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ADN — Acido desoxirribonucleico

AGEs - “Advanced Glycation End-products”. Productos finales de la
glicosilacion

AII — Angiotensina I1

AINE - Antiinflamatorios no esteroideos

AL — Argininosuccinato Liasa

ALERT - A4ssesment of Lescol in Renal Transplant
Apo — Apolipoproteina

ARA II - Antagonistas de receptores de Angiotensina II
ARN - Acido Ribonucleico.

AS — Argininosuccinato Sintetasa

ATP — Adenosin trifosfato

BH; - Dihidrobiopterina

BH, — Tetrahidrobiopterina

c¢GPx - Glutation Peroxidasa citosolica

CoA — Coenzima A

COX - Citocromo Oxidasa

CsA - Ciclosporina

CT- Colesterol Total

DAF — “Decay-accelerating factor”. Factor acelerador de descomposicion.
DP — Dialisis Peritoneal

Ecto-5"-Nu — ecto-5"-nucleotidasa.

ECV - Enfermedad Cardiovascular

eGPx - Glutation Peroxidasa extracelular

eNOS — Oxido Nitrico Sintasa endotelial

ERC - Enfermedad Renal Crénica

ESA — “Erythropoietic Stimulating Agents”. Agentes Estimuladores de la
Eritropoyesis.

FAD- Flavin Adenina Dinucleo6tido

FRI — Funcion Retardada del Injerto

giGPx - Glutation Peroxidasa gastrointestinal

GPx - Glutation Peroxidasa
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GPx/prot — Glutation Peroxidasa en relacion a proteinas

GR - Glutation Reductasa

GSH - Glutation reducido

GSSG - Glutation oxidado

H,0; - Peréxido de hidrogeno

HCI - Acido Hipocloroso

HD - Hemodialisis

HDL- “High density lipoprotein”. Lipoproteinas de alta densidad
HLA — “Human Leucocyte Antigen”. Antigeno leucocitario humano
HMG CoA - 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A

4-HN - 4 hidroxinonenal

HO; - Radical hidroperoxil

HTA - Hipertension Arterial

HVI - Hipertrofia de Ventriculo Izquierdo

IC — Inhibidor de calcineurina

ICAM - “Intercellular adhesion molecule”. Molécula de adhesion intercelular.
IDL - “Intermediate Density Lipoprotein”. Lipoproteina de densidad intermedia.
IECA - Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina
IFN — Interferon

IL — Interleukina

IMC - indice de Masa Corporal

IMT — “Intima Media Thickness”. Engrosamiento intima media.
iNOS — Oxido Nitrico Sintasa inducible

JNC - Joint Nacional Comité

Km- Constante enzimatica de Michaelis-Menten

L. - Radical alquil

LCAT - Lecitin Colesterol Aciltransferasa

LDL - “Low Density Lipoprotein”. Lipoproteina de baja densidad.
LDL-ox — “Low density lipoprotein” oxidada

L-L — Grupos alquil

LOO- - Radical peroxil

LOOH- - Hidroperoxido lipidico

Lp(a) — Lipoproteina a

VI



Abreviaturas

* & & o

® & & O O O O O OO O o o o o o

<&

MCP-1 — “Monocyte chemotactic protein”. Proteina quimiotactica de monocitos
MCSF — “Macrophage Colony Stimulating Factor”. Factor estimulante de
colonias mononucleares

MDA- Malondialdehido

MDA/prot — Malondialdehido en relacion a proteinas

MDRD - Modification of Diet in Renal Disease Study

MHC - “Major Histocompatibility Complex”. Complejo mayor de
Histocompatibilidad

MMF — Micofenolato Mofetil

MPO - Enzima Mieloperoxidasa

NAC - N-Acetilcisteina

NADPH - Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato

NCI - Neuropatia Cronica del Injerto

NFkp — “Nuclear Factor xB”. Factor nuclear k3

NK - Natural Killer

nNOS — Oxido Nitrico Sintasa Neuronal

NO - Oxido Nitrico

NOS - Oxido Nitrico Sintasa

NOX - NADPH oxidasa constitutiva

NOx — Nitratos y nitritos

NTA — Necrosis Tubular Aguda

O;.. - Anidn Superoxido

OH - - Radical Hidroxilo

ONOO - Peroxinitritos

OS - “Oxidative stress”. Estrés oxidativo

PCR - Proteina C Reactiva

PDGF — “Platelet-derived Growth Factor”. Factor de crecimiento derivado de
plaquetas

PG — Prostaglandina
PLGPx - Glutation Peroxidasa Fosfolipidica

VIII



Abreviaturas

® & & 6 O O O o o o o o o

® & & O o oo o

* & & o o

PTH - Parathormona

RNM - Resonancia Nuclear Magnética

RNS — “Reactive Nitrogen Species”. Especies Reactivas de Nitrogeno.
ROOH - Hidroperéxidos

ROS — “Reactive Oxygen Species”. Especies Reactivas de Oxigeno.
SOD - Superoxido Dismutasa

SRAA - Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

TA — Tension Arterial

TAC - Tomografia Axial Computarizada

TAD — Tension Arterial Diastolica

TAD — Tension Arterial Sistolica

TCE — Traumatismo Craneoencefalico

TGF PB1 - “Transforming Growth Factor f1”. Factor de crecimiento
transformante.

TGL - Triglicéridos

«“

TNF a — “Tumoral Necrosis Factor o. . Factor de Necrosis Tumoral a

TRL - Tacrolimus

Tto — Tratamiento

Tx - Trasplante

Tx — Tromboxano

VCAM - “Vascular Cell Adhesion Molecule”. Molécula de adhesion celular
vascular

VLDL - “Very Low Density Lipoprotein”. Lipoproteina de muy baja densidad
Vm — Velocidad enzimdtica maxima

VSCM - “Vascular Smooth Muscle Cell”. Cé¢lula Muscular Lisa Vascular
a-TO- - Tocoferol

a-TOH - Hidrotocoferol
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1. DATOS HISTORICOS

La existencia de radicales libres como entidades quimicas se describid hace un siglo
sin embargo no fue aceptada de forma universal. Los estudios de Gomberg (1900) y de
Paneth (1923) mostraron la existencia en fase gaseosa de moléculas relativamente
estables procedentes de rupturas hemoliticas que contenian un electron desapareado en
sus Orbitas, denominandolos radicales libres.

A mitad de la década de los 50, a un pequenio grupo de cientificos se le atribuy¢ el
descubrimiento del oxigeno reactivo en el campo de la bioquimica. Estas moléculas
reactivas se han considerado durante casi todo el siglo XX como efectoras de dafio tisular
aleatorio. Hay que entrar en el siglo XXI para encontrar avances en el estudio de la
importancia de los radicales libres en las ciencias biomédicas.

Los radicales libres se producen para mantener la homeostasis a nivel celular en
tejidos normales, sin embargo también se esta descubriendo como en toda enfermedad
hay implicito algiin grado de estrés oxidativo producido por dichos radicales.

En el ambito de la Nefrologia las primeras referencias a la oxidacion las encontramos
en la década de los 70 en relacidon con la oxidacion de células de serie roja sanguinea en
pacientes en hemodidlisis (Rosenmund y cols 1975), y posteriormente en uremia
(Kamoum y cols 1981) y didlisis peritoneal ya en la década de los 90 (Girelli y cols
1992).

A partir de ahi surge la gran evolucion en el estudio de estrés oxidativo en uremia,
hemodiélisis (HD) y trasplante (Tx) renal, con eclosion a final de los 90, comenzando por
la implicacion de la peroxidacion lipidica y posteriormente la afectacion de productos de
glicacion, proteinas y 4acidos nucleicos, y su influencia en la fisiopatologia de las distintas

patologias, la funcion renal, e influencia cardiovascular.

2. RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO
2.1 Concepto

Los principales agentes oxidantes son los radicales libres, generados por la
utilizacion del oxigeno en las células. Se define como radical libre a cualquier molécula o
atomo que contenga uno o mas electrones desapareados en su orbital mas externo,

derivados del oxigeno molecular (o reactive oxygen species — ROS).
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El oxigeno en su estado basal es un birradical con dos electrones en su orbita
externa (estado triplete). Debido a que los dos electrones tienen el mismo espin, el
oxigeno solo puede reaccionar con un electron, y esto lo hace poco reactivo. Sin embargo
si uno de los dos electrones desapareados se estimula y cambia de espin, la molécula que
resulta es el oxigeno singlete, que es un potente oxidante, y los dos electrones con
espines antiparalelos pueden reaccionar con otros pares de electrones, esta molécula no
se considera importante como iniciadora de dafio oxidativo.

En condiciones fisiologicas existe un balance entre la formacion de ROS y
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. El estrés oxidativo es un conjunto de
procesos deletéreos derivados del desequilibrio entre la formacion aumentada de ROS
y/o una capacidad antioxidante disminuida (Turrens 2003). Niveles bajos de ROS pueden
ser necesarios en gran cantidad de procesos, entre los que encontramos mecanismos de
sefnalizacion intracelular, inmunitarios, defensa antimicrobiana, proliferacion o apoptosis.

Existen dos vias para la reduccion del oxigeno:

a) Univalente: en la que se forman especies activas de oxigeno, incompletas
en su reduccion, intermedias entre el oxigeno y el agua, y en las que se
adhiere un electron en cada paso, mediado por mecanismos antioxidantes
enzimaticos, que se irdn describiendo en los apartados siguientes.

b) Tetravalente: en esta via, la reaccion catalizada por la citocromo oxidasa
(COX) mitocondrial anadiendo 4 electrones al oxigeno, da lugar a su
reduccion a H;O, sin liberar radicales de oxigeno. (Barja de Quiroga
1998)

COX 4e-
0, H,°

2.2. ROS y antioxidantes enzimaticos
2.2.1. Anion superoxido

Gran parte los radicales libres van a derivar del anién superoxido (O;-.), primer
ROS en el curso de la via univalente de reduccion del oxigeno. Este anion es producido
de forma fisioldgica en pequefia cantidad en la mitocondria, pero ante determinados
estimulos, la produccion se puede ver aumentada a expensas de la enzima Nicotinamida
Adenina Dinucledtido Fosfato Oxidasa (NADPH oxidasa), principal fuente de

produccion del O;-. en fagocitos y tejido vascular.
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Existe otro tipo de NADPH oxidasa no fagocitica, o constitutiva, se denomina NOXs,

es el caso de la NOX del endotelio vascular, en la que estimulos como la angiotensina II,

endotelinas, hiperglucemia o niveles altos de colesterol van a ser factores humorales que

produzcan el aumento de expresion de la enzima y determinen el aumento de produccion

de ROS.

Las fuentes principales de anién superdxido son:

No enzimaticas:

a)

Mitocondrias: son las responsables de mas del 90% del consumo de oxigeno
celular, y en ellas encontramos la via monovalente de reduccion del oxigeno.
Las zonas de formacion de O,-. son: la membrana externa de la mitocondria,
en la matriz y en ambos lados de la membrana mitocondrial interna (Turrens

2003).

Enzimaticas

b)

Fagocitos del sistema inmune: ante un estimulo, experimentan un aumento
acusado de consumo de oxigeno, principalmente en la membrana plasmatica,
donde la enzima NADPH oxidasa (Babior y cols 2002; Vignais 2002)
produce, a expensas de electrones de la via de las pentosas y oxigeno basal,
radicales libres de oxigeno.

Endotelio vascular: mediante la NADPH oxidasa del endotelio (Babior 2000).

NAD(P)H + 20, —— NAD(P) + H+ + 20, -.

Oxigenasas citocromo P450 dependientes (Coon y cols 1992).

La conversion proteolitica de xantin deshidrogenasa a xantin oxidasa, es
proveedora de anion superoxido y perdxido de hidrégeno (Yokohama y cols

1990)

Las especies reactivas de oxigeno van a actuar sobre macromoléculas, lipidos,

proteinas y acidos nucleicos, provocando una reaccién en cadena en la que especies

intermedias pueden actuar a su vez como agentes oxidantes.

2.2.2. Enzima superoxidodismutasa

El anion superoxido es rapidamente transformado en peréxido de hidrogeno (H;

0;) mediante la enzima superdxidodismutasa (SOD). Las SOD son la primera linea de

defensa contra el dafio oxidativo. Forman una familia de metaloenzimas, en la que se

describen tres isoformas:
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a) Cobre-Zinc SOD (Cu-Zn SOD), presente en el citoplasma, dimérica y peso
molecular 30 kDa;

b) Manganeso-SOD (Mn SOD) presente en la mitocondria, producida en la
matriz y en la cara interna de la membrana interna mitocondrial, tetramérica y
pm 80kDa (Fridovich 1995);

¢) SOD Extracelular (ECSOD) que se encuentra en el intersticio, plasma, linfa y
liquido sinovial, dimérica (Vaziri y cols 2003).

En la reaccion, una molécula de superoxido se oxida dando lugar a O, molecular,

mientras que otra se reduce para dar lugar a H,O,. La reaccion estd limitada por la

difusion debido a la constante de la reaccion (2 x 10° M s™)

SOD
02-. + O2-. + 2H » H20:2 + O2

2.2.3 Peroxido de hidrogeno

Una vez formado el H,O,, gracias a la SOD, esta molécula oxidante, pero no
radical libre, puede encaminarse hacia cuatro senderos: 1. metabolizarse a oxigeno y
agua gracias a la actuacion de la enzima catalasa; 2. via glutation; 3. a través de la
reaccion de Fenton/Haber-Weiss, en presencia de hierro, da lugar a una molécula de
radical hidroxilo, y 4. entrar en el campo del sistema enzimatico de la mieloperoxidasa
leucocitaria.
2.2.3.a. Metabolizacion a oxigeno y agua.

Esta reaccion esta catalizada por la enzima catalasa, hemoenzima tetramérica,
contiene 4 grupos ferroprotoporfirinicos por molécula, que realizan el intercambio redox
(Matés y cols 1999) Se encuentra en los peroxisomas y estd presente también en la
mitocondria cardiaca (no ha sido encontrada en mitocondria de otros tejidos, incluido
musculo esquelético (Turrens 2003). Es la enzima mas detoxificante para la eliminacion
de peroxido de hidrégeno cuando la concentracion estd aumentada, debido a sus
caracteristicas enzimaticas, Km y Vm muy altas para el H,O,, no se satura a ninguna
concentracion. Interviene en dos tipos de reacciones: una catalitica, en la que una
molécula de H,O, se oxida a oxigeno, y la otra se reduce a dos moléculas de agua; y otra

peroxidativa, en la que una molécula de H,O, se convierte en agua valiéndose de un
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substrato no especifico portador de H como reductor (metanol, etanol, fenol, acido

foérmico,...) (Matés y cols 1999).

Catalasa
2 H202 » 2H:0 + O: (Catalitica)

Catalasa
H:20: + AH2 » 2 H:0 + A (Peroxidativa)

2.2.3.b. Via Glutation

Glutation es un tripéptido de acido glutamico, cisteina y glicocola (Barja de
Quiroga 1998) que participa en variedad de procesos metabdlicos, de transporte y
detoxificacion. Es el principal thiol no proteico celular. Podemos encontrarla en forma
oxidada (GSSG) y reducida (GSH), y sus acciones forman parte de la proteccion frente al
dafio oxidativo (mediante la capacidad reductora del grupo tidlico de la cisteina),
regulacion de la sintesis de proteinas y modificacion de actividad enzimatica.

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

Se describen cuatro isoenzimas de GPx que comparten como caracteristicas
comunes (Rotruck y cols 1973):

Actividad enzimatica dependiente de selenio.
b. Residuo de selenocisteina que se inserta durante la traslacion proteica y que da
lugar a la actividad enzimatica.
c. Reaccion enzimdtica en la que el selenio (que compone la selenocisteina)
reduce los perdxidos.
d. Oxidacion de selenio seguida de una reduccion mediada por el glutation.
Encontramos por tanto las siguientes isoenzimas:
i. GPx citosélica y mitocondrial (¢cGPx): parece encontrarse en todos los
tejidos, pero predomina en eritrocitos, rifidon e higado. Reduce peroxido de
hidrégeno y perdxidos organicos (derivados de acidos grasos) (Matés y cols

1999).
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ii. GPx fosfolipidica (PLGPx): capaz de reducir hidroperéxidos fosfolipidicos
y se encuentra en la membrana y el citosol. Se expresa en mayor cantidad en
células epiteliales renales y testes (Ursini y cols 1985, 1999).
iii. GPx extracelular (eGPx): ha sido encontrada en plasma sanguineo, leche
materna, en lavado alveolar (Matés y cols 1999; Whitin y cols 2002).
Reduce hidroperoxidos organicos, hidroperoxidos fosfolipidicos y perdxido
de hidrogeno.
iv. GPx gastrointestinal (giGPx): se encuentra en células epiteliales del tracto
gastrointestinal, con propiedades similares a cGPx (Chu y Esworthy 1995).
Aunque GPx comparte sustrato con la catalasa, H,O,, puede actuar con lipidos y
otros hidroperoxidos orgénicos. El ciclo de la glutation es una gran fuente de proteccion
contra bajos niveles de estrés oxidativo, mientras la catalasa protege en mayor grado
frente a dafo oxidativo severo (Yan y Harding 1997). La enzima catalasa tiene mucha
menor afinidad por el perdxido de hidrogeno que la GPx (Izawa y cols 1996). GPx
presenta Km y Vmax bajas para el H,O,, por lo que son adecuadas para eliminar

concentraciones pequeias de esta molécula.

Glutation peroxidasa
2 GSH + H20: » GSSG +2 H:0

Glutation peroxidasa
ROOH + GSH(2) » ROH + GSSG + H,0

Por otra parte GPx, y otras selenoproteinas que contienen selenocisteina o
selenometionina, pueden actuar como peroxinitrito - reductasas en la linea de oxidacion
mediada por peroxinitritos (Sies y cols 1997).

La glutation reductasa (GR) cataliza la reduccion de glutation oxidado (1
GSSG) a glutation reducido (2 GSH) utilizando NADPH procedente de la via de las
pentosas (Lopez Barea y cols 1990). Esta enzima es importante para mantener la
eliminacion de peroxido de hidrégeno a través de la GPx, y evita que el cociente
GSSG/GSH, toxico para la célula, se eleve. Se encuentra en el citosol y la mitocondria, y

utilizan flavin adenina dinucleotido (FAD) que actiia como coenzima.
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Glutation
Transferasa Glutation Reductasa
2 GS- - GSSG R 2GSH
NADPH NADP '+ H'

2.2.3.c. Reaccion de Fenton-Haber Weiss

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

Una molécula de hierro en forma férrica (Fe 3+) se reduce a forma ferrosa (Fe 2+)
por mediacion del Os-..

0O,-. + Fe 3+ > 0O, + Fe 2+

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

radical libre altamente reactivo.

H,0; + Fe 2+ >  Fe3+ + OH- +OHe
Al mismo tiempo, peroxido de hidrégeno y anidon superdxido reaccionan,
obteniendo como resultado también radical hidroxilo.

»

0,-. + H,0, o OH- + OHe + O,

El hierro puede ser sustituido por el cobre cambiando entre valencias 2+ y 1+
2.2.3.d. Mieloperoxidasa leucocitaria

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

La activacion fagocitaria y la secrecion de MPO se acompana de un aumento en
la formacién de anion superoxido, a partir de la NADPH oxidasa, y del siguiente paso en
la reduccion univalente del oxigeno, el peréxido de hidrogeno. La MPO amplifica el
potencial oxidante del H,O; y lo utiliza como co-substrato en la formacioén de oxidantes a

través de un ciclo peroxidasa (Babior 1978).

-8-
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La actividad de la MPO esta regulada por:

a) latasa de produccion de anion superdxido

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

¢) concentracion de antioxidantes (Kettle y Winterbourn 1997; Marquez y cols
1990)

d) presencia de 6xido nitrico (NO) (Abu-Soud y Hazen 2000), participante en la
cadena de procesos inflamatorios, en especial en la regulacion de las
propiedades proinflamatorias del endotelio y en estados precoces de la
migracion de la célula inflamatoria a los lugares de inflamacion, y se entrelaza
con el efecto oxidativo, siendo intermediario en el mismo como se vera
posteriormente.

La MPO presenta gran cantidad de estados intermedios, influenciados por la
disponibilidad para reducir anidon superdxido, peroxido de hidrégeno y oOxido nitrico
(Abu-Soud y Hazen 2000). Su estado basal es la forma férrica, y dependiendo del
sustrato cambiard su estado i6nico. El substrato mas importante es el Cloro, dando lugar
a acido hipocloroso (HOCI) (Foote y cols 1983, Weiss y cols 1982). Esta capacidad de

producir oxidantes derivados del cloro es tnica de MPO en mamiferos.

Cl -+ H202 + H+ MPO HOCI1 + H20

»
»

La reactividad de oxidantes clorinados como el 4cido hipocloroso (HOCI)
provoca modificacion en determinadas moléculas susceptibles, y asi encontramos:
a. cloracion de aminas (R-NH;) dando lugar a cloraminas (Thomas y cols 1982)
b. cloracion de lipidos insaturados (Winterbourn y cols 1992)

c. oxidacion de grupos thiol y ésteres de thiol (Kettle y Winterbourn 1994)

o

oxidacion de grupos hemo y grupos hierro-sulfurados (Albrich y cols 1981)
e. la interaccion con perdxido de hidrogeno da lugar a oxigeno singlete (Krinsky
1974)
f. la actuacion sobre O,-. desemboca en liberacion de OH o (Candeias y cols 1993)
La MPO cataliza el paso de tirosina a especie reactiva (Tyre) que participara en
procesos de peroxidacion lipidica y formacion de productos derivados de la misma

(ditirosina, tritiroxina,...), asi como la formaciéon de clorotirosina, que parece ser el
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marcador mas estable de la accion mieloperoxidativa en relaciéon con la aterosclerosis
(Hazen y cols 1997), ya que muchos de los productos intermediarios clorados son muy
labiles (p.e.cloraminas), y otros se producen también en otras vias distintas a MPO
(ditirosina, productos de peroxidacion lipidica,...), lo que hace dificil el estudio de la
accion mediada por MPO.

La tercera gran via de la MPO en ¢l proceso oxidativo es la generacion de especies
reactivas de nitrogeno (RNS) que es el paso previo a la produccion de nitrotirosina,
molécula que esta presente en la intima de la arteria aterosclerética y recubre la fraccion
lipoproteica de baja densidad (LDL) en la placa de ateroma (Leeuwenburg y cols 1997).
La especies reactivas de nitrogeno generadas por MPO son: por una parte la accion
directa de MPO sobre nitritos (molécula estable producto del metabolismo del 6xido
nitrico, NO,-), que los oxida dando lugar a una molécula reactiva (NO,, didxido de
nitrégeno) (Eiserich y cols 1998; Hazen y cols 1999; Van der Vliet y cols 1997). El otro
mecanismo de oxidacién de NO,- se produce por la accion de HOCI generado por MPO
(Eiserich y cols 1996, 1998). La reaccidon de estas especies descritas y peroxinitritos,
RNS formado por la reaccion de NO y anion superoxido, con la tirosina libre o
constituyente de proteinas tiene como resultado nitrotirosina.

2.3. Papel oxidativo del 6xido nitrico

El 6xido nitrico y ROS influyen en efectos multiples de inflamacion y respuesta
inmune.

El o6xido nitrico se sintetiza de forma enzimatica por un grupo de enzimas
denominadas NO sintasas (NOS). Cataliza el paso de L-arginina a L-citrulina mediante
un proceso oxidativo de la terminal nitrogeno-guanidin de la L-arginina, para el cual

utiliza oxigeno molecular y NAD(P)H, y en el que se libera NO (Ignarro 2002).

L-Arginina L-Citrulina
NO

Existen tres isoformas de NOS: neuronal (nNOS) y endotelial (eNOS), ambas
constitutivas, e inducible (iNOS). Son flavoproteinas que contienen tetrahidrobiopterina

(BH4) como cofactor, y grupo hemo (Michel y Feron 1997). En ausencia de BH4 o de

-10 -
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sustrato, ademds de NO, producen anion superdxido, sobre todo eNOS. El anion
superoxido es generado por el dominio oxigenasa de la enzima a través de la disociacion
de un complejo dioxigeno-ferroso que en condiciones habituales es estabilizado por la
BH4 (Vasquez-Vivar y cols 1998). El aumento de ROS, favorece la conversion de BH4
en dihidrobiopterina (BH2).

El NO producido por eNOS produce disminucién de tono vascular y previene que
leucocitos y plaquetas se adhieran a la pared vascular (Ignarro 2002), se encuentra
también en las células mesangiales. NNOS se encarga de la produccion de NO que actia
como neuromodulador o neuromediador en algunas neuronas centrales y en
terminaciones nerviosas periféricas no colinérgicas, no adrenérgicas. La isoforma iINOS
da lugar a NO que participa en gran cantidad de fendmenos de la respuesta inflamatoria
tanto en macrofagos como en otras células (Michel y Feron 1997). La actividad de nNOS
y eNOS esta controlada por los niveles intracelulares de calcio/calmodulina.

La cinética de produccion de NO dependiente de iNOS es distinta de las otras dos
isoformas, las constitutivas, ya que produce de forma sostenida grandes cantidades de
NO téxico, mientras nNOS y eNOS dan lugar a NO en segundos con una actividad
directa y corta. Ante el estimulo que provoca una reaccion inflamatoria, la cantidad de
produccion de NO aumenta a expensas de iNOS, sobrepasando los niveles fisioldgicos,
derivados normalmente de nNOS y eNOS (Xie y Nathan 1994). NO se oxida a nitratos y
nitritos. Por otra parte el NO derivado de las células mieloides se une al anion
superoxido, generado al mismo tiempo y por las mismas células, dando lugar a
peroxinitritos (Channon y Guzik 2002; Guzik y cols 2002), oxidantes que median efectos
toxicos como dafio al ADN, oxidacion de LDL, formacion de isoprostanos, formacion de
nitrotirosina, y de respiracion mitocondrial (Ischiropoulos y Mehdi 1995). La accion
fisiolégica del NO producido por iNOS, va encaminada al ataque y destruccion de
agentes microbianos. Las células productoras de cantidades toxicas de NO no sufren sus
efectos deletéreos, parece ser que presentan mecanismos especificos de proteccion, asi
los macrofagos se protegerian del NO procedente de iNOS, gracias al sistema GSH-
GSSG (Coleman 2001).

Las reacciones oxidativas principales quedan esquematizadas en la figura 1:

-11 -
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Figura 1. Esquema de reacciones de estrés oxidativo
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2.4. Otros antioxidantes no enzimaticos

Los agentes antioxidantes revisados hasta ahora son enzimaticos y, por tanto,
proteicos, existen moléculas de pequefio peso molecular que van a participar en el
sistema antioxidante. Ademas de los que participan a través de la dieta estan los
sintetizados en nuestro organismo. Todos podrian ser divididos en: antioxidantes
hidrosolubles y liposolubles.

2.4.1. Antioxidantes hidrosolubles
2.4.1.a. Flavonoides y polifenoles

Procedentes de la dieta encontramos los flavonoides y polifenoles, con beneficios
importantes sobre la funcion vascular (Duffy y cols 2001), pero se absorben poco y son
metabolizados rapidamente, presentando una modesta actividad antioxidante in vitro.
2.4.1.b. Vitamina C (ascorbato):

La mayoria parte de los animales pueden sintetizar ascorbato a partir de la
glucosa, pero algunos primates y el hombre perdieron la enzima para el ultimo paso de la
biosintesis (gulonolactona oxidasa).

El ascorbato es cofactor para gran cantidad de enzimas participantes en reacciones
de hidroxilacion. Actia como agente reductor capaz de aumentar la actividad enzimatica
con el mantenimiento del hierro en estado ferroso, sin embargo esta accion que in vitro es
prooxidante (Halliwell 1996), in vivo, no se observa, ya que se demuestra como protege
biomoléculas incluso después de la suplementacion de hierro (Carr y Frei 1999; Berger y
cols 1997). Es necesario para la biosintesis de colageno a través de la prolina y lisina
hidroxilasas, en su ausencia el colageno formado estd insuficientemente hidroxilado,
dando lugar a vasos sanguineos fragiles.

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

La vitamina C inhibe la peroxidacién de LDL. Esto lo consigue gracias al bloqueo

de peroxido de hidrégeno (Barclay y cols 1989) y radicales proteicos (Deterding y cols

-13 -



Introduccion

1998) que inician la oxidacion de LDL, asi como coactuando como antioxidante junto
con el a-tocoferol de la LDL (Frei y Stocker 1990). Presenta a su vez la capacidad de
reduccion de tocoferol (a-TO-) a hidrotocoferol (a-TOH)

El ascorbato también neutraliza en parte la oxidaciéon producida por el acido
hipocloroso (HOCI) (Carr y cols 2000), esta proteccion es menor incluso frente a
peroxinitritos (ONOO-) (Kurz y cols 2003).

Por otra parte esta vitamina aumenta la vida media y la concentracion de la
tetrahidrobiopterina, con la consiguiente estabilizacion de eNOS y la disminucion en la
sintesis de O,-. (Huang y cols 2000).
2.4.1.c. Acido trico

Es producido por la oxidacion de hipoxantina y xantina catalizada por la xantin
oxidasa y dehidrogenasa. Se presenta como urato a pH fisioldgico, que en la mayoria de
las especies se metaboliza mediante la enzima urato oxidasa, en el hombre el urato se
acumula en sangre en altas concentraciones, y presenta muy baja concentracion
intracelular.

El urato puede bloquear directamente ROS, como el oxigeno singlete, -OH y
radicales peroxil (Ames y cols 1981) asi como COs-. y ‘NO; derivados de peroxinitritos
(Squadrito y cols 2000). Se une a metales de transicion, hecho que influye en la
peroxidacion de LDL en la pared vascular.

La reaccion de urato con oxidantes con le- da lugar a radical urato que puede ser
reducido por ascorbato.
2.4.1.d. Bilirrubina

La bilirrubina libre o unida a proteinas reduce a-TO- e inhibe peroxidacion
lipidica en LDL y en plasma (Neuzil y Stocker 1994). Protege frente a la oxidacion
proteica (Neuzil y Stocker 1993) y el dafo oxidativo celular (Wu 'y cols 1991, 1992).
2.4.2. Antioxidantes liposolubles
2.4.2.a. Vitamina E

Vitamina E y a-tocoferol son términos que se utilizan incorrectamente de forma
similar, ya que a-tocoferol es solo una de las ocho formas de los tocoferoles. a-TOH se
localiza en membranas y lipoproteinas, es el mayor antioxidante que contiene la LDL.
Inactiva al radical peroxil (LOO-), mediante una reaccion que da lugar a productos no

reactivos. Reacciona a su vez con oxigeno singlete, derivado de HOCI y peroxinitritos.
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El a-TO- es reducido por el ascorbato de forma rapida asi como por otros agentes
reductores como ubiquinoles (Mukai y cols 1990), bilirrubina (Neuzil y Stocker 1994),
acido cafeico, 2-hidroxiestradiol y epinefrina que permiten el paso a a-TOH (Witting y
cols 1996).
2.4.2.b. Coenzima Q10

Pertenece a la familia de las ubiquinonas. Se encuentra en todas las membranas
celulares y en las lipoproteinas (Ernster y Dallner 1995). Podemos encontrar tres estados
de oxidacion: forma reducida (CoQ10H;), radical ubisemiquinona intermedio (CoQ10H-)
y la forma oxidada (CoQ10).

Es un agente fundamental en la produccion de ATP mitocondrial y en el
mantenimiento del pH lisosomal (Crane 2001). La forma reducida puede inhibir la
oxidacion lipidica y proteica en las membranas celulares (Forsmark-Andrée y cols 1995).
Se presenta en menor cantidad que a-TOH, pero representa también proteccion frente a
oxidacion lipidica de LDL (Stocker y cols 1991). El ubiquinol reduce a o-TO:,
manteniendo la biodisponibilidad de la forma reducida. De igual forma la funcion
reductora de la coenzima Q10 puede intervenir en la recuperacion de ascorbato a partir
de radical ascorbil (Arroyo y cols 2000).

La formas ubisemiquinona puede reaccionar con O,, aumentando la liberacion de
anion superoxido (CoQ10H: + Oy ----------------- CoQ10 + H+ + O»-.), incrementando la
accion prooxidante en medio acuoso, sin embargo, la actividad antioxidante es mayor,
protegiendo a los lipidos frente a la iniciacion de la peroxidacion, convirtiendo al anion

superoxido en ineficaz.

Como ya ha sido comentado, los ROS actiian sobre macromoléculas dando lugar
a especies reactivas intermedias y a una cadena de reacciones que desembocan en un
dafio molecular en lipidos, proteinas y ADN.

El mecanismo oxidativo que se describe mas en relacion con la arteriosclerosis es
la modificacion oxidativa de lipidos (Stocker y Keaney 2004; Willerson y Ridker 2004),
por este motivo nos centraremos en el estudio de la peroxidacion lipidica.
2.5. Peroxidacion lipidica

Se puede esquematizar de la siguiente forma (figura 2):
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Tomemos un iniciador de la cadena como el OHe. Este radical hidroxilo extrae un
atomo de hidrégeno de una cadena lateral de un acido graso, de un carbono contiguo a un
doble enlace (los 4cidos grasos poliinsaturados son los mas susceptibles para la actuacion
de los ROS), resultando un radical alquil (Le) al que se une rapidamente una molécula de
oxigeno (O;) dando lugar a un radical peroxil (LOOe). Este radical puede reaccionar en
cadena con una molécula lipidica adyacente reduciéndose a si mismo (LOOH-
hidroperoxido lipidico) y generando a su vez otro radical alquil (Stocker y Keany 2004).
La reaccion llega a su fin credndose puentes cruzados entre los grupos alquil (L-L), o
dando lugar a los productos finales de los acidos grasos, alcanos y compuestos aldehido
reactivos. De esta fase, denominada de descomposicion, los principales productos son
malondialdehido (MDA), 4 hidroxinonenal (4-HN) y hexanal, que pueden reaccionar con
residuos de lisina de apoB100, conduciendo a la formacion de las denominadas bases de
Schiff que presentan una alta toxicidad (Steinerova y cols 2001).

Los acidos grasos libres en plasma se encuentran unidos a la albumina, mientras
que el colesterol, los triglicéridos y fosfolipidos circulan en forma de complejos
lipoproteicos. El tipo de lipoproteinas, va a depender del tamafio y contenido de lipidos,
existiendo seis familias. La densidad de estas lipoproteinas es inversamente proporcional
a su contenido en lipidos. Las lipoproteinas estan formadas por un centro hidrofobo de
triglicéridos y ésteres de colesterol, rodeado por fosfolipidos y proteinas. La parte
proteica de la lipoproteina se denomina apoproteina. Las principales son E, C y B.
Existen dos formas de apoproteina B, una de bajo peso molecular, B-48, caracteristica de
sistema de transporte de lipidos ingeridos, y otra de alto peso molecular, B-100,
caracteristica del sistema de transporte endogeno de lipidos procedentes del higado.

Nos centramos en la LDL, como elemento fundamental en relacion a la
aterosclerosis.

La fraccion LDL de colesterol es una particula esférica de 22-26nm de diametro,
densidad de 1019-1063 g/ml y un peso molecular relativo de 2,5 millones de daltons.
Estd compuesta por un 22,3% de fosfolipidos, 5,9% de triglicéridos, 9,6% de colesterol
libre, 42,2% de ésteres de colesterol y 22% de proteinas, la principal es la
apolipoproteina B100 (ApoB-100). El nimero total de acidos grasos que existen en una
particula de LDL es aproximadamente 2600, de ellos la mitad son acidos grasos
poliinsaturados (linolénico, araquidonico y acidos docosahexaenoicos) que junto con el

colesterol son susceptibles de peroxidacion. El colesterol libre y los fosfolipidos son la
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base de las propiedades anfotéricas de las particulas de LDL, que contienen grupos hidro

y lipofilicos.
Al final del proceso oxidativo, el LDL modificado (LDL-o0x) posee las siguientes

propiedades:
a) Quimiotacticas: atraen granulocitos y monocitos, que convierte en macrofagos y

b)

que van a captar LDL transformandose en células espumosas (Griffith y cols
1998).

Citotoxicas: efecto téxico directo sobre los vasos, o incluso de productos
intermedios y finales de la oxidacion de LDL (MDA, hidroxinonenal u otros
aldehidos). Por otra parte induce agregacion plaquetaria y liberacion de factores
de crecimiento como factor estimulante de colonias mononucleares (MCSF), y
proteina quimitactica de monocitos 1 (MCP-1), factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF), aumenta la sintesis de interleukina 1 (IL-1), 15-
lipooxigenasa, lipoprotein lipasa, metaloproteinasas. En macréfagos, aumenta la
sintesis de apolipoproteina E, lisofosfatidilcolina y citocinas. Produce inhibicion
de NOS, dando lugar a un efecto vasoconstrictor, junto a la inhibicién de la
sintesis de prostaglandina I2 (Cathcart y cols 1989).

Inmunogénicas: produccion de autoanticuerpos especificos. LDL-ox expresan
gran numero de epitopos y da lugar a la produccion policlonal de autoanticuerpos
especialmente contra la Apo B100, modificada por MDA e 4-hidroxinonenal

(Fredrikson y cols 2003).

La funcion de los anticuerpos anti-LDLOX no esta bien definida, pueden ocurrir varias

posibilidades: a) el anticuerpo antiLDL se une directamente a LDL y supone un

obstaculo para su entrada en la célula con el consiguiente retraso en el metabolismo de la

LDL y potenciacion de la hiperlipidemia, b) puede unirse al receptor de LDL para la

lipasa, por lo que bloquea la escision de lipidos mediante esta enzima, c) se unen

directamente a la lipasa y bloquean la lip6lisis (Morganelli y cols 1995).

La fraccion LDL estd protegida frente a la modificacion oxidativa mediante

antioxidantes, uno de los mas importantes es el oc-tocoferol, cada LDL presenta unas 6-

12 moléculas del mismo (Esterbauer y cols 1992), en menor cantidad encontramos

carotenoides, retinoides y ubiquinol (coenzima Q10). El oc-tocoferol se regenera gracias

al ciclo de la glutation junto con otros mecanismos como se ha mencionado

anteriormente.
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Otros marcadores que nos muestran el efecto de la peroxidacion lipidica son los
isoprostanos, derivados del metabolismo del 4cido araquidonico, acido graso

poliinsaturado de 20 carbonos (Montuschi y cols 2004).

La hipétesis de arteriosclerosis basada en la modificacion oxidativa, se sustenta en la

peroxidacion lipidica.

3. OXIDACION Y ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es la mayor causa de morbilidad y mortalidad en el mundo
desarrollado. Se caracteriza por la acumulaciéon de depdsitos de colesterol en los
macrofagos de arterias de mediano y gran tamafo, de forma focal, primariamente intimal
y conduce a enfermedad arterial oclusiva.

La arteriosclerosis se define como una lesion arterial difusa, que afecta a la capa
media y conduce a un engrosamiento de la pared arterial. Esta lesion esta ligada a la edad
y la hipertension arterial (O"Rourke 1995).

3.1 Caracteristicas morfoldégicas de la aterosclerosis
3.1.1. Morfologia de una arteria no patologica.

En una arteria sin patologia aterosclerdtica encontramos desde la luz a la periferia
las siguientes estructuras:

a) Endotelio: compuesta por una unica capa de células endoteliales. Es la barrera
existente entre la sangre circulante y el estroma arterial, y a su vez la estructura
mas activa desde el punto de vista humoral.

b) Lamina elastica interna.

c) Capa media: Células musculares lisas en capas, cuyo nimero depende del tamafio
arterial. Las células se mantienen unidas gracias a la matriz extracelular (fibras
elésticas, colageno).

d) Lamina elastica externa.

e) Adventicia: constituida por una matriz pobre en elastina, células musculares lisas,
fibroblastos y colageno. Es la que posee la mayor parte de la inervacion vascular,
y aunque en principio se tenia por una estructura poco activa, parece ser que a
través de la produccion de ROS, podria desempefiar una funcion importante en el

control de remodelado vascular y la actividad del 6xido nitrico.
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3.1.2. Morfologia de la lesion aterosclerdtica

La aterosclerosis se define por la presencia de lesiones arteriales en forma de
placa (Stary y cols 1992, 1995). Se describen 6 tipos que reflejan el comienzo, la
maduracion y el desarrollo de la enfermedad (figura 3).

Tipo I: engrosamiento de la intima.

Tipo Il: areas nodulares de deposito lipidico dentro de los macrofagos (célula

espumosa o “foam cell”), conocidas como estria grasa.

Tipo Ill: pequenos depdsitos extracelulares de lipidos, tras la necrosis de los
macrofagos.

Tipo IV: separacion tisular delgada entre el centro lipidico y la luz arterial

Tipo V: engrosamiento fibroso o lesion “cap”

Tipo VI: fibrosis calcificada con areas de ulceracion.
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Figura 3: Estadios de la lesion aterosclerotica (Stary y cols 1995)
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3.1.3. Morfologia de la placa

La placa aterosclerdtica consta de una zona central con poca celularidad que
puede presentar cristales de colesterol. En la placa madura las células espumosas son
dificiles de observar, ya que abandonan la zona central de la placa. La zona que separa la
luz arterial de la placa estd compuesta por una capa fibrosa y tejido mieloproliferativo
(matriz extracelular y células musculares lisas).

La zona de union entre la placa y la arteria sana, se denomina region “hombro”
(“shoulder”), es una zona con mayor celularidad, consta de células musculares lisas,
macrofagos y células T, y es propensa a la ruptura.

3.2. Hipotesis sobre la génesis de la aterosclerosis

Se pueden describir tres teorias sobre el desarrollo de la aterosclerosis, distintas pero
complementarias:
3.2.1. Respuesta al daifio endotelial

Las primeras teorias abogaban por un deposito pasivo en el endotelio arterial
(Rokitansky 1852), sin embargo Ross y Glomset (1973) expusieron la teoria de la rotura
endotelial como primer paso para el desarrollo aterosclerdtico. El dafio endotelial
derivaria en:

1. Un aumento de adhesion endotelial para leucocitos y plaquetas

2. Una alteracion del medio anticoagulante vascular derivando en una cascada
procoagulante.

3. Liberacién de citocinas, agentes vasoactivos y factores de crecimiento por
parte de leucocitos y plaquetas dando lugar a una respuesta inflamatoria con
migracion de células musculares lisas en la intima, y proliferacion celular.

4. Formacion de células espumosas por deposito de LDL tras el acamulo de
macrofagos en la pared arterial.

5. Necrosis celular, liberacion de citocinas, factores de crecimiento y enzimas
proteoliticas que dan lugar a una expansion autocatalitica y ocupante de
espacio hacia la luz.

Los problemas atribuibles a esta teoria derivarian de que la descamacion
endotelial no es frecuente y se ha visto que existe endotelio intacto cubriendo las
lesiones, reforzandose asi la idea de que es la alteracion de la permeabilidad endotelial la
que comienza el proceso, permitiendo el paso de lipoproteinas (Ross 1999). Sin embargo

pueden existir segmentos de endotelio normal que presentan cantidades altas de LDL sin
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necesidad de alteracion del endotelio. Existiria por tanto una entrada uniforme en el
endotelio, y las lesiones se producirian en dareas predispuestas en contacto con
lipoproteinas aterogénicas (Schwenke y Carew 1989).

3.2.2. Respuesta a la retencion

La modificacion inicial en esta teoria es la retencion de lipoproteinas, que se
encuentran estrechamente ligadas a componentes de la matriz extracelular. La
apolipoproteina B-100, ligada a LDL se retiene en la pared arterial en asociacion con los
proteoglicanos arteriales (Camejo y cols 1998).

Las enzimas lipoliticas y lisosomales de la matriz extracelular parecen participar
en dicho mecanismo. La lipoprotein lipasa aumenta la adherencia de LDL in vitro
(Williams y cols 1991) con un efecto independiente de su actividad enzimatica. Una vez
adherida la LDL formaria microagregados gracias a la acciéon de la esfingomielinasa
secretoria (Xu y Tabas 1991), enzima que genera ceramidas, participantes en la apoptosis
y mitogénesis, junto a enzimas lisosomales (catepsina D y lipasa 4cida lisosomal)
(Hakala y cols 2003).

Los agregados de LDL entran en macrofagos y células musculares lisas para
formar células espumosas (Vijayagopal y cols 1992).

3.2.3. Modificacion oxidativa

Esta teoria se basa en que es la LDL modificada por agentes oxidantes la que
desencadena los acontecimientos de la aterosclerosis.

La LDL nativa no presenta capacidad aterogénica, sino que la modificacion de la
LDL mediante la actuacion de agentes oxidantes en el grupo lisina de la Apo B100,
produciria un aumento de carga negativa neta de lipoproteinas, que facilita la entrada en
los macréfagos, y la consecuente formacion de células espumosas, base de la lesion. La
LDL oxidada se une a un receptor para acetil-LDL, receptor “scavenger”.

La modificacion de LDL puede ocurrir sin alteraciéon de Apo B100.

La LDL modificada posee propiedades quimiotacticas para monocitos y linfocitos
T, in vitro, en posible relacion con la lisofosfatidilcolina generada en el proceso
oxidativo. A su vez presenta la capacidad de estimular la proliferacion de células
musculares lisas y propiedades inmunogénicas como ya se ha comentado.

En relacion con nuestro estudio detallaremos esta ltima hipotesis.

-22 -



Introduccion

Aunque cada una de las teorias tiene distinto componente inicial de la lesion,
coinciden en que en las tres existe un importante componente inflamatorio, y la LDL es

el elemento esencial.
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Figura 4: Esguema que representa la hipétesis oxidativa de la aterosclerosis (modificado de
Diaz y cols 1997)

3.3. Implicacion del estrés oxidativo en la aterosclerosis

No existe atn evidencia directa de la presencia de LDL modificada en las lesiones
ateroscleroticas, lo conocido hasta ahora son signos indirectos (p.e. anticuerpos frente a
LDL-o0x), queda por tanto conocer, en qué lugar exacto de la pared del vaso, como y con
qué extension la LDL se oxida en el proceso de la aterogénesis.

La oxidacion de LDL ocurre en su mayor parte en la pared vascular mas que en el
torrente circulatorio (Steinberg y cols 1989), ya que las lipoproteinas estan muy
protegidas gracias a los antioxidantes circulantes (Stocker y Frei 1991). Por otra parte, las
lipoproteinas oxidadas existentes en el plasma son aclaradas por el higado o por
acumulacion y degradacion en la pared vascular (Van Berkell y cols 1991; Juul y cols
1996).

Dado que el primer paso de la aterogénesis parece ser la oxidaciéon de LDL,
intentaremos sintetizar los mecanismos oxidativos que intervienen en este proceso (figura

5):
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3.3.1. Anion superoxido:

Fundamentalmente procedente de tres vias:

1) NADPH oxidasa y especificamente la NOX endotelial.

2) Xantin oxidasa, estudiado en modelos experimentales con
hipercolesterolemia, en los que la producciéon de O;-. se inhibia con
oxipurinol, un inhibidor de la enzima (Ohara y cols 1993). Estudios
recientes orientan a que la NADPH oxidasa mantiene la xantin oxidasa de
la célula endotelial y ésta se encarga de la produccion aumentada de ROS
en respuesta al estrés provocado por el cambio de flujo sanguineo (“shear
stress”) (McNally y cols 2003).

3) eNOS: hipercolesterolemia, aterosclerosis, diabetes e hipertension se
asocian a distorsion de eNOS con la consecuente produccion de O,-., que
en modelos experimentales se ha visto reducida en el tratamiento con
tetrahidrobiopterina (Laursen y cols 2001).

El mecanismo por el cual O,-. actuaria sobre LDL de forma directa, no esta claro.
Por si solo no es capaz de oxidar a LDL, a diferencia de su forma precursora, el radical
hidroperoxil (HO,.), sin embargo a pH fisiologico, éste se encuentra en muy baja
concentracion (Bedwell y cols 1989). Por tanto aunque se considera mediador de la
oxidacion de LDL en la célula endotelial, parece ser que su accion deriva de la actuacion
como precursor de otros prooxidantes como peroxinitritos y peroxido de hidrogeno.
3.3.2. Especies Reactivas de Nitrogeno (RNS)

La existencia de una mayor concentracién de 3-nitrotirosina en LDL procedente
de placas aterosclerdticas de aorta que en LDL plasmatica, hace pensar que las especies
reactivas de nitrogeno ejercen su papel en la oxidacion de la LDL por medio de los
peroxinitritos encargados de la nitracion de la tirosina (Leeuwenburg y cols 1997), sin
embargo esta molécula también puede derivar de la accion de HOCI con eNO, via MPO.
3.3.3. Mieloperoxidasa

La presencia en las lesiones de ateroma de MPO activa, se observa por la deteccion
de signos de la accion MPO y HOCL

La modificacion oxidativa de LDL debida a HOCI favorece la formacion de células
espumosas, mediante la unién de la molécula oxidada a los receptores (“scavenger” clase

B), aumenta la adherencia y la migracion leucocitaria en los vasos, aumenta la
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produccion de ROS por parte de los leucocitos, y presenta actividad quimiotactica para
neutrofilos.

El HOCI puede actuar a su vez sobre la Apo B100 de la LDL, sin apenas afectar a
los lipidos, reaccionando con los grupos N de la lisina terminal (puede actuar sobre otros
aminoacidos terminales como cisteina y metionina), dando lugar a N-cloraminas que
aumentan la carga negativa de la lipoproteina (Hazell y cols 1994). Parte de estas
cloraminas pueden fraccionarse a aldehidos que van a servir como puentes de union entre
las LDL modificadas por el HOCI formando agregados.

Los aminoacidos reactivos intermedios creados en la via MPO, como radical tiroxil
o a-hidroxialdehidos, también actian sobre LDL (Hazell y cols 1999).

3.3.4. Lipoxigenasas

Varias lineas de investigacion avalan la participacion de estas enzimas en la
aterosclerosis, asi por ejemplo 15 lipoxigenasa se expresa en lesiones aterosclerdticas
humanas (Yl4-Herttuala y cols 1990).

3.3.5. Metales de transicion

La modificacion oxidativa de LDL en las células vasculares es dependiente de la
presencia de bajas concentraciones de metales de transicion, hierro y cobre. Cuando estan
presentes, la funcion de la célula parece ser la de mantenerlos en forma reducida,

permitiendo asi la peroxidacion lipidica (Garner y Jessup 1996):

Fe2+ + LOOH » Fes+ + LOe + OH-

La incubacion de LDL (en medio libre de suero) en presencia de Cu o Fe, simula el
proceso de oxidacion celular de LDL, ésto junto a la presencia de metales de transicion
en placas de ateroma hace pensar en la participacion de los mismos en la oxidacion de
LDL (Yuan y cols 1996).

In vivo, estos metales participan en la prevencion de reacciones redox, aunque es
posible que los presentes en la hemoglobina resultante de la ruptura de hematies puedan
contribuir a reacciones de oxidacion (Paganga y cols 1992).

Sin embargo, a pesar de todo ello, tras estudios experimentales que describen que
existe independencia entre los niveles plasmaticos de Fe o Cu, y aterosclerosis (Dabbagh
y cols 1997), se podria pensar que la relevancia bioldgica de dichos metales en este

proceso no es muy significativa.
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Figura 5: Diversidad de antioxidantes implicados en el proceso aterosclerético (Modificado de

Munzel y Keaney 2001).

4. OXIDACION Y FUNCION RENAL

El estrés oxidativo ha surgido en los ltimos afios como una caracteristica constante
en la enfermedad renal cronica (ERC). Si bien los mecanismos oxidativos e
inflamatorios, que van a influir en la morbimortalidad cardiovascular, relacionados con la
enfermedad renal crénica estadio 5 en terapia extrarrenal sustitutiva, van siendo
aclarados por su relacion con el acceso vascular , retrofiltracion del liquido de didlisis,
exposicion de la sangre a superficies no biologicas, infecciones cronicas y exceso de
depositos de hierro, el papel de la inflamacion en pacientes en estadios precoces de
enfermedad renal es menos conocido, y es en estos estadios donde podremos determinar
qué mecanismos bioquimicos oxidativos se relacionan con la pérdida de funcion renal.

Esquematizaremos a continuacion los mecanismos oxidativos que se conocen en
relacion con la ERC (Figura 6).

4.1. Elevacion en la produccion de ROS y papel antioxidante.

Dentro de las principales enzimas generadoras de ROS, NAD(P)H oxidasas,
encontramos la familia de las no fagociticas (NOX), en fibroblastos de la adventicia,
células musculares lisas de arterias de resistencia y células endoteliales. Modelos
experimentales con ERC muestran una elevacion en la expresion de NOX2 en rifidn e
higado, sin precisar la célula fuente, y descenso en la expresion de la familia de SOD

(Vaziri y cols 2003).
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Figura 6. Alteracion de funcion renal y estrés oxidativo
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Se estd desarrollando la descripcion de homologos de la gp91phox (subunidad
catalitica de la NAD(P)H oxidasa fagocitica) localizadas en el rifidén (células mesangiales
y epitelio tubular) y en los vasos sanguineos (Geiszt y cols 2000; Cheng G y cols 2001).

El aumento de NAD(P)H y descenso de SOD se traduce en una elevada
concentracion de anion superoxido.

La perdida progresiva de masa renal conlleva una necesidad de adaptacion que
provoca cambios en la hemodindmica renal, mediados por el sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA) (Hostetter y cols 2001). La activacion del receptor tipo 1 (AT-1)
debido a la angiotensina II (AII), da lugar a un aumento en la actividad de la NAD(P)H
oxidasa. Los efectos de hipertrofia, proliferativos de la All sobre la célula muscular lisa y
la mesangial se producen por los ROS procedentes de las NOX (Griendling y cols 2000).

La actividad de xantin oxidasa se muestra dismininuida en modelos animales con
ERC lo que la excluiria en este caso de su papel pro-oxidante.

En pacientes en hemodidlisis se describe una disminuciéon en la concentracion
plasmatica de actividad de GPx (Ceballos-Picot y cols 1996; Himmelfarb y cols 2002), y
acumulo de grupos thiol oxidados como homocisteina o cisteina. Como ya ha sido
descrito, una de las isoformas de la GPx (PLGPx) se encuentra en células epiteliales
renales, y estudios en cultivos celulares humanos muestran secrecion de GPx extracelular
en la membrana basolateral de las células renales del tibulo proximal (Whitin y cols
2002). Existen estudios en pacientes no dializados (Zachara y cols 2004) que muestran
una correlacion significativa y negativa entre creatinina sérica y GPx, no selenio
dependiente, sin observarse alteracion en GPx eritrocitaria. Esto podria estar explicado
por una disminucién en la sintesis de la enzima en el rifidon alterado, sin poderse descartar
el aumento del catabolismo de la misma (Yoshimura y cols 1996).

4.2. Mieloperoxidasa

La enzima MPO est4 implicada como factor en el desarrollo de la aterosclerosis.

En pacientes con ERC estadio 5 se ha descrito recientemente un polimorfismo en la
region promotora del gen de la MPO que confiere un descenso en su expresion, y este
descenso de MPO esta asociado a menor prevalencia de enfermedad cardiovascular
(Pecoits-Filho y cols 2003). Queda por determinar si esta enzima juega un papel tan
crucial en estadios precoces de la enfermedad renal.

Esta enzima puede contribuir a la disfuncidon vascular, ademés de mediante la

oxidacion de biomoléculas, mediante su interacciéon con NO (Figura 7). La inflamacioén
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aguda provoca activacion de leucocitos y por tanto la secrecion de MPO al torrente
sanguineo, se une a la superficie de la célula endotelial mediante proteoglicanos de
heparan-sulfato, y mediante transcitosis se localiza en la matriz extracelular basolateral.
En este lugar actia como NO oxidasa, oxida el NO derivado del endotelio y bloquea la
funcién de NO de estimular la guanilatociclasa soluble y la produccién de cGMP en
cé¢lulas musculares lisas e inhibe la vasodilatacion derivada de este proceso (Baldus y
cols 2001). Este podria ser un mecanismo que explique la disminucion de NO en
enfermedad renal, derivado del proceso oxidativo (Thuraisingham y cols 2003), sin
embargo el uso de MPO como marcador de enfermedad renal en estadio precoz y

predictor de enfermedad vascular en estos pacientes necesita ser mas investigado.
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Figura 7: Relacion de MPO y aterosclerosis. Formacién de peroxinitritos y nitritos
(Kaysen y Eiserich 2004).
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4.3. Oxido Nitrico

El NO es regulador de la funcion renal, y su deplecion en la insuficiencia renal, asi
como su modificacién a causa del estrés oxidativo contribuyen a la progresion de la
enfermedad renal.

a) NO regulador de la funcion renal

El NO se produce gracias a la NO sintasa (NOS), a partir de L-Arginina. La iNOS
tiene una expresion basal poco significativa en riiion, que deriva de la liberacion de
citocinas en el tubulo renal normal. En el rifién encontramos la siguiente distribucion en
la expresion de NOS:

= NOS se encuentra en células musculares lisas vasculares, células
mesangiales, intersticiales, tubulares de las porcion gruesa, tubulos
colectores medulares, corticales, tibulo proximal, distal y nervios
intrarrenales (Tojo y cols 1994; Majid y Navar 2001);

= nNOS esta sobre todo expresada en macula densa, capsula de Bowman,
arteriola eferente, porcion gruesa ascendente, y tibulos colectores
(Wilcox y cols 1992);

= eNOS se muestra en las células endoteliales de la vasculatura renal (Ujie
y cols 1994).

El NO producido en macula densa (nNOS) antagoniza la vasoconstriccion en
arteriola aferente causada por el feed-back tibulo-glomerular (Wilcox y cols 1992). De
igual forma contrarresta la vasoconstriccion de arteriola aferente inducida por All
(Bramm y Koomans 1995), por otros vasoconstrictores, y otras situaciones patoldgicas
que ejercen el mismo efecto, como insuficiencia cardiaca, cirrosis, AINE, y defiende
contra la sal-sensibilidad en exceso de la misma (Welch y Wilcox 1997). Es por tanto
regulador y/o protector de flujo sanguineo renal, tasa de filtrado glomerular y
homeostasis hidrosalina.

Esto se demuestra mediante estudios que describen reduccién en la excrecion de
sodio y flujo urinario al administrar inhibidores de la NOS de forma local en rifion,
efecto que se revierte al administrar NO (Majid y Navar 2001). También aumenta la
presion hidrostatica intersticial de forma independiente al flujo sanguineo medular, que
conlleva a una disminucion en el transporte tubular de NaCl (Ito 1995). La respuesta

presion natriuresis se une a la produccion renal de NO (Majid y Navar 2001).
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b) Produccion de NO en ERC

La L-arginina es un aminoacido semiesencial, sintetizado desde la citrulina,
producto del metabolismo aminoacido en la pared del intestino delgado. Esta
transformacion es llevada a cabo gracias a la argininosuccinato sintetasa (AS) y liasa
(AL), ambas localizadas en las células renales del tabulo proximal. A su vez la L-
citrulina se forma también a partir de L-arginina como coproducto de la NOS. La
citrulina puede volver a convertirse en L-arginina, cerrando el ciclo citrulina-NO (Mori y

Gotoh 2004).

AS/ AL
L-citrulina > L-arginina
(intestino delgado (rifén)
rifidn)

NOS

» NO

En la ERC se describen niveles altos de citrulina (Bouby y cols 1993). La L-
arginina en IRC leve se encuentra en concentraciones normales, quizd secundario a la
hipertrofia de nefronas que permanecen activas. En la ERC estadio 5 la arginina esta
disminuida. La actividad de NOS en la insuficiencia renal se ve determinada por la
concentracion de L-arginina (Schmidt y cols 1999), asi el papel central del rindn en la
produccion del precursor de NO, junto con la anorexia y el catabolismo proteico hacen
que estos pacientes sean propensos a la deficiencia de NO.

Blum y cols (1998) estudiaron 3 grupos de pacientes con distintos grados de
funcion renal, concluyendo que la excrecidon de metabolitos de NO se correlacionaba con
el aclaramiento renal. Los metabolitos de NO en plasma estaban en mayor concentracion
que en controles sanos, asi que la IRC presentaria deficiencia de NO, pero NO; y NO; se
acumulan en plasma por un déficit de excrecion de los mismos.

c) Impacto de estrés oxidativo sobre NO y funcion endotelial.

En condiciones de aumento de estrés oxidativo, NO baja, ONOO- se acumula y

desencadena una cascada que da como resultado vasoconstriccion, inflamacién, dafio

vascular y de funcion renal (Modlinger y cols 2004).
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NOS provoca un fallo en la transferencia de 2 e- y genera anion superdxido en
mayor cantidad que NO, cuando baja L-arginina (su substrato) o disminuye BH4 (Wilcox
2002). Esto perpetua la formacion de ROS en endotelio.

El descenso de NO inhibe las enzimas citocromo P450 dependientes favoreciendo
la produccion de moléculas vasoconstrictoras (Modlinger y cols 2004). La disminucion
de NO o la elevacion de peroxinitritos aumentan la actividad de la cicloxigenasa,
metabolizando el 4cido araquidonico a prostaglandinas H2 (PGH2), y posteriormente a
tromboxano A2 (TxA2). El anion superoxido y ONOO- aumentan la actividad de la Tx
sintasa y disminuyen la de la prostaciclin sintasa (la prostaciclina presenta funcion
vasodilatadora) (Wilcox 2002; Liaudet y cols 2000; Schnackenberg 2002).

Por otra parte, el 4cido araquidonico se oxida, dando lugar a 8-isoprostanos y
Prostaglandinas F2a, que también tienen efecto vasoconstrictor (Modlinger y cols 2004).
4.4. Perfil lipidico

La fraccion lipoproteica de alta densidad (HDL) del colesterol desempefia un
papel importante contra la aterosclerosis, reduce la LDL oxidada (Mackness y cols 1993;
Bielicki y Forte 1999) y disminuye la expresion de moléculas de adhesion inducida por
citocinas en la célula endotelial (Cockerill y cols 1999, 2001).

HDL disminuye a medida que la funcion renal se deteriora (Shoji y cols 1997), por
un descenso en su sintesis y por alteracion en su estructura:

a) El descenso en la expresion hepatica del gen de la Apo A-I, activador de la
lecitin colesterol aciltransferasa (LCAT), hace que esta disminuya su
actividad, consistente en la esterificacion de colesterol necesaria para la
maduracion de HDL (Fuh y cols 1990; Vaziri y cols 1999; Miida y cols
2003).

b) En la insuficiencia renal existe un aumento de Apo C-III, inhibidor
competitivo de la lipoprotein lipasa, enzima que media en la lip6lisis de los
triglicéridos y en el catabolismo de las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) y quilomicrones en el endotelio vascular, lo que se traduce también
en hipertrigliceridemia (Atger y cols 1988), y aumento de lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL) (Shoji y cols 1997).

La fraccion LDL activa el sistema renina-angiotensina-aldosterona, aumenta la AIl
y su accion sobre el receptor AT1, lo que se traduce en la formacion de anién superoxido

(Park y cols 2003).
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La lipoproteina a (Lp(a)) es un factor de riesgo cardiovascular en la poblacion
general (Kronenberg y cols 1996). La Lp(a) es una lipoproteina esférica, compuesta por
ésteres de colesterol y fosfolipidos, que es parecida a LDL en su composicion. Contiene
una glicoproteina especifica, la apolipoproteina (a) (Apo(a)) (Koschinsky y cols 1997).
El deposito de Apo(a) en el glomérulo se ha relacionado con la progresion de dafio renal
(Sato y cols 1993). Los niveles de Lp(a) van aumentando con el deterioro progresivo de
la funcién renal. El aumento depende del fenotipo de Apo(a), se describen dos fenotipos,
de alto peso molecular (HMW) y de bajo peso molecular (LMW). En el caso de la
insuficiencia renal en pacientes con enfermedad renal primaria no nefrdtica desde
estadios precoces, solo en aquellos que presentan fenotipo HMW de Apo(a) se observa
un aumento de Lp(a) (Kronenberg y cols 2000). Dentro de los factores no genéticos que
producen un aumento de la Lp(a) estan la proteinuria y la enfermedad renal terminal
(Kronenberg y Utermann 1996). En el sindrome nefrético se describe un aumento de
sintesis de Lp(a), si bien la causa es ain desconocida. En cuanto a terapeutica, la
secrecion de Lp(a) se regula de forma independiente a VLDL y Apo B100, lo que
implica, que la actuacion sobre la LDL, no modifica la Lp(a) (De Sain-Van Der Velden y
cols 1998).

4.5. Carbonyl stress

El estudio de los compuestos que dan lugar a la toxicidad secundaria a la
enfermedad renal incluye los productos finales de la glicacién avanzada (advanced
glycation end products - AGEs), que se relacionan con las complicaciones de la ERC.

Estas moléculas son producto de la reaccion de Maillard (figura 8), reacciéon no
enzimatica en la que grupos amino de las proteinas se unen con aldehidos derivados de la
glucosa o de la descomposicion oxidativa de acidos grasos poliinsaturados (MDA, 4HN),
dando lugar a las bases de Schiff que se convierten en productos de Amadori y
finalmente en AGEs estables (Singh y cols 2001). Esta reaccion puede durar meses y por
tanto afecta a proteinas de recambio lento.

Los AGEs se unen a receptores especificos para ellos presentes en los macréfagos
(RAGE) promoviendo la produccion de ROS (mediante activacion del factor NFkB
(Singh y cols 2001)) y la consecuente liberacion de citocinas (Wautier y Schmidt 2004).
Este efecto se une al acimulo de AGEs en la matriz vascular, que podria dar lugar a un
aumento de permeabilidad vascular y engrosamiento de la pared del vaso (Ritz y cols

1994).
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Ademas de por la oxidacion directa, las proteinas pueden verse modificadas por
compuestos carbonilo, derivados de la autoxidaciéon de carbohidratos, lipidos o
aminoacidos, o por procesos no oxidativos Esto es lo que se denomina carbonyl stress.
Asi la carboximetil-lisina (CML) se forma a través de la reaccion de Maillard y desde
glyoxal, producto autooxidativo de la glucosa, de igual forma la arabinosa otro producto
de gluco-oxidacion, da lugar a pentosidina (figura 8) (Zoccali y cols 2000; Miyata y cols
1997).

Glucosa Glucosa
02 02 Proteina
Arabinoésido Glyoxal «— | Basede Schiff
oras
Oz Proteina - lisi
C ructolisina
Proteina 02 (Producto de Amadori)

Carboximetil-lisina (CM7
0

Pentosidina 2

Figura 8: Formacion de AGEs (modificado de Miyata y cols 1997).

Los AGEs estan elevados en diabetes mellitus, enfermedades inflamatorias y
enfermedad renal cronica. El estudio de AGEs en pacientes con enfermedad renal
cronica no diabéticos se ha realizado hasta ahora en hemodialisis y dialisis peritoneal
conociéndose poco sobre el comportamiento de estas moléculas en predidlisis o ERC en
estadios precoces. En un estudio reciente en pacientes con aclaramiento de creatinina
entre >90 ml/min/1.73m2 y 31 ml/min/1.73m2, se describe que la concentracion
plasmatica de péptidos AGE esté relacionada con el aclaramiento de creatinina de forma
inversa e independiente tras ajustar para la edad, sexo, indice de masa corporal (IMC),
TA diastolica (TAD), enfermedad cardiovascular y tabaquismo (Stam y cols 2006). El
mecanismo por el que parece que se produce el aumento de AGE en ERC parece ser una

excrecion renal disminuida (Makita y cols 1991).
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La relacion de AGE y riesgo cardiovascular no esta clara atn en la ERC, en este
mismo estudio no se encontro relacion independiente entre péptidos AGE y disfuncion
endotelial o actividad inflamatoria (Stam y cols 2006).

4.6. Funcion renal y aterosclerosis

La asociacion entre enfermedad renal y enfermedad cardiovascular (ECV) se
describe en los dos sentidos de forma cada vez mas evidente, por una parte la
aterosclerosis ¢ HTA son causas frecuentes de insuficiencia renal, y por otra la
enfermedad renal cronica y su progresion contribuyen al desarrollo de la enfermedad
cardiovascular (Diez 2004; Chade y cols 2005)

El séptimo informe del Joint Nacional Comité (JNC-7) incluye Ila
microalbuminuria y una disminuciéon en la tasa de filtrado glomerular menor de
60ml/min/1.73m2, en el grupo de factores mayores de riesgo cardiovascular (Chobanian
y cols 2003).

En la enfermedad renal, las lesiones ateroscleroticas (intima) y arterioscleroticas
(capa media) estan calcificadas con alta frecuencia y presentan mayor engrosamiento del
conjunto intima-media que la poblacion general (Sarnak y cols 2003).

Se describen dos grupos de factores de riesgo cardiovascular en pacientes con
alteracion de la funcion renal: tradicionales, aquellos usados para estimar el riesgo de
desarrollo de isquemia coronaria sintomatica en el estudio Framingham; y no
tradicionales, definidos como aquellos que cumplan las siguientes condiciones:
plausibilidad biologica de por qué el factor puede promover riesgo cardiovascular,
demostracion de que el factor aumenta con la severidad de la enfermedad renal, estudios
observacionales en ERC que demuestren la asociacion entre el factor y enfermedad
cardiovascular, estudios clinicos controlados, con placebo en los que se demuestre que el
tratamiento del factor de riesgo mejora el prondstico cardiovascular (Sarnak y cols 2003).

El aumento de ROS genera la activacion de factores transcripcionales, de
crecimiento y de receptores primarios asi como la generacion de mediadores secundarios
que dan lugar a disfuncion renal, cardiaca y vascular, que desemboca en el desarrollo de
ECV y progresion de ERC (Wilcox y Gutterman 2005).

La siguiente tabla muestra los factores de riesgo cardiovascular en enfermedad

renal cronica (Sarnak y Levey 2000).
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Factores de riesgo tradicionales Factores de riesgo no tradicionales
Edad Albuminuria
Sexo (masculino) Homocisteinemia
Hipertension Lp(a) y Apo(a)
LDL colesterol elevado IDL
Diabetes mellitus Anemia
Tabaquismo Alteracién de metabolismo calcio-fosforo
Sedentarismo Exceso volumétrico
Menopausia Alteracién electrolitica
Historia familiar de ECV Estrés oxidativo
Hipertrofia de VI Estado inflamatorio (PCR)
Malnutricion
Factores trombogénicos
Alteraciones del suefio
Alteracion del balance NO/endotelina

5. ESTRES OXIDATIVO Y TRASPLANTE RENAL

El trasplante renal como terapia sustitutiva de la ERC en estadio terminal en la que
se restablece la funcion renal, presenta una mejoria en el estado inflamatorio frente al
paciente sometido a técnicas de depuracion extrarrenal en las que el estado urémico, las
infecciones o la exposicion a membranas con distintos grados de biocompatibilidad
promueven inflamacion crénica. Sin embargo la enfermedad cardiovascular sigue siendo
entre 35 y 50% de todas las causas de mortalidad en trasplante renal (Sarnak y cols
2003).

De igual forma la aterosclerosis y el estado proinflamatorio van a participar en el
desarrollo de la nefropatia cronica del injerto (NCI) (Boratyriska y cols 2000).

Los factores que influyen en el aumento de estrés oxidativo en el trasplante renal
(asociados a los que afectan a la poblacion general) son en cierta medida controvertidos
actualmente, puesto que estdn en estudio, entre ellos encontramos: dafio isquemia-
reperfusion (Masztalerz 'y cols 2006), hiperlipemia (Cristol y cols 1998),
inmunosupresion (Zhong y cols 1998) o infecciones (Weis y cols 2004) (Figura 9).
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Figura 9. Estrés oxidativo y trasplante renal
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5.1. ROS y enzimas antioxidantes

El aumento de peroxidacion lipidica en trasplante renal se describe a través del
aumento de MDA en los enfermos trasplantados frente a controles en distintos estudios
(Zhong y cols 1998; Moreno y cols 2005; Pérez-Fernandez y cols 2002). Por otra parte el
descenso de GPx frente a poblacion sana afirmaria el aumento del estado oxidativo en
estos pacientes (Moreno y cols 2005).

En el andlisis de pacientes en didlisis que son trasplantados encontramos un
descenso de proteinas proinflamatorias IL-6, TNF-a y PCR asi como de derivados de
carbonil estrés y F2-isoprostanos, (sin embargo la limitacion del estudio es su realizacion
en receptores de donante vivo, y quiza pudiera influir la inmunosupresion utilizada de
induccion, timoglobulina y basiliximab) (Simmons y cols 2005).

En un estudio de la capacidad antioxidante (enzimatica) en postrasplante inmediato
(48 h), a la semana y tras 2 semanas (Pérez Ferndndez y cols 2002), el comportamiento
descrito de las distintas enzimas es el siguiente: aumento de catalasa a las 48 horas con
descenso a la semana y nuevo ascenso a la segunda semana; SOD descendi6é en los dos
primeros tiempos, sin embargo se eleva a las dos semanas; GPx descendia en
postrasplante inmediato pero su actividad aumentaba 1 6 2 semanas tras el trasplante (De
Vega y cols 2003). La capacidad antioxidante por tanto se elevaba a partir de la segunda
semana sin llegar a normalizarse, lo que se interpreta como un “despertar” de la
capacidad defensiva.

El aumento de GPx se correlaciona de forma directa con la mejoria del filtrado
glomerular (Moreno y cols 2005, De Vega y cols 2003).

5.2. Daiio isquemia-reperfusion

Existen gran cantidad de estudios experimentales que demuestran el aumento de
ROS y descenso de capacidad antioxidante que ocurre durante la fase de isquemia-
reperfusion, sin embargo se tienen pocos datos en humanos. Asi en estudios
experimentales encontramos que se observa un aumento de isoprostanos (Favreau y cols
2004), peroxido de hidrogeno, hidroxinonenal, RNS (Aragno y cols 2003), y MDA
(Thiemermann y cols 2003; Rhoden y cols 2002), mientras que disminuyen GPx
(Favreau y cols 2004), catalasa y SOD (Aragno y cols 2003).

Un estudio reciente en humanos describe el aumento significativo en la concentracion
media de anion superoxido antes y después (5 y 15 minutos) de la reperfusion

(Masztalerz y cols 2006).
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5.3. Hiperlipemia

La hiperlipemia es una complicacidén que se presenta con frecuencia en el paciente
trasplantado renal. Los factores que se asocian en su aparicion y desarrollo son: la edad,
sexo masculino, obesidad, proteinuria, medicacion antihipertensiva (diuréticos y/o
betabloqueantes), diabetes mellitus y tratamiento inmunosupresor (EBPG Expert Group
on Renal Transplantation 2002a).

El perfil lipidico asociado a trasplante se describe como un aumento de colesterol
total, LDL y triglicéridos, y descenso de HDL (Kasiske y cols 2000a). Estas alteraciones
se mantienen de forma cronica en el trasplante, por un periodo de 10 afios o0 mas (Drueke
y cols 1991).

Una de las causas principales de hipercolesterolemia en trasplante es la terapia
inmunosupresora:

» Corticoides: relacionados con factores de riesgo cardiovascular como la
diabetes mellitus, obesidad, o hiperlipemia, tras el descenso de dosis de
corticoides, se produce un descenso de HTA y de lipidemia que puede dar
lugar también a un descenso de HDL (Hricik y cols 1992a; Kasiske y cols
1991).

= Ciclosporina (CsA): aumenta el colesterol total, LDL y triglicéridos (Hricik y
cols 1992b, Moreno y cols 2005). El mecanismo parece ser mediante la unién
al receptor de LDL, aumentando la concentracion de la misma; inhibe la
sintesis de acidos biliares a partir del colesterol al impedir su absorcion en
intestino y reduciendo la eliminacion de VLDL y LDL (Kahan y Ponticelli
2001a).

» Tacrolimus: también produce hiperlipemia, pero en menor grado que la CsA
(McCune y cols 1998).

= Sirolimus o rapamicina: inductor claro de elevacion de colesterol y
triglicéridos (Groth y cols 1999), que asociado a CsA aumenta el efecto
hipercolesterolemiante de la misma y la hipertrigliceridemia inducida por los
corticoides (Kasiske y cols 2000a).

5.4. Inmunosupresion
5.4.1 Ciclosporina
En estudios realizados in vitro en sistemas microsomales, la CsA aumenta la

peroxidacion lipidica (Inselmann y cols 1998; Serino y cols 1994). Junto a esto, estudios
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experimentales muestran un aumento de MDA cortical y conjugados diénicos en un
modelo de nefrectomia unilateral en ratas tras la administracion de CsA (Wang y
Salahudeen 1995). Esta tendencia también ha sido demostrada in vitro en la clinica
(Sutherland y cols 1995), asi como signos indirectos de oxidaciéon de LDL in vivo a
través de la determinacién de autoanticuerpos frente a LDL modificada por MDA
(Ghanem y cols 1996).

Se describe la produccion de radicales libres directamente del metabolismo de la
CsA (Insemann y cols 1990) o de forma secundaria a la accién de vasoconstriccion renal.
La hipoxia derivada de la vasoconstriccion de arteriola aferente y el aumento de
sustancias vasoactivas como el SRAA, tromboxanos o endotelinas, y reoxigenacion
(hipoxia reperfusion) tras el descenso del nivel de CsA daria lugar a formacion de
radicales libres, detectados en orina, efecto descrito por Zhong y cols (1998) en ratas.
5.4.2. Tacrolimus

La susceptibilidad a la oxidacion de LDL in vitro en pacientes trasplantados
renales tratados con tacrolimus es similar a la de la poblacion general segin un estudio
realizado por Cofan y cols (2002a).

Sin embargo aunque algunos estudios no encuentran diferencias significativas en
pacientes tratados con CsA o tacrolimus (grupos diferentes) en cuanto a la oxidabilidad
de LDL (Morena y cols 2000), se describe que pacientes tratados con CsA convertidos a
tacrolimus presentan una mejoria de perfil lipidico y menor susceptibilidad a oxidacion
de LDL (Artz y cols 2003; Cofan y cols 2005).

5.4.2. Micofenolato mofetil

Se postula que el micofenolato mofetil presenta un efecto de inhibicion en la
expresion de iNOS vy la sintesis de NO durante la isquemia-reperfusion renal en ratones,
sin afectar a las NOS constitutivas, el mecanismo lo ejerceria mediante la inhibicién de la
sintesis de BH4, cofactor de NOS. En esta terapia por tanto el efecto frente a la oxidacion
seria positivo (Lui y cols 2001).
5.5. Infecciones
5.5.1 Citomegalovirus

La infeccion por citomegalovirus (CMV) se ha relacionado con alteraciones de la
via del NO en el endotelio en trasplante cardiaco, y con la aterosclerosis del injerto. La
infeccion por CMV se asocia a aumento de dimetilarginina asimétrica plasmatica,

inhibidor endégeno de la eNOS, favoreciéndose una disminucion de sintesis de NO,
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aumento de estrés oxidativo y alteracion endotelial (Weis y cols 2004). La
seropositividad para CMV se asocia a alteracion de funcion vascular (Grahame-Clarke y
cols 2003) y la infeccion se considera factor de riesgo para el desarrollo de nefropatia
cronica del injerto (Kahan y Ponticelli 2001b).
5.5.2. Infecciones urinarias

La infeccion urinaria es frecuente en el trasplante renal.

En pacientes no trasplantados y diabéticos el padecimiento de infeccion del tracto
urinario muestra en algunos estudios un aumento de peroxidacion lipidica y disminucion
de capacidad antioxidante (Kurutas y cols 2005). En trasplante renal no encontramos

datos en la bibliografia sobre este aspecto.

6. ESTRES OXIDATIVO Y DISFUNCION CRONICA DEL INJERTO
La principal causa de pérdida del injerto tras el primer afio de trasplante, es la
nefropatia cronica del injerto (NCI).
Clinicamente se caracteriza por pérdida lenta y progresiva de la tasa de filtrado
glomerular, asociada a proteinuria e HTA.
6.1. Patologia de la nefropatia cronica del injerto
Las caracteristicas anatomopatologicas de la NCI son (Kahan y Ponticelli 2001c¢):
6.1.1. Cambios vasculares
- Rotura de la l[amina eléstica vascular
- Presencia de células inflamatorias, macréfagos, dando lugar a células espumosas
- Proliferacion de miofibroblastos en la intima que se presenta ensanchada,
provocando la formacion de una neointima y engrosamiento de la fibrointima.
Gouldsbrough y Axelsen (1994) describen cuatro patrones:
a) Endotelitis: inflamacion subendotelial con leve engrosamiento intimal.
b) Endotelitis con engrosamiento intimal.
¢) Engrosamiento intimal sin endotelitis.
d) Engrosamiento intimal con calcificacion y estrias de colesterol
(aterosclerosis).
6.1.2. Cambios glomerulares
- Engrosamiento de la membrana basal glomerular, debido al ensanchamiento del
espacio subendotelial.

- Aumento de la matriz mesangial.
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- Interposicidon de matriz mesangial y células.

- Disminucion de la luz capilar.

6.1.3. Duplicacion de membrana basal en capilares peritubulares

6.1.4. Fibrosis intersticial difusa

6.1.5. Atrofia tubular

Las lesiones vasculares van a ser las responsables de la pérdida del injerto.

6.2. Factores de riesgo

Los factores de riesgo que intervienen en la aparicion y desarrollo de NCI se

dividen en dos grupos (Kahan y Ponticelli 2001c):

6.2.1. Mecanismos inmunoldogicos:

a)

b)

Existencia de una respuesta inmune a aloantigenos expresados por el injerto
continua y de bajo grado, mayor al aumentar el nimero de incompatibilidades
HLA (Human Leucocyte Antigen).

Efecto deletéreo a largo plazo de anticuerpos citotoxicos preformados anti-
HLA.

Existencia de rechazo agudo.

Inmunosupresion: interviene el tipo de farmaco utilizado, el bajo grado de
adhesion al tratamiento y la dosis insuficiente.

Infeccion por CMV: puede aumentar la formacion de neointima ante la

existencia de incompatibilidad HLA donante-receptor.

6.2.2. Mecanismos no inmunologicos:

f)

g)

h)

Donante: el trasplante de donante vivo no emparentado presenta mejor
resultado que el de donante cadaver, explicado porque en el donante sano no
existe pérdida de masa renal ni enfermedades previas.

Dafio isquemia-reperfusion: las lesiones isquémicas de donante cadaver
pueden aumentar la expresion de antigenos HLA y moléculas de adhesion en
las células tubulares. La funcion retardada del injerto puede asociarse a NCI,
sobre todo si coexiste rechazo agudo.

Nefrotoxicidad por drogas: el dafo debido a isquemia, rechazo o terapia
inmunosupresora estd mediado por el “transforming growth factor-f1” (TGF-
B1), que aumenta la expresion de citocinas, factor de crecimiento de
fibroblastos y de proteinas vasoactivas, todo ello favorece la proliferacion

celular, bloquea la degradacion de matriz, y promueve hipertension y
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disfuncion cronica del injerto. Tacrolimus parece tener menos efecto que CsA
en la produccion de TGF- B1.

i) Proteinuria

j) Hiperlipemia

k) Hipertension

1) Estrés oxidativo

Es dificil distinguir si estos ultimos cuatro factores son causa o consecuencia de
NCIL

Halloran y cols (1999) postulan que la NCI podria considerarse un procedimiento
de envejecimiento celular acelerado por los factores inmunoldgicos y no inmunologicos
descritos.

6.3. Estrés oxidativo

Las lesiones vasculares descritas en la NCI no son especificas del trasplante renal,
se observan en cardiaco, hepatico y pulmonar. La lesion endotelial y la hiperplasia
intimal se asemejan a las descritas en las etapas precoces de la aterosclerosis,
proponiéndose el término de “aterosclerosis del trasplante” (Cristol y cols 1998). Esta
similitud histologica aterosclerosis-lesion vascular de NCI hace pensar que algunos de
los factores de riesgo de ambas sean comunes.

Cristol y cols (1998) desarrollaron un estudio en el que se describe la asociacion
de marcadores de estrés oxidativo con la presencia de NCI. MDA estaba
significativamente mas aumentado en pacientes con NCI y la capacidad antioxidante no
enzimatica estaba disminuida, sin existir diferencia en perfil lipidico, en pacientes con y
sin NCI (si hiperlipemia con respecto a controles). La vitamina E eritrocitaria y actividad
SOD descendid, mientras vitamina E en plasma (probablemente debido a hiperlipemia) y
GPx (probablemente inducida por ROS) se presentaban normales o aumentadas.
Concluyen por tanto que el efecto de la hiperlipemia sobre la iniciacion y progresion de
la NCI se ve aumentado por el estado oxidativo.

El mismo grupo de trabajo describe un descenso de MDA y aumento de vitamina
E plasmatica tras administracién de vitamina E oral en pacientes con NCI, en los que la
funcion renal permaneci6 estable durante un periodo de 6 meses (Vela y cols 1999).

Los AGEs, aumentados durante la terapia extrarrenal sustitutiva, decrecen tras el

trasplante renal sin llegar a normalizarse (Sebekova y cols 2001; Hartog y cols 2005) y se
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encuentran aumentados en pacientes con NCI. Este aumento no parece estar explicado
unicamente por el deterioro de funcion renal (Raj y cols 2004).

Si bien no esta claro si el aumento de estrés oxidativo en la NCI es causa o
consecuencia del deterioro de la funcion renal y la progresion del rechazo cronico, si
existen datos suficientes para pensar que la actuacion sobre el OS bien secundario a
deterioro de funcién renal, o bien dependiente de los factores analizados, podria

enlentecer la progresion de la NCI y mejorar la supervivencia del injerto.

7. RIESGO CARDIOVASCULAR EN TRASPLANTE RENAL

La enfermedad cardiovascular (ECV) es mas frecuente en el paciente trasplantado
renal que en la poblacion general, la prevalencia e incidencia es hasta 5 veces mayor que
la descrita en el estudio Framinghan para poblacién general de igual sexo y edad
(Kasiske 2000b). Es la principal causa de muerte del enfermo trasplantado, en el 50% por
cardiopatia isquémica, y la segunda causa de pérdida de injerto renal (muerte con injerto
renal funcionante) en la que supone un 40% en el primer afio y mas de 50% a los diez
afios de trasplante (Matas y cols 2002).

Estd definida como la presencia de enfermedad coronaria, enfermedad
cerebrovascular y/o arteriopatia periférica (Kasiske 2000b). La enfermedad coronaria es
la forma mas frecuente en Europa, 6-14.6%, tras ella se encuentra la arteriopatia
periférica, 2.7-6.3%, y menos frecuente la enfermedad cerebrovascular, 1.4-2.6%
(Morales y cols 2002).

7.1. Factores de riesgo cardiovascular
7.1.1. Clasicos

Comunes a la poblacion general: edad, sexo vardon, obesidad frecuente en
trasplante y asociada a hiperlipemia, resistencia a la insulina y disfuncién cardiaca, vida
sedentaria, alcohol y tabaco, hiperhomocisteinemia, enfermedad cardiovascular previa y
componente genético (Palomar y Ruiz 2004).

7.1.2. Caracteristicos de trasplante
- HTA: la prevalencia es de 60-90% en trasplante renal (First y cols 1994), siendo
multiple su etiologia. Las causas mas frecuentes son NCI, tratamiento
inmunosupresor (tacrolimus, CsA, corticoides) o HTA previa a trasplante. Otras
etiologias son: recidiva de enfermedad glomerular, estenosis de arteria renal,

HTA secundaria o debida a rifiones nativos (Palomar y Ruiz 2004)
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- Diabetes postrasplante (3-19%): descrito como factor independiente de ECV
(Fernandez-Fresnedo y cols 2003), en su desarrollo influyen: edad, historia
familiar, intolerancia hidrocarbonada antes de trasplante, sobrepeso, algunos
antigenos HLA, tratamiento con esteroides y anticalcineurinicos dosis
dependiente (Palomar y Ruiz 2004).

- Hiperinsulinemia (Palomar y Ruiz 2004)

- Dislipemia (apartado 5.3)

- Proteinuria: factor de riesgo independiente para la ECV (Palomar y Ruiz 2004)

- Filtrado glomerular: de igual forma que en la poblacion con ERC, en la que el
deterioro de la funcidén renal es un factor de riesgo independiente para el
desarrollo de la ECV (Chobanian y cols 2003).

- Hipertrofia de ventriculo izquierdo (HVI): el mayor componente de este factor
procede de la herencia de la etapa pretrasplante, aunque también se relaciona
con la terapia inmunosupresora (corticoides y CsA) (Fishel y cols 1995).

- Infeccion por CMV (apartado 5.5.1.).

7.2. Calcificaciones vasculares

Existe una particularidad que los pacientes con ERC y trasplante renal asocian a
lo ya expuesto sobre la aterosclerosis, y es la presencia de calcificaciones vasculares
tanto de la intima como de la capa media (Sarnak y cols 2003). La placa ateromatosa se
encuentra en un estadio avanzado con calcificacion, y por otra parte existe un
engrosamiento de la pared vascular a expensas de la capa media sin compromiso de la
luz, es lo que se ha denominado “remodelado concéntrico” (Amann y cols 2003), que
disminuye la compliance vascular. Asi se evidencid mediante coronariografia, que
pacientes no diabéticos en dialisis con sintomatologia de cardiopatia isquémica no
presentaban enfermedad de grandes vasos coronarios en un 50% (definida como
estenosis de mas del 50%) (Rostand y cols 1984), si bien este estudio se realizé cuando
aun no se utilizaban lo estimuladores de eritropoyesis, por lo que el nivel insuficiente de
hemoglobina podia contribuir a la isquemia.

El metabolismo calcio-fosforo es un factor muy a tener en cuenta en el desarrollo
de dichas calcificaciones en estos pacientes.

Las alteraciones estructurales de grandes arterias son frecuentes en el trasplante
renal. En la mayoria de los receptores de trasplante renal sin ECV clinica se observa un

engrosamiento de la interfase intima-media y placas ateromatosas en la arteria carétida
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(Suwelack y cols 1999). La ecografia doppler carotidea es una exploracion no invasiva
para el estudio de la aterosclerosis carotidea y una aproximacion inocua al estado
vascular del paciente que puede permitir el estudio de la relacion entre aterosclerosis y
pardmetros lipidicos y de oxidacion (Ruiz y cols 2005).

El mayor factor de riesgo para desarrollar ECV postrasplante es la enfermedad

cardiovascular pretrasplante (EBPG Expert Group on Renal Transplantation 2002b).

8. ESTATINAS
8.1. Sintesis de colesterol

Las células del mamifero adquieren el colesterol por dos vias, exdgena y enddgena.
En la via exogena las células incorporan el colesterol como lipoproteinas conteniendo en
la molécula apolipoproteina B, principalmente LDL, mediante endocitosis mediada por
receptor (Brown y Goldstein 1986). Tras su degradacion en los lisosomas, el colesterol
liberado se recicla para otro procesamiento. En la via endogena, la célula sintetiza
colesterol (Goldstein y Brown 1990).

La biosintesis de novo del colesterol tiene lugar en todas las células sin embargo
esta capacidad de sintesis es mayor en higado, intestino, corteza suprarrenal y tejidos
reproductores.

El primer compuesto exclusivo de la biosintesis de colesterol es el &cido
mevalonico, derivado del precursor bicarbonato acetil coenzima A (CoA), centro de las
vias del metabolismo de las grasas, glucidos y aminoacidos, dos moléculas se unen para
formar acetoacetil CoA. El siguiente paso implica a otra molécula de acetil CoA, dando
lugar a un compuesto ramificado, 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG CoA), reaccion
catalizada por la HMG CoA sintasa. Posteriormente actia la enzima HMG CoA
reductasa, enzima limitante para la formacion de colesterol en higado y otros tejidos, que
consume dos moléculas de NADPH de la via de las pentosas, y da lugar al acido
mevaldnico. Los siguientes pasos son la formacién de isopentenilpirofosfato,
posteriormente aparecen los isoprenoides, geranil pirofosfato, que da lugar a las proteinas
geranil-geraniladas (Rho, Racl, Cdc42 ) y ubiquinona, y farnesilpirofosfato que da lugar
a:

- fusion de dos moléculas de farnesil pirofosfato para formar el escualeno con la

posterior ciclacion para dar lanosterol y sintesis de colesterol a partir de éste

(Devlin 1989).
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- proteinas farnesiladas (Ras).

El proceso se esquematiza en la siguiente figura:

Figura 10: BIOSINTESIS DEL COLESTEROL

Acetyl-CoA + Acetoacetyl-CoA

HMG- CoA -
sintasa 'ﬂ
HMG- CoA
HMG- CoA -
reductasa iyt
Mevalonato
\/
Isopentenil- PP
Geranil-PP
Farnesil PP -
sintasa 'u
Farnesil-PP
Escualeno -
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Colesterol

8.2. Farmacologia de las estatinas

Geranil-geranil-PP

\

N
Proteinas geranilgeraniladas
p-e. Rho, Rac

Proteinas farnesiladas
(p.e.Ras) /

Proteinas
preniladas

Las estatinas son un grupo de farmacos que actuan inhibiendo la enzima HMG

CoA reductasa, y por tanto reduciendo la sintesis de colesterol. Por otra parte el

mevalonato también es precursor de los isoprenoides, la reduccioén de los mismos induce

los denominados efectos pleiotropicos, supuestamente independientes del efecto

hipolipemiante (figura 12).
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Figura 12. Acciones de las estatinas
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Las estatinas ejercen su accion a través de su habilidad para unirse mas potentemente
a la HMG CoA reductasa que la HMG CoA. Sin embargo esta habilidad depende del tipo
de estatina, si es predominantemente lipofilica o hidrofilica.
8.3. Efecto hipolipemiante
La reduccién en la sintesis de colesterol induce al hepatocito a aumentar en su
superficie la expresion de receptores para LDL, y por tanto la entrada en el hepatocito es
mayor y se reduce el nivel sérico de LDL y colesterol. También disminuye la sintesis
hepatica de apoB (Mason 2003).
8.4. Efectos pleiotropicos
Los efectos pleiotropicos de un farmaco son acciones distintas a aquellas para las
que fue desarrollado, que pueden estar relacionados o no con el mecanismo de accién
principal, y que en principio no se pensaba que existieran. Estos efectos pueden ser
negativos (efectos secundarios o toxicidad), neutros, o efectos colaterales beneficiosos.
Este ultimo es el caso de los inhibidores de la HMG-CoA reductasa, en los que poco a
poco se van descubriendo nuevos efectos mas alla del hipolipemiante (Davignon 2004).
Existen estudios clinicos que evidencian que la terapia hipolipemiante reduce la
progresion de la aterosclerosis e incluso puede producir la regresion de la placa, con la
implicacion que esto conlleva en la mejoria de la mortalidad debida a causa
cardiovascular (Superko y Krauss 1994). Sin embargo un gran nimero de ensayos
clinicos también nos aportan la evidencia de que estos beneficios ocurren antes de que se
objetive el efecto hipolipemiante e incluso independientemente del nivel de LDL basal
(Schwartz y cols 2001).
Existen sin embargo algunos puntos atn no claros en el estudio de los efectos
pleiotrépicos de las estatinas:
1. La estatina reduce los niveles séricos de lipidos en la gran mayoria de
pacientes y es dificil a veces separar los efectos hipolipemiantes de los que no
lo son (LaRosa 2001).
2. En muchos de los estudios hechos in vitro, se han usado concentraciones que
superan a las que se alcanzan en los estudios farmacocinéticos (Corsini y cols
1999).
3. Parece ser que las estatinas hidrofilicas (pravastatina o rosuvastatina), ejercen
efectos similares a las lipofilicas (p.e. atorvastatina y cerivastatina) sobre el

tejido vascular, en las que se supone que la penetracion celular deberia ser
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mayor. La probable explicacion para ello seria que el efecto dependa de la
reduccidn en la sintesis de isoprenoides y no se requiera entrada en la célula
(Bonetti y cols 2003).

8.4.1. Efecto sobre la funcion endotelial

El dafno endotelial contribuye a la génesis de la aterosclerosis. Esta disfuncion
esta asociada a una vasoconstriccion derivada de una alteracion de la sintesis, liberacion
y actividad del NO derivado del endotelio. El 6xido nitrico es vasodilatador, inhibe la
proliferacion de la célula muscular lisa, la agregacion plaquetaria, y la adhesion
endotelial, y por tanto es protector endotelial en condiciones normales.

Las estatinas previenen la disminucion en la actividad de la eNOS producida por
la LDL (Martinez-Gonzalez y cols 2001), debido a que la LDL aumenta los niveles de
caveolina-1, que es un inhibidor de la actividad de la eNOS (Feron y cols 2001).

Al mismo tiempo aumentan la sintesis de NO local, estabilizando el ARN
mensajero de la eNOS (mediante la inhibicidon de la geranilgeranilacién de la proteina
Rho) (Laufs y Liao 1998), y disminuyendo la produccion de ROS que inactivan al NO.
Mantienen dicha funcién en presencia de LDL oxidada y en condiciones de hipoxia
(Wassmann y cols 2001).

Por otra parte inhiben la expresion de un potente vasoconstrictor, la endotelina 1
(ET-1) (Hernandez-Perera y cols 2000).

8.4.2. Trombosis y fibrinolisis
Las estatinas ejercen una accion antitrombotica a través de:
- la inhibicion en la expresion y actividad del factor tisular.
- Inhibicion de activacion y funcion plaquetaria.
- Aumento de NO local que disminuye la sintesis de Tromboxano A2.
La accidn fibrinolitica se produce a través de:
- Aumento del factor activador del plasminogeno tisular.
- Inhibicion de la sintesis del inhibidor-1 del activador del
plasmindgeno.
Probablemente mediadas ambas por la inhibicién de geranilgeranilacion.
8.4.3. Inflamacion vascular y efecto sobre los leucocitos
Las moléculas de adhesion (VCAM-1, ICAM-1) y las citocinas proinflamatorias

(interleucinas(IL) 1B, 6, Factor de necrosis tumoral o (TNFa)) juegan un papel
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importante en el proceso de inflamacion, intervienen en la adhesion y migracion de los
leucocitos a la zona subendotelial en el proceso de aterogénesis.

En el estudio actual antiinflamatorio de las estatinas, existen diferencias en la
accion de cada tipo de estatina sobre estas moléculas, asi por ejemplo, en cultivos de
células vasculares, el tratamiento con pravastatina, fluvastatina y cerivastatina reduce la
sintesis de citocinas proinflamatorias como IL 1B, IL 6, TNFa o la forma inducible de la
ciclooxigenasa 2 (COX-2) (Inoue y cols 2000), también comprobado con atorvastatina
(Herndndez-Presa y cols 2002). Por otra parte, atorvastatina y simvastatina, parecen
reducir significativamente E-selectina, P-selectina, ¢ ICAM-1, sin embargo simvastatina
aumenta VCAM-1 (Seljeflot y cols 2002).

8.4.4. Inmunomodulacion y trasplante

La hipercolesterolemia es un trastorno metabdlico comun en pacientes
trasplantados, y la medicacion inmunosupresora utilizada estd demostrado que provoca
una tendencia al aumento en niveles séricos de lipidos.

Las estatinas presentan la caracteristica de inhibir la funcién monocitaria y de
macrofagos (Romano y cols 2000), la activacion de linfocitos B (Rudich y cols 1998) y
la proliferacion de linfocitos T asi como la citotoxicidad de los natural killer (NK) (Cutts
y Bankhurst 1990; Katznelson y cols 1998). Todo esto favorece la prevenciéon en el
rechazo del injerto.

Se ha descubierto también la actuacion de pravastatina, lovastatina y atorvastatina
inhibiendo la expresion de interferon y (IFN- y) inducida por la expresion de complejos
mayores de histocompatibilidad (MHC) clase II en macréfagos, células endoteliales y
musculares lisas, pero no en linfocitos B o células dendriticas (Kwak y cols 2000).

Estas acciones necesitarian de dosis muy altas para ser confirmadas in vivo.

8.4.5. Proteccion vascular contra el dafio mediado por el complemento

La activacion del complemento es fundamental para la respuesta inflamatoria y la
defensa frente a la infeccion. También se ha visto su importancia en la patogénesis de
enfermedades inflamatorias como la glomerulonefritis, lupus eritematoso sistémico
(LES) y la aterosclerosis, en la que el complemento puede ser activado por la via clasica
o alternativa en la pared arterial (Torzewski y cols 1997). Se ha aislado C5b-9 MAC
(complejo de ataque a la membrana) en estados precoces de placas de ateroma. Asi
mismo junto a este complejo se observa activacion de proteina C reactiva (PCR) en la

pared vascular, que se traduce en la presencia de una inflamacion cronica en la misma
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(Torzewski y cols 1998). La LDL modificada provocaria la activacion del complemento
con la consiguiente respuesta inflamatoria (Seifert y cols 1990).

La PCR sérica puede disminuir tras el efecto de las estatinas de forma
independiente al efecto hipocolesterolemiante (Jiajal y cols 2001). Puede ser que una
reduccion en la activacion del complemento en la pared arterial sea un factor que
participe en este hecho.

Asi la accion de las estatinas en este proceso puede estar mediada por dos vias:

1. a través de la regulacion (aumento) de la expresion del “factor
acelerador de descomposicion” (decay-accelerating factor-DAF),
proteina de superficie celular CD55, que acelera la eliminacion de C3 y
C5 convertasas, y por tanto es limitante de la activacion del
complemento en la pared vascular (Morgan y Meri 1994; Mason y cols
2002).

2. por medio de la reduccion de la activacion del complemento mediada
por la PCR.

8.4.6. Angiogénesis

Los resultados sobre las estatinas en este ambito se encaminan a efectos pro y
antiangiogénicos. En el primer caso la actuacion seria a través del aumento de células
progenitoras endoteliales circulantes, que favorecerian la re-endotelizacion y reducirian
el engrosamiento neointimal en sitios de dafio vascular (Dimmeler y cols 2001).

Sin embargo otros estudios con cerivastatina mostraban inhibicion de
angiogénesis in vitro por medio de la inhibicion de la proteina RhoA. Posteriormente se
observo in vivo que esta estatina inducia una detencion de la célula endotelial en la fase
G1/S inhibiendo la angiogénesis (Vincent y cols 2002).

8.4.7. Estabilizacion de la placa

8.4.8. Reduccion en la proliferacion de la célula muscular lisa vascular (Rogler y
cols 1995)

8.4.9. Descenso en la activacion fibroblastica (Johnson y cols 1999)

8.5. Papel de las estatinas en estrés oxidativo

La hipercolesterolemia esta asociada a un aumento de oxidacion de LDL y la
consiguiente formacion de ROS, por tanto la accion hipolipemiante de las estatinas

estaria clara en este sentido.
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Por otra parte los inhibidores de la HMG CoA reductasa asocian las siguientes

acciones:

a)

b)

d)

Aumento de la sintesis de NO endotelial y reduccion de la produccion de ROS, ya
que inhibe la actividad de la enzima NAD(P)H oxidasa, implicando una
reduccion en la oxidacion de LDL y del estrés oxidativo intracelular (Liao 2002;
Lefer y cols 2001).

Aumentan la actividad de la ecto-5"-Nucleotidasa (ecto-5"-Nu), glicoproteina de
membrana que hidroliza nucledtidos extracelulares, en nucledsidos, por ejemplo
adenosina, que son permeables a la membrana, y que protegen durante y después
de situaciones de hipoxia celular (Neylon y Marshall 1991). El efecto sobre esta
enzima se realiza a través de un aumento de la sintesis de la misma y una
disminucion de su endocitosis a través de la inhibicion de la isoprenilacion de la
Rho GTPasas (ruta del mevalonato). Esto provoca una reducciéon en el nimero de
receptores para ecto-5'-Nu y ademas da lugar a una desorganizacién de las fibras
de actina, que participan en el proceso de endocitosis (Ledoux y cols 2002). Esta
ectoenzima, se expresa en riiion en células de tabulo proximal, y en menos
proporcion en células mesangiales, fibroblastos intersticiales, y células
intercaladas (Siegfried y cols 1996).

La habilidad para neutralizar ROS se observa en distintas estatinas (simvastatina
(Day y cols 1997), fluvastatina (Yamamoto y cols 1998), atorvastatina,
pravastatina y cerivastatina (Wagner y cols 2000)), y se ha demostrado en gran
variedad de tipos celulares como macrofagos, neutrofilos, células musculares lisas
y endoteliales (Day y cols 1997; Giroux y cols 1993).

Inhiben la produccién de ROS inducida por Angiotensina Il (All), a través de la
inhibicion de la geranilgeranilacion de la proteina Rac 1, reguladora de la
NAD(P)H oxidasa. Entre los factores humorales que favorecen la formacion de
ROS y que juegan un papel importante en la enfermedad cardiovascular, se
encuentra la All, que a través de su receptor tipo 1 (ATI1), activa a la enzima
NAD(P)H oxidasa, con el consiguiente aumento en la formaciéon de anion
superoxido (Griendling y cols 1994). La expresion de ATI se encuentra
aumentada en la hipercolesterolemia (Wassmann y cols 2002).

Disminuyen la expresion de CD36 del macrofago, receptor para la LDL-ox que

permite su entrada en la célula para la formacion de la célula espumosa (Fuhrman
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y cols 2002). Su accion frente a la actividad plaquetaria también se describe por
esta via (Pucceti y cols 2005).
8.6. Estatinas en trasplante renal

La dislipemia estd presente en mas del 60% de pacientes en predidlisis y en
didlisis (Harris y cols 2002), y un 80% en el sindrome nefrético (Kasiske 1998). Dicha
dislipemia se asocia a un aumento demostrado de mortalidad cardiovascular en didlisis y
trasplante renal (Kasiske y cols 2000c), en la misma proporcion que la poblacion general.
De igual forma la eficacia del tratamiento con estatinas en pacientes con ERC es similar
al de la poblacion general.

La progresion de la insuficiencia renal se acompaina de cambios en el
metabolismo lipidico, que a su vez es distinto en cada una de las situaciones del
insuficiente renal, asi el sindrome nefrotico presentard un perfil altamente aterogénico,
otras etiologia no tienen perfil tan maligno, pero progresa paralelamente a la enfermedad.

En el caso del trasplante renal, aproximadamente el 60% de los pacientes
presentan hipercolesterolemia (Kasiske 1998). El perfil lipidico del trasplantado renal se
caracteriza por un aumento en el colesterol total, a expensas de la fraccion LDL, aumento
de concentracion sérica de triglicéridos, apoliproteina B y lipoproteina(a) y niveles
variables de fraccion HDL (Kasiske y cols 2000c). La caracteristica especial en estos
enfermos, asociado a las caracteristicas de su enfermedad renal o deterioro de la funcion,
es el efecto que la medicacion inmunosupresora ejerce sobre el perfil lipidico, entre ella
encontramos corticoides, tacrolimus, ciclosporina y sirolimus (Moore y cols 2001). El
tratamiento con ciclosporina presenta mayor incidencia de hipercolesterolemia que
tacrolimus (Vincenti y cols 2002).

Existen estudios observacionales que describen una correlacion entre pacientes
trasplantados renales con hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia y riesgo de
enfermedad coronaria (Kasiske y cols 2000c).

En cuanto a la eficacia del tratamiento hipolipemiante con estatinas en trasplante
renal, existen pocos estudios comparativos con individuos no trasplantados, pero no
parece ser menor que en estos ultimos.

Los efectos pleiotropicos de las estatinas en trasplante renal son mas
controvertidos en la actualidad. El estudio se hace en dos sentidos, en primer lugar el
efecto beneficioso sobre la morbi-mortalidad cardiovascular, principal causa de muerte

en estos pacientes, y en segundo lugar qué beneficio puede suponer en la progresion del
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deterioro de la funcion renal y por tanto su papel en la nefropatia cronica del injerto
(NCD).
8.6.1. Morbi-mortalidad cardiovascular

En este punto el efecto de las estatinas en trasplante renal queda bien reflejado en
el estudio ALERT (Assesment of Lescol in Renal Transplant), en el que se estudié un
importante numero de enfermos trasplantados renales tratados con fluvastatina (n=1050)
o placebo (n=1052), tiempo medio de randomizacion de 4,5 afios postrasplante y un
seguimiento medio de 5.1 afos. Este trabajo muestra una disminucion significativa de
LDL, y una reduccidon significativa de eventos cardiacos en pacientes tratados con
fluvastatina, y concluye que la introduccion precoz de estatina en el trasplante renal es
beneficiosa para la proteccion cardiaca (Holdaas y cols 2003; Fellstrom y cols 2004).
8.6.2. Nefropatia cronica del injerto

Los efectos de las estatinas que pueden estar relacionados con el deterioro de la
funcion renal y por tanto con la NCI serian inmunologicos como la modificacion de la
funcién linfocitaria, inhibicion de la citotoxicidad celular los NK, y no inmunolégicos,
como la reduccion de la proliferacion de la célula muscular lisa vascular, disminucion de
la fibrosis tubulointersticial y el efecto antioxidante.

El estudio ALERT también se centrd en la evolucion de la funcion renal, sin
encontrar diferencias entre aquellos que fueron tratados con fluvastatina frente a los que
no. Teniendo en cuenta el tiempo de randomizacion se dividié en dos grupos, antes y
después de los 4,5 afios postrasplante, la conclusion fue que aquellos pacientes que
comenzaban el tratamiento con fluvastatina antes de los 4,5 afos postrasplante
presentaban mayor beneficio en cuanto a eventos cardiacos, pero seguia sin existir
diferencia en cuanto a funcién renal (Holdaas y cols 2005).

Estudios posteriores con menor nimero de pacientes y menor tiempo de
seguimiento, 12 meses postrasplante, si describen una preservacion de funcion renal en el
grupo tratado con estatinas (atorvastatina, simvastatina, pravastatina, fluvastatina) frente
al placebo. Comparando con ALERT atribuyen la diferencia a una introduccién mas
precoz del inhibidor de HMG-CoA reductasa. El estudio histoldgico renal mostraba un
aumento de volumen intersticial del 10% en el grupo sin estatina, comparado con el
grupo tratado en el que no existia dicho aumento (Masterson y cols 2005).

El efecto beneficioso de las estatinas sobre la funcion endotelial también se ha

descrito en pacientes trasplantados, comprobandose en el caso de la atorvastatina. Se
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estudio la perfusion vascular mediante estimulacion en la microvasculatura de la piel del
antebrazo con acetilcolina y flujometria laser con doppler, antes y después del
tratamiento (Asberg y cols 2001). Este mismo estudio mostré de igual forma, el
incremento de NO plasmatico estimado gracias a las concentraciones de nitratos y
nitritos, sugiriendo un mecanismo de mejora de funcion endotelial. Se realizé un estudio
similar con fluvastatina sin presentar las diferencias expuestas con atorvastatina en
cuanto a funcion endotelial, si en el efecto hipolipemiante (Asberg y cols 2003).

Ya hemos descrito las acciones antioxidantes de las estatinas, en el caso del
trasplante renal existen pocos estudios centrados en la repercusion del efecto
antioxidante de este farmaco. Se describe que el tratamiento con pravastatina produce un
aumento de resistencia de las particulas LDL a la oxidacion en los primeros 6 meses de
estudio, sin embargo este efecto se diluye a los 12 meses, podrian existir otros efectos
prooxidantes que neutralizaran el efecto de la estatina (Cofan y cols 2002b). O también el
tratamiento con fluvastatina disminuiria los niveles séricos de MDA (Konstadinidou y
cols 2003)

Estudios experimentales muestran que una disfuncion endotelial, suma de
dislipemia y tratamiento con ciclosporina puede disminuir la biodisponibilidad de NO
por una produccién excesiva de anion superoxido. Las estatinas podrian ejercer su efecto
protector neutralizando este ROS, aumentando asi la actividad de la eNOS o
disminuyendo la secrecion de endotelina 1(Liy cols 2004; Asberg y cols 2001).

Si se compara la eficacia entre las distintas estatinas en trasplante, entre los
pocos estudios existentes, Martinez-Castelao y cols (2002) mostraron que pacientes
tratados con atorvastatina mostraban mayor reducciéon de colesterol total y LDL que
aquellos tratados con lovastatina, simvastatina, pravastatina o fluvastatina. En otro
estudio (Romero y cols 2000), a 10 pacientes tratados con simvastatina o pravastatina sin
respuesta satisfactoria, se les cambid a atorvastatina, tras 3 meses, colesterol total y LDL
mejoraron significativamente.

En cuanto a efectos adversos, el estudio ALERT (Holdaas y cols 2003) muestra la
ausencia de los mismos en el tratamiento con fluvastatina (comparada con placebo),
debido a que su metabolizacion no se produce mediante el CYP3A4, como ocurre con la
mayoria de estatinas u otros firmacos como los anticalcineurinicos, evitando asi el
aumento de niveles plasmaticos de la estatina y la potencialidad de efectos adversos. El

perfil de atorvastatina también es considerado seguro (Martinez-Castelao y cols 2002).
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9. N-ACETILCISTEINA
La N-acetilcisteina (NAC) es un thiol, fuente de grupos sulthidrilo en las

células. Habitualmente utilizado como agente mucolitico, es precursor de L-cisteina y de
glutation reducido.
9.1. NAC, estrés oxidativo y aterosclerosis

Su accion antioxidante en gran medida depende de la interaccion con ROS
(Aruoma y cols 1989).

Los mecanismos moleculares de las acciones de NAC que intervienen en el
proceso aterosclerdtico se pueden esquematizar de la forma siguiente (figura 13):
9.1.1. Accion sobre la vasoconstriccion y la disfuncion endotelial

a) Suprime la concentracion de ROS, incluido anién superdxido (291), esto da
lugar a una disminucion de peroxinitritos que deriva en disminucién de la
oxidacion de BH4, induccion de NOS, que se traduce en aumento de la
disponibilidad de NO (Foresti y cols 1999). La NAC puede formar junto al NO
S-nitrosothioles, compuestos estables de NO con potente accion vasodilatadora
(Alencar y cols 2003).

b) Disminuye la expresion de VCAM-1 y selectina E estimulada mediante
citocinas (IL-1 y TNF-a), a través del NFkB (Faruqi y cols 1997). Reduce por
tanto la adhesion del leucocito al endotelio.

c) Provoca un aumento de glutation que produce induccién de iNOS y por tanto
aumento de NO (Chen y cols 2000).

Estas acciones favorecen la vasorrelajacion y disminuyen la disfuncion endotelial,
paso inicial de la aterosclerosis.
9.1.2. Efecto sobre la célula muscular lisa vascular (VSMC).
a) Inhibe la proliferacion de VSMCs estimulada por la LDLox y urotensina
(vasoconstrictor potente) (Watanabe y cols 2001)
b) Inhibe la disminucion de la expresion de receptores AT1 mediada por
ROS y All, estabilizando el mRNA de los mismos (Ichiki y cols 2001).
Disminuye por tanto la proliferacion de VSMCs.
En estudios experimentales en modelos de conejo con reestenosis de aorta danada
por baldn, se observa una reduccion del engrosamiento de la neointima en un 39%, tras el

tratamiento con NAC (Ghigliotti y cols 2001).
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9.1.3. Disminucion de la apoptosis

Este estudio se extiende a distintos tipos celulares, algunos ejemplos serian:
induce la mitogénesis y reduce la apoptosis de linfocitos B (Martin y cols 2000); bloquea
la apoptosis mediada por lipopolisacaridos de las células endoteliales (Abello y cols
1994).

En cuanto a estudios clinicos al respecto encontramos un aumento de GSH y
descenso de VCAM-1 en pacientes diabéticos no insulin-dependientes tratados con 1.2
mg diarios de NAC (De Mattia y cols 1998). En otro grupo de pacientes tratados con
NAC se observd un aumento de vasodilatacion coronaria y periférica secundara a NO
(Andrews y cols 2001).

9.2. NAC y funcion renal

El estudio sobre este aspecto se ha realizado sobre todo en hemodialisis y en la
profilaxis del deterioro de la funcidén renal en la utilizacion de radiocontraste. En
pacientes con enfermedad renal cronica o trasplante la bibliografia es mas escasa.

9.2.1. NAC y radiocontraste.

Est4 descrito que el estrés oxidativo inducido por el contraste radioldgico puede
producir a nivel renal, dafio en la célula epitelial tubular de forma directa e isquemia
medular (Hizoh y Haller 2002), asi como alteracién en la hemodindmica debido a
desequilibrio entre factores vasodilatadores y vasoconstrictores (Weisberg y cols 1992;
Barret 1994).

Estudios clinicos muestran el comportamiento de marcadores de estrés oxidativo
en orina tras la administracion de contraste (Drager y cols 2004), presentando un
aumento de F2-isoprostanos que queda bloqueado tras la administracion de NAC. Por
otra parte tras NAC, la glutation transferasa disminuia en orina en relacion a controles, lo
que interpretan como preservacion de la célula tubular tras el tratamiento.

En un estudio realizado en pacientes con insuficiencia renal cronica leve a los que
se realizaba una coronariografia, mostraba aunque de forma no significativa, una mejora
en la funcion renal y posterior recuperacion de su basal en pacientes tratados con NAC,
frente al grupo control en que el aclaramiento de creatinina descendia tras la prueba
(Efrati y cols 2003). El efecto vasodilatador de NAC podria influir en este fendmeno.
9.2.2. NAC y hemodialisis

Los estudios en hemodialisis muestran que el tratamiento con NAC:
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= reduce los niveles de MDA, elevados en estos pacientes (Trimarchi y cols
2003);

= disminuye la homocisteina plasmatica durante la sesion de hemodialisis
potenciando el efecto de eliminacion de la misma y la presion de pulso
(Scholze y cols 2004) sin embargo el tratamiento prolongado oral no reduce
los niveles de homocisteina (Friedman y cols 2003);

= disminuye los episodios cardiovasculares, definidos como infarto agudo de
miocardio, necesidad de angioplastia o cirugia de bypass, accidente
cerebrovascular, y arteriopatia periférica con necesidad de angioplastia o
amputacion, en pacientes tratados frente a placebo (Tepel y cols 2003).

9.2.3. NAC y enfermedad renal cronica.

El estudio de NAC en la progresion de la ERC no estd desarrollado. En ratas
Shimizu y cols (2005) muestran una disminucién de peroxidacion lipidica (determinacion
de MDA) en ratas nefrectomizadas de forma parcial (5/6) y tratadas con NAC y
espironolactona. La administracion de la combinacion farmacologica ademas presentaba
un efecto protector del filtrado glomerular.

9.2.3. NAC y trasplante renal.

Los estudios al respecto estan orientados hacia el efecto sobre el dafio isquemia-
reperfusion en modelos experimentales. La NAC asociada a erdosteina (mucolitico
derivado de la metionina) mejora el perfil oxidativo en el entorno isquemia reperfusion,
disminuyendo marcadores de peroxidacion lipidica y proteica (sustancias reactivas al
acido tiobarbitirico-TBARS y carbonyl estrés) y aumentado la actividad catalasa frente a
controles, en modelo de ratas (Erdogan y cols 2006).

En terapia tinica con NAC en ratas con dafio isquemia/reperfusion, Nitescu y cols
(2006) muestran un aumento de glutation a nivel renal y mejora de funcion renal en los

tres primeros dias, asi como una reduccion de la inflamacion intersticial.
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Hiperglucemia, hipercolesterolemia y otros
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Figura 13: +Iugares de accion de NAC. Zafarullah y cols 2003
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1. HIPOTESIS DE ESTUDIO

El estrés oxidativo es un desequilibrio en el balance entre los agentes oxidantes y
mecanismos antioxidantes, que lo mantienen de forma fisioloégica en tejidos
normales. Este aumento de estrés oxidativo se produce, entre otras patologias, en la
enfermedad renal crénica (Galle y cols 2001).

La oxidacion parece jugar un papel importante en la patogénesis de la
aterosclerosis, y por tanto en la morbimortalidad cardiovascular (Stocker y Keaney
2004). A su vez la morbimortalidad cardiovascular es la principal causa de muerte en
la enfermedad renal crénica en estadio 5 en tratamiento sustitutivo y en concreto en el
trasplante renal (Sarnak y cols 2003).

La NCI es la principal causa de pérdida de injerto renal tras el primer afio de
trasplante. La similitud entre las lesiones vasculares presentes en la misma y la
aterosclerosis, hace presagiar que los factores predisponentes o de riesgo, sean
comunes en ambas (Cristol y cols 1998). No esta claro aun si el estrés oxidativo seria
causa o consecuencia del deterioro de la funcion renal en NCI, si bien la actuacion
sobre ¢l podria enlentecer la progresion.

El estudio de las caracteristicas de donante y receptor, y las incidencias que
acaecen en la evolucion de un trasplante renal con funcion renal estable y su relacion
con el perfil oxidativo, nos pueden indicar qué factores pueden influir en el
desequilibrio oxidativo del trasplante renal.

Existen métodos analiticos de medicion de factores prooxidantes y mecanismos
enzimaticos antioxidantes, de realizacion asequible, y determinaciéon en plasma
mediante extraccion sanguinea, que pueden darnos orientacion del perfil oxidativo
del paciente.

La determinacion del perfil oxidativo plasmatico durante la administracion de
agentes antioxidantes farmacologicos en trasplante renal estable permitiria conocer el
efecto modulador de los mismos sobre el estrés oxidativo y a largo plazo sobre la

morbimortalidad cardiovascular y NCI.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Generales

2.1.1.

Analizar el comportamiento del perfil lipidico y oxidativo plasmatico en
pacientes con enfermedad renal crénica estadio 5 en tratamiento
sustitutivo con trasplante renal en situacion estable, y su relacion con la
patologia cardiovascular y la funcion renal.

Estudiar el efecto modulador del tratamiento con estatinas y/o N-
acetilcisteina sobre el patrén oxidativo plasmatico en dichos pacientes y

su relacion con la funcidn renal y morbilidad cardiovascular.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

Comparar pardmetros de peroxidacion lipidica y antioxidantes
enzimaticos en plasma de pacientes trasplantados renales con funcion
renal estable, y controles sanos.

Determinar qué factores asociados al trasplante renal se relacionan con los
pardmetros de estrés oxidativo.

Relacionar los signos ecograficos de lesion aterosclerotica y
arteriosclerotica de carotida con el perfil lipidico y oxidativo.

Analizar el comportamiento en el tiempo de los perfiles lipidico y
oxidativo en pacientes sin tratamiento hipolipemiante ni antioxidante.
Analizar el efecto del tratamiento con estatinas y/o N-acetilcisteina sobre

los parametros de estrés oxidativo.
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1. CASUISTICA

Grupo basal
To n=59
n=-
Fase 1: estudio control (6 meses)
v Tratamiento con ( Tratamiento
T1 estatina sin estatina
n=21 n=37
Sin
estatinas
n=> n=14 n=16
Fase 2: tratamiento (8 meses)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
T2 Estatinas Estatinas + NAC NAC
n=23 n=26 n=25

Se realiz6 un estudio prospectivo, aleatorizado.
2. FASES DEL ESTUDIO
2.1. Fase 1. Estudio control
El grupo inicial estaba formado por 59 pacientes trasplantados renales de la
provincia de Granada revisados en la consulta externa de trasplante renal del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves. Todos ellos firmaron el consentimiento informado
para el estudio.
Como criterios de inclusion se definieron:
- Periodo de tiempo desde el trasplante mayor de un afo
- Funcién renal estable, determinacion de creatinina sérica menor de 2.5
mg/dL
- Hipercolesterolemia leve-moderada: colesterol total entre 200 y 250 mg/dl,
y LDL > 130 mg/dl y no superior a 160 mg/dl.
- Terapia inmunosupresora: ciclosporina o tacrolimus, prednisona, con o sin

micofenolato mofetil.
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Los criterios de exclusién fueron:

Hepatopatia activa (elevacion de transaminasas tres veces su valor normal
0-32 U/L)

Creatin fosfoquinasa (26-140 U/L) y lactodeshidrogenasa elevadas (240-480
U/L)

Diabetes mellitus tras el primer afio de trasplante

Terapia corticoidea a altas dosis en los 6 meses previos al estudio.

En aquellos pacientes en tratamiento con estatinas se realiz6 un periodo de lavado

de 15 dias, previo a la extraccion de la primera muestra (TO).

En esta primera fase de estudio de 6 meses de duracion (Noviembre-Diciembre

2003 hasta Mayo-Junio 2004), los pacientes estudiados fueron su propio grupo control,

obteniéndose de forma aleatoria dos grupos, un primer grupo (grupo 1) de 21 pacientes

que comenzaron tratamiento con atorvastatina, de 10 a 40 mg al dia, y un segundo grupo

(grupo 0) en el que no se administro tratamiento hipolipemiante (n=38). De este segundo

grupo se retird una paciente por aparicion de tumor cerebral.

2.1.1. Variables clinicas

Las variables clinicas recogidas fueron:

a) Datos del donante

Edad: registrada en la historia clinica o en la ficha de donante
Sexo: registrada en la historia clinica o en la ficha del donante
Causa de exitus: Enfermedad cerebrovascular (ECV), traumatismo

craneoencefalico (TCE), otros.

b) Caracteristicas del receptor

Sexo

Fecha de nacimiento

Etiologia de la enfermedad renal cronica. Las categorias recogidas fueron:
etiologia desconocida, glomerular, intersticial, vascular/HTA, enfermedad
sistémica, enfermedad poliquistica autosomica dominante, enfermedad
hereditaria.

Presencia de anticuerpos frente a VHC mediante técnica de ELISA, previa o
durante periodo de trasplante.

Hiperparatiroidismo: niveles de PTH intacta por encima de la normalidad (60-

100 pg/ml) o mantenida en rango normal gracias a tratamiento con calcitriol,
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calcio y quelantes de fosforo. Las determinaciones fueron realizadas en el
laboratorio de Especialidades del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
en el seguimiento habitual del enfermo en consulta.

HTA como antecedente diagnosticado.

Habito tabaquico: definiéndose tres categorias, fumador independientemente
del niimero de cigarrillos, no fumador y exfumador sin tener en cuenta el
tiempo de abandono del habito tabaquico.

Técnica de dialisis: hemodialisis convencional o diélisis peritoneal

Tiempo en didlisis: recogido en meses, independientemente de que hubiera
cambiado de técnica en dicho periodo.

Tiempo de isquemia fria: se define como isquemia fria el tiempo que
transcurre (considerado en horas) desde que se inicia la perfusion fria con
liquido de perfusion, hasta que se reinstaura el flujo renal una vez realizado el
trasplante.

Numero de incompatibilidades HLA clase I (HLA tipo A, B, C) y 1II (HLA
tipo DR y DQ)

Infeccion por citomegalovirus (CMV): las técnicas diagndsticas utilizadas
para este fin fueron realizadas en el servicio de Microbiologia del H.U.
Virgen de las Nieves y recogidas de la historia clinica:

1. deteccion de viremia, presencia de CMV mediante técnica de
centrifugacion cultivo (shell vial) en la que se detectan de forma
cualitativa antigenos producidos precozmente por el virus.

2. deteccion cuantitativa directa de antigenos virales de CMV
en leucocitos de sangre periférica (antigenemia) mediante tincion
inmunolodgica que emplea anticuerpos monoclonales, considerando la
presencia mayor de 10 ntcleos como cifra de corte para comenzar
tratamiento preventivo con ganciclovir o valganciclovir oral de forma
mas reciente. La técnica de antigenemia es la que permitié el
seguimiento de la evolucién de la infeccion.

Enfermedad por CMV: antigenemia para CMV positiva asociada a clinica,
donde la cuantificacion de antigenos alcanza cifras mas elevadas que la cifra
de corte referida. En este caso el tratamiento utilizado fue Ganciclovir

intravenoso.
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Presencia de funcién retardada del injerto (FRI): es una complicacion
frecuente en el postrasplante inmediato. La necrosis tubular aguda (NTA) es
la causa mas frecuente de funcion retardada del injerto requiriendo de dialisis
en la primera semana de trasplante hasta el 50% de pacientes (Kahan y
Ponticelli 2001c¢). Los factores de riesgo son multiples: factores del donante,
modalidad de didlisis, caracteristicas del receptor y del proceso de trasplante.
La confirmacion diagndstica de NTA es anatomopatologica y es muy poco
frecuente la necesidad de realizacion de la misma antes de las dos primeras
semanas postrasplante, generalmente para diagnostico diferencial con otros
procesos. Dado que el diagndstico de certeza es poco frecuente, definimos
para este estudio la funcion retardada del injerto como la necesidad de dialisis
en la primera semana postrasplante.
Anticuerpos mono o policlonales como tratamiento de induccion: incluyendo
el uso de timoglobulina, linfoglobulina, daclizumab, basiliximab.
Presencia de rechazo agudo: El rechazo agudo es mas frecuente en los
primeros meses postrasplante, no obstante puede ocurrir tras algun tiempo. El
diagnostico clinico se caracteriza por fiebre, palpacion de injerto endurecido,
oliguria y proteinuria, sin embargo con la introducciéon de los
anticalcineurinicos estos sintomas se ven enmascarados, siendo actualmente el
aumento rdpido de creatinina el signo de sospecha, que obliga a hacer
diagnostico diferencial con otros procesos, y el estudio anatomopatologico el
que en alto porcentaje de casos da el diagndstico de mayor certeza.
En nuestro estudio consideramos que el paciente presentd rechazo
agudo ante: sospecha clinica y tratamiento con corticoides a altas dosis
y/o biopsia diagnostica.
Numero de trasplantes previos del paciente sumados al actual.
Estudio doppler de carotidas (descripcion posterior en apartado 5).
Presencia de calcificaciones vasculares: definida por la presencia de

calcificaciones en estudio doppler de cardtidas al inicio del estudio.

c) Variables recogidas en los dos momentos de estudio (Toy T1)

Peso

Edad
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Presencia de microalbuminuria: presencia de albiimina en orina > de 30
mg/24h, estimada en orina de 24 horas.

Tratamiento con ciclosporina o tacrolimus: sin especificacion de formula
galénica.

Dosis de anticalcineurinico: miligramos totales de CsA o tacrolimus en 24
horas en el momento del estudio, ajustados en cada revision seglin niveles del
farmaco en suero.

Nivel sérico de anticalcineurinico: determinados en el servicio de
Inmunologia del Hospital Virgen de las Nieves, mediante técnica de ELISA,
en ng/ml. Los rangos de normalidad en fase de mantenimiento fueron
considerados para CsA 150-250 ng/ml, y para tacrolimus 8-12 ng/ml,
recogiendo unicamente la concentracion basal (CO).

Dosis de esteroides: dado que los estudiados fueron pacientes estables de mas
de 1 ano de trasplante, la dosis de esteroides fue 5 mg salvo excepciones de
mayor reduccion de dosis o enfermedades sistémicas (mayor dosis).
Tratamiento con micofenolato mofetil y dosis: miligramos totales en 24 horas.
Tratamiento antihipertensivo: betabloqueantes, IECA, ARAII,
alfabloqueantes, antagonistas del calcio.

Tratamiento con furosemida u otros diuréticos

Tratamiento hipouricemiante y farmaco: alopurinol, benzodiarona
Tratamiento con: acido folico, vitamina B12, vitamina C, Vitamina E.
Tratamiento antiagregante o anticoagulante: 4cido acetilsalicilico, ticlopidina,
trifusal, clopidogrel, acenocumarol, warfarina.

Terapia con hierro intravenoso u oral

Terapia con estimuladores de eritropoyesis: eritropoyetina o darbepoetina.

d) Incidencia de los siguientes sucesos en el periodo estudiado

Cardiopatia isquémica: dolor toracico de caracteristicas tipicas con estudio
cardiologico positivo y/o tratamiento
Enfermedad isquémica periférica: clinica de claudicacion intermitente y/o
estudio arteriografico o amputacion.
Enfermedad cerebrovascular: episodios de accidente cerebrovascular: clinica

asociada o no a pruebas de imagen (TAC, RNM)
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2.1.2.

Infeccion por CMV: antigenemia positiva con presencia de mas de 10
nucleos.

Enfermedad por CMV: antigenemia positiva asociada a clinica.

Otras infecciones: infecciones bacterianas, viricas o fungicas diagnosticadas
mediante cultivo microbiologico.

Localizacion de otros tipos de infecciones

Variables bioquimicas

Recogidas en el momento basal (T0) y tras 6 meses (T1), con los

siguientes rangos de laboratorio:

Fosfatasa alcalina ( 26 - 140 U/L)

Transaminasa glutamico oxalacética GOT (0 - 32 U/L)
Transaminasa glutamico pirtvica GPT (0 - 31 U/L)
Gammaglutamil traspeptidasa GGT (5 - 36 U/L)
Amilasa (28 - 100 U/L)

Bilirrubina total (0 - 1.1 mg/dL)

Calcio (8.6 - 10.2 mg/dL)

Fosforo (3.48 - 5.8 mg/dL)

Producto Ca x P

Colesterol total (0 - 200 mg/dL)

HDL (65 - 90 mg/dL)

LDL (0 - 130 mg/dL)

Apolipoproteina A1 (108 - 225 mg/dL)
Apolipoproteina B (60 - 117 mg/dL)
Triglicéridos (0 - 200 mg/dL)

Creatin fosfoquinasa (26 - 140 U/L)
Lactodeshidrogenasa (240 - 480 U/L)

Amilasa (28 - 100 U/L)

Lipasa (13 - 60 U/L)

Hierro (5.4 - 28.6 umol/L)

Glucosa (55 - 115 mg/dL)

Urea (10 - 50 mg/dL)

Creatinina (0.5 - 0.9 mg/dL)
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e Aclaramiento calculado de Cockroft-Gault (ml/min)
e Formula MDRD (modification of diet in renal disease study) abreviada
(ml/min/1,73m?)

e Sodio (135 - 145 mmol/L)

e Potasio (3.5 - 5 mmol/L)

e Cloro (98 — 106 mmol/L)

e Acido trico (2.4 - 5.7 mg/dL)

e Proteinas totales (6.4 — 8.3 g/dL)

2.1.3. Parametros de estrés oxidativo

e Actividad catalasa (KUx10”/mg)

e Superoxidodismutasa (U/mg)

e Malondialdehido (uM/1)

e Glutation peroxidasa (mmolesx10°/mg)

e Glutation reductasa (mmolesx103/mg)

e Proteinas totales (mg/ml *107?)

e Nitratos y nitritos (UM)

2.2. Fase 2. Periodo de tratamiento (T2)

En esta fase los pacientes en tratamiento con estatinas (grupo 1) continuaron de
forma ininterrumpida, mientras el otro grupo sin tratamiento, al que se afiadieron 16
casos, se dividi6 de forma aleatoria en dos grupos de tratamiento: tratamiento con
estatinas y NAC (grupo 2) y tratamiento con NAC (grupo 3). La dosis de NAC fue de
600 mg/12h y la de atorvastatina de 10 mg/24h. Dos de los casos afiadidos en grupo 2 no
toleraron tratamiento con NAC por intolerancia digestiva durante la primera semana de
tratamiento, motivo por el que fueron incluidos en grupo 1.

Este periodo dur6 8 meses (mayo-junio 2004 a enero-febrero de 2005), en el que
se recogieron las mismas variables repetidas, clinicas, bioquimicas y de estrés oxidativo
(T2) asociando la determinacidn de nitratos y nitritos, asi como la incidencia de procesos
descritos en 2.1.1.d.

De todos los pacientes (n=75) se hizo un estudio transversal antes de comenzar
con ningun tratamiento (basal-T0) estudiando las caracteristicas de donante, receptor y

trasplante en posible relacion con el perfil oxidativo y lipidico determinado.
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3. RECOGIDA DE DATOS

Los datos del donante, las caracteristicas del receptor, las recogidas en los tres
momentos del estudio y los sucesos cardiovasculares fueron recogidos de la historia
clinica del paciente durante todo el proceso de estudio.

La toma de muestra sanguinea se llevd a cabo tras 12 horas de ayuno, mediante
venopuncion periférica realizada por el personal de enfermeria de la planta de
hospitalizacion del Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario Virgen de las

Nieves.

4. METODOS ANALITICOS

Todas las determinaciones analiticas fueron procesadas y realizadas en la Unidad
Experimental del Hospital Universitario Virgen de las Nieves.

El procesamiento de las muestras fue el siguiente: Los tubos de bioquimica y
hemograma frescos fueron centrifugados, en frio, a 3000 y 1800 r.p.m. respectivamente.
Del primero se obtuvo suero, y del segundo plasma y una concentracion de células. El
suero y plasma se alicuotd en criotubos muy bien etiquetados y se almacenaron a -80°C.
De la concentracion de células se obtuvo una dilucion 1:100 que fue alicuotada en
algunos tubos eppendorf etiquetados que se guardaron a -20°C hasta su utilizacion.

4.1. Variables bioquimicas
Determinadas en un analizador modelo Hitachi 912 (Roche)
Las formulas estandarizadas utilizadas para estimar la funcion renal fueron:

(140-edad) x peso (kg)

Cockroft-Gault = — x 0.85 en mujeres  expresada en
Creatinina(mg/dL)x 72

ml/min

Férmula MDRD abreviada = 186 x Cr (mg/dL)**** x edad % x (0.742 si

mujer y/o 1.210 afroamericano) expresada en ml/min/1.73m?
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4.2. Determinaciones enzimaticas
4.2.1. Actividad Superoxido Dismutasa
Técnica:

La actividad SOD fue medida espectrofotométricamente por el método de McCord
con modificaciones. Se prepara en primer lugar un coctel de reaccion conteniendo 23 ml
de tampodn fosfato, 2.5 ml de xantina y 350 ul de citocromo C. A continuacién se prepara
la reaccion control, en una cubeta se adicionan 3 ml de este coctel, y la cantidad
necesaria de xantina oxidasa (10-70 ul) para producir una absorbancia/min de 0.025
medido a 550 nm. Posteriormente se hace la reaccion problema adicionando a otra cubeta
3 ml de cocktel, 30 ul de muestra y la misma cantidad de xantina oxidasa adicionada en
la reaccion control y se calcula el porcentaje de inhibicién. Una unidad de actividad es
definida como la cantidad de superoxido dismutasa requerida para inhibir la reduccion de
Citocromo C en un 50%. La actividad enzimatica se expres6 en U/mg. Paralelamente se
pueden hacer los mismos pasos anteriores afiadiendo 30 pl de CNK, el cual es un
inhibidor selectivo de la Cu-Zn-SOD, para calcular la actividad Mn-SOD (McCord
1985).

4.2.2. Actividad Catalasa

Reactivos:

« Tampon fosfato potasico 50 mM, pH 7.6
« Peroxido de hidrégeno (30%)

Técnica:

La actividad catalasa fue determinada por el procedimiento de Aebi con algunas
modificaciones. En una cubeta de 1.5 ml se adicionan 990 pl de tampon fosfato, y 2.5 pl
de muestra. Se suspende bien y a continuacion se afiaden 2.8 ul de H,O,, y se hace
inmediatamente la lectura. La descomposicion del H,O, puede medirse directamente por
el descenso de absorbancia a 240 nm durante 1 minuto cada 10 segundos. La actividad
enzimatica se expresd en KUx107”/mg (coeficiente de extincién molar, € = 0.041 pM -
cm ) (Aebi 1984).

4.2.3. Actividad Glutation Reductasa

Reactivos:

« Tampon fosfato potasico 50 mM (pH 7.6).
« Solucién de GSSG 20 mM en tampon fosfato potasico.
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« Solucién de g)NADPH 2 mM en agua destilada.

Técnica:

La actividad GR fue determinada por el procedimiento de Carlberg y Mannervik
con pequenias modificaciones. En una cubeta de cuarzo se afiade 900 ul de tampon
fosfato, 50 pl de GSSG, 50 pl de gNADPH y 50 pl de muestra. Se monitorizo el
descenso de absorbancia a 340 nm durante 2 minutos cada 5 segundos. La actividad
enzimatica se expresé6 como mmolesx10°/mg (coeficiente de extinciéon molar, € = 6.22

uM™- cm ) (Carlberg y Mannervik 1985).

4.2.4. Actividad Glutation Peroxidasa
Reactivos:
« Se prepara un cocktel de 100 ml de tampon fosfato potasico SO0 mM (pH 7.6) con los
siguientes reactivos:
oEDTA-Na; (solucion final 2 mM).
oGSH (solucién final 1 mM).
oNaN3 (solucidn final 1 mM).
0gNADPH (solucion final 0.2 mM).
0100 unidades de GR.
« Soluciéon de H,O; (solucion final 1.5 mM).
Técnica:

La actividad fue medida espectrofotométricamente utilizando el método con
algunas modificaciones de Clair y Chow. A 935 ul de cocktel se anade 40 pl de muestra
y se deja incubando 3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se adiciona a la
mezcla 25 pl H»O,, para dar comienzo la reaccion. Se monitorizd el descenso de
absorbancia a 340 nm durante 2 minutos cada 5 segundos. La actividad enzimatica se
expres6 como mmolesx10°/mg (coeficiente de extincién molar, € = 6.22 pM™" cm )
(Clair y Chow 1996).

4.3. Determinacion de malondialdehido

Reactivos:

« Solucién de acido tricloroacético al 15% (p/v), acido tiobarbiturico al 0.375% (p/v) y
HCI1 0.25 N.

Técnica:
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Determinado por el método de Ohkawa y cols. con algunas modificaciones. En
tubos de vidrio con tapon de rosca se afiadio 2 ml de la solucidon y 1 ml de muestra. Cada
tubo fue agitado y cerrado con su tapon y llevado a un termoblock a 90°C durante 15
minutos. Transcurrido este tiempo se llevaron a un bafio de agua-hielo durante 5 minutos.
Posteriormente se centrifugaron a 5.000 r.p.m durante 10 minutos. Finalmente se midio
la absorbancia espectrofotométricamente a 535 nm. Los resultados se expresaron como
uM/1 (coeficiente de extincién molar, € = 1.563-10° M- cm™) (Ohkawa y cols 1979).

4.4. Determinacion de proteinas

Se determindé mediante espectrofotometria utilizando el método descrito por

Lowry.

4.5. Determinacion de nitratos y nitritos

La determinacion de nitritos se realizé utilizando el método de Granger y cols
(1996). Este método requiere que los nitratos presentes en la muestra sean previamente
reducidos a nitritos, utilizando la enzima nitrato reductasa, para su posterior
determinacion espectrofotométrica mediante la reaccion de Griess.
Reactivos:

e Solucién enzimatica de nitrato reductasa. La nitrato reductasa se obtiene a partir de
un liofilizado procedente de Aspergillus, que se disuelve en agua destilada hasta
obtener una concentracion de 10 U/ml. De esta solucion se obtienen alicuotas que se
congelan a -80°C hasta su utilizacion.

o HEPES: acido (N-[2-hidroxietil] piperazida-N’-[2-etanolsulfonico] 0,5 M pH 7.4.

e Solucidn de flavin adenin dinucledtico (FAD) 0,05 mM.

e Solucién de gNADPH 1 mM.

e Solucién enzimatica de lactato deshidrogenasa (LDH) de musculo bovino 150 U/ml.

e Solucion de acido pirtvico 0,1 M.

o Reactivo de Griess: compuesto por partes iguales de una solucion de N-1-naftil-
etilen-diamina 0,1% (p/v) en agua destilada y una solucion de sulfonilamida 1% (p/v)
en acido ortofosforico 5% (v/v).

e Solucion patrén de NaNO2 100 uM en agua destilada.

Técnica:
Para realizar el ensayo se adiciona una alicuota de 10 ul de muestra a cada pocillo

de una placa de ELISA. A continuacién se anaden 5 pl de nitrato reductasa, 5 pl de
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HEPES, 5 ul de FAD, 5 ul de NADPH y 20 ul de agua destilada. Se incuba la mezcla de
reaccion a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente se adicionan 5 pl de LDH y 5 ul de
acido piravico, con el objeto de regenerar el NADPH que ha consumido la nitrato
reductasa, incubando nuevamente, durante 10 minutos, a 37°C. Finalmente se afiaden 100
ul de reactivo de Griess y se incuba 10 minutos a temperatura ambiente, realizando la
determinacion espectrofotométrica a 543 nm. La concentracion de nitratos y nitritos
(NOx) en plasma se obtiene por interpolacion de los valores en la recta patrén. Los

resultados se expresan como concentracion (LM) de NOx en plasma.

5. ESTUDIO ECOGRAFICO DE CAROTIDAS

La exploracién se realizd con un ecografo SIEMENS SONOLINE ANTARES
equipado con sonda lineal de frecuencia extendida (VF 10-5) con 4,4 mHz de frecuencia
en armonico. Esta fue practicada a todos los pacientes en el momento inicial del estudio
por un unico radidlogo experto del Servicio de Radiologia del Hospital Universitario
Virgen de las Nieves. El paciente se colocaba en posicion de decubito supino con la
cabeza hiperextendida y girada hacia el lado contrario al explorado. El examen incluia el
estudio de arteria cardtida comun, bifurcacion carotidea y cardtidas externa e interna en
planos axial y sagital, y se completaba con un estudio doppler. Se estudiaron los
siguientes parametros:

a) Espesor del complejo intima-media (intima-media thickness- IMT); definido
como la distancia entre la primera linea ecogénica que separa la pared arterial y la
luz (interfase intima-luz), y la segunda linea ecogénica, que limita la media y la
adventicia (interfase media-adventicia). Se realizaron 3 mediciones de este
espesor en su parte mas gruesa, bien en la pared anterior o en la posterior,
utilizando como valor la media de ellas. Se consider6 IMT aumentado cuando

éste fue mayor o igual a 1 mm.
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Figura 1. Determinacion de IMT
b) Presencia de placas de ateroma, definidas como engrosamiento focal de la intima,
referenciandose su localizacion, caracteristicas de ecogenicidad interna y de su
superficie. Por sus caracteristicas de ecogenicidad las placas se dividieron en
homogéneas y heterogéneas. Las placas homogéneas pueden ser hipoecogénicas o
hiperecogénicas, segiin su contenido fibroso o célcico respectivamente, este
ultimo con sombra acustica posterior. Las placas heterogéneas presentan en su

interior contenido lipidico o hemorragia intraplaca (Tahmasebpour y cols 2005).

Figura 2. Placa de ecogenicidad

baja homogénea

Figura 3. Hemorragia intraplaca
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¢) Determinacion del grado de estenosis de arteria cardtida: estudiado mediante
ecografia doppler y cuantificado segun la conferencia de consenso de Radidlogos

Ecografistas (Grant y cols 2003).

Figura 4. Estudio doppler.

Estenosis carotidea <50%

6. METODOS ESTADISTICOS

Se realizd un analisis descriptivo de las diferentes variables recogidas en el estudio
para toda la poblaciéon y por grupos de tratamiento. Este analisis fue repetido para
aquellas variables que fueron recogidas en varios periodos.

El analisis incluyo la distribucion de frecuencias y las medidas usuales de posicion
y dispersion para datos continuos. Asimismo, en el caso de variables nominales se
realizaron tablas de frecuencias absolutas y relativas.

Para determinar la relacion existente entre algunas de las variables numéricas
recogidas se utilizaron coeficientes de correlacion. Para los casos de variables nominales
en que se estudiaron diferencias por grupos o asociacion entre factores, se utilizaron
tablas de contingencia. La significacion se determind mediante la prueba chi-cuadrado
con o sin correccion de Yates o la prueba exacta de Fisher, segun las condiciones de
aplicabilidad.

En el caso de observaciones repetidas para variables categdricas se utilizaron el
test de McNemar de significacion de cambios para tablas 2<°2 y los tests de simetria y
homogeneidad marginal para la extension de aquél a tablas r<°r.

El caso de medidas repetidas para datos continuos fue tratado segin diversos
métodos atendiendo a distintos criterios. Si se trataba s6lo de analizar las diferencias en
el tiempo se utilizaron procedimientos de comparacion de medidas repetidas. En los
casos en que ademas del factor tiempo, factor intrasujetos, se ha tenido en cuenta la

presencia de un factor de clasificacion, por ejemplo, por grupos de tratamiento, factor
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intersujetos, se utilizd un procedimiento de analisis de la varianza con medidas repetidas.
Ademas, para algunas variables ha sido necesario incluir en el modelo otros factores
continuos en calidad de covariables.

En el estudio de factores de riesgo sobre lesiones de carotida, se realizo un analisis
univariante previo de asociacion entre €stos y la presencia o no de tales lesiones. De este
analisis resultaron los factores continuos (mediante Kruskal Wallis) y discretos (mediante
chi-cuadrado o equivalente) que se utilizaron en el andlisis multivariante posterior. La
bondad de ajuste de los mismos se llevo a cabo mediante el test de Hosmer-Lemeshow.

Para el calculo se utilizé el paquete estadistico “Statistical Package for the Social

Sciences” (o “Statistical Product for Service Solutions”), SPSS version 12.0.

7. METODO BIBLIOGRAFICO
Los datos bibliograficos se obtuvieron a través de busqueda en bases de datos
biomédicas de Internet.

El método de Harvard ha sido utilizado para la citacion en el texto y bibliografia,
haciendo referencia al autor y afio, en autor Unico; autores y afio, en dos autores; y autor
y cols en caso de 3 o mas autores. En caso de existir coincidencia en el mismo autor y
afo, se acompana el afio de una letra mintscula consecutiva segin orden de aparicion

(por ejemplo Cofan 2002a).
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1. ESTUDIO PRELIMINAR

Se realiz6 un estudio preliminar con un grupo de pacientes trasplantados renales
(n=67) con los mismos criterios de inclusion y exclusion del actual y un grupo control de
14 individuos sanos. Se recogieron las mismas variables clinicas y bioquimicas referidas.

Los pacientes trasplantados mostraron diferencias significativas con respecto a los
controles en los siguientes parametros (Tabla estudio preliminar):
1.1 Perfil oxidativo

Los pacientes trasplantados presentaron cifras mayores de MDA (p=0.012) y
menor GPx en plasma (no significativo) que los individuos sanos.
1.2 Perfil lipidico

Dentro de los pardmetros lipidicos, la apolipoproteina B (p=0.014), la fraccion
LDL (p=0.002) y la trigliceridemia (p<<0.01) fueron mas elevados en los pacientes
trasplantados que en el grupo control.
1.3 Funcion renal

La funcion renal medida por creatinina sérica fue mayor en los pacientes

trasplantados que en los controles sanos (p=0.001).

2. ESTUDIO BASAL
Esta fase del andlisis se encarga de estudiar en el grupo total de 75 enfermos sin
tratamiento, tras periodo de lavado en aquellos que estaban en tratamiento previo con
estatinas, los siguientes aspectos:
- Caracteristicas descriptivas de donante y receptor
- Perfil oxidativo y su relacion con las variables estudiadas
- Perfil lipidico y su relacion con las variables estudiadas
- Relacion entre perfil oxidativo y perfil lipidico.
- Estudio carotideo
De los 75 pacientes, una paciente abandon¢ el estudio en la segunda fase por
aparicion de tumor cerebral.
2.1.Carateristicas descriptivas de donante y receptor
2.1.a. Donante
La edad media de los donantes del estudio fue 41.94 + 19.830 afios, con un

minimo de 4 y maximo de 78 afios (Tabla 1). Se encontrd correlacion significativa y
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positiva entre la edad del donante y la edad del donante (r=0.476, p << 0.01), indicando

una buena coordinacion entre la edad del donante y del receptor (Tabla 19).

La funcidn renal representada por la creatinina sérica también esta asociada a la

edad del donante, siendo mas elevada a mayor edad del mismo, r = 0.475, con una

significacion p << 0.01 (tabla 18).

El 58.7% de los donantes fueron varones y el 33.3% mujeres, en un 8% de los

casos no se recogia el sexo del donante.

80 -
70 4
60 -
50 -
40 -
30 4
20 4
10_

Figura 1. Distribucién segun sexo del donante.

O Hombre
B Mujer

Donante

La causa de exitus del donante fue en un 93.4% etiologia neuroldgica, 46.7%

accidente  cerebrovascular

(ACV)

y traumatismo craneoencefalico (TCE)

respectivamente, otras etiologias 5.3% y datos perdidos 1.3%.

50+

401

304

20+

10+

Otros Desconocido

Figura 2. Causa de exitus de donante.

2.1.b. Datos de trasplante

El tiempo de isquemia fria fue de 16.62 + 4.877 horas (Tabla 1).
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B ECV
OTCE
O Otros

O Desconocido




Resultados

2.1.c. Receptor
La edad del receptor fue 46.73 + 13.787 afios, comprendida entre 20 y 73 afios
(Tabla 2).

En cuanto al sexo, 54.7% eran mujeres y 45.3 % varones.

60
50 S
404
301
204
104

Receptor
Figura 3. Sexo del receptor.

0O Hombre
B Mujer

La etiologia de enfermedad renal cronica mas frecuente de nuestros pacientes fue
la glomerular (22.7%), seguida de las de causa intersticial (18.7%), enfermedad
poliquistica autosémica dominante (EPQAD 17.3%), desconocida (13.3%), HTA

10.7%), enfermedad sistémica (9.3%) or ultimo la menos frecuente, etiologia
yp

hereditaria (8%).
‘ s B NC
B Glomerular
9,3 O Sistémica
;: O EPQAD
[@ B Hereditaria

Figura 4. Etiologia de enfermedad renal cronica del receptor.

O Intersticial
OHTA

La frecuencias mas altas de nimero de incompatibilidades HLA fue de 38% para

4 incompatibilidades y 23.9% para 3 incompatibilidades (Tabla 3).

El tipo de dialisis mas prevalente fue la hemodialisis (HD), con un 89.3% frente a

10.7 % de dialisis peritoneal (DP). El tiempo de dialisis fue recogido en meses, estando
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comprendido entre un minimo de 2 y un maximo de 228 meses, con una media de 37.62

+ 49.862 meses (Tabla 2).

HD DP

Figura 5. Distribucion de modalidad de dialisis.

El tiempo de evolucion de trasplante fue de 5.036 + 4.292 afos, con un intervalo
entre 1 y 18 afios (Tabla 2).
El 29.7 % de pacientes presentd funcion retardada del injerto, frente al 70.3%

que no la padecid.

100
80
60
40
20

0
NO Sli

Figura 6. Prevalencia de funcién retardada del injerto.

El rechazo agudo, definido por biopsia o por tratamiento corticoideo ante

sospecha clinica estuvo presente en el 16% de los enfermos estudiados.

100 ~

80

60 1

40 -

20 A

04
NO Sl

Figura 7. Prevalencia de rechazo agudo.

En cuanto a tratamiento anticalcineurinico en el momento del estudio, el 54.7%

de los pacientes estaba en tratamiento con tacrolimus, y el 45.3% tomaba ciclosporina.
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453 B

54,7 DCsA

Figura 8. Tratamiento anticalcineurinico.

Eran fumadores el 24% de los pacientes, no fumadores el 49.3%, y habian

abandonado el habito tabaquico el 26.7%.

50

40 4

30 4 EBNO

osi
OExfumador

204

10 4

04

NO si Exfumador

Figura 9. Distribucion segun habito tabaquico.

2.2 Perfil oxidativo

Analizamos el perfil oxidativo de los pacientes segin grupos definidos por las
distintas variables recogidas, y no se encontraron diferencias significativas segun Sexo,
causa de exitus, causa de enfermedad renal crénica, tipo de diélisis, nimero de
incompatibilidades, rechazo agudo, hiperglucemia en el primer afio, enfermedad
cardiovascular, tratamiento con vitamina B12, tratamiento con &cido folico,
administracion de hierro oral, tratamiento con estimuladores de eritropoyesis,
hiperparatiroidismo y proteinuria. En este ultimo caso la creatinina sérica fue mayor en
los que si presentaban proteinuria.

Si se encontraron diferencias y correlaciones significativas en los siguientes
casos:
a) Edad del donante

Encontramos una correlacion significativa (p = 0.019) entre la edad del donante y
GPx, con un coeficiente r = -0.277, indicando que a mayor edad del donante se

encuentran cifras menores de GPx plasmatica (tabla 18).
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Comportamiento inverso encontramos en la GR, donde mayor edad del donante
se asocia a mayor concentracion plasmatica, r =0.230, p = 0.044 (tabla 19).
b) Habito tabaquico

La actividad catalasa presentd niveles séricos inferiores (6.883 + 1.210 KU/mg
prot 10%) en el grupo de fumadores frente a no fumadores (7.669 + 1.308 KU/mg prot
10%) y los que abandonaron el habito (7.734 + 1.074 KU/mg prot 10%), con una
significacion p = 0.057. (Tabla 4)

Exfumador

No fumador

Fumador

6 6,5 7 75 8

Figura 10. Concentracion de catalasa segun habito tabaquico.

c) Infeccién por CMV

Los pacientes que no habian padecido infeccion por CMV, en el periodo
postrasplante, presentaron mayor concentraciéon plasmatica de GPx (140.984 + 26.605
umol/l) que los que si habian presentado la infeccion (122.615 + 14.940 umol/l), con una

diferencia significativa p = 0.047 (Tabla 5)

145 o
140 1
135 1

10 4

p=0.047 |

120 4

acmyv
ENO CMV

115 4

110 4

CMV NO CMV

Figura 11. Diferencia de GPx segtn grupos definidos por haber padecido
0 no infeccién por CMV.

Comportamiento inverso presentd la enzima GR, que estaba significativamente

mas elevada, (p = 0.002) en aquellos pacientes que si habian padecido la infeccion por
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CMV postrasplante (media 5.334 + 1.142 mmolesx10’/mg) frente a los que no (media
3.934 + 1.238 mmolesx10°/mg) (Tabla 6).

ocmyv
EBNO CMV

p=0.002

O b N W A O O
P N T

CMV NO CMV
Figura 12. Diferencia de GR segun grupos definidos por haber padecido

0 no infeccién por CMV.

Encontramos una correlacion significativa e inversa entre GPx y GR, indicando
que mayor concentracion de una de ellas, se asocia a una disminucién en plasma de la
otra enzima, r = -0.294, p = 0.01 (tabla 18).

Para controlar el efecto que sobre los resultados pudiera tener el estado de la
funcién renal se realizé un estudio de creatinina sérica en ambos grupos segun haber
padecido (media 1.491 + 0.323 mg/dL) o no la infeccién, (1.477 + 0.419 mg/dL) no

hallando diferencia en la funcion renal medida por creatinina, (p=0.924):

1,8

Lo p=0.924

1,4
1,2

0,8
CmMmv No CMV

Figura 13. Creatinina sérica (mg/dL) segun haber padecido o no infeccion
por CMV.
Tampoco existia diferencia en el estudio de las medidas de estimacion de funcion

renal, Cockroft — Gault y MDRD, p=0.152 y p=0.333 respectivamente.

a) b) o

90
80
70
60
50
40
30
20

Figura 14. Medidas de estimacion de funcién renal, Cockroft (a) y MDRD

(ml/min)(b) conforme a haber padecido infeccién por CMV.
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Analizando la correlacion entre creatinina sérica, como parametro bioquimico y
parametros de estrés oxidativo, inicamente encontramos significacion (p = 0.005) en la
relacion con GPx con un coeficiente de correlacion negativo r=-0.319 (Tabla 18).

No hallamos correlacion con las medidas de estimacion de funcion renal,
Cockroft y MDRD.

d) Funcion retardada del injerto

Los pacientes que habian necesitado hemodiélisis en la primera semana de
trasplante, presentaban mayor concentracion plasmatica de GR (4.619 + 1.370
mmolesx10°/mg) que aquéllos que presentaron diuresis efectiva postrasplante (3.891 +

1.238 mmolesx10°/mg), con una significacion p=0.028 (Tabla 7).

4,8+
4,64
4,44
4,24

44
3,8
3,6
3,44

OFRI
B no FRI

FRI no FRI
Figura 15. GR (mmolesx10°/mg) en pacientes con o sin ella.

Tampoco en este caso encontramos diferencias de creatinina sérica ni en medidas
de estimacion de funcidn renal entre ambos grupos, con valores: p=0.129 para creatinina
(media 1.427 £+ 0.424 mgdL en los que no la presentaron y 1.585 &+ 0.354 mg/dL en los
que si), p = 0.239 para Cockroft-Gault (62.745 + 23.468 ml/min en los que no y 57.237 +
15.461 en los que si) y p = 0.317 para MDRD (51.937 £ 15.461 ml/min/1.73m? en los
que no la padecieron y 47.481 £ 13.960 ml/min/1.73m? en los que si).

a) b)

19
17
15
13

11
0,9

FRI No FRI FRI No FRI

60
50
40
30
20

FRI No FRI
Figura 16. Funcién renal medida por a) creatinina (mg/dL), b) Cockroft

(ml/min), ¢c) MDRD (ml/min) segun FRI.
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Si bien para el resto de pardmetros de estrés oxidativo determinados no
encontramos diferencias significativas, dado que hemos descrito la relacion entre GPx y
GR anteriormente, destacar unicamente que se presentd una concentracion media mayor
de GPx en plasma en aquellos pacientes que no habian padecido funcion retardada del
injerto, aunque este hallazgo no fue significativo (Tabla 8).

e) Microalbuminuria

Los pacientes que presentaban microalbuminuria mostraron concentraciones
plasmaticas de GPx (p=0.010), GPx/prot (p=0.002) mayores que los que no la
presentaban (Tabla 9).

150+
145+
140+
135+
130+
125+
120+

No microalbuminuria Si microalbuminuria

Figura 17. Concentracion plasmatica de GPx segtin microalbuminuria.

En este caso si encontramos diferencias en la funcion renal en el grupo que
presentaba microalbuminuria frente al que no, en la creatinina sérica (media de creatinina
1.648 £ 0.332 mg/dL frente a 1.339 + 0.414 mg/dL, p= 0.001) y en Cockroft (media
66.63 £ 22.677 ml/min frente a 54.138 + 17.595 ml/min, p=0.011), mientras que no
existian diferencias en la estimacion con MDRD (Tabla 10).

El estudio de las proteinas (mg/mlx10?) en ambos grupos no presentd diferencias
significativas (p=0.230).

En el estudio de la microalbuminuria consideramos la influencia del tratamiento
con ARA II:

e Encontramos relacion entre presentar o no microalbuminuria y estar en

tratamiento con ARA II (%, p= 0.001).

e En los pacientes que si presentan microalbuminuria no existian diferencias
significativas en perfil oxidativo segiin estuviesen tratados o no con ARA II
(Tabla 11).

e En pacientes con microalbuminuria no existia diferencia de creatinina sérica

segun estén tratados o no con ARAII (p=0.142).
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f) Necesidad de hipotensores

En este andlisis hubo que considerar la necesidad o no de hipotensores, puesto
que al intentar estudiar segiin numero de hipotensores, los grupos de pacientes con tres y
cuatro familias de hipotensores presentaban una niimero de individuos muy bajo, no
siendo valorable el analisis estadistico. Se codificod pués segin requerir o no tratamiento
antihipertensivo.

Encontramos diferencias significativas en la actividad superdxido dismutasa,
presentando mayor concentracion plasmatica aquellos individuos que no requerian
tratamiento antihipertensivo (media 188.451 £+ 49.536 U/mg prot) frente a los que si lo
recibian (media 164.377 + 38.865 U/mg prot), p = 0.042 (tabla 12).

Si
hipotensor

No
hipotensor

150 160 170 180 190

Figura 18. Concentracion plasmatica de SOD (U/mg prot) en

pacientes con y sin tratamiento hipotensor.
Cuando analizamos individualmente el efecto de las distintas familias de

antihipertensivos encontramos los siguientes resultados:
e ARAIL

Descartando los individuos con microalbuminuria, para eliminar el
efecto del uso con este objetivo, encontramos que los pacientes tratados con
ARA 1I presentaban una mayor concentracion de SOD que los no tratados,

con una significacion p=0.05 (Tabla 13).

200 -/

160

120 A

80 A

40 -

0
si ARA I No ARA Il

Figura 19. Concentracion plasmatica de SOD en pacientes tratados con y
sin ARAII.
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Los pacientes tratados con ARA II presentaban creatinina sérica mayor
que los no tratados, p=0.0001, sin existir diferencias en las medidas de

estimacion de funcion renal.

ARA 1l No ARA I

Figura 20. Creatinina sérica (mg/dL) en pacientes con y sin ARA II.

El resto de parametros oxidativos no present6 diferencias.
e Antagonistas del Calcio
No existia relacion entre el tratamiento con antagonistas del calcio y
microalbuminuria. No existian diferencias en pardmetros oxidativos entre
tener o no este tratamiento, ni en creatinina sérica.
e Betabloqueantes
No se encontraron diferencias en funcion renal ni perfil oxidativo
e Alfabloqueantes
Tampoco se encontraron diferencias en cuanto al tratamiento con este
grupo de farmacos.
g) Tratamiento anticalcineurinico
En el andlisis transversal actual del estudio no encontramos diferencias
significativas en el perfil oxidativo entre el grupo tratado con Ciclosporina y el grupo
tratado con Tacrolimus (Tabla 14). Unicamente sefalar la significacion en GPx en
relacion con LDL, que como se verd posteriormente, estd explicada por la diferencia de
perfil lipidico entre ambos tratamientos.
Entre ambos grupos tampoco existia diferencia en la funciéon renal, creatinina

(p=0.412), Cockroft (p=0.078) y MDRD (p=0.520) (Tabla 15).
2.2. Perfil lipidico

De igual forma que con el perfil oxidativo, analizamos el perfil lipidico de los

pacientes segun grupos definidos por las distintas variables recogidas, y no se
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encontraron diferencias significativas segin sexo, causa de exitus, causa de enfermedad
renal cronica, tipo de dialisis, numero de incompatibilidades, rechazo agudo,
hiperglucemia en el primer afo, enfermedad cardiovascular, tratamiento con vitamina
B12, tratamiento con acido folico, administracion de hierro oral, tratamiento con
estimuladores de eritropoyesis, hiperparatiroidismo proteinuria, infeccion por CMV,
FRI'y microalbuminuria.

Si se encontraron diferencias y correlaciones significativas en los siguientes
casos:
a) Edad del receptor

Existia una correlacion significativa entre la edad del receptor y Apo B (r=0.235,
p=0.026), Colesterol total (CT) (r=0.257, p=0.026) y LDL (r=0.286, p=0.013), indicando
que mayor edad del receptor se asocia a niveles séricos mayores de estos tres pardmetros
(Tabla 19).
b) Anos de trasplante

También se encontrd correlacion significativa y directa entre los afios de
evolucion del trasplante y Apo B (r=0.276) con p<0.05, Apo A (r=0.394), colesterol total
(r=0.348), HDL (r=0.308) y LDL (r=0.353), con p<0.01 independientemente del
tratamiento anticalcineurinico utilizado (tabla 19).
c) Habito tabaquico

Los pacientes fumadores presentaban niveles séricos de triglicéridos mayores
(150,9 mg/dL) que los no fumadores (130.36 mg/dL) o los exfumadores (115.76 mg/dL),

con significacion p=0.041.

Exfumador |
No fumador .
Fumador | .
0 50 100 150 200

Figura 21. Trigliceridemia segun habito tabaquico.

La comparacion por pares mostrd diferencias significativas entre fumadores y no

fumadores (p=0.036).

-9) -



Resultados

d) Necesidad de hipotensores

El grupo de pacientes trasplantados que requerian tratamiento antihipertensivo

presentd cifras séricas mas elevadas de Apo B (p=0.025) y LDL (p=0.011), como

muestra la figura 24 (Tabla 16).

LDL

O Si hipotensores

B No hipotensores

apo B

0 50 100 150 200

Figura 22. LDL y Apo B segun tratamiento antihipertensivo.

De igual forma que se realizd con el perfil oxidativo, analizamos el nivel sérico

de los parametros lipidicos en el tratamiento de las cuatro familias de antihipertensivos

de forma independiente:

ARA II: no existian diferencias en apolipoproteinas, colesterol y fracciones ni
triglicéridos entre los pacientes tratados y no tratados con este
antihipertensivo.
Antagonistas del calcio: no se mostraban diferencias en perfil lipidico.
Betabloqueantes: se encontraron las siguientes diferencias significativas:
- HDL colesterol: presentaban niveles significativamente
(p=0.019) mas bajos aquellos individuos que estaban en
tratamiento con betabloqueantes (57.720 + 16.562 mg/dL) que los
que no estaban tratados con este antihipertensivo (68.601 + 17.293
mg/dL).
- Colesterol total: paraddjicamente también presentaba niveles
significativamente (p=0.022) mas bajos en los tratados (203.626 +
46 mg/dL) frente a los no tratados (235.707 + 53.403 mg/dL),
probablemente a expensas de una fraccion HDL mas baja.
- Apo A: presentaron una media sérica menor los tratados
(142.634 + 28.346 mg/dL) frente a los no tratados con
betabloqueantes (166.25 +31.343 mg/dL).

Alfabloqueantes: No existian diferencias significativas.
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e) Tratamiento anticalcineurinico

La diferencia al estudiar la lipidemia entre los pacientes tratados con tacrolimus y
aquéllos tratados con ciclosporina fue evidente, presentando mayor concentracion sérica
de Apo A (p=0.023), Apo B (p=0.012), colesterol total (p=0.007), HDL (p=0.033) y LDL
(p=0.005) los que estaban en tratamiento con ciclosporina en el momento del estudio. No

mostro diferencias significativas el analisis de los triglicéridos (Tabla 17).

250+
200
150+
o FK
100- B CsA

50+

Apo A Apo B CT HDL LDL TGL

Figura 23. Diferencias en perfil lipidico segun tratamiento anticalcineurinico utilizado.

f) Creatinina y perfil lipidico

En el estudio de la relacion de creatinina con los parametros lipidicos, se encontro
una correlacion positiva significativa entre la creatinina sérica y Apo B (r=0.382,
p=0.01), CT (r=0.327, p=0.004) y LDL (r=0.367, p=0.001). Indicando este resultado que

a cifras de creatinina mayores el perfil lipidico empeora (Tabla 19).

2.3 Relacion entre perfil oxidativo y lipidico

El estudio de correlaciones entre pardmetros de estrés oxidativo y perfil lipidico
nos mostrd una relacion significativa entre la fraccion HDL de colesterol y GPx, con un
coeficiente r=0.318, P<0.01, indicando un vinculo directo (no inverso) entre
concentraciones de HDL y GPx. La relacion resulté inversa entre HDL y GR, r=-0.250;
y entre HDL y SOD 1=-0.243 con p<0.05. SOD también se correlacionaba de forma
significativa e inversa con colesterol total (r=-0.233) y Apo A (r=-0.250) (Tabla 20).
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2.4 Estudio de riesgo relativo

Para valorar el efecto de los distintos pardmetros de estrés oxidativo y la funcion
renal representada en la medida de creatinina sérica, sobre la presencia de
microalbuminuria, proteinuria, enfermedad cardiovascular, incluyendo enfermedad
cerebrovascular, cardiopatia isquémica y arteriorpatia periférica, necesidad de
hipotensores, FRI y rechazo agudo, se realizdé un analisis bivariante preliminar del que
resultaron los factores asociados a estas variables y susceptibles de ser incluidos
posteriormente en un modelo de regresion logistica (Tablas 21-24).

En el caso de la microalbuminuria ya se determino su relacion significativa con el
tratamiento con ARA II. De las variables cuantitativas se detectaron diferencias
significativas para la concentracion en plasma de GPx y para ésta misma relacionada con
LDL y proteinas. En el caso de la variable que representa la necesidad de hipotensores
solo resultd potencialmente valida una covariable continua, la creatinina sérica, de las
variables discretas resulto significativa la relacion con los tratamientos anticalcineurinico
y con ARA II. El resto de caracteristicas no presentaron relaciones significativas dignas
de mencion.

Las variables que resultaron significativas fueron incluidas en los modelos
multivariantes de regresion logistica, en ningtn caso el método de regresion paso a paso
elimino una variable explicativa del modelo.

Los datos quedan reflejados en los siguientes cuadros:

Variable respuesta: Microalbuminuria

Variables explicativas OR IC 95%
GPx 0.975 (0.953,0.997)
Tratamiento con ARA I 7.051 (2.113,23.527)

Test de bondad de ajuste de

2_ _ _ — 0
e Lt o v%=6.074, gl=7, p=0.531 | CCR=69.3%

Cuadron® 1.

Variable respuesta: Microalbuminuria

Variables explicativas OR IC 95%
GPx/Prot 0.298 (0.107,0.831)
Tratamiento con ARA I 6.033 (1.821,19.988)
Test de Hosmer 2 o - 0
Lemeshow x"=10.402, gl=7, p=0.167 CCR=73.3%
Cuadro n® 2.
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Variable respuesta: Microalbuminuria

Variables explicativas OR IC 95%
GPx/LDL 0.983 (0.967,0.999)
Tratamiento con ARA I 6.167 (1.880,20.228)
Test de Hosmer 2 o - 0
Lemeshow x“=0.995, gl=7, p=0.995 CCR=68.8%
Cuadron® 3

Variable respuesta: Necesidad de hipotensores

Variables explicativas OR IC 95%
Creatinina 11.106 (1.760,70.066)
Tto con CsA 5.272 (1.233,22.548)
Test de Hosmer 2 o _ o
Lemeshow x=2.022, gI=7, p=0.959 CCR=78.7%
Cuadron®4

Destacamos que un incremento en una unidad de GPx/prot supondria una
disminucion de la probabilidad de presentar microalbuminuria, concretamente seria 3.36
veces inferior. Por su parte, un incremento en 0.1 unidades del nivel de creatinina

supondria una probabilidad 1.74 veces superior de necesitar hipotensores.

2.5 Estudio carotideo
Estudiamos la relacion de los signos ecograficos de atero/arteriosclerosis
carotidea detectados en el momento inicial del estudio, con:
- Caracteristicas del receptor
- Perfil oxidativo
- Perfil lipidico
- Funcion renal
La prevalencia de los cuatro signos de lesion carotidea fue la siguiente, un
23,30% de los pacientes presentaba un IMT > 1 mm, 61,60% presentaba signos
ecograficos de lesion ateromatosa, 56,20% mostraba signos de calcificacion de placas de
ateroma y un 37% presentaba estenosis de carotida interna, sélo en un individuo se

detectd estenosis mayor del 50 %.
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a) b)
23,30% 38,40%
B IMT>=1 61.60% O No ateroma
@ Ateroma
76,70%
c) d)
43,80% 37%
5620%‘ ess%
O No
calcificacion O No estenosis
@ Calcificacion O Estenosis

Figura 24. Distribuciéon de los signos de lesion carotidea: a) IMT; b)
Placas de ateroma; c) Presencia de calcificaciones; d) Presencia de
estenosis.

La media de IMT fue 0.70 £+ 0.222 mm.

Se realiz6 un estudio de contingencia para determinar si la prevalencia de lesiones
carotideas era distinta en ambas arterias carotidas internas y por tanto se deberia estudiar
de forma independiente la presencia de IMT aumentado, lesiones de ateroma,
calcificaciones y estenosis en cardtida interna derecha e izquierda de forma
independiente. Sin embargo la bilateralidad en el estudio de las lesiones fue innecesaria,
McNemar: p=0.092 para IMT, p= 1 para ateroma, p=0.791 para calcificacion y p=0.625
para estenosis.

La presencia de estenosis mayor o menor del 50% no fue considerada en el
estudio dada la escasa frecuencia de la estenosis mayor del 50% (n=1).

a) Caracteristicas del receptor

Analizamos qué caracteristicas del receptor podian estar en relacion con la
presencia de cada una de las lesiones ecograficas descritas. Se tomaron en el analisis
bivariante las siguientes variables: edad del receptor, sexo, meses en didlisis, afios de
trasplante, habito tabaquico, FRI, infeccion por CMV, necesidad de hipotensores,
presencia de microalbuminuria y tratamiento anticalcineurinico.

o IMT:

En el caso de IMT, existia relacion significativa con la edad del

receptor, p=0.006.
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Los pacientes con tratamiento hipotensor presentaban mayor
incidencia de IMT > Imm que los que no requerian antihipertensivos

p=0.030 (Tabla 21).

60 -
O No hipotensores

40

B Hipotensores

20
19{18
0 T v

IMT<1mm IMT=Z1mm

Figura 25. Mayor porcentaje de pacientes en tratamiento antihipertensivo
presentaban IMT=21mm que en los no tratados.
Lesiones de ateroma:

Solamente la edad del receptor resultd ser significativa en la relacién
con la presencia de signos ecograficos de placas de ateroma, p<<0.01
(Tabla 22).

Calcificacion:

La edad fue la variable significativa en este caso también, p<<0.01

(Tabla 23).
Presencia de estenosis:
Nuevamente es la edad la que presenta relacion significativa con la

presencia o no de estenosis carotidea (Tabla 24).

En el analisis de riesgo para lesiones carotideas destacamos la influencia de la

EDAD como factor de riesgo para todas ellas. El intervalo de confianza para el odds

ratio al 95% para todas ellas comprende valores entre 1.02 y 1.19.

b) Perfil oxidativo

Estudiamos la relacion de los parametros oxidativos determinados, con los signos

ecograficos carotideos presentando los siguientes resultados:

IMT:
No se encontré diferencia estadisticamente significativa entre perfil

oxidativo y presentar IMT <6 > 1 mm.
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e Lesiones de ateroma:
No hubo diferencias significativas en perfil oxidativo entre presentar o
no lesiones de ateroma
e Calcificacion:
No hubo diferencias entre presentar o no calcificacion carotidea sobre
los parametros de estrés oxidativo.
e Estenosis:
Tampoco encontramos que el padecer o no estenosis carotidea se
reflejara en el perfil oxidativo de estos pacientes.
c) Perfil lipidico
Si se encontraron mas diferencias en la lipidemia en relacién a presentar lesiones
carotideas:
e IMT: no existian diferencias
e Lesiones de ateroma:
Los pacientes que presentaban lesiones de ateroma mostraron
concentraciones séricas mayores de Apo B (p=0.002), Colesterol total
(p=0.001), LDL (p=0.030) y HDL (p=0.0003) que en los que no se
describian (Tabla 25).

250

200

150 4

ONo ateroma
B Ateroma

100 +

apo B CT LDL HDL

Figura 26. Concentraciones séricas de parametros lipidicos segun la
presencia o no de placas de ateroma.
e (alcificacion:

El mismo patron de comportamiento presentaban los pardmetros
lipidicos en los pacientes que presentaban calcificacion de placas de
ateroma, Apo B (p=0.038), Colesterol total (p=0.012), LDL (p=0.004),
HDL (p=0.031) (Tabla 26).
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250 1

200 A

150 4

ONo ateroma
100 4 D Ateroma

50 4

apo B CT LDL HDL

Figura 27. Concentraciones de parametros lipidicos segun la presencia o

no de calcificacion de placas de ateroma.

e Estenosis:
Solo se hallo diferencia en HDL colesterol, con mayor concentracion
de la misma en presencia de estenosis (concentracion media 71.265 +
15.432 mg/dL) frente a ausencia de la misma (concentraciéon media 61.751
+ 17.188 mg/dL), p=0.021.
d) Funcién renal
Estudiamos 1la posible relacion de los signos de lesion carotidea
atero/arteriosclerotica con la funcién renal determinada mediante creatinina sérica y
medidas de estimacion de funcion renal (Cockroft y MDRD).
e IMT:
Presentaban igual funcién renal los pacientes que mostraban un
IMT<I mm y aquéllos con IMT > 1 mm (Tabla 27)
e Lesion de ateroma:
Los pacientes con lesiones de ateroma presentaban creatinina sérica
mayor (p= 0.018) y estimacion de funcion renal segin Cockroft (p=0.019)

menor que en los que no se describia dicha lesion (Tabla 28).

a) b)

17

80
60
1,2
40
0,7 20
No Si No Si
Figura 28. Diferencia de (a) creatinina sérica y (b) Cockroft-Gault en

pacientes con o sin lesiones de ateroma.
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e Calcificacion de lesion de ateroma (Tabla 29)

e Estenosis carotidea (Tabla 30)

En ninguno de estos dos ultimos casos se encontraron diferencias significativas en
la funcion renal.

Para completar el estudio se analiz6 la funcion renal frente a las variables que
encontramos relacionadas con los signos ecograficos, que fueron edad del receptor y
tratamiento hipotensor. En el primer caso no se hallo correlacion significativa entre la
edad del receptor y la creatinina (p=0.522) ni con MDRD modificado (p=0.150), si con
Cockroft (r=-0.259, p=0.025). En el segundo caso, los pacientes con tratamiento
hipotensor presentaban creatinina sérica media mayor (1.545 + 0.408 mg/dL) que los que
no tomaban antihipertensivos (1.234 + 0.307 mg/dL), p=0.006.

No se encontrd correlacion estadistica (Pearson) entre edad del receptor y
creatinina (si con Cockroft al ser funcion de ésta).

Seglin estos resultados, la diferencia de funcion renal en presencia o no de
lesiones de ateroma no estaria relacionada con la edad del receptor. De igual forma la
relacion de IMT con tratamiento hipotensor tampoco estaria vinculada a la funcion renal

puesto que €sta no es diferente si esta presente o no un IMT > Imm.

3. ESTUDIO DE CONTROLES
En esta fase del estudio analizamos el comportamiento del perfil oxidativo,
lipidico y funcion renal de los 38 pacientes que permanecieron sin tratamiento en los seis

primeros meses del estudio.

3.1. Perfil oxidativo

Se realizd un andlisis para muestras relacionadas, observandose un aumento
significativo de nivel plasmatico de MDA en relacion a proteinas (p<<0.01), un aumento
de GPx en relacion a proteinas y LDL. La GR también presentd esta tendencia en el

tiempo, mostrando un aumento significativo (p=0.027) (Tabla 31).

Figura 29. Modificacién de MDA/prot en el

tiempo sin tratamiento.

Basal T1
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2,3

2,2 4

2,1

2 4

Figura 30. Elevacion de GPx/prot en LS:

6 meses sin tratamiento con estatinas. i; 1

Basal T1

4,4+
4,2
44
381 Figura 31. Comportamiento de GR en el
3,6
a4l tiempo sin tratamiento.

Basal T1

El valor de las proteinas en este periodo de tiempo no presentd una modificacion
significativa (p=0.807), con nivel basal medio 4.394 + 0.537 mg/ml *107 y en T1, tras 6

meses, nivel medio 4.373 + 0.451 mg/ml *107%.

Teniendo en cuenta los factores que podrian influir sobre los parametros
oxidativos como son: tratamiento anticalcineurinico, tratamiento con MMF,
microalbuminuria, tratamiento con ARA II, tratamiento con hipotensores, proteinuria,
hiperparatiroidismo, habito tabdquico o enfermedad cardiovascular, se controlaron,

encontrandose los siguientes hallazgos:

a) Tratamiento anticalcineurinico

Se detectd una interaccion significativa entre el tiempo y el tipo de tratamiento
anticalcineurinico, observandose un incremento de GPx en los pacientes tratados con
tacrolimus y un descenso de la misma en los tratados con ciclosporina, una vez

controlado el efecto de la creatinina (p=0.043).

155

150 -
145 4 \

140 A
135 4

130 -

125

basal T1
Figura 32. Modificacion de GPx en el tiempo segun tratamiento anticalcineurinico.
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El estudio de funcion renal en el tiempo segiin grupo de tratamiento no mostrd
diferencias significativas en creatinina (TRL p=0.052, CsA p=0.259) ni en las medidas
de estimacion de funcion renal, Cockroft (p=0.271), MDRD (p=0.240) en esta fase del

estudio.
a) p=0.953 p=0.197 b) p=0.331 p=0.965
70 70
60 60 —
ig OBasal iz I m OBasal
30 BTl 30 l BT1
20 20
FK CsA FK CsA

Figura 33. Diferencia de medidas de estimacioén de funcién renal en el estudio
control, a) Cockroft, b) MDRD.

Controlando segun el resto de factores estudiados, no se encontré6 ninguna

variacion significativa en los pardmetros de estrés oxidativo.

3.2. Perfil lipidico

En la lipidemia se observé un descenso significativo en todos los parametros
determinados, Apolipoproteinas A (p=0.024), y B (p<<0.01), colesterol total (p=0.02),
HDL (p=0.012), LDL (p<<0.01), triglicéridos (p=0.031) (Tabla 32).

250

2001

150

O Basal

1001 mT1

501

O_
ApoA ApoB CT HDL LDL TGL

Figura 34. Modificacién de parametros lipidicos en 6 meses en grupo control.

No se encontrd ningun factor cuyo efecto debiera ser controlado y modificara la

significacion de dichos parametros.
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3.3. Funcion renal
La funcién renal no se modifico en el primer periodo de estudio, no mostrando
diferencia de medias de creatinina (p=0.841), Cockroft (p=0.277) y MDRD (p=0.433) en

el momento basal y tras 6 meses (Tabla 33).

80

R ————————————=—=—===-=
o4

1,7 |

7777777777777777777 60—
1’5 .} — — uOCkI’Oﬂ
I S04 ---- e —— T
(Y SR 4 | S
09F--—-—"-—"-""-"~"~"~""~-"~-"-"-"--—-—- 30 S T T
0,7 T 20

Basal T1

Figura 35. Funcion renal en el momento inicial y tras 6 meses.

4. TRATAMIENTO CON ESTATINAS
En esta fase, comparamos el comportamiento del perfil oxidativo, lipidico y la
funcion renal en el grupo control sin tratamiento (grupo 0, n=37) con un grupo (grupo 1,

n=21) tratado con estatinas (atorvastatina 10-40 mg) durante 6 meses.

4.1. Perfil oxidativo

Dado que los datos referidos a este perfil del grupo 0 ya han sido comentados en
el apartado 3.1. (Tabla 31), abordamos en esta seccion el perfil oxidativo del grupo 1, y
la comparacion entre ambos.

No existia diferencia en la edad media de ambos grupos, p=0.265.

estatinas

M estatinas
O control

control

—
Figura 36. Edad media en ambos grupos.

En el grupo 1 encontramos cambios significativos en MDA (p=0.009), MDA

relacionado con proteinas (p<<0.01) y GPx relacionado con proteinas (p<<0.01), en

todos ellos se observo un incremento en las cifras plasmaticas desde el momento basal a

T1 (Tabla 34).
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Realizando la comparacion de la evolucion entre ambos grupos, s6lo encontramos
diferencias significativas en el comportamiento de MDA, mostrando de forma paraddjica

un incremento mayor el grupo tratado con estatinas (p=0.035) (Figura 37).

Controlando las variables tratamiento anticalcineurinico, tratamiento con MMF,
microalbuminuria, tratamiento con hipotensores, tratamiento con ARA Il, proteinuria,
hiperparatiroidismo, habito tabaquico o enfermedad cardiovascular, no se encontrd

modificacion de la significacion descrita.
No se encontr6 diferencia pre-tratamiento en ambos grupos en la concentracion

de proteinas (p=0.341), tampoco existia diferencia basal-T1 entre ambos grupos
(p=0.186).
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GPx GPx/prot
144 + 3,5 1
142 / 3 //‘
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Figura 37. Comparacién de perfil oxidativo entre los grupos 0 (control) y 1

(estatinas) en los 6 meses de tratamiento.
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4.2. Perfil lipidico

El andlisis del grupo O (sin estatinas) de forma individual se comentd en el

apartado 3.2. (Tabla 32).

En el grupo 1 se produce un descenso significativo en colesterol total (p=0.001),

apolipoproteina B (p<<0.01) y LDL (p<<0.01) (Tabla 35).

En la comparacion entre ambos grupos existe diferencia significativa con mayor

descenso en el grupo tratado con estatinas en los siguientes parametros: Colesterol total

(p=0.05), LDL (p=0.007) y Apo B (p=0.001).

Figura 38. Modificacién de colesterol total (CT), LDL y Apo B en ambos grupos.
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Figura 39. Modificacion de Apo A, HDL Yy triglicéridos en ambos grupos (ho
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significativo).

Controlando las variables tratamiento anticalcineurinico, tratamiento con MMF,

microalbuminuria, tratamiento con hipotensores, tratamiento con ARA Il, proteinuria,

115

110

125 4

TGL-0
TGL-1

Basal

hiperparatiroidismo, habito tabaquico o enfermedad cardiovascular, no

modificacion de la significacion descrita.

- 107 -

T1

se encontrd




Resultados

4.3. Funcion renal.

No existia diferencia de medias de creatinina entre ambos grupos pre-tratamiento,
el grupo 0 presentaba creatinina media 1.426 + 0.326 mg/dl, y el grupo 1 una media de
1.616 £+ 0.480 mg/dl (Tabla 36).

No se observaba diferencia de creatinina basal a T1 en todos los pacientes,

p=0.143, y tampoco segun el grupo al que pertenecieran (Tablas 37 y 38).

grupo O grupo 1

Figura 40. Creatinina sérica pretratamiento.

a) o) T e —

1,7 1

15 1,5 1 @ qrupo 0
134 -----"-"-"-"-"—"--"——————-—-—-
— grupo 1
1 114 -------"—-——"——————————- grup
094 --------—--—-————-——-—-
0,5 0,7 T
Pre Post Basal T1

Figura 41. Creatinina sérica en todos los pacientes a) basal, y tras 6 meses b)

segun grupo.

En cuanto a las medidas de estimacion de funcion renal, se hallaron diferencias
significativas en Cockroft- Gault entre ambos grupos en el tiempo basal (Tabla 36) y
también hubo cambios significativos en este parametro del momento basal a T1 (Tabla
37).

4.4. Estudio de correlaciones

En T1 el estudio de todos los pacientes mantiene una correlacion significativa y

negativa entre GPx y Creatinina sérica, r=-0.316, p=0.016. No se halla correlacion entre

GPx y HDL (Tabla 39).
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5. TRATAMIENTO CON ESTATINAS Y/O N-ACETILCISTEINA
Los grupos de estudio de esta fase fueron:
- Grupo 1: n=23, continllan el tratamiento con estatinas (afiadiéndose dos
individuos)
- Grupo 2: n=26, tratamiento con estatinas y N-acetilcisteina
- Grupo 3: n=25, tratamiento con N-acetilcisteina (en grupos 2 y 3 se anaden 14

enfermos)

Como analisis preliminar comenzamos estudiando la edad y el comportamiento
de las proteinas en los 3 grupos:
a) Edad del receptor

La media de edad fue similar en los tres grupos, con una significacion

p=0.472.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 42. Media de edad en cada uno de los grupos de estudio

b) Proteinas
No hubo modificacion significativa de proteinas en el tiempo, ni se altera
el resultado segin grupos (p=0.195), indicando la estabilidad de la media
(Tabla 41).
5.1. Grupo1l
El grupo 1 (tratamiento con estatinas) es el Unico en el que se puede hacer un
estudio mas detallado del comportamiento de los perfiles lipidico, oxidativo y funciéon
renal en tres momentos: sin tratamiento (TO0), y dos momentos tras administrar

tratamiento con estatinas, a los 6 meses (T1) y a los 14 meses (T2).
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5.1.1. Perfil oxidativo

Encontramos diferencias significativas en los siguientes parametros de oxidacion:

- MDA y MDA en relacion a proteinas presentan un incremento plasmatico de TO

a T1, para posteriormente descender en el segundo periodo de tratamiento (T2),

p=0.002 y p<<0.001 (Tabla 41).

-3,1

2,9 1
2,7 1
2,5 1
2,3 1
2,1 1
1,9 1

1,74

—&— MDA/prot

1,5

Figura 43. Comportamiento de MDA y MDA/prot en pacientes tratados con

estatinas en todo el periodo de estudio.

Las comparaciones multiples segiin ajuste de Bonferroni mostraron

significacion en los dos periodos del estudio en los sentidos descritos (MDA de
TOa Tl p=0.031 yde T1 a T2 p=0.013 y MDA/prot de TO a T1, p<0.01, T1-T2,
p=0.043 y TO-T2, p=0.003).

- GPx presentd un comportamiento inverso, mostrandose un descenso de GPx

plasmatica de TO a T1 para luego incrementar en la segunda fase de tratamiento

con estatinas, p=0.016, siempre controlando el efecto de la creatinina en este

caso (Tabla 42).

142

140 -
138 |
136 A
134 4

132 |

130

TO T1 T2

Figura 44. Evolucion de GPx en pacientes tratados con estatinas en todo el

periodo de estudio.

El resto de parametros oxidativos no presenté cambios significativos en el grupo

tratado con estatinas.
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Las proteinas totales tampoco presentaron cambios significativos en el tiempo

estudiado.
5.1.2. Perfil lipidico

Presentaron descenso significativo durante todo el periodo de tratamiento los
pardmetros: Apo B, colesterol total y fraccion LDL de colesterol con p<<0.01 en todos

los casos. Apo A, triglicéridos y HDL no presentaron cambios significativos si bien en

estos casos la tendencia es también al descenso (Tabla 43).

300
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Figura 45. Descenso de colesterol total, LDL y Apo B en pacientes

del grupo 1, siendo el descenso significativo TO-T1y TO-T2.

5.1.3. Funcién renal
Como es habitual analizamos las tres medidas de funcién renal estudiadas:
a) Creatinina
La creatinina sérica no se vio modificada en todo el periodo de

tratamiento, p=0.572 (Tabla 44).

I
17 -
"
134
T T

0,9 T T
TO T1 T2
Figura 46. Evolucién de creatinina sérica en los pacientes del grupo 1.
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b) Medidas de estimacion de funcion renal
Similar comportamiento presentaron las estimaciones, Cockroft- Gault,

p=0.156 y MDRD modificada, p=0.206 (Tabla 44).

—-—MDRD
(ml/min)
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20 T T 20 T T
TO T1 T2 TO T1 T2

Figura 47. Evolucién de Cockroft y MDRD en los pacientes del grupo 1.
En los grupos 2 y 3 la evolucion en la primera fase del estudio fue analizada (sin
tratamiento) en los apartados 3.1, 3.2, 3.3, por lo que en este apartado nos referiremos a

la evolucion en dichos pacientes una vez tratados (de T1 a T2).

5.2. Grupo 2

Recordemos que este grupo fue tratado con estatinas y N-acetilcisteina.
5.2.1. Perfil oxidativo

No se encontraron diferencias significativas antes y después del tratamiento en los
pardmetros de estrés oxidativo, Unicamente en aquéllos parametros que fueron
expresados en relacion a la fraccion LDL del colesterol, MDA/LDL (p=0.033), y
GPx/LDL (p<<0.01) con ascenso en ambos casos (Tabla 45).
5.2.2. Perfil lipidico

Los valores séricos de colesterol total (p=0.001), LDL (p=0.0001), y Apo B
(p<<0.0001) sufrieron un descenso en el periodo de tratamiento, como era previsible,

mientras que la fraccion HDL del colesterol se incrementd (p=0.037) (Tabla 46).
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Figura 48. Parametros lipidicos en el grupo 2 en el periodo de tratamiento.
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Resultados

4.2.3. Funcion renal
La creatinina sérica (p=0.357) y las medidas de estimacion de filtrado

glomerular tampoco se vieron modificadas tras el tratamiento (Cockroft p=0.167, MDRD

p=0.067) (Tabla 47).

5.3. Grupo 3

En el grupo tratado tnicamente con NAC, encontramos los siguientes resultados:
5.3.1. Perfil oxidativo

La glutation reductasa desciende de forma significativa en este grupo tras el
tratamiento, en T1 la media fue 4.635 con error tipico 0.267 mmoles x 10*/mg, y en T2
presentd una media 4.135 con error tipico 0.275, y una significacion p=0.032. El resto
de parametros no presentd cambios significativos (Tabla 48).
5.3.2. Perfil lipidico

Unicamente destaca un incremento de la fraccion HDL de colesterol de TI,

media 54.831 + 16.261 mg/dl a T2 con una media 61.818 £ 16.750 mg/dl y una
significacion p=0.013 (Tabla 49).
5.3.3. Funcion renal

La funcion renal si presentdé modificacion en este grupo, mostrando un descenso
de creatinina sérica antes y después del tratamiento (p=0.043) y un incremento de
estimacion de filtrado glomerular para Cockroft (p=0.012) y MDRD (p=0.042) (Tabla
50).
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Figura 49. Funcioén renal en el grupo 3.
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Resultados

5.4. Comparacion de grupos de tratamiento

Comparamos la evolucion de T1 a T2 segun el grupo de tratamiento establecido
5.4.1. Perfil oxidativo

No se encontr6 diferencia significativa entre los tres grupos en ninguno de los
pardmetros de estrés oxidativo determinados.
5.4.2. Perfil lipidico

Como se podria esperar de lo expuesto hasta ahora si que existian diferencias
entre grupos en Colesterol total, LDL, Apo B debido a los grupos con estatinas (1 y 2).
En el caso de HDL y Apo A también existe diferencia significativa pero en este caso se
eleva en los grupos que estan en tratamiento con NAC (2 y 3) y desciende en el grupo

solo con estatina (1).
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Figura 50. El colesterol total descendia en grupo 1y 2, sin embargo en

el grupo 3 sufria un incremento, p=0.009.
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Figura 51. El comportamiento de la fraccion LDL fue similar al del

colesterol total, p=0.001.
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Resultados
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Figura 52. Apo B presenté descenso significativo en los grupo con

estatinas a diferencia del grupo 3, p=0.006.
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Figura 53. Apo A no mostraba cambios significativos en cada uno de los

tres grupos, sin embargo entre ellos si existia diferencia, p=0.041.
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Figura 54. La fraccion HDL mostraba cambios en cada uno de los grupos
y entre ellos existia diferencia significativa, presentando un incremento

en aquellos tratados con NAC, p=0.001.
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Resultados

5.4.3. Funcion renal
No se observaron diferencias significativas entre grupos en la funcion renal en el

periodo de tratamiento.

El control de las variables: tratamiento anticalcineurinico, tratamiento con MMF,
microalbuminuria, tratamiento con hipotensores, tratamiento con ARA Il, proteinuria,
hiperparatiroidismo, habito tabaquico o enfermedad cardiovascular, no mostrd

variacion en la significacion obtenida previamente.

5.5. Estudio de correlaciones
En este momento del estudio sigue afirmandose la correlacion significativa y
negativa entre la Creatinina sérica y GPx plasmatica estudiando el conjunto de pacientes,
r=-0.259, p=0.026. No se encontr6 correlacion con entre GPx y GR en este momento.
Realizando el analisis por grupos, encontramos:
¢ Grupo 1: Relacion significativa e inversa entre GPx en relacion a proteinas
y creatinina, r=-0.444, p=0.034, y en la misma direccion, GPx en relaciéon a
proteinas y GR, r=-0.429 p=0.041.
¢ Grupo 2: GPx en relacion a proteinas se asocia a creatinina, r=0.495
p=0.012.
¢ Grupo 3: Se pierde correlacion entre GPx y creatinina, sin embargo
encontramos correlacion positiva significativa entre GPx en relacion a

proteinas y HDL, r=0.495 p=0.012.
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Tablas

Tabla de estudio preliminar. Comparacion de parametros de estrés
oxidativo y lipidico entre grupo de pacientes trasplantados (n=67) y

controles sanos (n=14)

Grupo trasplante Grupo control Significacién
—————————————————————————————————————————————————————————————————
Apolipropoteina A 168.544 161.848 0.32
Apolipoproteina B 102.282 185.354 0.014
Colesterol total 236.062 193.603 0.67
(mg/dl)
HDL (mg/dl) 68.282 63.301 0.11
LDL (mg/dl) 161.373 125.485 0.002
Triglicéridos (mg/dl) 133.829 81.364 0.000
Creatinina (mg/dl) 1.56 0.890 0.001
Acido trico (mg/dl) 7.27 6.246 0.19
Cats:g‘fi (1K0g;mg 7.494 6.792 0.10
SOD (U/mg/prot) 169.283 180.988 0.36
MDA (umol/L) 2.565 1.444 0.012
MDA (pmol/mg prot) 36.015 9.980 0.003
MDA (LrgT)O'/mg 1.718 1.207 0.15
GPx (umol/L) 136.766 143.280 0.30
GPx(nmol/mg prot) 1.932 1.868 0.38
GPx (nmol/mg LDL) 90.959 117.77 0.06
Glutation reductasa 3.963 3.460 0.15
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Tablas

Tabla 1. Caracteristicas del donante y del trasplante

Desviacion
Media tipica Minimo Maximo Mediana
41.94 19.830 4 78 42.50
Edad donante
Isquemia fria
16.62 4.877 7 26 17.00
(horas)
Tabla 2. Caracteristicas del receptor.
Desviacion
Media tipica Minimo Maximo Mediana
46.73 13.787 20 73 48.00
Edad receptor
Tiempo en didlisis
37.62 49.862 2 228 20.50
(meses)
Tiempo de trasplante
5.036 4.292 1 18 3.00
(afios)
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Tablas

Tabla 3. Porcentaje de enfermos seguin numero de incompatibilidades

inco’r\lwwupn;ﬁ[)?Ii%Zdes Frecuencia Porcentaje
1 2 2.8
2 7 9.9
3 17 23.9
4 27 38
5 16 22.5
6 1 1.4
7 1 1.4
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Tablas

Tabla 4. Diferencias en la actividad catalasa segun habito tabaquico

Media
) Catalasa | Desviacion . ) Significacion
Frecuencia ) Minimo | Maximo
KU/mg tipica
prot 10°

Fumador 18 6.883 1.210 5.060 11.409
No fumador 36 7.669 1.308 4.665 8.612 p=0.057

Exfumador 20 7.734 1.074 5.885 11.145
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Tablas

Tabla 5. Diferencias en GPx en cuanto a haber padecido infeccién por CMV

Media o
Desviacion
GPx . Minimo | Méaximo | Significacion
tipica
pmol/l
CMV 122.615 14.940 101.028 | 144.095
p=0.047
No CMV 140.984 26.605 88.650 | 237.475

Tabla 6. Diferencias en GR en cuanto a haber padecido infeccion por CMV

Media GR Desviacion . . L »
5 . Minimo | Maximo | Significacion
mmolesx10°/mg tipica
CMV 5.334 1.142 3.140 6.760
NG p=0.002
3.934 1.238 1.550 7.320
CMV
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Tablas

Tabla 7. Diferencias en GR segun haber presentado FRI

) Media GR Desviacion . . o
Frecuencia . . Minimo | Maximo | Significacion
mmolesx10°/mg tipica
FRI 22 4.619 1.370 2.810 7.320
p=0.028
No FRI 52 3.891 1.238 1.550 7.003
Tabla 8. Datos de GPx segun haber presentado FRI
Media -
) Desviacion ; . S
Frecuencia GPx - Minimo | Méximo | Significacion
ipica
pmol/l :
FRI 22 133.520 19.045 97.204 | 172.673
p=0.213
No FRI 52 141.763 28.086 88.650 | 237.475
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Tablas

Tabla 9. Diferencias de GPx segun presentar o no microalbuminuria.

Microalbu- Media Desviacion ) S
- N i Minimo | Maximo | Significacion
minuria GPx ( umol/l) tipica
No 41 145.778 27.725 99.416 | 237.475
p=0.010
Si 34 130.341 21.525 88.650 | 237.475
P e —
Media
GPx/prot
(nmol(mg prot)
No 41 2.418 0.737 1.443 4.370
p=0.002
Si 34 1.949 0.497 1.295 3.450
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Tablas

Tabla 10. Funcion renal y microalbuminuria

creatinina

Cockroft

MDRD

Mn'fI rnouarlit;u N Media De?i\rl)iia(l:(;ién Minimo | Maximo
T ———S—€—€———ti—
NO 41 1.339 0.414 0.58 2.40
Si 34 1.648 0.332 1.03 2.38
I —
NO 41 | 66.630 22.677 29.28 133.69
Sl 34 | 54.138 17.595 31.03 101.00
T —§—S—$R—$—§$—§—§—§—§—§—§—§$—§—§$—§$—$—$—$—$—$—§—§—§—§$§@—§@—§@—@—--§
NO 41 | 51,045 18.667 22.90 112,33
Sl 34 | 50,544 15.950 26.14 92,78

Significacién

p=0.001

p=0.011

p=0.902
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Tablas

Tabla 11.

Parametros

de

estrés

oxidativo

microalbuminuria segun tratamiento con ARA Il

en pacientes

con

Desviacion

ARA I Media tipica Minimo Méximo | Significacién
catalasa NO 7.677 1.662 5.543 11.409
KU/mg p=0.367
prot*10-2 Sl 7.270 0.763 6.221 8.787
SOD U/mg NO 183.068 50.606 112.646 | 306.935 10329
prot sI 166.828 44.677 72.340 | 258.439
NO 2.227 1.011 .994 4.615
Mda -
micromoles/I| p=0.842
SI 2.164 .8160 1.077 3.667
Mda NO 32.466 13.304 14.093 62.709
pmoles/mg p=0.902
proteinas Sl 33.090 15.870 14.173 66.546
Mda NO 1.577 0.845 .632 3.515
mmoles/mg p=0.375
LDL Si 1.354 0.569 468 2.382
NO 127.078 18.904 88.650 152.145
micrgrz)élesll p=0.385
Sl 133.605 23.993 105.455 | 202.860
GPX NO 1.900 0.471 1.295 3.450
nmoles/mg p=0.586
prots Si 1.996 0.533 1.361 3.010
GPX NO 89.422 27.168 59.140 151.667
nmoles/mg p=0.628
LDL Sl 84.734 28.725 49.519 153.206
NO 4.0434 1.547 1.550 7.320
Glutation red p=0.941
SI 4.079 1.197 1.800 5.804

-126 -




Tablas

Tabla 12. Diferencia de actividad SOD en pacientes con y sin tratamiento

con hipotensores

Media o
Desviacion
Frecuencia | SOD (U/mg . Minimo | Maximo | Significacion
ipica
prot) P
No
] 16 188.451 49.536 102.960 | 306.935
hipotensores
p=0.042
Si
) 59 164.377 38.865 72.340 | 258.439
hipotensores

Tabla 13. Diferencia de actividad SOD en pacientes tratados o no con ARA

Il'y que no presentan microalbuminuria.

Media Desviacion
N ; Minimo | Méximo | Significacion
SOD tipica
ARA I 5 195.242 36.640 137.262 | 236.010
p=0.050
No ARA Il 36 160.807 35.515 102.96 246.50
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Tablas

Tabla 14. Parametros de estrés oxidativo y tratamiento anticalcineurinico

(IC)
Desviacion
IC Media . Minimo | Maximo | Significacion
tipica
TRL 173.172 40.404 72.340 | 258.439
SOD p=0.413
CsA 165.100 44.450 102.96 | 306.935
TRL 2.153 0.874 0.878 4.013
MDA p=0.318
CsA 2.365 0.953 0.994 4.615
TRL 37.224 19.996 11.804 82.110
MDA/prot p=0.540
CsA 34.780 12.724 14.093 62.709
TRL 135.407 21.235 88.650 | 189.980
GPx p=0.222
CsA 142.847 30.847 95.393 | 237.475
TRL 2.273 0.735 1.295 4.370
GPx/prot p=0.340
CsA 2.122 0.600 1.433 4.120
TRL 3.992 1.195 1.550 6.690
GR p=0.421
CsA 4.237 1.432 1.800 7.320
TRL 7.743 1.073 5.543 11.409
Catalasa p=0.052
CsA 7.181 1.392 4.665 11.145
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Tablas

Tabla 15. Funcion renal y tratamiento anticalcineurinico.

] Desviacion ] ] o
IC Media . Minimo | Maximo | Significacion
tipica
Creatinina TRL 1.443 0.3764 0.90 2.34
p=0.412
(mg/dL) CSA 1.522 0.4435 0.58 2.40

Cockroft

(ml/min)

TRL
CSA

64.919
56.202

22.542
19.027

31.03
29.28

133.69
106.46

p=0.078

MDRD

(ml/min)

TRL
CSA

49.631
52.249

19.194
15.049

22.90
27.08

112.33
96.49

p=0.520
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Tablas

Tabla 16. Diferencias de Apo B y LDL en pacientes tratados o no con

farmacos antihipertensivos

Media L
) Desviacion ) ) o
Frecuencia Apo . Minimo | Maximo | Significacion
ipica
B(mg/dL) P
No
] 16 85.752 26.129 49.16 146.40
hipotensores
p=0.025
Si
59 100.374 21.702 34.28 151.13

hipotensores

e —
Media

LDL (mg/dL)

No
) 16 124.136 43.830 68.25 234.36
hipotensores
= p=0.011
i
59 159.134 48.160 45.34 277.57

hipotensores
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Tablas

Tabla 17. Parametros lipidicos segun el tratamiento anticalcineurinico

establecido.
Desviacion
IC Media . Minimo | Maximo | Significacion
tipica
TRL 152.877 28.813 84.35 213.33
ApoA p=0.023
CsA 169.797 34.132 98.39 246.87
TRL 91.134 25.506 34.28 151.13
ApoB p=0.012
CsA 104.635 18.122 72.29 146.40
TRL 212.765 53.699 113.15 354.34
Colesterol total p=0.007
CsA 245.443 47.465 151.34 355.63
TRL 61.911 15.972 27.66 105.52
HDL p=0.033
CsA 70.588 18.635 36.94 110.63
TRL 137.453 49.571 45.34 277.57
LDL p=0.005
CsA 168.808 43.407 83.93 268.53
o TRL 131.279 48.362 60.51 281.77
Triglicéridos p=0.922
CsA 130.282 37.080 60.41 229.95
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Tabla 18. Tabla de correlaciones entre caracteristicas de donante - receptor y perfil oxidativo

edad anos GPX ..
edad donante | de Tx SOD Mda GPX Jprot GR creatinina
edad
edad o
donante 476()

afos de Tx ,019

SoD -196 | -059 | -016
Mda 189 | -025 | ,046 | -167

GPX 218 | -277(*) | 139 | -084 | ,200

GR 066 | ,238(*) | -188 | ,139 | -099 | -294(*) | 099
Creatinina | ,072 | 475(*) | -007 | ,011 | -037 | -319(**) | -256(*) | 074

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla 19. Tabla de correlaciones entre caracteristicas de donante - receptor y perfil lipidico

edad dc?ggr?te 329; apo A | apo B CT HDL LDL TGL creatinina
edad
donante_| 477"
anos de Tx ,019
Apo A ,068 -194 | ,394(*)
Apo B ,235(%) ,207 ,276(%)
CT ,257(%) ,090 ,348(**)
HDL ,191 -120 | ,308(*%)
LDL ,286(*) ,098 ,353(**)
Triglicéridos -,033 ,052 ,051
creatinina ,072 AT4(*%) | -,007 -,097 | ,382(**) | ,327(*) | -,093 | ,367(*)

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla 20. Correlaciones entre perfil lipidico y perfil oxidativo.

Apo A Apo B CT HDL-col | LDL-col TGL SOD Mda GPX GR
apo A
Apo B
CT
HDL-col
LDL-col
TGL
SOD -,250(*) -170 | -,233(*) | -,243(*) | -,206 ,043
MDA 17 ,007 ,107 ,161 -,024 -,003 -,167
GPX ,285(*) ,047 ,167 ,318(*%) ,072 -,059 -,084 ,200
GR -,256(*) ,082 -,023 -,250(%) ,022 74 ,139 -,099 | -,235(%)

** La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
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Tablas

Tabla 21. Analisis bivariante IMT y variables del receptor

Variable Kruskal-Wallis
Edad p=0.006
Afos de
p=0.469
trasplante
Meses de
o p=0.725
dialisis
Variable Significacién*

Sexo p=0.103
Fumador p=0.095
FRI p=0.552

CMV p=1
Necesidad de hipotensores p=0.030
Microalbuminuria p=0.589
Tratamiento anticalcineurinico p=0.861

* Chi cuadrado o estadistico de Fisher segun corresponda.

-135-



Tablas

Variable Kruskal-Wallis
Edad
p<<0.01
Afios de
p=0.560
trasplante
Meses de dialisis p=0.847

Variable Significacién*
Sexo p=0.638
Fumador p=0.615
FRI p=0.603
CMV p=0.725
N° hipotensores p=0.368
Microalbuminuria p=0.810
Tratamiento anticalcineurinico p=0.233

* Chi cuadrado o estadistico de Fisher segun corresponda.
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Tablas

Tabla 23. Analisis bivariante: calcificacion y variables del receptor

Variable Kruskal- Wallis
Edad p<<0.01
Afos de
p=0.297
trasplante
Meses de didlisis p=0.241

Variable Significacion*
Sexo p=0.814
Fumador p=0.147
FRI p=0.299
CMV p=0.493
N° hipotensores p=0.370
Microalbuminuria p=0.353
Tratamiento anticalcineurinico p=0.343

* Chi cuadrado o estadistico de Fisher segun corresponda.
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Tablas

Tabla 24. Analisis bivariante: estenosis y variables del receptor

Variable Kruskal-Wallis
Edad p<<0.01
Afios de
p=0.560
trasplante
Meses de dialisis p=0.847

Variable Significacion*
Sexo p=0.836
Fumador p=0.088
FRI p=0.280
CMV p=1
N° hipotensores p=0.228
Microalbuminuria p=0.095
Tratamiento anticalcineurinico p=0.920

* Chi cuadrado o estadistico de Fisher segun corresponda.
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Tablas

Tabla 25. Concentraciones de lipidemiay lesiones de ateroma en carétida.

Lesion ateroma Media Desviacion tip Significacion

No 151.663 31.658

Apo A p=0.103
Si 163.854 29.990
No 86.156 21.835

Apo B p=0.002
Si 103.060 21.318
No 201.425 41.350

Colesterol total p=0.001
Si 241.150 52.114
No 59.815 116.119

HDL p=0.030
Si 68.663 16.963
No 125.391 34.606

LDL p<<0.01
Si 166.619 49.955
No 131.990 45.957

Triglicéridos p=0.810
Si 129.444 42.325

- 139 -




Tablas

Tabla 26. Concentraciones de lipidemiay calcificaciones carotideas.

Calcificacion Media Desviacion tip Significacion

No 152.464 32.139

Apo A p=0.102
Si 164.418 29.415
No 90.320 24.847

Apo B p=0.038
Si 101.560 20.268
No 208.909 50.264

Colesterol total p=0.012
Si 239.184 49.525
No 60.426 16.542

HDL p=0.031
Si 69.050 16.738
No 132.510 43.729

LDL p=0.004
Si 165.085 48.251
No 135.377 51.500

Triglicéridos p=0.393
Si 126.553 36.172
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Tablas

Tabla 27. Funcion renal en pacientes e IMT carotidea

. Desviacion T
IMT Media o Significacion

tipica
IMT<1mm 1,4539 0.40922

Creatinina p=0.122
IMT21 mm 1,6247 0.33746
IMT<1mm 62,1916 22.27841

Cockroft p=0.163
IMT21 mm 53,9712 16.09868
IMT<1mm 51,1462 18,65243

MDRD p=0.873
IMT21 mm 50,3696 12,43921

Tabla 28. Funcion renal y lesiones de ateroma carotideas

] ] Desviacion S
Lesiones de ateroma Media o Significacion
tipica
o No 1,3550 0.30892
Creatinina p=0.018
Si 1,5800 0.42539
No 67,5825 24.49609
Cockroft p=0.019
Si 55,7318 17.64572
No 50,5337 14,84946
MDRD p=0.868
Si 51,2339 18,86356
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Tablas

Tabla 29. Funcion renal y calcificaciones carotideas.

Desviaciéon
Calcificaciones Media . Significacion
tipica
No 1,4119 0.33739
Creatinina p=0.122
Si 1,5576 0.43308
No 65,7297 23.98008
Cockroft p=0.051
Si 56,0217 17.89256
No 51,4223 18,07099
MDRD p=0.844
Si 50,6087 16,94370
Tabla 30. Funcion renal y estenosis carotidea.
Desviaciéon
Estenosis Media . Significacion
tipica
No 1,4898 0.40561
Creatinina p=0.914
Si 1,5004 0.39260
No 62,2896 23.30660
Cockroft p=0.293
Si 56,8489 16.84594
No 50,8191 18,09473
MDRD p=0.926
Si 51,2145 16,26973
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Tablas

Tabla 31. Prueba para muestras relacionadas. Parametros

oxidativo tras 6 meses sin tratamiento.

de estrés

Tiempo Media Desviacion tip. Significacion
Catalasa KU/mg Basal 7.44779 1.414320 0820
prot * 10 p=v,
Tl 7,41203 0,916119
Basal 166.75189 41.319788
SOD U/mg prot p=0,678
Tl 168,43932 34,282671
Basal 2.28445 1.050911
MDA pmol/l p=0,954
Tl 2,29550 0,934037
MDA pmol/mg Basal 31.71479 14.287564 <001
prot T1 53,23263 23,053532
Basal 137.18379 26.154663
GPx umol/l p=0,394
Tl 141,09768 22,148414
Basal 1.88834 0.327653
GPx nmol/mg 0<<0,01
prot T1 3,26553 0,658933
GR Basal 3.8371 1.17175
mmolesx10*/mg p=0,027
Tl 4,36018 1,316010
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Tabla 32. Prueba para muestras relacionadas. Parametros lipidicos tras 6

meses sin tratamiento.

Tiempo Media Desviacion tip. Significacion
. . Basal 166.5149 28.31983
Apolipoproteina _
p=0,024
A (mg/dL)
T1 156.4244 32.04082
AoelEEaEiEia Basal 95.9595 19.18508
B (mg/dL) p<<0,01
T1 86.0215 15.00913
Basal 222.1405 43.67976
Colesterol total =0.020
(mg/dL) p=0,
T1 208.1074 30.98272
Basal 66.0377 17.30526
HDL (mg/dL) p=0,012
Tl 59.2018 15.91014
Basal 147.9862 37.97822
LDL (mg/dL) p<<0.01
T1 119.4787 25.58302
S Basal 136.8662 39.41436
Triglicéridos =0.031
(mg/dL) p=C,
T1 120.4697 40.89958
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Tabla 33. Funcién renal Basal y T1 (6 meses)

Tiempo Media Desviacion tip. Significacion
Creafin Basal 1.451 0.358
reatinina _
(mo/dL) p=0.841
T1 1.457 0.406
RS Basal 64.619 21.318
ockroft-Gault _
(ml/min) p=0.277
T1 63.372 20.784
Basal 48.692 18.245
MDRD (ml/min) p=0.433
T1 47.840 17.271
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Tabla 34. Parametros de oxidacién en grupo 1 (estatinas) en los primeros

6 meses de tratamiento.

Perfil oxidativo Media Desl/ilstcmn Significacion
catalasa KU/mg Basal 7.632 1.343 0,828
rot*10-2 . p=%

P Post-estatinas 7,680 1,025
Basal 176.291 47.129

SOD U/mg prot p=0,120
Post-estatinas 163,099 32,255
Basal 2.048 0.7185

Mda micromolesl/I p=0,009
Post-estatinas 2,785 1,0122
Basal 30.261 12.647

Mda pmoles/mg 0<<0.01
proteinas Post-estatinas 64,152 25,092

Basal 137.830 28.895 _

GPX micromoles/I p=0,726
Post-estatinas 135,170 14,893
Basal 1.999 0.415

GPX nmoles/mg prots p<<0.01
Post-estatinas 3,082 0,457
Basal 4115 1.375

Glutation red p=0,449
Post-estatinas 4,320 1,352
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Tabla 35. Parametros lipidicos en grupo 1 (estatinas) en los primeros 6

meses de tratamiento.

Perfil lipidico Media DESHEEId Significacion

tipica.
Basal 264.965 53.809

colesterol total p=0,001
Post-estatinas 229.060 36.296
Basal 171.970 32.959

apolipoprot A p=0,447
Post-estatinas 178.190 38.887
Basal 115.231 19.041

apolipoprot B p<<0.01
Post-estatinas 88.618 15.639
Basal 72.011 18.520

HDL-col p=0,960
Post-estatinas 71.791 17.216
Basal 191.53 50.044

LDL-col p<0.01
Post-estatinas 136.704 25.843
Basal 129.285 49.325

triglicéridos p=0,393
Post-estatinas 123.355 42.963
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Tabla 36. Funcién renal en grupo 0 (control) y 1 (estatinas) en el momento

basal
Grupo N Media DeS,VI.aCIOH Significacion
tipica
0 37 1.426 0.326
Creatinina p=0.117
1 21 1.616 0.480
0 37 66.482 20.251
Cockroft p=0.003
1 21 50.570 15.829
0 37 48.386 18.920
MDRD p=0.396
1 21 52.478 14.587

Tabla 37. Funcion renal en todos los pacientes (grupo Oy 1 de TO (basal) a
T1 (6 meses))

N Media DeS,VI.aCIOI’] Significacion

tipica

Creatinina 58 1.495 0.395
p=0.143

Creatinina.l 58 1.530 0.426

Cockroft 58 60.721 20.160
p=0.023

Cockroft.1 58 58.303 19.637

MDRD 58 49,868 17,455
p=0.259

MDRD.1 58 48,373 15,992

Tabla 38. Cambio de creatinina de TO (basal) a T1 (6 meses) segln grupo

Tiempo Media DeiY'?‘C'O” Significacién

ipica
Creatinina 1.451 0.358

Grupo O p=0.841
Creatinina.1 1.457 0.406
Creatinina 1.616 0.480

Grupo 1 p=0.053
Creatinina.1 1.704 0.456
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Tabla 39. Correlacién GPx, creatinina, GRy HDL en T1 (tras 6 meses)

Creatinina.1l GPx.1 GPx/prot.1 GR HDL
Creatinina.l
GPx.1 -.216*
GPx/prot -,286* ,816™*
HDL -.069 .055 -.021 .090

** La correlacioén es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacién es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla 40. Comportamiento de las proteinas en los 3 grupos de T0Oa T1

grupo Media Desv. tip. Significacion
1 4,448 0,447
[proteinasl] 2 4,343 0,410
3 4,438 0,453
p=0.195
1 4,367 0,388
[proteinas?2] 2 4,483 0,532
3 4,491 0,525
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Tabla 41. MDA y MDA/prot en grupo 1 (estatinas) en los tres

momentos del estudio.

Tiempo Media Defi\gii(;én Significacion
TO 2113 0.716
MDA T1 2.835 0.966 p=0.002
T2 1.950 0.607
TO 31.334 12.753
MDA/prot T1 65.323 23.922 p<<0.001
T2 45.915 16.525

Tabla 42. GPx en el grupo 1 en los tres momentos del estudio

Tiempo Media Defi\giigén Significacion
T0 139.661 29.819
GPx T1 134.315 15.391 p=0.016
T2 140.788 22.216
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Tabla 43. Perfil lipidico en el grupo 1 (estatinas) en los tres momentos del

estudio.
Tiempo Media Desviacion tip Significacion
TO 172.547 34.685
Apo A T1 178.676 37.748 p=0.265
T2 163.779 20.195
TO 114.309 19.825
Apo B T1 88.029 14.602 p<<0.01
T2 79.042 19.101
TO 264.005 56.628
Colesterol total T 226.627 35.614 p<<0.01
T2 209.074 40.855
TO 189.924 51.905
LDL T1 135.235 25.205 p<<0.01
T2 115.208 34.059
TO 72.894 19.229
HDL T1 71.677 17.019 p=0.893
T2 70.467 15.254
TO 125.168 49.202
Triglicéridos T1 122.450 45.057 p=0.708
T2 117.393 35.882
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Tabla 44. Funcion renal en el grupo 1

Tiempo Media | Desviaciontip | Significacién
TO 1.570 0.473
Creatinina (mg/dl) T1 1.661 0.457 p=0.572
T2 1.551 0.454
e —
TO 51.561 16.004
Cockroft (m/min) T1 47.270 12.511 p=0.156
T2 57.438 23.376
e —
TO 53.825 14.698
(ml /mlvilr? ,T_%mz) T1 54.304 18.036 p=0.206
T2 46.455 17.148
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Tabla 45. Perfil oxidativo de T1 a T2 (8 meses) en grupo 2 (estatinas y

NAC)
Tiempo Media Desviacion tip. Significacion

T1 7.452 0.838

Catalasa p=0.715
T2 7.390 0.707
T1 164.283 32.244

SOD p=0.339
T2 162.053 27.540
T1 2.449 0.940

MDA p=0.669
T2 2.352 0.601
T1 56.793 22.647

MDA/prot p=0.614
T2 54.009 17.733
T1 134.512 21.131

GPx p=0.289
T2 139.802 20.058
T1 3.135 0.658

GPx/prot p=0.882
T2 3.162 0.610
T1 4.234 1.402

GR p=0.494
T2 4.388 1.388
T1 27.268 5.977

Nitratos p=0.986
T2 27.258 5.515
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Tabla 46. Perfil lipidico en el grupo 2 (T1-T2)

Tiempo Media Desviacion tip Significacion

T1 158.850 30.862

Apo A p=0.327
T2 164.633 30.948
T1 86.478 14.231

Apo B p<<0.01
T2 68.511 15.537
T1 211.037 32.572

Colesterol total p=0,001
T2 186.874 34.718
T1 123.855 26.265

LDL p<<0,01
T2 95.599 25.750
T1 62.890 13.900

HDL p=0.037
T2 68.189 18.723
T1 107.718 29.688

Triglicéridos p=0.058
T2 99.340 25.129
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Tabla 47. Funcion renal en el grupo 2 (T1-T2)

Tiempo Media Desviacion tip Significacién
Creatinina T1 1.42 0.393
(mg/dL) p=0.357
T2 1.37 0.448
e —
T 63.968 19.363
Cockrpft 0=0.167
(ml/min)
T2 66.408 20.542
P — —§—§—§—S—$—§—§—§—§—§—@—S—thh—_—_
T1 53.455 15.084
MDRD _
(ml/min/1.73) p=0.067
T2 56.619 17.827
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Tabla 48. Perfil oxidativo en grupo 3 (NAC)de T1a T2

Tiempo Media Desviacion tip. Significacion

T1 7.401 0.837

Catalasa p=0.570
T2 7.303 0.698
T1 166.043 38.136

SOD p=0.181
T2 171.322 36.286
T1 2.307 0.900

MDA p=0.782
T2 2472 0.938
T1 52.693 21.455

MDA/prot p=0.773
T2 51.071 16.251
T1 149.811 20.352

GPx p=0.230
T2 143.435 22.068
T1 3.405 0.560

GPx/prot p=0.205
T2 3.251 0.715
T1 4.635 1.172

GR p=0.032
T2 4.135 1.330
. T1 166.043 38.136

N|t_ra_tos y 0=0.181
nitritos T2 171.322 36.286
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Tabla 49. Perfil lipidico en grupo 3 (T1-T2)

Tiempo Media Desviacion tip Significacién

T 141.990 30.753

Apo A p=0.077
T2 154.642 30.672
T 81.455 20.552

Apo B p=0.607
T2 79.750 20.130
T 198.816 40.203

Colesterol total p=0.278
T2 207.203 43.710
T 112.577 32.873

LDL p=0.376
T2 118.181 34.506
T 54.831 16.261

HDL p=0.013
T2 61.818 16.750
T 132.021 49,982

Triglicéridos p=0.331
T2 121.666 40.417
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Tabla 50. Funcion renal en el grupo 3 (T1-T2)

Tiempo Media Desviacion tip Significacion
Creatinina T 1.411 0.391
(mg/dL) p=0.043
T2 1.308 0.300
P —§—S—§—§—§—§—§—$—$R§—§n—§—§—§—R——§——§—S—S$@§;:.(
Cockroft T 64.630 24.812 )
(ml/min) p=0.012
T2 69.246 25.780
e —
T1 55.340 16.133
MDRD _
(mI/min/1.73) p=0.042
T2 58.928 15.297
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La existencia de desequilibrio entre factores prooxidantes y antioxidantes,
denominado estrés oxidativo, estd siendo investigada en la enfermedad renal cronica
desde sus estadios iniciales (Kaysen y Eiserich 2004) hasta los finales (Galle 2001;
Vaziri 2004), y mas alla en las técnicas de depuracion extrarrenal (Locatelli y cols 2004)
y trasplante renal, situacion en la que se centra el estudio actual.

El estudio y control del aumento de estrés oxidativo podria permitir el
enlentecimiento en la progresion de la aterosclerosis y por tanto de la patologia
cardiovascular. En el caso de la enfermedad renal y trasplante renal, queda por demostrar
si su control tendria ademds efecto beneficioso sobre el deterioro de la funcién renal y
NCIL

Previo al estudio del que es objeto este trabajo realizamos uno preliminar para
determinar el perfil oxidativo de la poblacion trasplantada frente a un grupo control sano,
estudiandose 67 pacientes trasplantados renales y 14 controles sanos, con los mismos
criterios de inclusion y exclusion del actual. En dicho estudio se objetivd un aumento
significativo de peroxidacion lipidica determinada por MDA (p=0.012) y un descenso de
actividad antioxidante (no significativo), representada por GPx (p=0.30) en los pacientes
trasplantados frente a los controles sanos (Moreno y cols 2005), coincidiendo con otros
grupos de trabajo como Pérez Fernandez y cols (2002) que describen un aumento de
MDA eritrocitario en pacientes trasplantados renales frente a grupo control, mientras que
la actividad antioxidante enzimatica varia segun la etapa postransplante estudiada,
presentando un “despertar” antioxidante en el postransplante precoz (Pérez Ferndndez y

cols 2002; De Vega 2003) para luego estabilizarse (Cristol y cols 1998).

1. COMENTARIOS SOBRE ESTUDIO BASAL.
El estudio de las caracteristicas de donante y receptor, y de aquellos factores de la
evolucion en el trasplante renal, en relacion con parametros de estrés oxidativo y lipidico,

nos puede permitir conocer aquéllos que serian susceptibles de actuacion.

1.1. Descriptivos
1.1.1. Caracteristicas del donante
La edad media de donantes fue 41.94 + 19.83 afios, y se observa un predominio

de donantes varones (58.7%). La oxidacidn estd estrechamente relacionada con la edad y

- 161 -



Discusion

el envejecimiento celular de forma fisiologica (Troen 2003), a mayor edad del donante, la

posibilidad de dafios oxidativos preexistentes esta presente.

La causa de exitus mas frecuente en el donante es la enfermedad cerebrovascular
y traumatismo craneoencefalico frente a otras, y entre ellas actualmente apenas existe
diferencia, con una tendencia en los ultimos afios a un incremento de la enfermedad
cerebrovascular, debido al aumento de donantes afiosos (Oppenheimer y cols 2004). En
nuestra muestra estudiada encontramos el mismo porcentaje de donantes fallecidos por

ECV que por TCE, 46.7 % en ambos casos.

1.1.2. Caracteristicas del receptor

En el caso del receptor, la media de edad de los pacientes estudiados fue 46.73 +
13.78 afios y la distribucion de pacientes segun sexo fue muy similar, siendo mujeres el
54.7%, y varones el 45.3 %. La puntualizacion que se podria hacer en cuanto al sexo,
tanto de donante y sobre todo de receptor, es la existencia de estudios in vitro de una
posible capacidad antioxidante intrinseca de los estrogenos y de los beneficios de terapia
antioxidante durante la menopausia, lo que llevaria a pensar en una proteccion mayor en
el sexo femenino (Pansini y cols 2005).

Estudiando en nuestros enfermos la correlacion entre las edades de donante y
receptor podemos observar una correlacion positiva (r=0.476) y significativa (p<0.01),
indicando una buena coordinacién entre la edad del donante y del receptor, siguiendo la
tendencia actual ante la mayor frecuencia de donantes afiosos (Oppenheimer y cols
2004). Por otra parte observamos la asociacion entre edad del donante y creatinina sérica
del receptor, presentandose cifras mayores de creatinina sérica en edad de donante mayor
(r=0.475, p<<0.01), ya que la edad del donante se considera un predictor importante de

NCI (Oppenheimer y cols 2004).

La causa mas frecuente de enfermedad renal cronica de los paises desarrollados
en el momento actual es la diabetes mellitus, por el aumento de incidencia de esta
patologia y, en concreto, el aumento diagnostico de la diabetes mellitus tipo 2 en una
poblacion con una edad media cada vez mayor (US Renal Data System 1999; Garcia
Loépez y cols 1999). La poblacion trasplantada a pesar de la tendencia a una edad media

mayor, sigue siendo mas joven que el total de los enfermos renales crénicos por lo que la
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distribucion etioldgica es distinta. En los estudios realizados sobre estrés oxidativo en
trasplante se excluye la diabetes mellitus para descartar su efecto oxidativo intrinseco. En
nuestro estudio el grupo de patologia predominante fue la glomerular, coincidiendo con
la mayoria de los grupos de trasplante, seguida de la intersticial.

La proporcion de individuos que habian sido tratados con cada una de las técnicas
de hemodialisis fue en el caso de hemodialisis convencional 89.3%, y dialisis peritoneal
10.7%. La tendencia actual en centros con unidad de DP, dado que no existe evidencia de
que una técnica sea mas efectiva que la otra (Prichard 2000), es una proporcion HD/DP,
60%/40%. En el grupo estudiado habria que tener varias consideraciones ante la
desproporcion de ambas técnicas, la primera de ellas seria que el area de trasplante de
Granada incluia en el momento del estudio dos provincias con funcionamiento distinto
del programa de DP, y segundo, la no existencia de una unidad de didlisis peritoneal
completamente dotada de personal en los afios previos al estudio.

En hemodialisis los factores de desequilibrio oxidativo son: un aumento de
factores prooxidantes, frente a disminucion de capacidad antioxidante enzimatica y no
enzimatica. En el caso de la didlisis peritoneal, el aumento de AGEs seria otro factor mas
afiadido al proceso de inflamacion cronica, la edad o la incidencia de diabetes mellitus, y

que produce dafio peritoneal con alteracion de ultrafiltracion (Tauer y cols 2003).

El tiempo medio de depuracion extrarrenal en nuestros enfermos fue de 37.62 +
49.86 meses. Cada vez se van obteniendo mas datos de como la exposicion a membranas
no biocompatibles y liquidos de didlisis no ultrapuros, junto con factores como la
elevada incidencia de diabetes o la edad mas elevada y el estado inflamatorio cronico,
ejercen un aumento de actividad prooxidante y presentan descenso de capacidad
antioxidante enzimatica y no enzimatica (Locatelli y cols 2003). Este efecto prolongado

en el tiempo aumenta la morbimortalidad de los pacientes en dialisis.

La relacion entre el nimero de incompatibilidades HLA y estrés oxidativo en
trasplante no estd descrita. Nuestro grupo presentaba mayor porcentaje de individuos con
4 incompatibilidades (38%) y 3 incompatibilidades (23.9%), sin presentar relacion con

parametros oxidativos, ni lipidicos.
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El tiempo medio de trasplante fue de 5.036 afios (+ 4.292). Nuestros pacientes
presentaban un tiempo de trasplante mayor de un afio, debido a que nuestro objetivo era
estudiar el perfil oxidativo plasmatico dentro de un periodo de estabilidad. En el primer
afio postrasplante es cuando ocurren la mayoria de las incidencias infecciosas e
inmunologicas (funcién retardada del injerto, rechazo agudo, infeccion por CMV,
hiperglucemia,...) que pueden desestabilizar al paciente trasplantado, sin embargo se
tuvieron en cuenta, puesto que son factores de riesgo participantes en el desarrollo

posterior de la NCI (Sola y cols 2004; Pallardd y cols 2004).

La funcién retardada del injerto depende entre otros factores de tiempos optimos
de isquemia fria (la media de nuestros pacientes fue de 16.62 + 4.87 horas),
reanastomosis, masa corporal del receptor, edad del donante, donacion en parada cardio-
respiratoria y tratamiento de induccion. La incidencia de FRI en el estudio actual estaba
en un 29.7%, coincidiendo con la existente en Espana entre 1990-1994-1998 (30.4%-
30.8%-29.2%, respectivamente) en un estudio multicéntrico realizado por Sola y cols

(2004) en el contexto del estudio de factores de riesgo que influyen en la NCI.

Se observa con ¢l tiempo un descenso en la incidencia del rechazo agudo, sobre todo
debido a la introduccion de nuevos protocolos inmunosupresores. Una serie espaiola de
3356 trasplantados renales mostrada por Pallardé y cols (2004) describe un descenso de
incidencia de rechazo agudo desde 1990 (38%) a 1998 (25.1%). Nuestro grupo de
pacientes presentaba un porcentaje de rechazo agudo de 16%, teniendo en cuenta el
rango de época de trasplante comprendido entre 1985 y 2003, resultaria llamativo este

dato, sin embargo, hay que puntualizar que sélo 3 individuos fueron trasplantados en la

década de los 80.

1.2. Comentarios a las diferencias en perfil oxidativo y lipidico atendiendo a las
caracteristicas de donante y receptor.

El objetivo de este analisis es determinar qué factores de donante y receptor, y de la
evolucion del trasplante pueden producir un aumento de estrés oxidativo.

Los parametros de estrés oxidativo y lipidico no mostraron diferencias al considerar
el sexo del receptor en nuestros pacientes. Se describe un efecto protector de los

estrogenos en procesos degenerativos neuroldgicos como la enfermedad de Parkinson,
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debido entre otras causas a las propiedades antioxidantes de los mismos (Sawada y

Shimohama 2003).

Tampoco se mostraron diferencias al considerar la causa de exitus del donante,
causa de enfermedad renal cronica, tipo de diélisis y nUmero de incompatibilidades, no
hemos hallado referencias en la literatura en estos aspectos en cuanto al trasplante. Si se
describen procesos especificos de oxidacion y perfil lipidico en las distintas etiologias de
la enfermedad renal (Wardle 2005), pero no se tienen en cuenta en el estudio del paciente
una vez trasplantado. Algunos de los estudios realizados sobre estrés oxidativo en
trasplante renal especifican la etiologia de la ERC en los pacientes trasplantados (Vural y
cols 2005), quiza sea un dato menos relevante debido a la poca influencia que pueda
ejercer sobre el estrés oxidativo, frente a otros factores dominantes, como la insuficiencia

renal ya establecida asociada al riesgo cardiovascular o el tratamiento sustitutivo.

El estudio del rechazo agudo y estrés oxidativo en la literatura se orienta hacia el
analisis de ROS peritrasplante como valor pronostico de la aparicion de este trastorno
inmunoloégico. Kosieradzki y cols (2003) determinaron MDA y capacidad antioxidante
en suero y medio de conservacion del injerto renal en 27 donantes (en muerte cerebral), y
mostraban que aquellos receptores que sufrian rechazo agudo habian recibido injertos de
donantes con mayor concentracion sérica de MDA. Matsumoto y cols (2006) determinan
el nivel de 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG, oxidante derivado de la
deoxiguanosina) en la reperfusién del injerto, y relacionan una tasa de descenso mas
rapida de este radical con una menor incidencia de rechazo agudo. No encontramos
referencias en trasplante renal que relacionen el rechazo agudo como factor
predisponente de un aumento de estrés oxidativo en la evolucion posterior del trasplante.
En esta fase retrospectiva de nuestro estudio el haber padecido o no rechazo agudo no
suponia diferencias en el estado oxidativo del paciente. En trasplante hepatico Burke y
cols (2002) realizaron un estudio durante un afio en el que si analizaron el rechazo agudo
como factor influyente en el aspecto oxidativo, utilizando dinor-dihidro-isoprostano
F2alpha-III en orina como marcador oxidativo en relacién con los eventos clinicos. El
citado estudio concluye que el estrés oxidativo descendia en el postrasplante inmediato,
pero aumentaba independientemente de los eventos acaecidos en ese tiempo, incluyendo

el rechazo agudo, hasta casi alcanzar los niveles pretrasplante.
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El haber padecido hiperglucemia con necesidad de tratamiento hipoglucemiante, sélo
durante el primer afo, tampoco mostrdé diferencias. La hiperglucemia yatroégena
transitoria que puede ocurrir en el trasplante no parece tener efecto en el perfil oxidativo

plasmatico a largo plazo.

La administracion de acido folico y vitamina B12 esta dirigida al tratamiento de
niveles altos de homocisteina, aminoacido derivado de la metionina, considerado como
factor de riesgo de enfermedad cardiovascular, al inducir disfuncion endotelial y
aterosclerosis (Eikelbloom y cols 1999). También se considera que la homocisteina
puede aumentar los ROS y/o descender la defensa antioxidante (Massy y cols 2001). La
induccion de ROS conduciria a una activacion NF-kappaB y aumento de formacion de
nitrotirosina (Pérez de Arce y cols 2005). Por tanto, una reduccién de los niveles de
homocisteina conseguiria disminuir este efecto. En la enfermedad renal se ha demostrado
que las dosis habituales de vitamina B12 y acido folico no son suficientes para este
objetivo, requiriéndose dosis maximas para enfermos con enfermedad renal leve y
estable, entre los que incluiriamos a los enfermos trasplantados (Shemin y cols 2001;
Bostom y cols 2006).

En nuestro estudio transversal no encontramos diferencia significativa en parametros
de estrés oxidativo entre pacientes que toman estos farmacos y los que no los toman,

seria necesario hacer el estudio prospectivo enfocado a este tratamiento.

El hierro cataliza el paso de peroxido de hidrogeno a radical hidroxilo y la formacion
de anion superdxido mediante la reaccion de Fenton. Una sobrecarga de hierro podria
aumentar la formacion de dichos radicales (Emerit y cols 2001). En nuestro analisis no se
encuentra diferencia significativa de perfil oxidativo entre aquéllos tratados con hierro y
los que no, debemos tener en cuenta que la via de administracion utilizada en todos ellos
es la oral, que presenta menor disponibilidad de hierro que la intravenosa, utilizada mas

frecuentemente en otras terapias sustitutivas.

Los estudios en relacion con los agentes estimuladores de la eritropoyesis (ESA)
sugieren que el tratamiento con los mismos puede enlentecer la progresion de la
enfermedad renal cronica, a través de la reduccion de estrés oxidativo y el descenso de la

hipoxia, disminuyendo la destruccion de células tubulares (mediante propiedades
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antiapoptoticas), protegiendo del desarrollo de fibrosis intersticial y ejerciendo efecto
protector sobre las células endoteliales y de capilares intersticiales (Rossert y cols 2005).
Los eritrocitos son la mayor fuente de actividad antioxidante en sangre, mediante la
actividad enzimatica SOD, catalasa y glutation peroxidasa, y no enzimatica como
vitamina C, E y coenzima Q. Esta disminucion de proteccion antioxidante no puede
contrarrestar el aumento de actividad oxidativa provocado por la hipoxia y derivado de
los cambios en el metabolismo celular, metabolismo de catecolaminas y activacion
leucocitaria (Grune y cols 2000).

El perfil oxidativo de los pacientes estudiados no mostrd diferencias en cuanto a
tratamiento con ESA. Un pequefio nimero de los pacientes requeria tratamiento con
ESA. Por otra parte, los pacientes no tratados no lo estaban ya que presentaban cifras de
hemoglobina normales, por lo que no seria valorable un efecto del farmaco distinto de la
correccion de misma.

Ademas debemos tener en cuenta que nuestra determinacidon es plasmatica y no

eritrocitaria, donde se produce la actividad antioxidante dependiente del efecto de ESA.

Estudiamos 1la diferencia de perfil oxidativo segun la prevalencia de
hiperparatiroidismo, por ser factor predisponente claro para la formacion de
calcificaciones vasculares dependiendo de la hiperfosforemia y producto calcio-fésforo,
junto con la aterosclerosis y arteriosclerosis (Fort 2005). No hallamos referencias
bibliograficas en este sentido y nosotros tampoco encontramos relacion entre estrés

oxidativo y la presencia o no de hiperparatiroidismo en nuestro grupo de estudio.

Tampoco los perfiles lipidicos y oxidativos mostraban diferencia en los pacientes que
presentaban proteinuria frente a los que no la presentaban, si existia diferencia en la

funcion renal.

El aumento de estrés oxidativo es un factor etiopatogénico de la aterosclerosis y €sta
se plasma clinicamente en la morbimortalidad cardiovascular. Nuestros pacientes
presentaban poca prevalencia de clinica aterosclerdtica (6 pacientes), por lo que resultd

dificil analizar el perfil oxidativo seglin este parametro.
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Comentamos a continuacion las diferencias en el perfil oxidativo y lipidico que si se

detectaron al estudiar los siguientes factores:

El habito tabaquico es un factor de riesgo cardiovascular clasico y controlable, en
relacion con la oxidacion. Nuestros pacientes fumaban en un 24% de los casos, no en un
49.3% y habian abandonado el hédbito un 26.7%, los fumadores presentan un nivel de
catalasa significativamente menor que los no fumadores o exfumadores. Existe
controversia en este punto en los estudios neumologicos realizados en eritrocitos y tejido
pulmonar. Asi, encontramos estudios con elevacion de catalasa en eritrocitos humanos
(Agoroaei y cols 2003) y en ratas (Ozan y cols 2001), disminucion de catalasa en
eritrocitos humanos (Yildiz y cols 2002), aumento de actividad en células pulmonares
humanas (Kinnula y cols 2005), todo ello en individuos fumadores o expuestos a dicho
estimulo. De forma experimental estudios en plasma de ovejas expuestas a concentracion
de humo severa muestran un descenso de catalasa, glutation y vitamina E (LalLonde y

cols 1997).

El primer factor que describimos, en relacion con el trasplante, que podria influir de
forma negativa en el perfil oxidativo a largo plazo en los pacientes trasplantados renales
es la infeccion por CMV. Presentan mayor nivel sérico de GPx aquellos individuos que
no han padecido infeccion por CMV, y de forma inversa menor nivel sérico de GR,
frente a los que si la padecieron. En este estudio hay que tener en cuenta que existe una
correlacion significativa e inversa entre la creatinina sérica y la GPx (r=-0,319, p<0.01),
sin embargo la diferencia de funcidon renal, determinada por creatinina, Cockroft y
MDRD no existia entre ambos grupos, por lo que el efecto de la infeccion por CMV seria
independiente de la funcion renal.

Grahame-Clarke y cols (2003) relacionaron la infeccion por CMV con la patogenia
de la disfuncion endotelial, de forma independiente a la inflamacidon sistémica
(determinada por PCR) y sin interaccion con la diabetes en un estudio realizado en una
cohorte de 400 individuos, 199 diabéticos y 201 no diabéticos. En ellos se valord la
respuesta vasodilatadora a bradiquinina y gliceriltrinitrato (inhibidor de la NO sintasa),
asi como la presencia de calcificaciones arteriales coronarias segiin seropositividad o no
a CMV vy otros microorganismos. En los individuos seropositivos la respuesta

vasodilatadora era menor y la presencia de -calcificaciones mayor que en los
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seronegativos, indicando reactividad vascular anormal y un patron aterosclerdtico
aumentado en la infeccién por CMV.

En estudios experimentales en ratas se describe como esta influencia del CMV en el
dafio vascular se produce sin necesidad de la presencia del virus en la pared vascular
(Zhou y cols 1999).

Dada la relacion patogénica entre oxidacion y aterosclerosis, se puede sostener la
existente entre CMV y ROS, en trasplante cardiaco Weis y cols (2004) muestran un
mayor riesgo de aterosclerosis del trasplante en pacientes infectados por CMV, asociado
a un mayor nivel de dimetil arginina asimétrica (ADMA, inhibidora endégena de la NO
sintasa) y aumento de produccion de O, en cultivos celulares.

Existe controversia en estas consideraciones, por una parte Weis y cols (2004) se
plantean si realmente existe esa relacion causal o solo asociacion, y por otra Scholz y
cols (1996) consideran que la relacion pueda ser la inversa, es decir, que el aumento de
estrés oxidativo favorezca las condiciones para la replicacion e infeccion por
citomegalovirus. Este ultimo hecho podria estar determinado, por ejemplo, por un
descenso de la concentracion de thioles intracelular, como describen Vossen y cols
(1997) de forma experimental en ratas en las que determinaron la capacidad antioxidante
de distintas lineas celulares, la susceptibilidad a la infeccion por CMV vy el subsiguiente
dafio vascular. El estudio concluyd que un estado enddgeno redox de thioles aumentado
de dichas células, puede contribuir a una funcidon protectora de las células endoteliales
frente a la infeccion por CMV.

Sin embargo, la incidencia de infeccion por CMV es mds frecuente en la primera
etapa de trasplante, época en la que se describe el mayor descenso de parametros de
estrés oxidativo con respecto al pretrasplante (Pérez Fernandez y cols 2002). En nuestro
estudio el andlisis es retrospectivo con amplio margen de tiempo entre la infeccion por
CMV vy la determinacion analitica en una etapa de trasplante en la que la incidencia de
infeccién por CMV es muy baja, de hecho no se dio ningln caso, por lo que haber
padecido la infeccion se podria considerar como factor implicado en la menor

concentracion de GPx y mayor de GR.
De igual forma que ocurre con la infeccion por CMV, las referencias bibliograficas

sobre la relacion entre OS y funcion retardada del injerto van encaminadas al estudio de

los marcadores oxidativos como factores pronodstico de la FRI tras el dafio isquemia-
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reperfusion (Kosieradzki y cols 2003). En nuestros pacientes, la GR se mostraba
aumentada de forma significativa en aquéllos que habian padecido FRI, la GPx
presentaba comportamiento inverso aunque no significativo. La correlacion entre GR y
GPx fue significativa (p<0.05) e inversa con un coeficiente de correlacion r=-0.294.

En pacientes con enfermedad renal crénica, se ha descrito una disminucion de GPx y
GR con respecto a controles sanos, 48 horas tras el trasplante la GR presentaba aumento
plasmatico y la GPx un descenso, para en la primera y segunda semanas postrasplante
tener el comportamiento inverso (De Vega y cols 2003).

La GR, mediadora de la reaccion de reduccion de GSSG a GSH gracias a la via de las
pentosas, es una flavoproteina que provoca reduccion de la potencia de varias thiol
transferasas y peroxidasas (Meister 1988). El intento de restauracion de glutation total
(GSH) en situaciones adversas de oxidacién como el tiempo de isquemia fria y el proceso
de restauracion de funcion renal, llevaria a un aumento de actividad de glutation
reductasa que podria disminuir la accion peroxidasa. Por otra parte el dafio tubular puede
provocar un descenso de actividad de glutation peroxidasa, al ser éste la principal fuente
de dicha enzima como describen Avissar y cols (1994). Se podria por tanto plantear la
existencia de una asociacion entre dafio tubular en la FRI y una afectacion secundaria de

la capacidad antioxidante.

Aquellos individuos que requerian tratamiento hipotensor presentaban menor nivel
plasmatico de SOD que aquellos que presentaban cifras tensionales normales sin
tratamiento. No pudo dividirse por nimero de hipotensores puesto que en algun grupo el
nimero de individuos era bajo y el andlisis no valorable.

Entre los mecanismos patogénicos de la hipertension encontramos la
vasoconstriccion inducida por la angiotensina II y el efecto mineralcorticoide de la
aldosterona. Sin embargo, se ha demostrado un papel adicional de la angiotensina II,
consistente en la estimulacion de produccion de O," mediante el aumento de actividad de
la NAD(P)H oxidasa en cultivos de células musculares lisas de rata (Griendling y cols
1994). Este efecto se observd también en aorta de ratas con hipertension inducida
mediante la infusién de angiotensina II, en las que la administracion de SOD restablecia
la presion arterial y la reactividad vascular (Rajagopalan y cols 1996). No ocurria este
aumento de actividad de NAD(P)H oxidasa ni la restauracién de la tension arterial en

ratas con hipertension inducida por noradrenalina (Laursen y cols 1997). El mismo grupo

- 170 -



Discusion

de trabajo demostr6é un aumento en la expresion de mRNA del gen p22phox, codificador
de la NAD(P)H oxidasa en la aorta de dichas ratas, demostrando que la hipertrofia de
célula muscular lisa vascular, inducida por la All, se produce a través del receptor tipo I
que regula al alza el p22phox (Fukui y cols 1997).

Otros modelos experimentales que relacionan el O, con la HTA estudian su relacion
con el NO. En el proceso hipertensivo se da un aumento de la produccion de O, en
detrimento de la biodisponibilidad de NO. Este proceso perjudicial estd determinado
fundamentalmente por la concentracion local de BH4, cofactor esencial de la actividad de
la NO sintasa, cuya concentracion esta inversamente relacionada con la produccion de
O," (McIntyre y cols 1999).

Cabe esperar por tanto que una reduccion de O, mediada por SOD sea beneficiosa
para obstaculizar la cadena hipertensiva (siempre que la concentracion de catalasa sea
proporcional para la detoxificacion de H202). Y, por otra parte, seria licito pensar que
exista una reducciéon de la actividad SOD en pacientes hipertensos en comparacion con
normotensos (Jun y cols 1996), como ocurre en nuestro estudio.

Estudiando el efecto de ARAII utilizado como hipotensor (se descartan los pacientes
con microalbuminuria), encontramos un aumento de SOD de los tratados con dicho
farmaco frente a los no tratados (p=0.05), sin existir diferencias en el resto de familias de
hipotensores. Tanaka y cols (2005) de forma experimental, muestran que IECA y ARA 11
no solo producen una disminucion de ROS derivado de su actuacion sobre NAD(P)H,
sino también a través del aumento de expresion y actividad de SOD.

Por otra parte, analizando el perfil lipidico encontramos un aumento de fraccion LDL
de colesterol y Apo B en aquellos pacientes tratados por HTA frente a los no tratados.
Flesch y cols (1994) describen la existencia de correlacion entre HTA esencial y un perfil
lipidico alterado, uniéndose asi factores de riesgo cardiovascular y asociacion
arteriosclerosis y aterosclerosis. Los pacientes hipertensos mostraban un aumento de
LDL, Apo B, VLDL Yy triglicéridos frente a poblacién sana, sin encontrar diferencias
significativas en cuanto a HDL y colesterol total.

Sin embargo, en los pacientes trasplantados debemos tener en cuenta varias
consideraciones antes de interpretar dichos resultados. En primer lugar la enfermedad
renal como tal, que como ya se ha descrito presenta un perfil lipidico especifico; en
segundo lugar la medicacion inmunosupresora utilizada y en tercer lugar el tratamiento

antihipertensivo, ya que el uso de betabloqueantes puede modificar el perfil lipidico y la
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resistencia a la insulina frente al papel imperceptible del resto de antihipertensivos. El
grupo estudiado no mostrd diferencias significativas en LDL, Apo B ni triglicéridos en
aquellos tratados con betabloqueantes frente a los no tratados, encontrandose menor nivel
sérico de HDL y de forma paradojica de colesterol total, quiza a expensas de la menor

concentracion de HDL.

La microalbuminuria, es clasificada como factor mayor de riesgo cardiovascular
(Chobanian y cols 2003) y marcador precoz de aumento de permeabilidad glomerular y
proteinuria. Los estudios que relacionan la microalbuminuria con el estrés oxidativo
estan encaminados a la nefropatia diabética, con escasas referencias en trasplante renal
(Moreno y cols 2005).

En el trasplante renal la presencia de microalbuminuria persistente puede ser un
detector precoz de proteinuria y por tanto de nefropatia cronica del injerto (Fernandez-
Fresnedo y cols 2004), una vez descartadas otras patologias glomerulares (nefropatia
diabética, recidiva de glomerulopatia, glomerulopatia de novo...).

En el estudio actual se describe un nivel sérico mayor de GPx en aquellos pacientes
que no presentaban microalbuminuria, independientemente del tiempo de evolucion,
frente a los que si la presentaban. En este sentido, en el estudio de riesgo relativo la GPx
aparece como factor de proteccion ante el riesgo de padecer microalbuminuria.

En este caso si existe diferencia de creatinina en ambos grupos, presentando cifra
sérica de creatinina mayor los individuos con microalbuminuria. Por tanto esta relacion
GPx-microalbuminuria si puede estar asociada con ¢l deterioro de funcion renal.

Un nimero determinado de pacientes con microalbuminuria estaba en tratamiento
con ARAII, que puede modificar el perfil oxidativo y/o alterar la funcion renal. Sin
embargo no encontramos influencia del tratamiento con dicho farmaco en la asociacion

entre GPx, microalbuminuria y funcion renal.

En esta fase del estudio el perfil oxidativo no presentd diferencias segun el
tratamiento anticalcineurinico utilizado, como describen otros grupos de trabajo
(Morena y cols 2000), sin embargo hemos de tener en cuenta que es un andlisis
transversal, sin evolucion en el tiempo.

En cuanto a perfil lipidico era esperable encontrar un aumento de colesterol total y

sus fracciones como clasicamente se describe (Hricik y cols 1992a; Kahan y Ponticelli
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2001a), asi como de apolipoproteinas en el grupo tratado con ciclosporina frente a
tacrolimus. Esto es debido a que la CsA produce un descenso en la sintesis de acidos
biliares desde el colesterol y de transporte del mismo al intestino, asi como su union al
receptor de LDL, que provoca el aumento sérico de dicha fraccion, junto con la
disminucioén de la lipoprotein lipasa que disminuye el aclaramiento de LDL y VLDL.

El efecto dosis dependiente de los corticoides sobre los lipidos y su accion mas
especifica en el aumento de los triglicéridos estd descrito (Hricik y cols 1992a). Los
esteroides aumentan la actividad de la Acetil-coenzima A carboxilasa y de la sintasa de
acidos grasos libres, aumenta la sintesis hepatica de VLDL, reduce la actividad del
receptor LDL de la HMGCoA reductasa e inhibe la lipoprotein lipasa (Kobashigawa y
Kasiske 1997). Todo ello se traduce en aumento de colesterol total, de VLDL y de
triglicéridos asociado al efecto de la ciclosporina. En nuestros pacientes no se encuentran
diferencias en triglicéridos, probablemente porque la dosis de corticoides es minima en
ellos (<5 mg/24h) debido al tiempo de trasplante mayor de un afio.

No existian diferencias en la funcioén renal (creatinina, Cockroft y MDRD) segun el

farmaco anticalcineurinico prescrito.

1.3. Discusion sobre el estudio de asociacién de caracteristicas de donante y receptor
y parametros analiticos en el estudio basal.
1.3.1. Caracteristicas de trasplante con perfil lipidico

Encontramos una correlacion positiva y significativa entre el tiempo de trasplante
y apolipoproteinas, colesterol total y LDL, es decir, aquellos individuos con mayor
periodo de trasplante, presentaban cifras mayores de Apo A, Apo B, CT y LDL. Esto
podria hacer pensar que es debido a que los pacientes con mayor tiempo de trasplante
estaban tratados con ciclosporina y asi explicar este patron lipidico, sin embargo, el
comportamiento era el mismo independientemente del tratamiento anticalcineurinico
administrado. En general la dislipemia en trasplante se mantiene hasta unos diez afios
postrasplante o mas (Kahan y Ponticelli 2001a). La media de tiempo de trasplante de

nuestros enfermos era de 5.036 + 4.292 aiios.
1.3.2. Creatinina y perfil lipidico

El deterioro de funcion renal provoca alteraciones en el metabolismo lipidico,

derivadas del descenso y alteracion estructural de HDL, asi como de un aumento de los
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triglicéridos (Vaziri y cols 1999, 2006). Nosotros encontramos una relacion significativa
entre niveles séricos de creatinina elevados y Apo B, colesterol total y LDL,
coincidiendo con lo que corresponderia a un deterioro de funcién renal en pacientes
trasplantados renales.

Dado que la funcion renal es similar en ambos grupos de tratamiento
anticalcineurinico, independientemente del tiempo de trasplante (no correlacionado con

la creatinina), no es un factor que pueda interferir en este analisis.

1.3.3. Glutation peroxidasa y reductasa

Los unicos parametros de estrés oxidativo en los que constatamos correlacion con
parametros bioquimicos y clinicos son las enzimas glutation peroxidasa y reductasa.
Entre ellas dos la correlacion es inversa, a mayor nivel de GPx, menor de GR (r=-0.235,
p<0.05), como ya ha sido comentado la GR puede provocar reduccion de la potencia de
varias thiol transferasas y peroxidasas, entre ellas la glutation peroxidasa (Meister 1988).

Otras asociaciones halladas son:

e Parametros clinicos: se encuentra una correlaciéon con la edad del donante,
presentando GPx menor a edades mayores del donante (r=-0.277, p<0.05), al
contrario de lo que ocurre con GR, que presenta cifras mayores a mayor edad
del donante (r=0.238, p<0.05).

e Parametros bioquimicos: el coeficiente de correlacion existente entre GPx y
HDL es positivo (r=0.318) y significativo (p<0.01), al contrario que ocurre
con GR, donde la tendencia es presentar mayor concentracion de GR a menor
HDL sérico (r=-0.250, p<0.05). La HDL presenta un papel antioxidante
fundamental (Mackness y cols 1993; Cockerill y cols 1999, 2001).

En ambos casos encontramos la elevacion de GPx relacionada con elementos
beneficiosos en la balanza oxidativa, siendo indicador de proteccion frente a la
oxidacion.

Se describe en la literatura la relacion inversa existente entre creatinina sérica y
GPx en plasma en pacientes con alteracion de la funcion renal (Yoshimura y cols 1996) y
trasplante renal (Whitin y cols 1998). De la familia de enzimas seleniodependientes
glutation peroxidasas, la isoforma extracelular o plasmatica es la que nosotros
determinamos. En la enfermedad renal cronica existe una disminucion en la

concentracion de selenio, Zachara y cols (2004) muestran este hallazgo en pacientes con
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ERC estadio 5 previo al trasplante y su modificacion al alza en el postrasplante tardio, sin
embargo existen estudios que desvinculan el déficit de GPx plasmatica con el descenso
de selenio (Yoshimura y cols 1996). Se describe que la principal fuente de GPx
extracelular es el rifion, en concreto la sintesis se localiza en tubulo proximal en humanos
y segmentos S1 y S2 en ratones, y su secrecion se produce en el espacio extracelular
junto a la membrana basolateral de las células tubulares (Whitin y cols 2002). La GPx
citosolica se localiza en epitelio tubular sin presentarse en fluido extracelular o espacio
intersticial. El glomérulo presenta practicamente ausencia de actividad GPx.

Whitin y cols (1998) muestran la existencia en individuos anéfricos de una
actividad residual de GPx dependiente exclusivamente de eGPx (mostrado a través de
precipitacion con anticuerpos anti-eGPx), probablemente proveniente de otros tejidos
como pulmoén, higado e intestino, procedencia atin sin demostrar. No se conoce aun si el
descenso de GPx en la insuficiencia renal puede ser debido a disminucion de su sintesis o
secrecion en tubulo renal, a aumento de filtracién y eliminacion de la misma o una
combinacion de ambas.

Nuestro estudio muestra relacion inversa entre creatinina sérica y GPx plasmatica
coincidiendo con lo expuesto, tanto en el momento basal como en T1 (6 meses) y T2 (14

meses).

1.4. Comentarios sobre el estudio carotideo

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de morbimortalidad en
pacientes trasplantados renales y factor importante para el prondstico de trasplante a
largo plazo (Kasiske y cols 1996). La deteccion de enfermedad vascular aterosclerotica
es limitada en pacientes con ausencia de clinica cardiovascular. La ecografia-doppler
carotidea permite un examen no invasivo y directo para el estudio de lesiones preclinicas
y clinicas de grandes arterias en la poblacion general y en los pacientes trasplantados en
particular.

En comparacion con la poblacion general, los pacientes trasplantados renales
presentan mayor prevalencia de lesiones ateroscleroticas carotideas (Cofan y cols 2001)
frente a controles sanos. Nuestros pacientes presentaron una prevalencia de IMT>1mm
en un 23.30% de los casos (IMT media 0.70 + 0.22 mm) y presencia de placa de ateroma
en un 61.60%. Suwelack y cols (1999) cuantifican la media de IMT en 1.21% 0.08 mm en

individuos trasplantados frente a controles (0.74 £ 0.04 mm) y un 71% de prevalencia de
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placas de aterosclerosis, mientras Cofan y cols (2001) describen una media de 0.59 +
0.16 mm (controles 0.53 + 0.12 mm) y un 74% de placas de ateroma. No se describe en
estos casos la presencia de calcificacion de la placa de ateroma, ni estenosis carotidea
(menor del 50%), con una prevalencia de 56.20% y 37%, respectivamente, en nuestro
estudio.

El estudio de la relacion de dichas lesiones con parametros clinicos y bioquimicos
puede permitir conocer qué factores, relacionados con el trasplante o no, pueden ser
susceptibles de actuacion para enlentecer la progresion de la lesion vascular. Diversos
estudios analizan dicha relacion en pacientes trasplantados, sobre todo con IMT vy
presencia de placa de ateroma. En la poblacién con enfermedad renal crénica en estadios
de I a IV, Preston y cols (2005) describen una asociaciéon entre aumento de IMT y la
edad, y dentro de los parametros bioquimicos se relacionaria con la dislipemia presente
ya en estadios precoces de la enfermedad renal.

En trasplante renal son diversos los pardmetros clinicos y bioquimicos descritos
en la literatura asociados a la aterosclerosis carotidea, encontramos, por ejemplo, la
asociacion con hipertrofia ventricular izquierda (Suwelack y cols 1999), edad, habito
tabaquico, enfermedad vascular de miembros inferiores, tiempo de didlisis prolongado,
hipoalbuminemia, hiperfosforemia (Nankivell y cols 2000) e hipertension (Barbagallo y
cols 1999), apareciendo como factor comun la edad del receptor. En nuestro estudio
encontramos la edad como tUnico factor de riesgo no s6lo de presentar IMT aumentado,
sino también de lesiéon de ateroma establecida, calcificacion de placa de ateroma y
estenosis carotidea no significativa.

La necesidad de tratamiento con hipotensores se vio relacionada en el analisis
bivariante con la presencia de IMT>1 mm, sin embargo, se perdio esta relacion en el
estudio multivariante. Se describe que la hipertrofia ventricular izquierda y el IMT estan
aumentados en pacientes con HTA asintomdatica no trasplantados, con respecto a
individuos sanos (Roman y cols 1992), sin embargo, el estudio de regresion multiple en
receptores de trasplante renal no muestra relacion entre IMT carotideo y niveles de
presion arterial sistolicos y diastdlicos (Suwelack y cols 1999). La aterosclerosis y
arterioesclerosis estdn asociadas de forma frecuente y podria considerarse la presencia de
IMT signo de ambas entidades (Suwelack y cols 1999).

No encontramos diferencias significativas en los parametros plasmaticos de estrés

oxidativo determinados en el estudio.
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Si bien existen cada vez mas estudios de la relacion del aumento de estrés
oxidativo con la progresion de la enfermedad aterosclerética, es posible que la ausencia
de hallazgos significativos en nuestro trabajo sea debida a la determinacion plasmatica de
los parametros enzimaticos, siendo quiza mas estable el analisis de los mismos a nivel de
la placa (Gomez-Fernandez y cols 2005), método que requiere técnicas invasivas mas
complejas y costosas que una sencilla determinacion sanguinea.

La relacion entre dislipemia y signos ateroscleroticos carotideos en transplante
renal presenta cierta controversia en los distintos estudios, no mostrando asociacién en
unos trabajos como el de Giannarelli y cols (2003) en 53 pacientes trasplantados estables
en tratamiento con ciclosporina y si en otros como el caso Cofan y cols (2002¢). En el
trabajo actual el presentar placas de ateroma y/o calcificacion de las mismas si se
relaciona con un perfil lipidico, colesterol total, LDL, apoB y HDL, mayor que el no
mostrar estas lesiones. Hay que tener presente que en nuestro caso todos los pacientes
estaban sin medicacion hipolipemiante.

En cuanto al estudio de funcion renal en relacion con la aterosclerosis carotidea,
encontramos cifras de creatinina sérica mayores en los pacientes trasplantados que
presentaban placas de ateroma, reflejado también en una estimacion de funcion renal
mediante Cockroft-Gault mayor, frente a los que no presentaban las mismas, sin estar en
relacion con la edad de los mismos, si bien no encontramos asociacién de lesiones
ecograficas aterosclerdticas con la presencia de microalbuminuria o no en dichos
pacientes como se describe en la poblacion con hipertension esencial (Leoncini y cols
2002), o incluso en la poblacién general (Furtner y cols 2005), sin hallar referencias en

estudios de trasplante renal.

2. COMENTARIO AL ESTUDIO DE CONTROLES

Los estudios en grupos de pacientes portadores de un injerto renal con funcion renal
estable que describen los cambios que se producen en el perfil lipidico y oxidativo sin
tratamiento enfocado a estos dmbitos son escasos. La mayor parte de dichos estudios se
enfoca a comportamiento de parametros de estrés oxidativo en el postrasplante inmediato
(De Vega y cols 2003; Vural y cols 2005), estudios de corte transversal (Cristol y cols
1998), y orientados a una terapia antioxidante determinada (Vela y cols 1999). Nuestro
propdsito en esta fase del estudio fue estudiar qué cambios se producian en el mismo

grupo de individuos con trasplante renal estable con una diferencia de 6 meses y qué
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factores en relacion con el trasplante podian modificar los pardmetros oxidativos en ese

tiempo.

2.1. Parametros oxidativos

Encontramos una elevacion de concentracion plasmatica de MDA entre el momento
basal y tras 6 meses sin tratamiento con estatinas, acompafnando a este hallazgo se mostro
un aumento plasmatico significativo de GPx y de GR.

Kandoussi y cols (2001) desarrollaron un estudio de autoanticuerpos frente a LDL
oxidada, describiendo un patréon de aumento de los mismos en pacientes con trasplante
renal estable en el primer afio postrasplante, que permanecian elevados los siguientes dos
afios, en este andlisis la concentracion de anticuerpos se relacionaba con los niveles de
ciclosporina. En nuestro caso los pacientes estaban siendo tratados con ciclosporina y
tacrolimus. Gran cantidad de estudios reflejan un descenso de MDA en trasplante tras la
administracion de diversos tratamientos antioxidantes (Vela y cols 1999; Cofan y cols
2002). Seria razonable pensar que existen factores relacionados con la evolucion del
trasplante renal que aumenten los ROS, la peroxidacion lipidica y por tanto los niveles de
MDA, entre ellos podriamos considerar la medicacion inmunosupresora, hiperlipemia,
deterioro de la funcion renal.

El papel de la GPx y GR plasmaticas no queda claro, la determinacion de GPx en el
pretrasplante, postrasplante inmediato y tras varios meses tras el trasplante, muestra una
elevacion de GPx en el postrasplante en las dos primeras semanas (De Vega y cols 2003)
con la correlacion inversa descrita con la creatinina a medida que esta mejora, para luego
estabilizarse (Zachara y cols 2004). Estudios transversales realizados en pacientes con y
sin NCI no muestran cambios significativos de GPx ni GR eritrocitaria entre ambos
grupos (Cristol y cols 1998). El aumento de GPx plasmatica podria indicar un intento de
defensa antioxidante.

Introduciendo diversos factores que puedan influir en estos cambios encontrados,
observamos como al tener en cuenta el tipo de tratamiento anticalcineurinico, los
pacientes que habian sido tratados con tacrolimus presentaban aumento de GPx, mientras
que aquellos que estaban siendo tratados con ciclosporina sufrian un descenso de la
misma en los 6 meses. Existe controversia sobre la potencia oxidativa de uno u otro
anticalcineurinico, si en unos casos se describe que la susceptibilidad de oxidacion de

LDL de tacrolimus es similar a la de ciclosporina (Morena y cols 2000) y a la de la
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poblaciéon general (Cofan y cols 2002), en otros esta susceptibilidad disminuy6 en un
grupo de pacientes en los que se cambid el tratamiento de ciclosporina a tacrolimus (Artz
y cols 2003). La tendencia de ciclosporina a una mayor elevacion del perfil lipidico en el
trasplante y la asociacion a lesiones participantes en la NCI, son factores que influyen en

hacerla mas participe del proceso oxidativo.

2.2. Parametros lipidicos

De forma paraddjica a lo que cabia esperar seglin la tendencia clasica de la literatura
a reflejar que los parametros lipidicos aumentan durante el trasplante, apolipoproteinas,
colesterol total, LDL, y triglicéridos descendieron de forma significativa en los 6 meses
sin tratamiento hipolipemiante en nuestros pacientes. La fraccion HDL-colesterol
también sufrio un descenso significativo.

Los estudios realizados en la dislipemia del trasplante van enfocados al tratamiento
hipolipemiante y pocos de ellos describen qué ocurre en el grupo control o placebo si no
es en comparacion con el grupo tratado. Asi, por ejemplo, el estudio ALERT (Holdaas y
cols 2003), el mayor estudio multicéntrico con fluvastatina en trasplante renal (n=2102)
con pacientes randomizados tras 6 meses del trasplante, describe ciertamente un descenso
estadisticamente significativo de colesterol total y LDL en el grupo tratado con
fluvastatina frente al tratado con placebo, sin embargo, el que el grupo placebo también
presentaba un descenso (;significativo o no?) en la media plasmatica de dichos
parametros, pasa un tanto desapercibido. Santos y cols (2001) realizan un trabajo con
menor nimero de individuos tratados con estatina o placebo (tiempo de trasplante mayor
de 6 meses), en el que el grupo tratado con placebo no experimentaba descenso, pero
tampoco ascenso, de niveles séricos de lipidos.

El control de los niveles plasmaticos en valores mas bajos de anticalcineurinico tras
los 6 primeros meses postransplante, se podria considerar como una causa de la

estabilizacion de la tendencia a la hiperlipemia en estos pacientes.

En el trasplante renal se produce un aumento de peroxidacion lipidica, cabria pensar
que un factor que influiria en este hecho seria la hiperlipemia producida por el mismo, en
nuestro estudio encontramos que se produce un aumento de MDA, sin embargo el

colesterol total, LDL, HDL, apolipoproteinas y triglicéridos descienden.
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En el estudio de la patologia cardiovascular, en relacién o no con la enfermedad
renal, se han descrito subfracciones o patrones de LDL distintos dependiendo del tamafio
y la densidad de la misma, discriminada mediante electroforesis. Diversos grupos de
trabajo, en estudios de corte transversal, dividen la LDL en distintas subfracciones, por
ejemplo:

- Dos patrones: patréon A, LDL de tamano elevado y baja densidad, y
patron B, LDL de tamafio pequefio y densidad elevada (Ghanem y cols
1996).

- Tres subfracciones: LDL;, de muy baja densidad; LDL,, de baja
densidad; LDL; de alta densidad (De Graaf'y cols 1991).

- Siete subfracciones: LDLja LDL¢ de mayor a menor densidad (Rajman y
cols 1998).

En individuos sanos De Graaf y cols (1991) describen la presencia de patrones
de pequenio tamafio y de mayor densidad de LDL, que son mas susceptibles a la
modificacién oxidativa que los de menor densidad y mayor tamafio, asociada a la
capacidad para formar células espumosas en la pared vascular y por tanto presentar un
riesgo cardiovascular aumentado.

La presencia de moléculas LDL de pequefio tamafio se ha asociado a factores
genéticos y ambientales, y la composicion de carbohidratos es diferente a las de mayor
tamano. Este hallazgo se relaciona con hipertrigliceridemia y una alteraciéon en el
catabolismo de VLDL (con un aumento de produccion o un déficit de eliminacion de
la misma), asi como con una menor concentracion sérica de la fraccion HDL (Rajman
y cols 1998).

La susceptibilidad a la oxidacién de la molécula LDL parece depender de la
composicion y del contenido antioxidante de la misma. De Graaf y cols (1991) en
sujetos sanos muestran in Vitro que la concentracion de acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) por miligramo de vitamina E era significativamente mas alta en las fracciones
densas de LDL vy, por tanto, existia una deficiencia relativa de vitamina E pudiendo
favorecer la oxidabilidad. Por otra parte, una vez iniciada la peroxidacion, la tasa de
oxidacion era mas alta en las moléculas de alta densidad, debido a que la
concentracion de PUFA (a mayor insaturacion de acidos grasos, mayor susceptibilidad

a la oxidacion) era mayor en dichas moléculas, dando lugar a conjugados diénicos.
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La presencia de particulas LDL pequeiias es también caracteristica de la
dislipemia urémica, Rajman y cols (1998) detallan este hallazgo en pacientes con
enfermedad renal cronica en distintos estadios, en terapia sustitutiva con hemodiélisis
o dialisis peritoneal y en trasplante renal. En este caso la correlaciéon de LDL con la
hipertrigliceridemia estaba presente en pacientes en dialisis, no en predidlisis o
receptores de trasplante renal. Por otra parte, tampoco se encontrd correlacion entre el
tamafio de LDL y el tratamiento inmunosupresor.

Ghanem y cols (1996), so6lo en enfermos trasplantados, ya habian descrito
previamente este hallazgo asociado a un estudio de oxidabilidad in vivo, mediante la
determinacion de autoanticuerpos contra MDA-LDL que presentaban una mayor
concentracion de IgM en pacientes con el patron B, LDL pequefa y densa (la
concentracion de IgG era similar en ambos grupos). La fraccion LDL total y el
colesterol total eran similares en los individuos con distintos patrones de LDL.

Estudios mas recientes como el de Badiou y cols (2006) corroboran esta teoria, en
la que no se describen diferencias entre el tamafio de LDL y el tratamiento
anticalcineurinico utilizado, a pesar de que las alteraciones lipidicas se asocien en
mayor medida a la ciclosporina.

Por tanto, a pesar de la estabilizacion o el descenso de la lipidemia que ocurre en
nuestros pacientes trasplantados sin tratamiento hipolipemiante, el ascenso en los
niveles del compuesto diénico (MDA) puede ser explicado por la mayor
susceptibilidad a la peroxidacién lipidica de la subfraccion LDL de mayor densidad
descrita en trasplante renal, que presenta menor afinidad por el receptor LDL y mayor
exposicion al dafio oxidativo. En nuestro estudio la concentracion sérica de
triglicéridos era significativamente mayor que en controles sanos (tabla de estudio
preliminar), sin embargo, presentd un descenso en el tiempo en los pacientes
trasplantados (Tabla 33). Comportamiento inverso presentd HDL, que no mostro
diferencias con la poblacion sana, pero en los trasplantados sufria un descenso

significativo en el tiempo.
2.3. Funcion renal

La funcidn renal no se modifico en los 6 meses sin tratamiento y no parece influir

en estos cambios oxidativos y lipidicos a corto plazo.
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3. DISCUSION SOBRE EL PERIODO DE TRATAMIENTO CON
ESTATINAS
3.1. Perfil oxidativo

Ademas del efecto hipolipemiante de las estatinas, ya se ha descrito que existen
otros efectos, pleiotropicos, entre los que encontramos su efecto sobre la funcion
endotelial, trombosis y fibrinolisis, inflamacion vascular y efecto sobre los leucocitos,
inmunomodulacion, proteccion vascular contra el dafio mediado por el complemento,
angiogénesis, estabilizacion de la placa de ateroma y el efecto antioxidante.

Cofan y cols (2002b) realizaron un estudio con pravastatina (derivado sintético de
nocardia y aspergillus) en el que describen que el tratamiento con dicha estatina daba
lugar a un aumento de resistencia de las particulas LDL a la oxidacion, representado
por la concentracién plasmatica de MDA, en un periodo de tiempo de 6 meses (con
dilucion del efecto a los 12 meses). En el tratamiento con fluvastatina (estatina
sintética) Konstadinidou y cols (2003) observan el mismo efecto en un periodo de 12
meses.

Las referencias bibliograficas sobre estudios realizados con atorvastatina (estatina
sintética) en trasplante renal en este dmbito son escasos, Wissing y cols (2006) no
encuentran cambios significativos en la fase tardia de oxidacion de LDL (lag time)
tras tratamiento con esta estatina en pacientes tratados con CsA y tras conversion a
Tacrolimus..

En los primeros 6 meses de tratamiento con estatinas nuestros pacientes
mostraron aumento plasmatico de concentracion de MDA.

Salvo en el estudio de Wissing, no existen referencias de trabajos en trasplante
renal que analicen la densidad de las particulas LDL determinadas y por tanto su
susceptibilidad a la oxidacion, ni tampoco el efecto que la estatina puede tener sobre
esta caracteristica de las mismas.

Se describe que el tratamiento con estatinas cambia las caracteristicas de las
particulas pequefias y densas, aumentando el tamafio de las mismas y por tanto
disminuiria la susceptibilidad a la peroxidacion y el riesgo cardiovascular.

Independientemente de las subfracciones en que se clasifiquen las particulas de
LDL, dependiendo del grupo de trabajo, la modulacién de las estatinas sobre la
densidad y tamafio de las mismas se va describiendo en las distintas patologias de

forma mas extensa, y va mostrando diferencias segun la estatina estudiada. El estudio
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de revision realizado por Rizzo y Berneis (2006) muestra un analisis de los estudios
publicados sugiriendo que pravastatina y simvastatina presentan un efecto limitado en
la modificaciéon del tamafio de LDL y sus subclases, mientras fluvastatina y
atorvastatina parecen tener un efecto mayor. Sin embargo, dentro de los estudios que
no corroboran este papel de la atorvastatina encontramos el realizado en un grupo de
pacientes en hemodidlisis en el que no se demostrd una disminucion de densidad de
LDL tras un periodo de 20 semanas de tratamiento con dicha estatina (Dornbrook-
Lavender y cols 2005). En el caso de trasplante, en el trabajo de Wissing y cols (2006)
tampoco se describe una modificacion del tamafio de LDL tras el tratamiento con
atorvastatina durante periodos de tres meses. Quiza harian falta estudios mas
prolongados en el tiempo, en los distintos campos de la patologia renal, para conocer
el efecto de dicha estatina.

Los inhibidores de la HMGCoA reductasa aumentan la actividad de la ecto-5'-
nucleotidasa, glicoproteina de membrana que hidroliza nucleo6tidos extracelulares en
nucleodsidos (p.e. adenosina), permeables a la membrana y que protegen de situaciones
de hipoxia celular (Neylon y Marshall 1991). Zhang y cols (2005) describen que la
exposicion a adenosina en cultivos celulares humanos esta relacionada con la
expresion de GPx en las células endoteliales. Un aumento de activacion de ecto-5'-
nucleotidasa mediante la inhibicion de la isoprenilacion de las Rho GTPasa por las
estatinas (Ledoux y cols 2002), podria explicar el aumento de GPx gracias a la
adenosina en las células del tubulo proximal, donde ambas son expresadas (Within y
cols 2002; Le Hir y Kaissling 1993). En el estudio actual se muestra un aumento
significativo de GPx en relacion con proteinas tras 6 meses de tratamiento, sin

embargo, no hubo diferencia significativa con el grupo no tratado.

3.2. Perfil lipidico

Las estatinas suponen un descenso cuantitativo en las cifras séricas de colesterol,
y de todas las subclases de LDL, aunque el efecto neto sobre las de pequefio tamafio
sea a veces solo moderado (Rizzo y Berneis 2006.).

Nuestros pacientes tratados con atorvastatina, presentaron un descenso
significativamente mayor de colesterol total (p=0.05), LDL (p=0.007) y Apo B
(p=0.001) que los pacientes no tratados en los primeros 6 meses del estudio, sin

encontrar cambios significativos en HDL y TGL.
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El estudio ALERT (Holdaas y cols 2003), amplio y representativo muestra una
reduccion del LDL colesterol en un 32 % gracias al tratamiento con fluvastatina, y
aunque no se vieron reducidas la muerte de origen cardiaco, ni el infarto de miocardio
grave, si se mostrd una reduccion de la necesidad de intervencidon coronaria y de la
mortalidad en la poblacion trasplantada estudiada. Son numerosos los estudios que
coinciden con dichos resultados en grupos mas reducidos de pacientes y con distintas
estatinas en trasplante renal.

La comparacion de la capacidad hipolipemiante de distintas estatinas en trasplante
renal, muestra una mayor potencia de atorvastatina y cerivastatina frente a lovastatina,
pravastatina, simvastatina y fluvastatina. La incidencia de efectos secundarios
registrados es baja y parece que la atorvastatina seria la que presentaria un perfil mas

seguro (Martinez-Castelao y cols 2002).

3.3. Funcion renal

El efecto de los inhibidores de la HMG-CoA reductasa sobre la funcion renal es
también controvertido, no mostrando diferencias significativas en las cifras de
creatinina sérica antes y después del periodo de tratamiento con estatinas en nuestro
estudio, coincidiendo con los resultados del estudio ALERT (Holdaas y cols 2003). Se
hall6 una diferencia previa entre ambos grupos en TO (estudio basal) en la estimacion
de Cockroft-Gault, no asi en MDRD. Si bien la edad de ambos grupos no presentaba
diferencias significativas, era levemente mayor la media de edad del grupo tratado con
estatinas, que junto a posibles variaciones de peso entre los individuos podrian
explicar este hallazgo.

Otros estudios con menor numero de individuos y menor tiempo de seguimiento
comparados con ALERT, si describen una mejoria de funcion renal pero explican este
hecho por la introduccion del fArmaco en los primeros meses postransplante, es el caso
de Masterson y cols (2005) en el que el seguimiento fue de 12 meses postrasplante e
incluso el estudio histoldgico renal mostraba un aumento de volumen intersticial en el
grupo sin estatina, frente al grupo tratado.

La relacion entre creatinina y GPx en todos los pacientes sigue presentando las

mismas caracteristicas que en el estado basal, siendo ésta significativa e inversa.

- 184 -



Discusion

4. DISCUSION SOBRE EL TRATAMIENTO CON ESTATINAS Y/O NAC.
4.1. Grupo 1 — tratamiento con atorvastatina.

Nuestro grupo de pacientes tratados solo con atorvastatina, presentd a partir de los
6 meses de tratamiento un comportamiento distinto, descendiendo de forma
significativa la concentracion sérica de MDA en los 8 meses siguientes de tratamiento
(recordemos que previamente aumento).

También encontramos un cambio significativo en GPX, mostrando un ascenso
significativo en la segunda fase del tratamiento con estatinas (en los primeros 6 meses
sufri6o un descenso).

En ambos casos puede ocurrir que el efecto antioxidante de las estatinas requiera
un tiempo prolongado de tratamiento.

El inhibidor de la HMG-CoA reductasa puede haber aumentado la resistencia a la
oxidacién, gracias a un aumento en el tamafio y la densidad de la particula LDL,
disminuyendo, por tanto, la concentracion plasmatica de MDA. No encontramos en la
literatura ninglin trabajo en trasplante renal con atorvastatina u otra estatina y un
periodo de tratamiento mayor de 6 meses, que describa el efecto sobre el tamafio las
subfracciones LDL y su susceptibilidad a la oxidacion, en el trabajo de Wissing y cols
(2006) con 12 pacientes en los que primero se trataron con CsA, luego se asocid
atorvastatina (10-20mg), se cambidé a tacrolimus y posteriormente se asocid
atorvastatina, los periodos de tratamiento con atorvastatina fueron de 3 meses. En el
caso de GPx podriamos considerar también que la via de aumento de la ecto-5'-
nucleotidasa, mediante el tratamiento con estatina de forma prolongada, fuese la
responsable del aumento de GPx, indicador de mayor defensa antioxidante.

Como cabia esperar el descenso en la lipidemia fue significativo para colesterol
total, LDL y Apo B, antes y después del tratamiento, siendo mas relevante este
descenso en la primera etapa del tratamiento (primeros 6 meses).

La funcion renal no se vio modificada en todo el periodo de tratamiento,
coincidiendo con el estudio ALERT (Holdaas y cols 2003).

La correlacion negativa y significativa entre GPx y creatinina se mantiene en este

grupo, asi como la correlacion negativa entre GPx y GR.
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4.2. Grupo 2 — tratamiento con atorvastatina y NAC.

En este grupo los parametros oxidativos no sufrieron modificacion significativa,
hay que tener en cuenta que este grupo de pacientes se encontraba en los primeros
meses del estudio en tratamiento con estatinas, ya que antes fueron grupo control.

El comportamiento de los pardmetros lipidicos fue similar al del grupo tratado
solo con atorvastatina (grupo 1), excepto la fraccion HDL que sufrid6 un aumento
significativo. Se describe una elevacion de HDL en relacion con el tratamiento con N-
acetilcisteina, dosis dependiente en pacientes hiperlipémicos (Franceschini G y cols
1993).

La funcion renal no se modificé y se mantiene la correlacion entre creatinina y

GPx en relacion con proteinas.

4.3. Grupo 3 — tratamiento con NAC.

La correlacion de GPx y GR se pierde en este grupo. Cabria esperar un aumento
de GPx como enzima componente del ciclo de la glutation, sin embargo en nuestros
pacientes no encontramos cambios en la misma. La mayor parte de trabajos realizados
con NAC miden GPx intracelular, en higado (Diniz y cols 2006), sistema nervioso
central (Jayalakshmi y cols 2005), rifion (Dobashi y cols 2002) y con frecuencia en
relacion con proteccion frente agentes externos como por ejemplo el alcohol en higado
(Ozaras y cols 2003). Probablemente la determinacion del efecto antioxidante de NAC
sobre los sistemas enzimaticos sea mas estable a nivel intracelular, o para detectar el
efecto en plasma se necesite una dosis de farmaco mayor.

Mas claramente en este grupo se observa una elevacion de HDL colesterol sin
modificacion del resto de parametros lipidicos, apoyando la relacion del tratamiento
con NAC y la fraccion HDL descrita por Franceschini y cols (1993), que de forma
casual al intentar analizar el efecto del tratamiento con NAC sobre la Lp(a) en 10
pacientes hiperlipémicos, hallaron un aumento significativo de HDL en dichos
pacientes.

Asociado al hallazgo anterior, observamos una correlacion positiva significativa
(r=0.495, p=0.012) entre GPx en relacion a proteinas y HDL. Junto al trabajo de
Franceschini, un estudio posterior realizado por Kinscherf y cols (2003) en pacientes
normo/hiperlipémicos con o sin enfermedad cardiovascular, muestra que todos los

pacientes hiperlipémicos y aquellos normolipémicos con enfermedad coronaria
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presentaban un descenso en la concentracion plasmatica de grupos thiol y un marcado
aumento de niveles plasmaticos de taurina. A su vez la concentracion plasmatica de
grupos thiol se relaciond de forma inversa con LDL colesterol y positiva con HDL
colesterol. Estos hallazgos, junto al efecto de elevacion de HDL con NAC, eran
relacionados en este trabajo a un catabolismo aumentado de cisteina a taurina en
pacientes con hiperlipemia y/o enfermedad cardiovascular. Al aumentar la fuente
externa de cisterna (NAC), la proporcion cambiaria aumentando los grupos thiol
plasmaticos y la concentracion de HDL, por alguna via aun desconocida. Los cambios
en el estado redox de la familia enzimatica de los thioles y la cisteina estdn asociados
a cambios en la tasa de albumina plasmatica reducida frente a oxidada, por tanto, el
analisis de la cistina plasmatica necesita de la eliminacion de grupos thiol de alto peso
molecular, es decir, aquellos unidos a proteinas, segiin dichos autores. Este hecho
puede influir en la no deteccion en nuestro caso de aumento de enzimas glutation en
plasma tras la administracion de NAC.

La fraccion HDL presenta capacidad antioxidante y se describe su actuacion
antiaterogénica (Mackness y cols 1993, Cockerill y cols 1999, 2001). La HDL en la
enfermedad renal sufre un descenso en su sintesis y alteracion en su estructura (Shoji
y cols 1997) y como ya hemos descrito esta disminuida en el trasplante. EI aumento de
HDL mediada por NAC puede por tanto mejorar la balanza oxidativa en trasplante
renal.

La funcidn renal, determinada tanto por creatinina sérica como por las medidas de
estimacion de filtrado glomerular, presentd una mejoria significativa en este grupo.
Los estudios realizados hasta el momento en este aspecto, dejando a un lado los
referidos a profilaxis de exploraciones de contraste, en su mayoria son experimentales.
Por ejemplo, en ratas nefrectomizadas (5/6), en las que la administracion de NAC
presenta proteccion de filtrado glomerular (Shimizu y cols 2005), o en un modelo
experimental de HTA sal-sensible en ratas, en el que Tian y cols (2006) describen que
el tratamiento con NAC da lugar a un incremento del filtrado glomerular y flujo
plasmatico renal y a una disminucion de dafio tubulointersticial y necrosis glomerular.
En relacién con isquemia-reperfusion Nitescu y cols (2006) realizan un trabajo en
ratas en el que NAC producia una mejora de la funcion renal en los tres primeros dias
y provocaba un descenso en la inflamacion intersticial. Por tanto, no podemos afirmar

aun este efecto beneficioso de NAC sobre la funcion renal, si bien la significacion en
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la correlacion entre creatinina y GPx se pierde en este grupo Unicamente, y podria
hacer pensar, junto a los estudios experimentales descritos, que la actuacion con este

farmaco tuviera algun efecto a este nivel.
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Conclusiones

En nuestros pacientes encontramos una elevacion plasmatica de uno de los productos
finales de la peroxidacion lipidica (MDA), y descenso, aunque no significativo, de la
capacidad antioxidante representada por GPx, frente a controles sanos. Esto parece
indicar que en estos pacientes existe un aumento de estrés oxidativo.

En este estudio, entre los factores que se pueden asociar a un déficit de la capacidad
antioxidante en el trasplante renal, podemos considerar: infeccion por CMV y FRI,
como factores retrospectivos, y deterioro de funcién renal, microalbuminuria, HTA y
tratamiento con ciclosporina, como factores de la evolucion del trasplante.

La edad es el factor de riesgo mas importante asociado a la presentacion de lesiones
aterosclerdticas ecograficas carotideas en pacientes portadores de un injerto renal.
Los parametros oxidativos plasmaticos no se relacionan con la presencia de lesiones
carotideas. La hipercolesterolemia esta asociada a la presencia de lesiones de ateroma
y calcificacion de las mismas en pacientes trasplantados.

La evolucion natural del patron oxidativo plasmatico en trasplante renal parece
corresponder a un aumento de compuestos diénicos y por tanto de peroxidacion
lipidica, a pesar de la estabilizacion o incluso descenso de la colesterolemia.

El tratamiento con atorvastatina a largo plazo desciende la concentracion plasmatica
de MDA y aumenta la de GPx mejorando el estado oxidativo del paciente
trasplantado renal, desciende la hipercolesterolemia, sin modificar la funcion renal. El
tratamiento con NAC no modifica los parametros de oxidacién plasmaticos y
aumenta la fraccion HDL del colesterol en trasplante renal, particula con actividad
antioxidante. El tratamiento combinado con ambos farmacos podria beneficiar el
estado oxidativo del enfermo trasplantado renal a largo plazo y, por tanto, su riesgo

cardiovascular.
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