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Introduccion

La enfermedad renal crénica (ERC) es un problema serio en la sociedad
actual, esta asociada a un riesgo significativo de morbilidad y mortalidad,
asi como a un costo elevado para la salud publica; datos obtenidos del
Renal Data System de los EUA arrojaron que tan solo en el afio 2003 se
utilizaron alrededor de $23 billones de délares para cubrir los costos de la
atencion médica directa de los pacientes en estadios terminales de la
enfermedad renal cronica [1]. A medida que va disminuyendo la tasa de
filtracion glomerular en la poblacion afectada, van apareciendo las
complicaciones metabdlicas que se han asociado a la enfermedad renal:
tales como el aumento de factores inflamatorios, niveles anormales de
apolipoproteinas, el aumento en homocisteina plasmatica, estados de
hipercoagulabilidad, anemia, asi como cambios a nivel cardiovascular,
como la hipertrofia ventricular, calcificacion arterial, disfuncion endotelial,
etc; encontrando un incremento en el riesgo de desenlaces como son:
hospitalizaciones, riesgo de muerte por todas las causas y riesgo de muerte
cardiovascular [1]. Dentro del espectro de complicaciones encontramos las
propias de la enfermedad mineral 6sea, que comienzan desde estadios
tempranos de la enfermedad renal. Existe evidencia, de un incremento de
la excrecion de fosforo urinario tan temprano como en estadios KDOQI 2,
estos mecanismos compensadores hacen que los niveles séricos de fosforo
se mantengan dentro de la normalidad, siendo hasta depuraciones
menores a 30ml/min cuando la se presenta hiperfosfatemia [2]. En cuanto
al metabolismo del fésforo se conoce la relacidon entre niveles séricos
anormales presentes en enfermedad renal, con diversos marcadores de
dafo cardiovascular (hipertrofia ventricular izquierda, calcificacion vascular),
asi como riesgo de muerte, siendo consideradas las alteraciones del
metabolismo calcio fésforo como un factor de riesgo cardiovascular no
tradicional [2]. A pesar de estas asociaciones, aun no se tiene claro si los

niveles de fosforo representan solo la consecuencia de la disminucion en la



capacidad de su filtrado a nivel glomerular, o también juega un papel como
una sustancia que contribuye a incrementar el deterioro de la funcion renal.
De ser este ultimo el caso, habria posibilidad de que el uso de quelantes de
fésforo en estadios tempranos de enfermedad renal pudiera tener un efecto

benéfico en la progresion de la misma.

Antecedentes: Se conoce que bajo condiciones normales, el manejo renal
del fésforo regula estrechamente su excrecion para mantener un balance
neutral, y existen diferentes mecanismos moduladores que participan tanto
en condiciones normales como cuando la filtracidn glomerular desciende
[1]. Entre los moduladores del manejo del fésforo mas estudiados se
encuentran: la hormona paratiroidea (PTH), el factor 23 de crecimiento de
fibroblastos (FGF23) y la vitamina D entre otros. [3] A medida que la
filtracion glomerular disminuye, las nefronas residuales reducen la
reabsorcion de fosforo para mantener un balance neutro; en este sentido se
ha demostrado que incluso en condiciones de un deterioro leve de la
funcidén renal existe un incremento significativo de los niveles séricos de
FGF23 el cual tiene efecto regulador sobre el metabolismo del fosforo y la
vitamina D [4]. En sujetos sanos el FGF23 es secretado por los osteocitos
en respuesta a las cargas de fosforo en la dieta, asi como por el incremento
en los niveles de la 1,25-dihidroxivitamina D (1,25D). Entre sus efectos la
FGF23 estimula la fosfaturia mediante disminucién en la expresion del co-
transportador sodio-fosforo promoviendo una menor reabsorciéon a nivel
tubular proximal, ademas de contribuir a la reduccién en los niveles de
1,25D y PTH [4]. En pacientes con ERC los niveles de FGF23 se
incrementan como una respuesta compensadora para mantener el balance
de fosforo a medida que la capacidad renal para su excrecion va
disminuyendo [23]. También se ha demostrado el efecto fosfaturico de
hormonas como la PTH que incrementan la fraccién excretada de fésforo
[4]. Como consecuencia de estos mecanismos, se logra mantener niveles
de fosforo considerados “normales” hasta estadios tardios de la

enfermedad renal (Tasas de filtracion glomerular menores a 30mil/min)



[37-39]. En algunos estudios poblacionales se ha encontrado que la
hiperfosfatemia se presenta hasta en un 50% de los pacientes en dialisis y
alrededor de 8% en pacientes con estadio IV [13], en ese sentido, en la
practica clinica actual no se realiza una mayor intervencion en cuanto al
metabolismo mineral hasta que comienza a existir una alteracion de los
rangos hasta ahora considerados como normales y hablando
especificamente del fosforo podemos encontrar diversas recomendaciones
en cuanto a metas dependiendo cual guia de practica clinica sea
consultada, esta variabilidad y falta de consenso en cuanto a los valores
deseados en el mundo de la nefrologia puede ser un indicador de la

indicador de la falta de conocimiento que aun se tiene respecto al tema .

En cuanto a las consecuencias de la elevacion del fosforo, diversos
estudios observacionales realizados en cohortes de pacientes en dialisis
han relacionado su aumento con una disminuciéon en la supervivencia
[40-41], también estudios “in vitro” y modelos experimentales han
demostrado la activacion de la secrecion de PTH y FGF23 inducida por este
mineral, que se ha relacionado con la calcificacion vascular y de tejidos
blandos [5]. Desde hace tiempo se identificé el hiperparatiroidismo
secundario como una complicacion frecuente en los pacientes con ERC, el
cual se caracteriza por un aumento en el secrecidon de PTH e hiperplasia
glandular. Aunque los mecanismos moleculares y celulares que regulan la
proliferacion celular son poco comprendidos, se acepta que el mecanismo
de progresién en la hiperplasia de la paratiroides es facilitada por los
mismos factores asociados a la uremia, que aumentan la secrecion de PTH
tales como: la disminucién en la concentracién de calcio, disminucion en los
niveles de vitamina D y un aumento en los niveles de fosfato, que en
conjunto asi como en forma individual estimulan la proliferacién celular en la
paratiroides [6]. Resulta relevante que inclusive en ausencia de uremia
estos factores promueven hiperplasia a nivel de paratiroides como lo
demostré el grupo de Canalejo et al. mediante un modelo en el que se
utilizaron ratas Wistar macho sanas a las cuales se les administro una dieta

estandar previo al periodo experimental y posteriormente fueron divididas



en tres grupos : (1) HPD: Dieta alta en fosforo (0.6% Ca, 1.2% P), (2) LCD:
dieta baja en calcio (0.2% Ca, 0.6% P) y (3) grupo control (0.6% Ca, 0.6%
P); a todas las ratas se les alimento con 12 g al dia de la dieta acorde a su
grupo con acceso libre a agua, para estudiar el curso temporal en el que
aparecian cambios relacionados a hiperplasia paratiroidea ademas
evaluaron también cambios bioquimicos ( niveles de PTH, calcio ionizado,
fosfato, etc); los animales se sacrificaron los dias 0,1,3,5,10 y 15 posterior
al inicio del periodo experimental (cada grupo de dieta consistido en 20-25
ratas); Dentro de cada grupo se realizaron subgrupos de 6 ratas, en
algunos de estos se realizaron manipulaciones que consistian por ejemplo,
en administrar nuevamente la dieta control, con el fin de determinar si
existia reversion a valores basales tanto de concentracion de PTH como en
proliferacion celular. Una vez concluido el periodo experimental de acuerdo
a cada subgrupo los animales fueron sacrificados obteniendo suero para
analisis bioquimicos y tejido paratiroides para su observacion al
microscopio mediante analisis del ciclo celular (se estimé el grado de
proliferacién celular mediante determinacién por citometria de flujo del
numero de células en fase S del ciclo celular, asi como la expresién de
receptores sensibles a calcio y receptores de vitamina D). Los autores
encontraron que por el solo hecho del cambio en el contenido de la dieta
tanto en el grupo de HPD como en LCD hubo un aumento tanto en la PTH
como en la proliferacion celular, sin embargo se encontré que desde el dia
1 en el grupo de HPD hubo presencia de estimulacion en la proliferacion
celular mientras que en el grupo de LCD, estos cambios se empezaron a
observar hasta el 5° dia [6].

En ensayos en humanos también se ha evidenciado el impacto de dietas
ricas en fosforo con el aumento de los niveles de FGF23 circulante, tal
como lo mostré el grupo de Gutierrez et al [7], donde buscaron examinar los
efectos de los aditivos de fosfatos en la dieta sobre marcadores de
metabolismo mineral para lo cual reclutaron a 10 individuos sanos a los

cuales se les administro durante una semana una dieta que contenia



1000mg de fésforo al dia (dieta baja en aditivos) inmediatamente seguido
por una dieta que contenia los mismos alimentos pero adicionada con
fosfatos (606 £ 125 mg mayor que la dieta baja en aditivos) encontrando
que posterior a una semana de exposicidon a la dieta alta en aditivos, hubo
una elevacion significativa de los niveles séricos de FGF23, osteopontina y
osteocalcina respecto a los valores en la dieta baja en fosforo. Estos
estudios muestran la relevancia del contenido de fosforo en la dieta, ya que
se considera que la dieta occidental se es alta en fésforo; por lo que
pacientes con algun grado de ERC podrian verse beneficiados de
intervenciénes dieteticas, con el fin de evitar un incremento en los niveles
circulantes de FGF23.

La importancia de la FGF23 en el desarrollo de enfermedad vascular ha
quedado evidenciada en diversos estudios, por ejemplo Singh et al [36]
demostraron que el FGF23 estimula la secrecién hepatica de marcadores
inflamatorios como la IL-6 y la proteina C reactiva. Estos hallazgos
sustentan la contribucion que tiene la FGF23 al estado de inflacidén crénica
que caracteriza a la enfermedad renal. Otro ejemplo es el analisis realizado
en el “Accelerated Mortality on Renal Replacement “ (ArMORR); en este
estudio de cohorte prospectivo se incluyeron 10,044 pacientes que iniciaron
tratamiento de hemodialisis en alguno de los centros en EUA, operados por
Fresenius Medical Care North America en 2004 y 2005. Todos los sujetos
fueron seguidos durante un afio (excepto por aquellos que murieron (15%),
recibieron un injerto (3%), que recuperaron la funcion renal (4%), o fueron
transferidos a otra unidad fuera de Fresenius (12%). Se obtuvo informacién
clinica de manera prospectiva que incluia datos demograficos,
comorbilidades, analisis bioquimicos, etc. Este grupo de investigadores
examino la mortalidad de acuerdo a los niveles de fésforo basales en el
total de la cohorte. Posteriormente en un estudio de casos y controles,
definiendo como casos aquellos que murieron durante el primer afio de
hemodialisis y controles aquello que sobrevivieron. Se analizaron la relacion
entre la mortalidad con los niveles basales de FGF23, asignando de forma

aleatoria 50 casos y 50 controles dentro de cada cuartil, incluyendo para el
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analisis final 200 casos y 200 controles, se hicieron ajustes en modelos
estadisticos multivariados para evitar confusores (edad, sexo, etnia,
comorbilidades, medicacion, etc). Entre los resultados relevantes
encontraron que para el fésforo basal tomando en cuenta a todos los
sujetos estudiados (10, 044); los pacientes que se encontraban en el cuartil
mas alto (5.5 mg/dL) tenian un mayor riesgo de mortalidad (HR 1,2; 95% IC
1.1 a 1.4). De igual manera al analizar los niveles de FGF23, estos fueron
significativamente mayores en los casos que en los controles (2260 vs 1406
unidades de referencia por mililitro, P < 0.001), por lo que se puede concluir
que el aumento en los niveles de FGF23 se encuentran asociados de forma
independiente con un aumento en la mortalidad en aquellos pacientes que
inician hemodialisis, por lo que se plantea que esta molécula pudiera
utilizarse como una guia de manejo para el balance de fosforo en

pacientes con ERC [8].

Diversos ensayos clinicos han relacionado las alteraciones en el
metabolismo del fésforo con marcadores de dafio cardiovascular como es la
disfuncién endotelial [9]; al respecto, el grupo de Onufrak Sj et al, determino
la asociacion entre los niveles de fosforo con el engrosamiento de las capas
intima y media carotidea en 13,240 sujetos de entre 45-64 afios sin
antecedentes conocidos de enfermedad coronaria, evento vascular cerebral
o enfermedad renal. Se encontré una asociacién significativa entre el
fésforo con la edad, el género femenino, la presencia de diabetes mellitus,
la hipertension y los niveles de fibrinbgeno (p < 0.0001 para cada uno); Sin
embargo no se observd asociacion con la filtracidn glomerular (estimada
mediante la formula MDRD). Al realizar un ajuste para edad y sexo hubo
una diferencia significativa en el promedio del grosor de la intima-media
carotidea con una variacion de 0.718 a 0.736 mm al comparar aquellos en
el quintil mas bajo de fosforo vs el mas alto [10], por lo que nuevamente se
sugiere la importancia del balance de fésforo independientemente de otras

comorbilidades.
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Otro de los factores relevantes en el metabolismo mineral éseo en
pacientes con ERC es la calcificacidon vascular. Se conoce que la
calcificacion arterial coronaria CAC (medida mediante realizacion de TAC
cardiaca para obtener el score de calcio) se correlaciona con el grado de la
ateroesclerosis y por lo tanto con un aumento en el riesgo de eventos
cardiovasculares; los cuales son mas frecuentes en los pacientes urémicos;
sin embargo, la prevalencia también es mayor en aquellos pacientes que
aun no requieren de tratamiento dialitico, tal como se demostré por Russo
D. et al.; en éste estudio: se compararon pacientes con ERC no terminal
contra un grupo control (que incluyo: voluntarios sanos, o con hipertension
esencial, todos con funcion renal normal). Tanto los pacientes como los
controles se encontraban asintomaticos, sin historia previa de infarto al
miocardio, cirugia, o angioplastia coronaria; ademas se excluyeron
pacientes diabéticos. Para el analisis final incluyeron 85 pacientes y 55
controles, encontrando CAC en el 40% de los pacientes vs 13% de los
controles, con un score de calcio de 422 + 634 en pacientes y de 43.9 £33
en los controles [11]. Nuevamente la presencia CAC en ERC no terminal
sugiere que existen alteraciones relevantes en el metabolismo mineral
desde etapas tempranas de la enfermedad renal y por lo tanto los pacientes
podrian beneficiarse de alguna intervencion desde esos estadios que
pudiera impactar en la calcificacién vascular, en especial ahora que la

evidencia apunta al rol del fésforo en el proceso de calcificacion.

Para intentar tener mayor entendimiento del proceso de calcificacion se ha
comenzado a estudiar diversos factores que contribuyen a la misma y
nuevamente se observa que el fosforo juega un papel primordial, por
ejemplo Mathew et al. [25] reportaron un estudio en células de musculo liso
vascular provenientes de aortas humanas con ateroesclerosis. Se encontré
que la mineralizaron de la matriz extracelular estaba en relacion a la
concentracién de fésforo en el medio de cultivo. Ademas también

observaron que en ratones urémicos, la hiperfosfatemia se relacion6 con la
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mineralizacion adrtica, efecto que se previno mediante el uso de quelantes

de fésforo por via oral.

Se ha planteado que niveles altos de fosfato pueden llegar a producir
enfermedad cardiovascular (ECV) a través diversos mecanismos. Por
ejemplo la inactivacién de Klotho o del FGF23 en ratones promovid
desarrollo de ECV, y se ha sugerido que el fosfato extracelular sirve como
un modulador de los niveles de diversos factores circulantes que
intervienen el la ECV, tales como klotho, fosfatoninas como FGF23, efectos
sobre PTH y calcitriol [26].

Se sabe que la calcificacion vascular es un proceso activo promovido por
células de musculo liso vascular (CMLV) [45], en respuesta a una elevada
concentracion de fésforo extracelular las CLMV se diferencian y sufren una
reprogramacion osteo/condrogénica [46], que involucra un aumento en la
expresion de transportadores de fosfato dependiente de sodio tipo Il PiT1
[47] asi como la expresion de diversos factores de transcripcién
osteoblastica [48,49], es relevante que el aumento de estos marcadores se
ha podido identificar desde etapas previas a la aparicion de calcificacion
vascular [50] y especificamente se han observado en los vasos sanguineos
de pacientes con ERC, en este sentido, se encontr6 que los vasos
sanguineos de pacientes en dialisis son mas propenso a presentar

calcificacion de la capa media comparado con los de individuos sanos [51].

Aunque aun falta informacion sobre el complejo proceso de interacciones
que contribuyen en el proceso de calcificacion vascular, desde hace tiempo
se encontro6 que en las CMLV habia expresiéon del receptor de
mineralocorticoides (RM) [52] y que la estimulacién de este receptor por la
aldosterona, desencadena una sefalizacion que promueve la remodelacion
osteogénica [52-57], por lo que se piensa que el hiperaldosteronismo en la
ERC contribuye a desencadenar el proceso de sefalizacion osteo/

condrogeénica.
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Se sabe que otros tejidos extra adrenales son capaces de sintetizar esta
hormona y que las células vasculares en especial las endoteliales son
capaces de expresar la sintasa de aldosterona CYP11B2 [58], que si bien,
la relevancia fisiologica de esta sintasa en la patologia vascular esta aun en
estudio, ya se ha demostrado que en las placas de ateroma en humanos,
existe un aumento en la expresion de esta [59]. En cuanto a su relacién
con el fésforo, el grupo de Alesutan et al. [60] demostrd in vitro que una
concentracién alta de fosfato en el medio, favorecia el aumento de la
expresion de la sintasa de aldosterona en células de musculo liso

provenientes de aorta humana.

Dentro del espectro desenlaces duros, diversos estudios epidemiologicos
han examinado asociaciones entre eventos cardiovasculares y los niveles
de calcio, fésforo, hormona paratiroidea en una poblacion de pacientes en
didlisis [27-29]. La asociacion entre hiperfosfatemia con desenlaces
cardiovasculares y muerte, persistieron en los estudios, incluso posterior a
ajustes para comorbilidades y biomarcadores comunmente medidos.
Incluso estudios realizados en poblaciones con ERC en estadios tempranos
han arrojado hallazgos similares a los observados en pacientes con ERC
terminal. En estos pacientes se ha, asociado los niveles de fosfato con una
progresiéon mas rapida de la ERC, asi como calcificacion cardiaca, ECV y
muerte [31-33], inclusive existen estudios que muestran valores de fosfato
considerados “normales”. Al respecto podemos mencionar el “Framingham
Offspring Study”, cuya cohorte fue de mas de 5000 hombres y mujeres
jovenes con una edad media de 44 afos al momento de ser incluidos, a
quienes se les dio seguimiento hasta por 16 afos. Posterior al ajuste del
analisis para filtracion glomerular, excrecion urinaria de proteinas, proteina
C reactiva y factores de riesgo cardiovasculares tradicionales, los niveles de
fosfato se asociaron a ECV incidente, al grado que los participantes con

niveles = 3.5 mg/dl presentaban riesgo 1.55 veces mayor que aquellos con

niveles < 2.8mg/dl.



14

También se ha comenzado a explorar la relacion entre enfermedad renal y
dafo microvascular, Mehta et al [61] demostraron en una cohorte de
individuos con ERC estadio 2-4, que un nivel mas elevado de fésforo
estaba significativamente asociado a una retinopatia mas severa y a un
diametro venular retinal mayor, independientemente de los factores de
riesgo clasicos para enfermedad vascular retiniana como hipertension y
diabetes. Mas recientemente otro estudio prospectivo en el que se
estudiaron 3919 individuos del Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis
(MESA) y 3544 individuos en el Beaver Dam Eye Study (BDES) poblacion
que se caracterizé por una baja prevalencia de ERC, se encontré que el
tener un nivel mas alto de fésforo, aun dentro de los rangos normales, se

asocio con la presencia de retinopatia en individuos con diabetes [62].

Sin embargo pese a las evidencias actuales, aun no se ha podido relacionar
de forma contundente al fésforo y otras moléculas (ej. FGF23) con toxicidad
renal directa; tampoco si las variaciones dentro de niveles normales tienen
un impacto sobre la funcién renal y mortalidad. El grupo de Kestenbaum et
al. exploré la relacion entre los niveles de fosforo y la mortalidad en
pacientes con ERC que aun no requerian dialisis, para lo cual estudio a una
poblacién de veteranos del “Nortwest Veteran Integrated Service Network”;
los sujetos en la poblacidn seleccionada tenia diagnéstico de ERC definido

como dos mediciones anormales de creatinina ( = 1.2mg/dL para mujeres y

= 1.5 mg/dL para hombres) durante el seguimiento de la consulta
ambulatoria con al menos 6 meses pero no mas de 2 afnos entre las tomas;
se tomo la fecha de la segunda toma anormal como fecha de inclusion al
estudio; los valores basales para las diferentes variables de interés se
tomaron como el promedio ponderado en tiempo, que fue calculado con los
valores obtenidos durante los 18 meses previos al inicio de estudio. Se
utilizaron modelos proporcionales de COX para estimar relaciéon entre los
niveles de fésforo y cada desenlace de interés, asi como posibles
confusores como edad, raza, género, comorbilidades previas,

medicamentos y hemoglobina. Sin embargo no se tomaron en cuenta los
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niveles de fosforo, solo en casos de lesion renal aguda. Al final se
incluyeron para el analisis 6730 pacientes, el 67.4% de los cuales fueron
catalogados con ERC etapa 3 con una creatinina basa media de 1.7mg/dL;
de estos pacientes 3940 tenia al menos una medicién de los niveles de
fésforo durante el periodo basal. Los pacientes se agruparon de acuerdo a
la filtracion glomerular estimada y se dividieron los niveles de fosforo en
quintales (alto, bajo y 3 quintiles intermedios). Para un mismo valor de
filtracidon glomerular, aquellos con un nivel de fésforo en el quintil mas
elevado del grupo, presentan una mayor mortalidad por todas la causas, a
pesar que aun los niveles se encuentren dentro de los valores considerados
como “normales”, [15]. Por otra parte, en pacientes pre diadlisis se ha
encontrado una asociacion entre el nivel plasmatico de fésforo al inicio de
los cuidados pre dialisis y la perdida de funcion renal durante el
seguimiento, con una mayor pérdida de filtracion glomerular a través del

tiempo cuando el nivel de fésforo inicial era mas elevado [16].

Mas recientemente en pacientes trasplantados, Mekhi et al. [44] realizaron
un sub analisis de 3138 participantes que tuvieron una determinacion de
fésforo de la cohorte en el estudio “The Folic Acid for Vascular Outcome
Reduction in Transplatation” (FAVORIT) en donde encontraron que por cada
incremento de 1mg/dL de los niveles séricos de fésforo hubo un mayor
riesgo para presentar falla del transplante (HR, 1.36; 95% CI, 1.15-1.62) y
de un aumento en el riesgo de mortalidad (HR, 1.21; 95% CI, 1.04-1.40).

En algunos ensayos se ha buscado investigar el impacto del uso de
quelantes de fésforo en enfermedad renal estadios IlI-IV en los cuales
parece haber una relacion entre el uso de quelantes con una reducciéon en
mortalidad por todas las causas, sin embargo no se ha podido establecer
de forma contundente su impacto en la progresion de la ERC [17]. En
estudios de experimentales se ha encontrado que el FGF23 estimula la
produccion de moléculas de adhesion en cultivos celulares, en mayor grado
cuando el medio de cultivo es alto en concentracién fosforo [18]; se ha

propuesto que un monitoreo del FGF23 pudiera llegar a identificar aquellos
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pacientes con estadios no terminales de ERC y niveles normales de fosforo
que pudieran llegar a beneficiarse de una intervencion temprana que
pudiera retardar el desenlace clinico [24]. En su ultimas reuniones los
comités de los organismos Kidney Disease Improving Global Outcomes [42]
y el National Institute for Health and Care Excellence [43] han agregado
recomendaciones de bajo grado en realizar maniobras encaminadas a
contrarrestar el aumento progresivo de los valores de P mediante terapia
nutricional y quelantes de fosforo desde FG menores a 45 - 30 mL/min/1.73
m2, sin embargo no existe informacién suficiente para establecer de forma
contundente si el control temprano del balance de fosforo PTH y FGF23,
puede tener un impacto sobre la enfermedad renal en pacientes con ERC

no terminal.
2.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Conocer si el uso de quelantes de fésforo en estadios de enfermedad renal
[lI-IV retrasa la tasa progresion de dafio renal en ratas con nefrectomia

parcial (nefrectomia con disminucion del 50 % en el riidn remanente).

JUSTIFICACION:

La enfermedad renal es un problema de salud publica que ha adquirido
proporciones catastroficas [19]; entre las alteraciones metabdlicas
inherentes a la enfermedad renal se encuentra el incremento de PTH y
FGF23, desde estadios tempranos de disminucién de la filtracién glomerular
y por consecuencia alteracion en el manejo, del balance de fésforo [20] el
cual como se menciond previamente parece tener un papel activo en los
mecanismos de lesion renal y vascular; sin embargo no existe evidencia
suficiente que apoye que la correccidon de las alteraciones metabdlicas del
fésforo en estadios tempranos, pueda tener algun impacto en el curso y
progresion de la enfermedad renal. Especificamente alteraciones
histolégicas, asi como modificar la morbimortalidad. Por lo anterior, es

relevante estudiar si la administracion de quelantes de fésforo en estadios
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tempranos de enfermedad renal pudiera contribuir a retrasar la progresion
de la insuficiencia renal a estadios terminales, asi como disminuir otros
efectos adversos de las alteraciones del metabolismo mineral, como la

osteodistrofia renal y calcificacion vascular [21].

2.5. OBJETIVOS

Objetivo general:

Conocer si el uso de quelantes de fosforo en estadios tempranos de
enfermedad renal cronica se relacionan con un retraso en la progresion de
la misma mediante medicion de marcadores de progresién (Creatinina,

BUN, proteinuria) y cambios histologicos.
Objetivos especificos:

Conocer si el uso de quelantes de fosforo en estadios tempranos de

enfermedad renal se relacionan con:

« Cambios en marcadores de metabolismo mineral (fésforo, fosfaturia,

calcio)

» Cambios hemodinamicos (monitoreo de tension arterial).

HIPOTESIS:

El uso de quelantes de fosforo desde estadios tempranos de enfermedad

renal previene su progresion.
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DISENO DEL ESTUDIO

Se plantea la realizacion de un estudio de investigacién basica, mediante
un modelo de nefrectomia de 1 rindn y disminucién del 50 % del riidn
remanente, para lograr una reduccion de 3/4 de la masa renal; estudio

experimental, longitudinal, analitico y prospectivo.

METODOLOGIA

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de fisiopatologia renal, se
seleccionaron un total de 21 ratas Wistar macho con un peso de 200-300g
al inicio del estudio. Se tomaron 16 ratas para el grupo experimental
(sometidas a reduccion de masa renal) distribuyendo 8 ratas en el grupo
experimental y 8 en el grupo placebo, se dio seguimiento a un grupo de 5
ratas a las que no se les realizo reduccion de masa renal como controles
normales. Se mantuvieron en jaulas con una temperatura de 25°C, durante
todo el seguimiento. Se midieron caracteristicas basales antes de la
nefrectomia (semana cero) y posteriormente cada dos semanas (peso,
tension arterial, creatinina, BUN, calcio, fésforo, fosfaturia, proteinuria,
creatininuria). A ambos grupos se les administro diariamente 30 g de
alimento por cada rata, asi como agua ad libitum. Posterior a las
mediciones de la semana 2, se inicié la maniobra experimental: el grupo
activo recibié una dieta mezclada con sevelamer a dosis de 3% de la dieta 'y
al grupo placebo se le proporciono dieta con 3% de celulosa en polvo como
vehiculo [22]. Se hicieron mediciones cada 2 semanas hasta llegar a la

semana 16.
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Reduccion de la masa renal

Bajo anestesia general con isofluorano, se efectud una incision media para
la remocidén del rindn derecho y 50 % de la masa renal del rifidn izquierdo

por medio de ligadura de la arteria renal posterior izquierda.

Medicion de presién arterial:

Se midio la presion arterial sistolica en ratas conscientes, colocadas en una
jaula de restriccion y mediante pletismografia con un manguillo colocado en
la cola de la rata y con traduccidn de la presién a una grafica en un

poligrafo (Narco Biosystems USA).

Recoleccion de orina de 24 hrs:

Las ratas se colocaron en jaulas metabdlicas con agua y comida ad libitum

y se recolecto la orina.

Mediciones de variables séricas

Se obtuvo 1.5ml de muestra de sangre de la arteria caudal.

Analisis Estadistico:

Los datos se expresaron como promedio + EE. Las comparaciones entre
grupos activo y placebo durante el seguimiento se efectuaron mediante la
prueba T de student, la comparacion de las medida basales mediante
ANOVA utilizando el programa estadistico SPSS.
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RESULTADOS:

Caracteristicas Basales: No hubo diferencias significativas entre los valores
iniciales medidos entre los grupos (Tabla 1): El peso fue de 281.88 + 8.72
vs 275.1 £ 11.55 vs 253.2 £ 14.59 gramos (p=0.277) entre grupos activo,
placebo y control respectivamente, la tension arterial fue de 116.88 + 1.62
vs 119.4 £ 2.1 vs 117.9 £ 1.22 mm/Hg (p=0.536), los valores de creatinina
fueron de 0.49 £ 0.28 vs 0.53 + 0.046 vs 0.56 + .018 mg/dL (p=0.572) en el
mismo orden el BUN fue de 20.12 + 0.97 vs 21.44 £+ 1.40 vs 21.2 + 1.11
mg/dL, (p=0.714), el calcio de 9.93 + 0.35vs 9.96 + .35vs 10.74 + .26 mg/
dL, (p=0.287), fésforo de 8.41 + 0.487 vs 8.4 + 0.394 vs 8.4 + .283 mg/dL
(p=1). La proteinuria basal fue de 24.98 + 2.94 vs 18.53 + 2.07 vs 16.38
3.58 mg/24 horas (p=0.106), fosfaturia de 26.39 + 3.61 vs 19.28 + 2.25 vs
24.72 +3.58 mg/24 horas (p=0.264), creatinuria de 12.18 + 1.50 vs 9.71 %
1.20 vs 11.08 = 1.79 mg/24 horas (p=0.451)

Tabla 1.Valores iniciales de los parametros medidos en los
grupos de estudio b
Media Std. Error Sig?
Peso (g) Activo 281.88 8.72 277
Placebo 275.11 11.55
Control 253.20 14.59
Total 272.59 6.70
Tension Activo 116.88 1.62 536
ATl Placebo 119.44 2.12
(mmHg)
Control 117.00 1.22
Total 117.95 1.07
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Creatinina Activo 49 .028 .572
(mg/dL) Placebo .53 .047
Control .56 .018
Total .52 .022
BUN (mg/dL) Activo 20.13 972 .714
Placebo 21.44 1.405
Control 21.20 1.114
Total 20.91 .702
Calcio (mg/dL) | Activo 9.93 .352 .287
Placebo 9.96 .359
Control 10.74 .260
Total 10.12 .208
Fésforo (mg/ Activo 8.41 487 1.000
dt) Placebo 8.40 394
Control 8.40 .283
Total 8.40 .238
Proteinuria Activo 24.98 2.940 .106
(mg/24hrs) | pjaceno 18.53 2.074
Control 16.38 3.587
Total 20.39 1.697
Fosfaturia Activo 26.39 3.615 .264
(mg/24hrs) Placebo 19.28 2.259
Control 24.72 4.666
Total 23.10 1.955
Creatinuria Activo 12.18 1.506 451
(mg/24hrs) | pjaceno 9.71 1.207
Control 11.08 1.795
Total 10.92 .835
a. ANOVA

b. Valores medidos en la semana 0 previo a nefrectomia 3/4




Tension arterial y peso: Tension arterial: solamente en la etapa inicial del
seguimiento, correspondiente a la determinacion de la semana 4 hubo una
diferencia con cifras menores en el grupo experimental (Figura 1), lo cual no
se observd en el resto del estudio (134.3 + 1.13 vs 137.7 £ 0.87 mmHg,
p<0.05 IC 95% -6.4 a -0.32).

Tension arterial sistolica

s Activo
160.00 = Placebo
=== Control
W Activo
® Placebo

150.00 4 Control

140.00

(mmHg)

130.00

120.00

110.00

0 2 4 6 8 10 12 14 16

semanas
(*) p<0.05

Figura 1. Presion arterial sistolica durante las 16 semanas de duracion del

estudio.

Peso: hubo una ganancia progresiva de peso a través del seguimiento sin

diferencias significativas entre los grupos (Figura 2).
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Figura 2. Seguimiento del incremento de peso durante las 16 semanas de

duracion del estudio.

Mediciones Séricas:

Creatinina: Ambos grupos tuvieron una elevacién discreta posterior a la

nefrectomia como se muestra en la Figura 3, a partir de la cuarta medicion

(correspondiente a la semana 8) los valores en el grupo activo fueron

menores que los del grupo placebo, en especial hacia el fin del estudio sin

embargo no alcanzé una diferencia estadisticamente significativa, con una

ultima determinacion (semana 16) en el seguimiento del grupo experimental
de 0.81 £ 0.41 vs 0.92 £ 0.43 mg/dL el placebo (p=0.89).
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Figura 3. Seguimiento de los valores de creatinina sérica durante las 16 semanas

de duracioén del estudio.

BUN: en ambos grupos hubo un aumento posterior a la nefrectomia, no
hubo diferencia estadisticamente significativa durante seguimiento (Figura
4), de igual forma que con la cretinina, la ultima determinacién fue
ligeramente menor en el grupo experimental 31.62 + 1.99 Vs 37.33 + 2.4
(p=0.088).
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Figura 4. Seguimiento de los valores de Nitrogeno de Urea sérico durante las 16
semanas de duracioén del estudio.

Calcio: a partir de la semana 8 en el seguimiento hubo una tendencia a
mayor concentracion de calcio en el grupo experimental (semanas 8,10, 12,
14) siendo significativo solamente en la determinacion de la semana 12
(Figura 5) con valores en el grupo experimental de 10.9 + 0.29 vs 9.62 + 0.3
mg/dL (p<0.05) IC 95% 0.38-2.19.
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(*) p<0.01

Figura 5. Seguimiento de los valores de calcio sérico durante las 16 semanas de

duracién del estudio.

Fosforo: los niveles fueron mayores en el grupo activo a lo largo del
seguimiento (Figura 6), alcanzado significancia estadistica en las semanas
8 (6.75 £ 0.26 vs 5.73 + 0.30 mg/dL, p<0.05 IC 95% 0.16-1.87), semana 12
(5.47 £ 0.17 vs 4.56 + 0.17 mg/dL, p<0.005 IC 95% 0.37-1.44) y en la
semana 16 (6.21 + 0.34 vs 4.94 + 0.20 mg/dL, p<0.01 IC 95% 0.38-2.14).
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Fosforo
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(*) p<0.05, (**) p<0.01, (***) p<0.005

Figura 6. Seguimiento de los valores de fésforo sérico durante las 16 semanas de

duracion del estudio.

Mediciones Urinarias

Proteinuria: desde un inicio del estudio, previo a nefrectomia e inicio de
maniobra experimental, hubo una mayor proteinuria en el grupo activo, la
cual continuo a lo largo del seguimiento sin alcanzar significancia
estadistica (Figura 7). En ambos grupos hubo un incremento gradual en la

proteinuria posterior a la nefrectomia.
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Figura 7. Seguimiento de los valores de proteinuria durante las 16 semanas de
duracion del estudio.

Fosfaturia: hubo una marcada disminucion en la excrecion de fosforo
urinario en el grupo experimental a partir de la semana 4 de estudio, que
coincide con la primer medicion posterior al inicio de la dieta con el agente
gquelante, siendo estadisticamente significativa en todas las

determinaciones posteriores (Figura 8).
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Figura 8. Seguimiento de los valores de fosfaturia durante las 16 semanas de

duracion del estudio.

Creatinuria: no hubo una diferencia en la excrecion urinaria de creatinina

entre los grupos durante el seguimiento. Ambos grupos mantuvieron una

cifra relativamente estable a partir de la semana 6 de seguimiento (Figura

9).
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Figura 9. Seguimiento de los valores de creatinuria durante las 16 semanas de

duracion del estudio.

Discusién:

En cuanto a los valores de BUN y creatinina, como marcadores indirectos
de funcién renal, es interesante la tendencia a concentraciones menores
en el grupo experimental, en nuestro conocimiento este es el primer modelo
murino de enfermedad renal no avanzada que buscaba encontrar el efecto
del uso de sevelamer sobre funcién renal, por lo que contamos con la
limitante de no tener un antecedente sobre cuanto tiempo seria un

seguimiento adecuado, ya que habria posibilidad de que a mayor
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seguimiento se llegara a ver una diferencia significativa en estos
marcadores. Por otra parte, llama la atencion la presencia de proteinuria
mayor en el grupo experimental, aunque nuevamente sin ser

significativamente diferente entre ambos durante el tiempo de seguimiento.

Respecto al metabolismo mineral, es interesante observar como el calcio
fue mayor en al menos 4 de las ultimas 5 determinaciones en el grupo
experimental, esta elevacion es similar a observaciones hechas en
modelos de uremia con uso de adenina [34], en este sentido se ha
demostrado que el tratamiento con sevelamer disminuye la excrecion fecal
de calcio ademas de incrementar la absorcion intestinal de calcio en
estudios de balance en ratas sanas [35]. Teniendo en cuenta que un nivel
bajo de calcio es uno de los principales estimulos para la produccion de
PTH y su vez en FGF-23, podemos sugerir que el grupo activo tuvo una
menor produccién de ambos factores, en este sentido, la marcada
disminucion en la fosfaturia observada en el grupo que recibio el sevelamer
también apoya esta idea. A diferencia de lo que se ha reportado en
modelos uremia con adenina, en nuestro experimento no se observd una
disminucion del fésforo sérico en el grupo experimental durante la
administracion de sevelamer, incluso fue mayor que la del placebo;se
requiere realizar mas estudios para corroborar el hallazgo, sin embargo
resultados similares se han reportado en pacientes con niveles de fésforo
normales y ERC estadio 3-4; en estos pacientes una reduccion en el aporte
de fosfato mediante una dieta baja en proteinas asociado con el uso de
quelantes de fésforo no calcicos produjo una reduccidén en los niveles de
FGF23 y de la reabsorcion tubular de fésforo, sin observarse ninguna

variaciéon en los niveles séricos de fosforo [63,64].

En la actualidad continua la busqueda de biomarcadores que senalen de
manera confiable, si existe un estado de sobrecarga de P y de su actividad
toxica en el organismo, en especial en individuos que aun se encuentran

con niveles séricos en rango de normofosfatemia [65], ademas
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independientemente del metabolismo mineral se sigue explorando cual es
el papel que juegan diversas proteinas en la progresién de la enfermedad
renal recientemente Carlsson et al [66] mediante el analisis de un perfil
protedmico de 80 proteinas en 2 cohortes de pacientes a las que se les dio
seguimiento durante 5 afos, encontré asociacidén entre 20 de estas
proteinas circulares con una disminucion en la funcién renal. Mas de la
mitad de estas proteinas también se asociaron a ERC incidente, sugiriendo
que muchas de las vias que promueven la aparicion de estas proteinas se
comienzan a activar en estadios tempranos de la enfermedad. Los autores
mencionan que la alteracion en la homeostasis del fésforo pareciera jugar
un papel particularmente importante en el deterioro de la funcion renal ya
que la mitad de las proteinas estudiadas en las que se encontré asociacién

con el deterioro, tienen participacion en el metabolismo de este mineral.

Por lo anterior consideramos necesario el estudio en modelos
experimentales donde se busquen respuestas a las alteraciones
presentadas en etapas tempranas de la enfermedad renal, ya que
evidentemente es donde las maniobras terapéuticas pudieran cambiar el
desenlace o al menos retrasar en mayor medida la progresion de la

enfermedad renal.
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