque oxidante y la
defensa antioxidante emerge como concepto unificador de los mdltiples

factores causales descritos en esta poblacion.

Las técnicas de sustitucion renal, hemodialisis y dialisis peritoneal, han
permitido desde hace mas de cuatro décadas la supervivencia de los
enfermos con fracaso renal crénico, pero no han conseguido aminorar la

incidencia de eventos cardiovasculares.

La hipdtesis de trabajo se basara, por tanto, en la confirmacion de que en la
enfermedad renal cronica existe un desequilibrio entre factores oxidantes y
antioxidantes generando un estado de estrés oxidativo y de que, si existen
diferencias significativas entre las distintas situaciones de ERC (Predialisis
(Pre-D), HD y DP), se podran cuantificar e intentar establecer la influencia
de las técnicas de didlisis en el control del balance oxidativo.
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3.-Objetivos
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3.1.- Principal

Valorar mediante el andlisis de parametros pro-oxidantes y antioxidantes la
cuantia del desequilibrio oxidativo en tres poblaciones diferentes de
insuficiencia renal cronica, y el efecto que sobre él tienen las técnicas de

sustitucion renal.

3.2.- Secundarios

Valorar:

- El impacto de la diabetes, antecedentes de cardiopatia isquémica o
enfermedad cerebrovascular como factores clasicos de riesgo

cardiovascular sobre el estrés oxidativo.

- La posible relacion del estrés oxidativo con el filtrado glomerular en
el grupo Pre-D.

- La influencia del tiempo de permanencia en la técnica de dialisis o la

funcidn renal residual en el grupo DP sobre el estrés oxidativo.

- Lainfluencia de la edad en el desarrollo del estrés oxidativo.
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4.-Pacientes
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4.1.- Reclutamiento de pacientes

Estudiamos tres grupos de pacientes, todos ellos pertenecientes al Servicio
de Nefrologia del Hospital Clinico Universitario de Valencia entre los afios
2007-2009:

- Grupo Predidlisis (Pre-D: 32 pacientes con Enfermedad Renal Cronica en
estadio 4 y 5.

- Grupo Hemodialisis (HD): 30 pacientes en programa de Hemodidlisis
periddica.

-Grupo Didlisis Peritoneal (DP): 31 pacientes en Didlisis Peritoneal

Continua Ambulatoria.

Ademas contamos con un grupo control compuesto por 67 sujetos, estables
cinicamente, sin diagnostico previo de HTA, diabetes mellitus, dislipemia,

insuficiencia renal u otra patologia cronica conocida.

Todos los participantes firmaron un consentimiento informado antes de

formar parte del estudio.

4.2.- Criterios de inclusion

En los tres grupos de estudio los pacientes debian tener los siguientes
requisitos:
- estabilidad clinica en los ultimos tres meses previos y

- no haber recibido tratamiento con hierro intravenoso en el Gltimo mes.

En los grupos que recibian terapia sustitutiva renal:
- tiempo minimo de permanencia en la técnica de seis meses previos al
estudio.
- Los pacientes del grupo HD debian seguir una pauta convencional de
tres sesiones semanales de al menos cuatro horas de duracién cada

una de ellas, dializarse a través de fistulas arteriovenosas nativas, con
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membranas de alta permeabilidad (poliacrilonitrilo o polietersulfona
entre 1.65 y 1.8 m? de superficie),

- Los pacientes en DP seguir una pauta convencional de cuatro
recambios diarios.

- Para asegurar que todos los pacientes recibian una dosis de dialisis
adecuada, los pacientes del grupo HD debian tener un Kt/V > 1.3 y
los de DP un Kt/VV semanal > 1.8, en los controles habituales

realizados en estos seis meses previos del estudio.

4.3.- Criterios de exclusién

Fueron excluidos del estudio aquellos con signos de inestabilidad clinica:
enfermedad neoplasica, sangrado activo, enfermedad inflamatoria o
infecciosa activa.

No se incluyeron en el estudio pacientes que recibian HD a través de catéter
ni aquellos portadores de fistula protésica.

No se incluyeron pacientes que hubieran recibido una transfusion los 15 dias

previos a la toma de las muestras.
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5.-Metodologia
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Se trata de un estudio observacional sobre un corte transversal en poblacion

con ERC. La metodologia del estudio fue la siguiente:

5.1.- Revision de Historias Clinicas

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes, registrando sus datos
demogréaficos, etiologia de la enfermedad renal, antecedentes de
hipertension arterial, dislipemia, diabetes mellitus, cardiopatia isquémica
(definida por tener antecendentes de infarto de miocardio, angina o prueba

de imagen positiva para isquemia miocérdica), o accidente cerebrovascular.

Se consideraron dislipémicos o hipertensos los pacientes que presentaban
este diagnostico en la historia clinica, independientemente de las cifras de
lipidos o de tensién arterial que presentaran en el momento de la toma de las

muestras sanguineas.

En los pacientes en didalisis, se registro fecha de entrada en la técnica y la
media de los Gltimos seis meses de los registros de Kt/V sesion en el grupo

HD y Kt/V semanal en el grupo DP.

5.2.- Toma de las muestras

Las muestras de sangre se extrajeron tras 12 horas de ayuno, siempre antes
de la segunda sesién semanal en el grupo HD. Se tomaron muestras para
hemograma y screening bioquimico que incluia: urea, creatinina, colesterol
total y fracciones, triglicéridos, proteinas totales, alboumina, homocisteina,
fibrindgeno y PCR as (Proteina C Reactiva de alta sensibilidad).

Para las determinaciones de pardmetros de estrés oxidativo se extrajeron
mediante vacutainer 14 ml de sangre en tubo con EDTA como
anticoagulante. Estas muestras fueron inmediatamente centrifugadas,

separando suero y plasma.
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5.3.- Célculo de la Funcién Renal

En los pacientes en Predialisis se midio la funcion renal mediante la
estimacion del Filtrado Glomerular por la féormula MDRD-4 abreviada

segun la siguiente expresion:

186,3 x Cr(s) *>* x edad % x (0,742 si mujer)

En los pacientes en Didlisis Peritoneal se calculd la funcion renal residual
(FRR), mediante la media del aclaramiento de urea y creatininasegun
aconsejan las guias de préctica clinica.

Sélo un 15% de los pacientes en el grupo HD presentaba diuresis superior a

200 ml/dia por lo que el estudio de la FRR en este grupo se desestimo.

5.4.- Procesamiento de las muestras

El procesamiento de las muestras para analitica estandar se realiz6 en el

Laboratorio de Bioquimica del Hospital Clinico Universitario de Valencia

Todas las determinaciones analiticas de pardmetros de estrés oxidativo se
realizaron en la Unidad de Toxicologia Metabdlica que dirige el Dr.
Guillermo Saez Tormo, en el Departamento de Bioquimica y Biologia

Molecular de la Facultad de Medicina de Valencia.

En el Anexo 1 se indica el material de laboratorio utilizado para el analisis

del estrés oxidativo.
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5.5.- Metodologia de trabajo para la medicion del estrés

oxidativo

Se aislaron las células mononucleares por centrifugacion de Ficoll-

Hypaque?™

(Sigma) seguido de tres lavados con solucién salina. Parte de las
células mononucleares aisladas se usaron para el analisis inmediato y del
resto se obtuvo un pellet que se conservd a -80°C hasta el posterior

aislamiento del DNA.

El DNAnNuclear se aislo siguiendo el método de Gupta con la modificacion
descrita por Mufiiz et al*” en la cual se usa el alcohol cloroformo isoamil

(24:1) en lugar del fenol para la eliminacion de proteinas.

La cuantificacion de ADN obtenidos de las extracciones se realizd mediante
espectrofotometria, diluyendo la muestra 1/100 en tampén TE (10mM Tris-
Cl, ImM EDTA) y midiendo la absorbancia de la dilucion a dos longitudes
de onda distintas:

- 260 nm: longitud de onda a la que absorben los &cidos nucleicos.

- 280 nm: longitud de onda a la que se obtiene el pico de maxima

absorbancia para las proteinas.

La relacion entre las lecturas a 260nm y a 280nm nos sirve para determinar
la pureza de la extraccion. Si este cociente es superior a 1,8, la pureza de
ADN se considera aceptable, si no es asi la muestra es descartada.
Para determinar la concentracion de los &cidos nucleicos en la muestra, se

utiliza la siguiente formula:

Concentracion (ug/ml)=Azeo x € x factor de dilucion.

El coeficiente de extincion molar (¢) del ADN es 50.
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5.5.1.- Productos derivados de la oxidacion molecular

5.5.1.1.- Determinacion de GSH (Glutation reducido), GSSG
(glutation oxidado) y MDA (malonildialdehido).

Los niveles de GSH, GSSG y MDA fueron medidos, tras su extraccion,
utilizando columnas de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en
células mononucleares aisladas mediante centrifugacion con Ficoll-Hypaque

(Sigma).

El contenido de GSH de las células fue determinado con el método de
Ursini?”* : en las células mononucleares de nuestros pacientes se parti6 de
50 pl de muestra a la cual se le afiadieron 50 pl de tampon PCA (&cido
perclorico) GSH 12 % y la mezcla se centrifugd durante 5 min a 10.000
rpm. Transcurrido este tiempo, al sobrenadante obtenido se le afiadieron 20

pl de metacresol 10 mM (colorante).

Seguidamente, se ajustd el pH con KOH (hidréxido de potasio) 3M hasta
obtener un pH 10 en el que la muestra vira a color violeta. Para medir el pH se
utilizaron tiras de pH (Riedel-de Héen).

Una vez ajustado el pH, a la muestra se afiadieron 300 ul de fluoronitrobenceno
1 % (FDNB) y se incub6 en oscuridad durante 4 h. Transcurrido ese tiempo, la
muestra se conservo a 4 °C hasta su procesamiento mediante HPLC.

Antes de realizar la determinacién mediante HPLC la muestra se centrifugo
durante 10 min a 10.000 rpm y el sobrenadante se paso a viales para HPLC.
Para la construccién de la recta patron, se procesaron patrones de GSH de
concentraciones conocidas (de 6.25 nmoles a 100 nmoles de GSH) y se
analizaron por HPLC previamente a las muestras. Para el analisis mediante
HPLC se empled una columna Waters ODS S5 NH,; (0.052, 25 cm) y un flujo

de 1 ml/min, y se sigui6 el método descrito por Espinosa y cols®".

Para el analisis del glutation oxidado (GSSG), la muestras fueron tratadas con
N-etilmaleimida y disulfonato de batofenantrolina, derivatizado y analizado por
HPLC como describieron Navarro y cols?’®. Se partié de un volumen de 50 pl

de la misma a la cual se le afadieron 50 pl del tampén PCA GSSG 6 %.La
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suspension celular obtenida se centrifugd a 10.000 rpm durante 5 min, el
sobrenadante se trasvasé a un nuevo eppendorf y se le afiadieron 50 pl del
colorante metacresol 10 mM. Para una determinacion adecuada, se ajusté el pH
a 10 con la ayuda de KOH 3M. Para medir el pH se utilizaron tiras de pH
(Riedel-de Haen). Llegados a este punto, se afiadieron 300 pl de FDNB 1 %
(fluorodinitrobenzeno) a las muestras y se incubaron durante 4 h en oscuridad.
Transcurrido el tiempo de incubacion, las muestras se dejaron desecar durante
toda la noche en estufa seca a 50°C (Theroven selecta). Al dia siguiente, se
resuspendieron con 300-400 pl de metanol al 80 % y se centrifugaron durante 5
min a 10.000 rpm. El sobrenadante se colocd en viales para HPLC para su

determinacion.

Para la construccion de la recta patrén, se procesaron patrones de GSSG de
concentraciones conocidas (de 3.125 nmoles a 50 nmoles de GSSG y se

analizaron por HPLC previamente a las muestras.

Para el analisis mediante HPLC se utilizé una columna Waters ODS S5 NH,
(0.052, 25 cm) y un flujo de 1 ml/min y se siguidé el método descrito en

Espinosa y cols®”,

Los niveles de MDA fueron analizados por HPLC™ y la concentracion de

proteina fue cuantificada por el método Lowry®’".

5.5.1.2.-Determinacion de 8-oxo-deoxiguanosina en ADN nuclear y

mitocondrial

El ADN aislado se lavd 2 veces con etanol al 70%, almacenado a -20°C, se
secO y resuspendio en 200 pL de Tris 10 mM, 0.1 mM EDTA, 100 mM
NaCl (pH 7.0) para su digestion enzimatica. La primera digestion consiste
en afadirle, a 200 pg totales de ADN, 100 U de DNasa | en 40 pL Tris 10
mM y 10 pL de MgCl,0.5 M(concentracion final de 20 mM) y se incuba 1 h
a 37°C. En el siguiente paso, el pH de la mezcla de reaccion se baja a 5.1
mediante la adicion de 15 pL de acetato sodico 0.5 M pH 5.1.
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Posteriormente, se afiaden 10 pL de nucleasa P1 (5 U) y 30 pL de ZnSO410
mM (concentracion final de 1mM), y la mezcla fue incubada durante 1 h a
37°C. Después de neutralizar el pH de la mezcla de reaccion con 100 pL de
Tris 0.4 M pH 7.8, se afiadieron 20 pL de fosfatasa alcalina (3 U) y se
incubaron durante 30 minutos a 37°C. Las proteinas se precipitan con
acetona (5 volumenes), se desechan mediante centrifugacion y el
sobrenadante se seca por evaporacion.

El ADN mitocondrial se aisl6 segtin el método descrito por Latorre et al*™
usando 200 pL de suspension de células mononucleares tratadas con 200 pL
de acetato potasico 3M pH 4.8 y incubado a —20°C durante 20 minutos, para
precipitar las moléculas de ADN de alto peso molecular y las proteinas. El
ADN mitocondrial se extrae con un volumen equivalente de isopropanol y
centrifugado durante 10 minutos a 13.000 rpm. El sobrenadante se transfiere
a un nuevo tubo y se le afiade un volumen equivalente de isopropanol; se
conserva 5 minutos a temperatura ambiente y después de centrifugar 10
minutos a 13.000 rpm, el sedimento obtenido, que contiene el ADN
mitocondrial, se lava con etanol frio al 70% y se almacena a —20°C hasta su

utilizacion, resuspendido en 150 pL de tampon Tris/EDTA a pH 8.

El ensayo de la 8-oxo-deoxiguanosina se determina mediante cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC) y siguiendo las condiciones descritas por
(Frenkel, Zhong et al. 1991). EI ADN hidrolizado se disuelve en agua grado
HPLC vy filtrada con una jeringa de 0.2-40 um antes de aplicar a la columna
Waters ODS HPLC (2.5x0.46 ID; 5 um de tamafio de particula). La
cantidad de 8-oxo-deoxiguanosina (8-0xo-dG) y la deoxiguanosina (dG) en
el ADN digerido fue medido por deteccion de absorbancia UV y
electroquimica. También hemos analizado patrones de dG y 8-oxo0-dG para
comprobar la correcta separacién y poder identificar aquellas bases
derivadas del ADN celular.

La concentracion de dicha base se expresa como 8-0x0-dG/10° dG.
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5.5.1.3.- Determinacion de proteinas carboniladas:

Las proteinas carboniladas se forman por variados mecanismos oxidativos y
son sensibles indices de dafio oxidativo. La cuantificacion de proteinas
carboniladas en muestras biologicas puede ser determinada por
derivatizacién con DNP (dinitrofenilhidrazina) y midiendo colorimétrica o
inmunoldgicamente. EI método ELISA permite la medida cuantitativa de
carbonilacion desde pg de proteinas (Buss, Chan et al. 1997).

PRINCIPIOS DEL ENSAYO: el esquema del ELISA para las proteinas
carboniladas se muestra en la Figura 8. Las muestras que contienen
proteinas reaccionan con el DNP; entonces las proteinas se absorben
inespecificamente a la placa ELISA. EI DNP no conjugado y los
constituyentes no proteicos son lavados a continuacion. Las proteinas
adsorbidas son tratadas con un anticuerpo anti-DNP-biotina y completa el
complejo la estreptavidina unida a peroxidasa de rabano (HRP).

Se afiade el reactivo croméforo que contiene peroxido y el peroxido cataliza
la oxidacion de TMB. La reaccion es parada por adicion de &cido y la

absorbancia en cada pocillo se mide a 450nm.

Las absorbancias son relacionadas con una curva estandar de suero de
albimina con incremento en la proporcion de acido hipocloroso (que oxida
proteinas) y que ha sido calibrado colorimétricamente. El resultado se

expresa en nmol/ml.
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Figura 8.- Diagrama esquematico del ELISA para proteinas carboniladas

Diagrama esquemdtico del ELISA para proteinas carboniladas.

VDNP-P"OTQ‘M T Anti-DNP-biotinaAB ﬁ: Streptavidina HRP

El DNP reacciona con las proteinas y lo afiadimos a la placa ELISA
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2 b{ % Las proteinas-DNP absorbidas son reconocidas por el anticuerpo
Y Y anti-DNP-biotina.

3 %
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4 “dad El reactivo cromdtico que contiene peréxido es afiadido.
TMB, xoxicace El peréxido cataliza la oxidacién del TMB.
0 La reaccién es parada por adicién de dcido y la absorbancia es
7'< Medida en cada pocillo a 450nm.

Y

5.5.1.4.-Determinacién de F2-isoprostanos

Los isoprostanos son una familia de eicosanoides de origen no enzimatico
producidos por la oxidacion de los tejidos lipidicos por radicales oxigénicos.
Dentro de la familia de los isoprostanos destacar el F2-isoprostano (8-iso-
PGF,,), propuesto como un marcador de la ineficacia de los sistemas

antioxidantes y de estrés oxidativo.
Los niveles de F2-isoprostanos presentes en las muestras de sangre de nuestros

pacientes se determinaron mediante un inmunoensayo empleando el Kit
comercial de Cayman Chemical (N° 516351).
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Para la determinacién se emplearon placas de 96 pocillos. Inicialmente, tanto a
las muestras como a los estdndares se les afiadi6 un conjugado de 8-
isoprostanos con acetilcolinesterasa, el cual competira con los 8-isoprostanos
presentes en las muestras. A continuacion, se afiadié un antisuero especifico de
8-isoprostanos el cual se une de forma simultinea a los anticuerpos
monoclonales unidos a la placa y tanto a los 8-isoprostanos de las muestras
como a los conjugados con acetilcolinesterasa. Las placas se incubaron durante
18 horas a temperatura ambiente en un agitador orbital. Transcurrido este
tiempo, la placa se lavo 5 veces con el tampon de lavado y se le afadid el
reactivo de Ellman (contiene el sustrato de la acetilcolinesterasa). La placa se
incubd en oscuridad a temperatura ambiente durante un periodo de 90-120 min
en un agitador orbital. Finalmente, la placa se leyo en el lector de placas a 405

nm (Multiskan EX, Thermo Labsystems).

5.5.2.-Determinacién de actividades enzimaticas.

5.5.2.1.- Determinacion de la actividad Superdxido Dismutasa
(SOD)

Dicha actividad es calculada mediante un ensayo espectrofotométrico
(BIOXYTECH SOD-525, N° CATALOGO 21010) cuyo método®”® se basa
en el incremento del rango de autoxidacion mediado por la SOD del R1=
5,6,6a,11b-tetrahydro-3,9,10-trihydroxybenzo(c)fluoreno en solucién acuosa
alcalina para producir un cromoforo con un méaximo de absorbancia de

525nm. El crom6foro no ha sido aislado o caracterizado.

Figura 9.-- Diagrama esquematico del calculo de la actividad SOD

HO, © SOD »  Chromophore
. ambient PO* pH 8.8 Amax= 525 nm
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Las interferencias debidas a los grupos mercapto (RSH) como el glutation
reducido, es controlado por un pretratamiento de las muestras con R2=1-
metil-2-vinylpiridinium, el cuél rapidamente elimina los grupos mercapto

por medio de una rapida reaccion de alquilacion.

La medida cinética del cambio de absorbancia a 525nm se realiza después
de la adicion de R1. La actividad SOD es determinada desde el ratio de la
velocidad de autoxidacion en presencia (Vs) y en ausencia (\Vc) de SOD. El
ratio Vs/\VVc como funcion de la actividad SOD es independiente del tipo de
SOD (Cu-Zn SOD, Mn-SOD) que esté siendo medida®”®. Una unidad de
actividad de la SOD-525 se define como la actividad que dobla la velocidad
de autoxidacion del blanco control (Vs/\VVc=2).

Para la inactivacién de la Mn-SOD y que la medida sea especifica para Cu-
Zn SOD realizamos una extraccion con etanol-cloroformo 62.5/37.5 (v/v).
La actividad SOD se expresa en U/mg prot.

5.5.2.2.- Determinacion de la actividad Catalasa (CAT)

La determinacion de la actividad Catalasa lleva a cabo mediante un ensayo
espectrofotométrico (BIOXYTECH, Catalasa-520, n° Catalogo 21042). La
medida espectrofotométrica directa de ésta actividad requiere mediciones en
la region ultravioleta (Aebi 1984) donde puede interferir la absorcion de
proteinas y otros componentes de las muestras bioldgicas; el ensayo del
OXIS Catalasa-520 utiliza la luz visible (520nm) reduciendo

significativamente las interferencias de la muestra.

El principio de la reaccion tiene dos pasos, y se resume en la Figura 10.
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Figura 10.- Principio de la reaccion para determinacion de catalasa.
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La velocidad de dismutacion del peréxido de hidrégeno (H,0,) a agua y
oxigeno molecular (O;) es proporcional a la concentracion de catalasa
(figura 10, reaccion 1). Por lo tanto, las muestras que contienen catalasa son
incubadas en presencia de una concentracién conocida de H,O,. Después de
incubar exactamente un minuto, la reaccién es parada con acida sodica. La
cantidad de H,O, sobrante de la reaccion es entonces determinada por la
reacciobn oxidativa de acoplamiento del 4-aminofenazona (4-
aminoantipyreno, AAP)y el acido 3,5-dicloro-2-hidroxibencenosulfonico
(DHBS) con la presencia de H,0; y catalizada por la peroxidasa de
rabano(HRP) como muestra la reaccion 2?%°. La quinoneimina coloreada
resultante es medida a 520 nm(N-(4-antipyrl)-3-cloro-5-sulfonato-p-
benzoquinonemonoimina).

La actividad Catalasa se expresa en U/g prot.

5.5.2.3.- Determinacion de la actividad Glutatiébn Peroxidasa
(GPx)

La Glutation Peroxidasa celular es un miembro de la familia de las enzimas
GPx cuya funcién es detoxificar peréxidos en la célula®’. Las enzimas GPx
catalizan la reduccion de H,O, hasta agua y los peroxidos organicos
(ROOH) hasta su correspondiente alcohol estable (ROH) usando glutation

(GSH) como fuente de equivalentes de reduccion.
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La determinacion de la actividad GPx se lleva a cabo por medio de un
ensayo colorimétrico (BIOXYTECH GPx-340, n° de catalogo 21017), el
cual, es una medida indirecta de la actividad c-GPx 2%, El glutatién oxidado
(GSSG) produce la reduccion de un perdxido orgénico gracias a la accion de
la c-GPx y es reciclado al reducir su estado por la enzima glutation
reductasa (GSR).

La oxidacién de NADPH a NADP™ se acompafa de una disminucion en la
absorbancia a 340nm, para lo cual necesitamos un espectrofotometro para
gue monitorice la actividad de la enzima GPx. El coeficiente de extincion
molar del NADPH es 6220 M™‘cm™ a 340nm. Para el ensayo de la c-GPx, el
homogenado celular es afiadido a una solucion que contiene glutation,
glutation reductasa y NADPH. La reaccién enzimatica se inicia por la
adicion del sustrato, tert-butil hidroperdxidoy la absorbancia a 340nm es
registrada. La velocidad de disminucion en la Az es directamente

proporcional a la actividad GPx en la muestra.

La actividad GPx se ha determinado en células mononucleares y los

resultados se expresan en U/g proteinas.

5.5.2.4.- Determinacion de la actividad Glutation Reductasa (GSR):

La Glutation Reductasa es una enzima distribuida ubicuamente y que

cataliza la reduccion de GSSG a su forma reducida y activa (GSH).

El glutation oxidado es reducido por una reaccién de mdltiples pasos en
donde la GSR es inicialmente reducida por NADPH formando una
semiquinona de FAD, un radical sulfuro y un grupo tiol. La GSR reducida
(GSR red) reacciona con una molécula de GSSG, resultando un intercambio
disulfuro que produce una molécula de GSH y el complejo GSR red-SG. Un

electron del complejo GSR red-SG cambia de sitio en un segundo
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intercambio disulfuro, de manera que se recupera la segunda molécula de

GSH y se restaura la forma oxidada de la GSR?®.

La determinacion de la actividad GSR se realiza mediante un ensayo
espectrofotométrico (BIOXYTECH GR-340, n° de catélogo 21018D) y cuyo
principio del ensayo se basa en la oxidacion de NADPH a NADP” catalizada
por una concentracion limitante de GSR. Una unidad de actividad GSR es
definida como la cantidad de enzima que cataliza la reduccién de un pmol
de GSSG por minuto a pH 7.6 y 25°C. Como podemos observar en la
reaccion, una molécula de NADPH es consumida por cada molécula de
GSSG reducida. De esta manera, la reduccion de GSSG es determinada
indirectamente por la medida del consumo de NADPH, como demuestra la

disminucion de la absorbancia a 340nm (As40) en funcion del tiempo.

El resultado se expresa n U/mg prot.

5.6.- Metodologia estadistica y soporte informatico

Para efectuar el analisis de datos y el célculo de resultados estadisticos se
utilizaron los programas informaticos Access XP y SPSS para Windows
version 12.0.

En los contrastes de hipdtesis que se efectuaron, el nivel de significacion
que consideramos para la aceptacion de la hipétesis nula fue de 0,05, valor
mas comunmente aceptado por la comunidad cientifica.

La distribucion normal de las variables se estudi6 mediante la prueba de
Kolgomorov-Smirnov. Se expresaroncomo media * desviacion estandar las
de distribucion normal y como mediana y rango intercuartil las variables
cuya distribucion no era normal.Ademas de los estadisticos descriptivos
habituales (media aritmética, mediana, desviacion tipica, varianza, intervalo
de confianza etc.) y del andlisis de regresion lineal, se utilizaron las

siguientes pruebas y contrastes de hipétesis:
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e Para estudiar la asociacion entre caracteres cualitativos se empled la
prueba de Chi-cuadrado, utilizandose la prueba exacta de Fisher cuando

las condiciones de la muestra lo requirieron.

o Anélisis de correlaciones bivariadas:

- Correlaciones paramétricas: coeficiente de correlacion de

Pearson.

- Correlaciones no paramétricas: p de Sperman.

¢ Contrastes paramétricos sobre igualdad de medias:
- Parael caso de comparacion de medias de dos grupos: prueba
T de Student para muestras independientes.
- Para més de dos grupos: ANOVA de un factor, con el
contraste post hoc de la Diferencia Honestamente

Significativa de Turkey.

Se calcularon los percentiles de los parametros de estrés oxidativo.
Consideramos nivel alto de la normalidad el percentil 90 de las variables
oxidadas y nivel bajo de la normalidad el percentil 10 de las variables

antioxidantes.
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6.-Resultados
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6.1.- Caracteristicas generales de la poblacion estudiada
El estudio fue llevado a cabo en un total de 93 pacientes con diagndéstico de
ERC en diferentes situaciones, 32 con ERC con filtrado glomerular < 30

ml/min, en situacion de Pre-D, 30 pacientes en HD y 31 pacientes en DP.

6.1.1.- Caracteristicas demograficas

Las caracteristicas demograficas de estos grupos, su funcion renal residual y
el tiempo de permanencia en la técnica en el caso de HD y DP quedan

reflejadas en la siguiente tabla.

Tabla 4.- Caracteristicas de los grupos estudiados

Grupo control | Grupo Pre-D | Grupo HD Grupo DP
(n=67) (n=32) (n=30) (n=31)
Edad (afios) 48.08 £19.11 65.29 + 15.6 | 68.37£12.74 | 56.84+16.04
Sexo (H/M) 29/38 26/6 16/14 19/12
MDRD-4
) 82.25 +15.6 22.1 +1.08
(ml/min)
Tiempo de
permanencia
73.21+£58.97 | 45.09+26.53
en TSR*
(meses)
Funcién Renal
Residual 4.97+4.22
(FRR)

TSR*: Terapia sustitutiva renal
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Existian diferencias significativas en la edad de los grupos Control con Pre-
D y HD (p<0.05 para ambos) y entre los grupos Pre-D y HD con DP
(p<0.05 para ambos).

También habia diferencia significativa entre los tiempos de permanencia en

la técnica entre HD y DP.

6.1.2.- Nefropatia causal

La nefropatia causal de la ERC por diferentes grupos era:

Grupo Predialisis: en 21 casos (65.7%) era vascular, en ocho casos (25%)

era diabética, dos casos (6,2%) nefritis tubulo-intersticial y un caso (3.1%)

poliquistosis renal.

Grupo Hemodialisis: en 10 casos (33.4%) eran glomerulopatias, 10 casos

(33.4%) vascular, en cuatro casos (13.3%) la causa era desconocida, tres
casos (10%) diabetes, nefritis-tubulointersticial en un caso (3.3%),
poliquistosis del adulto un caso (3.3%) y displasia renal congénita un caso
(3.3%).

Grupo Dialisis Peritoneal: 10 casos (32.26%) secundaria a glomerulopatia,

ocho casos (25.8%) era diabética, en cuatro casos (12.9%) era desconocida,
siete casos (22.58%) era vascular, un caso (3.2%) era obstructiva y un caso

(3.2%) secundaria a poliquistosis renal.

6.1.3.- Prevalencia de factores tradicionales de riesgo cardiovascular

La prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular (Diabetes, HTA,
Dislipemia, Cardiopatia Isquémica y Accidente Cerebrovascular) de los

grupos estudiados se refleja en la tabla 5.

122



Tesis doctoral. M2 Jests Puchades Montesa

Tabla 5. Prevalencia de factores de riesgo cardiovascular por grupos

o .. |Didlisis
Predialisis | Hemodialisis ] p*
Peritoneal

Diabetes mellitus (%) 40.6 26.7 32.3 0.143
HTA(%) 100 97 77.4 0.001
Dislipemia(%) 65.6 46.7 54.8 0.002
Cardiopatia Isquémica(%) 08 33.3 12.9 0.002
Accidente

3.2 3.3 3.2 1
cerebrovascular(%)

o: Test Chi-cuadrado

Destaca la alta prevalencia de factores tradicionales de riesgo cardiovascular
en el grupo de pacientes en Pre-D, con mas de un 40% de pacientes con
Diabetes Mellitus, todos con algin tratamiento antihipertensivo y mas del
65% con Dislipemia. El grupo DP tiene menor prevalencia de hipertension,
cardiopatia isquémica y accidente cerebrovascular que los otros dos grupos,
sin embargo, presenta mayor presencia de diabetes mellitus y dislipemia que
el grupo HD.

Comparadas las tres poblaciones mediante en test de Chi-cuadrado existian
diferencias en la prevalencia de HTA, diagnéstico de dislipemia y
antecedente de cardiopatia isquémica.
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Figura 11.- Prevalencia de factores de riesgo cardiovascular por grupos
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6.2.- Resultados del analisis bioquimico general

Los resultados obtenidos del andlisis bioquimico general se reflejan en la

tabla.

Tabla 6.-Bioquimica general. Media y desviacion estandar

Grupo o o Didlisis
Predialisis Hemodialisis _
Control Peritoneal
Glucosa (mg/dl)
90.88+11.54 | 123+7.82 85 (13)* 97 (20)*
Urea (mg/dl)
38.5+7.54 107,97(40)* | 133.38+32.96 | 110.32+15.62
Creatinina (mg/dl)
0.95+0.09 3,04+£0.21 8.31+2.1 8.07+2.61
Acido Urico (mg/dl)
4.61+1.43 7,12+0,33 5.69+0.82 6.36+0.99
Colesterol total (mg/dl)
183+22.94 | 166,97 + 7,83 | 163.13£32.32 | 180.79+31.56
LDL-Col (mg/dl)
112+19.45 | 94,87 £6,57 | 84.75+22.52 | 102.89+26.46
HDL-Col (mg/dl)
51.13+9.43 | 47,74 £ 3,92 47(14)* 43.21+12.65
Triglicéridos (mg/dl)
03.63+48 | 128,77 £9,78 | 104.25+44.78 | 199.95+128.25
AlbUmina (g/dl)
4.3(0.38)* 3,87 £0,58 3.88+0.34 3.440.2
Proteinas totales (g/dl)
6.9+0.22 7,01+£0,12 6.36+0.51 6.28+0.32
Homocisteina (mg/dl)
13.43+4.21 | 37.97+17.62 38.66+17.3 25.2+10.56

*Mediana (rango intercuartil)
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Los niveles de glucosa basal fueron mas elevados en el grupo Pre-D (123 +
7.82 mg/dl) que en los otros (HD: 85 mg/dl y DP: 97 mg/dl), en
concordancia con la mayor tasa de prevalencia de diabéticos aunque no
existian diferencias significativas entre ninguno de los grupos. Como es de
esperar los niveles de urea y creatinina fueron mas elevados en los grupos

de HD y DP, siendo la media muy similar entre ellos.

El &cido urico (figura 12) present6 también el valor més alto en el grupo de
PRE-D (7.12 + 0.33 mg/dl), respecto a HD (5.69 + 0.82 mg/dl) y DP (6.36 +
0.99 mg/dl), estas diferencias alcanzaron nivel significativo entre los grupos
PRE-D y HD (p<0.001) yPRE-D y controles (p<0.05) (Anexo 2, tabla 12).

Figura 12.- Valores de &cido Urico por grupos
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Los valores mas elevados de colesterol y su fraccion LDL los presentd el
grupo DP (Colesterol total: 180.79 £ 31.56 mg/dl, LDL-colesterol: 102.89 +
26.46 mg/dl), alcanzando diferencia significativa (p< 0.05) el valor de LDL-
colesterol entre los grupos DP y HD. El grupo DP tuvo los valores mas
bajos de HDL-colesterol (HDL-Colesterol: 43.21 + 12.65 mg/dl), aunque no
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hubo diferencias significativas entre los grupos estudiados. (Anexo 2, tablas
14y 15).

Figura 13.- Valores de LDL-Col por grupos
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Figura 14.- Valores de HDL-Col por grupos
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En cuanto a los valores de triglicéridos, solo existieron diferencias
significativas entre el grupo control y DP, que presentaba la media mas
elevada de todos los grupos (199.95+£128.25 mg/dl) (Anexo 2, tablal6).

Figura 15.- Valores de triglicéridos por grupos
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6.3.- Parametros inflamatorios

Como parametros inflamatorios se midieron PCRas y fibrindgeno. Los

resultados obtenidos se reflejan en la tabla 7.

Tabla 7.- Media y desviacion estandar de parametros inflamatorios

o Didlisis
Grupo Control Predialisis o )
Hemodialisis Peritoneal

PCR as(mg/dl) | 1.57 +1.67 9.76 £2.54 6.64 + 7.43* 485+5.4

Fibrin6geno
(mg/dl)

3.55+0.63 4.84+0.29 4.63 +0.64 4.79 +0.67

*mediana (rango intercuartil): 3.73 (6.57)

El grupo con peor perfil inflamatorio fue el grupo HD, que present6 los
niveles mas elevados de PCR as y fibrindgeno. El analisis comparativo entre
los grupos se muestra en el anexo 2 (tabla 17). No existian diferencias
significativas entre los grupos de estudio, pero si de los grupos Pre-D y HD
con el grupo control. Sin embargo, el grupo DP no presentd diferencias
significativas con el grupo control, presentando la media de PCR maés baja
de los tres grupos.

En cuanto a los valores de fibrindgeno, se encontraban elevados en todos los
grupos respecto a los controles con valores similares entre ellos y sin

diferencias significativas (Anexo 2, tabla 18).
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Figura 17.-Valores de PCR as por grupos
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Figura 18.- Valores de fibrindgeno por grupos
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6.4.- Estudio del estrés oxidativo.

El estudio del estrés oxidativo se dividié entre pardmetros oxidantes y

antioxidantes.

6.4.1.- Resultados de parametros oxidantes

Peroxidacion lipidica

Los resultados de peroxidacién lipidica en los distintos grupos estudiados se

muestran en la siguiente tabla y gréaficos.

Tabla 8. Media y desviacion estandar de parametros de peroxidacion

lipidica
Grupo o Diélisis
Predialisis o )

Control Hemodialisis Peritoneal
MDA 0.11(0.11)* | 0.7+0.31 0.58 (0.07)* 0.47 (0.07)*
(nmol/mg prot)
ISOProstanos | o7695 66)* | 821.89+300.47 | 1321.93+393.98 | 928.09+ 93.81
(ng/ml)

*Mediana (rango intercuartil)
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Figura 19.- Valores de MDA por grupos
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La media mas elevada de MDA la tuvo el grupo Pre-D, sequido de HD y DP
respectivamente. Existian diferencias significativas entre el grupo control y
el resto de los grupos (p=0.000) y entre los valores de Pre-D y DP (p=0.014)
(Anexo 2, tabla 19).

El percentil 90 del grupo control fue 0,23 nmol/mg prot. EI 100% de

pacientes en los tres grupos presentaban niveles de MDA por encima de este

valor.

132



Tesis doctoral. M2 Jests Puchades Montesa

Figura 20.- Valores de F2-lsoprostanos por grupos
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Los valores deF,-Isoprostanos se comportaron de modo diferente a los del
MDA. Aunque también estaban elevados en todos los grupos respecto al
control, con diferencias significativas,la media mas elevada la tenia el grupo
HD, que presentaba diferencias significativas con grupo Pre-D y DP. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos Pre-D y DP, que
presentaban valores aproximados. (Anexo 2, tabla 20)

El percentil 90 del grupo control correspondia al valor 380.37 ng/ml yde

nuevo el 100 % de los valores de los tres grupos se encontraban por encima

de este valor.
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Oxidacion proteica

Los resultados de los productos derivados de la oxidacion proteica en los

distintos grupos estudiados se muestran en la siguiente tabla y en las figuras

21y 22.

Tabla 9.-Media y desviacion estandar de productos de oxidacion proteica

Grupo Dialisis
Predilisis Hemodialisis Peritoneal
Control
GSSG 0.35+0.18 1.02+0.2 0.63+0.017 0.60+0.12
(U/mg proteina)
GSSG/GSH | 1 3940.75 6.89+1.01 3.73+0.97 3.1040.67
(U/mg proteina)
Proteinas
Carboniladas | 3.63 (1L12)* | 7.410.84 6.64+0.32 5.09+0.48

(nmol/ml)

*mediana (rango intercuartil)
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Figura 21.- Valores de GSSG/GSH por grupos
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El anélisis del cociente GSSG/GSH dio como resultado elevacion de los
valores en todos los grupos estudiados respecto al grupo control,
fundamentalmente en grupo Pre-D, que mantenia diferencias significativas
con el resto de grupos. No encontramos diferencias significativas entre el
grupo HD y DP. (Anexo 2, tabla 23)

El percentil 90 del grupo control se situo en el valor 2.162U/mg proteina. El
100% de las determinaciones en todos los grupos de estudio se encontraron
por encima de este valor.
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Figura 22.- Valores de proteinas carboniladas por grupos
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El comportamiento de las proteinas carboniladas fue similar al del cociente
GSSG/GSH. El valor més elevado correspondia también al grupo Pre-D, y
existian amplias diferencias significativas entre todos los grupos estudiados
(p<0.000) (Anexo 2, tabla 24). Llama la atencion la magnitud de la
elevacion de este parametro, ya que incluso el valor inferior del conjunto de
pacientes con enfermedad renal es muy superior al mayor valor encontrado

en el grupo control.

El percentil 90 del grupo control correspondia al valor: 4.25 nmol/mg
proteina. EI 100% de los pacientes presentaban valores por encima de esta

cifra.
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Dafio oxidativo del material genético

Los resultados de las moléculas derivadas del dafio oxidativo del material
genético se reflejan en la siguiente tabla.

Tabla 10.-Media y desviacion estandar de los productos del dafio oxidativo del

material genético

Grupo Predidlis Dialisis
rediallsis iAlici

Control Hemodialisis Peritoneal
8-ox0-dG
(DNA 2.92 (115)* | 7.01(1.39)* 6.59:0.12 5.61+0.46
nuclear)
(U/10%dG)
8-ox0-dG
(DNA 13.85+1.44 | 15.73+2.28 15.49+0.96 14.92+1.27
mitocondrial)
(U/10%G)

*mediana (rango intercuartil)
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Figura 23.- Valores de 8-0x0-dG nuclear por grupos

o
*
8,00
?T? o
14,00

2,00

g nuclear
o
o
o
1

x_oxo_d

I I I I
CONTROL Pre-D HD DP

grupo

Todos los grupos presentaron valores elevados respecto al control, con
diferencias significativas (p<0.000). Entre los grupos de estudio s6lo entre
el grupo Pre-D y HD no se encontraron diferencias (p=0.376). EI grupo con

la media mas elevada fue de nuevo el grupo Pre-D. (Anexo 2, tabla 21)
El percentil 90 del grupo control estaba en el valor 4.47 U/10%dG.Un

96.87% de los pacientes del grupo Pre-D estaba por encima, mientras que
los grupos HD y DP era del 100%
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Figura 24.- Valores de 8-0xo-dG mitocondrial por grupos
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Los valores obtenidos para la molécula 8-oxo-dG mitocondrial entre los
grupos con insuficiencia renal fueron los mas homogéneos de todos los
estudiados. Se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y
Pre-D y HD, pero no con DP. Tampoco existian diferencias significativas
entre Pre-D y HD o DP. Si las habia entre HD y DP. (Anexo 2, tabla 22).
Una vez més la tendencia fue a encontrar los valores més elevados en el

grupo Pre-D seguido de HD y por ultimo DP.
El percentil 90 en grupo control fue de 14.69 U/10°dG, En el grupo Pre-D

un 75% de pacientestenia valores superiores, mientras que en el grupo HD

este porcentaje era de un 83.3% y sélo de un 64.5% del grupo DP.
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6.4.2.- Resultados pardmetros antioxidantes

En la siguiente tabla se reflejan los valores obtenidos tanto para las enzimas

antioxidantes como para el GSH en los diferentes grupos.

Tabla 11.-Media y desviacion estandar de parametros antioxidantes

s Didlisis
Control Predialisis Hemodialisis _

Peritoneal
Catalasauigr prot) 260.13+39.33 181.34 (22.77)* 134.26+18.26 168.68+8.35
GSR(mu/mgr prot) 13.35+6.26 4.28+1.12 530+1.1 4.96+0.8
GPX (Urmgr prot) 60.58+6.35 45.37+7.56 47.23+4.25 47.66%3.75
SOD (U/mgr prot) 7.48+1.16 4.93 +0.86 4.06+0.61 4.81+0.73
GSH (nmol/mg prot) 23.83 (5.39)* 14.6 (2.69)* 17.28+1.04 19.55+1.12

*mediana (rango intercuartil)
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Figura 25.- Valores de catalasa por grupos
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Todos los grupos con insuficiencia renal presentaban valores inferiores al
grupo control con amplias diferencias significativas (p<0.000). El grupo con
niveles mas bajos de catalasa fue el de HD, con diferencias significativas
con Pre-D y DP (p<0.000, para ambos). Estas diferencias no se encontraron
al comparar Pre-D y DP (p=0.996) ya que presentaban valores muy

similares. (Anexo 2, tabla 25)
En cuanto a la actividad de la enzima catalasa el percentil 10 correspondia al

valor 220.86U/gr proteina.El 100% de los pacientes de los tres grupos se
encontraban por debajo de este valor.
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Figura 26.- Valores de SOD por grupos
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El comportamiento de la enzima SOD fue superponible al de la catalasa.
Todos los grupos presentaban niveles disminuidos de SOD respecto al
grupo control (p<0.000). El grupo con niveles méas bajos fue el de HD, con

diferencias significativas con PRE-D y DP, sin existir estas entre PRE-D y
DP. (Anexo 2, 29)

El percentil 10 del grupo control se situé en el valor 5.67 mU/mgr de
proteinas, con lo que un 81.3% del grupo Pre-D tenia valores inferiores, en
el grupo HD este valor era del 100% y en el DP del 90.3%.
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Figura 27.- Valores de GPx por grupos
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Todos los valores obtenidos para GPx de los grupos con insuficiencia renal
estaban significativamente disminuidos respecto al control (p<0.000), sin
embargo no se encontraron diferencias significativas entre ellos. (Anexo 2,
tabla 26)

El percentil 10 del grupo control se encontraba en el valor 53.47 mU/mgr de
proteinas. Un 81.3% de los pacientes del grupo Pre-D tenia valores
inferiores, mientras que ningln paciente alcanz6 este valor en los grupos
HD ni DP.
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Figura 28.- VValores de GSR por grupos
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Existian diferencias significativas de todos los grupos con insuficiencia
renal y el grupo control, también entre grupo PRE-D y HD, aungue junto
con el grupo DP mostraron valores todos muy por debajo de los del grupo
control (Anexo 2, tabla 27).

El percentil 10 del grupo control se encontraba en el valor 5.99 mU/ mgr de
proteina. EI 87.5% de los pacientes del grupo Pre-D tenian valores inferiores
a esta cifra, mientras que en los grupos HD y DP este porcentaje era del 76.7

y 80.6% respectivamente.
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Figura 29.-Valores de GSH por grupos
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Se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y Pre-D y
HD, pero no con el grupo DP, que mostraba los niveles méas cercanos a los
del grupo control. Entre los grupos con insuficiencia renal no existian

diferencias significativas (Anexo 2, tabla 28).

El percentil 10 del grupo control se situé en el valor 17.97nmol/mgr
proteina, con lo que un 87.5% se situd por debajo de este valor en el grupo
Pre-D, un 80% de los pacientes en el grupo HD y sélo un 12.9% en el grupo
DP.
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6.5.- Factores de riesgo cardiovascular y estrés oxidativo.

En el tabla 5 se muestran las prevalencias de los factores de riesgo en los
grupos estudiados.

Para valorar el impacto de los factores de riesgo, agrupamos a los pacientes
en funcidn de los antecedentes cardiovasculares que presentaran. Escogimos
los siguientes factores: diabetes mellitus, evento isquémico cardiaco o
accidente cerebrovascular. No tuvimos en cuenta la dislipemia ni la HTA,
ya que se trataba de pacientes tratados.

Se analizaron los resultados de los tres grupos en conjunto.

Comparamos los diferentes pardmetros entre los grupos que presentaban
mas de uno de estos antecedentes. Un total de 46 enfermos tenia al menos
entre sus antecedentes ser diabéticos o haber padecido un evento isquémico
cardiaco o accidente cardiovascular. No hubo diferencias significativas entre

los dos grupos. Los resultados se muestran en la tabla 30 (Anexo 3)

6.5.1.- Diabetes y estrés oxidativo

Habia un total de 31 pacientes diabéticos, frente a 62 pacientes que no lo
eran, considerando los tres grupos de estudio. Ninguno de los parametros
mostré diferencias significativas entre los dos grupos, aungue la tendencia
fue encontrar los valores de parametros oxidados mas elevados y las
enzimas antioxidantes méas descendidas en el grupo de diabéticos. (Anexo 3,
tabla 31)

Dado que el grupo Pre-D era el grupo con mayor porcentaje de diabéticos,
se analizo este de forma independiente. En este caso, tanto la 8-oxo-dG
como los F2-Isoprostanos entre moléculas oxidadas presentaron diferencias
significativas. En el grupo de enzimas antioxidantes la catalasa también

mostré diferencia significativa entre los dos grupos. (Anexo 3, tabla 32)
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6.5.2.- Cardiopatia isquémica y estres oxidativo

Un total de 23 pacientes tenia antecedentes de evento isquémico cardiaco.
Tampoco ninguno de los pardmetros mostré diferencias entre los dos
grupos, aunque si una ligera tendencia a presentar valores oxidados mas
elevados en el grupo con antecedente isquémico asi como menor actividad
de enzimas antioxidantes (catalasa, SOD, GPX). (Anexo 3, tabla 33)

6.5.3.- Accidente cerebrovascular y estrés oxidativo

Nueve pacientes tenian antecedente de accidente cerebrovascular. De igual
modo, tampoco ninguno de los pardmetros mostré diferencias significativas

entre los grupos con o sin evento cerebrovascular. (Anexo 3, tabla 34).

6.6.- Insuficiencia renal, edad y estrés oxidativo.

Considerando los tres grupos de estudio, dividimos a los pacientes en dos
grupos segun fueran mayores o menores de 70 afios y comparamos los
valores para cada parametro oxidante y antioxidante. EI grupo menor de 70
afios estaba formado por 42 pacientes, mientras que el de mayores de 70
afios lo formaban 51. Obtuvimos diferencias significativas para los valores
de 8-ox0-dG nuclear, MDA, GSSG/GSH vy Proteinas Carboniladas, GSR y
GSH.

(Anexo 3, tabla 35)

6.7.- Tiempo de permanencia en la técnica de dialisis y estrés

oxidativo.

Calculamos la correlacion entre el tiempo de permanencia en tratamiento
sustitutivo y los diferentes parametros de estrés oxidativo. Valoramos los

dos grupos, HD y DP en conjunto. Unicamente mostraron una correlacion
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significativa el ratio GSSG/GSH entre los parametros oxidativos y las
enzimas GPX y SOD, aunque la correlacion con GPX fue positiva y no
negativa, como habria sido de esperar.

(Anexo 4, tabla 36)

6.8.- Funcion renal y estrés oxidativo

Ninguno de los pardmetros medidos de estrés oxidativo ni las enzimas
antioxidantes presentd correlacion significativa con el valor del MDRD en
el grupo Pre-D, (Anexo 4, tabla 37).

Se valord también la posible relaciéon con la FRR en el grupo DP. Ningun
pardmetro oxidativo mostrd correlacion significativa y entre las enzimas
antioxidantes, de nuevo unicamente SOD y GPX mostraron correlacion
significativa, aunque solo SOD la tenia en el sentido esperado de que a
mayor tiempo de permanencia, menor actividad SOD.

(Anexo 4, tabla 38)

6.9.- Correlaciones de los parametros oxidados

Las moléculas estudiadas presentaron correlacién positiva con el resto

moléculas oxidadas, sin embargo, la molécula 8-oxo-dG nuclear era la que

presentaba mayor numero de correlaciones significativas. (Anexo 4, tabla
39)
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7.- Discusion
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El principal hallazgo del estudio es la presencia de un estado oxidado en
toda la poblacién con ERC, independientemente de su situacion. Este estado
oxidado viene determinado por una elevacion de moléculas oxidadas y un
descenso de los recursos enzimaticos antioxidantes. Ademas la oxidacion
presente en el estado urémico afecta uniformemente a todas las lineas

moleculares estudiadas.

7.1.- Consideraciones iniciales sobre los grupos estudiados

En general el estudio se ha realizado sobre una poblacion afiosa (sobre todo
Pre-D y HD), con alta prevalencia de factores tradicionales de riesgo
cardiovascular. En el grupo de DP destaca una mayor presencia de diabetes
mellitus y dislipemia que en HD, probablemente consecuencia de las
propias caracteristicas de la técnica al utilizar soluciones de alta
concentracion de glucosa de una forma continuada. Este grupo (DP), es
ademéas mas joven y con menor tiempo de permanencia respecto a HD,
posiblemente porque al ser mas jovenes, existen mas posibilidades de que
sean candidatos a recibir un trasplante y por tanto el indice de rotacion de
pacientes en la técnica es mayor.

El grupo Pre-D lo formaban pacientes con ERC muy avanzada pero sin
necesidad todavia de técnica sustitutiva. La finalidad no era realizar un
estudio evolutivo del comportamiento del estrés oxidativo a lo largo de
diferentes etapas de insuficiencia renal, sino enmarcar la situacion
metabolica y el estado oxidativo del paciente con ERC avanzada antes de

iniciar la terapia sustitutiva.
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7.2.- Andlisis del estado metabélico

Diabetes Mellitus

Existia una alta prevalencia de diabetes mellitus, mas importante en el grupo
Pre-D (40.6%), seguido por el grupo DP (32%). La nefropatia diabética,
como causa de enfermedad renal terminal, era algo inferior en los tres
grupos, 25% para grupo Pre-D, 10% grupo HD y 25 % grupo DP, similar a

la prevalencia publicada por el registro nacional de enfermos renales®®,

Acido urico

Los valores de acido urico fueron mas elevados en los grupos Pre-D y DP,
siendo significativa la diferencia entre el grupo Pre-D y HD. Este dltimo
grupo obtuvo el valor méas bajo entre los grupos estudiados. El &cido Urico
es una molécula de bajo peso molecular, derivado del metabolismo de las
purinas. Sus niveles aumentan cuando declina la funcién renal y también
bajo la influencia de diuréticos, sin embargo es facilmente dializable?®*. Son
precisamente los grupos Pre-D y DP, con los valores mas altos, los que
supuestamente toman mas diuréticos, siendo menor la toma en los pacientes
en HD, ya que la mayoria de estos pacientes no poseia funcion renal

residual.

Estudios recientes han relacionado el aumento sérico de acido Urico con la

tasa de mortalidad por causas cardiovasculares®®.

Lipidos

En cuanto al perfil lipidico, el peor lo presentd el grupo de DP. Es preciso
hacer una salvedad en este punto, ya que el grupo control presenta las cifras
de colesterol total y LDL-colesterol méas elevadas, con mejor
comportamiento de triglicéridos y HDL-colesterol. Esta circunstancia se
podria atribuir a que los grupos estudiados, son grupos de enfermos tratados.
Ademas, el efecto de epidemiologia inversa se ha descrito en este grupo de
poblacién, y por ello, cifras bajas de colesterol, a veces reflejan estados de

malnutricion o inflamacién cronica.
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En los pacientes con ERC existen alteraciones de la distribucion de lipidos y
de apolipoproteinas dentro de cada tipo de lipoproteina. Estos cambios
pueden ser cualitativos y cuantitativos y pueden aparecer desde fases
precoces de la insuficiencia renal. El hallazgo mas constante es la elevacion
de triglicéridos, que estaran elevados en todas sus fracciones tanto VLDL e
IDL. La cantidad de colesterol presente en IDL y VLDL se eleva, mientras
que disminuye en las HDL. El origen de la dislipemia en la insuficiencia
renal puede deberse a varios mecanismos entre los que se parecen mas
importantes son un incremento en la produccion hepatica de VLDL y/o una
disminucion en la degradacion de triglicéridos y VLDL por el descenso en
la actividad de diversos enzimas como la lipoprotein lipasa o la lipasa

pancreética.

El grupo de DP presentaba los valores méas bajos de HDL y los mas altos de
Colesterol total, LDL-colesterol y Triglicéridos de los tres grupos
estudiados. En algunos casos, el tratamiento con DP, lejos de mejorar las
alteraciones lipidicas acontecidas en la uremia, puede llegar incluso a
empeorarlas sobre todo durante los primeros meses del tratamiento. El
ascenso de las cifras de triglicéridos puede ser multifactorial y clasicamente
se ha atribuido a varios factores: en primer lugar por la absorcion
intraperitoneal de glucosa, en segundo lugar, por un aumento en la ingesta al
corregir la situacion de uremia y por ultimo a un estado de hiperinsulinismo,

que favoreceria la sintesis de VLDL y otras lipoproteinas.

El aumento del colesterol en DP se atribuye clasicamente a la pérdida de

proteinas por el liquido peritoneal como ocurre en el sindrome nefrotico

En conclusion, los pacientes en DP presentaban un peor perfil lipidico y por

tanto mas aterogénico que los pacientes en Pre-D o en HD.
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7.3.- Andlisis del estado inflamatorio

Todos los grupos presentaban un ascenso de los marcadores inflamatorios
PCR as y Fibrindgeno respecto al grupo control. Numerosos estudios han
demostrado una asociacion entre la insuficiencia renal y diferentes
marcadores de estado inflamatorio, incluso en pacientes con moderado
descenso de la funcion renal, sugiriendo que la ERC puede considerarse
como un proceso inflamatorio de bajo grado. La PCR constituida a nivel
local en los tejidos, reduce la produccion del Oxido nitrico, estimula la
produccién de factores vasoconstrictores como la endotelina-1 e induce
algunos de los pasos involucrados en el proceso de aterosclerosis. Ademas,
niveles elevados de PCR, IL-6 y fibrindbgeno se han mostrado ser
predictores de eventos cardiovasculares en pacientes con ERC?*®,

El estrés oxidativo es capaz de activar factores transcripcionales como NF-
kB el cual regulard la expresion de genes de mediadores inflamatorios. El
factor NF-kB es un dimero que se mantiene inactivado en el citoplasma
gracias a la unién a proteinas inflamatorias. Cambios oxidativos de estas
proteinas facilitaran la activacion del factor NF-kB?*’.

Entre todos los grupos estudiados, es el grupo DP el que muestra niveles de
moléculas inflamatorias inferiores al resto, sin diferencias significativas con
la poblacion control, mostrandose asi como el grupo que mejor controla el
estado inflamatorio comudn de la ERC.

En este estudio, intentamos minimizar el efecto inflamatorio que podrian
afiadir factores como el ser portador de catéter tunelizado para dialisis y ain
asi, el grupo HD tenia valores de PCR superiores al grupo DP. Este grupo,
era sin duda el que mejor perfil inflamatorio presentaba, reflejo

probablemente de una biocompatibilidad superior de la técnica.

7.4.- Analisis del estrés oxidativo por grupos

A pesar de tratarse todos los pacientes del estudio de enfermos renales

cronicos, no son pocas las diferencias que presentan los tres grupos. Existen
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circunstancias peculiares en cada grupo que definen su estado metabdlico y
creemos que determinan su estado oxidativo, por lo que se hace necesario

un primer analisis de los grupos por separado.

7.4.1.- Andlisis del grupo PREDIALISIS

Generalmente el estudio del estrés oxidativo en poblacion con Enfermedad
Renal Cronica se ha centrado en la poblacion en diélisis, con la intencion
fundamental de demostrar el beneficio o0 no de la técnica en este aspecto. Sin
embargo, la poblacion en Pre-D se caracteriza por la confluencia de
multiples factores de riesgo cardiovascular capaces por si solos de provocar
este estrés (nuestro grupo en concreto presentaba una altisima prevalencia

de diabetes mellitus)

En las ultimas dos décadas ha aumentado el interés en descubrir las causas
de la elevada morbi-mortalidad cardiovascular de la poblacién con ERC, por
ello el estrés oxidativo ha sido objeto de maltiples estudios, en virtud de las
pruebas que lo posicionan en el centro de la fisiopatologia de la placa de
ateroma. Sin embargo, en la poblacion en Pre-D, la mayor parte de los
trabajos de los que disponemos se centran en escasos biomarcadores

oxidativos.

En nuestro caso se trata de una poblacion donde existe una prevalencia de
hipertensién del 100% de los pacientes en mayor o menor grado y de
diabetes superior a un 40%. En cuanto a la dislipemia, aunque el 65% de los
enfermos tenian este diagndstico, un porcentaje del 59.4% recibia
tratamiento hipolipemiante con estatinas, por lo que la media de todos los

parametros lipidicos estaba dentro de un rango normal.

Dado que existia un alto porcentaje de pacientes diabéticos en este grupo,

analizamos que influencia podia tener la presencia de diabetes en los valores
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de estrés oxidativo y encontramos diferencias significativas tanto para
pardmetros de peroxidacion lipidica (F2-Isoprostanos) como para dafio
material genético (8-oxo-dG nuclear), asi como para la catalasa entre las
enzimas antioxidantes. Ademas, aunque no se encontraran diferencias
significativas entre el grupo de diabéticos y los que no lo eran, la tendencia
fue encontrar los parametros oxidados mas altos en el grupo de diabéticos y
los antioxidantes més bajos, asi como también el glutation. Estos hallazgos
sugierenque efectivamente existe una influencia de la diabetes sobre el

estrés oxidativo en este grupo.

Peroxidacion lipidica en Predidlisis

La peroxidacion lipidica se estudié mediante dos parametros, MDA y F2-

Isotrostanos plasmaticos.

El MDA ha sido desde el inicio uno de los parametros mas analizados como
producto final de la peroxidacion lipidica®® y varios autores han encontrado
niveles elevados en pacientes con ERC?°. En nuestro estudio también
encontramos niveles significativamente elevados de MDA. Sin embargo, a
pesar de ser un 6ptimo marcador de estrés oxidativo, presenta limitaciones a
la hora de ser evaluado en la poblacion urémica. El MDA es una molécula
de bajo peso molecular y puede eliminarse por via renal o ser dializada. La
gran mayoria de los resultados publicados sobre niveles de MDA hacen
referencia a niveles plasmaticos, generalmente niveles de MDA total, sin
embargo, recientemente De Vecchi y cols®*han publicado diferentes
patrones de comportamiento del MDA plasmatico. En plasma, la molécula
estd presente tanto libre como unida a macromoléculas. Sin embargo la
naturaleza y capacidad lesiva es diferente. Mientras que la fraccion unida a
macromoléculas seria relativamente estable y la considerariamos marcador
de dafio antiguo, la libre seria la potencialmente méas perjudicial.

Los datos disponibles en la literatura pueden resultar confusos, si no hacen

referencia a la fraccion de MDA que se ha determinado y en la mayoria de
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las ocasiones se trata de ambas fracciones juntas (MDA total). Segun de
Vecchi en la medida en que la fraccion unida a macromoléculas se
eliminaria en orina tras una transformacién enzimatica de las proteinas a las
que va unida, podra verse afectada por el deterioro de la funcion renal, por
lo que nos encontraremos con niveles elevados. En nuestro estudio, se trata
de una determinacion de MDA en linfocitos y no en plasma, y por ello nos
encontramos con niveles fiables, que como veremos a continuacion se

comportaran de forma similar a los niveles de otras moléculas oxidadas.

La medicién de los F2-Isoprostanos plasmaticos ha adquirido especial
interés en los ultimos afos en la evaluacion in vivo del estrés oxidativo por
diversos motivos. Se trata de moléculas mas estables que otros lipidos
oxidados (ej LDL-oxidadas) y que al ser medidas en plasma en su forma
esterificada no sufren aclaramiento renal o depuracién por didlisis®*,
superando asi a la molécula de MDA total en la evaluacion de los productos
plasméticos derivados de la peroxidacion lipidica. Se han demostrado
niveles elevados de F2-Isoprostanos tanto en fumadores?®* como en
pacientes diabéticos®®. Handelman et al encuentra niveles de F2-
Isoprosanos elevados en pacientes en Hemodialisis, y encuentra correlacion

con los niveles de PCR de sus pacientes®".

Recientemente Cottone et al***han medido F2-Isoprostanos en una extensa
muestra de 626 pacientes hipertensos en diferentes estadios de ERC,
encontrando correlacion negativa con el grado de funcion renal. Otros
autores como Donousi et al**también encuentran esta correlacién en una
muestra de 87 pacientes con ERC en estadios del 1 al 4. En el presente
estudio, sin embargo, no se pudo demostrar esta relacion, quizas porque se
trate de una muestra de pacientes mas pequefia o también porque todos se
encuentren en un estadio muy avanzado de enfermedad renal. De hecho,
Ilama la atencion que en el trabajo de Donousi la media de los valores de
F2-Isoprostanos en el estadio 3 es superior a la del estadio 4. Resulta muy

interesante comprobar como otros autores han encontrado normalizacion de
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los niveles de F2-Isoprostanos tras la recuperacion de la funcion renal tras el
trasplante renal®*®,

En concordancia a nuestros resultados se encuentra el trabajo de Oberg et
al®’, donde en una muestra de 60 pacientes, con un filtrado glomerular
medio de 27.11 ml/min tampoco logra encontrar relacion con los niveles de

F2-1soprostanos.

Se ha demostrado que los F2-Isoprostanos se comportan como potentes
moléculas vasoconstrictoras, efecto mediado por el receptor del
tromboxano, por lo que se sugiere la hipdtesis de que ademas de un indice
oxidativo pudiera jugar un papel en el fracaso renal. De hecho Morrow et
al®® propusieron que la vasoconstriccion presente en el sindrome
hepatorrenal estaba mediada por F2-Isoprostanos entre otras moléculas

vasoactivas.

Todos estos resultados sugieren de la peroxidacion lipidica es un fenémeno
universal en los pacientes con ERC que se inicia probablemente en fases
tempranas y que se mantiene en niveles altos durante la progresiéon de la
enfermedad.A la luz de los datos bibliograficos, los F2-Isoprostanos serian
marcadores de peroxidacion lipidica de mas fiabilidad que el MDA libre en
la poblacién urémica, cuando valoramos niveles plasmaticos. En el presente
estudio, el comportamiento fue diferente, probablemente debido a la

determinacion de valores linfocitarios que, en definitiva, son mas estables.

Oxidacion proteica en Predialisis

Witko-Sarsat et al****% identificaron los productos finales de la oxidacion
proteica avanzada (AOPPs) en virtud de su analogia con los productos
AGEs en pacientes con ERC y en diferentes situaciones: en Pre-D, HD y
DP. En nuestro estudio la valoracién de la oxidacion proteica la realizamos
con la medicidon de las proteinas carboniladas y con el estudio del ciclo
redox del glutation (GSSG/GSH).
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Las proteinas carboniladas son un importante marcador de la oxidacion
proteica y reflejo de la formacién de grupos aldehido. Heinecke y
colaboradores®** demostraron que mediante reacciones oxidativas mediadas
por la enzima mieloperoxidasa se podian convertir aminoécidos comunes en
aldehidos altamente reactivos, los cuales tienen un papel preponderante en
la génesis de la placa ateromatosa®®. Estos autores inciden en la importancia
que tienen las reacciones mediadas por la enzima mieloperoxidasa en la
contribucion al desarrollo de la placa de arteriosclerosis. Productos
derivados de la oxidacion del aminoacido tirosina, mediada por la
mieloperoxidasa, como la ditirosina o la 3-clorotirosina se han encontrado
formando parte de moléculas de LDL-oxidadas y en muestras de
arteriosclerosis en humanos®®, de hecho, se han relacionado los niveles de
mieloperoxidasa leucocitaria con riesgo elevado de sufrir enfermedad
coronaria®®. Nuestros enfermos presentaban unos valores de proteinas
carboniladas significativamente mas elevados que en grupo control, y al
igual que con el resto de pardmetros oxidativos tampoco hubo correlacion
con el MDRD, debido probablemente una vez mas a motivos como una
insuficiencia renal en estadios ya muy avanzados y en margenes estrechos y
a la confluencia de otros factores pro-oxidantes. Otros autores si que han
demostrado correlacion de productos derivados de la oxidacion proteica con
el declive de la funcién renal considerando todos los estadios de
insuficiencia renal®®.

Una de las observaciones mas interesantes del grupo de Himmelfarb y que
pone de relieve la influencia de la funcion renal sobre el estado oxidativo
fue comprobar en pacientes que recibieron un trasplante de vivo con
evolucion satisfactoria y recuperacion completa de la funcién renal, como
marcadores de inflamacion (TNF-a) y de estrés oxidativo (F2-lsoprostanos
y proteinas carboniladas) medidos antes y tras el trasplante descendian de
forma significativa solo una semana después del mismo y que las proteinas

carboniladas seguian descendiendo transcurridos dos meses®®.
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Darfio oxidativo del DNA en Predialisis

El DNA es una estructura molecular especialmente vulnerable al ataque de
las especies reactivas de oxigeno, tanto mas si consideramos la molécula de
DNA mitocondrial, debido a la alta tasa metabdlica presente a nivel
mitocondrial. Existen pocos estudios del dafio oxidativo del material
genético en pacientes con enfermedad renal y la mayoria lo hacen en
pacientes en hemodialisis®®. Entre las modificaciones que puede
experimentar el DNA inducidas por las EROs la molécula 8-oxo-2"-
deoxiguanosina (8-0xo-dG) es una de las mas frecuentes. Se sabe que el
radical hidroxilo reacciona rapidamente con la base nucleotidica guanosina
para dar lugar a la molécula 8-oxo-dG y que ésta se ha propuesto como un
buen marcador de la estimacion de la produccion de este radical libre.
Probablemente otras EROs intervengan en este proceso, sobre todo en estos
pacientes donde existe un marcado déficit de actividad de la enzima
catalasa, dando lugar a un aumento en la disponibilidad de H,0O,. El dafio
oxidativo del DNA es capaz de inducir un envejecimiento celular precoz asi
como un aumento en la incidencia de cancer’®. Tarng®®3%°310 ha
demostrado que el contenido de 8-oxo-dG en DNA nuclear proporciona una
medida fiable del dafio oxidativo del material genético en leucocitos
periféricos en pacientes con filtrado glomerular inferior a 20 ml/min y en
hemodialisis crénica. Curiosamente los pacientes con ERC tienen una
incidencia mayor de cancer que la poblacion general, aunque es cierto que
estos pacientes merecen una atencion especial, ya que la propia técnica

311 \Watanabe et al midieron 8-oxo-

podria influir en el equilibrio oxidativo
dG en pacientes con Insuficiencia Renal Avanzada (FG promedio: 6.4
ml/min) y encontraron una correlacion inversa entre los niveles de 8-0xo0-dG
y los niveles de histidina, un aminoacido que se comportaria como marcador
del estado nutricional, sugiriendo un vinculo entre malnutricion y estrés
oxidativo en esta poblacion. En un grupo de hipertensos, Reddn et
al®*%encontraron niveles elevados de 8-0x0-dG tanto nuclear como
mitocondrial en células mononucleares periféricas. Este grupo no pudo

establecer correlacion entre el grado de hipertension y el aumento de
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marcadores oxidativos. Los autores piensan que puede ser debido a que en
el paciente hipertenso pueden confluir otros factores como el aumento de la
actividad de la angiotensina Il o un estado de hiperinsulinemia que podrian

influir en el estrés.

En nuestra poblacion encontramos un aumento generalizado tanto de 8-oxo-
dG nuclear como mitocondrial, con amplias diferencias significativas
respecto al grupo control. Del mismo modo que al estudiar la peroxidacién
lipidica tampoco encontramos correlacion con el deterioro de la funcion
renal. Pensamos que esto puede ser debido de nuevo, a la confluencia de
multiples factores comdrbidos en estos pacientes, de hecho la totalidad eran
hipertensos, aparte de que mas de un 40% era diabéticos, y de que

estudiamos pacientes en un estadio muy avanzado de la enfermedad renal.

Enzimas antioxidantes en Predialisis

El estudio del estrés oxidativo se complet6 con el andlisis de la actividad de

las principales enzimas antioxidantes asi como del glutation.

En condiciones normales, la concentracion de antioxidantes es bastante
superior a la concentracion de productos oxidantes, de manera que la
generacién continua de radicales libres, derivados del metabolismo celular
queda regulada y neutralizada por ellas. Una proteccion antioxidante eficaz
requiere la actuacion sincronizada de las tres enzimas estudiadas:
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa. Encontramos la
actividad de las tres enzimas significativamente disminuida en el grupo Pre-
D, reflejo del desequilibrio que existe entre los factores oxidantes y

I*3encuentran recientemente un descenso de hasta

antioxidantes. Moradi et a
un 50% en los valores de GPx junto con otras enzimas y moléculas con
capacidad antioxidante en una muestra de pacientes en HD, frente a un
grupo control, ademas comprueban que una sesion de HD no logra

normalizar sus niveles.

161



Tesis doctoral. M2 Jests Puchades Montesa

7.4.2.- Andlisis del grupo HEMODIALISIS

El grupo HD era el grupo més afioso de los tres estudiados y con mas
tiempo de permanencia en la técnica respecto al grupo DP, por tanto es
I6gico encontrar una mayor prevalencia de cardiopatia isquémica. Es sobre
esta poblacion donde existen mas estudios de estrés oxidativo, bien para
valorar el efecto de un sesion de HD, de la técnica a largo plazo, o bien
evaluando diferentes circunstancias como distintas membranas o la accion

de suplementos vitaminicos.

En la medida de lo posible y con los recursos disponibles, se intent6 que la
poblacion en HD, fuera homogénea para limitar el nimero de factores
influyentes y se expusiera minimamente a factores estresantes, como
infusion reciente de Hierro iv. que fue suspendido un mes antes de la toma
de las muestras, o como el uso de filtros compuesto por membranas
sintéticas de alta permeabilidad, consideradas de las mas biocompatibles. En
este sentido es preciso destacar que la planta de agua de la Unidad de
Hemodialisis del Hospital Clinico suministraba en el momento del estudio

agua libre de endotoxinas y con una conductividad de 1pS.

De manera uniforme todos los parametros oxidativos estuvieron elevados
respecto al grupo control, asi como disminuidas las actividades de las
enzimas antioxidantes medidas. Estos resultados se comentan a

continuacion.

Peroxidacion lipidica en Hemodialisis

Respecto a la molécula MDA, nuestros resultados estan en concordancia
con la de varios autores que también encuentran niveles elevados en
poblacién en HD***?*!°. EI MDA es un producto final de la peroxidacion

lipidica con las limitaciones que ya se comentaron en el apartado de Pre-D,
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al ser una molécula que presenta diferentes patrones de comportamiento y
pierde parte de su valor si s6lo se determinan niveles totales y no su fraccion
libre, mas reactiva. Dado que los valores que nosotros hemos determinado
no son plasmaticos sino en linfocitos podemos tener cierta ventaja en la
determinacion de MDA como producto de lipoperoxidacion, pués seran
niveles mas estables. Sin embargo, debido a su carécter hidrosoluble y a su
pequefio tamafio, el MDA tiene un comportamiento similar a cualquier otra
toxina urémica, por lo que una vez mas su valor se encuentra en entredicho.
Por otro lado, no debemos infravalorar el valor del MDA a la luz de los
numerosos estudios que la relacionan con la prevalencia de enfermedad
cardiovascular en pacientes en HD®*. Palleschi et al**°cuantifican niveles de
MDA antes y después de sesiones tanto de HD como de HDF
(hemodiafiltracion). Nuestros resultados son acordes a los suyos antes de la
sesion. Estos autores encuentran disminuidos los niveles después de la
sesion de didlisis y por tanto encuentran un argumento sélido para concluir
que la molécula de MDA es aclarada por difusion. Previamente otros
autores ya habian encontrado resultados similares como Daschner et al en
poblacién pediatrica®'®. Estos autores midieron otros productos derivados de
peroxidaciéon como el grupo hexanal, que por su caracter lipofilico,
consideraron mejor marcador de lipoperoxidacién en pacientes pediatricos
con ERC en HD o DP. El hexanal es un producto especifico de oxidacion
derivado Unicamente de la oxidacion de &cidos grasos poliinsaturados w6,
de caracter lipofilico. Los autores no consiguieron demostrar niveles
significativamente elevados de hexanal en estos pacientes y sélo una cierta

tendencia a su aumento al medirlos después de la sesion de didlisis.

En la misma linea de los resultados de Himmelfarb obtuvimos niveles
uniformemente elevados de F2-Isoprostanos en la poblacién en HD®'.
Ikizler et al midieron F2-Isoprostanos tanto libres como esterificados en
plasma en esta poblacion. Ambos resultaron estar elevados respecto a la
poblacion sana control, aunque mas elevados los esterificados,
probablemente porque no eran eliminados por dialisis. Midieron ademas
niveles de F2-Isoprostanos libres en varios tiempos de sesiones de HD con

diferentes membranas: biocompatibles (polisulfona) y bioincompatibles
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(cuprofan), observando un comportamiento muy similar entre las dos
membranas, con una tendencia significativa hacia el descenso de los niveles
en los primeros 30 minutos de la sesién y un nuevo ascenso al final de las
cuatro horas. A pesar de lo que cabria pensar en cuanto al potencial
inflamatorio y oxidativo de una sesion de HD, incluso con una membrana
bioincompatible, estos autores demostraron descenso progresivo de F2-
Isoprostanos a lo largo de la sesion, aunque con un repunte final y
concluyeron que la sesion de HD parecia tener menor influencia en el estado
oxidativo que los efectos a largo plazo de la uremia per se. Aun asi, los
autores se mantenian cautos ante estos resultados que debian ser
interpretados con precaucion, ya que el efecto de una Unica sesion de HD,
no podia ser equiparable a la exposicion reiterada del plasma a productos
bioincompatibles, aunque desde luego si planteaban la cuestion del peso del
estado urémico o de la HD sobre el estrés oxidativo.

Oxidacion proteica en Hemodialisis

En el grupo HD vy al igual que los lipidos se encontraron elevadas las
moléculas derivadas de la oxidacién proteica, cociente GSSG/GSH y
proteinas carboniladas.

Otros autores han encontrado resultados similares®®8 E|

grupo de
Himmelfarb también midi6é productos derivados de la oxidacién proteica en
pacientes hemodializados. Sus resultados concuerdan con los nuestros en
muchos aspectos pero ademas comprobo que los niveles de proteinas
carboniladas no se veian aumentados a lo largo del primer afio tras el inicio
del tratamiento con hemodialisis. Al inicio y luego, con una periodicidad de
tres meses durante el primer afio, midieron proteinas carboniladas y otros
parametros inflamatorios como PCR e IL-6 en 50 pacientes. Observaron que
estos marcadores de inflamacidn y estrés oxidativo se encontraban elevados
al inicio de la técnica respecto a un grupo sano control y que sus niveles se

mantenian estables durante el primer afio de HD (sin cambios
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significativos). Otra observacion interesante en este estudio fue la ausencia
de relacion con la funcidn renal residual y con otros pardmetros clinicos
como el tipo de acceso vascular, la presencia de hipertension o de
enfermedades concomitantes, en los niveles de proteinas carboniladas.So6lo
la presencia de diabetes, al analizarla de forma independiente, se asocié con
un incremento significativo de estas proteinas. Con estos resultados los
autores encuentran evidencia para concluir que el inicio de HD no afecto
significativamente al estado inflamatorio ni al estrés oxidativo presentes
antes de iniciar la técnica®®. Unos afios antes el mismo grupo de
investigadores, midieron el efecto de diferentes membranas de dialisis sobre
los niveles plasmaticos de proteinas oxidadas por grupos thiol. Aunque estos
resultados no pueden ser concluyentes, dado que se trataba de un grupo de
tan solo 10 pacientes, resulta curioso descubrir que no observaron
diferencias significativas en estos niveles en las distintas determinaciones
realizadas en cada sesién de HD, entre dialisis con polisulfona (como

membrana biocompatible) o con cuprofan (membrana bioincompatible).

Ward et al®® midieron también el efecto de dos tipos de membrana
(polisulfona vy triacetato de celulosa) a lo largo de una sesién de didlisis,
observando la variacion de los niveles de H,O, (medido por citometria de
flujo) y de la formacion de grupos tioles y carbonilo unidos a proteinas
(oxidacion proteica). Encuentran que basalmente todos los niveles estan
elevados respecto a un grupo control y que al final de la sesion la
produccién de H,0, se restablecia hasta niveles normales, asi como la de
grupos tioles libres, pero no la de grupos carbonilo. La oxidacién proteica
por grupos carbonilo supone una modificacion irreversible de las proteinas
afectadas, no asi la oxidaciobn mediada por grupos tiol, que por sus
propiedades quimicas se unen de forma reversible a las proteinas y una
sesion de HD es capaz de restaurar sus niveles normales en estos pacientes.
No se encontraron diferencias significativas entre las dos membranas que

tuvieron un comportamiento paralelo en todos los parametros medidos.

Nuestro grupo publicé la experiencia con 15 pacientes en HD. Se midieron

pardmetros oxidativos como el MDA, ratio GSSG/GSH y 8-0x0-dG nuclear
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antes y después de una sesion. Todos los pardmetros descendian después de
la sesion de forma significativa, sugiriendo que probablemente, alguna
sustancia pro-oxidante debia ser dializada y se restablecia de alguna manera

el equilibrio al disminuir el estado urémico®**,

Sélo encontramos correlacion positiva con el tiempo de permanencia y los
valores de GSSG/GSH. Ningun otro valor la mostré. A la vista de estos
resultados una de las posibilidades que nos planteamos es que muchas
moléculas oxidadas podrian comportarse como toxinas urémicas, no tanto
por la particularidad de ser dializadas (son macromoléculas), sino por los
ascensos y descensos en sus niveles que nosotros y otros autores han
encontrado antes y después de la sesién. Roselaar y cols®*? lo atribufan a la
depuracién de moléculas pro-oxidantes, aunque también podria ser debido a
que al disminuir el ambiente urémico la capacidad antioxidante del plasma

aumentaria y por tanto los sistemas de defensa serian mas eficaces.

La accion sobre la oxidacion molecular, de la infusion de hierro intravenoso
en los pacientes que reciben hemodidlisis ha merecido también la atencion
de varios investigadores. Mientras que un balance Optimo de hierro es
necesario para una eritropoyesis eficaz y para disminuir la dosis necesaria
de agentes estimuladores de la eritropoyesis en estos enfermos, sabemos que
el hierro es un metal pesado que mediante la reaccion de Fenton, cataliza la
formacion de radicales hidroxilo. Driieke et al encontraron una correlacion
positiva entre los niveles de productos finales de la oxidacion proteica,la
dosis anual total de hierro intravenoso recibida y el espesor intima-media

carotideo en un estudio de 79 pacientes en HD crénica®®.

En vistas a estas observaciones nos parecié importante incluir en el
protocolo de este estudio la supresion de hierro intravenoso dias antes de la
toma de las muestras y evitar asi la influencia de éste sobre el estrés

oxidativo.
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Dafio oxidativo del material genético en Hemodialisis

Como el resto de pardmetros existian niveles elevados de 8-0xo-dG tanto
nuclear como mitocondrial en el grupo HD.

En la ultima década el grupo taiwuanés de Tarng es el que méas se ha
centrado en el estudio del dafio oxidativo del DNA en pacientes con ERC y
especialmente aquellos en HD*®. Este grupo ha comparado el efecto de los
dos tipos de membrana compatibles y no biocompatibles (sintética y
celulésica) sobre la generacion de 8-oxo-dG. Encontraron diferencias
significativas entre los niveles méas altos del grupo con membrana de
celulosa frente al grupo dializado con membranas sintéticas. Ademas
analizaron los niveles tras hacer un cambio de membranas en cada grupo,
corroborando los resultados, ya que el grupo que pasaba de membrana
celulosica a sintética, tras varias semanas, disminuia los niveles de 8-oxo-
dG. Sin embargo, la observacion méas peculiar de este estudio fue el
conseguir los niveles mas bajos de 8-oxo-dG cuando los pacientes pasaban a
dializarse con membranas celulésicas tratadas con vitamina E. Medida
ademas la produccion de EROS mediante citometria de flujo, observaban
como el metabolismo oxidativo de los granulocitos aumentaba debido a la
activacion de los mismos por la accién del contacto con la membrana de
dialisis. Este efecto era similar entre la membrana sintética (no activadora
del complemento) y la celulésica tratada con vitamina E. Por otro lado, los
niveles de ferritina y de a-tocoferol fueron, junto con el tipo de membrana,
los Unicos predictores independientes de los niveles de 8-oxo-dG. Esta
demostrado que el hierro, facilita la formacién de radicales hidroxilo y
aumenta la oxidacion del DNA¥*3%3% por tanto, la combinacién de una
sobreproduccion intracelular de EROS al enfrentar la sangre a una
membrana de dialisis bioincompatible junto con una sobrecarga férrica
resultara en un potencial dafio oxidativo del DNA leucocitario. EI secuestro
in situ de EROS por la vitamina E, era capaz de atenuar el dafio del DNA
producido por la membrana bioincompatible, lo que resultaria beneficioso
tanto en la disminucién de la incidencia de neoplasias como en la mejora del

sistema inmune mediada por células leucocitarias.
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Enzimas antioxidantes en Hemodialisis

Los niveles de todas las enzimas antioxidantes medidas se encontraban
disminuidos en el grupo HD, siendo ademaés el grupo que presentaba niveles
mas bajos en todas. Este efecto podria atribuirse a dos hechos todavia no
bien aclarados. Por un lado la generacién continua de EROS por el estado
urémico y la HD y por otro lado la pérdida de estas enzimas por el propio
proceso de difusidn y conveccion.

27
|3

Morena et al**'midieron la influencia de estos dos mecanismos fisicos sobre

el aclaramiento de vitamina C, mediante la técnica de “paired filtration

)

dyalisis”, que consiste en una variante de la técnica de hemodiafiltracion
que separa fisicamente el flujo convectivo y difusivo. Sus resultados
demostraban, que los niveles basales de vitamina C se encontraban todos
por debajo de la media de la poblacion control, y que ademés durante la
dialisis se producia una pérdida dramatica de ésta, fundamentalmente por el
mecanismo fisico de difusion.

La baja disponibilidad de glutation, atribuible bien a la pérdida por dialisis
(molécula de bajo peso molecular) o bien a su consumo como potente
antioxidante, justificaria en este caso el descenso en la actividad de las
enzimas glutation reductasa y peroxidasa que precisan de éste como
sustrato. Sin embargo, encontramos también mermado el potencial
antioxidante de otras enzimas como la catalasa y la SOD. La actividad de la

SOD se ha encontrado tanto aumentada®?®

como disminuida en pacientes en
dialisis®®®, lo que demuestra que se trata todavia de un tema controvertido.
Si bien nuestros resultados nos inclinan a pensar que existe un déficit
antioxidante claro en estos enfermos, que afectaria a varios niveles
enzimaticos, bien por pérdida de los antioxidantes por las membranas de

dialisis o por agotamiento de los mismos.
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7.4.3.- Anélisis del grupo DIALISIS PERITONEAL

Como se comento previamente se trata de un grupo mas joven y con menor
tiempo de permanencia en la técnica, que como se describe en la
introduccién es, en principio, m&s biocompatible por el uso de una

membrana “natural” para dialisis.

Un aspecto importante a tener en cuenta sera la influencia de funcion renal
residual, que en ocasiones resulta clave en la evolucién de estos enfermos y
que podria tener un papel importante en el mantenimiento del balance entre
oxidantes y antioxidantes. El beneficio del mantenimiento de la funcion

renal residual es un hecho demostrado.

Existen en general menos estudios de estrés oxidativo en pacientes que
reciben DP que en pacientes en HD. Muchos de los que existen se afanan en
determinar cuales son los factores que mas perjudican la membrana

peritoneal, derivando en la pérdida de sus funciones y su estructura.

La esterilizacion por calor de las soluciones de intercambio peritoneal
degrada la glucosa en distintos productos entre los que se encuentran
compuestos reactivos carbonilo como el glioxal, metilglioxal o 3-
deoxiglucosona todos ellos capaces de generar productos finales de

glicosidacion en las proteinas (AGEs) como la pentosidina.

Peroxidacion lipidica en DP

Recientemente se ha demostrado una relacion entre peroxidacion lipidica
(niveles de MDA libre) y funcién renal residual®*°. Sin embargo, los
mecanismos implicados en esta relacion no quedan aclarados del todo. Un
menor estrés oxidativo podria explicar la mayor supervivencia que muestran
los enfermos con mayor funcion renal residual mantenida. Los autores del
estudio anterior pensaron que la comorbilidad presente (diabetes,

inflamaciéon o malnutricion) relacionados con mayor pérdida de la funcion
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renal residual podrian justificar este vinculo con el estrés oxidativo, sin
embargo el analisis multivariante no logra corroborar esta hipotesis. Por lo
tanto, permanece todavia sin resolver el hecho de que los pacientes con
mayor funcién renal residual mantengan mejor balance oxidativo. Hecho

que nosotros tampoco hemos podido demostar.

Oxidacion proteica en DP

Los niveles de proteinas carboniladas y el ratio GSSG/GSH se encontraban
también elevados respecto a la poblacion control. Boulanger et
al**'observaron un comportamiento curioso en cuanto a los niveles de
AOPP en pacientes que iniciaban DP. Medidos en 22 pacientes junto con los
AGEs previo al inicio y a los seis y doce meses de tratamiento. Observaron
un ascenso de los AGEs y un descenso progresivo en los niveles de
moléculas proteicas oxidadas. Los autores opinaban que el ascenso de los
AGEs a lo largo del tratamiento debia estar mas en relacion con la
glicosidacion que con procesos de glicoxidacion, demostrando de hecho el
descenso de las moléculas oxidadas. En nuestro grupo también encontramos
niveles inferiores de moléculas oxidadas en el grupo DP respecto al grupo
Pre-D. Otros autores han encontrado resultados similares®*2.Los AOPP
podrian jugar un papel importante en el proceso de arteriosclerosis,
probablemente por activacion de monocitos y el proceso inflamatorio y
disminuir la biodisponibilidad de Oxido Nitrico, potente vasodilatador.

|333

Kocak et a encontraron correlacién entre parametros de disfuncion

endotelial con AOPP en pacientes en DP.

Dario oxidativo del material genético en DP

Como el resto de parametros las moléculas 8-0x0-dG nuclear y mitocondrial
se encontraban aumentadas. Tarng et al han estudiado también el impacto de
la DP sobre la generacion de 8-0xo-dG nuclear asi como la generacion de
EROs medidos por citometria de flujo®**. Estos autores midieron la

generacion de 8-oxo-dG en leucocitos periféricos a lo largo de las cuatro
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horas de permanencia de la infusion peritoneal y con diferentes
concentraciones. El comportamiento de la 8-oxo-dG fue de ascenso
significativo durante la primera hora para descender posteriormente a los
niveles iniciales sin diferencias significativas con cualquiera de las
concentraciones de glucosa utilizadas. En el analisis multivariante entre
todos los sujetos del estudio de Tarng el al (tanto pacientes en DP como en
Pre-D), la uremia y el tratamiento con DP fueron los unicos factores

independientes predictores de los niveles de 8-oxo-dG.

Enzimas antioxidantes en DP

La presencia de estrés oxidativo en los pacientes en DP se ha relacionado
con la bioincompatibilidad de las soluciones utilizadas caracterizadas por
tener un bajo pH, alta osmolaridad, altas concentraciones de glucosa que se
degradan a productos de glicosidacion avanzadas (AGEs), inductores de
estrés oxidativo®®*® y los residuos pléasticos denominados “plastices”
derivados del plastico de las bolsas del liquido peritoneal. La pérdida de
factores antioxidantes como vitaminas, glutation y enzimas antioxidantes, a
través del peritoneo tendria también un importante valor. Es por ello, que
los niveles de tanto de glutation como de catalasa, SOD vy otras enzimas
antioxidantes se encuentran claramente disminuidas en el grupo DP. Sin
embargo, es este grupo el que en conjunto presenta mejor perfil antioxidante

que el resto de los grupos estudiados con enfermedad renal.
En nuestro trabajo, cabe destacar el comportamiento de la enzima SOD, que

mostro correlacion significativa con la funcion renal residual y con el

tiempo de permanencia.
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7.5.- Analisis comparativo entre los grupos

Aungue hacemos un analisis comparativo de los grupos, las conclusiones de
estas observaciones deben ser vistas con cautela, ya que no se trata de un
estudio prospectivo donde los pacientes se han seguido desde su situacion
en Pre-D y posteriormente en la técnica sustitutiva. Se trata de un estudio
observacional con corte transversal de tres poblaciones con diferencias entre
si y sobre todo con mucha comorbilidad asociada, sin embargo, al
comprobar diferencias significativas entre los grupos y aungue su causa sea

multifactorial creemos de interés presentar estos resultados.

El grupo Pre-D es el que presenta mayor elevacion de las moléculas
oxidadas, lo que induce a pensar en el peso de la uremia per se y de los
factores asociados a la misma sobre el estrés oxidativo.

Una de las preguntas que nos planteamos era si las técnicas sustitutivas al
mejorar el estado urémico, mejorarian el estrés oxidativo o si por el
contrario la posible bioincompatibilidad de las mismas lo empeoraria.

A pesar de que no se puede afirmar con rotundidad que las técnicas de
dialisis mejoran el estrés oxidativo de los pacientes con ERC, los resultados
del estudio sugieren que asi es, ya que uno de los hallazgos mas
significativos del presente trabajo es el hecho de encontrar niveles
oxidativos menos elevados en las dos poblaciones sometidas a técnicas de

depuracion extrarrenal, tanto HD como DP.

Clasicamente se ha relacionado la HD con el concepto de
bioincompatibilidad. Es esperable, que el hecho de enfrentar la sangre a
materiales extrafios, genere una reaccion defensiva inflamatoria del
organismo que paraddjicamente acabe dafidndolo. A pesar de que quedan
muchos puntos por mejorar en el ambito de la biocompatibilidad, en los
ultimos afos se ha asistido a una revolucion tanto en las técnicas como en
los materiales implicados en la HD. En este caso, el grupo de HD se
dializaba con membranas consideradas biocompatibles y agua ultrapura (1
mSm), de manera que se minimizaron parte de factores amenazantes de

estres oxidativo, y probablemente sea una de las justificaciones de encontrar
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niveles inferiores de moléculas oxidadas, respecto al grupo Pre-D. Podemos,
por tanto, suponer que la “amenaza” principal era el estado urémico y éste al
fin y al cabo estaba parcialmente resuelto.

En el estudio de Pupim et al®**

no encontraron diferencias significativas
entre los niveles de proteinas carboniladas justo antes de iniciar la técnica
(grupo Pre-D) vy transcurridos doce meses después, sin embargo las
determinaciones intermedias de estas proteinas oxidadas si presentaban
tendencia a ser inferiores a lo largo del tiempo (determinaciones a los tres,
seis y nueve meses), de la misma manera que demostraron un descenso
progresivo en los niveles de parametros inflamatorios (PCR e IL-6) a lo

largo de las distintas mediciones en este periodo.

El grupo DP se presenta como el grupo con menor dafio oxidativo, lo cual
apoyaria, los supuestos anteriores. No hay que olvidar que es el grupo mas
joven y que en parte, estos resultados estaran influidos por la edad. Como se
observa en la tabla de comparacion entre individuos mayores o menores de
70 afios existen bastantes diferencias entre ambos grupos. Existen
evidencias de que el envejecimiento celular es un proceso relacionado con el
estrés oxidativo®®. Sin embargo, es la técnica més biocompatible ya que no
hay membranas extrafias, mas que el propio peritoneo y ademas produce una
depuracién extrarrenal continua, sin cambios bruscos en los niveles de

toxinas, a diferencia de la HD.

Otro hallazgo importante es que la poblacién en DP conserve la mayor
capacidad antioxidante de los tres grupos, (a pesar de las posibles pérdidas
esperables a traves de la membrana peritoneal). Esta reserva antioxidante, es
a pesar de todo incapaz de neutralizar la produccion de EROs y evitar la

oxidacion de macromoléculas.

Como se describio anteriormente, el grupo DP presentaba el peor perfil
lipidico de los tres grupos estudiados, sin embargo, presentaba menor
prevalencia de cardiopatia isquémica y accidentes cerebrovasculares, asi

como la media mas baja de PCR. Por tanto, parece que el mejor control del
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estrés oxidativo, pueda tener mayor relevancia que uno de los factores
clasicos de arteriosclerosis como es la dislipemia. Por tanto, los esfuerzos
para controlar la alta prevalencia de morbi-mortalidad cardiovascular en esta
poblacion deberan ir encaminados no sélo al tratamiento de los factores
clasicos de riesgo cardiovascular, sino también a la mejora de la
biocompatibilidad de las técnicas de dialisis y a fortalecer el sistema

antioxidante de estos enfermos.
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8.- Fortalezas y debilidades
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- Fortalezas:

El analisis de los parametros estudiados se realizo en células (linfocitos
periféricos) y no en plasma como en la mayoria de estudios referidos, lo
cual confiere mayor fiabilidad a los resultados por tratarse de un medio mas

estable.

Se trata de un estudio de varias lineas moleculares (lipidos, proteinas y
material genético), con lo que pensamos que se consigue un estudio

completo del estrés oxidativo de estos pacientes.

- Debilidades

El grupo control tiene una edad inferior al resto de los grupos. Atribuimos a
que los grupos estudiados, sobre todo Pre-D y HD, comprenden poblacion
de avanzada edad (existian pacientes en Pre-D que debido a su avanzada
edad o situacion clinica, no eran ni siquiera candidatos a tratamiento
sustitutivo), por lo que resultaba dificil encontrar poblacién “sana” como
control mayor de 70-75 afios. EI grupo DP, tiene una edad algo inferior ya
que es una opcion de tratamiento de gente mas joven algunos de ellos en

situacion laboral activa.

Otra de las debilidades atribuibles podria ser no haber tenido en cuenta a los
pacientes fumadores, dada la enorme influencia negativa sobre el estres

oxidativo que ha demostrado tener el tabaco.

La naturaleza del estudio (transversal, observacional), nos permite rechazar
la hipotesis nula pero no permite extraer conclusiones definitivas en cuanto
al beneficio de una técnica dialitica sobre la otra, debido también a las

diferencias existentes entre los tres grupos estudiados.
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Seria necesario realizar un estudio prospectivo donde cada paciente pudiera
seguirse desde su etapa predialisis hasta su situacion en dialisis.
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0.- Conclusiones
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Existe un aumento del estrés oxidativo en la poblacion con enfermedad
renal crénica, definido por un aumento de macromoléculas oxidadas, tanto
lipidos, proteinas como material genético y un descenso de la actividad de

las principales enzimas antioxidantes.

La poblacion en Pre-D presenta peor perfil oxidativo, con parametros
oxidados significativamente mas elevados que la poblacién con tratamiento
sustitutivo (HD y DP), lo que induce a pensar que es el estado urémico per
se uno de los principales causantes, dado que los otros dos grupos

mantenian niveles adecuados de depuracion de toxinas urémicas.

La alta prevalencia de factores comoérbidos como la diabetes y la
hipertension en el grupo Pre-D también justificarian el desequilibrio entre

oxidacion y antioxidacion.

Los grupos Pre-D y HD presentaban mayor estado inflamatorio definido por

niveles altos de PCR de alta sensibilidad.

La menor carga oxidativa en los pacientes en DP se justificaria por el uso de
una técnica mas biocompatible unido a las caracteristicas especiales de

dicha poblacion.

En nuestra poblacion no encontramos correlacion entre los parametros de
estrés oxidativo con el filtrado glomerular en el grupo Pre-D, probablemente

debido a que se trataba de un grupo con ERC avanzada.

En los pacientes en dialisis no encontramos correlacion con la funcién renal

residual ni con el tiempo de permanencia en la técnica.

Entre todas las moléculas oxidadas estudiadas la 8-oxo-dG nuclear se
muestra como unos de los parametros mas fiables para la valoracion del
estado oxidativo en esta poblacion dado el alto nimero de pacientes con
valores por encima del grupo control y el alto grado de correlacion que

mostraba con el resto de moléculas oxidadas.
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Todas las moléculas oxidadas mostraron un patron similar entre los tres
grupos, a excepcion de los F2- Isoprostanos que estaban mas elevados en el

grupo HD.
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ANEXO 1: MATERIAL DE LABORATORIO UTILIZADO PARA LA
MEDICION DEL ESTRES OXIDATIVO

° Centrifugas: para las centrifugaciones a baja velocidad se ha
utilizado una centrifuga refrigerada de la marca Eppendorf modelo 5702R.
Las centrifugaciones a alta velocidad se han realizado en una
ultracentrifuga refrigerada de la firma Jouan modelo MR1812.

° Espectrofotometro: Ultrospec 3000pro de Amersham Biosciences.

. pHmetro: el pHmetro empleado es de la marca CRISON , modelo
Microph , con un electrodo incorparado INGLOD.

. Bafio termostatizado: con agitacién automatica regulable, marca
Clifton, modelo Nikel electro LTD.

. Fluorimetro: SPECTRA MAX GEMINI XS.

° Balanzas: se han utilizado 2 tipos de balanzas, una de precisién GR-

120 A&D (Instruments LTD) y una METTLER modelo PJ400.

. Agitador magnético: modelo ARE (VELT Scientifica).

. Sistema de depuracién de agua: marca MILLIPORE, modelos Milli-Q
y Milli-RO.

. Cromatodgrafo liquido de alta eficacia: HPLC modelo 515 de Waters,

Spherisorb columnas ODS de Waters, detectores electroquimico vy

ultravioleta (UV), electrodos coulométrico y amperométrico.
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ANEXO 2.- COMPARACIONES MULTIPLES

Tabla 12.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: Acido Urico

Intervalo de confianza al 95%

SIGNIFICACION
GRUPO (p) Limite Limite
inferior superior

CONTROL Pre-D 0.000 -0.3998 -0.957
HD 0.609 -2.482 0.596

DP 0.012 -3.367 -0.277

Pre-D CONTROL 0.000 0.957 3.998
HD 0.001 0.521 2.548

DP 0.525 -0.369 1.680

HD CONTROL 0.609 -0.596 2.482
Pre-D 0.001 -2.548 -0.521

DP 0.028 -1.686 -0.072

DP CONTROL 0.012 0.277 3.367
Pre-D 0.525 -1.680 0.369

HD 0.028 0.072 1.686

Tabla 13.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: Homocisteina

Intervalo de confianza al 95%

SIGNIFICACION

GRUPO (p) Limite Limite
inferior superior

CONTROL Pre-D 0.064 -54.121 1.7913
HD 0.000 -32.829 -10.738

DP 0.001 -18.8175 -4.094

Pre-D CONTROL 0.064 -1.791 54.121
HD 0.953 -23.216 31.978

DP 0.341 -13.031 42.449

HD CONTROL 0.000 10.738 32.829
Pre-D 0.953 -31.978 23.216

DP 0.103 -1.453 22.108

DP CONTROL 0.001 4.094 18.817
Pre-D 0.341 -42.449 13.031

HD 0.103 -22.109 1.453
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Tabla 14.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: HDL-colesterol

Intervalo de confianza al 95%

GRUPO SIGNIFICACION _ _
(p) Limite Limite
inferior superior
CONTROL Pre-D 1.0 -21.57 28.34
HD 1.0 -29.35 21.31
DP 1.0 -21.23 29.88
Pre-D CONTROL 1.0 -28.34 21.57
HD 1.0 -23.97 9.16
DP 1.0 -15.97 17.86
HD CONTROL 1.0 -21.31 29.35
Pre-D 1.0 -9.16 23.97
DP 1.0 -9.12 25.81
DP CONTROL 1.0 -29.88 21.23
Pre-D 1.0 -17.86 15.97
HD 1.0 -25.81 9.12

Tabla 15.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: LDL-colesterol

Intervalo de confianza al 95%

GRUPO SIGNIFICACION _ _
(p) Limite Limite
inferior superior
CONTROL Pre-D 0.355 -9.62 45,13
HD 0.011 6.52 55.84
DP 0.879 -17.12 35.49
Pre-D CONTROL 0.355 -45.13 9.62
HD 0.422 -7.81 34.66
DP 0.904 -32.37 15.23
HD CONTROL 0.011 -55.84 -6.52
Pre-D 0.422 -34.66 7.81
DP 0.019 -41.46 -2.53
DP CONTROL 0.879 -35.49 17.12
Pre-D 0.904 -15.23 32.37
HD 0.019 2.53 41.46
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Tabla 16.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: Triglicéridos

Intervalo de confianza al 95%

GRUPO SIGNIFICACION _ _
(p) Limite Limite
inferior superior
CONTROL Pre-D 0.418 -95.73 25.43
HD 0.903 -78.36 41.68
DP 0.028 -211.52 -8.67
Pre-D CONTROL 0.418 -25.43 95.73
HD 0.737 -18.88 52.50
DP 0.176 -169.14 19.25
HD CONTROL 0.903 -41.68 78.36
Pre-D 0.737 -52.50 18.88
DP 0.057 -185.34 1.82
DP CONTROL 0.028 8.67 211.52
Pre-D 0.176 -19.25 169.14
HD 0.057 -1.82 185.34

Tabla 17.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: PCR as

Intervalo de confianza al 95%

GRUPO SIGNIFICACION _ _
(p) Limite Limite
inferior superior
CONTROL Pre-D 0.023 -15.55 -0.836
HD 0.017 -9.47 -0.668
DP 0.148 -6.044 0.572
Pre-D CONTROL 0.023 0.836 15.55
HD 0.864 -4.96 11.21
DP 0.275 -2.18 13.09
HD CONTROL 0.017 0.69 9.47
Pre-D 0.864 -11.21 -4.96
DP 0.717 -2.56 7.22
DP CONTROL 0.148 -0.572 6.044
Pre-D 0.275 -13.09 2.18
HD 0.717 -7.22 2.56
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Tabla 18.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: Fibrinégeno

Intervalo de confianza al 95%

GRUPO SIGNIFICACION _ _

(p) Limite Limite

inferior superior

CONTROL Pre-D 1.0 -17.64 15.06
HD 1.0 -20.96 9.57

DP 1.0 -16.64 14.03

Pre-D CONTROL 1.0 -15.06 17.64
HD 1.0 -16.41 7.59

DP 1.0 -12.11 12.07

HD CONTROL 1.0 -9.57 20.96

Pre-D 1.0 -7.59 16.41

DP 1.0 -6.19 14.97

DP CONTROL 1.0 -14.03 16.65

Pre-D 1.0 -12.07 12.11
HD 1.0 -14.97 6.19

Tabla 19.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: MDA

Intervalo de confianza al 95%

GRUPO SIGNIFICACION _ _
(p) Limite Limite
inferior superior

CONTROL Pre-D 0.000 -0.722 -0.408
HD 0.000 -0.516 -0.369

DP 0.000 -0.459 -0.275

Pre-D CONTROL 0.000 0.4075 0.722
HD 0.184 -0.037 0.281

DP 0.014 0.031 0.365

HD CONTROL 0.000 0.369 0.516
Pre-D 0.184 -0.281 0.037

DP 0.165 0.019 0.171

DP CONTROL 0.000 0.275 0.459
Pre-D 0.014 -0.365 -0.031

HD 0.165 -0.171 0.019
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Tabla 20.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: F2-lIsoprostanos

Intervalo de confianza al 95%

GRUPO SIGNIFICACION _ _
(p) Limite Limite
inferior superior
CONTROL Pre-D 0.000 -696.84 -404.64
HD 0.000 -1124.85 -686.57
DP 0.000 -716.22 -488.05
Pre-D CONTROL 0.000 404.63 696.84
HD 0.001 -575.32 -134.63
DP 0.636 -167.14 64.35
HD CONTROL 0.000 686.57 1124.85
Pre-D 0.001 134.63 575.32
DP 0.002 101.44 505.71
DP CONTROL 0.000 488.05 716.22
Pre-D 0.636 -64.35 167.14
HD 0.002 -505.71 -101.44

Tabla 21.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: 8-oxo-dG nuclear

Intervalo de confianza al 95%

GRUPO SIGNIFICACION _ _

(p) Limite Limite

inferior superior

CONTROL Pre-D 0.000 -4.84 -3.34
HD 0.000 -4.09 -3.24

DP 0.000 -3.18 -2.21
Pre-D CONTROL 0.000 3.34 4.84
HD 0.376 -0.27 1.12
DP 0.000 0.67 2.13
HD CONTROL 0.000 3.24 4.09
Pre-D 0.376 -1.12 0.27
DP 0.000 0.58 1.37
DP CONTROL 0.000 2.21 3.18
Pre-D 0.000 -2.13 0.67

HD 0.000 -1.37 -0.59
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Tabla 22.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: 8-oxo-dG

mitocondrial
H 0,
SRUPO SIGNIFICACION Intervalo de confianza al 95%
(p) Limite Limite
inferior superior

CONTROL Pre-D 0.046 -3.73 -0.03

HD 0.026 -3.63 -0.23

DP 0.273 -2.78 0.63
Pre-D CONTROL 0.046 0.03 3.73

HD 0.999 -1.24 1.14

DP 0.313 0.42 2.03
HD CONTROL 0.026 0.23 3.63

Pre-D 0.999 -1.14 1.24

DP 0.025 0.08 1.63
DP CONTROL 0.273 -0.63 2.78

Pre-D 0.313 -2.03 0.42

HD 0.025 -1.63 -0.08

Tabla 23.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: GSSG/GSH

Intervalo de confianza al 95%

SIGNIFICACION
GRUPO (p) Limite Limite
inferior superior
CONTROL Pre-D 0.000 -6.37 -4.36
HD 0.000 -2.87 -1.81
DP 0.000 -2.54 -1.37
Pre-D CONTROL 0.000 4.36 6.37
HD 0.000 1.95 4.1
DP 0.000 2.3 4.51
HD CONTROL 0.000 1.81 2.87
Pre-D 0.000 -4.1 -1.95
DP 0.49 -0.32 1.08
DP CONTROL 0.000 1.37 2.56
Pre-D 0.000 -4.51 -2.3
HD 0.49 -1.08 -0.32
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Tabla 24.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: Proteinas

carboniladas

Intervalo de confianza al 95%

SIGNIFICACION
GRUPO (p) Limite Limite
inferior superior
CONTROL Pre-D 0.000 -4.41 -2.68
HD 0.000 -3.54 -1.94
DP 0.000 -3.1 -1.43
Pre-D CONTROL 0.000 2.68 4.41
HD 0.000 0.37 1.24
DP 0.000 0.77 1.79
HD CONTROL 0.000 1.94 3.54
Pre-D 0.000 -1.24 -0.37
DP 0.007 0.11 0.84
DP CONTROL 0.000 1.43 3.1
Pre-D 0.000 -1.79 0.77
HD 0.007 -0.84 -0.11

Tabla 25.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: Catalasa

Intervalo de confianza al 95%

SIGNIFICACION
GRUPO (p) Limite Limite
inferior superior
CONTROL Pre-D 0.000 66.19 112.28
HD 0.000 102.31 148.62
DP 0.000 67.95 112.17
Pre-D CONTROL 0.000 -112.84 -66.19
HD 0.000 23.87 48.59
DP 0.996 -9.05 10.69
HD CONTROL 0.000 -148.62 -102.31
Pre-D 0.000 -48.59 -23.87
DP 0.000 -45.60 -25.21
DP CONTROL 0.000 -112.17 -67.95
Pre-D 0.996 -10.69 9.05
HD 0.000 25.21 45.60
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Tabla 26.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: GPX (glutation

peroxidasa)

Intervalo de confianza al 95%

GRUPO SIGNIFICACION
(p) Limite Limite
inferior superior
CONTROL Pre-D 0.000 10.43 20.22
HD 0.000 9.56 17.55
DP 0.000 9.26 17.15
Pre-D CONTROL 0.000 -20.22 -10.43
HD 0.669 -5.9 2.34
DP 0.519 -6.21 1.97
HD CONTROL 0.000 -17.55 -9.56
Pre-D 0.669 -2.37 5.9
DP 0.988 -3.21 2.52
DP CONTROL 0.000 -17.15 -9.6
Pre-D 0.519 -1.97 6.21
HD 0.988 -2.52 3.21

Tabla 27.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: GSR (Glutation

Reductasa)
; 9
SRUPO SIGNIFICACION Intervalo de confianza al 95%
(p) Limite Limite
inferior superior

CONTROL Pre-D 0.000 5.54 12.51

HD 0.000 4.5 11.46

DP 0.000 4.99 11.94
Pre-D CONTROL 0.000 -12.51 -5.54

HD 0.002 -1.77 -0.32

DP 0.141 -1.24 0.12
HD CONTROL 0.000 -11.46 -4.5

Pre-D 0.002 0.32 1.77

DP 0.233 -0.18 1.15
DP CONTROL 0.000 -11.94 -4.99

Pre-D 0.141 -0.12 1.24

HD 0.233 -1.15 0.18
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Tabla 28.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: GSH (Glutation)

Intervalo de confianza al 95%

GRUPO SIGNIFICACION
(p) Limite Limite
inferior superior
CONTROL Pre-D 0.004 2.55 18.93
HD 0.033 0.46 17.2
DP 0.17 -1.42 15.13
Pre-D CONTROL 0.004 -18.93 -2.55
HD 1.000 -11.6 7.77
DP 1.000 -13.49 5.71
HD CONTROL 0.033 -17.19 -0.46-
Pre-D 1.000 -7.77 11.6
DP 1.000 -11.73 7.79
DP CONTROL 0.17 -15.13 1.42
Pre-D 1.000 -5.71 13.49
HD 1.000 -7.79 11.73

Tabla 29.- Test ANOVA de un factor. Variable dependiente: SOD (Superdxido

Dismutasa)
Intervalo de confianza al
GRUPO SIGNIFICACION 95%
(p) Limite Limite
inferior superior
CONTROL Pre-D 0.000 1.885 3.132
HD 0.000 2.782 4.046
DP 0.000 1.998 3.253
Pre-D CONTROL 0.000 -3.132 -1.885
HD 0.000 0.312 1.499
DP 1.000 -0.471 0.705
HD CONTROL 0.000 -4.046 -2.782
Pre-D 0.000 -1.499 -0.313
DP 0.003 -1.386 -0.191
DP CONTROL 0.000 -3.252 -1.998
Pre-D 1.000 -0.705 0.471
HD 0.003 0.191 1.386
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ANEXO 3.- COMPARACION DE MEDIAS ENTRE MUESTRAS
INDEPENDIENTES (t de Student).

Tabla 30.- Comparacion de medias (t de Student) entre grupos definidos por
presencia o no de ciertos factores de riesgo clasicos. GRUPOS Pre-D, HD y DP
(n=93)

Grupo 1: Ausencia de DM, Cardiopatia isquémica, Accidente cerebrovascular.
(n=46)

Grupo 2: Presencia de al menos uno de ellos. (n=47)

Variable Media + 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

MDA

1 0.55+0.21 -0.18 0.001

2 0.641+024 0.053

F2-Isoprostanos

1 1002.08+282.95

N 1013.4+314.55 0.861 -139.48 116.83

GSSG/GSH

1 4.33+£2.17 0.155 -1.49 0.24

2 4.95%2.05

P. Carboniladas

1 6.49+0.84 0.045 -0.69 -0.007

2 6.85+0.83

8-oxo0-dG

nuclear

1 6.35+1.02 0.641 -0.56 0.35

2 6.46+1.18

8-oxo0-dG

mitocondrial

1 15.36x1.4 0.475 -0.93 0.44

2 15.6+1.85

Catalasa

1 157.23+24.23 0.486 -12.94 6.21

2 160.66+22.23

GPX

1 47.07+5.19 0.361 -1.25 3.39

2 46.01+6.05

GSR

1 4.85+1.15

) 4.8241.07 0.904 -0.43 0.48
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Variable Media 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

SOD

1 4.6610.78 0.803 -0.31 0.41

2 4.61+0.94

GSH

1 17.65+2.24 0.158 -0.27 1.65

2 16.96+2.41
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Tabla 31.- Comparacion de medias entre grupos definidos por presencia o no

diabetes mellitus. GRUPOS Pre-D, HD y DP (n=93)

Grupo 1: Diabéticos (n=31)

Grupo 2: No diabéticos (n=62)

Variable Media * 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

MDA

1 0.65%0.24

N 0.56£0.22 0.107 -0.02 0.18

F2-Isoprostanos

1 1016+340.66

2 1003.55+276.74 0.847 -121.47 147.69

GSSG/GSH

1 4.87+2.03

2 4.56+2.17 0.510 -0.62 1.24

P. Carboniladas

1 6.82+0.85

N 6.6240.84 0.296 -0.17 0.56

8-ox0-dG

nuclear

1 6.29+1.21 0.427 -0.68 0.29

2 6.48+1.05

8-oxo0-dG

mitocondrial

1 15.89+1.33 0.092 -0.103 1.34

2 15.27+1.78

Catalasa

1 160.02+21.53

) 158.36424.31 0.749 -8.61 11.92

GPX

1 45.59+4.77

) 47.0146.05 0.253 -3.91 1.04

GSR

1 4.87+1.03 0.853 -0.44 0.53

2 4.83+1.15
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Variable Media 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

SOD 4.57+0.85

1 4.66+0.88 0.666 -0.464 0.29

2

GSH

1 17.09+2.44

2 17.40+2.32 0.570 -1.33 0.74
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Tabla 32.- Comparacion de medias entre grupos definidos por presencia o no
diabetes mellitus. GRUPO Pre-D (n=32)

Grupo 1: Diabéticos (n=13)

Grupo 2: No diabéticos (n=19)

Variable Media * 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

MDA

1 0.75+0.28

) 0.64+0.33 0.345 -0.12 0.34

F2-Isoprostanos

1 989.13+268.42

2 821.62+145.89 0.035 12.51 322.52

GSSG/GSH

1 6.21+2.04

2 713+2.03 0.217 -2.42 0.57

P. Carboniladas

1 7.39+0.84

) 7 35£0.87 0.893 -0.59 0.67

8-ox0-dG

nuclear

1 6.61+1.48 0.175 -1.68 0.32

2 7.29+1.28

8-oxo0-dG

mitocondrial

1 16.59+1.19 0.048 -1.73 3.06

2 15.14+2.67

Catalasa

1 162.53+22.12 0.05 -28.43 0.26

2 176.62+12.98

GPX

1 43.87+5.55

) 46.2148.75 0.364 -7.5 2.83

GSR

1 4.56+1.08

) 4.15+1.13 0.313 -0.41 1.23

SOD

1 4.78+0.75 0.304 -0.93 0.3

2 5.09+0.88
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Variable Media 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

GSH

1 16+2.42

) 14.97+1.88 0.186 -0.53 2.58
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Tabla 33.- Comparacion de medias entre grupos definidos por presencia o no de
cardiopatia isquémica. GRUPOS Pre-D, HD y DP (n=93)

Grupo 1: Pacientes con cardiopatia isquémica (n=24)

Grupo 2: Pacientes sin cardiopatia isquémica (n=69)

Variable Media * 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

MDA

1 0.60+0.22

N 0.590.23 0.879 -0.10 0.12

F2-Isoprostanos

1 1079+4322.43

N 9824287 62 0.183 -46.65 240.49

GSSG/GSH

1 4.77+1.9

2 4.6242.2 0.782 -0.88 1.16

P. Carboniladas

1 6.84+0.82

) 6.64+0.85 0.313 -0.19 0.61

8-ox0-dG

nuclear

1 6.59+1.06 0.378 -0.29 0.77

2 6.36+1.12

8-oxo0-dG

mitocondrial

1 15.18+2.29 0.315 -1.20 0.39

2 15.58+1.41

Catalasa

1 155.85+25.01

) 150.95477 81 0.468 -15.28 7.07

GPX

1 46.59+7.09

) 46.4945.17 0.948 -2.64 2.82

GSR

1 4,89+1.18 0.795 -0.46 0.60

2 4.82+1.09
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Variable Media 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

SOD

1 4.55+1.1

) 4.66+0.78 0.61 -0.52 0.31

GSH

1 16.8712.23

) 17,4447 39 0.32 -1.69 0.56
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Tabla 34.- Comparacion de medias entre grupos definidos por presencia o no de
antecedente de accidente cerebrovascular. GRUPOS Pre-D, HD y DP (n=93)

Grupo 1: Pacientes con ACV (n=9)

Grupo 2: Pacientes sin ACV (n=84)

Variable Media * 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

MDA

1 0.6+0.19

) 0.59+0.23 0.97 -0.16 0.16

F2-Isoprostanos

1 985435

N 1010469 0.811 -235.36 184.68

GSSG/GSH

1 4.41+2.1

2 4.69+2.14 0.708 -1.77 1.21

P. Carboniladas

1 6.69+0.61

N 6.69+0.87 0.994 -0.59 0.59

8-ox0-dG

nuclear

1 6.66+0.75 0.485 -0.49 1.05

2 6.39+1.13

8-oxo0-dG

mitocondrial

1 15.11+2.85 0.483 -1.58 0.75

2 15.53+1.51

Catalasa

1 155.14+24.34

) 150.33473 3 0.611 -20.50 12.12

GPX

1 47.19+6.29

) 46.4545 63 0.712 -3.23 4.71

GSR

1 5.28+0.78

2 4,79+1.13 0.22 -0.29 1.25
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Variable Media 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

SOD

1 4.43+0.72

2 4.65+0.88 0.471 -0.82 0.38

GSH

1 16.79+1.97

) 17.35+2.39 0.505 -2.19 1.09
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Tabla 35.- Comparacion de medias entre grupos definidos por ser mayores o
menores de 70 afios. GRUPOS Pre-D, HD y DP (n=93)

GRUPO 1: MENORES DE 70 ANOS (n=42)

GRUPO 2: IGUAL O MAYOR DE 70 ANOS (n=51)

Variable Media * 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

MDA

1 0.55+0.16

) 0.64+0.27 0.045 -0.18 -0.002

F2-Isoprostanos

1 1009.65+254.89

2 1006.72+333.74 0.96 -125.46 131.29

GSSG/GSH

1 3.67+1.39

N 5 4442 29 0.000 -2.54 -1.004

P. Carboniladas

1 6.33+0.69

) 6.96+0 87 0.000 -0.95 -0.31

8-ox0-dG

nuclear

1 6.04+0.89 0.002 -1.09 -0.25

2 6.71+1.17

8-oxo0-dG

mitocondrial

1 15.3941 35 0.634 -0.85 0.52

2 15.55+1.88

Catalasa

1 156.10+22.28 0.288 -14.74 4.42

2 161.26+23.85

GPX

1 47.5614.28

) 45.68+6.47 0.098 -0.35 4.10

GSR

1 5.08+0.82 0.044 0.012 0.88

2 4.64+1.24

SOD

1 4.61+0.68

2 4.66+0.99 0.749 -0.40 0.29
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Variable Media 95% Intervalo de confianza

Grupo desviacidn tipica P para la diferencia
Inferior Superior

GSH

1 18.25+2.02

) 16.5242 31 0.000 0.82 2.63
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ANEXO 4.-CORRELACIONES BIVARIADAS:

Tabla 36.- Correlacién de parametros oxidados y enzimas antioxidantes con el
tiempo de permanencia. GRUPOS HD Y DP (n=61)

P 8-ox0-dG 8-oxo-dG
MDA F2-Isoprostanos | GSSG/GSH " mitocondri
Carboniladas | nuclear al
Coeficiente
de -0.198 0.201 0.284 0.216 0.151 -0.142
correlacion
Permanencia
Sig. 0.134 0.141 0.029 0.101 0.253 0.283
(bilateral)
Catalasa SOD GPX GSR GSH
Coeficiente
de -0.067 -0.351 0.368 0.172 -0.068
correlacion
Permanencia
. Sig. 0.613 0.006 0.004 0.193 0.610
(bilateral)
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Tabla 37.- Correlacién de parametros oxidados y enzimas antioxidantes con el

MDRD.

Grupo Pre-D (n=32)

P. 8-oxo0-dG 8-oxo0-dG
MDA F2-Isoprostanos | GSSG/GSH Carboniladas | nuclear | mitocondrial
Coeficiente
de 0.192 -0.171 -0.114 0.034 -0.022 -0.062
correlacion
MDRD
Sie. 0.308 0.719 0.550 0.856 0.908 0.747
(bilateral)
Catalasa SOD GPX GSR GSH
Coeficiente
de -0.055 0.11 -0.247 0.083 -0.042
correlacion
MDRD
Sig. 0.771 0.563 0.188 0.664 0.827
(bilateral)
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Tabla 38.- Correlacién de parametros oxidados y enzimas antioxidantes con

funcidn renal residual (FRR). Grupo DP (n=31)

P. 8-ox0-dG 8-o0x0-dG
MDA F2-Isoprostanos | GSSG/GSH Carboniladas | nuclear | mitocondrial
Coeficiente
de 0.286 0.271 -0.201 0.081 0.184 -0.149
correlacion
FRR
Sie. 0.125 0.163 0.287 0.672 0.329 0.798
(bilateral)
Catalasa SOD GPX GSR GSH
Coeficiente
de -0.088 0.443 -0.478 -0.232 -0.027
correlacion
FRR
Sig. 0.643 0.014 0.008 0.216 0.888
(bilateral)
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Tabla 39.- Correlacidon entre parametros oxidados (n=93)

P 8-ox0-dG 8-ox0-dG
MDA F2-lsoprostanos GSSG/GSH i mitocon
Carboniladas nuclear drial

Coeficiente
de -- 0.028 0.308 0.371 0.233 0.123
correlacion

MDA
Sig.

(bilateral) 0.8 0.003 0.000 0.024 0.238

Coeficiente
de 0.028 -- -0.315 -0.213 -0.209 -0.091

correlacion
F2-

Isoprostanos
Sig.

(bilateral) 0.8 0.003 0.048 0.052 0.402

Coeficiente
de 0.308 -0.315 -- 0.728 0.578 0.03
correlacion

GSSG/GSH

Sig.

. 0.003 0.003 0.000 0.000 0.777
(bilateral)

Coeficiente
de 0.371 -0.213 0.728 - 0.549 0.187
correlacion

P. Carboniladas

Sig.

. 0.000 0.048 0.000 0.000 0.073
(bilateral)

Coeficiente
de 0.233 -0.209 0.578 0.549 - 0.328

correlacion
8-0x0-dG

nuclear
Sig.

(bilateral) 0.024 0.05 0.000 0.000 0.001

Coeficiente
de 0.123 -0.091 0.03 0.187 0.328 -

correlacion
8-oxo0-dG

mitocondrial
Sig.

(bilateral) 0.238 0.402 0.77 0.073 0.001
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