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Abreviaturas

LISTA DE ABREVIATURAS.

A continuacién se presenta una relacion de lasvettoeas mas utilizadas a lo largo

del texto:

ACVA: Accidente cerebrovascular agudo.

ADMA: Dimetilarginina asimétrica.

AGEs: Productos finales de la glicosilacion avanzada.
B2m: Beta 2 microglobulina.

EMPs: Microparticulas endoteliales apoptoticas.
eNOS: Oxido nitrico sintetasa endotelial.

EPCs: Células progenitoras de endotelio.

ERC: Enfermedad renal cronica.

HD-HF: Hemodidlisis de alto flujo.

HDF: Hemodiafiltracion.

HDF-OL: Hemodiafiltracion en linea postdilucional.
HS: Sujetos controles sanos.

HUVEC: Células endoteliales desarrolladas a partir déécoumbilical humano.
HVI: Hipertrofia del ventriculo izquierdo.

IAP-1: Inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1.
ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular 1.

IL: Interleuquina.

IRC: Insuficiencia renal cronica.

LPS: Lipopolisacaridos bacterianos.

MCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos 1.

MID: Mid-dilution.

NO: Oxido nitrico.

PCR: Proteina C reactiva.
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Inflamacion y disfuncion endotelial en la uremiagel del transporte convectivo en hemodidlisis

PMN: Polimorfonucleares.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

SAL: Nivel de garantia de esterilidad.

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa.

UCP-2: Proteina desacoplante 2.

VCAM-1: Molécula de adhesion de célula vascular 1.
VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular.

VEGFR2: Receptor 2 del factor de crecimiento del endotediscular.
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Resumen

Mid-dilution (MID) es una técnica de hemodiafiltrdic en linea que combina las
ventajas de las técnicas de predilucion y postdifucEn este estudio se
examinaron los efectos de diferentes técnicas dedtiafiltracion en linea sobre
la microinflamacion y el dafio reparacion endotelia hipétesis que se planted
fue evaluar si el empleo de una técnica como niididn, que emplea el doble de
flujo de sustitucion que hemodiafiltracion en lingastdilucion convencional,

podia mejorar aun mas los datos obtenidos contéstéca ya descritos en la

bibliografia.

Se disefid un estudio prospectivo y cruzado, enuelpgcientes con enfermedad
renal crénica en hemodialisis se dializaron enréodes diferentes de 8 semanas
cada uno. Fueron divididos en dos grupos: Grupbeimodidlisis de alto flujo
(HD-HF)//IMID//Hemodiafiltracion en linea postdildm (HDF-OL)//MID//HDF-
OL//HD-HF. Grupo 2: HD-HF//HDF-OL//MID//HDF-OL//MIDYHD-HF. Se
emplearon técnicas de citometria de flujo para mesgimonocitos CD14+CD16+
como marcador de inflamacion, y las microparticigdasloteliales apoptoticas
(EMPs) y las células progenitoras endoteliales @ROmMo marcadores de dafio

reparacion endotelial.

Los resultados obtenidos pusieron de manifiestolgsigpacientes tratados con
HD-HF presentaban un marcado estado inflamatodaico. El alto transporte
convectivo, independientemente de la técnica erdplegMID o HDF-OL),
mejoro los parametros de microinflamacion y de dedjmaracion endotelial al
compararlas con HD-HF, sin encontrar diferenciagreerambas técnicas
convectivas. En comparacion con la poblacion detssijsanos la mejora obtenida

con estas técnicas no fue suficiente para normadizavalores.

Estos resultados permiten concluir que la hemdutadion en linea de alto

transporte convectivo mejora el estado microinfiamea y el dafio reparacion
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endotelial en estos pacientes independientemeritetdenica empleada.
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SUMMARY







Summary

Mid-dilution (MID) is an on-line hemodiafiltratiotechnique which combines the
advantages of pre-dilution and post-dilution mad=i In this study, we
examined the effects of different on-line hemodliaiion techniques on
microinflammation and endothelial damage-repair. Mypothesize whether the
use of a technique such as mid-dilution with twiloev replacement that post-
dilution on-line hemodiafiltration could further prove the data obtained with

this technique and described in the literature.

The study was designed as a prospective crossowdy.sPatients with renal
chronic failure in hemodialysis were dialyzed o¥eseparate 8 week periods.
They were divided into two groups: Group 1: Highrrpeability hemodialysis
(HF-HD)/IMID/I Post- dilution on-line hemodiafilttmn (OL-HDF)//MID//OL-
HDF//HF-HD. Group 2: HF-HD//OL-HDF//MID//OL-HDF//MD//HF-HD. Flow
cytometry was used to measure CD14+CDhéenocytes (microinflammation),
apoptotic endothelial microparticles (EMPs) as ¢nhelial damage parameter, and

endothelial progenitor cells (EPCs) as endothediphir markers.

The results showed that patients treated by hernysdiawvith HF-HD showed a
marked chronic inflammatory state. High convectiamsport, independent of the
technique used (OL- HDF or MID), improved microarfimatory parameters and
the endothelial damage- repair balance comparétFtéiD, with no differences
found between the two modalities. In comparisorhwiite population of healthy
subjects, the improvement achieved by these teabsigvas insufficiently strong

to attain normal values.

These results lead us to conclude that the onHemodiafiltration with high
convective transport improves the microinflammatstgte and the endothelial

damage-repair of these patients independentlyeofathnique used.
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Introduccién

La aterosclerosis y la enfermedad cardiovascularlas principales causas de
morbilidad y mortalidad en pacientes con enfermedadl! cronica en tratamiento
con terapia renal sustitutiva. La enfermedad caedioular esta intimamente
relacionada con la inflamacién crénica en pacienées hemodidlisis. La
inflamacion en estos pacientes se asocia con aivde células mononucleares.
Las células CD14+CD16+ se han descrito como unogdgpmonocitos en sangre
periférica que producen citoquinas proinflamator@@sno factor de necrosis
tumoral alfa (TNF) e interleuquina 6 (IL-6). Estas células jueganmportante
papel en el proceso inflamatorio crénico asociamtvla uremia. Niveles elevados
de monocitos CD14+CD16+ se han relacionado compdai@dn de enfermedad
cardiovascular. Ademas, estudios de nuestro grupo imndestigacion han
demostrado que niveles elevados de monocitos CDR46€ en pacientes con
enfermedad renal cronica se correlacionan con marea de dafio reparacion
endotelial como microparticulas endoteliales apiog@é (EMPs) y células
progenitoras de endotelio (EPCs) que constituyeprigicipal mecanismo de
reparacion del endotelio vascular.

En un estudio observacional se ha reportado unedsscen la mortalidad en
pacientes en hemodidlisis asociado a técnicas ctivag de alta eficacia. Tras
varios estudios prospectivos, controlados y randadus con resultados
negativos, un reciente estudio espariol, atribulgetécnica de hemodiafiltracion
en linea postdilucional de alta eficacia un destems la mortalidad de los
pacientes cuando la comparamos con la hemodidbsadto flujo.

Recientemente, se ha disefiado un dializador parmipar la eliminacion de
toxinas urémicas. Este dializador debido a su disaiégra en un solo dispositivo
las caracteristicas necesarias para que se proéuzsa interior un proceso de
hemodiafiltraciéon en linea intermedia. Esta técrseadenomina Mid-dilution.

Cambios estructurales en los cabezales del dializpdrmiten la infusion de
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grandes flujos de liquido de sustitucién en unmera fase de postdilucion previa
a una segunda fase de predilucion.

Estudios preliminares han demostrado tanto in witoano in vivo, que Mid-
dilution aumenta el aclaramiento de toxinas urémida mediano y alto peso
molecular (beta 2 microglobulina, cistatina C,meliunido a proteinas) mientras
que mantiene un aclaramiento similar de toxinasnig&s de pequefio peso
molecular al compararla con hemodiafiltracion eedi postdilucion. Otro estudio
reciente no confirma estos datos. De cualquier &tos estudios llevados a cabo
hasta ahora con Mid-dilution son solamente de efcdepuradora y no existen
datos del potencial efecto beneficioso de estaidécobre la inflamacion y el
dano endotelial.

En base a estos antecedentesifgtesis que se postula en este trabajo de Tesis
Doctoral es que el tratamiento con Mid-dilutionbidi® a su teorica superioridad
en la eliminacion de toxinas urémicas de mediamdto/ peso molecular, podria
mejorar el estado microinflamatorio y los parangetrde dafio reparacion
endotelial en pacientes con insuficiencia renalnica en hemodidlisis. Para
analizar la bondad de la hipotesis, (@jetivos concretos planteados fueron los

siguientes:

1.- Diseiar un estudio prospectivo y cruzado emep&es con insuficiencia renal
cronica en hemodidlisis en el que se trataran cidaredtes técnicas de
hemodialisis (HD-HF, MID, HDF-OL).

2.- Evaluar el efecto de las diferentes técnicaplemaas sobre marcadores de

microinflamacion y de dafio reparacion endotelial.

3.- Analizar la posible existencia de correlaciontre microinflamacion y

disfunciéon endotelial.
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Introducciéon

4.- Comparar los resultados obtenidos en estosatiares con las diferentes

técnicas de hemodialisis con los niveles presantas grupo de sujetos sanos.
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Revision Bibliografica

1. CONSIDERACIONES GENERALES

Comparados con la poblacion general, los pacieotes insuficiencia renal
cronica (IRC) tienen una elevada tasa de morbinwathdebida principalmente a
enfermedad cardiovascufdr, incluyendo dentro de esta patologia cardiovascular
entidades como los accidentes cerebrovasculareadACVA), la enfermedad
vascular periférica, la muerte subita, la enferrdedaterial coronaria y la
insuficiencia cardiaca congestiva. La evidenciauagcpone de manifiesto una
relacion reciproca o bidireccional entre enfermedeadal cronica (ERC) y
enfermedad cardiovascular, de tal forma que larexddad cardiovascular esta
relacionada de manera independiente con el desderiaduncion renatf.®®

Esta elevada tasa de morbimortalidad no se puepleaxinicamente por los
factores de riesgo cardiovascular clasicos (digbeta@pertension arterial,
tabaquismo, hipercolesterolemia, edad, sexo mascalhipertrofia de ventriculo
izquierdo); junto a estos, los pacientes con IREsg@mtan factores de riesgo
denominados no tradicionales que estan directameglicionados con su
enfermedad como son uremia, hiperhomocisteinemadnutricion, alteracion del
metabolismo del calcio y fosforo, aumento del astoXidativo, disfuncion
endotelial y microinflamacion croniéa?'***°

Existe una gran cantidad de biomarcadores tradi@sny no tradicionales (o
relacionados con la uremia) que se han relaciocadoriesgo cardiovascular y
mortalidad en pacientes con IRC. (Tabla 1)

Los marcadores de un sistema inmunitario activadonmibdo crénico estan
intimamente relacionados con varias complicaciodesla ERC, como la

aceleracion de la aterosclerosis, calcificaciorcwkas, resistencia a la insulina
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MARCADORES BIOQUiMICOS

FACTORES DE RIESGO TRADICIONALES

Edad

Sexo masculino

Hipertensién

Hipertrofia del ventriculo izquierdo

Tabaco

Diabetes mellitus

Hemoglobina glicosilada, glucosa

Dislipemia

Colesterol, lipoproteina A

CON LA UREMIA

FACTORES DE RIESGO
TRADICIONALES O RELACIONADOS

NO

Inflamacion

Interleuquina (IL) 6, IL-18, albumina,
leucocitos totales, fibrindgeno, &acido
hialurénico, mieloperoxidasa, proteina C
reactiva (PCR), pentraxina 3, ferritina

Estrés oxidativo

Mieloperoxidasa, plasmalégenos, LDL
oxidada, especies reactivas de oxigeno
(ROS), 6xido nitrico (NO)

Disfuncién endotelial

Pentraxina 3, ADMA (Dimetilarginina
asimétrica), homocisteina, albumina,
VCAM (Molécula de adhesion de célula
vascular), microalbuminuria, proteinuria

Gasto proteico-energético

Albumina, creatinina, prealbumina

Activacion simpatica

Noradrenalina

Alteracion coagulacion

Fibringeno

Resistencia insulina

HOMA (Modelo de evaluacion de la
homeostasis)

Genética / epigenética

SNP (Polimorfismo de nucleétido Gnico),
acortamiento  telomérico, metilacion
ADN

Calcificacidn vascular

Ca, P, PTH, fetuina A, osteoprotegerina,
osteopontina, FGF23

Toxinas urémicas

Creatinina, P-cresol, Indoxil sulfat®2m

Nuevas toxinas urémicas

Proteémica

Sobrecarga volumen

Troponina T, NT-pro-BNP (N-terminal
pro-péptido natriurético cerebral)

Hipotiroidismo subclinico

T3,1T3

Adipoquinas

Leptina, adiponectina, visfatina

Anemia

Hemoglobina, ferritina, IST

Tabla 1. Factores de riesgo tradicionales y no tradicianatepacientes con IRC
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Revision Bibliografica

aumento del catabolismo muscular, pérdida de apetmodelamiento 6seo o
aumento de la permeabilidad de la membrana pe&altoRa varios estudios se ha
demostrado repetidamente que biomarcadores dédenacion, como la proteina
C reactiva (PCR), la interleuquina (IL) 6, el fimdgeno, el recuento de leucocitos
y el &cido hialurénico, son poderosos predictoeekadnortalidad en los pacientes
en dialisis, mientras que los indices de calidad dd#®isis y los indices

nutricionales son factores de riesgo mucho maded&bi

1.1.- TERAPIA RENAL SUSTITUTIVA EN ERC

En la actualidad, las opciones de terapia renatitsiiga disponibles para

pacientes con ERC en estadio 5 (filtrado glomenuenor de 15 ml/min/1,73%n
son las siguientes:

- HEMODIALISIS:** La hemodialisis convencional es la terapia renstisitiva
mas empleada. Se basa en la difusién de solutagradiente de concentracion a
través de una membrana semipermeable y es efeetivia eliminacién de
pequefios solutos (urea, creatinina), asi como eregip las alteraciones

electroliticas, del equilibrio acido-base y la smlarga de fluidos observada.

El paso de solutos a través de la membrana demkidamarno de los poros de
esta. Existen membranas de baja permeabilidad fllogvy membranas de alta
permeabilidad (high-flux). Las membranas de altangabilidad presentan entre
otras caracteristicas, un tamafio de poro mayorlagiele baja permeabilidad,
permitiendo por tanto la eliminacion de solutosnagyor peso molecular como
por ejemplo la beta 2 microglobuling82fm). La eliminacion de solutos de
mediano y alto peso molecular adquiere una vit@loirrancia en estos pacientes
debido a que la acumulacién de este tipo de toxin@siicas se ha relacionado
con muchas de las complicaciones que presentanigstde pacientes asi como
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con la elevada tasa de morbimortalidad global gliosascular.

Para potenciar la eliminacion de solutos de medyaalto peso molecular, se han
desarrollado técnicas de didlisis que afiaden toatgsgonvectivo al transporte
difusivo propio de la hemodialisis convencional.teEsipo de técnicas que
combinan transporte difusivo y convectivo son téaside hemodiafiltracion.
Existen diferentes técnicas de hemodiafiltracianréellas, destacan actualmente
las técnicas de hemodiafiltracion en linea en sifsrettes modalidades
(predilucion, postdilucion, mixta y mid-dilution)a mas utilizada en la actualidad

es la hemodiafiltracion en linea postdilucion.

- DIALISIS PERITONEAL: En este tipo de técnica, icada en pacientes y en
circunstancias determinadas, la membrana de im¥oade solutos entre el
compartimento sanguineo y la solucion peritoneapleata en cada caso

especifico, es el peritoneo del paciente.

- TRASPLANTE RENAL: Si las caracteristicas del gate no lo contraindican,
el trasplante renal es la opcidbn mas recomendada pacientes con ERC en
estadios avanzados. Es la opcion con mejores adsslt ya que si el
funcionamiento del rifidn trasplantado es éptimaee ssiple todas las funciones
gue desempefiaban los rifiones nativos del paciéstana técnica no exenta de
riesgo y complicaciones. A las propias de la té&nguirargica y del
postoperatorio inmediato, se suman las de un moséddhazo a corto y/o largo
plazo. Ademas, los pacientes trasplantados debmartona combinacion de
tratamiento inmunosupresor, con los efectos seciosigue ello conllevé.
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2. INFLAMACION EN ERC Y HEMODIALISIS

2.1. MECANISMO DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA CRONICA

Tanto los humanos como el resto de seres vivogsent que defender de los

agentes dafinos que sean capaces de trastornamsodtasis. Con esta finalidad,
se han desarrollado varios mecanismos efectoreaceapde defender al
organismo frente a estos antigenos y agentes, gedep estar mediados por
células o por moléculas solubles. Como consecueietidario tisular, se activa el
sistema inmunitario innato y después el adaptatemo parte de una compleja
reaccion del organismo que expresa la respuedtial celular. La inflamacion se
consideraba como un sistema de defensa primariondeliduo y, desde este
punto de vista, como la reaccién clave de la regpummunitaria innata. Sin
embargo, la inflamacion puede considerarse un atendoble filo y conducir
también a la muerte o0 a enfermedades debilitaegmcialmente cuando no se
limita a la reaccion inicial. EI mecanismo que deselena la respuesta del
organismo a la lesion es extremadamente sensibés, iynportante que pueda
responder a la lesion sanando y reparando el tdpfi@do, asi como eliminando
el agente causante e interrumpiendo la respudktmatoria’®

Las células del sistema inmunitario estan ampligeneistribuidas por todo el
cuerpo, pero si se produce una infeccion o serlasio tejido, es necesario que se
concentren, y también sus productos, en el lugatadiesion. Los factores
principales de la respuesta inmunitaria son, portaoto, la vasodilatacion
(aumento de flujo sanguineo a la zona dafiada)yrekato de la permeabilidad
vascular (paso de compuestos difusibles al inteléda célula), el movimiento de
las células inflamatorias a través de las pareddsslvasos sanguineos hacia el
lugar de la lesion, los cambios en los perfilessibigticos, metabolicos y
catabdlicos de muchos o6rganos, y la activacién ade délulas del sistema

inmunitario. Ademas, durante la inflamacion se pomh un gran numero de
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efectos mas distantes. Entre éstos se incluyeroliupcion de proteinas de fase
aguda, los componentes complementarios, la fiebré&a yactivacion de la
inmunidad sistémica.

Para evitar el dafo tisular, la respuesta inflamatdebe producirse de forma
limitada y coordinada. En esta respuesta, una amydiriedad de células
conectadas entre si y de mecanismos solubles isaracuando se produce la
lesion tisular. El desarrollo de las reaccionelmétorias esta controlado por las
citoquinas, por productos del sistema enzimaticd glsma, por las
prostaglandinas, los leucotrienos, y por los memesl vasoactivos. Las
citoquinas interactian primero con los receptoesadnembrana celular de alta
afinidad y después regulan la transcripcion de sede de genes celulares
mediante sefiales secundarias. Los lipopolisacabdorianos (LPS), las IL 1, 2,
3, 4, 5y 6, el factor de necrosis tumoral alfa E@lN los productos finales de la
glucosilacion avanzada (AGESs), la angiotensing lps antigenos inespecificos
se acumulan y/o estan presentes en el plasma wrémépresentan unas fuentes
de reaccion inflamatoria. Estas moléculas inteeactcon receptores especificos
de la célula para estimular las rutas de transoérnp@rincipalmente la ruta JAK-
STAK por parte de las IL y la ruta NdB (factor de transcripcion Kappa B) por
parte del resto de moléculas, que acaban produxikndxpresion de proteinas
inflamatorias en el nucleo de diversas célulasa€stanscripciones alteradas
producen cambios en el comportamiento celular. ¢éslas diana, sobre las
cuales las citoquinas transforman sus sefialesfaleniacion, se pueden localizar
en cualquier compartimento del organismo, muy dist en algunas ocasiones
del lugar de secrecion.

En las reacciones inflamatorias el ultimo contrepehde del propio antigeno v,
por esta razén, la acumulacion de células en elrldg la infeccién crénica o en
las reacciones autoinmunitarias (donde al antigeenpuede al final erradicarse)

es bastante diferente de aquella que se produdaganres donde el estimulo
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antigénico se elimina rapidamente. La inflamacidnica es una respuesta
inflamatoria de duracién prolongada (semanas, mesesluso indefinidamente)
y se perpetla por la persistencia del estimuloataesie la inflamacion. En esta
situacidn, una reaccion inflamatoria caracterizaolala infiltracion de neutrofilos
y por un edema da lugar a la predominancia de faxgomononucleares y de
linfocitos. El proceso inflamatorio cronico provoaaevitablemente la lesion
tisular, lo cual, hasta cierto punto, sucede coyanprobabilidad en el proceso de
curacion normal. Pero este proceso llega a sereexag y crénico cuando hay
una eliminacion ineficaz de las materias extraf@sno sucede en ciertas
infecciones cronicas o después de la introducciéncderpos extrafios, de
moléculas modificadas o de la precipitacion detalgés. En esta situacion, la
acumulacion de toxinas urémicas y la sobrecargafliddos propia de los
pacientes con enfermedad renal crénica, la intemacentre la sangre y el
dializador, y la introduccion de compuestos exoge@omo las endotoxinas del
dializado) representan un modelo de estimulos codnipara la respuesta
inflamatoria. El deterioro de la respuesta inmuméaeuremia y la disminucion de
la funcion de los neutrdfilos y los linfocitos T pacientes con ERC se traducen
en un mayor riesgo de infecctdrgue puede ejercer también como estimulo

cronico del proceso inflamatorio.

2.1.1. BASE CELULAR DEL PROCESO INFLAMATORIO

La respuesta inflamatoria esta mediada por -célitaaunocompetentes,
encargadas de generar esta respuesta y deteranimacdsidad de su persistencia.
La inflamacién se caracteriza por la presenciaag@ditos mononucleares y sus
derivados (células epiteloides y gigantes), linfug;i células plasmaticas
(linfocitos diferenciados que adoptan una morf@dogispecial), neutrofilos,
eosinofilos y fibroblasto§? En el curso natural de la respuesta inmune, latasé

circulantes inmunocompetentes reconocen el antigemerando una respuesta
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inflamatoria rapida y eficaz que limita la agresi®ara ello, estas células estan
dotadas de moléculas de superficie como el CDbépter para el LPS, presente
en la mayoria de los monocitdCuando el antigeno se une al receptor CD14 se
inicia la respuesta inflamatoria y cuando cesagimlo antigénico, se detiene la
produccion de sefales inflamatorias desencadenano@ respuesta
antiinflamatoria en la que las células inmunocompets mueren por apoptosis.
Este mecanismo biol6gico asegura una respuestamiaftbria limitada y eficaz.
Cuando el estimulo antigénico perdura en el tiempola red de control
antiinflamatoria no actia de manera eficaz, laslaglinflamatorias prolongan su

supervivencia haciendo que la respuesta sea crhica

Papel de los monocitos

Los monocitos de sangre periférica constituyen polalacion de células muy
heterogénea, sin embargo, la mayoria de ellos ganeomun que presentan una
elevada expresion del receptor CD14, en su memipiasanatica. En la década
de los 80, se descubrié una subpoblacién de masocitn una baja expresion de
CD14 y que coexpresaban CD't6La funcion biolégica de CD16 o #Rlll en la
célula es actuar como componente del receptor jdeafiaidad para Fc, FRIIl,

y mediar en la fagocitosis y citotoxicidad debidac&ulas dependientes de
anticuerpos. En funcion a los receptores CD14 y&8H pueden diferenciar tres

tipos de poblaciones de monocitos por citometrifiugie (Figura 1):
- CD14++CD16-: representan mas del 80% de los mtwsoen sujetos sanos.

- CD14++CD16+: es una poblacion que no esta bieacterizada. Recientemente
se ha publicado un estudio donde estas célulasmiegs un papel predictor de

eventos cardiovasculares en pacientes en di&lisis.

- CD14+CD16+: esta poblacion representa menos %etl® total de monocitos
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en sujetos sanos y esta relacionada con enferneatdidenatorias?
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Figura 1. Analisis de las subpoblaciones monociticas porn@toia de flujo. Para analizar las tres
subpoblaciones de monocitos se selecciona unanreigidde se incluyen el total de monocitos en
la ventana de tamafio y complejidad (no se muestrg)artir de esta regién se separan las
subpoblaciones de monocitos utilizando los antpoerCD14 y CD16. La imagen muestra un

ejemplo de la identificacién de estas células esujeto sano.

Aunque CD14+CD16+ sea una poblacion minoritariasejetos sanos, puede
alcanzar hasta el 40% del total de monocitos emunaly enfermedades
inflamatorias como en el sindrome de inmunodef@@®radquirida (SIDAJ?
insuficiencia renal crénica (IRCY, lupus eritematoso sistémico y artritis
reumatoid€® Estos monocitos han sido descritos como una suagidbl de
células mas maduras que CD14++CD16- y productoras cdoquinas

proinflamatorias como TNE™
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2.2. CITOQUINAS Y QUIMIOQUINAS

2.2.1. CITOQUINAS

Las citoquinas son proteinas solubles de bajo pastecular, producidas
fundamentalmente por linfocitos y macréfagos acdibg aunque también pueden
ser producidas por leucocitos polimorfonucleareBINP células endoteliales,
epiteliales, del tejido conjuntivo y adiposo. Aatieomo mensajeras del sistema
inmune y controlan muchas funciones fisiolégicadtioas tales como
diferenciacion y maduracién celular, inflamacionrgspuesta inmune local y
sistémica, reparacion tisular, hematopoyesis, @stply muchos otros procesos
bioldgicos.

Se han descrito una gran variedad de citoquinasnflanmatorias que se
encuentran alteradas en el entorno urémico e ifllgn el riesgo de desarrollar
enfermedad cardiovascular. Describiremos detenidenmealos de ellas: la

interleuquina 6 (IL 6) y el factor de necrosis tuai@lfa (TNFe).

Interleuquina 6

La interleuquina 6 (IL 6) es una glicoproteina p@da por numerosos tipos de
células inmunes, incluyendo monocitos, células mediates, fibroblastos,
adipocitos y linfocitos en respuesta a estimuls®lfigicos, tal como TNk IL
1B, endotoxinas y estrés oxidatitdLas citoquinas ejercen su efecto bioldgico a
través de su union con receptores especificos sghos en la superficie celular.
Los receptores son proteinas de membrana que oporgda una region
extracitoplasmatica de union con la citoquina, te@on transmembrana y una
region citoplasmatica que interviene en la trangmisle sefales al interior de la
célula.

El receptor de la IL 6 se compone de una suburigachion al ligando (IL6-R o
gp 80) y una subunidad gp 130 que traduce lases@hinterior de la célula. La
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union de la molécula a su receptor en la superdieita célula forma un complejo
que favorece la heterodimerizacion de la subunigpd13G6# iniciando una
cascada de sefializacion que, en ultimo términ@ lgyar a la transcripcion de
determinados genes cuyos productos proteicos soquie van a ejercer el efecto
bioldgico correspondienté.

Los niveles séricos de IL 6 se encuentran elevadda mayoria de los pacientes
con ERC*' Las causas pueden ser atribuidas a multitud derésc(Tabla 2).
Pacientes con funciéon renal disminuida presentgmosi de inflamaciéa*’*que
sugieren que el rifidn interviene en el aclaramidetcitoquinas proinflamatorias,
puesto que los niveles de proteinas inflamatoeam&ementan a medida que la
lesion renal progresa.

Aunque una menor eliminacion puede ser una de tagipales causas de
elevacion de IL 6 en pacientes con ERC, el incremen la produccion de la
misma también es importante. La sobrecarga de \@ium la insuficiencia
cardiaca congestiva contribuyen a incrementar lgeles de IL 6 y TNE a
medida que se deteriora la funcién reéffal

Tabla 2. Factores que se asocian con un incremento enveles de IL 6 y TNE en pacientes
con ERC.

Factores genéticos.
Edad.
Disminucion de la funcién renal y retencion de szdwrémicos.
Comorbilidad.
Sobrecarga de volumen / insuficiencia cardiaca estina.
Infecciones persistentes.
Chlamydia pneumoniae.
Catéter $taphylococcus aureus
Periodontitis.
Estrés oxidativo.
Obesidad.
Factores relacionados con la dialisis.
Membranas.
Liquido de dialisis no estéril.
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Ademas, infecciones persistentes fthlamydia pneumoniaese asocian con
aterosclerosis y eventos cardiovascul&teSe ha demostrado q@e pneumoniae
induce la produccién de IL 6 en las células endués'>® mecanismo por el cual

la infeccion porC. pneumoniagpodria contribuir al proceso de dafio vascular
durante el desarrollo y progresion de lesione®atderdticas®*

Elevados niveles de IL 6 se han asociado con lgres@n de aterosclerosis en
pacientes con ERE® Ademas disminuye la expresion de adiponectina, una
adipoquina antiaterogénica, en estudios in ¥itstbo mecanismo por el cual la IL

6 promueve la aterosclerosis.

Factor de necrosis tumoral alfa

La teoria de una respuesta anti-tumoral del sistemane in vivo fue reconocida
por el médico William B. Coley hace unos 100 aftd$actor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) debe su nombre a la habilidad para destruir agliimorales (ejerce
citotoxicidad en lineas celulares tumorales) y aauwecrosis hemorragica en
tumores en modelos animales in Vvi¥oEs producido principalmente por
macréfagos en respuesta a dafio tisular o infeééidrertenece a una familia de
ligandos que activan a sus receptores iniciand@legfpara la proliferacion
celular y apoptosig®#1201%

TNFa es una potente citoquina proinflamatoria que ui¢gie en la patogénesis
de enfermedades inflamatorias cronicas, tal conaottdis reumatoide y la ERC.
TNFa es sintetizado principalmente como una prote@@stnembrana, dispuesta
en homotrimeros estables, que se expresa en |disigpeelular de linfocitos y
macréfagos activados ademas de otros tipos ceddfat&'>A través de una
escision proteolitica mediada por una metaloprasgin TACE (TNE enzima
conversora), pasa a su forma soluble, que es dibeyaejerce sus acciones
bioldgicas a través de la union con sus receptspscificos TNF-R1 y TNF-R2.
TNFa transmembrana también se une a ambos receptaregjeaprincipalmente
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ejerce sus efectos bioldgicos a través del recejgor 2/* Por lo que TNE
transmembrana ejerce su funcién biolégica por cbmteélula-célula o de forma
local, a diferencia de la forma soluble que entraletorrente sanguineo y actla
en sitios remotos o alejados de su lugar de prodiueé
Después de la liberacion de la forma soluble de ol l[§ér TACE, el dominio
intracelular residual del precursor migra (o sedlaca) hacia el nucleo de la
célula, donde media la produccion de citoqufias.
TNF-R1 y TNF-R2 se expresan en la mayoria de c2lniacleadd®” y forman
dimeros en la superficie celular, donde se unenna molécula de TNk
trimérica, provocando la activacion de un complpjoceso de sefializacion
intracelular que media los efectos pleiotropicdsTdéFa. >’
Una sefializacion exagerada mediada por esos reegpteva a inflamacion
severa, dafo tisular y choque cardiovascular, masrjue una produccion lenta y
continuada de TNélleva a inflamacion cronica.
En la uremia, el deterioro de la funcidén renal muedr uno de los factores mas
importantes asociados con un significativo aumeletda actividad de TNE™!
En modelos animales se ha demostrado que la rémudeila funcion renal afecta
al aclaramiento de TNF"
TNFa parece tener un papel importante en el desarmd#ocalcificaciones
vasculares. Ademas de intervenir en la disfunciddotelial®® varios estudios
han demostrado que la incubacion de células vassulaalcificantes con
concentraciones crecientes de ©Nfondujo a un incremento dosis-dependiente
de la actividad de la fosfatasa alcalina y al diépdsineral en las célulgé®*
Asimismo, en co-cultivos de células vasculares iftednites y monocitos, la
actividad de la fosfatasa alcalina alcanzé nivslgsificativamente mayores con
respecto a los cultivos de células vasculares ficalotes sin monocito$! La
activacion con LDL de los monocitos en co-cultivambién produjo un
incremento en la actividad de la fosfatasa alcal8ia embargo, en cultivos de
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células vasculares calcificantes sin monocitos @enultivos en los cuales las
células vasculares calcificantes y los monocitotenéan contacto directo (cultivo
con insertos) no se observé este incremento ectilddad de dicha enziméaos
resultados obtenidos en este estudio sugieren lcausento de calcificacion en
células vasculares calcificantes inducida por losnogitos se debe a dos tipos de
mecanismos: la interaccion intercelular y la praiut de factores solubles como
el TNFa.

Otro estudio recient®’ evidencia la correlacion entre la homeostasisc#ilos
mecanismos inflamatorios. Nadra y cols. demostrarenlos cristales basicos de
fosfato calcico provocan una respuesta inflamatenamacrofagos humanas
vitro. En su estudio, los macréfagos estimulados conctistales de fosfato
calcico liberaron TNE, IL 1 e IL 8.

2.2.2. QUIMIOQUINAS

Las quimioquinas, denominadas también citoquinagmigatrayentes, son
pequefias proteinas que dirigen el movimiento dé&elasocitos circulatorios a los
lugares de inflamacion o de dafio. Pertenecen ayramafamilia de polipéptidos
de bajo peso molecular altamente basicos y quen deténadas por 70-125
aminodacidos. Existen aproximadamente 40 quimioguimenanas que se agrupan
en cuatro familias en funcién de su estructuramagor de ellas, es la familia
“CC”. Su funcion se basa en atraer a las célulasomacleares a los lugares de
inflamacion cronica y la mas caracteristica desedlala proteina quimiotactica de
monocitos 1 (MCP 1). Las quimioquinas interfierem das células mediante la
activacion de los receptores transmembrana defgipét

Su funcidn consiste en regular procesos celula@wocla migracion, el
crecimiento y la activacion de leucocitos, y otrigos celulares® Las
quimioquinas se producen en respuesta a una segeodjuinas proinflamatorias

primarias, tales como IL 1 y TNé&

44



Revision Bibliogréfica

2.3. CAUSAS DE LA INFLAMACION
Las principales causas de inflamacion en pacientes ERC y las causas

adicionales en pacientes con ERC en hemodialisisusstran en la Tabla 3.

CAUSAS EN ENFERMEDAD RENAL
CRONICA

CAUSAS ADICIONALES EN
HEMODIALISIS

Comorbilidad (edad avanzada, habito
tabaquico, insuficiencia cardiaca
cronica, diabetes mellitus, obesidad,
hipertensidn, inactividad fisica,

dislipemia)

Infecciones en acceso vascular,
presencia de catéter venoso central
como acceso vascular, trombosis de

FAVI y/o protesis

Reduccién en el aclaramiento renal

de citoquinas

Bioincompatibilidad del dializador

Acumulacién de toxinas urémicas

Exposicidon a endotoxinas y a otras
sustancias del dializado activadoras

de citoquinas

Infeccion persistente no reconocida
(enfermedad periodontal,
tuberculosis, Helicobacter Pilory,

Chlamydia Pneumoniae)

Injerto renal no funcionante en

paciente trasplantado previamente

Sobrecarga de fluidos

Alteraciones en el metabolismo

mineral

Tabla 3. Causas de inflamacién en ERC y causas adicioealeemodialisis.
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2.3.1. EL ESTADO DE UREMIA COMO CAUSA DE LA INFLAMA CION
(CAUSAS DE LA INFLAMACION NO RELACIONADAS CON LA
DIALISIS)

La causa del estado proinflamatorio en los pacsethe ERC todavia no esta bien
establecida, aunque es probable que sea multii@cyodepende de la definicion
de la inflamacién. En primer lugar, la inflamaciéa puede definir como un
aumento en los niveles plasmaticos de las citoguprainflamatorias, lo cual
podria estar causado tanto por una disminucion aclaramiento renal como por
un incremento en la produccion de citoquinas. Codosl niveles plasmaticos de
IL 1 y de TNFx se compararon en pacientes antes del comienza d&llsis
frente a aquellos con un tratamiento a largo pla@o, se encontraron
diferencias’® Esto sugiere que la ERC por si misma puede seauaacmas
importante de la presencia de citoquinas inflanredcgn el plasma. Sin embargo,
otros estudios sugieren que la duracion de lasiidiene un impacto importante
en el estado inflamatorio croniéoDe hecho, el deterioro de la funcién renal se
ha asociado con un aumento significativo de loglas/de citoquinas plasmaticas
en los pacientes con ERC y el aclaramiento deinneatse correlaciona con los
niveles de varias citoquinas y de sus receptorkgles en circulacion en los
pacientes con diversos grados de insuficiencial.fénademas en los pacientes
con ERC se encontré una excrecion urinaria de IL&d&8 baja en comparacion
con los controle§? y la disminucion de la funcién renal puede afedhr

aclaramiento tanto de TN& como de IL 117°

La definicion mas habitual de inflamacion en lactica clinica ha sido una
elevacion plasmatica de PCR. La mayoria de losdestypublicados muestran
hallazgos consistentes sobre una estrecha cogelanire la PCR circulante y las
citoquinas proinflamatorias, especialmente IL 6e gepende de la estimulacién

de TNFx y de IL 1. Por lo tanto, la PCR refleja la respadsepatica a los altos
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niveles de citoquinas proinflamatorias en circidaciy las mismas causas que se
describen para la inflamacion en ERC podrian sspamsables de los altos
niveles de PCR. Otras causas de una PCR elevada pacientes con ERC, no
relacionadas con la didlisis, pueden ser factooesocla insuficiencia cardiaca
cronica con sobrecarga de fluiddsgue parece agravarse con la progresion de la
enfermedad rendf' Se ha descrito una importante asociacion entreRig i la
hipertrofia del ventriculo izquierdo (HVI) en loa@entes que todavia no habian
sido sometidos a dilist¥. Una correlacion positiva similar se ha observadeeen
la ERC y el indice de la masa del ventriculo izaioe en pacientes
hemodializado$®

Sin embargo, sigue sin definirse aun si existeretaion causal entre la ERC y
la HVI en pacientes urémicos. Por otra parte, esbpoque la ERC sélo sea un
marcador de la HVI o que tenga un efecto directbresoel miocardio,
favoreciendo la HVI. Finalmente, la ERC y la HVI geieden relacionar
facilmente debido a factores subyacentes en corodmo la sobrecarga de
volumen y la hipertension arterial. La sobrecargaalumen es una complicacion
frecuente en los pacientes en dialisis que seioglaccon la funcidon renal
residual™ y puede por si misma asociarse a activacion inmaaif® Esta
activacion se puede producir por una translocadénbacterias o toxinas en
pacientes con edema grave en el intestino, comuttads de una sobrecarga de
volumen gravé&que, por su parte, puede llevar a un aumento prouccion de
citoquinas proinflamatorias, incluido TRE' Esta hip6tesis concuerda con un
trabajo que muestra que los pacientes en dialisisua historial de insuficiencia
cardiaca presentaban una PCR mas8ltademas, tener una sobrecarga de
volumen crénica o presentar con anterioridad episode sobrecarga de volumen
se asocia con una mayor hipertrofia y dilataci&@h,camo una mayor disfuncion
del ventriculo izquierdd?® Otra explicacion de la asociacion entre la PCR y la

HVI se puede relacionar con un aumento del estxétativo, que es altamente
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prevalente en los pacientes con ERG que también se relaciona con la
inflamacion®>* Cabe destacar que, en un modelo experimental ddiciescia
renal, el tratamiento con el antioxidante aiecoferol previene el desajuste de
cardiomiocitos en el ventriculo izquierdo y redledibrosis miocéardica, lo cual
indica el papel del incremento del estrés oxidasobre la patogénesis de la HVI
y sobre la fibrosis miocéardica en la urerhia.

Otro importante factor para la activacion de lgpuvesta inflamatoria es el efecto
inmunoldgico de las toxinas urémicas sobre elmigtemmunitario. Un ejemplo de
toxinas urémicas con efectos proinflamatorios BnAGEs. Cuando los grupos
aldehidos o cetonas de los carbohidratos reacciopanlos aminoacidos, se
forman varios AGEs. En los pacientes con ERC, sghfmque la acumulacion de
AGEs producida por una disminucion del aclaramiergpnal pueda también
favorecer la inflamacion. De hecho, se ha encoatrath correlacion entre un
AGEs, la pentosidina, y la ERC en pacientes tasbale$™ como no renale¥?®
Ademas, un estudio in vitt mostré que los AGEs pueden desencadenar una
respuesta inflamatoria a través del receptor aetiddos AGEs (RAGE) y de la
activacion de la cascada de sefiales delB\F

Es cada vez mas evidente que el tejido adiposa sdle un depdésito de energia
inerte, sino también un érgano endocrino activo greeluce varias adipoquinas,
incluidos la leptina, la resistina, la adiponectilzalL 6, el TNFx y el inhibidor
del activador del plasminégeno de tipo 1 (IAP?1)Hemos encontrado
recientemente una relacion entre la masa de goaparal (especialmente la grasa
corporal del tronco) y los parametros inflamatoress los pacientes con ERC
préximos al comienzo de la diali$ié.Asi, es probable que la produccion de
marcadores inflamatorios por parte del tejido aslpgueda contribuir a la
inflamacion en pacientes con ERC. El aumento aedsa de grasa corporal es un
hallazgo cada vez mas frecuente en los pacieneca@uienzan hemodialisis y

puede llegar a ser excesivo en algunos paciéhEesto podria deberse en parte a
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una predisposicion genética, segun la informaciéwpgrcionada de que los
pacientes en dialisis peritoneal con una delecéedibn polimorfica en el
genotipo del gen de la proteina desacoplante-2 {£)CRuna proteina con
propiedades termogénicas que desempefia un papetlcemtrol de la eficacia
metabolica) presentaron un aumento significativelgmeso corporal y en la masa
de grasa corporal durante la dialisis peritonealc@mparacion con los pacientes
con una insercion/delecion del genotipo UCP22Por otra parte, la ingesta
caldrica en la dieta puede contribuir a la adipadid/ estos factores, al igual que

el nivel de la actividad fisica de los pacientehah modificarse.

2.3.2. CAUSAS DE LA INFLAMACION RELACIONADAS CON LA
DIALISIS

Aunque se sabe que los niveles de citoquinas paiaiatorias en circulacion estan
elevados antes del comienzo del tratamiento cohsidiaesta claro que el
procedimiento de didlisis por si mismo puede pravama actividad inflamatoria
adicional. Los signos de la inflamacion se obserhabitualmente tanto en
pacientes en hemodiali&fscomo en pacientes en didlisis peritorf&ay, parece
que la hemodialisis y la dialisis peritoneal tienefectos similares sobre la
inflamacién sistémica. Sin embargo, varias pruebagieren que los factores
asociados al proceso de didlisis (expuestos m#sppodrian contribuir a la
respuesta inflamatoria. Inicialmente, Haubitz ysébldemostraron que las
proteinas de fase aguda se activan durante la sz debido probablemente
a la liberacién de citoquinas como consecuenciaaacto entre el dializado y
la sangre. Schindler y cof¥. sugieren que la membrana del dializador puede
desempeiar un papel en la activacion de una reaaciamatoria durante el
proceso de didlisis. Ademas, los resultados de Memeols*® sugieren que la
mala biocompatibilidad del cuprofan en la didlissmmenta los efectos
inflamatorios de la IL 6. En los pacientes en heidmis con membranas de
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cuprofan, las citoquinas proinflamatorias contesida las células mononucleares
en sangre periférica, asi como la respuesta de esfalas estimuladas por
endotoxinas, fueron varias veces superiores adasdpacientes no dializados
con IRC, pacientes en didlisis peritoneal o coasokano$® El uso de
membranas de dialisis bioincompatibles se asogrmaaumento en la apoptosis de
células mononucleares. La uremia por si misma &mpiovoca la apoptosis de
este tipo de célulds! Esta apoptosis de células mononucleares se asagia a
baja expresion de CDf4a la presencia de una disminucion de la longitud de
telomero, a un aumento del subtipo de monocitos430D16+ y a un aumento
en la produccion por parte de estas células dedlllL162*

Las pruebas disponibles también sugieren que idachbel agua utilizada para
preparar el dializad® podria contribuir a la inflamacién. La transferiande
productos bacterianos del dializado contaminadgosahgre del paciente depende
del tipo (celuldsico frente a sintético) y de larpeabilidad (retrofiltracion de
bajo flujo frente a alto flujo) de la membrana aeeutilice en la hemodialisté.

En algunas circunstancias, las sustancias queaactvlas citoquinas pueden
atravesar las membranas del dializador y contriaua inflamacion crénica que
se asocia al tratamiento con hemodidlisis a larigaop Como ejemplo, los
fragmentos bacterianos que se generan a partasdeidpeliculas son capaces de
cruzar la membrana del dializador y estimular lapoesta inflamatoria del
pacienté! Fragmentos de DNA bacteriano hacen que las cétotasmonucleares
CD14+CD16+ y no las CD14++CD16-, expresen masfiLdue produzcan mas

citoquinas y que perpetien su apoptdsis?

2.4. CONSECUENCIAS DE LA INFLAMACION
Se ha descrito una asociacion entre el aument@ dRCR y el aumento de la

morbilidad por parte de Bergstrom y cof$.\Varios grupos de investigacion han

comunicado descubrimientos practicamente idéntiens pacientes tanto en
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hemodialisi$&? como en dialisis peritone#f.Por consiguiente, el aumento de los
niveles plasmaticos de citoquinas proinflamatosda relacionado también con
el aumento de la mortalidad en los pacientes queieczan tratamiento con
didlisis! El aumento de la PCR es un fuerte predictor de afidan
cardiovascular en los pacientes sin IRC (mucho fuéde que los factores de
riesgo para la enfermedad cardiovascular bien lestdbs ya, como el LDL-
colesterol):®® Estos resultados sugieren que la asociacion enfi@miacion y
aterosclerosis es especialmente clara en los pesien didlisi$:* De hecho, se
ha demostrado que la PCR es un predictor indepsieddel nimero de placas
aterosclerdticas en las arterias carotidas de dogeptes en dialisi® y que esta
fuertemente relacionada con la malnutricién, laosiglerosi§* y la calcificacion
vasculaf*® en pacientes con IRC.

Aunque la asociacion entre enfermedad cardiovasalanflamacion en la
poblacion de pacientes en dialisis esta bien dontade, no se ha establecido si
la respuesta de la fase aguda refleja simplementintoma simultaneo, que se
produce junto con la enfermedad ateroscleréticabbstida, o si los diferentes
reactantes de fase aguda por si mismos estan ww/ex el inicio 0 en la
progresion de la aterosclerosis. Se debe resdltaeoho de que las citoquinas
proinflamatorias puedan tener un efecto aterogédimrto por si mismas. Por
ejemplo, se ha demostrado que el GNEs un mediador de la disfuncion
endotelial’®> que disminuye la secrecion de Ap&®y promueve la calcificacion
in vitro de las células vascularésHuber y col€? han propuesto también que la
IL 6 puede tener propiedades aterogénicas indepetedi, como han demostrado
sus estudios, segun los cuales la inyeccion de Iled®mbinante agrava la
aterosclerosis precoz en ratones. Otros estudi@sigomuestran que la elevacion
de IL 6 es un predictor de infarto de miocardiohembres sand¥ que afecta
también a la mortalidad cardiovascular a los ciaios en pacientes anciarids,

apoyan mas aun la idea de que la IL 6 puede sercausa de aterosclerosis.
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Ademas, varias lineas de investigacion sugieren lgudPCR puede estar
directamente implicada en la aterogénesis comorfaasanté?® Recientemente,
se ha demostrado que la PCR también tiene unomefpminflamatorios sobre
las células endoteliales en humanos, bien directwfeo a través de la
inhibicion de la angiotensina Il y del 6xido nitf@é* Otros reactantes de fase
aguda como la lipoproteina®A y el fibrindgend” también pueden tener
propiedades que aceleran la aterogénesis. Sin gmb& asociacion entre
inflamacion crénica y la enfermedad cardiovascplaede ser también directa,
puesto que la inflamacion cronica se ha asociaddaalisfuncion endotelial, la
resistencia a la insulina y el aumento del estrédativo, los cuales se cree que
estan implicados en la aterosclerdsis.

Aunqgue la mayoria de trabajos que investigan losamiemos que hay detras del
estado inflamatorio urémico se han centrado en numocitos y en los
macrofagos, hay datos recientes que indican quemddtelio vascular tiene un
importante papel en la regulacién de la inflamaéiégkdemas, desde un punto de
vista estratégico, la inflamacién vascular puedeus@ diana adecuada a la que

dirigir las intervenciones terapeduticas.
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3. DISFUNCION ENDOTELIAL EN ERC Y HEMODIALISIS

En los pacientes con ERC en estado avanzado tsatzmio hemodialisis, es
evidente que un numero de complicaciones tantciogladas con la dialisis
(biocompatibilidad de la membrana y calidad delaagie dialisis) como no
relacionadas con ella (la uremia, la alta comatadiy la alta tasa de infecciones
cronicas) pueden contribuir a un estado de infladmacronica’’

Dentro de los factores de riesgo no tradicionakscgmentados, el estado de
microinflamacion crénica presente en la uremiagtien papel muy relevante en la
aparicion de dafio endotelial en pacientes con ERChan publicado varios
trabajos en los que se describe la asociacionstkdi@ de microinflamacién con la
aparicion de disfuncién endotelial desde estadimsales de la enfermedad renal
cronica. Por otra parte, se conoce que la disfuner@otelial es el primer paso
para el posterior desarrollo de aterosclerosig, psede explicar parcialmente la
elevada tasa de enfermedad cardiovascular en egte de pacientg§ 4144194208
Los factores de riesgo cardiovascular inciden soéireendotelio vascular
afectando a sus funciones y hacen que diferentegagédel arbol vascular
asuman un fenotipo proinflamatorfd.

La comprension de los mecanismos implicados erefisodios iniciales de la
inflamacioén vascular puede proporcionar nuevaspgetivas en cuanto a los
mecanismos efectores de la enfermedad vascular ptemex, ademas, la
esperanza de poder ofrecer varios lugares de a&mtupara las intervenciones

terapéuticas especificas en la ERC relacionadéacemfermedad cardiovascular.

3.1. INFLAMACION, ESTRES OXIDATIVO Y DISFUNCION
ENDOTELIAL

El endotelio vascular es un tejido dinamico y axtique controla muchas

funciones importantes, entre las que se incluyardalacion del tono vascular y
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el mantenimiento de la circulacion sanguinea, lagatacion y las respuestas
inflamatorias. La regulacion del tono vascular sedpce con la liberacion de
sustancias vasoactivas como el oxido nitrico (NR@Y. tanto, el déficit de NO que
tienen los pacientes con IRC desde estadios ia&ide la enfermeddt],va a
hacer que aparezcan datos de disfuncion endotpbal alteracion de la
vasodilatacion dependiente de endotelio, favorecerel desarrollo de
aterosclerosis y posterior aparicion de eventadi@aasculares.

Uno de los mecanismos que se ha estudiado en nmpdundidad es la
produccion en las areas de inflamacion, de espeeassivas de oxigeno (ROS),
como es el anidon superoéxido liberado por los fagedieclutados en las zonas de
inflamacion por este aumento del estrés oxiddtika. liberacion de ROS es la
consecuencia de un disbalance entre los mecanigmosflamatorios y
antiinflamatorios, a favor de los proinflamatorigsie se sabe tienen los pacientes
urémicos? Las células del endotelio son dafiadas por las RQ@sar de que el
endotelio posee mecanismos antioxidantes para dlfem frente a estos
productos lesivos, si el nimero de ROS es elevaidadiberacion de estas ROS
se perpetua en el tiempo, los mecanismo de detlnkacélula endotelial pueden
ser insuficientes y se produce el dafio endotetialla posterior aparicion de la
aterosclerosi&’ El aumento de ROS va a dar lugar a una disminud@rNO
disponible, cuyo principal papel a nivel del entlot&ascular se sabe que es
producir una vasodilatacion dependiente de endotelpor tanto, su disminucion
contribuye a la aparicion de disfuncién endotéfial.

Junto con la produccion de ROS, que va a ser detante en el descenso de los
niveles de NO plasmatico, otro de los mecanismesigfluye en la aparicion de
dafo disfuncion endotelial produciendo igualmemealascenso de los niveles de
NO plasmatico en los pacientes urémicos, es el atlamde dimetilarginina
asimétrica(ADMA). ADMA es un inhibidor competitivo de la oxid nitrico

sintetasa endotelial (eNOS), por lo que el aumdatADMA que se ha observado
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en los pacientes con IRC por una disminucion deramiento renal, hace que
disminuyan los niveles de NO plasmaticos y poraaet aumento de ADMA

observado en la uremia, es otro de los mecanismesxplican la aparicion de
disfuncion endotelial desde estadios inicialesadiRIC, produciendo al igual que
las ROS, una alteraciéon de la vasodilatacion depeted de endotelio por

descenso del N&!

A pesar de que se han publicados varios trabajda &teratura que relacionan
dafio endotelial, estrés oxidativo e inflamaciorianpacientes con IRC, no esta
aun totalmente claro cual es el mecanismo por e @l estado de
microinflamacién de los pacientes urémicos prodtladafio endotelial; se piensa
que se trata de una alteracién a nivel del sistemmaune, relacionado con la
persistencia de la inflamacién croniéa*2%°

Como ya hemos comentado previamente, la respudktmatoria juega un papel
muy importante en la defensa del organismo frentgr@siones externas. Su
principal objetivo es eliminar los agentes que meproducir dafio tisular. Pero si
este estado inflamatorio se perpetda en el tierogmo ocurre en la uremia, el
estado inflamatorio crénico puede llegar a servmpiara el organismo, pasando
de ser un mecanismo de defensa a ser un mecanisdaid. Por tanto, el estado
de microinflamacién crénica que hay en la uremeaha propuesto como uno de
los mecanismos que producen disfuncion endotgliather paso para el posterior
desarrollo de aterosclerosis; aunque la forma ensguproduce este dafio no es
del todo bien conocid4.

Basandose en amplios datos clinicos y empiricospwsle afirmar que la
inflamacion vascular y la acumulacion de monocéoda pared arterial inician y
desempeiian un importante papel en la progresidla dg¢erosclerosis, lo cual
produce la formacion de placas y, en ultima instaria rotura de la placa y los
subsiguientes trastornos cardiovasculares. La reefimd cardiovascular
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comienza y se perpetda por la interaccion de ladaséinmunitarias con las
células de las paredes vasculares. Las interaccidaelos leucocitos con el
endotelio vascular durante la inflamacién se predua través de varias etapas
gue implican al rodamiento leucocitario mediado galectinas, a la adhesién leve
mediada por las moléculas de adhesion VCAM-1 (Md&de adhesion de la
célula vascular-1) e ICAM-1 (Molécula de adhesiateiicelular-1) y la firme
adhesion posterior mediada por las quimioquinas éepecial la proteina
quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1)) y la ILl"8 Cada vez hay mas datos a
partir de estudios experimentales y clinicos sdgsrtuales estas etapas iniciales
de la aterosclerosis son extremadamente importdfitEs primer lugar, las
moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1 y E-seleclisa expresan durante la
aterogénesi¥, observandose un aumento en las concentracionesldeutas de
adhesion en circulacion en los paciente con {REara acabar de subrayar el
importante papel de las moléculas de adhesion erpal@génesis de la
aterosclerosis, los ratones a los que les falta M&@Amuestran una disminucion
de éstd’ Ademas, los datos prospectivos sugieren con fugueda activacion e
inflamacion endotelial se produce en un momentaiahidentro del proceso
aterosclerotico y que los altos niveles plasmata®das moléculas de adhesion
son predictores de futuros episodios cardiovasesilan la poblacion genefily

en la poblacion con IRE® También hay que destacar las fuertes asociaciones
entre los marcadores secundarios de la inflamagcil@s niveles plasmaticos de
las moléculas de adhesih.Un estudio reciente de nuestro grtippone de
manifiesto como la administracién de diferentegparados de hierro intravenoso
en pacientes en hemodialisis, induce un aumentel ggorcentaje de células
mononucleares con un aumento en la produccion dg RTAM-1 y apoptosis.

En segundo lugar, el papel central de las quimrapiMCP-1 e IL 8 estd muy
bien descrito en el estudio de Gerszten y ctilen, el que ambas quimioguinas
activan la firme adhesion de leucocitos al endotélos ratones a los que les falta
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los receptores para MCP%Y la IL 8" presentan una menor susceptibilidad a la
aterosclerosis y tienen menos monocitos en lasriesi vasculares. Desde un
punto de vista clinico, se observan altos nivelesMCP-1 en pacientes con
infarto agudo de miocardio y angina inestéblgye se asocian a la inflamacion,

dislipemia y trastornos cardiovasculares en losepées en hemodialist§

Otro de los mecanismos que se han propuesto remiente para explicar la
relacion entre microinflamacion y aparicion de da&malotelial, es la activacion
del sistema inmune en la IRC. Esta activacion ewgreaperiférica se evidencia
por un incremento de una subpoblacion de monoaittgados en el suero de los
pacientes urémicos, los monocitos CD14+CD¥6+.

Estas células se han visto aumentadas en sangfériparde pacientes urémicos,
incluso sin que haya datos clinicos de un procefiamatorio activo, y sin un
aumento de otros marcadores de inflamacién, comprdéeina C reactiva o
citoquinas proinflamatoria$? Se ha descrito una relacion directa entre la
subpoblacién de monocitos CD14++CD16+ y la apanicide eventos
cardiovasculare®? Los monocitos CD14+CD16+ son una subpoblacion te es
grupo celular, que muestran unas caracteristioastifgcas especiales, con un
teldbmero mas corto que los monocitos no activatiss,CD14++CD16-. Los
monocitos CD14+CD16+ muestran un aumento de cit@guproinflamatorias en
su citoplasma, que son liberadas al torrente saagufas ser estimuladas por una
agresion externg:'8222°

El papel que esta subpoblacién de monocitos juegata produccion de dafio
endotelial en los pacientes con IRC no esta ckmoun trabajo previo de nuestro
grupo se desarroll6 un modelo experimental en & ge puso en cultivo
monocitos con células endoteliales HUVEC (linea a#ulas endoteliales
desarrollada a partir de células de cordén umbilicanano). En este trabajo se
determiné actividad ROS en tres cocultivos difezertte HUVEC; con monocitos
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totales (CD14++CD16- junto con CD14+CD16+), con pwtos no activados
(CD14++CD16-) y con monocitos activados (CD14+CD163olo las células
HUVEC cocultivadas con este ultimo subgrupo de nitas, mostré un aumento
de actividad ROS. De igual modo se midi6 apoptgsislo se vié un aumento en
este ultimo cultivo de HUVEC con monocitos activadim que apoya la idea de
que el estrés oxidativo inducido por la microinfemi®n en la células
endoteliales, juega un papel muy importante errdadyccion de dafio endotelial
en los pacientes con IRE. Este trabajo soporta la hipdtesis de que,
independientemente de la uremia, la microinflanracitediada por monocitos
activados, CD14+CD16+, en los pacientes con IR@yda dafio endotelial y esto
puede contribuir de forma significativa en el pastedesarrollo de aterosclerosis,
y por tanto, en la aparicion de eventos cardiovases, principal causa de
morbimortalidad en los pacientes con IRC.

En la linea de este mismo trabajo, se ha publicéoen el que, junto con las
células HUVEC vy las diferentes subpoblaciones denauitos, se realizaron
cocultivos de ADN bacteriano, y de nuevo se conipaugue solamente en el
cocultivo con monocitos activados (CD14+CD16+) @eientes urémicos, y no
en células mononucleares de sujetos sanos, haynuendo de la apoptosis de las
células endoteliales (HUVEC) y un aumento en larhbién de citoquinas
proinflamatorias. Ademas, este subtipo de monogitesentan un aumento en los
receptores de citoquinas asi como una mayor expréele moléculas de adhesion
vascular lo que les confiere una mayor interaccion el endotelio vasculdt
Estos datos apoyan la hipétesis de la apariciéwlisfeincion endotelial en la
uremia por aumento de la apoptosis de las céluldeteliales, asi como por la
presencia de una subpoblacién de monocitos acsvado

Se ha publicado un trabajo en el que se avanzasmmas en el conocimiento de
los mecanismos de dafio endotelial en la uremizel eque con protedmica se
intenta dilucidar cuales son las proteinas dafiaddsas células endoteliales que
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van a favorecer el posterior desarrollo de disfam@&@ndotelial. En este trabajo se
miden «in vitro» las proteinas de las células HUY B se dafian cuando se les
cultiva en un medio urémico; tomando como contrdeesleterminacion de estas
mismas proteinas medidas en células HUVEC tragzaeal mismo experimento
en un medio sin uremia. Los resultados de esteliestiyudan a comprender aun
mejor los mecanismos de dafio endotelial en loeptes urémicos, al determinar
un aumento de proteinas relacionadas con el estidativo y la inflamacién?
mecanismos ambos implicados en la aparicion de dadotelial desde estadios

iniciales de la IRC.

3.2. MARCADORES DE DANO ENDOTELIAL
Los marcadores de inflamacién relacionados commi@b drascular mas estudiados

suelen ser proteinas no relacionadas directameasrielac lesion inflamatoria
vascular, como la PCR. De hecho, se producen kigatlo como respuesta a las
citoquinas, especificamente a TNR-IL 1B, y por ello constituyen una respuesta
inespecifica, ya que cualquier proceso inflamateléva estos marcadores.

Como ya se ha comentado anteriormente, la IRC seeatra asociada a una
elevada prevalencia de complicaciones cardiovassudebidas a la presencia de
un proceso inflamatorio croniéb.Ademas, en estos pacientes, las toxinas
urémicas Yy la inflamacién son factores que produtzdio endotelial mas potentes
que los factores clasicos como la hipertensién yobesidad®® Existen
marcadores de inflamacion como la PCR y las citmplique predicen la
mortalidad cardiovasculd??® pero no son suficientes para comprender lo que
esta sucediendo en el endotelio.

En los ultimos afios, el estudio de la biologia edlotelio ha proporcionado
nuevos marcadores de dafio endotelial como las paidioulas endoteliales
(EMPs) y las células progenitoras del endotelioGEP El andlisis de estos
nuevos marcadores sanguineos de dafio endoteliaghitperaportar mas

59



informacion sobre el estado del endotelio vascular.

3.2.1. MICROPARTICULAS ENDOTELIALES

La activacion o lesion del endotelio vascular dgalua una gran variedad de
desordenes inflamatorios. En caso de lesion, laslaséendoteliales pueden
responder emitiendo EMPSLas EMPs se definen como vesiculas de menos de 1
um de diametro, que las células endoteliales ensiterespuesta a una activacion,
lesién y/o apoptosi¥.El mecanismo, in vivo, por el que las células eglihles
emiten las EMP no se conoce. Sin embargo, in viireg gran variedad de
estimulos, como TNE producen vesiculacion de estas céltfidstos estimulos
no son solo pro-apoptéticos, sino que pueden serinflamatorios, pro-
tromboéticos o pro-oxidantés. Recientemente, se ha descubierto que la
disociacion de la NO-sintetasa puede participajo beertas condiciones, en la
produccion de EMP%>*®haciendo hincapié en la posible relacion recipestee
EMPs y disfuncién endotelial dependiente de NO.

En condiciones normales, la activacion endotelsll@cal y reversible. En
consecuencia, el nimero de EMPs circulantes eshajoy®''° Las EMPs estan
involucradas en una gran variedad de condicionedgggcas como en el proceso
de aterogénesis*'y en la disfuncién endotelial presente en patokg@mo el
sindrome antifosfolipidd? preclampsig' y sindrome agudo coronarib.En
pacientes con IRC se ha visto un numero elevadssidas EMPs comparable al de
las patologias citadas anteriormente, sugiriend® lguexcesiva vesiculacion de
las células endoteliales puede actuar como un nuoes@ador de disfuncion

endotelial en la uremizt?

Caracterizacion de las microparticulas endoteliales
La membrana de las EMPs expresan varios fosfokpidipidos oxidados y
diversas proteinas de endotelio como VE-cadhe@ial$4) y la molécula de
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adhesion celular endotelio-plaqueta (PECAM o CD3ntre otros. Su
composicion lipidica y proteica dependen de si somtidas debido a una
activacion celular donde podrian expresar E-sel@c(CD62E¥ o por un
estimulo apoptético donde expresarian mayoritamaen&nexina \2>24°

Para caracterizar correctamente una EMPs por dit@rse flujo se utilizan dos
marcadores, uno para verificar que la micropamiqubcede del endotelio y otro
que nos indigue el estado del mismo. Asi una EMi@ptatica seria positiva para
CD31 y para Anexina V a la vez (CD31+Anexina V+).

3.2.2. CELULAS PROGENITORAS DE ENDOTELIO

La pared vascular y el endotelio se encuentran lrajconstante proceso de dafo
y reparacion en respuesta a estimulos mecanicagmiaps. La regeneracion del
endotelio dafiado se ha explicado por una migragi@noliferacion de células
endoteliales vecing$® Sin embargo, estudios mas recientes indican qusteexi
otros mecanismos de reparacion adicionales. Ertaadsénos se ha identificado
una pequefia poblacion de células progenitorasndiettelio (EPCs) circulantes en
sangre periféric.Las EPCs tienen un papel clave en el mantenimidatda
integridad vascular y acttan como células repaesden respuesta a un dafio en
el endotelid® por esto se pueden considerar como marcadoresdafed
endotelial>*

Tanto la definicion de EPCs, como los métodos pailarlas son muy diferentes
en los numerosos estudios que existen sobre edtdasc Los datos sugieren que
no se trata de una Unica poblacién celular connicoloriger”® EI nimero de
EPCs en pacientes con patologia cardiovasculafesi@S* por lo que pueden ser
utilizados como marcador prondéstico. Pero en lasdéss realizados en pacientes
con IRC existe una falta de consenso a la horaeflaidy medir estas células.
Hay trabajos donde se describe un aumento en ednolle EPCs en pacientes en
hemodialisi€ y otros donde el nimero de estas células estandigin* A pesar
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de la contradiccion que existe en cuanto al nunyegaracteristicas de estas
células en pacientes con IRC, parece claro questos gacientes existe una
disfuncion de las EPC% es decir disminuye su capacidad angiogénica y de
reendotelizacion. Las causas que provocan estdumgibnamiento de las EPCs
en la IRC son desconocidas, aunque en algunosjdsaba demuestra que la

uremia tienen un efecto perjudicial sobre estagdas¥®

Caracterizacién de las células progenitoras de entiio
En la gran mayoria de los estudios realizados pometria de flujo se definen
dos tipos de EPCS$!'® que segun sus receptores de membrana se podrian

clasificar como:

- EPCs I: CD34+/CD133+/VEGFR2+ (receptor 2 del daade crecimiento del

endotelio vascular).

- EPCs II: VEGFR2+/CD14+ (se puede afiadir a edtaid@&n otros marcadores
de células endoteliales como CD31 o CD144).

El nimero de EPCs | que estan presentes en ldagi@n es muy bajo y algunos
trabajos las definen como los verdaderos progestatel endotelio por su
capacidad para reendoteliz&Las EPCs Il pueden ser obtenidas en sangre en
una cantidad relativamente alta y son mayoritandemeélulas derivadas de
monocitos'?®’ Se ha demostrado que las EPC Il son potentes semete factores
angiogénicos, por lo que se les atribuye un pappbrtante en la angiogénesis y
la reparacion endotelial via estimulacion paracdadas células residentes en el

endotelio®’

3.2.3. FACTORES DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCUL AR

Entre otras sustancias importantes que tienen idalacon estos sucesos
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bioldgicos se encuentra el TGHRfactor transformante del crecimiento beta), con
importantes aplicaciones en la geénesis de la fibrogsie acompafa a la
inflamaciéon vascular y de los o6rganos diana del cggso patoldgico
cardiovasculal®®* Pero hay que tener en cuenta otros factores démiesto
secretados por células activadas, como el FGFoffat¢ crecimiento de los
fibroblastos), el factor de crecimiento parecidtaansulina (IGF), o el PDGF
(factor de crecimiento derivado de plaquetédxiste otro factor de crecimiento
qgue en los ultimos afios se ha estudiado por swidgelacon el proceso
aterosclerotico y es el VEGF (factor de crecimiaedgbendotelio vascular).

VEGF es una citoquina multifuncional que estimalaiigracion, diferenciacion y
regeneracion de las células endotelifl&5Es esencial para su actividad pro-
angiogénica;***por eso ha sido utilizado con fines terapéuticaa patimular la
angiogénesi& Estudios previos in vivo han sugerido que el VEGF solo
aumenta la formacion de vasos colaterales sino tgo#ién modifica sus
respuestas vasomotoragas células endoteliales expresan dos receptomes pa
este factor (VEGF-R1 Y VEGF-R2). Aunque el VEGFddo considerado por
ser relativamente especifico para célula endoféfishmbién se ha demostrado
que estos receptores se expresan en monocitos delanésea y de sangre
periférica induciendo su activacion y migracidn.Es a través de esta via de
activacion, de los monocitos, por la que se postula VEGF actia como agente
pro-aterogénicd>*

Algunos trabajos han establecido una asociaciorre efd concentracion
plasmatica/sérica de VEGF y aterosclerosis en me@ades como la diabetes y la
hipertensiérf’**>*’Sin embargo, no hay establecida una relacion &fEGF y

aterosclerosis en pacientes con IRC.
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4. ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO EN LA ERC

A pesar de los avances tecnoldgicos en los Ultiafios, actualmente existe una
deébil esperanza en la mejora de esta situacidestada morbimortalidad en los
pacientes con ERC. Numerosos estudios controladu®spectivos vy
randomizados con un elevado numero de pacientemusstran beneficios en
cuanto a supervivencia al emplear nuevas estratdgiaratamiento, como son un
incremento en la dosis de dialisis®® una intensiva nutriciéff, uso de terapia
antinflamatoriad? uso de eritropoyetina para normalizar los valores d
hemoglobin?® descenso de lipidos con estatiffdAsy tratamiento con
inhibidores de la enzima convertidora de angiotearst

A pesar de estos datos negativos, por todo lo paesto, el manejo del estado
inflamatorio de los pacientes con ERC en hemodsatisberia centrarse en evitar
y tratar precozmente las infecciones, en el ustadeacos con potencial efecto
beneficioso, en el uso de agua ultrapura y en srdalo de nuevas técnicas de
dialisis.

4.1. RELACIONADAS CON LA TECNICA DE DIALISIS
Entre las diferentes estrategias relacionadasactéchica de dialisis propiamente

dicha, ensayadas para solventar este problemaa ggobuesto incrementar el
tiempo y/o la frecuencia de dialisis. Estas medigagencialmente eficaces,
generan problemas logisticos y aun no tienen bumseptacion entre los
pacientes. Otras alternativas pueden ser increméntaficacia depuradora de
toxinas urémicas, sin modificar el esquema coneeati de didlisis,

introduciendo nuevas modalidades terapéuticas pratdica clinica, que se basan
fundamentalmente en incrementar la permeabilidadidkzador y/o aumentar el

trasporte convectivd®*2?** Frente a la hemodidlisis de bajo flujo (baja
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permeabilidad) se sitian la hemodialisis de aligpf(alta permeabilidad) y las

técnicas de hemodiafiltracion.

4.1.1. HEMODIALISIS ALTO FLUJO (HD-HF)

Los dializadores de alta permeabilidad permitenagtaramiento de toxinas
urémicas de mayor tamafio que los dializadores jaepeameabilidad?® debido a
gue los primeros poseen un tamafno de poro may®pyosiuce dentro de ellos un
bajo grado de transporte convectivo debido a riétaafion, que es inexistente en
los dializadores de baja permeabilidatf® A pesar de que esta propiedad de los
dializadores de alta permeabilidad podria ser undad piezas clave para una
mejora de la morbimortalidad de los pacientes &, lexiste gran controversia,
sobre el potencial coste-beneficio de estos diddizzs, con respecto a los de baja
permeabilidad. Hay varios estudios controlados, sugieren posibles ventajas
clinicas de las membranas de alto-fitljit**** Se ha descrito un retraso en la
aparicion y en la severidad de la amiloidosis deidéisis (probablemente por un
mayor grado de eliminacion d&m), mejor conservacion de la funcién renal
residual, un efecto beneficioso sobre la dislipeniéa polineuropatia y las
infecciones, sin que existan resultados convineestdre anemia y calidad de
vida’ En lo referente a la mortalidad, hay multiplesudists que sugieren una
mayor tasa de supervivencia cuando se utilizan meamabk de alta permeabilidad.
Un estudio multicéntrico prospectivo observaciomahlizado en Francid,
incluyendo un alto nimero de pacientes y un estatbman basado sobre un
andlisis secundario de los pacientes del'han observado una mayor
supervivencia de los pacientes cuando se utilizabsmbranas de alta
permeabilidad. Un estudio controlado randomizadtizado en USA, el estudio
HEMO, no observé ninguna superioridad del alto wersl bajo flujg> Sin
embargo, este trabajo ha sido muy criticado poretsab incluido pacientes

prevalentes, previamente dializados en mas de & &@n alto flujo, por la
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reutilizacion de los dializadores, limitacion endiaracion de la sesion de dialisis
y por la potencial seleccion de los pacientes equie respecta a la edad y el
indice de masa corporal. Ademas, en los andlisissiarios de este estudio, se ha
objetivado un potencial beneficio del alto flujay eelaciébn con los eventos
cardiovasculares y una mayor supervivencia parpdogentes que llevan mas de
3.7 afos en dialisis. Curiosamente, si hay datos poditivos derivados de los
andlisis secundario del estudio HEMO, de que losiepges dializados con
membranas de alto flujo, presentan una menor @saaitalidad cardiovascular,
de desarrollo de accidentes cerebro-vasculareshpsstalizacior>°

Un estudio europeo, el MPOstudy (membrane pernmigalmutcome study),
realizado en pacientes incidentes, sin reutilizacié los dializadores, con un
amplio nimero de sujetos evaluados durante un lpagiodo de tiempo, ha
demostrado que el uso de membranas con alta pdtid@dlpuede reducir la
mortalidad en los pacientes con una albuminaiorfer4 g/dl y en los diabéticos
independientemente de los niveles séricos de atiaiiiiSin embargo, no se han
observado efectos beneficiosos en los pacientademtes con una albumina
superior a 4 g/dl, lo que parece indicar que en pofdacion de bajo riesgo el
efecto aislado de la membrana de didlisis no pamaeg relevante. Un meta-
analisis que involucra a 33 ensayos controladodoraizados que incluyen 3820
pacientes con IRC, atribuye a las membranas ddlajtosobre las de bajo flujo
una reducciéon de la mortalidad cardiovascular, peren la mortalidad global ni
en la mortalidad relacionada con infecciones. Lammbranas de alto flujo

redujeron los niveles predialisis g2m %

4.1.2. HEMODIAFILTRACION (HDF)
Diferentes avances en los ultimos afios, sobre ltxleelacionados con la pureza
del liquido de didlisis y la biocompatibilidad d&slImembranas, han permitido

desarrollar técnicas de hemodialisis de alta eicqae aportan un alto transporte
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convectivo, que se suma al transporte difusivo iprode las técnicas
convencionale$''®'* Esta nueva modalidad terapéutica, basada en optiralz
proceso convectivo, permite eliminar toxinas ur@side mayor peso molecular,
por lo que pudieran resultar de gran utilidad, ya qu capacidad depuradora se
asemeja mas a la fisiologia reffaf® El prototipo de este tipo de técnica es la
hemodiafiltracion en linea. Debido al mayor tramggpoconvectivo de estas
técnicas, se consigue un aclaramiento mas eficazalisculas de mediano y alto
peso molecular (ejB2m );? que son reconocidos factores de riesgo de las
diferentes complicaciones urémicas (inflamacién, ila@dosis,
hiperparatiroidismo secundario, arteriosclerosedeaada, mortalidad) que afectan
a los pacientes con insuficiencia renal cronica adist 5 en
hemodialisig?3" 145183185236

Lo que define a las técnicas de hemodiafiltracidrimea, es la infusion dentro
del circuito sanguineo de altas cantidades dedoqde dialisis estéril (SAL6
(Nivel de garantia de esterilidad) y endotoxiga@s03 EU/mI) producido en linea
por el monitor de hemodialisis tras ultrafiltraciariravés de un filtro, de liquido
de didlisis ultrapuro (Bacteriag.1 CFU/ml y endotoxinas 0.03 EU/mI)® La
infusion de liquido de didlisis estéril se puedalizar previa al dializador
(predilucion), a su salida (postdilucion), en sisds mixtos (pre y postdilucion) o
dentro de un dializador especial (mid-dilution).

Las técnicas de hemodiafiltracion en linea predludienen las ventajas de
aportar altos flujos de ultrafiltracion, un mayoartsporte convectivo y por lo
tanto un mayor aclaramiento de mediana moléculagtnconveniente de que la
gran dilucion que sufre la sangre antes de entral dializador podria afectar al
aclaramiento de moléculas de pequefio peso moleetifar®***Las técnicas de
hemodiafiltracién en linea postdilucion son las ef&saces y las actualmente mas
recomendadasS’®” El principal inconveniente de este tipo de técnieasla

hemoconcentracion que sufre la sangre dentro dékallor y el aumento de la
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presion transmembrana que limita el uso de estacg@n sujetos con niveles
elevados de hemoglobina. Se han desarrollado sisteque combinan ambos
tipos de hemodiafiltracién en linea, prediluciémpgstdilucion;”® en los que el
control de la presion transmembrana del sistentavég de sensores, determina
que cantidad de volumen de infusion se aplica edilpicion o postdilucion, con
buenos resultados en el aclaramiento de toxinasicaé cuando las comparamos
con hemodiafiltracion en linea postdilucion (HDF)OL

Publicaciones recientes han demostrado que lagcéascde hemodiafiltracion en
linea permiten un mejor control de la anemia ineet@ndo los niveles de
hemoglobina y reduciendo la dosis de eritropoyeth@anzan niveles de fosforo
sérico mas bajos disminuyendo los requerimientoscajgores del fosforo y
mejoran la estabilidad hemodinamica durante labsede hemodialisis’:*****°El
hallazgo mas relevante ha sido la publicacion deaniculo (estudio DOPPS)
describiendo un descenso en la mortalidad (del 3&f4)do se emplean técnicas
de alta eficacia (trasporte convectivo >15 litros gesién) en comparacion con la
hemodialisis convenciondl. Otro estudio observacional prospectivo italiano
(RISCAVID),*® con un total de 757 pacientes, atribuye a las tésnide
hemodiafiltracion en linea, una mejora en la matdal global y cardiovascular
independiente de la dosis de dialisis. Sin embatgy, que ser cautos al
interpretar estos datos, ya que la mayoria de dagl®s (DOPPS, RISCAVID,
EUCLID) son observacionales, incluyen un escasoemarde pacientes o tienen
un curso corto de seguimiento. Un meta-analisied@ochrane Library?* de 20
estudios con pacientes en hemodiafiltracion en alinbemofiltracion y
hemodidlisis, no muestra diferencias en cuanto gatiad; pero concluye que
para afirmar éste dato se necesitan estudios ¢amb prospectivos vy
randomizados.

En un estudio prospectivo randomizado, The Comwecilransport Study
(CONTRAST)/? 714 pacientes fueron asignados en HDF-OL (358 pasigo en
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hemodialisis de bajo flujo (356 pacientes). No seoatraron diferencias entre las
técnicas en cuanto a mortalidad global y mortalicadiiovascular. Un subgrupo
de pacientes que reciben elevados volumenes dedieiticacion (>21.95 litros)
si obtuvieron beneficios en cuanto a mortalidad.subandlisis de este estudib,
no encuentra diferencias en cuanto a calidad de em los dos grupos de
tratamiento. Otro estudio controlado, prospectivadapdomizado(TURKISH
HDF STUDY),*® enrola a 782 pacientes en HDF-OL (391 pacientes) MD-HF
(391 pacientes). Sélo para volumenes de sustitusifreriores a 17.4 litros se
encuentra un beneficio en cuanto a mortalidad déqaier tipo y mortalidad
cardiovascular. Un estudio espafiol prospectivaytrotado y randomizado
(ESHOL)* compara 456 pacientes en HDF-OL con 450 paci@nté$D-HF con
un seguimiento de tres afios, obteniendo para agyscientes asignados a HDF-
OL una reduccion del riesgo del 30% en cuanto aatwad de cualquier tipo,
una reduccién del riesgo del 33% en cuanto a nwathlcardiovascular, y una
reduccion del riesgo del 55% en cuanto a mortalidactausa infecciosa. Los
volumenes de sustitucién durante todos los periddbgstudio fueron superiores
a 20 litros.

Parece por tanto que la clave para obtener unaimejo cuanto a mortalidad con
las técnicas de hemodiafiltracién en linea puedar &n la aplicacion de altos
volimenes de transporte convectivo (por encima @0l litros por sesion)
cuando hablamos de HDF-OL, que deberan ser masheowdiafiltracion en
linea prediluciort® Este alto transporte convectivo, junto con el us® d
membranas de alto flujo, un liquido de didlisigagtiro, el uso de filtros para
conseguir liquido de dialisis estéril en linea, apaopiada maquina de dialisis,
unos buenos flujos de acceso vascular (por encimeemos de 300 ml/min), un
flujo de liquido de dialisis de al menos 500 ml/mynun estricto control

microbiolégico del liquido de didlisis asi como armanes estrictos en cuanto a
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la desinfeccion de plantas de agua y maquinas alessigj se postulan como las

condiciones 6ptimas para llevar a cabo esta técl@da manera mas eficaz.
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5. HEMODIAFILTRACION EN LINEA POSTDILUCION (HDF-
OL), MID-DILUTION (MID), MICROINFLAMACION Y
DISFUNCION ENDOTELIAL

Se ha descrito que la arteriosclerosis y las erdeéaties cardiovasculares, la
principal causa de mortalidad y morbilidad de l@cipntes en hemodialisis,
guardan una estrecha relacion con el estado inftainacronico y el dafo
endotelial que presentan este tipo de paciéht&s>Estudios previos, han puesto
de manifiesto que las técnicas de HDF-OL con uo #atisporte convectivo,
disminuyen el estrés oxidativ,tienen un mejor perfil antinflamatorio que
repercute positivamente sobre los niveles de PCR,Jl TNFu®*° y ademas se ha
demostrado que reducen el porcentaje de monocPdsl€€CD16+ derivados de
células dendriticas (monocitos activados), dismenuyos niveles séricos de
citoquinas proinflamatorias, disminuyen la senesieercelular y mejoran los
mecanismos de lesidon/reparacion endotelial (mictoquéas endoteliales y células
progenitoras endoteliales), en comparacion con éenita mas eficaz de
hemodidlisis, la didlisis con membranas de alta mpabilidad vy
biocompatibilidac?®*!%1%> Sin embargo, estos parametros no alcanzaban los
valores observados en una poblacion de sujetos shneimilares caracteristicas

demograficas utilizada como grupo control.

A lo largo del texto se han comentado las caratiess principales del subtipo de
monocitos CD14+CD16+. En resumen, este subtipo @®onitos activados esta
incrementado en sangre de pacientes con IRC endi@isis (ademas de en otros
procesos inflamatorioS) incluso en pacientes con marcadores clasicos de
inflamaciéon como la PCR en rango normal. Son cglyeoinflamatorias que
presentan acortamiento en su telémero, son céhyaptoticas con una mayor
produccion y secrecion de citoquinas inflamatoyiasenor de antiinflamatorias,

con una mayor expresion de receptores de citoqyinag mayor expresion de
71



moléculas de adhesidn vascular, lo que les confieeemayor interaccion con el
endotelio vascular. Se han relacionado con la dievéasa de eventos
cardiovasculares en estos paciefiteg su porcentaje se reduce con el uso de
membranas biocompatibles y con un alto transpamteextivo en HDF-OL. Un
estudio relaciona la expresion de la enzima coilgget de angiotensina en la
superficie de estas células con aterosclerosisgpnarteriosclerosis en pacientes
en hemodidlisi$®® Recientement® se ha descrito que el uso de losartan en
pacientes en hemodialisis reduce el porcentajetdetipo de células.

Niveles elevados de este subtipo de monocitos eaiemgas con IRC, se
correlacionan con la elevacion en los marcadoresdaf@o y/o reparacion
endotelial}**'® como son las células progenitoras de endotelio §fRClas
microparticulas endoteliales apoptéticas (EMPs).PEN EPCs constituyen los
principales mecanismos celulares de reparacidéariitelio vascula®
Resumiendo un apartado ya comentado en el texédguiar circunstancia que
incida sobre el endotelio vascular provocando uiiodaace que las células de
éste emitan al torrente sanguineo unas microvesicdenominadas EMPs. Las
EMPs actuaran como transductores de sefial desaelelelio vascular dafiado a
la médula 6sea, con el fin de movilizar desde élima a las EPCs. Las EMPs
poseen en su superficie marcadores de célula diaflgtmarcadores de un estado
de activacion y apoptosiSEn la literatura se encuentra discordancia a la Her
determinar los marcadores de superficie de estaPsENerivadas de células
endoteliales, en la mayoria de los articulos laxiaaeV como marcador de
apoptosis y el CD31 como marcador de célula endbtas definerf® Las EMPs

se han asociado con disfuncion endotelial en vaelfermedades como el
sindrome antifosfolipid&? preeclampsid' y en sindrome coronario agutfdEn
pacientes con IRC en estadio 5, también se hanrtaglponiveles elevados de
EMPs. Existe una asociacién entre las EMPs, digfanendotelial y disfuncién
arterial en pacientes con IRC. Parece clara la relacion entre el estado
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microinflamatorio y la disfuncion endotelial en eesipo de pacientes, pero
también la uremia por si misma juega un importgepel. Faure y cols®,
evaluaron el efecto in vitro de varias toxinas uoé&s como el p-cresol o el
indoxil sulfato sobre la produccion de EMPs de leéliendoteliales en cultivo,
estimulando esta exposicion la formacion de EMPs.

La movilizacion de EPCs desde la médula 6sea esiatpara la preservacion de
la integridad del endotelid® La reparacion del endotelio requiere de la presenci
de EPCs, que expresan CD34 (marcador de superieiecélulas madre
hematopoyéticas y de células endoteliales madyratyeceptor 2 del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGFR2 o regeptlacionado con el
dominio de kinasa (KDR receptoff) Diferentes estudios en la literatura han
observado que en pacientes con IRC en estadio gs5niveles de EPCs
circulantes pueden estar descendf@osn rango normdf, o elevados® no
habiendo unanimidad entre los diferentes estuéiag pacientes sin IRC si esta
demostrado que el numero de EPCs circulantes mexgiz como un método no
invasivo para evaluar la funcién endotelial, y nficdciones en su nimero se
considera un factor de riesgo cardiovascular eivighabs con y sin enfermedad
cardiovasculal’” Hill y cols. , encontraron una correlaciéon negativa entre el
namero de EPCs y el score de Framingham. En pasieabn IRC, su
supervivencia, que depende en gran medida de lasiplicaciones
cardiovasculares que presenten, podria estar ndiiaga por una reparacion
vascular deficiente como resultado del descensmienero y/o funcion de
EPCs’®1%

Recientemente, se ha disefiado un nuevo dializgderteéricamente optimiza la
eliminacién de toxinas urémicas de un amplio espetz tamafio moleculdt:'®
Este nuevo dializador, integra una avanzada tegfreolde hemodiafiltracién en

linea intermedia, dentro de un simple dializadquilag con un asequible coste
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economico. Cambios estructurales en las cabecetadializador, dividen a las
fibras de este en dos anillos concéntricos, peemidi la infusion de gran cantidad
de liquido de reposicidon después de una primema daspostdiluciéon en que la
sangre circula por las fibras del anillo periféricantes de una segunda fase de
predilucidon en que la sangre circula por las filwakanillo central. A este nuevo
concepto se le denomina Mid-dilution (MID) o henaddiracion intermedia. Un
estudio preliminar ha demostrado, tanto in vitranooin vivo, que MID
presentaba un mayor aclaramiento de sustanciagdiamo y alto peso molecular
(beta-2-microglobulina, Cistatina C, retinol unidgproteinas) manteniendo una
eficacia similar en el aclaramiento de moléculape&guefio peso molecular que la
HDF-OL.'*>'% Existia una limitacion importante con esta técnigag son las
elevadas presiones (sobre todo presion transmegajbgae se producen en todos
los puntos del dializador. Santoro y col$® ¢on un cambio en los puertos de
entrada y salida de sangre del dializador (prirfesea de postdilucidn por el anillo
central y segunda fase de predilucién por el ambeoiférico) consiguieron un
similar aclaramiento de sustancias de medianooyp@dso molecular que con la
técnica stantdard, con unas presiones transmembraeaores. A esta
modificacion se le denomind Mid-dilution reverseig{fa 2). El volumen de
liguido de sustitucion Optimo para esta técnicaige entre 150 ml/min y 250
ml/min (el doble de la tasa que permite la técdieddDF-OL)*®

Obviamente estos resultados son muy preliminarescgsitan ser confirmados
con estudios prospectivos randomizados. Inclusstexiin estudi®, que no
corrobora los datos previos de eficacia depuradb@mparar MID con HDF-
OL. Siempre hay que balancear el potencial efeeteficioso (menor mortalidad,
reduccion de la tasa de hospitalizacién, menoideseritropoyetina y captores del
fésforo, etc) derivado de estas técnicas con ebmegyste econdmico inicial. En
cualquier caso, Unicamente se han realizado estdéi@ficacia depuradora, pero
no hay hasta el momento presente ningun estudiodgoeuiestre el potencial
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efecto beneficioso de MID sobre la inflamacion side endotelial. El principal
objetivo de este estudio es evaluar el efecto daltortrasporte convectivo sobre

estos parametros.

« MID DILUTION standard

Substitution

Fluid IN 1) @

Dialysate IN Dialysate OUT

« MID DILUTION reverse

1 Blood OUT

1| Blood IN

Substitution

Fluid IN 110> @

Dialysate OUT

Dialysate IN

Figura 2. Disefio del dializador para Mid-dilution. (Modaldlatandard y modalidad reverse).
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Metodologia

1. PACIENTES

En funcién de las variables a considerar en edastde un total de 79 pacientes
de la unidad de hemodialisis periférica del Hos$gitaiversitario Reina Sofia
(Cordoba, Espafa), se seleccionaron 16 pacientescgmplian los siguientes

criterios de inclusién y de exclusion.

Los criterios de inclusion fueron: pacientes premtds en hemodidlisis desde
hacia al menos 6 meses, con una edad comprendidda@nl8 y los 75 afios, que
recibian una adecuada dosis de dialisis (eKl/8). Todos se dializaban con una
membrana de alta permeabilidad previamente, dddgacon agua ultrapura
(Bacterias< 0.1 CFU/ml y endotoxinas 0.03 EU/mI) y a través de una fistula
arteriovenosa que permitiera flujos sanguineosgmaima de los 350 ml/min.

Debian estar tratados con agentes estimulantea ddtiopoyesis manteniendo

unos niveles de hemoglobina estables entre 11255ygtdl.

Los criterios de exclusion fueron: pacientes coopfesia, diabetes mellitus,
hiperparatiroidismo severo (PTH 400 pg/ml), marcadores virales positivos
(HBsAg, anti-VHC y anti-VIH), enfermedades inflaraags, infecciones activas,
enfermedades autoinmunes, niveles de albumina eemar 3.8 g/dl, niveles de
PCR por encima de rango (por encima de 5 mg/lifumrenal residual mayor de
200 ml/24h, en tratamiento con inmunosupresordstieas, inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina y/o antaganistal receptor de la

angiotensina ll.

Todos los pacientes recibieron tres sesiones dhsisliZa la semana. Las
caracteristicas de las sesiones de hemodialigiadbe paciente no se modificaron
a lo largo del estudio. Se firm6 consentimientoinfado de entrada en el estudio.
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2. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio se diseid6 como un estudio prospectiverugado, tal y como se

muestra en la Figura 3.

/ [wmib | [Horou| [mD | | HoroL \

HD-HF HD-HF

\ Hor-oL | [ mMiB | | HoroL | M /

Figura 3. Disefio del estudio. Un total de 16 pacientes fuativididos en dos grupos de 8

pacientes cada uno. Se dializaron en periodos cotiges de 8 semanas cada uno alternando
diferentes técnicas de hemodialisis de la siguiera@rera: Grupo 1: basalmente (HD-HF), periodo
convectivo 1 (MID), periodo convectivo 2 (HDF-OLperiodo convectivo 3 (MID), periodo
convectivo 4 (HDF-OL) y finalmente (HD-HF). Grupo: basalmente (HD-HF), periodo
convectivo 1 (HDF-OL), periodo convectivo 2 (MIDQJeriodo convectivo 3 (HDF-OL), periodo
convectivo 4 (MID) y finalmente (HD-HF).

Los 16 pacientes fueron asignados en dos grupd@s leientes cada uno. Los
pacientes fueron numerados segun el orden de antead el estudio, y
alternativamente se iban asignando al grupo Igouglo 2. Todos los periodos del
estudio tuvieron una duracion de 8 semanas cada par@ cada paciente.
Basalmente, todos los pacientes de ambos grupibgerea didlisis (HD-HF) con
el mismo dializador de alta permeabilidad (Phylth#¥22SD (Bellco, Sorin
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Group, Mirandola, Italy)), membrana de polypherélate 2.2 rhde superficie,
con un flujo de liquido de dialisis de 800ml/min.

Cuatro pacientes se perdieron durante el seguimi&mt el grupo 1, un paciente
se trasplanté cuando llevaba cuatro periodos cdegie del estudio y otro
fallecié cuando llevaba completado un periodo. Eigrapo 2, un paciente se
trasplantd y otro fallecio, llevando respectivaneendos y dos periodos
completados del estudio. Ambos exitus no se rafacan con la técnica de
dialisis. Al final del estudio permanecieron 12 ipates, 6 en cada uno de los
grupos.

Seguidamente, se inicié otro periodo de 8 semanad eual, los pacientes del
grupo 1 se dializaron en mid-dilution (MID) usanelodializador Olpur md 220
(Nephros Inc., NY, USA)) con el mismo tipo de mean@ ya citada, y con una
superficie de 2.2 mflujo de liquido de dialisis de 800 ml/min y ftugle liquido
de infusién de 12 litros a la hora (200 ml/min).sLpacientes del grupo 2 se
dializaron en hemodiafiltracion en linea postdifuc{HDF-OL) usando el mismo
dializador de alta permeabilidad (Phylther HF22SMijo de liquido de dialisis
de 800 ml/min y flujo de liquido de infusion deitBds a la hora (100 ml/min). La
media del volumen de infusion para los periodosvidie fue de 48.08 litros y
para los periodos de HDF-OL fue de 23.7 litros.

En el siguiente periodo de 8 semanas los pacipnesamente asignados a HDF-
OL cambiaron a MID y viceversa. Tras este periodichotros dos periodos de 8
semanas cada uno, en los que se fue alternanderica convectiva en cada
grupo. En total en ambos grupos, 4 periodos d@itenvectiva de 8 semanas
cada uno (32 semanas en total).

Finalmente, durante las ultimas 8 semanas, losep®s de ambos grupos se

dializaron en HD-HF, de la misma forma que lo himebasalmente.
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Los pacientes fueron su propio control y siempogbreron dialisis en la misma

unidad.

Se obtuvieron muestras de sangre predialisis, esed@n de mitad de semana

(miércoles o jueves), para cada paciente al fiantada periodo de 8 semanas.

Diez voluntarios sanos, similares en edad (64718 afios) y género (6 mujeres y

4 hombres) a los pacientes del estudio, se usarao controles (HS).
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3. PARAMETROS ANALIZADOS

Para analizar el estado microinflamatorio de losqrdes se midieron niveles de
citoquinas en plasma (IL 6 y TN y niveles de monocitos proinflamatorios
CD14+CD16+ en sangre periférica. Para analizaaBbdeparacion endotelial se
midieron niveles de microparticulas endotelialepksma (EMPSs) y niveles de

células progenitoras endoteliales (EPCs) en sawgiterica.

3.1. DETERMINACION DE CITOQUINAS PLASMATICAS

Las concentraciones plasmaticas de IL 6 y &N&eron analizadas a través de

una técnica especifica de ELISA tipo sandwich (R&Btem, Minneapolis, MN,
USA).

El ELISA se basa en el uso de antigenos o antiogerarcados con una enzima,
de forma que los conjugados resultantes tengaidativanto inmunolégica como
enzimatica. Al estar uno de los componentes (ambigeanticuerpo) marcado con
una enzima e insolubilizado sobre un soporte (iroadeorbente) la reaccion
antigeno anticuerpo quedara inmovilizada y, pototasera facilmente revelada
mediante la adicién de un substrato especificoalj@etuar la enzima producira
un color observable a simple vista o cuantificalhediante el uso de
espectrofotometro.

Estos ensayos emplean anticuerpos especificos lasnaaneridos en una placa
de 96 pocillosLa placa fue medida a 450 nm utilizando un leceondcroplacas
Power Wave XS (Biotek, VT, USA). La sensibilidad éasayo es menor de 2
pg/ml, con una reproducibilidad intraensayo e grieayo menor del 10% y 12%

respectivamente.
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3.2. DETERMINACION DE MONOCITOS CD14+CD16+ EN SANGRE
PERIFERICA

Una muestra de 10 ml de sangre venosa periféricbtso tanto de pacientes

como de controles sanos, en tubos con heparioa Rara identificar monocitos
CD14+CD16+, la sangre fue incubada con un anticuernoclonal M5E2
contra la molécula CD14 conjugada con la protearalmina-clorofila (PerCP), y
3G8 contra la molécula CD16 conjugada con fluoliescesotiocianato (FITC).
Ambos anticuerpos y sus correspondientes isotipesof adquiridos de Becton
Dickinson (San José, CA, USA). El analisis por mi&tria de flujo fue realizado
usando un citobmetro FACScalibur (Becton Dickinsonds monocitos fueron
aislados segun su tamafio-complejidad y posteridamam midieron los canales
de fluorescencia (PerCP y FITC).

El procedimiento empleado fue el siguiente:

1. Se utilizan 2 tubos de citometria por muestra @ubacs de BD Falcon N°Cat.
352052). Uno para el control isotipico y otro paranarcaje de la muestra con
los anticuerpos monoclonales.

2. Se afade 100 pl de sangre total a cada tubo. lgaesdabe ser recogida en
tubos con anticoagulante.

3. Marcaje:

a) Tubo para el control isotipo:
- 5 pl de IgG2a/raton en TC (Caltag N°Cat: MG2a06)
-5 pl de IgG1l/raton en FITC (Caltag N°Cat: GM4992)

b) Tubo para los anticuerpos:
- 5 pl de anti-CD14 conjugado en TRI-COLOR (Caltagyoratorios
N° Cat. MHCD1406)
- 5 pl anti-CD16 conjugado en FITC (Caltag Laboriats N° Cat.
MHCD1601)
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4. Se incuba a temperatura ambiente y en oscuridashdu20 minutos.

5. Se lisan los eritrocitos utilizando 2 ml de Facsirhg (BD Biosciences N°Cat.
349202) preparado a (1:10) con agua desionizada.

6. Se incuba 10 minutos la solucion lisante en osadrid

7. Se centrifugan los tubos a 1500 R.P.M. durantertutos y se decantan las
muestras.

8. Se anade 2 ml de PBS (Gibco N° Cat 18912-014).fteparar el PBS se
diluye una de las pastillas en 500 ml de agua dizsida.

9. Se repite el paso 7.

10. Se afiade 500 pl de Cell-Fix (BD Biosciences N°840181) preparado a

(1:10) con agua desionizada.

3.3. DETERMINACION DE MICROPARTICULAS ENDOTELIALES
(CD31+/ ANEXINA V+) EN PLASMA
Cada muestra de sangre obtenida se centrifugdé@RB$0M. durante 20 minutos

para obtener plasma pobre en plaquetas. 100 dtdgpkasma fueron incubados
con 5 ul de anticuerpo monoclonal anti-CD31 comjageon ficoeritrina (Caltag
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Seguidamentdaneeibé con Anexina V
conjugada con FITC (Bender MedSystem, Vienna, AajstEl control negativo
fue obtenido usando el isotipo correspondientevblumen igual de Flow Count
Calibrator beads (Beckman Coulter, Marseille, Fearfae afadido. El analisis
fue realizado en un citometro de flujo Coulter @yio FC 500 (Beckman
Coulter) con un software CXP (Beckman Coulter). £eatultado fue la media de

tres determinaciones independientes de la mismatraue
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El protocolo empleado fue el siguiente:

1. Se utilizan 100 pl de plasma para el control negate la técnica y otros
100 pl para el marcaje de las EMPs.

2. Se afade al tubo positivo el anticuerpo CD31 elCFpara marcar las
EMP endoteliales y su control isotipo al tubo negat

3. Seincuba 20 minutos en oscuridad.

4. Se aflade 2 ml de PBS, se centrifuga a 1500 R.PmMin®os y se
decantan los tubos.

5. Se afade 195 pl de buffer Anexina V a los dossyb® il de Anexina V
al tubo positivo.

6. Seincuba 15 minutos en oscuridad.

7. Se afade 2 ml de PBS, se centrifuga a 1500 R.Pmvin&tos y se
decantan los tubos.

8. Se anade 500 pl de cell-fix y 100 pl de Flow-Cautds dos tubos.

9. Se adquieren las muestras en el citbmetro FC-5@&dkeman Coulter.

3.4. DETERMINACION DE CELULAS PROGENITORAS DE
ENDOTELIO (CD34+ / CD133+ / VEGFR2+) EN SANGRE PERFERICA
Una muestra de 10 ml de sangre venosa periféricbtso tanto de pacientes

como de controles sanos, en tubos con heparinaM#ra identificar las EPCs, la
sangre fue incubada con un anticuerpo anti-CD138ugado con ficoeritrina,
anti-CD34 conjugado con PerCP y anti VEGFR2 corjogeon FITC. Todos los
anticuerpos y sus respectivos isotipos fueron audiqsi de Becton Dickinson (San
José, CA, USA). El andlisis de citometria de fléje realizado utilizando un

citometro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson).
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El protocolo de determinaciéon de este parametro fue

1.
2.

Extraer la sangre en tubos de heparina litio.
Se utilizan dos tubos de citometria por muestra,para el control isotipo y

otro para la muestra.

3. Se afiade 100 pl de sangre por tubo.
4. Se afade los anticuerpos (CD34, CD133, VEGFR23 gstitipos. Segun la

casa comercial la cantidad de anticuerpo oscile d®t-20 pl. Se incuba 20
minutos en oscuridad.

Se lisan los eritrocitos utilizando 2 ml de Facsirig (BD Biosciences N°Cat.
349202) preparado a (1:10) con agua desionizada.

Se incuba 10 minutos la solucién lisante (en odediy se centrifugan los
tubos a 1500 R.P.M. durante 5 minutos.

Se decantan las muestras y se le aflade 2 ml desBB8ntrifugan a 1500
R.P.M durante 5 minutos.

Se decantan y se afiade 500 pl de una soluciéorgadsi lo vas a adquirir
inmediatamente 500 ul de PBS.

87



4. ANALISIS ESTADISTICO

El estudio estadistico de los datos obtenidos & tesbajo se realizé con el

programa informatico SPSS version 15.0 (Microsaitgoration, EE. UU.).

Para la comparacion de medias se utilizo el te#frdekal Wallis para datos no
paramétricos. El test de Mann-Whitney fue utilizgdwoa datos independientes y
el test de Wilcoxon para datos pareados. Para aamlos diferentes periodos se
uso el analisis de varianza ANOVA seguido por lerexion de Bonferroni. El
coeficiente de correlacion de Spearman se empledguealizar correlacion lineal.

Se consideraron significativos aquellos valorep €@.05.

Todos los resultados se presentan como medesviacion estandar.
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Resultados

1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y PARAMETROS DE
LABORATORIO

El disefio del estudio se realizé de acuerdo alesaguepresentado en la Figura
3, que ya ha sido expuesto en el apartado de mlageriétodos.

Las caracteristicas y parametros de laboratorialémgHD-HF) de los pacientes
incluidos en el estudio se muestran en la Tabl&lolse observan diferencias
significativas entre los dos grupos. Estos par&sgiermanecieron sin cambios
significativos a lo largo de los diferentes perigpde! estudio (Tablas 5 y 6).

En cuanto a la estabilidad hemodinamica, los valonedios de tension arterial
sistélica y diastélica fueron inferiores a 140 mg/Hy 90 mm/Hg

respectivamente, permaneciendo estables y sin iwaxdn significativa con las
diferentes técnicas. Tampoco existieron diferensigsificativas en el nimero de

episodios de hipotension intradilisis.

El valor del Kt/Ve fue superior a 1.4 a lo largotddo el estudio.

Se mantuvieron estables y sin diferencias signifiaa las cifras de hemoglobina,
ferritina, IST, dosis de darbepoetina e hierrcavwenoso.

Las cifras de PTH no mostraron diferencias y setavaron en valores entre los
150 y 400 pg/ml.

Las cifras de beta 2 microglobulina predialisis sofrieron modificacion
significativa con las diferentes técnicas.

Parametros de inflamacion como leucocitos, albumiRLCR no se modificaron,
manteniéndose en todo momento en rango normalnfaliale 3.8 g/dl, PCR
entre 1 y 5 mg/l).

Los niveles de IL 6 y TNé& en sangre periférica tampoco se modificaron en los

diferentes periodos.
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GRUPO 1 GRUPO 2 p
Edad (afios) 70.3+£7.2 63.6+ 15.2 0.75
Sexo (M/F) 50% / 50% 66.7% / 33.3% 0.35
Tiempo en hemodidlisis (meses) 60.3+ 8.9 64.6+ 59.1 0.09
Kt/Ve 1.7+£0.2 1.6+0.1 0.48
Leucocitos (células/mr) 7620+ 2380 7514+ 1969 0.45
Hemoglobina (g/dl) 125+ 0.3 11.9+ 0.5 0.39
Dosis darbepoetina ig/semana) 23.3+19.1 29.8+ 17.7 0.77
Ferritina (pg/l) 560+ 365 646+ 330 0.78
IST (%) 29.1+10.2 29.2+11.2 0.74
Dosis hierro (mg/semana) 58.2+ 46.8 44 .2+ 40.5 0.50
Beta 2 microglobulina (mg/l) 26.3+ 7 31.1+2.2 0.13
Albumina (g/dl) 42+0.2 4.2+ 0.2 0.96
Proteina C reactiva (mg/l) 2.71+1.33 3.24+1.67 0.23
IL 6 (pg/mi) 23.0£ 6.6 18.1+ 8.2 0.17
TNFa (pg/ml) 53.9+ 13.1 59.4+ 13.1 0.63

Tabla 4. Caracteristicas y parametros de laboratorio bas#defos pacientes incluidos en el

estudio (media desviacién estandar).
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Tabla 5. Caracteristicas y parametros de laboratorio dpdogentes del Grupo 1 a lo largo del estudio (emediesviacion estandar).

HD-HF MID HDF-OL MID HDF-OL HD-HF

Kt/Ve 1.7+0.2 1.8+0.3 1.9+0.2 1.7+0.2 1.9+0.3 1.8+0.2
Leucocitos (Célulaslmrﬁ) 7620+ 2380 765C: 1708 7935 1363 755% 2260 8075 1633 7833 2540
Hemoglobina (g/dI) 12.5+0.3 11.9+0.4 11.8+0.5 12.2+0.4 12.4+ 0.3 12.5+0.3
Darbepoetina f1g/semana) 23.3£19.1 27.1+18.3 26.5:17.1 29.4:14.3 28.5:16.3 27.3t15.9
Ferritina (pug/l) 560+ 365 661+ 330 654+ 284 656+ 309 640+ 255 569+ 399
IST (%) 29.1+10.2 32.1+ 14 21.5+10.5 22.6£14.6 27.3:16.1 30.1+ 16.5
Dosis hierro (mg/semana) 58.2+ 46.8 50.3+ 40.5 55.4+ 43.3 63.3+39.9 57.3+42.2 59.1+ 45
Beta 2 microglobulina (mg/l) 26.3+7 24.2+6.3 24.8:43 26.1+3.4 26.0t5.7 26.7t 2
Albumina (g/dI) 4.2+0.2 4.2+0.2 43+0.1 4.3+0.2 4.1+0.1 4.2+ 0.2
Proteina C reactiva (mg/l) 2.71+1.33 1.91+0.53 1.93:0.78 1.95 0.33 2.25:1.15 2.10t 0.63
IL 6 (pg/ml) 23.0+6.6 15.3+5.7 15.0£5.1 16.9+5.7 15.7£5 17.2+53
TNFa (pg/ml) 53.9+13.1 47.312.9 45.2+ 6.6 52.9+ 9.3 43.1+ 8.6 46.3£ 9.2




Tabla 6. Caracteristicas y parametros de laboratorio dpdogntes del Grupo 2 a lo largo del estudio (ediesviacion estandar)

HD-HF HDF-OL MID HDF-OL MID HD-HF

Kt/Ve 1.6+0.1 1.8+0.2 1.7+0.1 1.7+0.2 1.7+0.1 1.6+x0.1
Leucocitos (CéIuIaS/mrﬁ) 7514+ 1969 7620 2380 7070Q 2292 713" 2427 801 1697 795Q 1740
Hemoglobina (g/dl) 11.9+ 0.5 12.2+ 0.5 12.3+ 0.4 12.1+ 0.3 119+ 0.4 12.4+ 0.2
Darbepoetina fug/semana) 29.8+17.7 33.0t 15.3 31.1+16.2 29.520.1 32.3 185 30. % 16.7
Ferritina (pg/l) 646+ 330 659+ 300 560+ 360 593+ 317 569+ 340 558+ 355
IST (%) 29.2+11.2 24.8-11.3 30.2£9.5 24.0+13.3 24.0£11.2 242+ 10.5
Dosis hierro (mg/semana) 44.2+ 40.5 50.1+ 43.3 51.5+ 39.9 55.3+ 40 57.4+41.1 50.3+ 38.8
Beta 2 microglobulina (mg/l) 31.1+2.2 31.9+4.1 29.3t2 29.3+2 29.8+ 3.2 30.8t2.3
Albumina (g/dl) 4.2+0.2 43+0.1 4.3+0.2 4.2+0.1 4.4+0.2 4.2+0.2
Proteina C reactiva (mg/l) 3.24+1.67 3.03&1.25 291+ 1.35 2.83:0.81 29% 1.15 2.850.72
IL 6 (pg/ml) 18.1+8.2 15.1+8.7 11.8+3 114+ 4.4 12.9+ 4.7 16+ 6.5
TNFa (pg/ml) 59.4+13.1 60.2+ 19.5 49.6:12.8 43.3: 19 51.7+11.7 63.0x 17




Resultados

2. DETERMINACION DE MONOCITOS CD14+CD16+

El porcentaje de monocitos CD14+CD16+ en ambosogrdprante los diferentes
periodos del estudio se muestra en la Figura 4alB&snte, los pacientes de
ambos grupos dializados con membrana de alta pbiided presentaron un
porcentaje de monocitos CD14+CD16+ que fue de Plpara el grupo 1 y de
11.9 + 2.3 para el grupo 2, valores significativament@esiores a los que
presentan sujetos controles sanos (HS) £398; p<0.05). Cuando a esta misma
membrana de alta permeabilidad le afiadimos un teditwsporte convectivo,
observamos para ambos grupos un descenso no cagjuidi en el porcentaje de
monocitos CD14+CD16+ en las primeras 8 semanasrdpi& convectiva (grupo
1. MID: 6.5+ 3.4; grupo 2. HDF-OL: 7.8 2.1), sin influir que cada uno de ellos
(grupo 1 y grupo 2), comienza y alterna los persode terapia convectiva con
técnicas diferentes en cada momento (Figura 3¢ destcenso continta y se hace
significativo a las 16 semanas de terapia y arp@getaqui el descenso se mantiene
estable todo el tiempo en que los pacientes sealaton terapia convectiva (32
semanas) (grupo 1. HDF-OL: 4222.2, MID: 4.8+ 2.2, HDF-OL: 4.6t 4.5)
(grupo 2. MID: 5.6+ 2.1, HDF-OL: 4.1+ 2.5, MID: 4.8+ 4.1) (p<0.05 versus
HD-HF). El descenso obtenido con este tipo de i@rsg acerca a los valores de
monocitos CD14+CD16+ de HS pero sin llegar a nawzaede (0.05). Al
comparar los periodos de terapia convectiva erntpara ambos grupos, no se
encontraron diferencias significativas. Finalmewtgando los pacientes cambian
a hemodialisis de alto flujo (HD-HF), los valores @D14+CD16+ asciendeny a
las 8 semanas estos valores son similares a lose@ubtuvieron basalmente
(Grupo 1: 12.% 3.4; Grupo 2: 12.2 4.6).
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Figura 4. Porcentaje de monocitos CD14+CD16+ en ambos grupwante los diferentes
periodos del estudio. Basalmente (HD-HF) los pdaede ambos grupos presentan altos niveles
de monocitos CD14+CD16+. El uso de terapia convaqgiroduce un descenso significativo en
estos niveles a las 16 semanas, descenso gque Beraanientras permanece la terapia convectiva
(32 semanas). Finalmente cuando los pacientes aanabHD-HF los niveles de CD14+CD16+
ascienden a los niveles obtenidos basalmente. Nm Hliferencias significativas entre los

diferentes periodos de terapia convectiva.
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Resultados

3. DETERMINACION DE EPCs (CD34+/CD133+/VEGFR2+)

Los resultados obtenidos para este marcador deacfpa endotelial en ambos
grupos durante los diferentes periodos del estsdimuestra en la Figura 5. Al
inicio, los pacientes de ambos grupos dializadoa oaoembrana de alta
permeabilidad presentaron unos niveles de EPCsfupuele 0.3+ 0.2 para el
grupo 1 y de 0.4 0.1 para el grupo 2, valores significativamenteriores a los
que presentan HS (16 0.4; p<0.05). Al ser tratados con un alto transporte
convectivo, observamos para ambos grupos un aunsgtdficativo en los
niveles de EPCs ya desde las primeras 8 semartasagéa convectiva, aumento
gue se mantiene durante las 32 semanas de teoapactiva (grupo 1. MID: 0.6

+ 0.2, HDF-OL: 0.6+ 0.1, MID: 0.7+ 0.1, HDF-OL: 0.6+ 0.1) (grupo 2. HDF-
OL: 0.7+ 0.2, MID: 0.7+ 0.2, HDF-OL: 0.7+ 0.1, MID: 0.7+ 0.1) (p<0.05
versus HD-HF). El aumento obtenido con este tipaetapia se acerca a los
valores de EPCs de HS pero sin llegar a normaézgx.05). Al comparar los
periodos de terapia convectiva entre si, no se ndraon diferencias
significativas entre ambos grupos. Cuando los péesecambian a hemodialisis
de alto flujo (HD-HF), los valores de EPCs desd@ny a las 8 semanas estos
valores son similares a los que se obtuvieroniaibimel estudio (Grupo 1: 04

0.1; Grupo 2: 0.4 0.2).
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Figura 5. Porcentaje de EPCs en ambos grupos durante leeenliés periodos del estudio.
Basalmente ambos grupos mostraron un porcentajeuste EPCs. Los valores obtenidos durante
los diferentes periodos de terapia convectiva fuesignificativamente mayores comparados con
los basales para todos los periodos. No hubo difés significativas entre los diferentes periodos
de terapia convectiva. El ascenso obtenido no afcéos valores de EPCs presentes en sujetos

sanos.
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Resultados

4. DETERMINACION DE EMPs (CD31+/ANEXINA V+)

Los pacientes de ambos grupos dializados con mealata alta permeabilidad
presentaron unos niveles de EMPs de 29319.1 para el grupo 1 y de 2#5
27.1 para el grupo 2. Los valores que presentan(499 + 25; p<0.05) son
significativamente inferiores. El alto transporteneectivo induce un descenso
significativo en los niveles de EMPs ya desde lamgras 8 semanas de terapia,
descenso que se mantiene durante las 32 semarlas gue los pacientes se
dializan con las técnicas de hemodiafiltracioniead (grupo 1. MID: 19% 14.3,
HDF-OL: 186.5+ 24.2, MID: 181.8+ 32, HDF-OL: 168.6+ 25.8) (grupo 2.
HDF-OL: 194.3+ 15.6, MID: 184.6+ 16.8, HDF-OL: 188.2 11.5, MID: 178.6t
8.4) (p<0.05 versus HD-HF). El descenso obtenido con eségpia convectiva no
normaliza estos valores {p.05 vs HS). Al comparar los periodos de terapia
convectiva entre si para ambos grupos, no se eacont diferencias
significativas. Cuando los pacientes en el periotld, cambian a hemodialisis de
alto flujo (HD-HF), los valores de EMPs asciendema las 8 semanas estos
valores son similares a los que se obtuvieron eprigier periodo de HD-HF
(Grupo 1: 294.3t 45.4; Grupo 2: 269.4 19.9). Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Niveles plasmaéticos de EMPs en pacientes durastéiferentes periodos del estudio.
Los niveles de EMPs apoptoéticas son expresados careatos por microlitro (eventqs).
Basalmente, ambos grupos tienen niveles similageEMPs. La terapia convectiva desciende el
namero de EMPs apoptoticas al compararla con HDgeFg estos valores son significativamente
mayores que el nivel de EMPs de sujetos sanos.ulo diferencias entre los diferentes periodos

de terapia convectiva.
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Resultados

5.  CORRELACION ENTRE _MICROINFLAMACION Y
DISFUNCION ENDOTELIAL

Se analiz6 la correlacion existente entre los eiflas parametros de
microinflamacion y disfuncion endotelial, tenienelo cuenta las determinaciones
de todos los pacientes en todos los periodos. ésgltados se muestran en la

Figura 7.

Encontramos correlacién entre los niveles de CDD83 y EMPs (R= 0.63 p=
0.003), y entre los niveles de EPCs y EMPs (R=3-§:50.005).

No hubo correlacién entre los niveles de CD14+CDy&PCs.
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Discusion

Este estudio analizo el efecto de dos técnicas iéliésid diferentes con alto
transporte convectivo (HDF-OL y MID), sobre el estamicroinflamatorio y el
balance dafio reparacion endotelial en una poblat@dracientes en hemodidlisis.
Se llevo a cabo un estudio prospectivo y cruzada e@aluar la respuesta celular
de cada paciente en cada una de las técnicas usadek estudio. Nuestros
resultados mostraron que ambas técnicas de hemsliébn alto transporte
convectivo, HDF-OL y MID, redujeron el porcentajee dmonocitos
proinflamatorios CD14+CD16+ al compararlas con HB-HAdemas, el dafio
endotelial, medido como el nUumero de EMPs apog@stitue menor en MID y
HDF-OL que en HD-HF. Respecto al nimero de EPCserbmos un
incremento en el numero de estas células con dgshde reparacion endotelial
cuando los pacientes fueron tratados con técnieastd transporte convectivo al
compararlos con HD-HF, aunque los valores no alramz niveles normales.
Existid una correlacion entre los niveles de CD1B16+ y EMPs, y entre los
niveles de EPCs y EMPs. Sin embargo no hubo ceiéeleentre los niveles de
CD14+CD16+ y EPCs.

Se ha descrito una estrecha relacion entre inflamacenfermedad cardiovascular en
pacientes con IRC en hemodiali&s.a mejora del estado inflamatorio en este tipo de
pacientes podria tener un impacto positivo a la kerdisminuir el nimero de eventos
cardiovasculares y por consiguiente los altos gsdde mortalidad cardiovascular
presente en esta poblaci§hLas técnicas convectivas de dilisis son supeviala

hora de eliminar toxinas urémicas de mediano y@#sD moleculal’>1%%13°1%9 g

mayor capacidad depuradora de este tipo de técsedaa postulado como una
posibilidad para mejorar el estado inflamatoriongco presente en pacientes con
IRC.!
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En este estudio, se usaron dos técnicas convedwatialisis diferentes, una
(MID) con el doble de flujo de sustitucion que teao(HDF-OL). Varios estudios
han mostrado un mayor aclaramiento tanto in vivma@an vitro de toxinas de
alto peso molecular de MID al compararla con HDF:OL®'*®Teniendo en
cuenta la relacion existente entre la eliminaciériaxinas de mediano y alto peso
molecular y la mejora del estado inflamatorio, sdip pensar que el uso de MID
mejoraria en mayor medida este estado que HDF-@i.eBbargo, las dos
técnicas fueron igual de eficaces a la hora de naweg estado inflamatorio en los
pacientes. Un estudio reciente prospectivo y cmizadn 14 pacientes en
hemodialisi®® apoya nuestros resultados. Estos autores compalarcantidad
total de solutos eliminados, tanto para sustardgabajo peso molecular (small
water-soluble substances) como de alto peso malecygprotein-bound
compounds), para mid-dilution y hemodiafiltracion #nea postdilucion sin
encontrar diferencias entre ambas técnicas. Quaadave sea que aunque con
MID infundimos el doble de volumen de sustitucineqcon HDF-OL, el
volumen total infundido en postdilucion no es difge entre ambas técnicas, y
por eso en nuestro estudio no encontramos diferenemntre ambas. Estudios
futuros son necesarios para entender como un ieatemdel transporte
convectivo pueden mejorar la microinflamacion ydiafuncién endotelial en
pacientes en hemodidlisis. Sin embargo, este patemfecto beneficioso
probablemente relacionado con una mayor eliminag&toxinas urémicas podria
estar asociado con una incontrolada eliminaciénotfes compuestos como
hormonas y albumina, hecho que debe ser tenidoemyenta por los efectos no
deseables que puede llevar asociado. Este estugiers que un alto transporte
convectivo en postdilucion es crucial para mejdearmicroinflamacion y la
disfuncion endotelial. Desafortunadamente no exisigos en hemodiafiltracion

en linea predilucion.
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Estudios controlados, prospectivos y randomizadosun importante nimero de
paciente$?'®™°atribuyen a altas tasas de transporte convectivpostdilucion
una mejora en la mortalidad de estos pacientesrapararlas con técnicas de
didlisis de bajo flujo y alto flujo.

El estudio CONTRAST (The Convective Transport Sjudgs un estudio
prospectivo y randomizadégn el que 714 pacientes fueron asignados en HDF-
OL (358 pacientes) o en hemodidlisis de bajo fl{366 pacientes). El objetivo
primario del estudio fue evaluar mortalidad glopatl objetivo secundario fue
evaluar mortalidad cardiovascular. No se encontradiferencias entre las
técnicas en cuanto a mortalidad global y mortalidadliovascular en una media
de seguimiento de tres afios. Un subgrupo de pasianie recibian elevados
volumenes de hemodiafiltracion (>21.95 litros) atituvieron beneficios en
cuanto a mortalidad global. Otro estudio controjgotospectivo y randomizado
(TURKISH HDF STUDY);* enrola a 782 pacientes en HDF-OL (391 pacientes)
y en HD-HF (391 pacientes) con un seguimiento deaffims. El objetivo primario
del estudio fue evaluar mortalidad global y el ¢éedile eventos cardiovasculares
no fatales. El objetivo secundario fue valorar mladad cardiovascular,
complicaciones intradialisis, indices de hospitadian, cambios en parametros de
laboratorio y medicacion empleada. No hubo difédeenen cuanto a mortalidad
global entre los dos grupos de pacientes. Sélo pal@menes de sustitucion
superiores a 17.4 litros se encuentra un bene&oiocuanto a mortalidad de
cualquier tipo y mortalidad cardiovascular. Un dgiuespafol, prospectivo,
controlado y randomizado (ESHOYY,compara 456 pacientes en HDF-OL con
450 pacientes en HD-HF con un seguimiento de tiies.&El objetivo primario
fue valorar la mortalidad global. Los objetivos wadarios incluyeron mortalidad
cardiovascular, cualquier causa de hospitalizataerabilidad al tratamiento y el
analisis de los datos de laboratorio. Aquellos grgeis asignados a HDF-OL

obtuvieron una reduccién del riesgo del 30% en ttuarmortalidad de cualquier
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tipo, una reduccion del riesgo del 33% en cuantaogalidad cardiovascular, y
una reduccion del riesgo del 55% en cuanto a nathlde causa infecciosa. Se
estimo que el paso de 8 pacientes de la técniozenoional a HDF-OL prevenia
una muerte al afio. El grupo de HDF-OL present6 meadmero de episodios de
hipotension y menor tasa de hospitalizacion. Lo#imenes de sustitucion

durante todos los periodos del estudio fueron soigsra 20 litros.

En este estudio, no encontramos diferencias epda@Enetros analizados durante
los diferentes periodos del estudio (HD-HF, MID, HDL), tanto en el grupo 1
como en el grupo 2. De esta forma, los valores t¥eK B2m predidlisis,
leucocitos, PCR, albumina, IL 6, THF hemoglobina, dosis de darbepoetina,
ferritina, IST, dosis de hierro intravenoso y PTdé¢rmanecieron estables y sin
diferencias significativas a lo largo del estud®odemos afirmar que la técnica de
dialisis empleada en cada momento no modificO deenaasignificativa estos
parametros.

Como ya se ha comentado, el aclaramiento de sim$amhe mediano y alto peso
molecular como 2m, esta incrementado cuando usamos técnicas de
hemodiafiltracion en line®’ Los niveles predidlisis dB2m son predictores de
mortalidad en estos pacienfésg; algunos estudios, tanto observacionales como
controlados muestran que los niveles3@en predialisis descienden al cambiar a
los pacientes de técnica convencional a hemodéaditin en lined:*'*****Que los
niveles de32m predialisis en este estudio no se modificaranladécnica, estan
en consonancia con los resultados de otro trah#jticado por nuestro grugd.
Que en estos estudios,dam predialisis no descendiera, se podria debeeahu
tiempo en terapia convectiva no fue lo suficientet®egrolongado, ya que por
ejemplo, en el Ultimo estudio controladdcon un largo seguimiento, hay una
tendencia a una menor acumulacion con HDF-OL peri@ significativa.
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Se ha publicado que las técnicas de hemodiafiftnaen linea son mas efectivas
en el aclaramiento de biomarcadores de inflam&éidhunque existe gran
controversia con respecto a los niveles de PCRgu& existen trabajos que
observan un descenso en este pardnietyo otros en los que permanece
establd®#*°os niveles de PCR no se modificaron en nuestlmajoa Tanto en
este estudio, como en el ya citado previamenteatea€edo y cols. , los niveles
sanguineos de TMFe IL 6 no se modificaron con las diferentes téxsic
Comparando nuestros datos con los obtenidos mst@wlio ESHOL de Maduell y
cols. , coincidimos en no encontrar diferenciapa@metros de nutricion como la
albumina, en los diferentes parametros relacionadnda anemia (hemoglobina,
ferritina, IST, dosis de darbepoetina y dosis derrhi intravenoso) y del
metabolismo mineral como la PTH. Sin embargo nmadimos en la dosis de
didlisis medida por Kt/Ve, en la que para ellosen diferencias significativas al
usar terapia convectiva (cifras mayores que en Hip-H

Al analizar la estabilidad hemodinamica, observaquesno hay diferencias ni en
las cifras de tension arterial, ni en el namero epésodios de hipotension
intradidlisis. Existen estudios que sugieren ggetéanicas de hemodiafiltracion
en linea la mejorati;'*’y otros que no confirman estos dat®s.

Quizas, el haber seleccionado pacientes con urnissias de inclusion menos
estrictos, nos habria permitido obtener diferenceas estos parametros de
laboratorio y de estabilidad hemodinamica al aplldBF-OL y/o MID frente a
HD-HF.

Que un alto transporte convectivo en postdiluciG@jone el estado inflamatorio
cronico de los pacientes, podria ser una de lasneszque explicarian este
descenso en la mortalidad atribuida a este tigéaecas.

Observamos que tanto MID como HDF-OL reducen etgmaje de monocitos

CD14+CD16+ en los pacientes al compararlos coratdrmiento en HD-HF. Este
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resultado se refuerza con el disefio cruzado dediestgarantizando de esta
manera que los resultados no se ven afectados pécrica previa. En el periodo
final, todos los pacientes son tratados con laicacgue se trataron basalmente,
HD-HF, ascendiendo el porcentaje de monocitos CODWmH6+ al nivel que

tenian inicialmente.

Como ya se ha mencionado previamente, los pacienteemodialisis con mayor
grado de proceso inflamatorio crénico asociadcetietna mayor probabilidad de
sufrir un evento cardiovascul&f. El dafio endotelial es el primer paso en el
desarrollo de enfermedad vascular como aterosiéfofnte este dafio las
células endoteliales emiten vesiculas al torreateysineo denominadas EMPs.
Las EMPs expresan en su superficie marcadoreslula eédotelial reflejando de
esta manera su origéli. Las EMPs apoptéticas se han descrito en varias
enfermedades asociadas a disfuncion endotelial, ocoel sindrome
antifosfolipido}”® preeclampsid' y sindrome coronario agudbEn pacientes
urémicos, el grado de elevacion de EMPs es comigatah el observado en estas
patologias, sugiriendo que este aumento de vesioal@ndotelial podria actuar
como un marcador de disfuncién endotelial en laniag®> Ademas, las EMPs
circulantes se han relacionado con una funcionwascdafada en pacientes en
hemodidlisis?® En un estudio previo de este grupo de investigaciérobservo
que el nivel de EMPs apoptéticas en HDF-OL fue metha@ompararla con HD-
HF.*® Este estudio pone de manifiesto que el uso de c&gncon un alto
transporte convectivo reduce el numero de EMPs tépogs comparadas con
HD-HF, mientras que no hay diferencias entre andxascas convectivas (MID y

HDF-OL).

Encontramos que el porcentaje de EPCs fue maydiBny HDF-OL que en
HD-HF, sin que existieran diferencias entre las doesdalidades con alto
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transporte convectivo. Las EPCs constituyen el cgpai mecanismo de
reparacion del endotelio vascutd¥?***Se ha demostrado que el nimero de EPCs
circulantes puede servir como un método no invagiam evaluar la funcién
endotelial y que un descenso en su niumero puedmssiderado como un factor
de riesgo cardiovascular en individuos con o siferemedad cardiovascular
manifiesta’®” Hill y cols. ,”° encontraron una correlacion negativa entre el ndmer
de EPCs y el score de Framingham. Dado que losemasi con ERC se
caracterizan por su alta mortalidad y morbilidacbide principalmente a
complicaciones cardiovascularéssu supervivencia podria verse influenciada, al
menos en parte, por una reparacion vascular detfiicieomo resultado de una

reduccion en el nimero o funcion de las EBCs?

En este estudio, encontramos correlacion entre €0D46+ y EMPs, entre
EMPs y EPCs, pero no entre CD14+CD16+ y EPCs. bBsmdtados sugieren
que la microinflamacion esta asociada a disfunergotelial, y que la mejora del
estado microinflamatorio con un alto transporteveativo podria reducir el dafio

endotelial.

Podemos observar que la evolucion de los paramd&anicroinflamacion y de
disfuncion endotelial analizados en el estudimeien comportamiento similar.
Niveles basales que mejoran y se mantienen conpli@aeion de terapia
convectiva, y que vuelven a empeorar cuando senseipa técnica convectiva y
se retorna a la técnica inicial con membranas tke @érmeabilidad. Parece
evidente por tanto, que la mejora en estos parémetn solo depende de la
aplicacion de una técnica de alto transporte cdiwecsi no también de la

permanencia de esta en el tiempo.
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Otro dato a tener en cuenta, es que la mejora idbteron el alto transporte
convectivo no llega a normalizar los valores depasametros analizados cuando
se compara con una poblacién de sujetos sanose@sitan estudios que nos
permitan un completo conocimiento de los mecanigpoodos que se produce el
dafio endotelial en los pacientes con IRC para padetear diferentes estrategias
terapéuticas con el fin de evitar la aparicion daddisfuncién endotelial, y una
vez que han aparecido, enlentecer la progresiéameatar el posterior desarrollo
de aterosclerosis y la aparicién de eventos caadmuares. Las técnicas con un
alto transporte convectivo en postdilucion sondiida una de estas estrategias,
tanto por la mejora en el estado inflamatorio cgapla mejora en la mortalidad
y mortalidad cardiovascular. A pesar de este ingmbet avance, el camino para
acercarnos lo mas posible a la normalidad es a@o g desconocido. En el
momento presente, se esta planteando que la ictridtude técnicas de dialisis
que combinen la difusibn y adsorcion, pueden inergar la capacidad
depuradora de toxinas urémicas de mayor peso olaieg de solutos ligados a
las proteinas. Por tanto, el uso de esta modatidadialisis puede constituir una
nueva alternativa terapéutica de depuracion rdfalun reto de la Ciencia en
general y de la Nefrologia en particular descuprirecorrer este apasionante

camino.

LIMITACIONES

Este estudio tiene varias limitaciones. El nimeeo pacientes fue mas bien
pequefio, y por esta razén se disefid un estudiadwuzn el que cada paciente
fue su propio control, aportando esto consistencieeproductibilidad a los
resultados. El disefio del estudio, en el cual lasigmtes cambiaban de una
técnica convectiva a otra podria resultar en uatefpotenciador. Para minimizar
este posible efecto, dividimos a los pacientesasngidupos, en el que cada grupo

comenzaba con una técnica convectiva diferente.ef@®ntraron resultados
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similares para ambos grupos. Ademas, se afadi@nwdp final de HD-HF para

ver como variaban los diferentes marcadores.

Para minimizar lo mas posible los factores de csidfy se establecieron unos
criterios muy restrictivos de inclusion y de exabms De hecho, los pacientes
incluidos en este estudio presentaban un excepenfi inflamatorio con niveles
de proteina C reactiva en rango normal, niveleslioi@mina mayores de 3.8 g/dl,
todos se dializaron a través de una fistula asenosa, usando agua estéril y en
un solo centro de hemodialisis. Como la eritropiogetes un importante
estimulador de la produccion de EPCs en médula'6daa dosis se mantuvieron
estables y sin variacion significativa a lo largs éstudio, por lo que parece poco
probable que en nuestro estudio el uso de eritedp@yactuara como un factor de

confusion.
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Conclusiones

1.- Los pacientes con insuficiencia renal croniedizhdos con membranas de alta
permeabilidad, presentan un elevado estado mitaaiatorio y de disfuncion

endotelial, en comparacion con una poblacién detesijsanos.

2.- El uso de terapias convectivas de alta eficdemodiafiltracion en linea
postdilucion o mid-dilution) mejora el perfil migrdlamatorio al compararlas con

hemodidlisis de alto flujo, sin que existan difeies entre ambas técnicas.

3.- El uso de terapias convectivas de alta eficdemodiafiltracion en linea
postdilucion o mid-dilution), mejora los parametdesdanio reparacion endotelial
al compararlas con hemodidlisis de alto flujo, gue existan diferencias entre
ambas modalidades terapeuticas.

4.- La microinflamacion esta asociada a disfuncEémdotelial. EI uso de
hemodiafiltracibn en linea postdilucion y mid-diant, reduce el estado
microinflamatorio y esto probablemente conduce a mnejora de la disfuncion

endotelial.

5.- La mejora obtenida en los parametros de miftemmacion y de dafio
reparacion endotelial con ambas técnicas convestaa aproxima a los valores

presentes en la poblacion de sujetos sanos pellegan a normalizarse.

6.- La mejora en el perfil microinflamatorio y dafib reparacion endotelial
obtenida con las técnicas con alto transporte ativeepodria estar relacionado
con la menor tasa de mortalidad global y cardiovlasaecientemente atribuida a

este tipo de técnicas.
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