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RESUMEN

Estd claramente constatado que los pacientes con insuficiencia renal crénica (IRC) estan
expuestos a un mayor estrés oxidativo (EO) generado por las toxinas urémicas (urea,
creatinina, acido urico, acidos organicos, etc.), factores relacionados con la hemodialisis
(HD), incompatibilidad en los sistemas de dialisis (membranas sintéticas poco
biocompatibles y no usar agua de dialisis ultrapura), un estado inflamatorio crénico, grado
de insuficiencia renal cronica, desnutricion, hipoalbuminemia, introduccion de altas
concentraciones de glucosa en los fluidos de didlisis (74-214 mM), disponibilidad
disminuida de grupos tiol, falta de vitaminas A, E, C y selenio, edad avanzada, la pérdida
de sustancias antioxidantes a través de la didlisis, y administracion parenteral de hierro sin
agentes estimulantes de la eritropoyesis; de esta manera el sistema antioxidante es
ineficiente, sin embargo, de todos los factores, la uremia es la que causa mayor estrés
oxidativo en los pacientes que se encuentran en didlisis peritoneal (DP) y HD. Algunas
condiciones que hacen que se aumente la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ERO) son: diabetes, hipertension no controlada, enfermedades autoinmunes e infecciones
(Boulanger, et al, 2006; Stepniewska, et al, 2006; Gonzalez, 2006; Agalou, S et al, 2003).
Se conoce que el tratamiento hemodialitico aumenta el EO, sin embargo, no existe
informacion concluyente en la manera en que el EO es afectado por la DP, punto que es
analizado en el presente trabajo.
El proposito de esta tesis es comparar el grado de EO en pacientes urémicos tratados con
diferentes modalidades de didlisis [dilisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA), diélisis
peritoneal automatizada (DPA), hemodidlisis institucional (HDi) y hemodidlisis subrogada
(HDs)] para conocer cual de ellas causa menor EO. Se toman en cuenta diferentes estudios:
a) La DP elimina en mayor cantidad los productos avanzados de la glicosilacion
(AGESs) que la HD (Agalou et al, 2003).
b) El nivel plasmatico de los productos avanzados de la oxidacion de proteinas
(AOPPs) en las personas con IRC es mas alto en pacientes en HD, que los tratados

con DPCA (Witko-Sarsat et al, 1996).
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Se estudiaron 617 pacientes con enfermedad renal crénica terminal (ERCT), de los cuales
195 en DPCA, 114 en DPA, 233 en HDi, y 75 en HDs. Como marcadores de dafio
oxidativo se determinaron: malondialdehido (MDA), AGEs, AOPPs y carbonilos totales;
como especies reactivas: 6xido nitrico (NO') y peroxidos. Como antioxidantes: superoxido
dismutasa (SOD), grupos tiol, vitamina C, y actividad antioxidativa total.

Los AGEs se incrementan significativamente en la HD con respecto a la DP (p < 0.001).
Los pacientes en DP tienen mayor concentracion de vitamina C que los pacientes en HD
(p <0.001). En la HDs hay mayor cantidad de MDA con respecto a la DPCA (P < 0.05).
En la DPCA los pacientes presentan niveles bajos de AGEs en comparacion con la HDi (P
< 0.001) y HDs (P < 0.05); ademas en la DPCA se tiene menor concentracion de AOPPs
comparada con la DPA (P < 0.05) y la HDi (P < 0.05).

Los pacientes en DPCA presenta mejor estado antioxidante por tener niveles altos de
grupos tiol en comparacion con los pacientes en DPA (P < 0.001) y HDs (P < 0.001);
asimismo, la DPCA es la terapia de reemplazo renal en la que hay mayor concentracion de
vitamina C con respecto a la HDi (P <0.001), HDs (P <0.01) y DPA (P <0.001).

No encontramos diferencias significativas con otros marcadores como: NO', carbonilos
totales, peréxidos, actividad antioxidativa total y SOD.

Se concluye que los pacientes con ERCT sometidos a DP se encuentran con menor estrés
oxidativo que los de HD-HDs, evidenciando a la DPCA como la terapia que causa menor
EO, posiblemente por las condiciones de los pacientes en cada modalidad de dilisis.

El formato de esta tesis es el siguiente: en el capitulo uno se hace la descripcion sobre el
EO, la generacion de especies reactivas y se define lo que son los antioxidantes; también se
hace la descripcion de lo que es la insuficiencia renal, las causas, y se describen los
tratamientos sustitutivos de la funcion renal.

Una vez descrito el panorama, en el capitulo dos se puntualiza més detalladamente los
objetivos. En el tercer capitulo se describe la poblacion, materiales, métodos, reactivos, y
equipos utilizados; en el cuarto se presentan los resultados; en el quinto se discuten, y

finalmente en el capitulo seis se sintetizan las conclusiones y se presenta la perspectiva.
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CAPITULO UNO: ANTECEDENTES

1. CONCEPTO DE OXIDACION

La oxidacion es un proceso en el cual una sustancia quimica pierde (cede) electrones, y la
reduccién es un proceso en el que la sustancia quimica gana (recibe) electrones. La
oxidacion y la reduccion ocurren simultineamente y el numero total de electrones cedidos
es igual a los ganados. La sustancia quimica que cede electrones es el agente reductor y la

sustancia quimica que recibe electrones es el agente oxidante (Halliwell et al, 1992).

2. OXIDACION EN SISTEMAS BIOLOGICOS

En el ser humano la oxidacion es un proceso dindmico que se lleva acabo constantemente,
de tal manera, que los agentes causantes de la oxidacion son los llamados oxidantes, como
oxidantes se encuentran las especies reactivas de oxigeno (ERO) y las especies reactivas de
nitrégeno (ERN). Estas especies reactivas (ER) se generan principalmente dentro del
organismo (intracelularmente y que actian tanto dentro como fuera de la célula) y también
son estimuladas por agentes del medio ambiente. Las ER que se producen en el organismo
son causadas por: el metabolismo normal (en la cadena de respiracion a nivel mitocondrial),
por eventos de hipoxia, agentes bioldgicos, modificaciones inmunolédgicas, alteraciones
genéticas. Las ER que se producen en el organismo por agentes externos son originadas
por: agentes fisicos y quimicos, ademas de que algunos déficits nutritivos pueden ocasionar
que se produzca mayor oxidacion a nivel sistémico (cuadro 1).

Las especies reactivas que se producen en el ser humano, ERO y ERN pueden ser benéficas
o tdxicas, dependiendo de la concentracion y de la continuidad en que se produzcan; y se

pueden clasificar como radicales y no radicales (cuadro 2).



Cuadro 1. Agentes causantes de la oxidacion en humanos (Giinthern y Morgado, 2007)

Hipoxia

Agentes
bioldgicos
Modificaciones
inmunologicas
Alteraciones

genéticas

Agentes fisicos
(radiacién)

Agentes quimicos

Déficits nutritivos

Especialmente en el periodo de reperfusion (paradoja del oxigeno)
o Por isquemia o hipoperfusion sanguinea
o Por bloqueo del transporte de oxigeno
o Por interferencia en la cadena de transporte de electrones
o Por disminucion del transportador

La fagocitosis y la posterior destruccion del agente agresor se
acompafian de la formacion del radical superoxido, perdxido de
hidrégeno y oxidantes halogenados como el hipoclorito por la accion
de la mieloperoxidasa

Destruccion de las propias células por ERO en las patologias por
autoagresion

Deficiencia de la oxidasa de la membrana del neutrofilo conduce a
granulomatosis cronica; deficiencia de adenilato desaminasa; entre
otras deficiencias

Radiolisis del agua y la generacion de radicales libres H' y 'OH

Transferencia de un electron a la molécula de oxigeno y generacion
de 0,”

Ingesta de precursores de radicales libres (RL):
Farmacos
Aditivos quimicos en alimentos procesados
Inhalacion voluntaria o accidental:
Tetracloruro de carbono
Tabaco

Sustancias que colaboran con la eliminacién de RL
o Vitamina C
Glutation reducido
Vitamina E
Vitamina A
Flavonoides
Aminodcido (histidina, triptofano, cisteina, tirosina)

0O O O O O



Cuadro 2. Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. (Halliwell y Gutteridge, 1989).

ERO ERN
4 Anién superdéxido 'Oy Oxido nitrico  NO'
> Hidroxilo ‘OH (monodxido de nitrégeno)
S Peroxilo ‘OOR
a Hidroperoxilo HO, Dioxido de nitrogeno  NOy
;5 Alcoxilo ‘'OR
Acido nitroso  HNO,
Acido peroxinitroso (ONOOH)
2 Alquilperoxinitritos (RONOO)
. Peroxido de hidrogeno  H,0, Cation nitrosilo  NO*
§ Acido hipocloroso  HOCI Catién nitronio NO,"
A Ozono O3 Anion nitrosilo  NO
é Oxigeno en singulete 102 forma 'A Tetradxido de dinitrogeno  N,O4
o Acido hipobromoso (HOBr) Trioxido de dinitrégeno  N,Os
Z Ani6n peroxinitrito  ONOO
Nitrito  NOy
Nitrato NOs”
3. OXIGENO

Joseph Priestley descubrio que el oxigeno era un gas producido por las plantas, y el
quimico francés Antoine Laurent Lavoisier fue el que le dio nombre (del griego “formador
de acidos”) (Vasquez y Tuena, 2002). En 1779 Lavoisier demostrd que era un ‘“gas
esencialmente respirable”, capaz de combinarse con el carbon en el cuerpo y producir
“calor animal”, y era imprescindible para mantener la vida, la salud fisica y el vigor mental.
Sin embargo, en 1878, Paul Bert demostr6 que el oxigeno a alta concentracion o a
presiones mayores que la atmosférica podia dafiar el encéfalo, los pulmones y otros 6rganos
en animales experimentales (Gilinthern y Mogado, 2007).

El oxigeno molecular (O;) es un dirradical debido a que posee dos electrones desapareados

en su Orbita externa (estado triplete). Debido a que los dos electrones tienen el mismo



espin, el dioxigeno solo puede reaccionar con un electron, y esto lo hace poco reactivo
(Esquema 1) (Mckee y James, 2003).
La toxicidad del O, se explica debido a la formacion de las especies reactivas del oxigeno

(ERO).

4. RADICALES LIBRES
Gomberg (1900) y de Paneth (1923) dieron el nombre de radicales libres (RL) y

demostraron la existencia de los mismos.

o*2p
n*2p

m 2p

6*2s
c 2s
c*1s

¢ 1s

cereeSD

s eeeee2ED
=

EESCEte

ceeeeoD

9“

0, '0,
Esquema 1. Configuracion electronica del O, y algunas ERO (Carrillo y Valle, 2002).

Las ERO son generadas por la utilizacion del oxigeno en las células. Un radical libre se
define como un 4tomo o molécula que posee uno o mas electrones desapareados (o sea, un
nimero impar) en su orbital mas externo y es capaz de existir independientemente

(Halliwell y Gutteridge, 1989). Ademas por su configuracion quimica tienen corta vida.



De acuerdo con la definicion, son radicales libres el hidrogeno atdmico y todos los d&tomos
de nimero atomico impar en su estado elemental. También las combinaciones de atomos
pares e impares, como el 6xido nitrico NO" (Giinthern y Mogado, 2007).

Un radical libre se puede formar por la ganancia o pérdida de un solo electron de cualquier
molécula. La reactividad es una caracteristica intrinseca de cada especie de oxigeno que no
tiene nada que ver con que la especie sea o no un radical. (Konigsberg, 2008).

La reactividad de los RL esta dada por la tendencia a llenar el orbital que posee el electréon
desapareado. Son capaces de reaccionar con otros radicales libres o con moléculas estables
con muy baja energia de activacion.

Los blancos de los radicales libres son, en general moléculas con alta densidad electronica,
como anillos aromaticos, dobles enlaces, etc. Estos sitios de ataque se encuentran en
moléculas de gran importancia biologica, como acidos nucleicos, proteinas, aminoacidos y

algunos lipidos (esquema 2) (Giinthern y Mogado, 2007).

biomolécula radical libre

Esquema 2. Interaccion de radicales libres con biomoléculas de la célula (Veldzquez, Prieto

y Contreras, 2004).

Cuando un RL reacciona con una molécula no radical puede ceder o captar electrones, o

simplemente puede unirse a ella. En cualquiera de estos casos la molécula no radical se

5



convierte en un RL y se desata una reaccion en cadena: un RL genera a otro RL. Solo
cuando se encuentran dos RL la reaccion en cadena se detiene. (Halliwell y Chirico, 1993;
Halliwell y Gutteridge, 1992).

Las ERO y ERN son esenciales para muchos procesos biologicos normales, como son la
activacion de fagocitos, el metabolismo de eicosanoides, o bien, formando parte de una
serie de eventos en respuesta a una invasion de microorganismos y material extrafio,
generando factores quimiotacticos, entre otros. También estan implicados en la sefializacién
celular, sin embargo, juegan un papel importante en la generaciéon de dafio celular,
iniciando una gran variedad de reacciones oxidativas toxicas, como son la iniciacion de la
peroxidacion lipidica, inhibicion de la respiracion mitocondrial, inhibicion de la actividad
de la bomba Na'/K", inactivacion de los canales de sodio y otras reacciones oxidativas de
proteinas.

En condiciones fisiologicas existe un balance entre la formacion de ERO, ERN vy
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, asi como de sistemas de reparacion, sin
embargo cuando se rompe este equilibrio se produce el llamado estrés oxidativo. (Flohé et

al, 1985; Hurst y Barrette, 1989; Rice-Evans et al, 1993; Cuzzocrea et al, 2000).

5. ESTRES OXIDATIVO (EO)

Rebeca Gerschman, entre las décadas de los cincuenta y los sesenta postuld la teoria del
dafio celular por la toxicidad del oxigeno y la disminucién de antioxidantes; con base en
esta teoria en 1985 Helmut Sies elabord el concepto de EO como una situacién de
desequilibrio con un aumento de oxidantes o con una disminucién de antioxidantes
(Konigsberg, 2008).

El EO es el aumento en la producciéon de ERO y de ERN o bien, una disminucion en los
sistemas antioxidantes o de reparacidon, o una combinacidn de estos factores.

El EO lleva a lesiones bioquimicas y fisiologicas las cuales pueden deteriorar el
metabolismo, causando dafio oxidativo a lipidos, proteinas y &4cidos nucleicos, lo que
finalmente resulta en muerte celular y posteriormente dafo a tejidos (Cuadro 3) (Heinonen
et al, 1998; Rice-Evans y Millar, 1996; Satue-Gracia et al, 1997; Chance et al, 1979;
Fridovich, 1975, 1978; Tang et al, 2004).



El estrés oxidativo estd asociado con el envejecimiento, ejercicio, ingesta de etanol,
tabaquismo y numerosas enfermedades humanas, como: isquemia, reperfucion,
aterosclerosis, hipertension aguda, shock hemorrdgico, diabetes mellitus, cancer,
inflamacion, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Huntington,  enfermedad de Wilson, ataxia de Friedreich y esclerosis multiple,
nefrotoxicidad, insuficiencia renal aguda, insuficiencia renal crénica, entre otras
enfermedades (Flohé et al, 1985; Hurst y Barrette, 1989; Rice-Evans y Burdon, 1993;
Cuzzocrea et al, 2000; Yoshikawa et al, 1983; Halliwell y Gutteridge 1984; Yuda et al,
1991; Bodamyali et al, 2000).

Hasta este momento se han mencionado diversas ERO y ERN que producen normalmente
en los sistemas vivos, y en condiciones de estrés oxidativo, sin embargo, para evitar la

oxidacion de las biomoléculas existen sustancias antioxidantes.



Cuadro 3. Blancos celulares de las ERO y ERN (Giinthern y Mogado, 2007)

BLANCO

o Aminoacidos no-saturados y
con grupos tiol

o Bases nitrogenadas
o Carbohidratos

o Lipidos insaturados

o Cofactores vitaminicos

o Neurotransmisores

o Antioxidantes

o Proteinas
o DNA

o Acido hialurénico

6. ANTIOXIDANTES

EFECTOS

o Desnaturalizacion proteica

Ruptura de uniones covalentes

o Inhibicién en la permeabilidad celular y en
los organelos

O

o Alteraciones en el ciclo celular
Mutaciones

Cambios en la porcidon protoplasmatica de
la membrana celular

o Oxidacion de colesterol y acidos grasos

o Formacion de enlaces covalentes entre
lipidos

o Alteraciones de la permeabilidad de las
membranas bildgicas

Baja disponibilidad de los cofactores de
oxidorreduccion derivados de la nicotinamida y la
flavina

Disminucion de la  disponibilidad  de
neurotramisores como catecolaminas y serotonina

Disminucion de la disponibilidad de los
antioxidantes, incluyendo alfa-tocoferol 'y
betacaroteno

o Ruptura de cadenas peptidicas
Desnaturalizacion

o
o Ruptura de cadenas
o Modificacion de bases

Cambio en la viscosidad del liquido sinovial

Los antioxidantes se definen como aquellas sustancias que, presentes en bajas

concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable (biomoléculas), retardan o previenen

la oxidacion (Velasquez et al, 2004), mediante la donacién de un electron con el fin de que

la ER sea mas estable (Esquema 3).



antioxidante radical libre

Esquema 3. Interaccion de radicales libres con antioxidantes (Velasquez et al, 2004).

Las defensas quimicas capaces de mantener el equilibrio oxidante / antioxidante del
organismo se pueden clasificar en antioxidantes enzimdticos, no enzimaticos y en
mecanismos de reparacion.

Como agentes antioxidantes enzimaticos estd: la enzima superéxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx), la glutation transferasa, la glutation
reductasa (GR) y la paraoxonasa (PON1).

Los antioxidantes no enzimaticos se dividen en los que se obtienen a través de la dieta
(exdgenos) y los que son sintetizados en nuestro organismo (enddégenos). Ambos se
clasifican en: antioxidantes hidrosolubles y liposolubles (Cuadro 4).

Los sistemas enzimdticos de reparacion: resarcen DNA y proteinas oxidadas (Hermes-
Lima, 2004). Entre las enzimas reparadoras de DNA estan las endonucleasas, exonucleasas

y la metionina sulfoéxido reductasa (Veldsquez et al, 2004).

6.1. VITAMINA C (ASCORBATO O ACIDO ASCORBICO)

El ascorbato puede existir en tres estados redox: L-Ascorbato, radical ascorbilo y acido
dehidroascorbico. Puede eliminar el ‘O, , ‘OH, H,0,, ROO’, NOO' y también extinguir el
'0,. (Garcia, 2008) (Locatelli et al, 2003).

La mayor parte de los animales pueden sintetizar ascorbato a partir de la glucosa, pero
algunos primates y el hombre perdieron la enzima para el Gltimo paso de la biosintesis

(gulonolactona oxidasa).



Cuadro 4. Clasificacion de algunos antioxidantes no enzimaticos.

Exo6genos Enddgenos
» | Flavonoides
(] L. ;.
= 'y Acido urico
= | polifenoles
wn
=
2 | VitaminaC | Bilirrubina
|72] . .
2 Vitamina E
§ Coenzima Q10
2
g, .
5’ | Carotenoides

El ascorbato es cofactor para gran cantidad de enzimas participantes en reacciones de
hidroxilacion. Es necesario para la biosintesis de colageno a través de la prolina y lisina
hidroxilasas, en su ausencia el coldgeno formado esta insuficientemente hidroxilado, dando

lugar a vasos sanguineos fragiles.

L- Ascerbate Radical ascorbilo Dehidro L- Ascorbato
HO 4 —& = HC H
O -0 -W — o
How /S 1= (T o
3 3_24 +H* +or oy
o° OH +e o '\b

S
/ Dehidroascarbato DH (GSH) \
A

G556 H

Esquema 4. El ascorbato se regenera por el poder reductor del glutation
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El ascorbato en el plasma es considerado el antioxidante hidrosoluble mas efectivo (Frei et
al, 1990). Su accion antioxidante se basa en la anulacion de radicales libres a través de la
donacion de un electrén seguido de un proton, para dar lugar a un producto no radical
reducido, y por otra parte radical ascorbilo, que rapidamente se convierte en ascorbato y
acido dehidroascorbico. Ambos son reducidos via glutation para mantener la
biodisponibilidad de la vitamina C (May et al, 1997; Mendiratta et al, 1998), que a su vez
mantiene la forma reducida protectora GSH (acciéon sinérgica) (Esquema 4) (Tamba y
O’Neill, 1991).

El ascorbato protege a las membranas celulares mediante dos mecanismos. En primer
lugar, el ascorbato reacciona con los radicales peroxilo que se forman en el citosplasa antes
de que puedan alcanzar la membrana, evitando de esta manera la peroxidacion lipidica. En
segundo lugar, el ascorbato potencia la actividad antioxidante de la vitamina E regenerando
el B-tocoferol, a partir del radical a-tocoferilo. Luego se regenera el ascorbato por su
reaccion con el GSH (Mckee et al, 2003).

La vitamina C es una molécula hidrosoluble, la cual interacciona practicamente con los
mismos oxiradicales que la vitamina E, pero con la ventaja adicional de su capacidad para
regenerar la variante reducida (antioxidante) de la vitamina E al interactuar con el radical
tocoferilo para regenerar el a-tocoferol a su estado activo. Sin embargo, es importante
considerar que en presencia de metales de transicion, como por ejemplo en la hemdlis, la
vitamina C es capaz de facilitar la produccion de radicales libres al parecer sin vinculacion
con un aumento en la lipoperoxidacion (Hicks, 2001).

El 4cido ascorbico a una concentracion de 50 mM es capaz de prevenir la peroxidacion de

lipidos del plasma.

7. EL RADICAL ANION SUPEROXIDO Y LA SUPEROXIDO DISMUTASA
La enzima superoxido dismutasa (SOD) descubierta por McCord y Fridovich, es el primer
antioxidante que protege contra el dafio oxidativo, debido a que acelera la transformacion

de el radical anidn superdxido en peroxido de hidrogeno (Mckee, 2003).
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SOD
0, + 0O,y +2H > H,O; + O,

En la reaccion anterior, una molécula de superdxido se oxida dando lugar a O,, mientras
que otra se reduce para dar lugar a H,O,. La reaccion esta limitada por la difusién debido a
la constante de la reaccion (2 x 10° M 5.

La superoxido dismutasa es una metaloenzima, y existen tres isoformas en el humano:

Cuadro 5. Isoformas de la SOD (Fridovich, 1995; Vaziri et al, 2003).

SOD Localizacion Mm
(kDa)
Cobre-Zinc | Citoplasma, lisosomas, nucleo y espacio  Dimérica 30

intermembranoso mitocondrial
Manganeso Matriz mitocondrial Tetramérica 80

Extracelular Intersticio, plasma, linfa y liquido sinovial Dimérica

Cuando el O; capta un electron éste se aparea con uno de los dos electrones libres de los
orbitales 1y forma asi el ‘O,’, que es a la vez un anién y un radical.

Las fuentes principales del superéxido son: enzimatica y no enzimatica; de manera
enzimatica solamente es en las mitocondrias.

Las mitocondrias, son las responsables de mas del 90% del consumo de oxigeno celular, y

en ellas encontramos la via monovalente de reduccion del oxigeno. Las zonas de formacion
de ‘O, se dan en la membrana externa de la mitocondria, en la matriz y en ambos lados de

la membrana mitocondrial interna (Turnes, 2003). Del 2-5% del flujo de electrones a través
de la cadena respiratoria escapan para producir ‘O, . La velocidad de produccion de ‘O, de
la mitocondria se ha estimado en aproximadamente 1.2 nmol/min/mg. El complejo III de la

cadena respiratoria es la mayor fuente de produccion de ERO. Los electrones provenientes
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de NADH del complejo I (NADH-Q reductasa) y los provenientes de FADH, del complejo
IT se transfieren hasta la Q (quinona); el anillo quinona de la coenzima Q se puede reducir a
quinol (ubiquinol) con 2 electrones en el ciclo de Q, donde se forma el intermediario
inestable (Q-), quien puede formar superoxido al transferir un electron al oxigeno
molecular. (Finkel et al, 2000).

En los fagocitos del sistema inmune (neutréfilos activados, eosindfilos y macrofagos)
(Weiss, 1989): ante un estimulo, experimentan un aumento del consumo de oxigeno,
principalmente en la membrana plasmatica, donde la enzima NADPH oxidasa (Babior y
cols 2002; Vignais 2002) produce, a expensas de electrones de la via de las pentosas y
oxigeno basal, radicales libres de oxigeno. La produccion extracelular de O, representa
mas del 90 % del consumo del oxigeno de la célula activada (Grisham y Granger 1988;
Weiss, 1989).

NADPH ox
NADPH +2 0, —  » NADP +2°0,-+H"

En el endotelio vascular: mediante la NADPH oxidasa del endotelio (Babior, 2000).

NAD(P)H + 20, ————» NAD(P) + H + 20,

Las oxigenasas citocromo P450 dependientes (Coon et al, 1992).
Otras fuentes adicionales de ‘O,” y H,O, son la xantina oxidasa (xo0), aldehido oxidasa,

monoamino oxidasa, urato oxidasa y la L- y D-aminoacil oxidasa.

X0
Hipoxantina + O, + H,O ————  xantina + H,O, + O,

X0
Xantina+ O, +H,0O — 3 4cido tarico + HyO, + Oy
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8. PEROXIDO DE HIDROGENO

El H,O, es una ERO (no es un radical) ya que no tiene electrones desapareados. Es un
agente oxidante y reductor débil, por lo tanto poco reactivo. La reactividad limitada del
H,0; le permite cruzar las membranas y dispersarse generalizadamente (Mckee, 2003).

El peroxido de hidrégeno tiene varias posibilidades de formacion:

1. Una de ellas en la reaccion ya descrita de la xantino-oxidasa. Otra posibilidad es la
reaccion de terminaciéon de RL en que reaccionan los radicales superoxido e

hidroperéxido (Giinthern y Mojado, 2007):
HOO + O + H ——— 5 H,0, + O,

2. Otra es cuando se genera en un ambiente acuoso, el ‘O, reacciona consigo mismo para

dar lugar a H,O, y O, (Mckee, 2003):
2H +20 ——— H,0, + O,

3. El H,O, es formado en los organismos durante las reacciones de oxidacion de
quinonas, por la oxidacién de compuestos que contienen grupos sulfthidrilos, por la

dismutacion del O, o bien, por accién de la SOD.

4. Los peroxisomas que contienen acil coA oxidasa, dopamina b-hidroxilasa, urato

oxidasa y otras generan peroxido de hidrogeno como producto intermedio.

En presencia de Fe’*, el H,O, puede participar en la reaccién de Fenton para formar ‘OH
(Deby & Goutier, 1990; Halliwell y Gutteridge, 1990,1992; Chance et al, 1979; Liu et al,
2007).

v

Fe’" + H,0, Fe’* + 'OH + OH
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La velocidad de produccion de H,O, es relativamente alta en todas las células
representando alrededor de 1-3 % del consumo total de O,, principalmente como una ERO
secundaria debido a la dismutacion de O2"; (Halliwell y Gutteridge, 1999). Sin embargo, la
reaccion de Fenton en células normales es minima porque los sistemas que disponen H,O,,
catalasa y glutation peroxidasa, lo conservan en concentracion muy baja en el rango de
nanomolar y porque las concentraciones de metales de transicion como los iones libres son
incluso bajas.

Normalmente, las proteinas forman complejos con los metales de transicion, para limitar su
reactividad.

El peréxido de hidrogeno es depurado por las reacciones de la catalasa y de las peroxidasas,
siendo la glutation peroxidasa la mas conocida de ellas.

La glutatién-peroxidasa cataliza:

H,O, + 2 GHS —_— 2 H,O + GSSG
GHS es glutation reducido y G-S-S-G es glutation oxidado (Gilinthern, 2007).

Las células expuestas al peroxido de hidrégeno provocan una serie de eventos bioquimicos
que conducen al dafio, a través de una reduccion en los niveles de ATP, inhibir la funcion
de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada, por medio del rompimiento de la cadena de
DNA siguiendo a la deplecion de NAD (nicotin-adenin-dinucledtido) y alteraciones en el
citoesqueleto. La exposicion de muchos modelos celulares a concentraciones mayores de (1
nM) de peroxido de hidrégeno resulta en muerte celular con un patrén consistente de
necrosis; a concentraciones menores (1 nM), las células presentan un patrén de tipo
apoptosis (Lelli, 1998).

Una vez formado el H,O,, por la SOD, y mediante otras reacciones, esta molécula

oxidante, puede encaminarse hacia cuatro senderos:

1. Dar origen a oxigeno y agua, mediante la enzima catalasa (CAT).

2. Via Glutation.
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3. Generacion de ‘OH a través de la reaccion de Fenton/Haber-Weiss, en presencia de
hierro.

4. Via mieloperoxidasa

9. METABOLIZACION DEL H,0, A OXIGENO Y AGUA, MEDIANTE LA
ENZIMA CATALASA

La enzima catalasa es una hemoenzima tetramérica y contiene 4 grupos
ferroprotoporfirinicos por molécula, que realizan el intercambio redox (Matés et al, 1999).
Se encuentra en los peroxisomas de todas las células, y solo esta presente en las
mitocondrias cardiacas (Turrnes, 2003).

La CAT es la enzima mas detoxificante para la eliminacion de perdxido de hidroégeno
cuando la concentracion estd aumentada, debido a que no se satura a ninguna concentracion
por tener su Km y Vm muy altas para el H,O,. Interviene en dos tipos de reacciones: una
catalitica, en la que una molécula de H,O; se oxida a oxigeno, y la otra se reduce a dos
moléculas de agua; y otra peroxidativa, en la que una molécula de H,O, se convierte en
agua valiéndose de un substrato no especifico portador de H como reductor (metanol,

etanol, fenol, &cido formico, etc.) (Matés et al, 1999).

Catalasa

2 HzOz

v

2 H,0 + O, (Catalitica)

Catalasa

H>,O, + AH,

v

2 H,O + A (Peroxidativa)

10. GRUPOS TIOL (GLUTATION)

El glutation es un tripéptido de y-acido glutamico, y-cisteina y y-glicina que constituye el
principal tiol no proteico celular mas abundante; se mantiene a una concentracion
milimolar. Se encuentra en forma reducida (GSH) y en forma oxidada (GSSG). El glutatién
tiene varias funciones, entre ellas; participa en la formacion y ruptura de los puentes
disulfuro de las proteinas y su actividad antioxidante se debe a la capacidad reductora del

grupo tidlico de la cisteina.
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Puede actuar como antioxidante en reacciones enzimaticas (como con la glutation
peroxidasa). Protege a la oxidacion de los grupos SH esenciales de las proteinas. Es uno de
los antioxidantes no enzimaticos mas activos y atrapador directamente de H,O,, ‘'OH, ‘O,
oxidantes clorados, también se ha descrito la capacidad del GSH para realizar reacciones de
extincién del 'O, singulete, devolviéndolo a su estado basal no reactivo (triplete) (Locatelli,
2003; Garcia, 2008).

Al reaccionar con oxidantes el GSH se oxida a GSSG, que es toxico para las células, por lo
que éstas tienden a mantener una relacion GSSG/GSH baja, mediante la reduccion del
GSSH a GSH con la glutation reductasa (Garcia, 2008; Hicks, 2001).

Dentro del grupo de las enzimas peroxidasas selenio-dependientes, el ejemplo mas
importante es la glutation peroxidasa (GPx). Dicha enzima cataliza la reduccion de gran
cantidad de hidroperéxidos (ROOH) y H,O, usando glutatién reducido (GSH) (Matés et al,
1999).

Se describen cuatro isoenzimas de GPx que comparten caracteristicas comunes (Rotruck et
al, 1973):

v" Oxidacion de selenio seguida de una reduccién mediada por el glutation.

v Residuo de selenocisteina que se inserta durante la traslacion proteinica y que da
lugar a la actividad enzimatica.

v’ Actividad enzimatica dependiente de selenio.

v Reaccion enzimatica en la que el selenio (que compone la selenocisteina) reduce los

peroxidos.

La GPx utiliza como sustrato al H,O, , pero ademas del peréxido, actia con lipidos y otros
hidroperoxidos organicos.

El ciclo de la GPx es una gran fuente de proteccion contra niveles de estrés oxidativo,
mientras la catalasa protege en mayor grado frente a dafio oxidativo severo (Yan y Harding,
1997). La enzima catalasa tiene mucha menor afinidad por el peréxido de hidrogeno que la
GPx (Izawa et al, 1996). La GPx presenta Km y Vmax bajas para el H,O,, por lo que son

adecuadas para eliminar concentraciones pequeias de esta molécula.
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Cuadro 6. Isoenzimas de la glutation peroxidasa (Matés et al, 1999; Ursini et al, 1985,

1999; Whitin et al, 2002; Chu y Esworthy, 1995).

Glutation Localizacion Efecto
peroxidasa (GPx)
Citosolica y Todos los tejidos, pero predomina Reduce H,0, y perdxidos
mitocondrial en eritrocitos, rindn e higado organicos (derivados de acidos
(cGPx) grasos)
GPx fosfolipidica | Membrana y el citosol. Se expresa Reduce hidroperoxidos
(PLGPx) en mayor cantidad en células fosfolipidicos

epiteliales renales.

Extracelular Plasma sanguineo, leche materna, Reduce hidroperoxidos
(eGPx) en lavado alveolar organicos, hidroperéxidos
fosfolipidicos y H,0.
Gastrointestinal Células epiteliales del tracto Reduce H,0, y peroxidos
(giGPx) gastrointestinal, organicos (derivados de acidos
grasos)
Glutation peroxidasa
2 GSH + HzOz > GSSG +2 HzO
Glutation peroxidasa
ROOH + GSH(2) > ROH + GSSG + H,O

Por otra parte GPx, y otras selenoproteinas que contienen selenocisteina o selenometionina,
pueden actuar como peroxinitrito - reductasas en la linea de oxidaciéon mediada por

peroxinitritos (Sies et al, 1997).
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La glutation reductasa (GR) cataliza la reduccion de glutation oxidado (GSSG) a glutation
reducido (2 GSH) utilizando NADPH procedente de la via de las pentosas (Lopez Barea et
al, 1990). Esta enzima es importante para mantener la eliminacion de peroxido de
hidrégeno a través de la GPx, y evita que el cociente GSSG/GSH, se eleve.

Se encuentra en el citosol y la mitocondria, y utilizan flavin adenina dinucleotido (FAD)

que actia como coenzima.

Glutation Glutation
Transferasa Reductasa

» GSSG m >

NADP " +H"  NADPH

2GS 2 GSH

11. RADICAL HIDROXILO Y MALONDIALDEHIDO (MDA)

El malondialdehido es un producto de la peroxidacion de los lipidos. La peroxidacion de
los lipidos en los sistemas bioldgicos puede ocurrir bajo control enzimatico o no
enzimatico, sin embargo, esta Ultima forma es la que se relaciona con el estrés oxidativo y
el dafio celular (Romero et al, 1998).

La peroxidacion lipidica se desarrolla como una reaccion en cadena autoperpetuante, por el
radical hidroxilo, que tiene una vida media muy corta (unos pocos microsegundos) y
alcanza concentraciones muy bajas (10 a 10® M). Su radio de accion es muy pequefio,
cerca de 30 A (Giinthern, 2007).

La lipoperoxidacion se inicia cuando el hidroxilo (*OH), ataca un 4&cido graso,
constituyente de triacilgliceroles o fosfoacilgliceroles. La interaccion del radical libre va
dirigida al carbono adyacente, a un doble enlace, ocasionando un rompimiento homolitico
al sustraer un hidrogeno que forma agua al unirse al radical, mientras que el acido graso
presenta un radical libre (electron) en el carbono afectado por el hidroxilo. Una vez que a
un fosfolipido se le extrae un electron, éste busca estabilizar su estructura quimica y toma el
electron de la molécula proxima, generandose asi una reaccion en cadena (Esquema 5)

(Velasquez et al, 2004; Stocker y Keaney, 2004).
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Productos de peroxidacién: aldehidos, cetonas, dsteras, alcoholes...

Esquema 5. Cadena de eventos en la peroxidacion de lipidos X' representa un radical libre
con energia suficiente para extraer un atomo de hidréogeno de un acido graso insaturado

(Hicks, 2001).

Los productos de la lipoperoxidacion son aldehidos, entre ellos 4-hidroxinonenal (4-HNE)
y malondialdehido (MDA), hexanal, cetonas, esteres, alcoholes. Este mecanismo se facilita
con la presencia de iones de metales de transicion (Halliwell et al, 1992; Morrisey y
O’Brien, 1998) y por los dobles enlaces contenidos en la cadena acido graso insaturado.

Las consecuencias del dafio en la estructura molecular del acido graso son mas evidentes
cuando estos lipidos forman parte de las membranas celulares o subcelulares, ya que se
altera su cohesion, fluidez, permeabilidad y funcién metaboélica (Yu, 1994; Bandyopadhyay
et al, 1999).

El malondialdehido (MDA), es mutagénico y carcinégeno, porque pueden forma aductos

con la adenina, la guanina y la citosina (Esquema 6) (Marnett MJ, 1999).
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Esquema 6. Lipoperoxidacion.

12. REACCION DE FENTON-HABER WEISS

En esta via el hierro va a ser el catalizador del proceso seguido por el H,O,. Una molécula

de hierro en forma férrica (Fe **) se reduce a forma ferrosa (Fe **) mediante el ‘05",

v

‘O, + Fe 3* O, + Fe 2

La forma ferrosa a su vez reduce al H,O, dando lugar al radical hidroxilo ('OH), radical

libre altamente reactivo.

Fe > +°OH + "OH

v

HzOz + Fe =

Al mismo tiempo, peroxido de hidroégeno y anion superdxido reaccionan, obteniendo como

resultado también radical hidroxilo.

‘0O, + H,O, > ‘OH+ 'OH + 0O,

El hierro puede ser sustituido por el cobre cambiando entre valencias 2+ y 1+.
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13. MIELOPEROXIDASA Y PRODUCTOS AVANZADOS DE LA OXIDACION DE
PROTEINAS (AOPPs)

La enzima mieloperoxidasa (MPO) es una hemoproteina de unos 150 kDa, tetramérica,
glicosilada. Estd compuesta por dos protomeros, cada uno de los cuales posee una
subunidad pesada protoporfirinica de 59-64 kDa, y otra ligera de 14 kDa (Nauseef y
Malech, 1986). Esta presente en neutréfilos y macrofagos. Se almacena en granulos
azurodfilos primarios de leucocitos y se secreta en espacio extracelular y en fagolisosomas
tras la activacion de los fagocitos (Klebanoff'y Clark, 1978).

La activacion fagocitaria y la secrecion de MPO se acompafna de un aumento en la
formacion de anion superoxido, a partir de la NADPH oxidasa, y del siguiente paso en la
reduccién univalente del oxigeno, el peroxido de hidrogeno. La MPO amplifica el potencial
oxidante del H,O; y lo utiliza como cosubstrato en la formacion de oxidantes a través de un

ciclo peroxidasa (Babior, 1978).

La actividad de la MPO esta regulada por:

v' la tasa de produccion de anion superoxido

v" la disponibilidad de H,O, y otros co-substratos (Klebanoff y Clark 1978; Kettle y
Winterbourn, 1997)

v' concentracion de antioxidantes (Kettle y Winterbourn 1997; Marquez et al, 1990)

v' presencia de oxido nitrico (NO') (Abu-Soud y Hazen, 2000), participante en la
cadena de procesos inflamatorios, en especial en la regulacion de las propiedades
proinflamatorias del endotelio y en estados precoces de la migracion de la célula
inflamatoria a los lugares de inflamacion, y se entrelaza con el efecto oxidativo,

siendo intermediario en el mismo como se vera posteriormente.

La MPO presenta gran cantidad de estados intermedios, influidos por la disponibilidad para
reducir anién superoxido, peréxido de hidrogeno y 6xido nitrico (Abu-Soud y Hazen,
2000). Su estado basal es la forma férrica, y dependiendo del sustrato cambiara su estado
ionico. El sustrato mas importante es el cloro, dando lugar a acido hipocloroso (HOCI)
(Foote et al, 1983; Weiss et al, 1982). Esta capacidad de producir oxidantes derivados del

cloro es unica de MPO en mamiferos.
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MPO
Cl +H,0,+H" > HOCI + H,0

La reactividad de oxidantes clorinados como el acido hipocloroso (HOCI) provoca

modificacion en determinadas moléculas susceptibles, y asi encontramos:

v" Oxidacion de grupos tiol y ésteres de tiol (Kettle y Winterbourn, 1994)
v Oxidacion de grupos hemo y grupos hierro-sulfurados (Albrich et al, ,1981)
v La interaccion con peroxido de hidrogeno da lugar a oxigeno singlete (Krinsky,

1974)
v' La actuacion sobre O2 " desemboca en liberacion de ‘OH (Candeias et al, 1993)

v" La cloracion de lipidos insaturados (Winterbourn et al, 1992)

v" Cloracion de aminas (R-NH;) dando lugar a cloraminas (Thomas et al, 1982)

Los AOPPs son los productos de la oxidacion de proteinas en el plasma de pacientes con
IRC, esta oxidacion es causada por el HOCI producido por neutrofilos, el cual, modifica la
estructura de las proteinas (Yasunori et al, 2006).

La interaccion de las ERO con las proteinas da lugar a una oxidacion de los restos laterales
de aminoacidos, lo cual puede traducirse en una pérdida o modificacion de la funcién
biologica que desempefian. Mediante reacciones de agregacion, entrecruzamiento y
fragmentacion, las proteinas atacadas por radicales dan lugar a los AOPPs. Aunque no tan
utilizado en los estudios relacionados con el estrés oxidativo como la lipoperoxidacion,
investigadores como Witko-Sarsat y Descamps-Latscha aseguran que constituye un
marcador de valor predictivo en la IRC (Betancourt et al, 2007; Zalba et al, 2006; Witko-
Sarsat et al, 1996).

El nombre de AOPPs fue usado en analogia a los productos avanzados de la glicosilacion
(AGEs), que comparten varios homologias, estrechamente relacionadas con los
biomarcadores de activacion de los monocitos, y que pueden servir como mediadores de la
inflamacién y correlacionar positivamente con ditirosina y pentosidina (AGEs) en

concentraciones plasmaticas, que indican dafio oxidativo (Locatelli et al, 2003).
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Las proteinas oxidadas por HOCI son eliminadas por el higado y el bazo (Iwao et al,
2006).

Las cloraminas por oxidacion producen alteraciones en los hematies formandose
metahemoglobina y formacion de cuerpos de Heinz, dando lugar a una menor resistencia de
los hematies y por tanto una anemia hemolitica.

La etiologia de la anemia en los pacientes con IRC en hemodidlisis es multifactorial. Una
de las causas que pueden contribuir a aumentar el grado de anemia, es la elevacion de la
tasa de cloraminas en el agua.

El 4cido ascorbico anadido al liquido de didlisis parece ser efectivo como neutralizante de
las cloraminas, este efecto es debido a su accién reductora. Sin embargo, cantidades
suficientes de carbon activado para el tratamiento del agua son aun mas efectivas que el
acido ascorbico (vitamina C) como tratamiento de la anemia por cloraminas, aunque no se
sabe si el carbon activado implica una mayor contaminacioén bacteriana en los sistemas de

depuracion del agua (Simoén et al, SNHPDM).

14. OXIDO NIiTRICO

El 6xido nitrico (NO), también es conocido como monoxido de nitrogeno, es un gas
incoloro relativamente soluble en agua, intermediario obligado del ciclo del nitrégeno. El
NO' es un radical libre lipofilico. No es muy reactivo y se difunde a través de la membrana
y el citoplasma. Reacciona lentamente con los grupos tiol o con los sulfhidrilos de algunas
proteinas.

El NO' puede formar otras ERN, como el nitrato al reaccionar con el O, y el peroxinitrito
(ONOO") al reaccionar con el 02", el catiéon nitrosonio (NO"), el anién nitroxilo (NO)
(Hansberg, 2002; Gémez-Fernandez et al, 2005; Gilinthern et al, 2007).

El NO es una molécula de gran importancia en los sistemas bioldgicos, participa en
sistemas de sefializacion. A concentraciones de 10”7 M funciona como un mensajero en el
sistema nervioso central y periférico, ademas, ejerce multiples efectos antiaterogénicos:
vasodilatacion, inhibicién de agregacion plaquetaria, inhibicion de la proliferacion de la
fibra muscular lisa y disminucion de la produccioén de proteina quimiotactica de monocitos

(MCP), entre otros.
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El NO es formado por el sistema inmune e inhibe enzimas indispensables como las
oxidasas terminales y otras hemoproteinas que unen oxigeno y enzimas con centros Fe-S
como las aconitasas (Poole, 2005), y junto con las ERO influyen en efectos multiples de
inflamacién y respuesta inmune.

El 6xido nitrico se sintetiza de forma enzimatica por un grupo de enzimas denominadas NO
sintasas (NOS por sus siglas en ingles nitric oxide synthase) que cataliza el paso de L-
arginina a L-citrulina mediante un proceso oxidativo de la terminal nitrogeno-guanidin de
la L-arginina, para el cual utiliza oxigeno molecular y NAD(P)H, y en el que se libera NO'

(Chirino et al, 2006).

H_H MH HaM M-0H HaM O
Y Y 2
" NADPH, A NADP A
_MNADPH_ ar M
C, O,
H3N+ CO- HiW ™ TCoo- HiM ™ TCo0-
L-arginina M-hidroxi-L-arginina L-citrulina Qxido nitrice

Esquema 7. Generacion del NO', por la oxidacion del d&tomo nitrogeno guanidino terminal
de la L-arginina empleando oxigeno molecular (O;) como sustrato y NADPH como

cofactor (Dominguez, 2007).

Existen tres isoformas de NOS: Neuronal (nNOS), endotelial (eNOS), ambas constitutivas,
y la inducible (iNOS) (Cuadro 7). Son flavoproteinas que contienen tetrahidrobiopterina

(BH4) como cofactor, y grupo hemo (Michel y Feron, 1997). En ausencia de BH4 o de
sustrato, ademas de NO’, producen anion superoxido, sobre todo eNOS. El anién

superoxido es generado por el dominio oxigenasa de la enzima a través de la disociacion de
un complejo dioxigeno-ferroso que en condiciones habituales es estabilizado por la BH4
(Vasquez-Vivar et al, 1998). El aumento de ERO, favorece la conversion de BH4 en

dihidrobiopterina (BH2).
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Cuadro 7. Isoformas de la NOS

Nombre Abreviatura Descripcion
Enzima nNOS Su actividad estd regulada por Ca®" intracelular. La
constitutiva 0 nNOS se caracteriza por su baja produccion de NO'.
neuronal NOS I
Enzima inducida iNOS Su actividad es independiente de Ca”" intracelular. La
por citocinas 0 INOS se expresa prototipicamente por macrofagos
NOS 1T murinos y se caracteriza por su alta produccion de NO'.
Enzima eNOS Su actividad es regulada por Ca®" intracelular y se
constitutiva 0 caracteriza por su baja produccion de NO".
endotelial NOS III

14.1 PAPEL DEL OXIDO NiTRICO EN LA FISIOLOGIA RENAL

Las eNOS son expresadas principalmente en la microvasculatura renal, células endoteliales
glomerulares, células del tubulo proximal, en la parte gruesa ascendente del asa de Henle y
en el tibulo colector. La isoforma nNOS se expresa en la macula densa, en las células
principales de los tiibulos colectores y en la pelvis renal.

Se ha propuesto que la iNOS se encuentra en el tabulo proximal y estudios in vitro en
cultivos celulares indican la presencia de iNOS en células mesangiales o en el interior de
los tubulos colectores (Prabhakar, 2004).

Una de las reacciones importantes del NOe+ es su oxidacion, en donde el producto final es el
ion nitrito el cual puede ser cuantificado por el método de Griess y asi de forma indirecta

determinar el NO+ (Williams, 2004).

2NO'+0; ——» 2 NO,

2NO'+2NO, ——> 2 N,0s5

2N,03 +2H,0 —> 4NO, +4H"
4NO'+0,+2H,0 ——m> 4 NO, +
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Esquema 8. Reacciones del 6xido nitrico (Williams, 2004).
El NOe interactua con el anidon radical ‘O,, generando anién peroxinitrito (ONOQO), un
potente agente oxidante que a su vez reacciona con un gran numero de moléculas blanco,
como son los grupos sulfidrilos generando dafio celular, median efectos toxicos como dafio
al DNA, oxidacion de LDL, formacién de isoprostanos, formacion de nitrotirosina, y en la
respiracion mitocondrial (Williams, 2004). Se sabe también que este anidén es un potente
proinflamatorio y citotoxico (Beckman et al, 1990), a pH fisiologico sufre protonacioén
formando &cido peroxinitroso (ONOOH), molécula termodindmicamente inestable que se
descompone espontaneamente para producir dioxido de nitrogeno (NO;) y una fuente de
radicales hidroxilo (OH) independiente de la catdlisis por hierro (Beckman et al, 1987;

Williams, 2004):

NO’ + O2¢- — ONOO
ONOO™ +H' — ONOOH
ONOOH BE— NO’ + 'OH

15. PRODUCTOS AVANZADOS DE LA GLICOSILACION (AGEs)

La glicosilacion no enzimatica de proteinas, también es denominada glicatacion o reaccion
de Maillard.

Los AGEs (del inglés; advanced glycosilation end products) incrementan la formacion de
ERO ya que son compuestos desconocidos para las células efectoras de la respuesta inmune
por lo que propicia su activacion y la produccion de RL

Los AGEs se generan mediante la reaccion entre un carbohidrato (monosacarido) y una
proteina o lipido. Estos compuestos se forman en la coccion de alimentos y también en el
organismo conforme se incrementa la edad o en estados patoldgicos como la
hiperglucemia.

A principios del siglo XX Louis Camille Maillard (1872-1936) estudi6 la combinacion de
los azlicares con las demds biomoléculas y describidé las bases moleculares de estas
reacciones, que luego tomaron su nombre. Una década mas tarde, en 1922, el quimico

italiano Mario Amadori (1886-1941) determin6 el arreglo que lleva su nombre y que
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describe los primeros estadios de la combinacion de los azucares reductores con los grupos
amino primarios pertenecientes a distintas moléculas (Rossi, 2007).

La reaccion entre un grupo aldehido de un monosacarido y un grupo amino libre (los
grupos amino reactivos pueden ser el grupo a-NH; de la proteina N-terminal o el grupo €-
NH; de los residuo de lisina dependiendo de su disponibilidad y condiciones del medio) se
produce un ordenamiento molecular conocido como base de Schiff. Estas bases son
inestables y experimentan un reordenamiento intramolecular lento que forma cetoaminas o
fructosaminas (compuestos de Amadori), esta reaccion es reversible; la persistencia de las
condiciones que dan origen a los compuestos de Amadori, favorecen que éstos se acumulen
y se transformen, por reacciones no enzimaticas e irreversibles, en productos avanzados de
la glicosilacion (AGEs). Estos ultimos son moléculas quimicamente estables (complejos

covalentes), por tanto, no se degradan.

15.1 COMPOSICION Y PROPIEDADES DE LOS AGES

Los AGES pueden clasificarse en 2 grupos, segun predominen en su estructura molecular

los anillos imidazoélicos o los pirrdlicos.

Moléculas con estructura de anillo imidazol

* 2-(2-Furonil)-4(5)-(2-furanil)-1H-imidazol (FFI)
* 1-Alkil-2-formil-3,4-diglicosil pirrol (AFGP)

Moléculas con estructura de anillo pirrol

* 5 Hidroximetil-1-alkilpirrol-2-carbaldehido (pirralina)
* Carboximetil-lisina (CML)

* Pentosidina

Estas moléculas aportan un color amarillo marrdn a las proteinas que la contienen y pueden
fluorecer al ser estimuladas con luz de 370 nm de longitud de onda y emitir luz entre los

440 y 460nm (Ayra y Diaz, 1999; Selvaraj et al, 2008).
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152 MECANISMO DE LOS PRODUCTOS AVANZADOS DE LA
GLICOSILACION

En condiciones de hiperglucemia los AGEs pueden aparecer en el transcurso de una
semana. La glicosilacion no enzimatica de las proteinas puede ser llevada a cabo en el
espacio extracelular o en el intracelular. Cuando sucede en el espacio extracelular los AGEs
se unen a receptores especificos de la membrana conocidos como RAGE que son capaces
de activar las vias de sefializacion de PKC, MAPK y KF«B (factor de transcripcion nuclear,
relacionado con el crecimiento celular y la estimulacién de la expresion de genes que
codifican distintas moléculas proinflamatorias relacionadas con estadios tempranos de
aterosclerosis). Los AGEs extracelulares pueden también inducir de forma directa
disfuncién de las proteina del espacio intercelular. Los AGEs formados en el interior de la

célula provocan dafio a través de tres mecanismos (Lizcano, 2005; Peir6, 2003):

1. Las proteinas modificadas por los AGEs tiene una funcién claramente alterada.

2. Los precursores de los AGEs (glioxal, 3-deoxiglucasona y metilglioxal) al
interactuar con las proteinas de la matriz extracelular inducen cambios en los
patrones de unién ente estas y sus receptores, que en el caso del colageno tipo I
disminuyen la elasticidad de las arterias y favorecen la filtracién de otras proteinas a
través de su pared.

3. Los AGEs intracelulares tienen la posibilidad de activar el factor de trascripcion

NF«B y producir expresion patologica de genes.

La glicosilacion no enzimatica es estimulada por el oxigeno y por catalizadores de
reacciones de oxidacion, tales como metales de transicion (hierro y cobre). Todo ello
confirma una estrecha relacion entre la glicosilacion no enzimatica de proteinas y el estrés
oxidativo, asi como la posibilidad de que conjuntamente expliquen algunos aspectos de la
patogenia de la vasculopatia diabética (Vlassara, 1997).

La generacion de AGEs, ocurre fundamentalmente en proteinas de vida media prolongada,
formando puentes intercatenarios entre las proteinas, que alteran sus funciones biologicas.
Algunos ejemplos de estas alteraciones estan: como el colageno, la elastina, la mioglobina;

también puede detectarse en proteinas de la sangre como la hemoglobina, la albtimina, las
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inmunoglobulinas y en otros compuestos aminados como la fosfatidiletanolamina, que es
un lipido presente en las lipoproteinas de baja densidad (LDL), proteinas del cristalino, y en
la membrana basal del glomérulo en el que los puentes intercatenarios modifican su
flexibilidad, carga eléctrica y permeabilidad capilar, causan dafio renal en pacientes
diabético, lo que se manifiesta clinicamente por proteinuria (esquema 8) (Ayra y Diaz,
1999).

Los AGEs no so6lo se acumulan en tejidos, sino que también sus concentraciones
plasmaticas son mayores en pacientes con IRC. Los AGEs podrian causar su efecto por
varios mecanismos distintos como la produccion de alteraciones estructurales en proteinas
de la matriz extracelular o la interaccion con un receptor especifico (RAGE), localizado en
c¢lulas musculares lisas, higado, endotelio, macréfagos, monocitos y mesangio, induciendo

la liberacion de factores procoagulantes. Se ha descrito que los AGEs aumentan el estrés
oxidativo, inactivan el NO' endotelial e interfieren con las respuestas dilatadoras

dependientes de endotelio (Vlassara, 1997; Ayra y Diaz, 1999).
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Esquema 8. Productos de glicosilacion avanzada en la nefropatia (Rossi, 2007).

Los AGEs se acumulan en el plasma de los sujetos con insuficiencia renal; la hemodialisis

es la modalidad que resulta menos eficaz para eliminar los AGEs circulantes en plasma ya
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que después del tratamiento las concentraciones en el plasma de los pacientes son
significativamente mayores (el doble) respecto a los pacientes tratados con dialisis

peritoneal (Agalou et al, 2003).

16. CARBONILOS

Los grupos carbonilo (C=0) se originan por la accion de las ERO sobre las proteinas,
convirtiendo algunos grupos hidroxilo de aminoacidos (leucina, valina, lisina, arginina,
prolina, treonina e isoleucina) en derivados carbonilo. Ademas, los grupos carbonilo
también se producen por reacciones de rompimiento de enlaces peptidicos, y por la
interaccion de los residuos de aminoacidos con productos de lipoperoxidacion como el 4-
hidroxinonenal o el MDA.

La presencia de grupos carbonilos se considera una evidencia indirecta de que las proteinas
estuvieron expuestas a radicales libres. La reactividad de los grupos carbonilos, promueve
el entrecruzamiento proteico, y por ende, la pérdida de funcién de las proteinas implicadas
en estas reacciones. Esto se da en la fraccion mitocondrial (Vasquez y Tuena, 2002).

El dano en las proteinas es generado principalmente por el OH Puede provocar la
oxidacion de los grupos sulfhidrilo, reduccion de los puentes disulfuro, oxidacion de los
aminodcidos (en particular los residuos de arginina, prolina o lisina, los cuales forman
carbonilos) cercanos al sitio de union del metal a través de la oxidacion catalizada por un
metal, reaccionar con aldehidos, modificar los grupos prostéticos o grupos metales,
interaccion proteina-proteina y fragmentacion de péptidos.

Todos los aminoacidos pueden servir como blancos del ataque oxidativo de las ERO,
aunque algunos aminoacidos son mas susceptibles como la metionina, el triptéfano, la
fenilalanina, la tirosina, la cisteina y la histidina (Davies y Lin, 1987).

La modificacion de las cadenas laterales de estos, puede conducir a la alteracion directa de
la estructura y la funcidon de las proteinas (Silvestre et al, 1998; Ortega-Camarillo) a la
fragmentacion quimica o al incremento en la susceptibilidad a proteolisis (Stadyman,
1986).

Uno de los radicales mas reactivos a la estructura de proteinas es el 6xido nitrico (NO").

Ademas, se ha sugerido que las proteinas pueden actuar como “atrapadoras” de la energia
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quimica liberada por los radicales libres, y transferirla a otra molécula (Veldsquez et al,
2004).

Las proteinas pueden ser atacadas incluso a nivel de estructura primaria. Muchos estudios
han dado lugar a la conclusion de que el peroxido de hidréogeno y las formas reducidas del
hierro y el cobre, generados por oxidasas de funcién mixta, interaccionan en los sitios de
unidn de estos metales a las proteinas, produciendo RL que oxidan inmediatamente a los
residuos de aminoacidos vecinos. Este proceso se considera especifico del sitio de union del
metal. Como consecuencia se forman grupos carbonilo o se producen conversiones de unos

aminoacidos en otros (Garcia, 2008).

17. SISTEMA URINARIO

El sistema urinario consta de dos rifiones, dos uréteres, una vejiga urinaria y una uretra.
(Esquema 9). Sin embargo los rifiones realizan el trabajo mas importante en el sistema
urinario, puesto que las otras partes son practicamente vias de paso y dreas de

almacenamiento.

Rifion

Uréter _

Vejiga
Uretra

Esquema 9. Componentes del sistema urinario. (Microsoft Encarta, 2009).
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Al filtrar la sangre y formar la orina, los rifiones contribuyen a la homeostasis de varias

maneras. Las funciones renales incluyen (Tortora y Reynolds, 2002):

v Regulacion de la composicion idnica de la sangre. Los rifiones ayudan a regular la
concentracion de distintos iones en la sangre, principalmente los iones sodio (Na"), potasio
(K", calcio (Ca*"), cloruro (CI) y fosfato (PO42').

v Mantenimiento de la osmolaridad de la sangre. Regulando por separado la pérdida
de agua y la de solutos en la orina.

v Regulacion del pH sanguineo. Los rifiones excretan una cantidad variable de H' en
la orina y retienen iones bicarbonato (HCO5"), un importante amortiguador de H'. Estas son
dos actividades que contribuyen a regular el pH sanguineo.

v Liberacion de hormonas. Los rifiones liberan dos hormonas: calcitriol, la forma
activa de la vitamina D, que ayuda a regular la homeostasis de calcio y la eritropoyetina,
que estimula la produccién de eritrocitos.

v Regulacion de la concentracion de glucosa en sangre. Los riflones pueden
desaminar el aminoédcido glutamina, emplearlo para la glucogénesis (sintesis de nuevas
moléculas de glucosa) y liberar glucosa en la sangre.

v Excrecion de deshechos y sustancias extrafias. Mediante la formacion de orina los
riflones ayudan a eliminar deshechos, sustancias sin funcion ttil alguna en el cuerpo. Parte
de los deshechos excretados en la orina son resultado de reacciones metabolicas en el
cuerpo, por ejemplo amoniaco y urea de la desaminacion de aminodacidos; bilirrubina del
catabolismo de la hemoglobina; creatinina del desdoblamiento de fosfato de creatina en las
fibras musculares; y 4cido urico del catabolismo de é4cidos nucleicos. Otros deshechos
excretados en la orina son sustancias extrafias como farmacos o toxinas del medio
ambiente.

Los rifiones son Organos pares rojizos, en forma de frijol, localizados justo arriba de la
cintura entre el peritoneo y la pared posterior del abdomen. Debido a su posicion por detras
del peritoneo en la cavidad abdominal se dice que son drganos retroperitoneales (Esquema
10y 11).

Los rifiones se localizan entre la ultima vértebra tordcica y la tercera vértebra lumbar,

posicion en la cual estan protegidos en parte por los pares de costillas undécimo y
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duodécimo. El rifiéon derecho estd un poco mas abajo que el izquierdo debido a que el

higado ocupa un espacio considerable arriba del rifién derecho (Esquema 11).

Flano transverso

Vista

Esquema 11. Vista de los rifiones en
Esquema 10. Rifones en la cavidad plano transverso (Tortora y
abdominal (Magaz, 2003). Reynolds, 2002).

17.1 ANATOMIA EXTERNA DEL RINON

En el adulto un rifion normal mide de 10 a 12 cm de largo, de 5 a 7 cm de ancho y 3 cm de
espesor; es casi del tamafio de una barra de jabon de bafo, y tiene una masa de 135 a 150 g.
El borde medial concavo de cada rifion estd enfrente de la columna vertebral.

Cerca del centro del borde concavo se encuentra una fisura vertical profunda llamada hilio
renal a través del cual sale el uréter del rifion, asi como los vasos sanguineos y linfaticos y
los nervios.

Cada rifion esta rodeado por tres capas de tejido. La capa profunda, la capsula renal es una
membrana lisa, transparente y fibrosa que es continuacion de la cubierta externa del uréter.
Sirve como barrera contra traumatismos y ayuda a mantener la forma del rifion. La capa

intermedia, la cépsula adiposa, es una masa de tejido graso que rodea a la capsula renal.
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También protege al rifion de traumatismos y lo sostiene firmemente en su sitio en la
cavidad abdominal. La capa superficial, la aponeurosis renal, es una delgada capa de tejido
conectivo denso e irregular que fija el rifion a las estructuras circundantes ya la pared

abdominal.

17.2 ANATOMIA INTERNA DEL RINON

Un corte frontal a través del rifidén revela dos regiones distintas: un area superficial de color
rojizo y textura lisa llamada corteza renal y una region profunda de color marrén llamada
médula renal. La médula consta de ocho a 18 piramides renales conicas. La base de cada
piramide (extremo mas ancho) esta frente a la corteza renal y su dpex, llamado papila renal
(extremo mas estrecho), apunta hacia el centro del rifidon. Las porciones de la corteza renal
que se extienden entre las piramides renales se denominan columnas renales.

En conjunto, corteza renal y piramides de la médula renal constituyen la porcién funcional
o parénquima del rifion. En este ultimo se encuentran las unidades funcionales del rifién
(cerca de 1 millon de estructuras microscopicas llamadas nefronas). La orina que éstas
forman drena al interior de gruesos conductos papilares que se extienden a través de la
papila renal de las piramides. Los conductos papilares desembocan en estructuras en forma
de copa llamadas célices menores y mayores. Cada rindn tiene ocho a 18 célices menores y
dos a tres mayores. Los primeros reciben la orina de los conductos papilares de una papila
renal y la llevan a un céliz mayor. De los segundos, la orina pasa a una cavidad grande

llamada pelvis renal y luego sale a través del uréter hacia la vejiga urinaria.
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Esquema 12. Anatomia interna de los rifiones. (Latarjet y Ruiz, 2005).

El hilio se amplia formando una cavidad dentro del rifion llamada seno renal, que contiene
parte de la pelvis renal, los célices y las ramas vasculares sanguineas y nerviosas del rifion.

El tejido adiposo ayuda a estabilizar la posicion de estas estructuras en el seno renal.
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17.3 RIEGO SANGUINEO E INERVACION DE LOS RINONES

Puesto que los rifiones eliminan deshechos de la sangre y regulan su volumen y
composicidon idnica, no es sorprendente que posean un riego sanguineo abundante sumi-
nistrado por gran nimero de vasos. Aunque los rifiones constituyen menos de 0.5% de la
masa corporal total, reciben entre 20 y 25% del gasto cardiaco en reposo a través de las
arterias renales derecha e izquierda. En adultos, el flujo sanguineo renal es de 1 200 mL por
minuto aproximadamente.

Dentro del rifidn la arteria renal se divide en varias arterias segmentarias, cada una de las
cuales emite varias ramas que entran al parénquima y pasan a través de las columnas re-
nales en medio de las piramides donde se conocen como arterias interlobulares. En la base
de las piramides renales, las arterias interlobulares se arquean al pasar entre la médula y la
corteza renales; aqui se conocen como arterias arciformes. Las divisiones de estas ultimas
producen series de arterias interlobulillares, que penetran a la corteza renal y emiten ramas
llamadas arteriolas aferentes.

Cada nefrona recibe una arteriola aferente, que se convierte en una enmarafiada red esférica
de capilares llamada glomérulo. Los capilares glomerulares se reunen para formar las
arteriolas eferentes que drenan la sangre hacia fuera del glomérulo. Los capilares
glomerulares son Uinicos ya que se encuentran entre dos arteriolas, en lugar de una arteriola

y una vénula (Tortora y Reynolds, 2002).

17.4 LA NEFRONA

Las nefronas constituyen la unidad funcional del rifién, se encargan de tres procesos
basicos: filtrar la sangre, retornar a la sangre las sustancias ttiles para que no se pierdan del
cuerpo y retirar de la sangre sustancias que no son necesarias para el cuerpo. Como
resultado de estos procesos, las nefronas mantienen la homeostasis de la sangre y producen

orina.

17.5 PARTES DE LA NEFRONA

Cada nefrona estd formada por dos partes: el corptisculo renal, donde se filtra el plasma, y
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el tubulo renal, al cual pasa el liquido filtrado. Cada corptsculo posee dos elementos: el

glomérulo y la capsula (de Bowman) glomerular, una bicapa epitelial en forma de copa que

rodea al glomérulo. De la capsula glomerular, el liquido filtrado del plasma pasa al interior

del tibulo renal, el cual posee tres secciones principales.
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Siguiendo la direccion del liquido que pasa por el tibulo renal se pueden distinguir tres
partes en éste: 1) tibulo contorneado proximal, 2) asa de Henle (asa de la nefrona) y 3)
tabulo contorneado distal (Esquema 13). El término proximal se refiere a la porcion del
tabulo unida a la capsula glomerular y distal, a la mas alejada de ésta. El vocablo con-
torneado significa que el tibulo estd enroscado en espiral, o sea, no es recto. El corpusculo
renal y ambos tibulos se encuentran en la corteza renal, en tanto que el asa de Henle se
extiende hacia la médula renal, efectiia una vuelta de horquilla y regresa a la corteza renal.
Los tibulos contorneados distales de varias nefronas desembocan en un solo conducto
colector. Los conductos colectores convergen y se unen y, por ultimo, s6lo hay varios
cientos de gruesos conductos papilares, que drenan en los calices menores. Dichos
conductos se prolongan desde la corteza, atraviesan la médula y llegan a la pelvis renal.
Aunque el rindn tiene cerca de un millon de nefronas, el nimero de conductos colectores es
mucho menor y hay aun menos conductos papilares.

En una nefrona, el asa de Henle conecta el tubulo contorneado proximal y el distal. La
primera porcion del asa de Henle se hunde en la médula renal, lo que se denomina rama
(Tortora y Reynolds, 2002).

Con el envejecimiento, los rifiones reducen su tamafio, tienen menor flujo sanguineo y
filtran menos sangre. De igual manera, el flujo sanguineo renal y la filtraciéon disminuyen
un 50% entre las edades de 40 a 70 afos. Las enfermedades renales que son méas comunes
con la edad incluyen inflamacién renal aguda y cronica, asi como calculos. Puesto que la
sensacion de sed baja con la edad, los individuos de edad avanzada son susceptibles a la
deshidratacion. Las infecciones en vias urinarias son mas comunes entre los ancianos, igual
que la poliuria (produccion excesiva de orina), nocturia (miccion excesiva por la noche),
aumento en la frecuencia de la miccion, disuria (dolor al orinar), retencién o incontinencia
urinarias y hematuria (sangre en la orina). El cancer de prostata es la enfermedad maligna

mas comun en ancianos (Tortora y Reynolds, 2002).

18. INSUFICIENCIA RENAL (IR)

Es la reduccion o interrupcion de la filtracion glomerular.
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18.1 INSUFICIENCIA RENAL AGUDA (IRA)

Los rifiones cesan de manera abrupta su funcién por completo (o casi por completo). La
principal caracteristica de IRA es que el flujo de orina se suprime, lo que en general se nota
por oliguria, que es una excrecion urinaria diaria menor de 250 mL, o por anuria, excrecion
urinaria diaria menor de 50 mL. Las causas son menor volumen de sangre (por ejemplo, a
causa de hemorragia), disminucion del gasto cardiaco, dafio a los tibulos renales, calculos
renales, colorantes empleados para visualizar vasos sanguineos en la angiografia, farmacos
antiinflamatorios no esteroideos y algunos antibioticos. La insuficiencia renal ocasiona
edema debido a la retencion de sal y agua; acidosis por la incapacidad de los rifiones para
excretar sustancias acidas; incremento en la concentracion de urea debido a la excrecion
renal deficiente de productos metabolicos de desecho; concentracion elevada de potasio que
puede conducir a paro cardiaco; anemia, puesto que los rifiones ya no producen suficiente
eritropoyetina para la produccion adecuada de eritrocitos; y osteomalacia, debido a que los
rifiones han perdido su capacidad de convertir la vitamina D en calcitriol, necesario para la

absorcion adecuada de calcio del intestino delgado (Tortora y Reynolds, 2002).

18.2 INSUFICIENCIA RENAL CRONICA (IRC)

La insuficiencia Renal Cronica (IRC) es uno de los sindromes mas importantes en el campo
de la nefrologia, se caracteriza por la pérdida gradual y progresiva de la capacidad renal
para excretar desechos nitrogenados, de concentrar y acidificar la orina y de mantener la
homeostasis del medio interno, causada por una lesion estructural irreversible de los
riflones, la que se encuentra durante un periodo largo de tiempo, generalmente meses o
afios. Se considera que cualquier enfermedad renal independientemente de la etiologia
inmunitaria, vascular, quistica, metabdlica o mixta; una vez establecida no es curable y por
lo tanto no recuperable (Narro y Rivero, 2008).

De acuerdo con la US NKF (Fundacion Nacional del Rifion de los Estados Unidos de
Norteamérica) y las K-DOQI (Iniciativa de resultados de calidad en la enfermedad renal),
se caracteriza por la disminucion del filtrado glomerular menor de 15 mL/min/m’ de

superficie corporal (Vahas y Bello, 2005).
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Las causas capaces de producir este sindrome son multiples y variadas, entre otras las
distintas formas de glomerunefritis, enfermedades metabdlicas, sistémicas renales
vasculares, nefrotoxicas, congénitas y uropatias obstructivas (Pefia, 2002; K/DOQI, 2002;
Hsu y Chertow, 2000).

En los ultimos cinco decenios del siglo XX, la IRC ha hecho que en el mundo existan mas
de 1 500 000 pacientes en cualquier tipo de didlisis, y otra quinta parte vivan con un
trasplante renal funcionante, pero millones de seres humanos han fallecido con diagnostico

de IR y otros, ni siquiera han llegado a ser diagnosticados.

18.3 CUADRO CLINICO DE LA IRC
El cuadro clinico se halla caracterizado por etapas del desarrollo de la IRC sobre sus

componentes: filtracion glomerular media (mL/min) y la creatinina sérica determinada en

mg/mL (Narro y Rivero, 2008).

Cuadro 8. Etapas del desarrollo de la IRC (Narro y Rivero, 2008).

Etapas del desarrollo de la IRC FG Creatinina

mL/min sérica

mg/mL

Reduccion en funcion renal 120a90 | 0.5al.5
Funcion renal deteriorada 90 a 60 0.5al.b
Insuficiencia minima 60 a 30 1.5a3.5
Insuficiencia moderada 29a10 40a7.5
Insuficiencia severa >10 8.0a210.0
Insuficiencia avanzada >5 10 0o mas

La aparicion y magnitud de las manifestaciones clinicas de la IRC varian mucho de un
paciente a otro, segun la cantidad de masa renal funcional.

Asi, segun la filtracion glomerular que persista, apareceran distintas alteraciones clinicas.
En estadios tempranos de la insuficiencia renal con FG disminuida al 35 a 50 %, la funcion

renal global es suficiente para mantener al paciente asintomatico debido a la adaptacion de
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las nefronas que quedan. En este estadio de disminucion de la funcion renal, por lo general,
se mantienen bien la funcién excretora basal, la de biosintesis y otras funciones reguladoras
del rifion, por lo que el diagnostico de IRC en dicha fase de evolucion es casual. Debido a
una determinacion rutinaria de urea y creatinina o al estudiar otra enfermedad intercurrente
como diabetes, hipertension arterial, aterosclerosis, etc.

Al progresar la IRC, con reduccion del filtrado glomerular al 20 a 35 % de los valores
normales (97-137 mL/min/1,73 m” para los varones, y 88 -128 mL/min/1,73 m” para las
mujeres), se produce un aumento de la urea en sangre y casi siempre aparece
manifestaciones iniciales, siendo los trastornos mas frecuentes la hipertension arterial y la
anemia, otras alteraciones incluyen: intolerancia a carbohidratos, hiperuricemia,
hepertrigliceridemia y disminucién de la capacidad de concentrar la orina, que conduce a la
presencia de poliuria y nicturia.

No obstante que en esta fase los pacientes se hallan relativamente asintomaticos, cualquier
proceso como: infeccion, obstruccion urinaria, deshidratacion o administracion de farmacos
nefrotdxicos, pueden deteriorar alin mas la funcion renal y aparecer sintomatologia de
insuficiencia renal avanzada, a veces al corregir el proceso causal del deterioro, se consigue
recuperar la funcion renal y mejorar la sintomatologia clinica.

Al proseguir la pérdida de nefronas, con una FG menor del 20 al 25 % de los valores
normales, el paciente presenta insuficiencia renal franca manifestada como: aumento del
grado de anemia, mayor severidad de la hipertension arterial, aparicion de acidosis
metabolica, sobrecarga de volumen y trastornos en los aparatos digestivo, circulatorio y en
el sistema nervioso; en este estadio se conserva la capacidad para excretar potasio. El
estado final en este proceso progresivo constituye el sindrome urémico, en el que se
presentan muchas de las manifestaciones clinicas de la insuficiencia renal terminal (Narro y

Rivero, 2008).

18.4 SINTOMATOLOGIA DE LA IRC
Sintomas iniciales: habitualmente son inespecificos: perdida de peso; nduseas y vomitos;
malestar general, astenia y fatiga, debilidad, cefalea, accesos frecuentes de hipo, prurito

generalizado progresivo, insomnio y dolor 6seo.
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Sintomas tardios: disminucién del volumen de la orina, nicturia, predisposicion a las
hemorragias, fragilidad capilar, hematemesis o melenas en pequefia cantidad, disminucion
del nivel de alerta en vigilia, somnolencia y aletargamiento, indiferencia, confusion o
delirio, calambres o mioclonias, convulsiones, aumento de la pigmentacion cutdnea (tinte
ocre caracteristico), hiperestesia distal en manos y pies o en otras areas, coma y muerte.

Otros sintomas que pueden o no estar presentes: poliuria nocturna, sed excesiva, palidez,
alteraciones ungueales, alteraciones en el crecimiento (nifios), halitosis (aliento urémico),

hipertension arterial de dificil control, anorexia y agitacion (Narro y Rivero, 2008).

18.5 DIAGNOSTICO DE LA IRC

Para confirmar el diagnostico de IRC, se utiliza la determinacion del FG a través de la
depuracion de creatinina endégena en orina de 24 horas.

En la IRC los rifiones tienen un tamafo inferior al normal y depende del grado de deterioro
de la funcidn renal; sin embargo, los rifiones pueden ser de tamafio normal o aumentado en
algunas enfermedades renales como: la neuropatia diabética, amiloidosis, mieloma
multiple, poliquistosis renal e hidronefrosis. La radiologia seriada dsea es ttil para valorar
la repercusion y evolucion de la osteodistrofia renal, en el seguimiento de la osteodistrofia
renal la densitometria 6sea no es superior a otras técnicas radiologicas.

Si el tamano de los rifiones lo permite y con previas pruebas de coagulacion dentro de
limites aceptables debera realizarse biopsia renal y estudio del tejido renal. La biopsia de
riion es util para establecer el diagnoéstico, el grado de dafio histoldgico, el pronostico y

como guia de tratamiento y evolucion de las enfermedades renales (Narro y Rivero, 2008).

18.6 TRATAMIENTO
Hasta ahora no hay ningiin medicamento que pueda detener a la enfermedad renal cronica.
Por lo referente a la terapéutica gira en dos polos:

1) evitarla

2) sustitucion mediante dialisis y trasplante.
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Restriccion proteinica: hay fuertes y sostenidas evidencias que al reducir la dieta a 0.6 0 0.5
gramos de proteinas por kg de peso corporal, se puede disminuir la pendiente de la caida de

la FG a 0.5, si la alimentacion es isocalorica el paciente no se desnutre.

18.7 OTROS MEDICAMENTOS
Hipoglucemiantes orales, antibioticos, antivirales, ansioliticos, analgésicos y antidepresivos
se pueden emplear para tratar enfermedades concomitantes o agregadas de pacientes con

IRC, tener cuidado de la polifarmacia y de los efectos indeseables.

Cuadro 9. Medicamentos empleados en el tratamiento de la enfermedad renal (Narro y
Rivero, 2008).

Administracion de cualquier tipo de antihipertensivo que
Antihipertensivos | mantenga al paciente en valores normales de presion arterial
de acuerdo a la edad.

De manera especial la furosemida, en dosis de 20 a 200

Diuréticos mg/24 h para ayudar a mantener volumen urinario por arriba
de 1000 mL en 24 horas.
Quelantes Principalmente a base de sales de calcio (carbonato o
intestinales del acetato), el tipo sevalamer, recién estd disponible en México
fosforo a un costo alto. Otras sustancias son el aluminio y los
aluminatos.
Vitaminas D3 Para evitar dafio de la activacion excesiva de parathormona y
activa reemplazar el déficit de calcitriol.
Eritropoyetina Para correccion de la anemia secundaria producida por
humana déficit de Eritropoyetina, de preferencia iniciar en fases
recombinante intermedias o avanzada.
Alopurinol Para evitar la hiperuricemia primaria o secundaria.

De preferencia parenteral, para restaurar el déficit de hierro;
Hierro o bien, via oral en conjunto con acido folico para sostener
niveles adecuados de hemoglobina.

A cetoanalogos o | Por su proceso de desaminacion o transaminacion
cetoacidos “secuestran” el nitrégeno de urea, corrigiendo los niveles
bajos de albumina y corrigen la hipocalcemia.

Polivitaminas Principalmente hidrosolubles y complejo B por via oral.
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18.8 TRATAMIENTOS SUSTITUTIVOS DE LA FUNCION RENAL

Las alternativas del tratamiento sustitutivo para los pacientes con IRC son: la didlisis
peritoneal, en sus diferentes modalidades: dialisis peritoneal continua ambulatoria, dialisis
peritoneal automatizada y la principal diferencia entre éstas radica en el mecanismo
mediante el cual se introduce la solucion al abdomen (Choi, 2003), la hemodialisis y el
transplate renal.

Ningun Tratamiento sustitutivo de la funcién renal consigue reemplazar las funciones
endocrinas y metabdlicas del rifion, pero si las de regulacion del equilibrio
hidroelectrolitico del organismo, lo cual es suficiente para que una persona con IRC pueda
vivir. Por el contrario, mediante el trasplante renal se consigue restablecer en el organismo
todas las funciones del rifion.

Los pacientes en tratamientos sustitutivos de la funcién renal tienen mayor morbi-
mortalidad y fallecen principalmente por problemas cardiovasculares e infecciones. Los
pacientes en dialisis requieren de cambios en la alimentacion mas libre y variada pero rica
en proteinas y modificacion esquema medicamentoso.

Todos estos tratamientos deben aplicarse cuando la funcion renal se ha perdido en un 90 %,
ya que la dieta y medicamentos son insuficientes para mantener con vida a los pacientes
con IRC y llegarian al llamado coma urémico y muerte en unas cuantas semanas. Los
pacientes que tienen una FG menor a 10 mL/min, requiere didlisis, a menos que no tengan
sintomatologia.

La dialisis es el proceso por el cual se produce un movimiento de solutos en una
determinada direccién y concentracion, a través de una membrana formada por un tejido
semi permeable, humano, en el caso de la DPCA, o artificial, en la HD (Sanz Guajardo y
Botella Garcia, 1990).

La difusion consiste en un movimiento de particulas de una solucion a otra a través de una
membrana semi-permeable. Cuando la concentracion de particulas es menor en una de las
soluciones se produce el paso desde la solucién con un mayor nimero de particulas a la que
tiene una menor concentracion. Cuando ambas soluciones se equilibran el intercambio

continua, pasando el mismo niimero de particulas de una a la otra (Esquema 14).
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Esquema 14. Difusion

La 6smosis es un proceso que ocurre, siempre de manera simultanea a la difusion, cuando
hay dos soluciones con diferente volumen. En este caso si ambas soluciones se separan por
una membrana, el disolvente pasard de la soluciéon con mayor volumen a la de menor

(Esquema 15).

Esquema 15. Osmosis

La ultrafiltracién consiste en una trasferencia simultanea de disolvente y solutos. Si la
solucion que estd a un lado de la membrana tiene una presion menor que la solucién que

esta al otro lado, los liquidos de la zona donde hay mayor presion pasaran al lado de menor
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presion. En el caso de la didlisis, el liquido que se halla un lado de la membrana es la
sangre y al otro el liquido de diélisis. En la sangre el disolvente es el agua y los solutos son:
el sodio, el potasio, el cloro, la urea, la creatinina, etc. Durante la didlisis las moléculas de
sustancias perjudiciales para el organismo pasan de la sangre al liquido de didlisis, proceso
que provoca una menor presion en el lado de este ultimo, lo cual permite que el agua
sobrante en el organismo pase de la sangre al liquido de didlisis.

Los dos tratamientos que se utilizan para depurar la sangre de las personas con IRC y
eliminar el agua sobrante se basan en los principios anteriormente mencionados, y se

denominan hemodialisis y diélisis peritoneal.

18.8.1 DIALISIS PERITONEAL CONTINUA AMBULATORIA (DPCA)

La diélisis peritoneal se fundamenta en el uso del peritoneo como una membrana endégena
de dialisis para remover toxinas urémicas y liquido, utilizando su extensa superficie (1-2 m
en adultos) y su abundante capilarizacion y circulacion sanguinea. Al introducir en la
cavidad peritoneal una solucion dializante que contiene glucosa como agente osmotico
activo, se genera el gradiente de concentracion que favorece el transporte de agua del
espacio intravascular hacia la cavidad peritoneal. Moléculas como la urea, creatinina,
potasio y 4cidos orgdnicos se muevan a favor de su gradiente hacia la cavidad peritoneal y
por lo tanto seran extraidos del enfermo al drenar el liquido de dialisis fuera de la cavidad
(difusion). El movimiento de liquido desde los capilares a la cavidad peritoneal dependera
de la osmolaridad de la solucion de didlisis infundida (ultrafiltracién) y la tasa de
reabsorcion a través de los linfaticos peritoneales.

La DPCA consiste en infundir de 40 a 60 litros por semana de solucion dializante al
peritoneo de los pacientes a través de un catéter de silastic, generalmente llamado de
Tenckhoff.

La diélisis va a corregir de manera transitoria la elevacion de urea, creatinina, acido urico y
fosforo y potasio, remueve liquidos, corrige la acidosis metabolica, facilita el control de la
hipertension arterial y de sus complicaciones, facilita la correccién de la anemia y puede

mejorar el estado nutricional (Narro y Rivero, 2008).
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Esquema 16. Proceso de intercambio de liquidos en la DPCA.

En la DPCA el principal cometido es que el paciente se la practique por el mismo, mediante
técnicas estrictas de asepsia y antisepsia e introduzca en el abdomen 2 litros ¢/6 horas, 7
dias a la semana, todas las semanas del afno (la infusion de los litros de solucion de dialisis
siguiente, son cuando el enfermo se extrajo los 2 litros previos). La DPCA se empled por
primera vez en la préctica clinica en 1975 (Gonsalves-Ebrahim et al, 1982).

En México debido a esfuerzos de equipos de médicos del IMSS que inici6é en 1978. Los
mejores resultados en rehabilitacion, calidad de vida y sobrevida, se obtiene con este

método terapéutico.

18.8.2 DIALISIS PERITONEAL AUTOMATIZADA (DPA) O MECANICA

En esta modalidad se utilizan equipos biomédicos para regular la entrada, estancia, salida y
balance de liquidos de los pacientes, pero el proceso es el mismo y excepto que diminuye el
riesgo de peritonitis, no ofrece otras ventajas.

DP intermitente: realizada con intervalos de tiempo, seglin el estado del paciente, se aplican

de 40 a 60 L/sem, siempre pasar de 2 en 2 litros y se deja en la cavidad peritoneal de 30 a
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60 min. La solucion de DP puede llevar heparina, antibidtico, potasio, otras sustancias

alcalinas, nutrientes, etc.

18.8.3 HEMODIALISIS

La HD se efectia desde 1943, y requiere una via de acceso vascular temporal (subclavia o
yugular) o definitivamente intrinseca (fistula arteriovenosa de Bresia-Cimimo y hay
variantes; o bien la aplicacion de injertos heterdlogos), por medio de la fistula sale y retorna
la sangre al organismo a una velocidad de 200 a 500 mL/min (Esquema 17). La sangre esta
anticoagulada y pasa por una serie de lineas que la lleva a un filtro de superficie variables
de membranas sintéticas como el cuprofan u otros plasticos modificados, para evitar
reacciones de histocompatibilidad, a través de estos capilares del filtro la sangre se pone en
contacto indirecto con las soluciones de dialisis que han sido preparadas con agua ultrapura,
asi como minerales y sustancias buffer en sesiones de 3 a 4 h, calculadas mediante la
formula del KT/V.

La HD se tiene que practicar un minimo de 12 a 15 h en tres sesiones 0 mas por semana, en
la actualidad hay tratamientos modificados como la HD corta diaria o nocturna y la
hemodia-filtracion. Con la HD al igual que con los otros tipos de didlisis no se logra
correccion total de los niveles de urea y otras sustancias toxicas, pero sin un estado de
equilibrio metabolico e hidroelectrolitico; con disminucion de la sintomatologia, menor
riesgo y mejor calidad de vida. Para todos los tratamientos de dialisis se requiere de un
equipo multidisciplinario de técnicos, enfermeras, dietistas o nutridlogos, aunado a
psicologo y psiquiatra y cirujano vascular, todo ello comandado por el nefrélogo
certificado. Aun asi puede haber otras complicaciones como: osteodistrofia renal,
neuropatia periférica, amiloidosis, estados carenciales, depresion, muerte subita e incluso

suicidio.
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Esquema 17. Fistula y cateter.

Los componentes necesarios para realizar la hemodialisis son:

v" Dializador: es un cilindro donde se produce el intercambio de sustancias entre la
sangre y el liquido de dialisis. Estd formado por dos compartimentos separados por una
membrana semi-permeable. En uno de estos compartimentos esta el liquido de dialisis y en
otro la sangre.

v' Lineas de dialisis: Son unos tubos de plastico, de un centimetro de didmetro
aproximadamente, que llevan la sangre del organismo al dializador y viceversa,
constituyendo un circuito continuo de flujo sanguineo que sale y entra al cuerpo.

v' Maquina de dialisis: es un aparato en el que se soportan los elementos descritos
anteriormente, una computadora y un monitor que refleja diversos parametros del

organismo.

18.9 TRASPLANTE RENAL (TR) Y TERAPEUTICAS A FUTURO

El primer trasplante renal en humanos fue practicado en 1933 por el Dr. Voronoy. Esta
experiencia resulto un fracaso total, ya que no se conocian las posibles incompatibilidades y
se trasplantd un rifion del grupo sanguineo B a una paciente del grupo O. Las experiencias

se contintian de forma anecddtica y sin €xito, hasta que aumentan los conocimientos sobre
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inmunosupresion y técnica quirdrgica; en tanto el primer trasplante renal que tuvo éxito se
realizo en 1963 (Gobierno Vasco, 1999).

El trasplante renal es el tratamiento mas completo para la IRC, puede ser donadores vivos
consanguineo o relacionado afectivamente (segin la legislacion de cada pais); o bien
donador cadavérico. El TR puede ser posterior a didlisis o antes de la dialisis. El donante
vivo tiene que ser sano, sin ninguna evidencia de enfermedad renal y absolutamente
altruista. El éxito del TR depende de la histocompatibilidad del donador y de los tiempos de
isquemia fria y caliente, de complicacion inmunosupresora, la que ha pasado del esquema
triple convencional (prednisona, azatioprina, ciclosporina) a una gama amplia y novedosa
de nuevos farmacos y de sustancias inmunoldgicas.

Las posibilidades terapéuticas a futuro como las células troncales (tallo, madre), la
organogénesis, la biogenética y el xenotrasplante, se ven mds lejanas por la circulacion
renal y la composicion de varios tejidos que conforman el rifién sano, la investigacion a
futuro es evitar que el rifion enferme o sufra fibrosis y por ello disminuya gradualmente su
trabajo (Narro y Rivero, 2008).

Las complicaciones y consecuencias de la IRC son: enfermedad cardiovascular, anemia,
acidosis metabolica, desnutricion, desequilibrio hidroelectrolitico, didtesis hemorragica,
manifestaciones dermatoldgicas, la presencia de datos de sindrome urémico y el
hiperparatiroidismo secundario (HPTS) (Nahas y Bello, 2005; KDOQI, 2002).

México en el 2007 tenia alrededor de 28 000 pacientes en didlisis, 84 % en didlisis
peritoneal (primer lugar mundial). El Instituto Mexicano del Seguro Social, al mes de
febrero de 2008, contaba con poco mas de 51 millones de derechohabientes registrados
(CARO, 2008), que generan cada afo aproximadamente 25 millones de consultas de
especialidades, de las cuales 1.5% corresponden a pacientes con IRC (379,281 consultas al
cierre de 2007).

Aproximadamente 86% de los pacientes bajo el esquema de dialisis peritoneal sobreviven a
un afio de haberla iniciado pero, lamentablemente, esta cifra disminuye a 38% a los cinco
afios. Tal wvariacion en las expectativas de vida obedece a diversos factores
socioeconomicos y culturales, asi como a aquellos referidos a las caracteristicas propias del
paciente, la enfermedad y padecimientos coexistentes, como puede ser la edad, presencia de

diabetes mellitus, hipertension arterial, desnutricion y obesidad, inicio tardio del
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tratamiento y eventos de peritonitis, entre otros. (USRDS, 1997; Chatoth et al, 1999;
Ramirez et al, 2006).

La IRC es un problema de salud publica mundial, considerada la epidemia del Siglo XXI,
catastrofica por su impacto en el enfermo, la familia y la sociedad, es vista como el
“Asesino Silente”, que afecta a cinco millones de pacientes mayores de diecisiete afios en

México (Jiménez, 2008).

19. ESTRES OXIDATIVO EN LA IRC

Las primeras evidencias de la oxidacion en nefrologia estdin documentadas en la década de
los 70’s, en relacion con la oxidacion de células sanguineas de la serie roja en pacientes en
HD, en los 80’s en la uremia y en la década de los 90’s en la DP. (Rosenmund et al, 1975;
Kamoun et al, 1981; Girelli, 1992).

En los pacientes urémicos hay aumento de los biomarcadores de oxidacion y disminucion
de antioxidantes con respecto a las personas sanas. AOPPs, peroxidacion lipidica, TBARs,
MDA, 4-hidroxinonenal, oxidaciéon de carbohidratos, oxidacion acidos nucleicos. Y
disminucién de vitamina C, selenio, GPx, SOD, actividad antioxidativa total
(Schonermarck et al, 2006; Ersoy y Dilek, 1999; Witko-Sarsat et al, 1996, Marjani, 2005;
Horoz et al, 2006).

Investigaciones previas en las que se compara a la DP con la HD en la eliminacién de
AGEs y AOPPs se ha constatado que en la HD hay acumulamiento de AGEs e incremento
de AOPPs con respecto a la DP (Witko-Sarsat et al, 1996; Agalou et al, 2003).

CAUSAS DEL ESTRES OXIDATIVO EN LAS PERSONAS CON IRC

Toxinas urémicas
Factores relacionados con la hemodialisis
Estado inflamatorio cronico

Grado de IRC

AN NN

Desnutricion
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Por la introducciéon de altas concentraciones de glucosa en los fluidos de
diélisis (74-214 mM)

Infecciones cronicas

Disminucion de los grupos tiol

La falta de vitaminas A, E, C y selenio

Edad avanzada

Administracion parenteral de hierro sin agentes estimulantes de la
eritropoyesis

Algunas condiciones que hacen que se aumente la produccion de ERO son:
Diabetes, hipertension no controlada, enfermedades autoinmunes e
infecciones (Boulanger et al, 2006; Stepniewska et al, 2006; Gonzélez, 2006;
Agalou et al, 2003.)
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CAPITULO DOS: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS

Si hay mayor activacion de las células del sistema inmune (neutr6filos y monocitos) al paso
de la sangre por las membranas y en el sistema de hemodialisis, entonces habra aumento
en la produccion de especies reactivas, obteniéndose un incremento del estrés oxidativo en

la hemodialisis con respecto a la didlisis peritoneal.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el dano oxidativo en pacientes con insuficiencia renal cronica en distintas
modalidades de diélisis, mediante la determinacion de productos de oxidacidon y agentes
antioxidantes, para conocer en qué modalidad de didlisis existe mayor y menor estrés

oxidativo.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Cuantificar algunos productos de oxidacion (malondialdehido, o6xido nitrico,
productos avanzados de la glicosilacion, productos avanzados de la oxidacion de las
proteinas, carbonilos totales, peroxidos) y antioxidacion (grupos tiol, vitamina C,
capacidad antioxidativa total, y superoxido dismutasa) en cuatro grupos de pacientes
nefropatas distribuidos segin su tratamiento sustitutivo: Didlisis peritoneal continua
ambulatoria, didlisis peritoneal automatizada, hemodidlisis institucional, hemodialisis

subrogada.

2. Cuantificar los productos de oxidacién como malondialdehido, 6xido nitrico, productos
avanzados de la glicosilacion, productos avanzados de la oxidacion de las proteinas,
carbonilos totales y perdxidos en suero de pacientes con insuficiencia renal cronica en

diferentes modalidades de terapia sustitutiva.
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3. Cuantificar los antioxidantes como: grupos tiol, vitamina C, capacidad antioxidativa
total, y superéxido dismutasa en suero de pacientes con insuficiencia renal crénica en

diferentes modalidades de terapia sustitutiva.

4. Identificar el genero del paciente en el que hay mayor y menor estrés oxidativo,
mediante las variaciones en las concentraciones de los antioxidantes y oxidantes de

hombres y mujeres.

5. Identificar el grupo de pacientes, que segun la edad (<25, 25-49 y >49 aios), es el

que estad mas afectado por los radicales libres.
6. Identificar el tratamiento que causa menor y mayor dafio oxidativo, mediante la

deteccion de la modalidad en la que se tiene mayor concentracion de antioxidantes y menor

concentracion de antioxidantes y viceversa.
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CAPITULO TRES: POBLACION, MATERIALES Y
METODOS

1. POBLACION

Para determinar los biomarcadores de estrés oxidativo, se utilizd suero de pacientes con
IRC. Se estudiaron 617 muestras de pacientes derechohabientes con IRC; en dialisis
peritoneal (195 pacientes en la modalidad de DPCA, 114 en DPA) y hemodialis (233 en
HDi, y 75 pacientes en HDs) de los cuales 346 hombres, con edad promedio de 48.4+17.9
y 271 mujeres, con edad promedio de 47.9+18.2. Los pacientes en DP presentaban un
filtrado residual de 3mL/min y los pacientes en HD el filtrado residual era practivamente
nulo (Esquema 18).

Los valores de referencia que se utilizaron para este proyecto, se obtuvieron de un estudio
previo realizado en la UIMEN, en el que se determinaron algunos biomarcadores de estrés
oxidativo en 205 pacientes sanos tanto derechohabientes como de poblacidn abierta con una

edad promedio de 40.9 + 10.8 afios.

Cuadro 10. Valores de referencia para las determinaciones de EO.

Biomarcador Valor de referencia
g Grupos tiol 9.09 —20.39
< ww

AOPPs (uM) 575.52 - 1254.94

AGEs (UAF) 2.85-497
2 MDA (uM) - 04-148
;§ NO (uM) 6.54 - 97.44
5 Carbonilos 68.77 —312.89

(nmol/L)
HyO; (uM) 966.94 — 2536.24
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617 PACIENTES
CON IRC

195 114
DPCA DPA
{41.9-59.3] [ 22-61.8 } [28.6-64.8] [32.1-53.1}

| | | |
v v

[ Filtrado residual de 1 [ Filtrado residual J

3 mL/min nulo

| |
v v
346 271
Hombres Mujeres

v

30.5-66.3 20.7-66.1

Esquema 18. Distribucion de los pacientes con IRC segun terapia, edad, género y filtrado

residual.

De los 617 pacientes incluidos en este estudio, 43% tenian IRC a causa de padecer diabetes,
32% por causa desconocida, 9% por hipertension arterial, 6% por poliquistosis, 5% por
glomerulonefritis, 3 % por uropatia obstructiva, 1% por pielonefritis cronica, 1% por lupus

eritematoso (Gréafica 1).
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Causas de la IRC en 617 pacientes

Nefritis intersticial biopsia =
Pielonefritis cronica ==
Lupus eritematoso =
Uropatia opstructiva ==
Otras =

.2 Glomerulonefritis biopsia =
Rinén poliquistico =
Hipertencion arterial =
Desconocida ==
Nefropatia diabética ==

Etiologia

Numero de pacientes

Grafica 1. Causas de la IRC en los pacientes utilizados en el estudio.

Las muestras de los pacientes tratados con hemodialisis se obtuvieron antes de realizar este
procedimiento, teniendo en cuenta que la HD se realiza 3 veces por semana cuatro horas
por sesion. Para los pacientes en DP la muestra se obtuvieron antes de introducir la primera
disolucion en el dia. Las muestras fueron obtenidas mediante puncidon venosa, se
centrifugaron a 4500 rpm durante 10 min para obtener el suero y asi utilizarlo en diferentes

estudios, el suero se mantuvo congelado a -20 °C hasta el momento de ser procesado.

2. MATERIAL.

Placas transparentes de 96 pozos para lector de ELISA.
Placas oscuras de 96 pozos para lector de fluorescencia.
Gradillas.

Tubos de ensayo 13 x 100.

Tubos eppendorf de 200, 600 y 1000 puL.

AN N N N N

Puntas para micropipetas de 10, 100, 200, 1000 pL.
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Tubos de plastico de 10 y 50 mL.

Pipeta graduada de 10 mL.

Pipetas volumétricas de 5y 10 mL.

Matraz aforado de 5, 10, 25, 50 y 100 mL.
Varillas de vidrio.

Espatula.

Agitador magnético.

Matraz erlenmeyer de 100 mL.

Vasos de precipitado de 5, 10, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL.
Frascos viales transparentes y ambar.
Detergente liquido.

Toallas desechables.

Cajas para almacenamiento de tubos eppendorf.

Vidrio de reloj.

REACTIVOS
Acido tricloroacético (TCA).

Acido tiobarbiturico (TBA).
Malondialdehido.
Sulfanilamida.
N-Naftilendiamino (NED).
Nitrito de sodio (NaNO,).

Naranja de xilenol 3,3-bis (N,N-di(carboximetil)-aminometil)-o-cresolsulfona-

fenoftaleina).

v

NN

Peroxido de hidrégeno.

2,6, Di-terbutil- 4-metilfenol (Hidroxitolueno butilado).
Sulfato de amonio ferroso.

Metanol.

Acido sulfurico concentrado (H,SOy).

Acido ascorbico.
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Fosfato de sodio monobaésico.

Molibdato de amonio.

57,5 Ditio-Bis 2-Nitro-acido benzoico (DTNB, reactivo de Ellman).
Tris.

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA).
L-Cisteina.

N-cloro-p-toluensulfonamida (Cloramina T).
Cloruro de potasio (KCI).

Cloruro de sodio (NaCl).

Fosfato de sodio monobasico.

Fosfato de potasio monobasico.

Acido clorhidrico (HC).

Yoduro de potasio (KI).

Acido acetico concentrado

Acido acetico glacial.

1,2,3 Trihidroxibenceno (Pirogalol).

2-4 Dinitrofenilhidrazina (DNPH).
Etanol.

Acetato de etilo.

Guanidina.

Benzoato de sodio 10 M.

Acido tirico 1 M.

EQUIPO

Lector de ELISA.
Fluorémero.
Termociclador.
Sonicador.
Agitador orbital.
Vortex.
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Termoblock.
Potenciometro.
Microcomputadora.
Microcentrifuga.

Balanza digital.

NN N N N SR

Cronometro.

5. METODOS BIOQUIMICOS

5.1 DESPROTEINIZACION DE LA MUESTRA

Es el paso previo para hacer la determinacion de MDA, NO', capacidad antioxidativa total,
peroxidos. La finalidad que se tiene, es evitar interferencias por los sedimentos que forman
las proteinas al desnaturalizarse y evitar errores al momento de pipetear. Se colocan 200
uL de la muestra en tubos de 600 uL y se anaden 200 uL de écido tricloroacético (TCA)
al 20%, se agita en vortex y se incuba a 4 °C por 10 minutos, posteriormente se centrifuga

a 11000 rpm durante 3 minutos.

5.2 DETERMINACION DE MALONDIALDEHIDO (MDA)

El MDA es uno de los productos finales de la lipoperoxidacién de los acidos grasos
poliinsaturados. A pH 4cido y a temperaturas elevadas reacciona una molécula de MDA
con 2 moléculas de TBA formando aductos de color rosa que se detectan a 532 nm en luz
visible. (Buege y Aust, 1978; Mihara y Uchiyama, 1978). Se prepara una curva de
calibracion con ocho puntos (0-100 uM) con MDA. En tubos eppendorf se colocan 25 pLL
de sobrenadante o del estandar, después se agregan 200 pL de disolucion de TBA al 0.8%
y se agita en vortex. La mezcla de reaccion se incuba a 95 °C/60 min, después a 22 °C/10
min. Finalmente se determina la absorbencia de la curva y de las muestras a 532 nm. Se

obtiene la concentracion de cada muestra con base en los datos de la curva.

61



o COH

Hs
H OH
Y HN A A HH
M —
New | oo =g >
3 M OH o 1|~I S
OH MDA H H
TBA ADUCTO (532 nm)

Esquema 19. Reaccién del acido tiobarbitirico (TBA, con el MDA) producto de
lipoperoxidacion, con la formacién de un aducto cromoégeno, detectable a 532 nm (Tilman,

2005; Yagi, 1998).

5.3 DETERMINACION DE NO

La reaccion de Griess fue descrita en 1879. En este método, el nitrito producido reacciona
con sulfanilamida, en medio acido para formar una sal temporal de diazonio. Este
intermediario reacciona con un agente acoplante N-naftilendiamino (NED), para formar un
compuesto azo estable. La absorbencia de este aducto se lee a 540 nm, la cual, es
directamente proporcional a la concentracion de nitritos en la muestra (Sun et al, 2003).

El 6xido nitrico (NO') es un importante efector fisioldogico y mensajero molécular en
muchos sistemas bioldgicos, incluidos los inmunologicos, neuronales y cardiovasculares.
(Bredt y Snyder,1994; Dawson y Dawson, 1995). Se utilizan 20 pL del estandar o
sobrenadante de la muestra desproteinizada, a la que se le agregan 50 pL sulfonamida al 1
% incubando en oscuridad durante 10 minutos, posteriormente se afiaden 50 uL. de NED
al 0.1 % incubando en oscuridad durante 10 minutos. Ademas se prepara una curva de
calibracion de 8 puntos, de NaNO, de 0 a 100 uM. El estandar y las muestras se analizan a

540 nm. Con los datos de la curva se calcula la concentracion de nitritos en cada muestra.
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Esquema 20. Reacciones quimicas implicadas en la medicion de NO,.

5.4 DETERMINACION DE PEROXIDOS

Esta determinacion se utiliza el método de hierro-naranja de xilenol (FOX), el cual, se basa
en la oxidacion de Fe*"a Fe’” por los peroxidos de la muestra en condiciones acidas. El i6n
férrico se une con el naranja de xilenol (3,3’-bis(N,N-di(carboximetil)-aminometil)-o-
cresolsulfona-fenoftaleina), para formar un complejo colorido que se puede medir a 560
nm. (Jiang et al, 1992; Lee y Halliwell, 2001; Nourooz-Zadeh y Wollff, 1994; Nourooz-
Zadeh et al, 1995)

Fe** + H,0O,———» Fe** + OH + ©OH

Fe’* + xo ——» Fe''--OH
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Se prepara una curva de calibracion de H,O, de 8 puntos de 0-500 uM. A 10 pL del
estandar o de la muestra, se les adicionan 125 pL de disolucién reactiva FOX (9 volumenes
de de hidroxitolueno butilado 4 mM en metanol y 1 volumen de naranja de xilenol 1 mM,
(NH4)2Fe(SO4), 2.56 mM en H,SO4 250 mM) y se agita en vortex. La curva y las muestras
se incuban a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se determina la absorbencia de la
curva y de las muestras a 595 nm. Con los datos de la curva se calcula la concentracion de

perdxidos en cada muestra De esta manera se determinan hidroperoxidos y otros peroxidos

(Pajuelo et al, 2004; PSUC y Judis, 2004; Gray, 1978).

5.5 CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS AVANZADOS DE LA
GLICOSILACION

Debido a que los AGEs son compuestos fluorescentes se determinan mediante un método
fluorométrico con base en el procedimiento de Henle y Munch (Henle et al, 1999; Munch et
al, 1997). El ensayo se lleva a cabo en placas obscuras de 96 pozos (Fisher Scientific,
Hanover Park, IL USA) a 37 °C y se utilizan 5 pL. de muestra en un sistema de dilucion
amortiguado con PBS (pH 7.4), la fluorescencia se mide a la emision méxima de 440 nm y

de excitacién a 350 nm. La intensidad de fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias

de fluorescencia (UAF).

5.6 DETERMINACION DE LA VITAMINA C

Para evaluar la capacidad antioxidante del suero, se utiliza el método descrito por Prieto.
Este método se basa en la reduccion de molibdato (VI) a molibdato (V) por la muestra,
seguido de la formacién un complejo entre el fosfato y el molibdato (V), el cual tiene una
absorcion optima a 695 nm. (Prieto et al, 1999) Para la determinacion, se prepara una
curva de calibracion de acido ascorbico con 8 puntos de 0 a 10 nm, se utilizan 10 pL de la
muestra o del estardar mas 10 uL de agua BD los cuales se colocan en un tubo eppendorf
que contienen 200 pL de disolucion reactiva (0,6 M de acido sulfurico, 28 mM fosfato de
sodio monobésico y 4 mM de molibdato de amonio). Después se incuba a 95 °C durante 90

minutos. Tras la primera incubacion, se deja enfriar durante 10 minutos a temperatura
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ambiente, posteriormente se determina la densidad optica a 695 nm. La actividad
antioxidativa se determina en términos de acido ascorbico mmol/ mL de suero. Con los

datos de la curva se calcula la concentracion de vitamina C en cada muestra.

5.7 DETERMINACION DE GRUPOS TIOL (GLUTATION) SULFHIDRILOS
TOTALES EN SUERO

La cuantificacion del glutation total se analiza mediante el reactivo de Ellman (DTNB; 5°

5’ Ditio-Bis 2-Nitro-acido benzoico) de acuerdo con el procedimiento de (Gallardo, 2007).
Este método se basa en la reaccion estequiométrica entre DTNB y los SH de acuerdo a la

siguiente reaccion (Habeeb, 1966):

S NO, P-$-S NO,

+ P-SH —

COO" COO"
S NO, s NO,
Sulfhidrilos
CcOO" cCoo"
DTNB (A max =412 nm)

Esquema 21. Reaccion entre el DTNB y los grupos tiol.

Primeramente se prepara una curva de calibracion con ocho puntos de 0 a 100 uM de L-
Cisteina, las muestras y la curva de calibracion se tratan de la misma manera, en donde se
colocan 12.5 pLL de DTNB (reactivo de Ellman), 25 pL de buffer Tris-EDTA pH 8.2. y 210
pL de H,O BD y se determina la primera lectura a 412 nm. Tras la lectura se incorporaron
2.5 pL del estandar o del suero, segun el sistema (agitando) e inmediatamente se realiza la

segunda lectura a la misma longitud de onda.
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5.8 DETERMINACION DE PRODUCTOS AVANZADOS DE LA OXIDACION DE
PROTEINAS

En la determinacion de AOPPs se estima el grado de oxidacion de proteinas en el suero de
los pacientes con IRC, esta oxidacién es causada por el acido hipocloroso (HOCI)
producido por neutrofilos y macrofagos, el cual, modifica las proteinas (Iwao et al, 2006).
En condiciones acidas los AOPPs reaccionan con el ioduro formando el I, el cual se
detecta a 340 nm. La concentracion de AOPPs es expresada en micromoles por litro
(umol/L) de cloramina T (estandar) (Metteuci et al, 2001).

Se elabora una curva de calibracidon con ocho puntos (0-100 uM) de cloramina T. Para el
sistema de la muestra, se utilizan 20 pL. de suero mas 80 pL de PBS pH=7.4; sin embargo,
para el sistema de la curva, se requirieren 100 pL de cloramina T. A ambos sistemas se les
afiaden 5 pL de KI y 10 pL é4cido acético concentrado. La absorbencia se obtiene leyendo

a 340 nm inmediatamente después de haber agregado el acido acético. (Kalousova, 2002;

Witko-Sarsat et al, 1996; Witko-Sarsat et al, 1998)

5.9 CINETICA DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA POR EL METODO DE
PIROGALOL

Para determinar la actividad enzimatica de la SOD se necesitan 2 sistemas de reaccion, uno
para la muestra y otro para el control; el sistema control contiene 290 pL de buffer Tris (50
mM) - EDTA (ImM) pH 8.5, el sistema de la muestra 280 pL del mismo buffer, mas 10
pL de suero. Después a cada sistema se afiaden 10 pL de disolucion de pirogalol (20mM) y
a los 90 segundos de haberse incorporado se realizan 7 lecturas a 420 nm cada 10 segundos
(Jyothi et al, 2008), para el calculo de la actividad enzimatica se utiliza la siguiente

ecuacion:

Unidades de SOD/3 mL disolucion de reaccion = ((A-B) * 100)/(A*50)

Donde:
A - Absorbencia del control de lectura

B - Lectura de absorbencia de la muestra
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Definicion de unidad: una unidad de SOD se describe como la cantidad de enzima
necesaria para producir el 50% de inhibicion de la autooxidacion del pirogalol por 3 mL de
mezcla de ensayo.

Unidades x 10 = Unidades / mL de muestra

5.10 DETERMINACION DE CARBONILOS TOTALES (OXIDACION DE
PROTEINAS)

Esta determinacion se lleva a cabo con base a la reactividad de los grupos carbonilo con 2-4
Dinitrofenilhidrazina (DNPH), para formar hidrazonas de proteina, las cuales absorben a
370 nm. (Reznick y Packer, 1994 ; Levine et al, 1994; Dalle-Donne et al, 2003).

Se corren de manera simultanea dos alicuotas de la muestra del mismo paciente en la cual
una de ellas funge como blanco (sin DNPH) y la otra como muestra colorida (con DNPH)
al final ambas muestras son lavadas tres veces con una mezcla de etanol-acetato de etilo
para remover el DNPH libre y finalmente se utiliza guanina 6 M en medio acido para
renaturalizar el sedimento de proteinas, y 200 puL de esa disolucion se lee a 370 nm.

Para calcular la cantidad de grupos carbonilo se utiliza el coeficiente de absorcion de la 2-4
Dinitrofenilhidrazona (22,000 M cm™) siguiendo la ecuacion de Lambert y Beer. (Reznick
et al, 1994; Levine et al, 1994).

Carbonilos Totales (nmol/mL) = (AC/E*)*(volumen de guanidina en pL/ volumen de la
mezcla de reaccion al momento de la lectura en pL)

AC (Absorbencia corregida) = Si-Ti

Si— Muestra de suero con DNPH

Ti— Muestra de suero sin DNPH

& — Coeficiente de extinciéon molar de DNPH
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H,N—NH, H,N—N=C
R H+ R
NO, T o——c — NO, tOHO
R’
O,N O,N
DNPH Proteina - Hidrazona

Esquema 22. Reaccion de la 2-4 dinitrofenilidrazina y el grupo carbonilo.

5.11 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL EN
SUERO

La capacidad antioxidativa total es la determinacion que evaltia la capacidad de los
antioxidantes en el suero del paciente para neutralizar el radical hidroxilo. Esta
determinacion se basa en la reaccion del complejo Fe-EDTA con el peroxido de hidrogeno
mediante un tipo de reaccion Fenton, dando lugar a la formacién del radical hidroxilo, esta
especie reacciona con el benzoato de sodio, resultando sustancias reactivas al &cido
tiobarbittrico (TBARS), las cuales al afiadir la muestra son inhibidas por los antioxidantes
del suero. Esta reaccion es medida por espectrofotometria y la inhibicion de color se define
como actividad antioxidante total del suero. (Koracevic et al, 2001). Cada muestra (Al)
tuvo su propio control (A0), muestra blanco. Por cada serie de anélisis se afiade un control
negativo (K1 y KO) que se prepara igual que Al y A0 pero sin suero y se remplaza por
PBS. El estandar es el 4cido urico 1M, del cual se afiaden 5 pL al sistema UA1 y al sistema
UA2. A todos los sistemas se afiaden 245 pL. de PBS pH 7.4, posteriormente 250 pL de
Benzoato de sodio 10 mmol/L. Sélo a los sistemas A0, KO y AUO se les afiaden 500 pL de
acido acético al 20%. Nuevamente a todos los sistemas se les afiade 100 pL Fe-EDTA y
100 uLL H>O, 10 mmol/L incubando a 37 °C/60 min. Luego a los sistemas Al, K1 y AUI
se les afiade 500 pL de acido acético al 20%. Finalmente a todos los sistemas se les
incorporaron 500 pL. de TBA al 0.8 %, se incuban a 100 °C/10 min, después a 4 °C/ 10 min

y se leen a 532 nm. La actividad antioxidante total se determina con la siguiente formula:
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AAOx (mmol/L) = (CUA) * (K - A)) / (K - AU)

Donde:

K = absorbencia del control (K1 — KO0)

A = absorbencia de la muestra (A1 — AO)

UA = absorbencia de la disolucion de acido urico (UA1 — UAO)

CUA = concentracion del acido arico en mmol/L

6. ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 el andlisis de varianza multiple de una sola via (ANOVA) y se realizé un prueba
a posteriori (T de Tuckey) para la pruebas paramétricas, y la prueba de Mann-Whitney para
las pruebas no paramétricas. Se considero significativo un valor de p < 0.05. Estos calculos

se realizaron utilizando el software Prisma GraphPad Prism 4.0.
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CAPITULO CUATRO: RESULTADOS

Los resultados estan divididos en cuatro apartados numerados, en el primero se compara la
DP con la HD, en el segundo las cuatro modalidades de dialisis (DPCA, DPA, HDi y HDs),
en el tercero la edad del paciente y finalmente el género del paciente nefropata.

Las lineas semicontinuas horizontales, mostradas en algunas graficas, indican el intervalo
de la concentracion (valor de referencia) en las personas sanas; en la parte inferior de cada
grafica se encuentra un cuadro en el que esta el valor de las diferencias significativas entre

los grupos de cada grafica.

1. RESULTADOS DE LOS BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN
EL TRATAMIENTO SUSTITUTIVO DE LA FUNCION REAL (DIALISIS
PERITONEAL: DPCA, DPA) Y (HEMODIALISIS: HDi, HDs).

Cuadro 11. Resultados de los biomarcadores de estrés oxidativo donde hay diferencias

significativas entre DP y HD.

TRATAMIENTO
DP HD
AGEs v A
(UAF) 11.61 £0.25 14.06 +£ 0.26
P <0.001
Vitamina C A v
(mM) 1.28 +£0.05 0.94 +0.05
P <0.001

Los valores estan expresados como media + EE (intervalos de confianza al 95%); DP, dialisis peritoneal; HD,
hemodidlisis; | Producto de la oxidacién; [ ] Antioxidante; A, Concentracion alta; ¥, Concentracion baja.
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1.1 PRODUCTOS AVANZADOS DE LA GLICOSILACION

AGEs

11.61+40.25

UAF
:

Modalidad
Grafica 2. Productos avanzadospgedayglicosilacion segiip €lptgatamiento sustitutivo de la

funcion renal.

Prueba de comparacion | Valor de
multiple Tukey P

DP vs HD P <0.001

Los pacientes tratados con HD presentan un aumento significativo (P <0.001) de AGEs en

comparacion con los tratados con DP.
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1.2 VITAMINA C

Vitamina C
s 1.4+ 1.28+0.05
Lo
€ 1.24 Y,
8 204 0.94+0.05
o]
5 0.8+
&2 0.6-
g 0.4+
© 0.2+ /
<
0.0~ 2
DP HD
Modalidad

Grafica 3. Vitamina C segun elyatggpgpto sustitutiyodg kpiuncion renal.

Prueba de comparacion | Valor de
multiple Tukey P

DP vs HD P <0.001

Los pacientes nefropatas tratados con DP tienen un aumento significativo de ascorbato

(P <0.001) respecto a los tratados con HD.

No existen diferencias significativas entre la DP y HD en las determinaciones de estrés
oxidativo para la SOD, grupos tiol, actividad antioxidativa total, carbonilos, 6xido nitrico,

peroxidos y AOPPs.
2. RESULTADOS DE LOS BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN

LOS TRATAMIENTOS DE SUSTITUCION DE LA FUNCION RENAL (DPCA,
DPA, HDi y HDs).
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Cuadro 12. Resultados de la comparacion en los 4 tratamientos de sustitucion de la funcion

renal en los biomarcadores de estrés oxidativo.

BIOMARCADORES

Carbonilos
(nmol/L)

Peroxidos
(LM)
Nitritos (NO")
(LM)

AGEs
(UAF)

MDA
(uM)

AOPPs
(M)

SOD
(U/mL)

AAox ttal
(mM)

Vitamina C
(mM)

Grupos tiol (Glutation)
(uM)

DPCA

v
56.51 + 14.30

vy
3915 +£230.90

A
7.411 +0.86

vy
11.51+£0.35

v
10.82 £ 0.70

vy
72.62 +2.86

AA
9.99 +0.45

vy
5.53+0.40

AA
1.41+0.07

A
8.76 + 0.49

TRATAMIENTO
DPA HDi HDs
A AA vy
62.37+£19.66 | 78.10£17.90 @ 42.44+16.75
A AA v
4476+282.60 | 4670+224.5 | 4268+429.90
v vy AA
5.653+1.26 5.03+0.58 7.76£2.10
v AA A

11.78 £0.33 1432+0.33 | 13.23+0.34

DPCA vs HDi P <0.001
DPCA vsHDs P <0.05
DPA vs HDi P <0.001

vy A AA
10.69+0.89 | 11.08+0.68 15.67+1.58

DPCA vsHDs P <0.05
DPA vs HDs P <0.05
HDivs HDs P <0.05

AA A \4
86.98 434 | 8548 +3.46 | 7894+5.10

DPCA vs DPA P <0.05
DPCA vs HDi P <0.05

A v vy
9.34+0.54 9.12+0.35 8.21+0.59
AA v A
6.60+0.50 5.94+0.55 6.34+0.61
A vy v

1.00 = 0.07 0.94 +0.05 0.96 £0.10

DPCA vs DPA P <0.001
DPCA vs HDi P <0.001
DPCA vs HDs P <0.01

vy AA \4
5.04 +0.39 8.83 +£0.37 5.27+0.52

DPCA vs DPA P <0.001
DPCA vsHDs P <0.001
DPA vs HDi P <0.001
HDivs HDs P <0.001

Los valores estan expresados como media = EE (intervalos de confianza al 95%); DPCA Dialisis peritoneal
continua ambulatoria; DPA Dialisis peritoneal automatizada; HDi  Hemodialisis institucional; HDs
Hemodialisis subrogada; Productos de la oxidacion y oxidantes : Antioxidante [ ] ; A Concentracion

alta; ¥ Concentracion baja.
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Hay diferencias significativas en AGEs, MDA, AOPPs, vitamina C y grupos tiol.

2.1 PRODUCTOS AVANZADOS DE LA GLICOSILACION

'_'3,'5
’L@ %b(
,\Q‘
2>~
14+ 5 N>
RS ——
124
10+
< 8
=)
6 N D Y
4=
N | N TP
0-
CAPD APD HDi HDs

Tratamiento
Grafica 4. Productos avanzados de la glicosilacion respecto al tratamiento.

Parameter | Pprueba de cofpiftacion AP alor deHDi HDs
Tukey's Multiple Comparison Tﬁﬁltlpﬁ@%ﬂ!&‘ q P P value 95% CI of diff
CAPD vs APD 2678 o022 .05 -1.647 to 1.112
CAPD vs HDi DPCANsHDi o J5<0. 9040 001 -3.953 to -1.682
CAPD vs HDs DPCA1vg1IdDs 3.97® < (M5 0.05 -3.309 to -0.1296
APD vs HDi DPA Ysbﬁl ; 7. 0L1§< §O<1U .001 -3.887to-1.212
APD vs HDs 1452 32068 -3.191 t0 0.2878

HDi vs HDs 1.098 2.598 P> 0.05 -0.4555 t0 2.651

Los pacientes tratados con DPCA tienen una disminucion significativa de AGEs en
comparacion con la HDi (P < 0.001) y la HDs (P < 0.05). Los pacientes con tratamiento de
HDi presentan un aumento significativo de AGEs (P < 0.001) con respecto a la modalidad

de DPA.
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2.2 MALONDIALDEHIDO

1.48

CAPD  APD HDi HDs
Tratamiento

Grafica 5. Malondialdehido con respecto al tratamiento.

Parameter Value APD HDi HDs
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g P value 95% CI of diff
CAPD vs APD Prueba de @diparacior0. 1424lor Be> 0.05  -3.163 to 3.418
CAPD vs HDi multiple Zﬁﬂ&:y 0. ’3748 P P >0.05 -2.8161t0 2.295
CAPD vs HDs 4,45 < 0.05 -8.852to -0.8466
APD vs HDi ngém,.,;:‘g_, i g;;ah.r.m.\;. 0800w 35eH to 2.788
APD vs HDs o DPAsiDs 4 gy Q'Qﬁ5< BR2 -9:492 to -0.5519
HDi vs HDs “HDi 2@‘3‘3@‘5 4318 <0.65<[0.05 -8.498 to -0.6795

El tratamiento de HDs presenta un aumento significativo respecto a las otras modalidades

de tratamiento sustitutivo de la funcion renal DPCA, DPA y HDi con un valor de P<0.05.
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2.3 PRODUCTOS AVANZADOS DE LA OXIDACION DE PROTEINAS
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Grafica 6. Prosijgteataranzados de la ogiglacion deapreteinas gon respecto ajyfgatamiento
susﬁ%ﬁ¥/|8 Méjlﬂ{)ﬁlﬁ:&%?gﬁgp Test Mean Diff. ¢ P value 95% CI of diff
CAPD' vs APD '

CAPD vs HDi
CAPD vs HDs
APD vs HDi
APD vs HDs
HDi vs HDs

-14.36 3.687 P<0.05 -28.68to-0.04118
-12.86 4.015 P<0.05 -24.64to0-1.084
-6-319 1-295 P>0.05- -22.96to 10.33

Prueba de gomparaciong 3gs&Valerde Bs  -12.40 to 15.40
multipkdiukey  1.624 P >0.05 -10.17to 26.25

DPCAGR4HPA 1477 p PE@s05 -9.742 to 22.83
DPCA vs HDi P <0.05

En modalidad de DPCA hay una disminucion significativa de AOPPs en comparacion con

la DPA y HDi con un valor de P <0.05.
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24VITAMINA C

CAox Vit. C

1.41407
S 144
E 124 1.0040.07 0.960.10
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CAPD APD HDi HDs

Gréfica 7. Vitamina C con respecto ldlatafii@Bh@ sustitutivo de la funcion renal.

Parameter | pryeba de coffifySracion AP Pvalor d&P! HDs
Tukey's Multiple Comparison Tﬁﬂltlﬂ@%ﬁé@/ q IP value 95% CI of diff
CAPD vs APD 5588 P<0.:001 0.1403to0 0.6810
CAPD vs HDi DPCA)BPA g a4 <O0% 001 0.2667 to 0.6866
CAPD vs HDs DPCX.4599Di 5.09P < 0R060.01 0.1270 to 0.7847
APD vs HDi DPCAU ggqqﬁs U 9. 30? < 6610 .05 -0.1949 to 0.3270
APDvsHDs /004821 0457 B>0.05 -0.3183 to 0.4087
HDi vs HDs -0.02082 0.2384 P >0.05 -0.3420 to 0.3004

Los pacientes nefropatas que estan en la modalidad DPCA tiene un aumento significativo
de vitamina C con respecto a las otras terapias de reemplazo renal: para DPA y HDi

(P <0.001)y parala HDs (P <0.01).
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2.5 GRUPOS TIOL

L-Cisteina (uM)
[N
N

Tratamiento

Grafica & {arnpes tiol con respecto\al fratamienip gustitutiygyde la funcionpgnal.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value
CAPD vs APD 3.719 7.844 P <0.001
CAPD vs HDi Prueba de c8@pizdcion 0.182BaloPde 0,05
CAPD vs HDs multip@4Qkey 6389 PP <0001
APD vs HDi -3. 790 8.249 ir <0001

<
APD vs HDs DPCA X DRA  Lahas 00915 o
HDi vs HDs DPCAgzweHDs 6,678 <0.8Ql0 001
DPA vs HDi P <0.001
HDi vs HDs P <0.001

95% CI of diff
1.976 to 5.462
-1.506 to 1.364
1.483 to 5.500
-5.480to -2.101
-2.426 t0 1.970
1.600 to 5.525

En el tratamiento con DPCA y HDi hay un aumento significativo de grupos tiol en

comparacion DPA y HDs con un valor de P < 0.001.

En los carbonilos, peroxidos, nitritos y en la actividad antioxidativa total no hay diferencia

significativa entre las cuatro modalidades comparadas DPCA, DPA, HDi y HDs.
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3. RESULTADOS DE LOS BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN
LOS DIFERENTES GRUPOS DE EDAD DEL PACIENTE NEFROPATA.

Cuadro 13. Resultados de los distintos biomarcadores de estrés oxidativo en los diferentes

grupos de edades de pacientes nefropatas.

BIOMAR- EDAD DEL PACIENTE (ANOS)
CADORES <25 25-49 >49
Carbonilos A v

(nmol/L) 1450+ 1114 | 5637+11.98 | 60.30+2.14
H,0, A v 4431 +
(LM) 4707 +427.00 | 4111 +213.90 188.00
MDA A v
(uM) 13.51 + 1.41 10.90 +0.73 11.15 +0.54

AOPPs A v
(uM) 87.59 + 5.08 79 +£3.16 80.53 +2.67

A v
AGEs 14.54 + 0.54 13.39 +0.32 12.06 + 0.25
(UAF) <25vs>49 (P<0.001)
25-49vs>49 (P<0.01)
v A
Nitritos (NO') | 2.40 = 0.80 8.85+0.99 533 +0.53
(uM) <25vs25-49 (P <0.001)
25-49vs>49 (P<0.01)
SOD v A
(U/mL) 8.36 + 0.65 8.98 +0.38 9.87 +0.32
Grupos tiol v A
(Glutatién) 7.68 +0.55 7.38 +0.40 7.87 +0.34
(1M)
v A
Vitamina C 0.60 + 0.60 1.10 + 0.06 1.24 £0.05
(mM) <25vs25-49 (P<0.001)
<25vs>49 (P <0.001)
AAox ttal A v
(mM) 7.57 +0.56 4.93 +0.34 6.14 + 0.50

<25vs 2549 (P<0.05)

Los valores estdn expresados como media + EE (intervalos de confianza al 95%); A Concentracion alta;
V Concentracion baja.
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3.1 PRODUCTOS AVANZADOS DE LA GLICOSILACION

AGEs

16+ 14.5440.54
14+ : 13.3940.32

12.0640.25

. 4.97

Y =9 gc

<25 25 - 49 > 49
Edad (Afos)
Grafica 9. Productos avanzados de la glicosilacion con resgectf)zaolél edad del paciente con

Media 14.54 13.3
IRC. Error estandar  0.54 032 025
Parameter Vaiue ., 25-493 > 49 > 50
Tukey's Multiple ComparisoFFR&de pRIRRFion Vvaloer alle  95% ClI of diff
<25vs 25 - 49 multiple,fukey 5200 Ppsoos  -0.3062 t0 2.593
< 25vs > 49 <25 43N9 5.008 < 0.9(40.001  1.094 to 3.863
25 - 49 vs > 49 1,335 4686  P=001 0.3811 to 2.289
25-49 vs > 49 P <0.01

Los pacientes mayores de 49 afios tienen una disminucién significativa de AGEs con

respecto a los pacientes menores de 25 (P <0.001) y entre 25-49 (P < 0.01) afios de edad.
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3.2NITRITOS

NO-
100M, & s e e e e s e e e s e 97.44
90+
80
S 70-
2 60+
S 50
o
> 40-
S 301
ig: 2404080 022099 533.953
o)~ Emmis - R T " 652
<25 25 - 49 > 49
Edad

Grafica 10. Nitritos con respecto a la edad del paciente nefropata.

Parameter Value 25-49 > 49 > 50
Tukey's Multiple Comparipfehastie cMﬁﬁthiigién d Valor Qepue 95% CI of diff
<25vs 25-49 mﬁltipléeﬁﬁgey 6.443 P <0.001 -9.808to -3.097
<25vs>49 2033 HETS P—=0105 -6.131 to 0.2653
25 - 49 vs > 49 <25vs23109 5015 <0891 1167105.872
25-49vs 350 P <0.01

Los pacientes con edad entre 25-49 afios tiene un aumento significativo en la concentracion
de nitritos con respecto a los menores de 25 afios (P <0.001) y con los mayores de 49 afios

de edad (P<0.01).
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3.2VITAMINAC

Vitamina C

S 14 1.2440.05
E 1o 1.100.06 =
N . ﬂ—
S 1.0-
o)
5 081 0604006
O 06 o
) . e
(4]
-8 04'
S 0.24
< 0o0-

<25 25 - 49 > 49

Edad (Afos)
Grafica 11. Vitamina C con respecto a la edad del paciente.

Parameter Value 25-49 >49 >50
, . — S — — __ 0 .
Tukey's Multiple Compaﬁ%lablfate Cd\fﬁggrbfgfén q Valor fovalue 95% ClI of diff
<25vs 25 - 49 malti le_g' 23 6.385 p P<0.001 -0.7659 to -0.2388
<25 vs > 49 PIBEY 8565 © P<0.001 -0.8988to-0.3934
25-49 vs > 49 <25 vs-0543D 2.7k 0.0pP 0.05 -0.3220 to 0.03451

SEans” 4 060 | P15 909}

Error estandar 0.061 0.06 0.05
Los pacientes menores de 25 afios, tiene una disminucion significativa de  vitamina C

(P < 0.001) en comparacion con los pacientes de edad entre 2549 y los mayores de 49

anos.
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3.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDATIVATOTAL

Actividad antioxidativa total

9 7.5740.56
8 - —
7. 1 6.1440.50
1420,
= 67 4.9340.34 ——
—_ 5 M Y Y I — s
o RIZTIR
£ 4] B
] S
%0262 %%
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<25 25 - 49 > 50

Edad (Afos)

Grafica 12. Capacidad antioxidativa total con respecto a la edad de los pacientes con IRC.

Parameter Value 25-49 > 50 > 50
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g P value 95% ClI of diff
<25VS 25 - 4peha de comparacifrmultiple Tﬁké§ Valsdidp | 0-4915 to 4.788
<25vs350 1438 2.35% P>0.05 -0.6070 to 3.482
25 - 49 vs 3 50 <25vs 2549 2648 | PSBB8 | 2723t00.3192
Media 7.573 4934  6.136

Hay un aumento signiﬁcativ%l% g%sqﬁ%%ﬁﬁdacb%%ld@tg\&%otab%@s pacientes (P<0.05)

menores de 25 afos en comparacion con los que tienen entre 25-49 afios de edad.

4. RESULTADOS DE LOS DIFERENTES BIOMARCADORES DE ESTRES
OXIDATIVO EN EL GENERO DEL PACIENTE NEFROPATA.

No hay diferencias significativas en los productos de la oxidacion ni en antioxidantes, sin

embargo, en la siguiente tabla estan los resultados de cada determinacion.
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Cuadro 14. Resultados de los biomarcadores de estrés oxidativo con respecto al género del

paciente nefropata.

BIOMARCADORES

Carbonilos
(nmol/L)
H»0,
(uM)
AGEs
(UAF)
MDA
(uM)
AOPPs
(uM)
Nitritos (NO")
(uM)
SOD
(U/mL)
Vitamina C
(mM)
AAox ttal
(mM)

Grupos tiol
(Glutation) (UM)

A Concentracion mayor; ¥ Concentracion menor; M, Mujeres; H, Hombres;

oxidantes; [_], Antioxidantes.

GENERO DEL PACIENTE

M
A

67.74 £15.29

A

4459 +£211.50

v
12.38 £0.26

v
11.21 £0.59

A
84.22 £3.07

v
5.539+0.61

v
9.125+0.35

v
1.078 £ 0.05

A
6.00 = 0.31

A
7.738 £ 0.35

H
\4

57.15+ 0.65

v

4269 + 174.80

A
13.18 £ 0.26

A
11.50 £0.60

v
78.26 +£2.37

A
6.614 £0.67

A
9.529 +0.31

A
1.128 £0.05

\4
5.88+0.47

v
7.628 £0.32

, Productos de la oxidacion y
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CAPITULO CINCO: DISCUSION

El estrés oxidativo ha surgido en los ultimos afios como una caracteristica constante en la
IRC. En diversos informes se ha publicado que los pacientes con IRC hay aumento en los
marcadores de la oxidacidon de proteinas (AOPPs), peroxidacion lipidica (TBARS, MDA,
4-Hidroxinonenal, LDL oxidados, etc.), asi como de la oxidacion de carbohidratos y acidos
nucleicos en comparacion con las personas sanas y también una disminucion de los niveles
de vitamina C, selenio, GPx , SOD y de la actividad antioxidativa total (Schonermarck, et
al, 2006; Ersoy y Dilek, 1999; Witko-Sarsat et al, 1996; Marjani, 2005; Horoz et al, 2006).
Se conoce que los AOPPs en los pacientes nefrdpatas tratados con hemodialisis son mas
elevados que en los pacientes en DPCA (Witko-Sarsat et al, 1996). Y que la hemodialisis
solo tiene un limitado y transitorio efecto benefico sobre la situacion redox de los grupos
tiol de las proteinas plasmaticas al presentar un aumento significativo en plasma de
proteinas tiol después del procedimiento de hemodialisis en comparacion con el periodo de
predialisis (Himmelfarb et al, 2004).

Los pacientes con IRC tratados con hemodidlisis son los que presentan mayor cantidad de
AGEs y menor concentraciéon de vitamina C que los pacientes tratados con didlisis
peritoneal, posiblemente por dos principales razones: 1) hay acumulamiento de AGEs
debido a que la DP elimina en mayor cantidad los AGEs que la HD, es decir, que en la DP
se encuentran en menor cantidad al medirlos en el suero (Agalou et al, 2003). 2) porque en
la HD hay mayor produccion de ERO a causa de extraer la sangre y activar neutrofilos y
monocitos; evento que no ocurre en la DP, a menos que exista algin proceso infeccioso o
inflamatorio. La baja concentracion de vitamina C se debe quiza a que en la HD hay mayor
pérdida de moléculas de baja masa molecular. Hasta el momento se ha demostrado que en
la. HD hay mayor estrés oxidativo que en la DP, pero entre las dos hemodialisis
(institucional y subrogada) en la que hay mayor produccion de ERO es en la HDs porque
los pacientes tratados fuera del IMSS presentan mayor concentracion de MDA marcador
que indica que las ER atacaron las insatauraciones de los lipidos de la membrana celular;
por tener menor cantidad del antioxidante glutation en comparacion con los pacientes
tratados con HDi. La modalidad de dialisis en la que hay menor estrés oxidativo es la

DPCA puesto que hay menor evidencia de la produccion de ERO, al presentar los pacientes
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niveles bajos de AGEs en comparacion con la HDi y la HDs; al tener menor concentracion
de AOPPs comparada con la DPA y la HDi indicando con esto que hay menor alteracion de
proteinas causada por el 4acido hipocloroso (HOCI) producido por neutréfilos y macréfagos
(ICAO, et al, 2006; Zalba et al, 2006).

Los pacientes en DPCA presenta mejor estado antioxidante por tener niveles altos de
grupos tiol en comparacion con la DPA y la HDs; y por ser la terapia de remplazo renal en
la que hay mayor concentracion de ascorbato, por tanto, es mas probable que se eliminen
las ERO principalmente (O, y ‘'OH) (Locatelli et al, 2003), ademas, es importante
mencionar que los pacientes en esta modalidad tenian un filtrado residual de 3 mL/min
comparado con los pacientes en HD que tenian un FR nulo.

Los pacientes menores de 25 afios tienen un aumento significativo de AGEs con respecto al
grupo mayor de 49 afios; en cuanto a los antioxidantes, los pacientes menores de 25 afios
presentan una menor concentracion significativa de acido ascoérbico en comparacion con
los mayores de 49 afios y los de edad entre 25 y 49 afios. Ademads son el grupo que presenta
menor actividad de SOD, sin embargo, los pacientes menores de 25 afos son los que

presenta mayor actividad antioxidativa significativa comparada con los pacientes con edad
entre 25-49 anos, tedricamente son los que probablemente podrian neutralizar al ‘OH y asi

evitar la lipoperoxidacion, lo cual no significa que no tengan esa facultad, lo que sucede es
que la peroxidacion no solo se lleva acabo por el radical hidroxilo, en tanto, al revisar los
resultados de MDA, nos indica que son el grupo que tiene mayor peroxidacion de lipidos,
de esta manera, se sustenta que el tener la capacidad sistémica de anular el ‘OH no evita el
estrés oxidativo sistémico. Por lo tanto, el grupo de pacientes menores de 25 afios es en el
que hay mayor estrés oxidativo, lo cual ocasiona que el NO' disminuya significativamente

en los pacientes menores de 25 afios en comparacion con los pacientes de edad entre 25-49
afios de edad. En condiciones de aumento de estrés oxidativo, el NO' baja, provocando la

inhibicion de las enzimas citocromo P450 dependientes favoreciendo la produccion de
moléculas vasoconstrictoras, inflamacion, dafio vascular y de funcion renal (Modlinger, et
al, 2004).

A pesar de no existir diferencias significativas en 4 biomarcadores de oxidacion

(carbonilos, perdxidos, malondialdehido y AOPPs) entre los tres grupos de pacientes de
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diferentes edades; en los pacientes menores de 25 afos hay mayor concentracion de estos
compuestos en comparacion con los pacientes en edad entre 25 y 49 aos.

Los pacientes mayores de 49 afios presentan una disminucion de AGEs y un aumento
significativo de vitamina C en comparaciéon con los menores de 25 afios. Ademas, los
pacientes mayores de 49 afos tienen una mayor concentracion de grupos tiol y mayor
actividad de la enzima SOD en comparacidon con los pacientes menores de 25 afios. Por
tanto, al ser el grupo de pacientes que tiene mayores concentraciones de antioxidantes y
menores concentraciones de productos de la oxidacion, se tiene que son el grupo que posee
menor estrés oxidativo, siguiéndole el grupo de pacientes entre 25 y 49 afios de edad. El
aumento de ERO en los pacientes menores de 25 afios se puede deber a tres posibles
razones: 1) el sistema inmune estd mdas activo por la presencia de AGEs los cuales al
interaccionar con sus receptores activan las células inmunitarias haciendo que se produzcan
ERO y ERN, 2) por desplazarse o tener mayor movilidad aumenta la demanda de O, y al
tener perdida y alteraciones celulares en el rifidon, se aumenta la generacién de ERO a nivel
mitocondrial , 3) finalmente porque las personas menores presentaban menor filtrado
residual comparado son las personas mayores de 49 afios.

En este estudio se encontrd que los pacientes con IRC, no existen diferencias significativas
en ninguno de los 10 biomarcadores de estrés oxidativo con respecto al género, por tanto,

la produccion de ERO y ERN no esta relacionada con el sexo de los pacientes nefropatas.
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CAPITULO SEIS: CONCLUSION Y PERSPECTIV A

1. CONCLUSION

Del presente trabajo se puede concluir que el tratamiento que causa mayor producciéon de
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno es la hemodidlisis subrogada y en menor
cantidad la hemodialisis institucional, la dialisis peritoneal continua ambulatoria es la
terapia de sustitucion renal en la que hay menor estrés oxidativo; sin embargo, no significa
que la hemodialisis subrogada es la menos conveniente para los pacientes con insuficiencia
renal crénica, ni que la didlisis peritoneal continua ambulatoria es la mejor, simplemente,
en estos resultados probablemente influyeron las condiciones de lo pacientes en cada
modalidad. El aumento de las especies reactivas en los pacientes en hemodialisis es
causado por la activacion de las células del sistema inmune al paso de la sangre por la
membrana y el sistema de hemodialisis y de esta manera se genera aumento de estrés
oxidativo en la hemodidlisis con respecto a la didlisis peritoneal.

Los pacientes menores de 25 afios de edad, es el grupo que se encuentra mas afectado por el
aumento de especies reactivas y por la disminucion de antioxidantes, en sentido opuesto,
los pacientes nefropatas mayores de 49 afios de edad, son los que tienen menor dafio
oxidativo, probablemente por tener mayor filtrado residual.

Finalmente, no existen variaciones significativas en los antioxidantes y oxidantes de

acuerdo al género.

2. PERSPECTIVA

Debido a que se conoce que la didlisis peritoneal continua ambulatoria es la modalidad en
la que el paciente nefropata tiene menor estrés oxidativo, ahora el siguiente paso es
conocer las diferencias que presentan los biomarcadores del estrés oxidativo al comparar la
utilizacion de la disolucion de didlisis de glucosa e icodextrina administrada a los pacientes
en didlisis peritoneal continua ambulatoria.

Parte de los resultados de esta tesis han sido presentados en el XXVII congreso nacional y

XLII reunién anual de nefrologia XVIII curso bienal de dialisis ciudad de México,
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Septiembre 2009; Y en el XXX congreso internacional de dialisis peritoneal en Seattle
Washington, Febrero 2010. Ademas el andlisis de estre trabajo se present6 en Julio 2010

en el 13 ° Congreso de la ISPD en la ciudad de México.
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NEFROLOGIA MEXICANA

global es mayor que en la poblacion con seguridad social,
sin embargo, no hubo diferencia entre los grupos tratados
con didlisis peritoneal y hemodialisis. La mortalidad al afio
fue menor en el grupo tratado con didlisis peritoneal
automatizada, en los pacientes no diabéticos y en los menores
de 40 anos.

S
49.- MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN
PACIENTES CON DIFERENTES MODALIDADES DE |
DIALISIS.

Camilo Rodriguez-Lopez, Juan M. Gallardo, Marcela Avila, |
Ma. del Carmen Prado, Ma. de Jesis Ventura, Guadalupe *
Alcdntara y José Ramon Paniagua. UIM - Enfermedades ||
Nefrolégicas, CMN "Siglo XXI", IMSS. México D. F.

INTRODUCCION: Se conoce que en la enfermedad renal
cronica terminal (ERCT) se incrementa el estrés oxidativo.
sin embargo no hay informacién concluyente en los pacientes I
que son tratados con didlisis peritoneal. OBJETIVO: Comparar »
algunos de los marcadores de estrés oxidativo en pacientes |
con ERCT tratados con diferentes técnicas dialiticas.
Poblacién y Métodos Se estudiaron 617 pacientes con ERCT, I
195 en DPCA (didlisis peritoneal continua ambulatoria), 114
en DPA (didlisis peritoneal automatizada), 233 en HD
(hemodidlisis en el IMSS), y 75 en HDs (hemodidlisis sub- |
rogada). 346 son hombres (48.4 £ 17.9 anos) y 271 mujeres »
(479 = 18.2 anos). Se determind: malondialdehido (MDA),
axido nitrico (NO"). productos avanzados de la glucosilacion
(AGEs), productos avanzados de la oxidacion de las proteinas
(AOPPs), carbonilos totales, tioles, vitamina C y superdoxido I
dismutasa (SOD). RESULTADOS: Encontramos que los AGEs
se incrementan en la HD (p< 0.001) con respecto a la DP. I
Los pacientes en DP tienen mayor concentracion de vitamina »
C que los pacientes en HD (p<0.001). No encontramos 1
diferencias significativas con otros marcadores como: AOPPs,
MDA, NO, carbonilos totales, tioles, y SOD. CONCLUSIONES:
Nuestros datos sugieren que los pacientes con ERCT y en I
tratamiento en HD se encuentran sometidos a un mayor dafio "
oxidativo. I

50.- CATETER Tal-PALINDROME DE DOBLE LUMEN
PARA LA HEMODIALISIS.

J. Ocharan-Corcuera, E. Pampin, K Hurtado, A Azpiazu,
I Jimeno, A Chena, B Aurrecoehea, R Ruiz-DE-Gauna.
Osakidetza. Hospital Txagorritxu. Vitoria-Gasteiz. Pais Vasco.
Espana. UE.

OBJETIVO: Valoracion de un nuevo Catéter para Hemo-
didlisis. MATERIAL: Ocho pacientes de didlisis que estdn
cateterizados con problemas de flujos con la necesidad de
invertir las lineas debido a los flujos inadecuados. La
recirculacion de la sangre suele ocurrir con frecuencia,
reduciendo la efectividad del tratamiento y potenciando los
efectos nocivos de la salud del paciente. Una desventaja
comtin en muchos de los disefios actuales de catéteres es el
alto nivel de recirculacién con los limenes invertidos.
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METODOLOGIA: Se implanta en ¢l mismo lugar y con
mismo personal habitual. RESULTADOS: Se valora la
de implantacion y las complicaciones al respes
Se documenta los datos de efectividad y monitorizacidn
los 8 pacientes. CONCLUSION: El catéter de tiltima gene
Tal-PALINDROME permite invertir las lineas sin aumej
la recirculacién del flujo sanguineo gracias a su dis
exclusivo de la punta distal simétrica en forma de espiral
Z permite obtener altos flujos a baja presién en cuals
direccion del flujo.

51.- CORRELACION DEL HIPERPARATIROID!
SECUNDARIO CON LA PERDIDA DE MASA
DESPUES DEL TRASPLANTE RENAL.

Juan David Sanchez Alvarez, Mauro Joel Cas
Dominguez, José David Gutiérrez Valles, Servi
Nefrologia—Trasplante UMAE 25, IMSS.

ANTECEDENTES: El trasplante renal es la forma 6p
de terapia de reemplazo en la insuficiencia renal crdnica
ha evidenciado perdida de masa dsea en los primeros 6 me
postrasplante asociada al uso de esteroides. Los nivel
1PTH se emplean para la evaluacién del hiperparatiroi
secundario (HPTS) y su posible influencia en la enfe
Gsea postrasplante. OBJETIVO: Correlacionar el HPTS
factor de riesgo adicional al uso de esteroides en la pérd
de masa ésea en los primeros 3 meses postrasplante. MAl
Y METODOS: Estudio observacional. longitudinal, pr
tivo, no intervencionista, en pacientes adultos, ambos se»
trasplantados de rinén en el Hospital de Especialidades
25. Se realizaron determinaciones bioquimicas de
fésforo y iPTH, asi como dos Tomografias Axial Compu
de columna lumbar y cabeza de fémur para medir densi
Osea, aplicando estadistica no paramétrica y descriptiva a
resultados. con un seguimiento a 3 meses. RESULTADOS ¥
CONCLUSION: Se incluyeron 14 pacientes, encontrdndose
disminucién promedio de densidad 6sea de 29HU an
cortical y S1HU en trabecular, se correlaciond el HP
postrasplante con la disminucidn dsea no encontrind
diferencias significativas. Se concluye no se pudo dem
la influencia del HPTS sobre la perdida de masa dsea et
postrasplante.

52.- INDICACIONES NO RENALES DE
TERAPIAS DE REEMPLAZO RENAL LE
CONTINUO.

Miguel Francisco Lépez Gonzilez*, Cynthia E. Musticle
Rocha. Pachuca, Hidalgo. México. .

ANTECEDENTES: Por terapia de reemplazo renal
continuo se entiende (CRRT) “Cualquier terapia extracorp
que sustituya parcialmente la funcién renal deteriorada
periodos de 24 hrs.” Desde los primeros reportes hechos |
el Dr. Kramer P. y cols. En 1997 y el Dr. Buchardi H. y cols
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Factors that Influence Phosphorus Level in Peritoneal
Dialysis Patients: a Cross-Sectional Study

Objectives: Previous studies have suggested that about 40% of peri-
toneal dialysis (PD) patients have phosphate levels (PO4) 25.5 mg/dL.
The goal of this study is o find factors that are associated with elevated
PO4 levels in a large cohort of PD patients. Methods: Data from 330 PD
patients (18% on continuous ambulatory PD and 82% on continuous cy-
cling PD) treated at Renal Research Institute clinics were cross-section-
ally studied. PO4 levels were noted and correlated with dialysis adequacy
(dKV), dialysis creatinine clearance (dCrCl), residual renal function (RRF),
normalized protein catabolic rate (NPCR), and intact parathyroid hormone
(iPTH). Analyses were performed using Pearson comelation (1) and ANOVA.
Results: MeantSD phosphorus level in the 330 patients was 5.111.5 mg/dL;
meantSD dKUV was 1.7645.7. Significant relationships were observed
between PO4 and nPCR (r=0.190, p=0.001) and between PO4 and
iPTH (=0.22, p=0.001). There was not a significant relationship between
P04 and dKtV and dCrCl. In the group of patients with no RRF, mean
PO4 level was 5.27 mg/dL; in patients with RRF >5 mL/min, mean PO4
was 4.61 mg/dL. In patients with RRF of >0 and <3 and >3 and <5, mean
PO4 levels were 5.35 and 5.16 respectively. The relationship between PO4
and the 4 RRF groups is significant by ANOVA analysis (p=0.034). Post
hoc Tukey analysis shows statistically significant differences in PO4 levels
between groups with RRF <3 mLimin and RRF >5 mL/min. Conclusions:
In this cross-sectional study of 330 patients on PD, significant correlations
were found between PO4 and RRF (negative), PO4 and nPCR (positive),
and PO4 and iPTH (positive). These data support the hypothesis that phos-
phate levels in PD patients are directly related to residual renal function
and protein intake. The adequacy of dialysis did not correlate with PO4
levels. As residual renal function declines in PD patients over time, main-
tenance of adequate PO4 levels is challenging. Emphasis needs to be
placed on preserving residual renal function in PD patients.

Cernii A.,' Usvyat L. 2 Finkelstein F.* Levin N.W.Z Hospital of St. Raphael,'
New Haven, Connecticut; Renal Research Institute, 2 New York, NY: Yale
University,® New Haven, CT, USA

Oxidative Stress Markers in Patients with
Different Dialysis Modalities

Background: It is known that chronic kidney disease (CKD) increases
oxidative stress; however, there is no conclusive information about pa-
tients who are treated with peritoneal dialysis.

Objective: To compare some of the markers of oxidative stress in pa-
tients with CKD treated with different dialytic techniques.

Population and Methods: We studied 617 patients with end-stage renal
disease: 195 on continuous ambulatory peritoneal dialysis (CAPD); 114 on
automated peritoneal dialysis (APD); 308 in hemodialysis (HD). 346 are
men (48.4+17.9 years) and 271 women (47.9+18.2 years). We determined
malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NOx), advanced glycosylation prod-
ucts (AGEs), advanced oxidation products of proteins (AOPP), total car-
bonyls, thiols, vitamin C, and superoxide dismutase (SOD).

Results: We found that AGEs are increased in HD (14.06+0.26 AUF)
(p<0.001) compared with PD (11.0620.25 AUF). Patients on PD have higher
concentration of vitamin C (1.28+0.05) versus HD patients (0.94+0.05)
(p<0.001). No significant differences were found with other markers such
as AOPP, MDA, NOx, total carbonyls, thiols, and SOD.

Conclusions: Our data suggest that patients with CKD in HD treat-
ment suffer increased oxidative damage.

Gallardo J.M., Rodriguez-Lopez C., Avila M., Prado M.C., Ventura M.J.,
Alcantara G., Paniagua R. Enfermedades Nefrol6gicas, UIM, CMN “Siglo
XXI" IMSS, México, D.F., México.
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Predictors of Bone Mineral Density (BMD) in Dialyzed and
Nondialyzed Patients with Chronic Kidney Disease (CKD)

Background: The aim of our study was to assess predictors of BMD in
CKD patients with declined renal function.

Patients and Methods: The study was performed in 106 patients: 26
treated with peritoneal dialysis (PD; 15 women, age 55.7117.7 years, di-
alysis vintage 16.6, 6.3-45.5 months), 60 on hemodialysis (HD; 26 women,
age 54.8415.3 years, dialysis vintage 36.9, 6.0-279.6 months), and 20 in
stage 2-3 of CKD (11 women, age 49.4115.8 years). BMD was measured
in the femoral neck. Anthropometric measurements assessing nutritional
state and routinely measured laboratory parameters were estimated in all
Results: Femoral neck BMD in PD patients was 0.842+0.137 g/cm?,
0.8130.204 g/cm? in HD group, and 0.988+0.197 g/cm? in stage 2-3 CKD
group. PD (p=0.013) and HD (p=0.000) patients had lower neck BMD than
stage 2-3 CKD group. In the stepwise backward regression analysis with
all patients included, gender, age, BMI, serum albumin, creatinine, par-
athyroid hormone (PTH), blood pH, and dialysis modality were significant
predictors of BMD (corr. R? for the model=0.975), with pH being the most
powerful predictor (beta=0.872, p=0.000). C-reactive protein, phosphates,
and total cholesterol were found to be out of the model. In PD and HD
patients the most powerful predictor of BMD was blood pH (beta=1.207,
p=0.000 and beta=1.160, p=0.000 respectively); in stage 2-3 CKD group,
serum PTH (beta=—0.824, p=0,000). 58% of HD, 42% of PD, and 15% of
stage 2-3 CKD patients showed mild o severe metabolic acidosis.

Conclusions: Blood pH is a powerful predictor of BMD in CKD pa-
tients, especially those undergoing dialysis treatment. We expect belter
preservation of BMD in CKD patients by more rigorous treatment of acid—
base imbalance.

Miot-Michalska M., Grzegorzewska A, Chair and Department of Nephrol-
ogy, Transplantology and Internal Diseases, University of Medical Sciences,

Poznaf, Poland.

Efficacy and Safety of Ezetimibe and Low-Dose Simvastatin as
Primary Treatment for Dyslipidemia in Peritoneal Dialysis Patients

Background/Aim: We previously reported that the leve! of low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-C) was higher in patients receiving continu-
ous ambulatory peritoneal dialysis (CAPD) than in patients on hemodialy-
sis (HD). When statin therapy is administered to patients on CAPD, one of
the problems associated with reaching the LDL-C target during statin treat-
ment is the emergence of laboratory or clinical side effects. The aim of our
study was to evaluate the efficacy and tolerability of treatment with
ezetimibe/simvastatin 10/10 mg/day in patients receiving CAPD.

Subjects: 12 CAPD patients who suffered from adverse efiects of statin
therapy were enrolled in this study. The current statin therapy was sus-
pended for 1 month (washout period) and then the patients were shifted to
treatment with ezetimibe/simvastatin 10/10 mg/day and again monitored
for adverse events in the subsequent 12 months. We assessed body mass
index and levels of glycated hemoglobin, fasting plasma glucose, total
cholesterol, LDL-C, triglycerides, alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase, and creatinine phosphokinase, and monitored adverse
events such as asthenia and myalgia.

Results: Ezetimibe and low-dose simvastatin significantly reduced the
levels of total cholesterol (by a mean of 30.3%), triglyceride (by 11.0%),
and LDL-C (by 62.0%), and 11 patients (92%) reached the target LDL-C
leve! of <100 mg/dL. No significant change in weekly creatinine clearance
occurred, and no serious adverse effects were observed. No patients de-
veloped muscle pain or weakness and an increase in creatinine kinase
level was not found. Residual renal function decreased, although not sig-
nificantly compared with the initial values.

Conclusions: Ezetimibe and low-dose statin treatment is safe and ef-
fective as a primary treatment for dyslipidemia in CAPD patients.

Suzuki H., Inoue T, Watanabe Y., Kikuta T, Sato T., Tsuda M., Arai J. De-
partment of Nephralogy, Saitama Medical University, Irumagun, Saitama,
Japan,
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