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ADMA Del inglés Asymetric Di-Methyl Arginine

AGE Productos finales de glicacion avanzada, del inglés Advanced Glycosilation End-
products

CD14 Receptor de lipopolisacaridos de origen bacteriano, del inglés Cluster of
Differentiation

CD16 Receptor de la fraccion Fc de la inmunoglobulina G, del inglés Cluster of
Differentiation

ECE-1 Enzima conversora de la endotelina-1

ERC Enfermedad renal cronica

ET-1 Endotelina-1

GH Hormona del crecimiento, del inglés Growth Hormone
HTA Hipertension arterial
Hsp Proteina de choque térmico, del inglés Heat Shock Protein

HuVEC Células endoteliales de vena umbilical humana
IL Interleuquina

NFkB Factor nuclear kappa B, del inglés Nuclear Factor Kappa B

NO Oxido nitrico, del inglés Nitric Oxide

NOS Oxido nitrico sintetasa

PBS Buffer salino fosfato

PCR Proteina reactante de fase aguda o proteina C reactiva

PEW Sindrome de desgaste proteico-energético, del inglés Protein Energy Wasting
ROS Especies reactivas de oxigeno, del inglés Reactive Oxygen Species

T, Triyodotironina

T, Tiroxina

TNF-o  Factor de necrosis tumoral alfa, del inglés Tumoral Necrosis Factor

TTBS Tris buffer salino con Tween 20

TWEAK Citoquina de la familia del TNF inductora débil de apoptosis, del inglés Tumor
necrosis factor-like WEAK inducer of apoptosis.
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INTRODUCCION
1. Lainflamacion en la enfermedad renal cronica:
1.1. Definicion de la inflamacion:

La inflamacion es un proceso complejo, todavia no completamente conocido, que aparece

en muchos contextos fisiopatologicos, incluyendo la enfermedad renal cronica (ERC).

Al final de la década de 1990 aparecian las primeras publicaciones que relacionaban la
inflamacién en la uremia con la enfermedad cardiovascular, la desnutricion proteica (Stenvinkel
et al. 1999) y el mal pronostico de estos pacientes (Zimmermann et al. 1999, Iseki et al. 1999,

Noh et al. 1998, Bologa et al. 1998).

Existen diferentes definiciones de este proceso. Desde una perspectiva general, la
inflamacién podria definirse como una reaccion local y precisa que el organismo presenta ante
la invasion por parte de un agente infeccioso, antigeno, dafio fisico, quimico o traumatico, y que
se debe regular con precisién, puesto que tanto las deficiencias como los excesos en una

respuesta inflamatoria pueden causar morbilidad y mortalidad (Tracey 2002).

Durante esta ultima década se ha avanzado mucho en el conocimiento de los complejos
mecanismos moleculares que provocan la situacion de inflamacion en la ERC. Basicamente,
podriamos decir que dos aspectos contribuyen a iniciar este proceso: la retencion de mediadores
inflamatorios, perpetuada por la disminucion del aclaramiento renal de los mismos, y la
generacion de nuevas moléculas pro-inflamatorias, condicionada por diferentes agentes causales

que concurren en los pacientes con ERC.

El procedimiento mas habitual para cuantificar la inflamacion en la practica clinica consiste
en la medida de la concentracion plasmatica de la proteina reactante de fase aguda o proteina C
reactiva (PCR). La mayoria de los estudios publicados muestran hallazgos consistentes sobre
una estrecha correlacion entre la PCR circulante y las citoquinas pro-inflamatorias,
especialmente la IL-6, que depende de la estimulacion de TNF-a y de la IL-1. Por lo tanto, la
PCR refleja la respuesta hepatica a los altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias presentes en
el torrente sanguineo. No obstante, las sucesivas investigaciones en este campo estan
propiciando la emergencia de nuevos marcadores de inflamacion, entre ellos los monocitos
activados CD14°CD16", presentes en pacientes con procesos inflamatorios crénicos como la

ERC (Ramirez, Martin-Malo & Aljama 2011).
1.2. Cronificacion de la respuesta inflamatoria en los pacientes con ERC:

Desde la perspectiva de la inflamacion, la ERC se caracteriza por ser un proceso

inflamatorio créonico que condiciona que sus efectos nocivos permanezcan y finalmente
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produzcan sus consecuencias, fundamentalmente un aumento de la morbimortalidad de origen

cardiovascular.

En general, la respuesta inflamatoria se desencadena como consecuencia de un dafio tisular,
con el fin de generar una recuperacion de la lesion. Una vez desaparecida dicha agresion, se
inhibe la respuesta inflamatoria. Sin embargo, en los pacientes con ERC, con mucha frecuencia
la respuesta inflamatoria se mantiene. La propia pérdida de funcion renal, por si misma, parece
condicionar desde estadios iniciales de la enfermedad, un estado permanente de inflamacion, a
través de la retencion de moléculas pro-inflamatorias. En este sentido, hay estudios que
muestran una elevacion de marcadores de inflamacion desde fases tempranas de la ERC (Oberg
et al. 2004). Otros agentes causales relacionados con la hemodialisis pueden provocar
inflamacién de un modo intermitente, perpetuando también la respuesta inflamatoria. La
actividad de los monocitos tiene especial relevancia en el patrén inflamatorio observado en los
pacientes con ERC (Carracedo et al. 1995, Carracedo et al. 1998, Martin-Malo et al. 2000). La
inflamacién cronica en estos pacientes tiene un perfil parecido a la respuesta inflamatoria
descrita en el anciano, caracterizada por un aumento moderado de citoquinas pro-inflamatorias
y la presencia de un subtipo de monocitos que expresan el receptor CD14 (receptor de
lipopolisacaridos de origen bacteriano) y el receptor CD16 (receptor de la fraccion Fec de la
inmunoglobulina G) (Nockher, Scherberich 1998, Scherberich, Nockher 2000, Carracedo et al.
2002).

1.3. Inflamacion y disfuncion endotelial:

Los pacientes con ERC presentan una mayor tasa de morbimortalidad de causa
cardiovascular que la poblacion general desde estadios iniciales de la enfermedad, pudiendo
multiplicarse esta tasa por 1000 en estadios avanzados de ERC (estadios 4-5) y en terapia renal
sustitutiva (Schiffrin, Lipman & Mann 2007). Hay estudios que refieren un incremento de la
muerte subita de origen cardiaco en pacientes con cifras mas elevadas de PCR, IL-6, y valores

mas bajos de albimina (Parekh et al. 2008).

Esta elevada tasa de morbimortalidad no se puede explicar inicamente por los factores de
riesgo cardiovascular clasicos (diabetes, hipertension arterial, tabaquismo, hipercolesterolemia y
edad); ademas de estos factores, los pacientes con ERC presentan otros factores de riesgo
cardiovascular relacionados con su enfermedad, como son la uremia, la hiperhomocisteinemia,

las alteraciones del metabolismo calcio-fésforo, la malnutricion y la inflamacidn cronica.

Entre estos factores, la inflamacién esta adquiriendo un papel relevante. Multiples trabajos
recientes en la literatura relacionan el estado de inflamacioén con la aparicidon de disfuncion
endotelial desde estadios iniciales de la ERC. Se sabe que la disfuncion endotelial es el primer

paso para el posterior desarrollo de aterosclerosis, aunque la forma en que se produce este dafio
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no esta completamente aclarada. Tampoco se conoce con certeza el mecanismo por el que la
inflamacién crénica presente en los pacientes urémicos produce dafio endotelial; se piensa que
se trata de una alteracion del sistema inmune, relacionada con la persistencia de la inflamacion

cronica (Stenvinkel 2003, Landray et al. 2004, Ramirez et al. 2007).
1.4. Inflamacién y disfuncion endotelial. Mecanismos implicados:

Entre los mecanismos propuestos para explicar la relacion entre inflamacion y dafio
endotelial, se han sugerido alteraciones relacionadas con el aumento del estrés oxidativo, con el
aumento de expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales, asi como con la
elevacion en el porcentaje de monocitos activados en sangre periférica CD14"'CD16" (Ojeda,

Aljama 2008).

El endotelio vascular regula el tono del vaso liberando sustancias vasoactivas como el 6xido
nitrico (NO). Los pacientes con ERC tienen un déficit de NO desde estadios iniciales de la
enfermedad (Morena et al. 2005). Esto contribuye a la aparicion de disfuncion endotelial por
alteracion de la vasodilatacion dependiente del endotelio, favoreciendo la aparicion de
ateroesclerosis y posteriormente de eventos cardiovasculares. Una de las razones que se han
propuesto en relacion con el descenso de NO es el aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), como es el anién superoxido liberado por los macrofagos
reclutados en las zonas de inflamacion. La liberacion de ROS es la consecuencia de un
desequilibrio entre los mecanismos pro-inflamatorios y anti-inflamatorios, a favor de los pro-
inflamatorios. A pesar de que el endotelio posee mecanismos antioxidantes para defenderse, las
células del endotelio pueden dafiarse por las ROS. Si la produccion de ROS es muy elevada o se
perpetia en el tiempo, los mecanismos de defensa de la célula endotelial pueden ser
insuficientes y se produce el dafio endotelial con la posterior aparicion de ateroesclerosis

(Zhang, Gutterman 2007).

También puede producirse una disminucion del NO plasmatico en los pacientes urémicos
por el aumento de la dimetil-arginina asimétrica (asymetric dimethyl-arginine 6 ADMA).
ADMA es un inhibidor competitivo de la 6xido nitrico sintetasa endotelial. En los pacientes con
ERC se ha observado un aumento de ADMA desde estadios iniciales de la ERC. Se cree que
esto es debido a una disminucién en el aclaramiento renal de este metabolito (Sydow, Munzel

2003).

Otra alteracion de la funcionalidad endotelial que se ha podido constatar en estudios in
vitro, es un aumento de la expresion de moléculas de adhesién como la molécula de adhesion a
célula vascular (vascular cell adhesion molecule 1 6 VCAM-1) o la molécula de adhesion
intracelular (intracellular adhesion molecule 1 6 ICAM-1) en células endoteliales cultivadas en

medio urémico. En estudios in vivo se ha corroborado el aumento de estas moléculas en
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pacientes urémicos, coincidiendo con un aumento en la actividad inflamatoria, todo ello
relacionado con un mayor nimero de eventos cardiovasculares (Stenvinkel et al. 2000,

Papayianni et al. 2002).

Otro de los mecanismos que se han propuesto para explicar la relacion entre inflamacion y
dano endotelial es la activacion del sistema inmune en la ERC, concretamente el aumento de
una subpoblacion de monocitos activados en el suero de pacientes urémicos, los monocitos
CD14'CD16". Estas células se han visto aumentadas en sangre periférica de pacientes urémicos,
incluso sin que haya datos clinicos de un proceso inflamatorio activo, y sin que en sangre
periférica se determine un aumento de otros marcadores de inflamacion, como la PCR o
citoquinas pro-inflamatorias (Ramirez et al. 2006). En trabajos publicados recientemente se ha
visto una relacion directa entre esta subpoblacion de monocitos y la aparicion de eventos
cardiovasculares (Ulrich et al. 2008). Los monocitos CD14°CD16" son una subpoblacion
monocitaria que muestra unas caracteristicas fenotipicas especiales, con un teldmero mas corto
que los monocitos no activados CD14'CD16. Los monocitos CD14°'CD16" muestran un
aumento de citoquinas pro-inflamatorias en su citoplasma, que son liberadas al torrente
sanguineo tras ser estimuladas por una agresion exterior (Ramirez et al. 2006, Ulrich et al.
2008). El papel que esta subpoblacion de monocitos juega en la produccion de dafio endotelial
en los pacientes con ERC no esta claro. Recientemente se ha publicado un trabajo en el que, en
un modelo experimental, se ponen en contacto estos monocitos activados con células
endoteliales de vena umbilical humana (HuVEC) en cultivo, observandose el efecto que
producen los monocitos sobre estas células. Para evaluar el dafio endotelial en este estudio se
determind la actividad de ROS y la apoptosis en las HUVEC mediante citometria de flujo
(Merino et al. 2008b). El incremento de la actividad de ROS en las células endoteliales se piensa
que juega un papel muy importante en el dafio endotelial asociado con la ERC, como se ha
descrito previamente. En este trabajo midieron la actividad de ROS en tres cocultivos diferentes:
HuVEC con monocitos totales (CD14"'CD16 junto con CD14'CD16"), HuVEC con monocitos
no activados (CD147CD16) y HuVEC con monocitos activados (CD14'CD16"). Sélo las
células HuVEC cocultivadas con los monocitos activados mostraron un aumento en la actividad
de ROS. De igual modo se observd un aumento en la apoptosis de las HuVEC cocultivadas con
monocitos activados, reforzando la idea de que el estrés oxidativo inducido por la
microinflamacién en la células endoteliales, juega un papel muy importante en la produccion de
dafio endotelial en los pacientes con ERC (Merino et al. 2008a). Este trabajo soporta la hipdtesis
de que la microinflamacién mediada por monocitos activados, CD14'CD16", en los pacientes
con ERC, induce dafio endotelial y esto puede contribuir de forma significativa en el posterior
desarrollo de aterosclerosis, y por tanto en la aparicion de eventos cardiovasculares, principal

causa de morbimortalidad en los pacientes con ERC. Estos datos también apoyan la teoria de la
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aparicion de disfuncion endotelial en la uremia por aumento de apoptosis de las células

endoteliales, asi como por la presencia de una subpoblacion de monocitos activados.

En ultimo término, también hay trabajos realizados con protedmica, en los que se intenta
conocer cudles son las proteinas dafiadas en las células endoteliales que van a favorecer el
posterior desarrollo de disfuncion endotelial. En uno de estos trabajos se cuantificod in vitro qué
proteinas de las células HuVEC se dafiaban cuando eran cultivadas en un medio urémico,
comparandolas con las mismas proteinas de células HuVEC incubadas en un medio sin uremia,
observandose un aumento de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo y con la inflamacion
en las HUVEC expuestas al medio urémico (Carbo et al. 2008), estando ambos mecanismos

implicados en la aparicion de dafio endotelial desde estadios iniciales de la ERC.
2. Causas de inflamacion:
2.1. Causas de inflamacion en la ERC:

El estado de inflamacién en los pacientes con ERC tiene un origen multifactorial. A
continuacion se detallan las diferentes causas que se han sugerido como agentes causales de este

estado, enunciandose en la Tabla 1.

Tabla 1. Causas de inflamacion en la ERC

e (Causas relacionadas con el paciente:
1. Retencion de moléculas proinflamatorias
. Insuficiencia cardiaca cronica con sobrecarga de volumen
. Procesos infecciosos
. Obesidad
. Factores genéticos

AN N B~ W N

. Factores inmunologicos

e Causas relacionadas con la técnica de hemodialisis:
1. Liquido de dialisis
- Endotoxinas y otros productos bacterianos.
- Acetato.
2. Protesis vasculares y catéteres
3. Biocompatibilidad de la membrana de dialisis
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2.1.1. Retencion de moléculas pro-inflamatorias:

La propia reducciéon de la funcién renal se propone como una causa fundamental en la
produccion de una respuesta inflamatoria. La disminucion del filtrado glomerular provoca la
disminucion en el aclaramiento de diferentes moléculas, que bien pueden provocar una
respuesta inflamatoria, tales como las toxinas urémicas, o que son efectoras de la respuesta
inflamatoria en si mismas, tales como las citoquinas. Las toxinas urémicas provocan un
estimulo inmunoldgico. Hay estudios que sugieren una asociacién entre el aumento de
determinados agentes toxicos en la uremia, como los productos finales de la glicacién avanzada,
y la inflamacion (Suliman et al. 2003). Estudios in vitro muestran que estos productos pueden
desencadenar una respuesta inflamatoria a través de su receptor celular provocando una cascada

de sefales que activan al factor de transcripciéon NFkB (Schwedler et al. 2001).

El deterioro de la funcién renal se asocia también con un aumento en la concentracion de
citoquinas plasmaticas. Hay estudios que revelan una clara correlacion entre los niveles
sanguineos de determinadas citoquinas y sus receptores solubles y el aclaramiento de creatinina
(Pecoits-Filho, Lindholm & Stenvinkel 2003, Descamps-Latscha et al. 1995). Otros estudios
muestran una disminucion en la excrecion urinaria de IL-6R en pacientes con ERC respecto a
controles sanos (Memoli et al. 2000), y una disminucién en el aclaramiento de TNF-o e IL-1 en

ratas nefrectomizadas (Bemelmans, Gouma & Buurman 1993, Poole et al. 1990).
2.1.2. Insuficiencia cardiaca cronica con sobrecarga de volumen:

Una complicacion frecuente en la ERC es la sobrehidratacion, que puede contribuir

directamente a mantener el estado de inflamacion en estos pacientes.

Diferentes trabajos soportan la teoria de que la insuficiencia cardiaca crénica puede
contribuir a perpetuar el estado de inflamacioén de los pacientes con ERC. Hay estudios que
muestran una correlacion positiva entre la hipertrofia del ventriculo izquierdo y marcadores de
inflamacién como la PCR en pacientes sometidos a hemodidlisis (Park et al. 2002). Podemos
mencionar una publicacion en la que los pacientes en dialisis, con historia de insuficiencia
cardiaca, presentan cifras mas elevadas de PCR (Wang et al. 2003). Otro estudio refiere una
correlacidon positiva entre los niveles de PCR y la masa ventricular izquierda, con una
correlacidon negativa entre la PCR y la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo. EI mismo
estudio revela en el andlisis multivariable que el estado de inflamacidn crénica se considera un
factor de riesgo independiente para el desarrollo de hipertrofia cardiaca y disfuncion ventricular
en los pacientes en hemodialisis (Losito et al. 2003). Como posible mecanismo para
desencadenar la respuesta inflamatoria en estos pacientes, se ha sugerido la translocacion
bacteriana o de endotoxinas, que podria aparecer en relacion con el edema intestinal (Anker,

Coats 1999). La pérdida de funcion renal residual también se ha relacionado con un
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empeoramiento de los parametros de inflamacién. Wang y cols. observaron como la pérdida de
funcion renal residual en pacientes con didlisis peritoneal se asociaba con una mayor sobrecarga
de volumen y mayor inflamacion. No obstante, no pudieron descartar que otros mecanismos,
tales como la menor depuracion de moléculas de mediano tamafio, estuvieran implicados en

provocar el empeoramiento de los parametros de inflamacion (Wang et al. 2004b).

No esta claro si el control de la situacion de inflamacion podria mejorar la morfologia y
funcionalidad cardiaca (Losito et al. 2003). En este sentido, podria considerarse también la

insuficiencia cardiaca, no so6lo una causa, sino una consecuencia del proceso inflamatorio.
2.1.3. Procesos infecciosos intercurrentes:

Diferentes estudios confirman que el desarrollo de un proceso infeccioso condiciona una
respuesta inflamatoria. Esta respuesta se perpetaa si el proceso infeccioso se cronifica. En los
pacientes con ERC, se ha relacionado la infeccion por determinados microorganismos, como
Chlamydia pneumoniae, con la progresion de la ateroesclerosis (Stenvinkel, Heimburger &
Jogestrand 2002, Zoccali et al. 2003, Kato et al. 2006, Kim et al. 2008). Otros estudios muestran
una asociacion entre la periodontitis crénica y la elevacion de marcadores de inflamacion en
pacientes en programa de hemodialisis (Chen et al. 2006, Buhlin et al. 2007). Incluso se ha
llegado a demostrar una asociacion estadisticamente significativa entre la periodontitis
moderada o severa y la muerte de origen cardiovascular en pacientes en hemodialisis
(Kshirsagar et al. 2009), proponiéndose la hipotesis de que el tratamiento de la periodontitis
podria reducir la muerte de origen cardiovascular en estos pacientes. En este sentido, un estudio
mostré un descenso en los niveles de PCR y en la velocidad de sedimentacion glomerular tras el

tratamiento periodontal en pacientes en hemodialisis (Kadiroglu et al. 2006).
2.1.4. Obesidad:

En la poblacion general, la obesidad contribuye al aumento en la actividad inflamatoria. En
los adipocitos se producen citoquinas pro-inflamatorias, tales como la IL-6 y el TNF-o.
Ademas, se producen otro tipo de moléculas mas especificas, que también tienen un efecto pro-
inflamatorio, como la leptina y la visfatina. Los pacientes con ERC que necesitan terapia renal
sustitutiva con hemodialisis presentan menor prevalencia de obesidad que la poblacion general,
relacionandose, en este grupo de pacientes, un indice de masa corporal bajo con mayor
mortalidad (Port et al. 2002), y el exceso de peso con una mayor supervivencia (Kalantar-Zadeh
et al. 2006, Leavey et al. 2001). No obstante, hay estudios en los que se muestra, en la poblacion
en hemodialisis, una asociacion entre el deposito de grasa abdominal (Cordeiro et al. 2010) o

troncular (Axelsson et al. 2004) y un incremento de inflamacion a nivel sistémico.
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2.1.5. Factores genéticos:

Varios estudios han mostrado que el patron de inflamacion en los pacientes urémicos no
guarda unicamente relacion con factores ambientales, sino que también puede haber una
predisposicion genética. Segun el estudio de Zacho y cols., determinados polimorfismos del gen
de la PCR se asocian con un aumento mas marcado de esta proteina, no encontrandose
asociacion entre los distintos polimorfismos de la PCR y el riesgo cardiovascular (Zacho et al.
2008). Un pequeiio estudio realizado por Zhang y cols. en pacientes en hemodialisis mostro que
diferentes haplotipos de la PCR predecian los niveles de la proteina, pero no predecian el riesgo
cardiovascular (Zhang et al. 2007). Sin embargo, el estudio de Muntinghe y cols. si mostrd una
diferencia sobre la mortalidad en 2 cohortes de pacientes en hemodialisis con una variante
diferente en el polimorfismo del receptor de citoquinas pro-inflamatorias CCRS. Segin este
estudio, los portadores del polimorfismo CCRS5-Delta 32 tenian menos efectos adversos debidos
a la inflamacién y menor mortalidad, pudiendo considerarse el bloqueo de dicho receptor como
una diana terapéutica en pacientes en dialisis (Muntinghe et al. 2009). Por otro lado, las
variantes genéticas en otras citoquinas como el polimorfismo en TNF--308 y en IL-10-1082 se
asociaron con un peor prondstico en pacientes con ERC. Sin embargo, los resultados fueron
dudosos en relacion con las variantes genéticas o polimorfismos estudiados con la citoquina IL-

6 (Stenvinkel et al. 2005a).
2.1.6. Factores inmunolégicos:

El retorno a hemodialisis tras el fracaso de un trasplante renal cada vez es mas frecuente.
Se ha considerado que podria ser beneficioso para el paciente mantener el injerto renal, incluso
con dosis bajas de inmunosupresion, para obtener una minima funcion renal residual. Sin
embargo, al menos en algunos casos, el trasplante renal puede actuar como un potente activador
del proceso inflamatorio. Hay ocasiones en que los pacientes se encuentran asintomaticos,
evidenciandose unicamente una elevacion en los marcadores de inflamacion. La tnica forma de
revertir esta situacion es mediante la transplantectomia del injerto renal (Lopez-Gomez et al.

2004).
2.2. Causas de inflamacion durante la hemodialisis:

Hay una amplia evidencia de que diferentes aspectos relacionados con el procedimiento de
la hemodidlisis pueden producir inflamaciéon. Se han propuesto diferentes mecanismos para
activar este proceso inflamatorio en pacientes en hemodialisis: en primer lugar, la retencion de
moléculas pro-inflamatorias eliminadas habitualmente por el rifion; en segundo lugar, el
aumento del stress oxidativo; y en ultimo lugar, la estimulacion de células presentadoras de
antigeno, fundamentalmente los monocitos, de forma directa o a través de diferentes

contaminantes.
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2.2.1. Biocompatibilidad del sistema de hemodialisis:

La biocompatibilidad se define como la capacidad de un material, dispositivo o sistema
para llevar a cabo su funcion sin una respuesta significativa del huésped para una aplicacion

especifica (Gurland et al. 1994).

La necesidad de la circulacion extracorporea de la sangre y el contacto de la misma con la
membrana y el liquido de dialisis provocan una compleja respuesta humoral y celular por parte
del organismo. La situacion ideal seria que el material de conduccidon sanguinea fuese
equivalente a la célula endotelial. De todos los elementos involucrados en la dialisis, la
composicidon quimica y las caracteristicas intrinsecas de la membrana de didlisis son sin duda
los factores mas relevantes en la evaluacion de la biocompatibilidad (Gurland et al. 1994,
Rodriguez Bent, Hernandez Herrera & Aljama Garcia 2006). Otro factor fundamental para la
biocompatibilidad del sistema de hemodialisis lo constituye el liquido de dialisis, de ahi la
importancia de su pureza (Pérez Garcia, Gonzalez Parra & Sociedad Espafiola de Nefrologia

2006).
2.2.2. Liquido de dialisis: importancia del liquido ultrapuro:

Durante la sesion de hemodialisis se ha demostrado que es posible la transferencia de
diferentes sustancias pirdgenas a la sangre, a través del dializador (Tabla 2). Es conocido que las
endotoxinas pueden atravesar cualquier tipo de membrana. Las membranas de alta
permeabilidad permiten incluso con mas facilidad el paso de estas sustancias a la sangre, debido
a que con estos dializadores es habitual el fendmeno de la retrofiltracion, y de hecho, hay
estudios que demuestran que la denominada reaccion a pirdgenos es mas frecuente con
membranas de alta permeabilidad que con membranas de baja permeabilidad (Perez-Garcia et
al. 1995). Sin embargo, las membranas de dialisis desarrolladas en los ultimos afios, como la
polisulfona, la poliamida o la polietersulfona, son capaces de absorber endotoxinas,
disminuyendo la transferencia de las mismas (Lonnemann 1993) y evitando las reacciones a

pirégenos.

Las endotoxinas en contacto con la sangre provocan la activacion monocitaria y la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias. El impacto de este proceso depende de muchos
factores, como el tipo o cantidad de endotoxina y las diferentes respuestas del huésped. Por
ejemplo, es necesaria la presencia de determinadas proteinas en la sangre, como la proteina
transportadora de lipopolisacarido o la proteina bactericida inductora de permeabilidad
(Sundaram, King & Pereira 1997), para desencadenar una respuesta inflamatoria. En este
sentido, el estado nutricional e inmunolégico del paciente puede determinar diferentes

respuestas en relacion con la misma técnica de hemodialisis (Jofre et al. 2006).

10



Introduccidén

Tabla 2. Sustancias pirégenas derivadas de bacterias.
(Adaptado de Jofre et al. 2006)

Componentes de 1a pared bacteriana:
Lipopolisacaridos
Lipido A
Otros fragmentos de lipopolisacarido
Peptidoglicanos
Muramilpéptidos
Otros

Otros componentes de la célula:
ADN bacteriano

Toxinas secretadas:
Exotoxina A
Fragmentos de exotoxinas A
Otras exotoxinas

Para minimizar el posible paso de sustancias pirdgenas a la sangre, en los ultimos afios se
ha reconocido la importancia de utilizar un liquido de dialisis de alta calidad. Para conseguir un
liquido de dialisis con estas caracteristicas es necesario utilizar un agua altamente purificada.
Seglin las guias de calidad, la contaminacién bacteriana maxima admisible en el liquido de
didlisis estandar predializador es de 1.000 UFC/ml, debiendo ser la concentracion de
endotoxinas inferior a 0,5 UE/ml (Pérez Garcia, Gonzalez Parra & Sociedad Espafiola de
Nefrologia 2006). Cuando se realiza dialisis de alto flujo, con membranas de alta permeabilidad,
con las que se produce retrofiltracion, y de forma indispensable, con las técnicas de
hemofiltracion o hemodiafiltracion, el liquido de dialisis utilizado que se exige se denomina
ultrapuro o altamente purificado. En este caso, la contaminacion bacteriana maxima admisible
es de 1 UFC/ml, y la de endotoxinas 0,03 UE/ml. Sabemos que se puede producir una
estimulacion de los monocitos con niveles plasmaticos de endotoxinas tan bajos como 0,05
ng/ml. Por ello, se ha escogido un nivel de endotoxinas para el liquido de dialisis ultrapuro
semejante al de los liquidos estériles, con lo que se asegura que no hay endotoxinas suficientes
para estimular a los monocitos. Segun las guias, para minimizar la inflamacién de los pacientes
en hemodialisis, todas las unidades de dialisis deberian trabajar para conseguir un liquido de

dialisis ultrapuro para todas las modalidades de dialisis.
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2.2.3. Liquido de dialisis: efecto del acetato.

La utilizacion de acetato como tampon de la solucion del liquido de didlisis se sabe que
puede producir efectos adversos sobre el paciente, tales como inestabilidad hemodinamica y
depresion en la contractilidad miocardica (Vincent et al. 1982, Herrero et al. 1994). Los
mecanismos por los que el acetato produce estos efectos no se conocen con exactitud, aunque
hay estudios que refieren un aumento en la actividad de la 6xido nitrico sintetasa (NOS), enzima
productora de 6xido nitrico, en células endoteliales incubadas con solucioén con acetato frente a
aquellas células cultivadas con solucidn sin acetato, en las que no se observaban cambios en la
actividad de la NOS (Amore et al. 1997). La estimulacidon periodica de la NOS en las células
endoteliales con el liquido de didlisis tamponado con acetato podria tener relevancia en el
desarrollo de la patologia cardiovascular de los pacientes en hemodialisis. No obstante, la
minima cantidad de acetato que se utiliza en la didlisis con bicarbonato, aunque es capaz de
producir la activacion de la NOS in vitro, probablemente sea rapidamente metabolizada y no
llegue a alterar la actividad de la NOS in vivo. También hay estudios que refieren que el acetato
es capaz de provocar el aumento de la sintesis de citoquinas, tales como la IL-1 (Bingel et al.

1987).
2.2.4 Proétesis vasculares y catéteres:

El tipo de acceso vascular tiene una gran relevancia en la evolucion de los pacientes en
hemodialisis. Los pacientes portadores de catéter tunelizado tienen una mayor comorbilidad y
una menor supervivencia en hemodialisis que los pacientes portadores de fistula arteriovenosa.
Respecto a la situacion de inflamacion, seglin un estudio, los pacientes con catéter tunelizado
tienen cifras mas elevadas de PCR y una mayor resistencia a la eritropoyetina que los pacientes
portadores de protesis arteriovenosas, teniendo los pacientes con fistula arteriovenosa autéloga
los niveles mas bajos de PCR (Movilli et al. 2006). Otros estudios refieren que los pacientes
portadores de protesis arteriovenosas trombosadas tienen cifras mas elevadas de PCR, productos
finales de glicacion avanzada (AGEs) y moléculas de adhesion endotelial (Nassar, Fishbane &
Ayus 2002, Cai et al. 2006, Chang et al. 2005). Estos resultados apoyan que el acceso vascular
protésico trombosado puede provocar un empeoramiento del estado inflamatorio. Retirar el
acceso vascular trombosado condicionaria una mejoria de los parametros de inflamacion

(Nassar, Fishbane & Ayus 2002).
2.2.5. Biocompatibilidad de la membrana de dialisis:

En el tratamiento con hemodialisis, la interaccion entre la sangre y la superficie artificial de
la membrana de dialisis tiene una especial relevancia, debido a la naturaleza crénica del

tratamiento. Las membranas son generalmente polimeros, es decir, una repeticion de
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monoémeros idénticos repetidos. La forma mas habitual de clasificar las membranas de dialisis

atiende a su composicion y grado de permeabilidad (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de las membranas de dialisis
(Adaptado de Martin Malo, De Francisco 2010)

Composicion del material
Celulosicas:
1. Celuldsica no modificada (baja permeabilidad)
(cuprofan, acetato de celulosa, cuproamonio rayon)
2. Celulosica modificada o regenerada (baja permeabilidad)
(hemofan)
3. Celulosa modificada o regenerada (alta permeabilidad)
(triacetato de celulosa)
4. Recubiertas de vitamina E
Sintéticas:
1. Baja permeabilidad
(policarbonato, polisulfona, poliamida)
2. Alta permeabilidad

(polisulfona, poliamida, polinefrona, polietersulfona, polimetilmetacrilato,
poliacrilonitrilo)

Permeabilidad (segin el coeficiente de ultrafiltracion (K,
Alta: >20ml/h/mmHg,.

Intermedia: 12-20 ml/h/mmHg..

Baja: <10-12 ml/h/mmHg.

Hay multiples estudios que comparan la biocompatibilidad de las membranas evaluando

diferentes parametros. Algunos analisis pueden realizarse facilmente en el marco clinico

habitual, aunque otras técnicas requieren laboratorios especializados. Entre los parametros que

se han utilizado para evaluar la biocompatibilidad de cada dializador se encuentran: su

capacidad trombogénica, la capacidad de activar el complemento, la capacidad de activar los

leucocitos, la capacidad de inducir la produccion de ROS, y la capacidad de inducir la sintesis

de diferentes citoquinas (Tabla 4).

Tabla 4. Fenomenos de interaccion de la sangre con la membrana de dialisis

-Trombogenicidad

-Activacion del complemento

-Activacion celular

-Incremento de ROS

-Incremento de citoquinas proinflamatorias
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2.2.5.1. Capacidad trombogénica del dializador:

El potencial trombogénico de un dializador es dependiente del tipo de polimero de
membrana, de su permeabilidad, y del disefio del dispositivo, que repercute sobre las
condiciones del flujo (Vienken 2006). Los factores responsables del potencial
trombogénico de las membranas de dialisis son la energia libre superficial, la carga, la

rugosidad, y la composicion quimica de la membrana del dializador (Tsunoda et al. 1999).

El sistema extrinseco de la cascada de coagulacion es activado por las superficies
cargadas negativamente, por lo que los polimeros de membrana que poseen una superficie
anionica como las membranas de poliacrinonitrilo se pueden considerar mas trombogénicas
que las membranas de polimeros mas neutros como la polisulfona. Por ello, con Ia
membrana AN69 de poliacrinonitrilo se observaron no solo niveles més altos de adsorcion

del factor XII, sino de autoactivacion del factor XIla (Matata et al. 1996).

Los estudios clinicos que investigan la activacion de la coagulacion en distintos tipos de
membrana y que utilizan la formacion ex vivo del complejo de trombina-antitrombina III,
como parametro de coagulacion, han revelado una mayor formacion de dicho complejo con
las membranas de poliacrininitrilo que con las membranas de polisulfona o celulosa

regenerada (Mulvihill et al. 1997).

A diferencia de los factores de coagulacion, las plaquetas se adhieren mas a las cargas
catidnicas y a los materiales hidrofobicos. En este sentido, se ha objetivado una reduccion
significativa en el recuento plaquetario tras 15 minutos de dialisis con dializadores de

acetato de celulosa hidrofobico (Verbeelen et al. 1991).
2.2.5.2. Activacién del complemento provocada por el dializador:

Las membranas de celulosa regenerada y sin modificar generan una mayor activacion
del complemento que los restantes tipos de membranas de dialisis. Esto se debe a la union
del factor del complemento C3b a los grupos hidroxilo, localizados en la superficie de este
tipo de membranas. La sustitucion parcial de estos grupos hidroxilo de las membranas por
grupos acetilo, dietilaminoetilo o benzilo, o bien el recubrimiento con polietilenglicol,

proporcionan una reduccion notable de la activacion del complemento.

También se ha detectado activacidon del complemento desencadenada por la union de
proteinas reguladoras como el factor D con la membrana de poliacrinonitrilo (Pascual,

Schifferli 1993).

Los parametros mas utilizados para evaluar la activaciéon del complemento por las
membranas de hemodialisis son los factores del complemento C3a y C5a. No obstante, es

dificil interpretar los valores de estos parametros, ya que pueden ser absorbidos o filtrados

14



Introduccidén

por las distintas membranas de dialisis, y pueden unirse a receptores plasmaticos. La
sintesis de factores de activacion del complemento se produce entre 15 y 30 minutos
después de haber iniciado la sesion de hemodidlisis, y se recupera la normalidad
practicamente al final de la sesion. Debido a la estimulacion cronica 3 veces por semana,
las membranas de celulosa regenerada pueden inducir a largo plazo la supresion de la
activacion del complemento. El mecanismo no se conoce con exactitud, pero podria estar
relacionado con el aumento de proteinas reguladoras del complemento, como el factor H y

la proteina asociada al complemento SP-40 (Ohi, Tamano & Sudo 2001).
2.2.5.3. Activacion celular provocada por el dializador:

El contacto de la sangre con las distintas membranas de dialisis induce una activacion
leucocitaria, que puede manifestarse con alteraciones en su funcionalidad. La forma mas
generalizada de evaluar la activacion leucocitaria es la leucopenia que habitualmente se
produce entre 15 y 30 minutos después del inicio de la hemodialisis. Esta leucopenia se
debe al aumento en la expresion de los receptores CD11b/CD18 y CD15s, que conduce a la
adhesion, agregacion y secuestro de los leucocitos en el pulmén. Las alteraciones en la
funcionalidad leucocitaria estan mediadas en parte por el complemento, por lo que existe
una asociacion entre la leucopenia y la activacion del complemento. Las membranas de
celulosa no modificada provocan una leucopenia mas severa que las membranas de
celulosa modificada. Las membranas sintéticas pueden inducir un descenso de los
leucocitos moderado, bajo o muy bajo, dependiendo del polimero que las constituye. Por
ejemplo, la poliamida y la polisulfona producen una leucopenia similar, aproximadamente

del 12%, después de 15 minutos de hemodialisis (Vienken 2006).

Las membranas de dialisis también pueden inducir la apoptosis de los neutrofilos, tanto
de forma directa, como a través de la interaccion con los monocitos. La produccion de ROS
parece influir en este proceso. Hay estudios que refieren un porcentaje de apoptosis mas
elevado con los dializadores de hemofan y cuprofan, moderado con los dializadores de
diacetato de celulosa y relativamente bajo con los de poliacrinonitrilo y polisulfona

(Martin-Malo et al. 2000).
2.2.5.4. Produccion de ROS inducida por el dializador:

El tratamiento con hemodialisis induce un mayor estrés oxidativo en los pacientes con
ERC, que ya basalmente presentan una deficiencia en los sistemas antioxidantes. La
produccion de ROS puede detectarse indirectamente, a través de la medicidn de los niveles
plasmaticos de productos de oxidacidén de las proteinas, como la oxidacidon de los grupos

tiol de las proteinas plasmaticas. El incremento mas acusado de ROS durante la dialisis se
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ha descrito con las membranas que producen una mayor activacion del complemento

(Himmelfarb et al. 1993, Bonomini et al. 1999).

Entre las medidas que se han considerado para intentar evitar la induccion del estrés
oxidativo, se encuentra la utilizacion de membranas recubiertas con vitaminas
antioxidantes, como la vitamina E. Asi, un estudio realizado con este tipo de membrana
(Excebrane) mostro, tras tres meses de tratamiento, un aumento del 10% en las
concentracion plasmatica de vitamina E. Sin embargo, este estudio no reveldé una mejoria

en cuanto a la reduccion del estrés oxidativo (Galli, Canestrari & Buoncristiani 1999).
2.2.5.5. Produccion de citoquinas pro-inflamatorias inducida por el dializador:

Las caracteristicas de cada dializador pueden influir sobre la cantidad de citoquinas pro-
inflamatorias circulantes. Entre los factores que pueden determinar la cantidad de
citoquinas se encuentran la permeabilidad del dializador, la tasa de ultrafiltracion y la
capacidad de adsorcion de citoquinas por el mismo (Bingel et al. 1988, Lonnemann et al.

1988).

Un estudio in vitro realizado para comparar el efecto de distintos dializadores, reveld
una mayor proporcion de monocitos con alto contenido en citoquinas con la membrana de
hemofan que con la de poliamida. En este estudio pudo confirmarse que al poner los
monocitos en contacto con un estimulo como el lipopolisacarido de origen bacteriano
fueron secretadas mas citoquinas de origen monocitario con hemofan que con poliamida
Concluyeron en este estudio que la hemodidlisis con poliamida y el hemofan no inducian
cambios en la concentracion plasmatica de citoquinas, pero con hemofan se observd una
mayor preactivacion monocitaria. Los monocitos preactivados contienen una mayor
cantidad de citoquinas, que podrian ser liberadas con un segundo estimulo, como es el

contacto con endotoxinas (Girndt, Heisel & Kohler 1999).

Qian J y cols. evaluaron los niveles plasmaticos y la expresién génica de IL-1p con
distintos dializadores. No observaron diferencias en los niveles plasmaticos de IL-1p, pero
la expresion génica fue tres veces superior con la celulosa regenerada, comparada con el
polimetilmetacrilato y con la polisulfona (Qian et al. 1995). Esto indicaria que las
membranas de celulosa regenerada propician la expresion génica de citoquinas, pero no
necesariamente su liberacion desde las células, pudiendo permanecer estables los niveles

plasmaticos de las citoquinas durante el tratamiento.
2.2.6. Importancia del transporte convectivo:

En los ultimos afios ha habido avances muy significativos respecto al tratamiento con
hemodialisis, particularmente en relacion con la introduccion de técnicas con mayor transporte

convectivo, como la hemodialisis on-line. Se han realizado varios estudios para analizar los
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posibles efectos beneficiosos de esta técnica sobre el estado inflamatorio. Estos estudios
muestran una reducciéon en el porcentaje de monocitos activados CD14'CD16" con la
hemodialisis on-line respecto a la hemodialisis convencional de alto flujo (Ramirez et al. 2011,
Kim et al. 2011), asi como un descenso en los marcadores de dafio endotelial (Carracedo et al.
2006). Esta mejoria parece claramente dependiente del transporte convectivo, ya que cuando los
pacientes recibian tratamiento con hemodialisis de alto flujo la proporcion de monocitos
CD14'CD16" volvia a aumentar (Carracedo et al. 2006). No obstante, a pesar de la mejoria en
los parametros de inflamacion y dafio endotelial en estos pacientes, el porcentaje de monocitos

activados no llegaba a ser tan bajo como en un sujeto sano.
3. Consecuencias de la inflamacién en la ERC:
3.1. Sindrome de desgaste proteico-energético:

Los pacientes con ERC avanzada de forma muy frecuente presentan anorexia, lo que
conduce a una pérdida progresiva de peso, con disminucién del tejido adiposo y de la masa
muscular (Stenvinkel, Heimburger & Lindholm 2004, Pupim, Ikizler 2003). El concepto clésico
de malnutricion urémica o caquexia urémica (Stenvinkel et al. 1999) ha evolucionado en los
ultimos afios gracias al mejor conocimiento de los mecanismos fisiopatologicos implicados,
como la inflamacién, el hipercatabolismo proteico y la anorexia (Gracia-Iguacel et al. 2013). La
valoracion del impacto de la malnutricion sobre la ERC esta dificultada por la existencia de
diferentes criterios diagnosticos y definiciones. Recientemente, se ha definido el sindrome de
protein energy wasting (PEW) (Fouque et al. 2008), en un intento de unificar las terminologias
asociadas al concepto de malnutricion en la ERC. El Grupo de Trabajo de Nutricién de la
Sociedad Espafiola de Nefrologia ha propuesto el término desgaste proteico-energético como el
que mejor define en habla hispana el concepto anglosajon del PEW (Gracia-Iguacel et al. 2013).
El sindrome de desgaste proteico-energético se define como un estado patologico en el que hay
un descenso o desgaste continuado tanto de los depdsitos proteicos como de las reservas
energéticas, incluyendo la pérdida simultanea de grasa y musculo en el paciente urémico.
Diferentes estudios han mostrado que la inflamacion estd implicada en este proceso, observando
que la masa muscular estaba inversamente correlacionada con la IL-6 y con la PCR en pacientes
en hemodialisis, incluso tras haber ajustado los valores por edad y sexo (Wang et al. 2004a).
Johansen y cols. encontraron una asociacion entre el descenso de los marcadores de masa
muscular y la elevacion de los niveles de IL-1B en el seguimiento durante 1 afio de pacientes en

hemodialisis (Johansen et al. 2003).

Las citoquinas pro-inflamatorias interactan a través de diferentes vias con el sistema
nervioso central, afectando areas relacionadas con la regulacion del apetito. Existen algunos
estudios que demuestran una asociacion entre la pérdida de apetito y la elevacion de parametros

de inflamacion como IL-6 y TNF-o en pacientes en hemodialisis (Carrero et al. 2007a,
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Kalantar-Zadeh et al. 2004). La IL-6 derivada del tejido mtisculo-esquelético podria contribuir
al incremento de IL-6 que se produce durante la sesion de hemodialisis (Raj et al. 2005,
Garibotto et al. 2006). Ademas, niveles elevados de IL-6 se han relacionado con diferentes
parametros de desnutricion en pacientes urémicos (Pecoits-Filho et al. 2002), indicando la
importancia que tiene esta citoquina en el desarrollo de la desnutricion y del catabolismo

muscular (Axelsson et al. 2004, Carrero et al. 2008).
3.2. Anemia:

La principal causa de la anemia secundaria a la ERC es la deficiencia de eritropoyetina,
pero también se han propuesto otros factores etioldgicos relacionados con la inflamacion. Los
monocitos activados producen citoquinas pro-inflamatorias, tales como IL-1, IL-6, TNF-a o
INF-y, implicadas en la inhibicién de la eritropoyesis. El mecanismo exacto no se conoce,
aunque parece haber una induccion de la apoptosis de células progenitoras de la serie eritroide

(Macdougall, Cooper 2005).

Otro mecanismo relacionado con la inflamacion es la produccion de hepcidina en el higado,
un péptido que inhibe la absorcidn intestinal de hierro, y que es secretado al torrente sanguineo
por los macrofagos. La transcripcion de hepcidina esta inducida por la citoquina IL-6 (Nicolas
et al. 2002, Atanasiu, Manolescu & Stoian 2007, Lee et al. 2005), por lo tanto, en situaciones de
mayor inflamacion, aumenta la expresion de hepcidina y disminuye la absorcion de hierro,

aumentando como consecuencia la anemia.
3.3. Ateroesclerosis:

La ateroesclerosis se considera, al menos en parte, un proceso inflamatorio. Sin embargo,
todavia no se conocen con exactitud los mecanismos por los que la inflamaciéon conduce a la

progresion de la ateroesclerosis.

En los pacientes con ERC, la calcificacion vascular tiene un papel fundamental en la
generacion de la ateroesclerosis. Es estos pacientes, se produce un proceso similar a la
mineralizacion o6sea en la pared vascular, con el deposito de cristales de fosfato calcico.
Recientemente, se ha demostrado que estos cristales podrian interactuar con los monocitos,
induciendo inflamacion por la via de la proteina kinasa C y las MAP kinasas (Nadra et al.

2005).

La Fetuina-A es el inhibidor de osificacion mejor estudiado. Ratones deficientes en el gen
de la Fetuina-A desarrollan de forma temprana calcificaciones en los tejidos blandos y mueren
jovenes (Schafer et al. 2003). En los pacientes con ERC, los bajos niveles circulantes de
Fetuina-A se asocian con un aumento en la mortalidad de origen cardiovascular (Ketteler et al.
2003, Stenvinkel et al. 2005b, Hermans et al. 2007). La inflamacion se ha propuesto como un

factor desencadenante del descenso de los niveles de Fetuina-A en los pacientes con ERC, ya
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que la presencia de citoquinas pro-inflamatorias regula a la baja los niveles de Fetuina-A
circulante (Gangneux et al. 2003, Moe, Chen 2005). También existen estudios en pacientes en
programa de didlisis peritoneal en los que se asocian los niveles de Fetuina-A con calcificacion

de las valvulas cardiacas y con el estado de inflamacion de los pacientes (Wang et al. 2005).

Hay otros estudios que sugieren una asociacion entre inflamacion y calcificacion vascular.
La citoquina TNF-a puede inducir mineralizacion de las células vasculares in vitro (118,
seminars). El cocultivo de estas células con monocitos o macréfagos (productores de citoquinas)

acelera el proceso de mineralizacion (Tintut et al. 2002).
3.4. Alteracion de funciones endocrinas:

El rifion tiene un papel modulador de las funciones endocrinas. Como consecuencia, el
estado de uremia se asocia con anormalidades en la sintesis y accion de muchas hormonas. La
disfuncion hormonal puede agravarse por el estado de inflamacion cronica. Diferentes estudios
corroboran esta hipétesis. Por ejemplo, hay un estudio que refiere que la inflamacion inhibe la
accion de la hormona del crecimiento (GH) (Cooney, Shumate 2006). La resistencia al efecto
anabdlico del eje hormona del crecimiento/factor del crecimiento insulinico tipo 1 (GH/IGF-1)
podria ser otro factor que contribuye a la pérdida de fuerza y de masa muscular que
habitualmente presentan los pacientes con ERC. Segin un estudio realizado en pacientes en
hemodialisis, la infusion de GH a pacientes sin inflamacion disminuia el potasio plasmatico y
tenia una repercusion sobre el balance proteico, pero no producia ninglin efecto sobre los
pacientes inflamados (Garibotto et al. 2008). Esto indicaria que la resistencia a la GH no esta

relacionada con la uremia, sino con el estado de inflamacion.

Las hormonas tiroideas, tiroxina (T,;) y triyodotironina (T;), son responsables de la
regulacion del metabolismo. La proporcion T, /T; en la sangre es aproximadamente 20/ 1. La T,
se transforma en el higado y en otros 6rganos en la forma metabdlicamente activa, la Ts (tres a
cuatro veces mas potente que la T,). Sus efectos son el aumento del metabolismo basal,
indispensable para un correcto desarrollo fetal, y el funcionamiento adecuado de varios sistemas
como el cardiovascular, el masculo-esquelético, el hematopoyético, y el hormonal. Se sabe que
la inflamacion créonica también puede inducir un hipotiroidismo subclinico, situacién que se
observa con relativa frecuencia en los pacientes con enfermedad renal terminal (Zoccali et al.
2005, Carrero et al. 2007b). La inyeccion de IL-6 en sujetos sanos reduce la conversion de T, a
T; (Torpy et al. 1998). Hay estudios clinicos que han demostrado que la disminucion en los
niveles de la hormona T; se correlaciona con marcadores de inflamacion sistémica, y es un
predictor independiente de mortalidad en pacientes con ERC estadio 5 (Carrero et al. 2007b), en
pacientes en hemodialisis (Zoccali et al. 2006), y en pacientes en dialisis peritoneal (Enia et al.
2007). La disminucion de los niveles de la hormona Tj; circulante también se relaciona con un

empeoramiento de la funcionalidad cardiaca (Zoccali et al. 2006, Kang et al. 2008). En estudios
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realizados en pacientes portadores de transplante renal, la disminucién en los niveles de la
hormona T; antes del trasplante predijo una menor supervivencia del injerto (Rotondi et al.

2008).

La inflamacion persistente también puede producir una disminucion en los niveles de
testosterona. Segun Carrero y cols., mas del 50% de los pacientes con ERC terminal podrian
padecer un déficit de testosterona, lo cual esta relacionado con marcadores de inflamacion

sistémica y con un riesgo incrementado de mortalidad (Carrero et al. 2009).
3.5. Aumento de mortalidad:

La enfermedad cardiovascular es la causa mas frecuente de muerte en los pacientes con
ERC terminal, siendo la causa de fallecimiento en aproximadamente la mitad de los pacientes

en hemodialisis.

La PCR, proteina reactante de fase aguda que se eleva de forma caracteristica en
situaciones de inflamacién, es predictora de la mortalidad de origen cardiovascular en la
poblacién general. En pacientes en hemodidlisis, los niveles mas elevados de PCR se asocian
con el aumento de riesgo de muerte de cualquier causa de origen cardiovascular (Zimmermann

et al. 1999).

Se considera que el estado inflamatorio puede tener un efecto catalizador sobre otros
factores de riesgo. De este modo, se propone la hipdtesis de que la inflamacion persistente de
grado bajo, frecuentemente observada en los pacientes con ERC, podria modular el efecto de
otros factores de riesgo como la malnutricion y la enfermedad cardiovascular (Carrero,
Stenvinkel 2009), empeorando la situacion del paciente. La inflamacion se considera un factor
etiologico de malnutricion, pero también puede interactuar con el estado de malnutricion y la
enfermedad cardiovascular para incrementar el riesgo de mortalidad. Segin el estudio de
Mutsert y cols, la presencia de inflamacion, enfermedad cardiovascular y malnutricion se asocio
con 16 muertes/100 personas al afio, una tasa de mortalidad mas alta que la esperada para cada
uno de estos factores por separado (De Mutsert et al. 2008). En este sentido, las observaciones
epidemiologicas se traducen en el acufiamiento del nuevo sindrome MIA (malnutricion,
inflamacién y ateroesclerosis), en el cual “el todo es més que la suma de sus partes”. Parekh y
cols observaron que, aunque la muerte subita es mdas frecuente en los pacientes con ERC
terminal, ésta aumentaba significativamente si existia malnutricion e inflamacion,
independientemente de los factores de riesgo cardiovascular cléasicos. Especificamente, los
pacientes que tenian niveles mas altos de PCR y niveles mas bajos de albimina, presentaban
con mas frecuencia muerte subita (Parekh et al. 2008). En otro estudio realizado en pacientes en

hemodidlisis, el incremento de la PCR y de los monocitos activados CD14"'CD16" aumentaba el
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riesgo de mortalidad, sugiriendo un efecto sinérgico de ambos parametros de inflamacion sobre

la mortalidad (Heine et al. 2008).

Todos estos datos son un reflejo de la importancia que tiene intentar corregir la situacion de
inflamacién cronica en los pacientes con ERC, un proceso clinicamente insidioso, pero cuyas

consecuencias son tan relevantes como un aumento de mortalidad en estos pacientes.
4. Marcadores de inflamacion:
4.1. Proteina C reactiva (PCR):

La PCR es el marcador de inflamacion mas extensamente utilizado en la practica clinica.
Esta proteina se eleva rapidamente tras un estimulo inflamatorio. Se produce en los hepatocitos,
principalmente en respuesta a una elevacion en los niveles de IL-6. También la IL-18 y los
glucocorticoides inducen la sintesis hepatica y liberacion de la PCR. Una vez liberada, la PCR
se une a su ligando principal, la fosfocolina, que es un componente de la pared bacteriana y de
los hongos, disparando asi la activacion de la cascada del complemento y la respuesta
fagocitica. En humanos, la PCR es la proteina de fase aguda mas estudiada y puede aumentar
hasta 1000 veces entre 24 y 48 horas después de una infeccidn, inflamacion o dafio tisular. Su
vida media es de 19 horas, lo que facilita su deteccion en la circulacion sanguinea. Los valores
de PCR en un sujeto sano deben ser menores de 0,15 mg/L. No obstante, un estilo de vida no
saludable, como el sedentarismo, obesidad y consumo de tabaco puede hacer que se
incrementen los niveles de PCR. Los niveles medios de PCR en la poblacion general oscilan
entre 1 y 3 mg/L. En algunos estudios se ha utilizado la PCR ultrasensible, aunque
recientemente se ha demostrado que la cuantificacion convencional de PCR en pacientes en
hemodialisis predice el riesgo de mortalidad con la misma eficacia que la PCR ultrasensible

(Kanaan et al. 2008, Grootendorst et al. 2007).

Los pacientes europeos en didlisis tienen unos niveles medios de PCR de 7-8 mg/L, siendo
estos niveles algo més elevados en Estados Unidos, y sustancialmente mas bajos en Corea y
Japon (Wang et al. 2004a, Nascimento et al. 2004, Stenvinkel et al. 2002, Kaizu et al. 2003,
Muntner et al. 2004, Avesani et al. 2004). Segtn el estudio NHANES, aproximadamente el 50%
de los pacientes con filtrado glomerular estimado entre 15-60 ml/min tienen unos niveles de
PCR>2,1 mg/L. Los pacientes diabéticos generalmente tienen niveles algo més elevados de

PCR que los no diabéticos (Wanner et al. 2005).
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4.2. Citoquinas:
4.2.1. Interleuquina 6 (IL-6):

La IL-6 es una citoquina pleiotropica expresada en muchas células. Inicialmente recibid
diferentes nombres en relacion con las distintas funciones que realizaba, aunque posteriormente
se descubrio que todas estas acciones estaban relacionadas con un gen comun, que fue
denominado IL-6 (Kishimoto 1989, Van Snick 1990). Es una molécula de 212 aminoacidos, con
estructura helicoidal y que en ocasiones puede estar glicosilada. El receptor funcional para IL-6
es un complejo de dos glicoproteinas transmembrana, la glicoproteina gpl130 de 130 KDa,
encargada de transducir la sefial, y la glicoproteina gp80 de 80 KDa, encargada de unirse al
ligando o IL-6, denomindndose receptor de IL-6 (IL-6R). En el organismo muchas células
expresan IL-6, destacando principalmente las células beta de los islotes pancreaticos, pero
también se expresa en células T CDS8’, fibroblastos, osteoblastos, células endoteliales,

monocitos y células B, entre otras.

La IL-6 circulante se encuentra en sangre a niveles de 1 pg/ml en individuos normales. Los
niveles se elevan ligeramente en la menstruacion, moderadamente en el cancer tipo melanoma

(10 pg/ml) y de un modo sustancial tras una cirugia (30-430 pg/ml).

Su funcién se considera crucial en la respuesta inflamatoria aguda, ya que promueve la
activacion y proliferacion linfocitaria, la diferenciacion de células B, el reclutamiento de
leucocitos y la regulacion de la sintesis de PCR, IL-4, fibrindgeno y albiimina (Stenvinkel et al.
2005). Tiene efectos tanto pro-inflamatorios como anti-inflamatorios. También modula la

reabsorcion del hueso y promueve hematopoyesis (Kishimoto 1989, Van Snick 1990).

La IL-6 se considera el mejor marcador prondstico de mortalidad en pacientes con ERC,
siendo incluso mejor que la PCR, el TNF-a o la albumina (Barreto et al. 2010, Zoccali, Tripepi
& Mallamaci 2006, Pachaly et al. 2008). El aumento de esta citoquina en plasma se ha asociado
de manera independiente con el aumento de la PCR, la albamina y el grado de severidad de la
insuficiencia renal. Por el momento, a pesar de ello, no es tan accesible en la practica clinica

habitual como otros marcadores.
4.2.2. TWEAK:

El TWEAK es una citoquina que pertenece a la superfamilia del factor de necrosis tumoral
(TNF). Como el TNF, es un inductor débil de la apoptosis celular. Ejerce sus efectos biologicos
a través de su unidn al receptor Fnl4, destacando su efecto como mediador de la respuesta
inflamatoria al activar la expresidon de genes pro-inflamatorios por la via de NF-kB (Figura 1)
(Dogra et al. 2007). Estudios experimentales en animales sugieren que TWEAK podria estar
implicado en la progresion de la ERC, participando en reacciones inflamatorias en el tabulo

renal (Sanz et al. 2010, Sanz et al. 2008, Justo et al. 2006). La IL-6 induce la produccion de
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Fn14, el receptor de TWEAK. En este sentido, se ha sugerido que la inflamacién cronica podria
intensificar los efectos de TWEAK, a través del aumento de la sintesis de su receptor (Winkles
2008). En la actualidad se cree que la inhibicion de la actividad de TWEAK podria retrasar la
progresion de la ERC y la pérdida de masa muscular. Por otro lado, Yilmaz y cols refieren en su
estudio que el tratamiento antihipertensivo en pacientes diabéticos con ERC estadio 1 reduce la

proteinuria y la concentracion de TWEAK en pacientes hipertensos (Yilmaz et al. 2010).

TWEAK
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Figura 1.- Mecanismo del TWEAK sobre la inflamacion.
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4.3. Activacion monocitaria:

Los monocitos son células de la linea mieloide que se originan a partir de células de origen
hematopoyético en la médula 6sea, en respuesta al factor estimulador de la colonia de
macrofagos. Las células progenitoras se diferencian en monoblastos y luego en pro-monocitos,
los cuales llegan a la corriente sanguinea como monocitos. Los monocitos circulan en sangre

periférica antes de entrar en los tejidos en forma de macrofagos.

En ratones, los monocitos circulantes se clasifican en 2 poblaciones basandose en la
expresion de marcadores especificos de superficie, dando lugar a monocitos inflamatorios o
monocitos residentes. En humanos, existe gran heterogeneidad de monocitos circulantes que
podemos resumir como monocitos clasicos y monocitos no cldsicos segin expresen mayor o
menor cantidad de los marcadores CD14 y CD16. Los monocitos cldsicos son los que aparecen
normalmente en personas sanas como poblaciéon mayoritaria, con expresion alta de CD14 y baja

de CD16 (CD14""CD16°), mientras que los monocitos no clasicos expresan ambos receptores.

CD14 es una glicoproteina de unos 55 KDa expresada preferentemente en monocitos y
macrofagos, y actia cooperando con otras proteinas para mediar la respuesta inmune innata,
actuando como receptor del lipopolisacarido bacteriano. CD16 es una glicoproteina de 50 a 80
KDa, receptor Fc de baja afinidad, que actiia uniendo la porciéon Fc de anticuerpos IgG. Su
funcion biologica en la célula es mediar la fagocitosis y la citotoxicidad debida a células
dependientes de anticuerpos. Se expresa en neutrofilos, células Natural Killer y en macrofagos

(Ramirez, Martin-Malo & Aljama 2011).

La poblacion de monocitos no clasicos suele aparecer en determinadas situaciones
patologicas, caracterizada por una expresion variable de CD14 y coexpresion de CD16. En
relacion con la expresion de estas dos moléculas, se han descrito tres subpoblaciones
monocitarias diferentes: en primer lugar, los monocitos con una expresion elevada de CD14,
pero que no expresan CD16 (CD14"°CD16"), son los monocitos clasicos que presentan los
sujetos sanos. Los monocitos CD14"CD16", son una subpoblacién monocitaria que tipicamente
presentan los pacientes con patologia cardiovascular (Rogacev et al. 2011). Por ultimo, los
monocitos CD14'CD16" estan presentes en los pacientes con cualquier proceso inflamatorio
cronico, incluidos los pacientes con ERC (Nockher, Scherberich 1998, Scherberich, Nockher
2000, Carracedo et al. 2002).

Diferentes estudios confirman un incremento en el porcentaje de monocitos activados
CD14°CD16" en los pacientes con ERC, constituyendo mas de un 30% de los monocitos
circulantes en estos pacientes (Carracedo et al. 2006, Merino et al. 2011, Sester et al. 2001,

Nockher, Wiemer & Scherberich 2001) (Figura 2).
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Figura 2.- Subpoblaciones monocitarias de un paciente en hemodialisis (A) y de un sujeto sano (B).

(Adaptado de Heine et al. 2008).

Los monocitos CD14'CD16" son células activadas que muestran unas caracteristicas
fenotipicas especiales, con una expresion elevada de antigenos HLA-DR y moléculas de
adhesion, y que contienen en su citoplasma una cantidad elevada de citoquinas pro-

inflamatorias preformadas (Ramirez et al. 2006, Ziegler-Heitbrock 2007).

Los monocitos CD14'CD16" también se sobreexpresan en personas de edad avanzada y en
pacientes con cualquier causa de inflamacion crénica. La produccion de este subtipo
monocitario estd favorecida por la estimulacion repetida de los monocitos en un entorno con
abundantes citoquinas pro-inflamatorias. Los monocitos CD14'CD16" presentan caracteristicas
de células senescentes, con acortamiento de los telomeros y expresion del enzima [3-
galactosidasa. Estos datos conducen a considerar la hipdtesis de que los monocitos
CD14'CD16" podrian ser células activadas, que en presencia de citoquinas inflamatorias no
serian sometidas a apoptosis, prolongando su supervivencia y transformandose en células

senescentes con modificacion de su fenotipo y de su actividad.

De hecho, hay estudios que refieren que los monocitos CD14'CD16", parecen diferenciarse
a partir de los monocitos clasicos CD14 'CD16, ante la presencia de factores troficos y/o
citoquinas pro-inflamatorias (Merino et al. 2011, Ancuta, Weiss & Haeffner-Cavaillon 2000, Li,
Hangoc & Broxmeyer 2004). En el curso de una respuesta inmune adecuada, cuando el estimulo

inmunogénico desaparece, la eliminacion de los factores troficos induciria a estas células a
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entrar en un estado de apoptosis (16Cocultivosl). Sin embargo, en el estado de inflamacion
cronica que presentan los pacientes con ERC, estas células no llegarian nunca a la situacion de
apoptosis, sino que prologarian su supervivencia y se acumularian en la circulacion en un estado
de células senescentes (Ramirez et al. 2005, Carracedo et al. 2005). Como ocurre con otras
células senescentes, los monocitos CD14'CD16" provocan un aumento en la produccién y
secrecion de moléculas como citoquinas pro-inflamatorias, capaces de perpetuar el proceso

inflamatorio en los pacientes con ERC.

Mientras que el aumento en el porcentaje de monocitos CD14 "CD16" se relaciona con la
enfermedad cardiovascular, el aumento de los monocitos CD14'CD16" parece condicionar un
dafio endotelial. Los monocitos CD14'CD16" producen in vitro mayor estrés oxidativo y
apoptosis en células de estirpe endotelial (Ziegler-Heitbrock 2007). En los pacientes con ERC,
el aumento de los monocitos CD14°CD16" se correlaciona también con marcadores de dafio
endotelial, como el incremento en los niveles plasmaticos de microparticulas de origen
endotelial o el numero de células progenitoras endoteliales (Ramirez et al. 2007, Merino et al.
2008b, Merino et al. 2008a). Por otro lado, este subtipo celular presenta una expresion
aumentada de moléculas de adhesion y de citoquinas, asi otros marcadores de superficie como
CX3CR1, CCRS y CCR?7 facilitan la interaccion entre los monocitos y el endotelio, generando
una respuesta inflamatoria local que induce aumento del estrés oxidativo y apoptosis de células

endoteliales (Merino et al. 2011, Merino et al. 2010).

Respecto a las situaciones con ERC en las que hay un incremento de los monocitos
activados CD14'CD16, hay multiples estudios que refieren su elevacién en pacientes en
hemodialisis, aunque hay menos informacion sobre el porcentaje de estas células en pacientes
con ERC estadio 4-5 o en pacientes en didlisis peritoneal. Merino y cols. describieron como los
pacientes con ERC estadio 4-5 presentaban un porcentaje de monocitos CD14'CDI16"
significativamente mayor que los sujetos sanos, aumentando atin mas este porcentaje cuando los
pacientes iniciaban el tratamiento con hemodialisis (Merino et al. 2010). Los pacientes que
reciben tratamiento con dialisis peritoneal, sin embargo, tienen un porcentaje de monocitos
activados similar al de los sujetos sanos, y no hay diferencias en relacion con el grado de

funcioén renal residual.
4.4. Especies reactivas de oxigeno (ROS):

Las ROS son productos del metabolismo normal de la célula. La produccion de ROS
intracelular puede ser, segin el contexto, dafiina o beneficiosa (Valko et al. 2006). Los efectos
beneficiosos de las ROS se producen a concentraciones bajas o moderadas, participando en
procesos fisiologicos como agentes antiinfecciosos o como reguladores de diferentes vias de
senalizacion intracelular. Los efectos deletéreos causados por los radicales libres se deben a los

cambios estructurales y funcionales que se producen como consecuencia de la interaccion de
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altas concentraciones de estas moléculas con elementos celulares normales, como los acidos
nucleicos, lipidos y proteinas, en un proceso denominado estrés oxidativo (Valko et al. 2006,

Valko et al. 2001, Kovacic, Jacintho 2001).

Las ROS son moléculas pequefias o fragmentos de moléculas que, en la mayor parte de los
casos, contienen uno o mas electrones desapareados en los orbitales moleculares (Halliwell,
Gutteridge 1999). Poseen una vida media corta, porque el electron o electrones desapareados

son altamente reactivos, y por esta razon son denominados radicales libres.

Las células generan energia aerébicamente reduciendo el oxigeno molecular a agua. La
enzima citocromo C oxidasa mitocondrial cataliza esta reaccion que conlleva la transferencia de

4 electrones al oxigeno, dando lugar a diferentes ROS como el anidon superdxido (O5), el agua
oxigenada (H,0,) y el radical hidroxilo (OH) (Figura 3). Esta reaccion puede activarse también

por radiacion de luz ultravioeta, agentes quimicos, agentes toxicos o drogas.

El organismo posee mecanismos de proteccion frente al estrés oxidativo, pudiendo prevenir
la generacion de ROS, destruir los oxidantes una vez formados, o reparar los dafios producidos
por ellos. En condiciones fisiologicas la célula mantiene un delicado equilibrio entre la
produccioén y la destruccion de ROS (Droge 2002). Los mecanismos de detoxificacion pueden
ser enzimaticos o no enzimaticos y se definen como sistemas antioxidantes (Figura 4). La
superdxido dismutasa dismuta el anion superoxido en perdxido de hidrogeno y oxigeno
mediante una reaccion espontanea y rapida, siendo el anion superdxido mas toxico que el
peroxido de hidrogeno. El peroxido de hidrogeno se descompone por tres mecanismos, 1) por
enzimas como la catalasa y la glutation peroxidada, que catalizan el paso de perdxido de
hidrogeno a agua y oxigeno, o de peroxido de hidrégeno a 2 moléculas de agua,
respectivamente. 2) El peroxido de hidrégeno, por la accion de la mieloperoxidasa en los
neutrofilos, se convierte en acido hipocloroso, molécula muy oxidante con accion bactericida en
las células fagociticas. Cuando este acido reacciona con peroxido de hidrogeno libera agua y
oxigeno en singlete. 3) El peroxido de hidréogeno, en presencia de hierro, se transforma
espontaneamente en el radical hidroxilo a través de la denominada reaccion de Fenton. Este
radical es altamente reactivo y puede interaccionar con moléculas bioldgicas como lipidos,
acidos grasos, proteinas, acidos nucleicos o carbohidratos, captando un atomo de hidrégeno de
sus moléculas para producir otros radicales que siguen reaccionando, aunque son mas duraderos
y estables. Como consecuencia de los cambios producidos, las moléculas biologicas pueden
sufrir pérdida de su funcion o de su estructura, induciendo dafio celular, como ocurre en la
peroxidacion lipidica. La interaccion entre el peroxido de hidrogeno y el hierro, y sus efectos
deletéreos, pueden evitarse con sistemas como la lactoferrina, que secuestra el hierro, o la

vitamina E, que puede bloquear la accién del anion hidroxilo.
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Figura 3.- Generacion de ROS a partir del oxigeno molecular (O,).
MPO: Mieloperoxidasa, SOD: superéxido dismutasa, O,: anioén superoxido, e: electrones, H,O,:

peroxido de hidrégeno, HOCI: acido hipocloroso, ‘'OH: radical hidroxilo, Fe: hierro. (R&D Systems 2014)
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Figura 4.- Mecanismos antioxidantes de la célula frente a los ROS.

SOD: superdxido dismutasa, GPx: glutation peroxidada, GSH: glutation. (R&D Systems 2014)

Entre las principales fuentes de produccion de ROS se encuentra la activacion celular en los
procesos de inflamacion (Inoue et al. 2003). También se produce el efecto inverso, y los ROS
pueden provocar efectos proinflamatorios. Por ejemplo, se ha demostrado que determinadas
ROS, como el peroxido de hidrogeno, activan el factor de transcripcion de NFkB, promoviendo
la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias, ampliando la cascada de la respuesta inflamatoria

(Akiyama et al. 2003, Wang, Zhang & Li 2002).
4.4.1. ROS y hemodialisis:

Existe una relacion entre inflamacion, estrés oxidativo y dafio endotelial en pacientes con
ERC (Morena et al. 2005). El estrés oxidativo, con la consecuente produccion de citoquinas, se
ha implicado en la pérdida de masa muscular, en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular y
en la mayor susceptibilidad a las infecciones en estos pacientes. Los monocitos circulantes
pueden generar ROS y citoquinas pro-inflamatorias (Nguyen et al. 1985), pudiéndose producir
esta activacion por el contacto con la membrana de didlisis. La activacion del complemento al

usar membranas con baja biocompatibilidad induce generacion de ROS (Himmelfarb, Lazarus

28



Introduccidén

& Hakim 1991). Ward y cols. sugirieron que la utilizacion de membranas de alto flujo
normalizaria la produccion de ROS por parte de los neutrofilos (Ward, Ouseph & McLeish
2003). Sin embargo, Raj y cols. encontraron un aumento en la produccion de perdxido de
hidrégeno intradialisis por parte de los linfocitos, a pesar de usar una membrana biocompatible
como la polisulfona (Raj et al. 2007). Estos autores argumentaron que dicho aumento podria
deberse a la interaccion de la sangre con el dializador y al posible efecto de factores pirogénicos
bacterianos debido a la retrofiltracion que provocan las membranas de alto flujo. No obstante,
este efecto deberia estar minimizado en la actualidad, con la mejora de la calidad del liquido de
dialisis y por la utilizacion de filtros absorbentes de endotoxinas que se suelen utilizar en las

modalidades de dialisis on-line y de alto flujo.
4.5. Proteinas de shock térmico (Hsp):

Las proteinas Hsp son un grupo de proteinas presentes constitutivamente en todas las
especies (Pockley 2002). Son sintetizadas en situaciones de estrés. En la tabla 5 se detallan las

circunstancias que pueden desencadenar la sintesis de las proteinas Hsp.

Tabla 5. Factores desencadenantes de la sintesis de Hsp

- Aumento o disminucion de la temperatura (5°C respecto a la temperatura normal de las
células).
- Cambios en la presion osmotica.
- Presencia de sustancias toxicas:
Toxinas, quimioterapia, drogas, alcohol, citoquinas, etc.
- Aumento de la presion.
- Cambios bruscos de pH.
- Estrés oxidativo.
- Infecciones virales.
- Deficiencias nutricionales.
- Presencia de metales pesados.
- Traumatismos.
- Isquemia.

- Radiaciones ionizantes.

La estructura tridimensional de las proteinas es una caracteristica indispensable para que
puedan llevar a cabo su funcion. Cuando por estrés o situaciones de agresion celular la proteina
pierde su estructura tridimensional, se desnaturaliza y, como consecuencia, pierde su funcion.

Las proteinas Hsp estabilizan y protegen al resto de proteinas intracelulares frente a estas
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situaciones, uniéndose a ellas para evitar que se degraden. Asi, cuando la situacion de estrés
desaparece, estas proteinas pueden adquirir su conformacion tridimensional y volver a ser

activas.

Algunas proteinas Hsp pertenecen a la familia de las chaperonas. Las chaperonas son unas
proteinas cuya funcion es contribuir al plegamiento de otras recién sintetizadas. Uniéndose a
estas proteinas, facilitan su plegamiento, ensamblaje y transporte celular a aquella parte de la
célula donde la proteina realice su funcion. Las Hsp no llevan a cabo el plegamiento de la
proteina en si, ya que esta informacion reside en la estructura primaria de la propia proteina,
sino que Unicamente facilitan que la proteina se pliegue adecuadamente, manteniéndola estable

para que no se agregue a otras proteinas.

Las Hsp se clasifican en 2 familias, la familia de las chaperoninas (Hsp60, Hsp10, Hsp70 y

Hsp90) y la familia de las nucleoplasminas (proteinas nucleares o nucleososomas).

El nombre utilizado para denominarlas especifica su peso molecular, por ejemplo, la
proteina Hsp70 indica que pesa 70 KDa. De todas las conocidas, las estudiadas con mas
profundidad han sido la Hsp60, la Hsp70 y la Hsp90. Las proteinas Hsp constituyen del 5 al
10% del contenido proteico celular en condiciones adecuadas de crecimiento, y su sintesis se
puede estimular, llegando al 15-25% del contenido proteico en situaciones de estrés. Se
consideran isoformas constitutivas la Hsp70 y la Hsp90-beta, e inducibles las isoformas Hsp60,

Hsp70 y la Hsp90-alfa (Musial, Zwolinska 2011).

La Hsp70 es una chaperona o proteina de choque térmico a altas temperaturas que trabaja
asociada a la Hsp40 para revertir el proceso de desnaturalizacion y agregacion proteica, facilitar
el plegamiento correcto de proteinas sintetizadas de novo y asistir a la translocacion de proteinas
a través de la membrana de mitocondrias y cloroplastos. La Hsp90, chaperona de 90 KDa, tiene
una funcioén esencial para la supervivencia celular. Favorece el plegamiento, estabilizacion y
montaje de proteinas transductoras de sefiales como tirosina quinasas, factores transcripcion y
proteinas estructurales. Su sobreexpresion se ha relacionado con algunos cénceres por promover

la supervivencia de células tumorales.

Aunque es ampliamente conocida su funcion intracelular, también estas proteinas parecen
tener un papel en el espacio extracelular, considerandose mediadoras en la respuesta
inflamatoria. La forma precisa en que estas proteinas son liberadas al espacio extracelular no ha
sido completamente aclarada, aunque se describen 3 mecanismos fundamentales: 1) liberacion
por lisis celular, mecanismo observado en células tumorales dafiadas (Mambula, Calderwood
2006), 2) liberacion mediante formacidn de vesiculas secretoras o exosomas (MacKenzie et al.
2001), y 3) liberacion mediante la entrada de estas proteinas en endosomas lisosomales

secretores, que migran a la superficie celular y se liberan al espacio extracelular (Baraldi, Di
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Virgilio & Romagnoli 2004). Los dos tltimos mecanismos de secrecion han sido observados en

macrofagos estimulados por lipopolisacaridos.

Se considera que las proteinas Hsp extracelulares actian como moléculas marcadores de
sefial intracelular para realizar su efecto pro-inflamatorio. Por ello, deben actuar sobre
receptores de membrana celulares. El receptor antigénico CD14, conocido como el receptor de
lipopolisacaridos de origen bacteriano en monocitos, ha sido identificado como el receptor para
Hsp60 (Kol et al. 2000) y para Hsp70 (Asea et al. 2000). Al unirse al receptor CD14, la Hsp70
induce cambios en el flujo intracelular de calcio, estimulando la produccion de las citoquinas
pro-inflamatorias IL-18, IL-6 y TNF-a. También ha sido descrita la produccion de TNF-a por

un mecanismo calcio-dependinte, pero independiente del receptor CD14 (Asea et al. 2000).
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Figura 5. Vias de sefializacion de las proteinas Hsp. (Adaptado de Xu 2002).

La actividad pro-inflamatoria de estas moléculas se ha descrito en diferentes estudios. Las
Hsp de bacterias y micobacterias inducen la expresion de citoquinas pro-inflamatorias, tales
como IL-1, IL-6 y TNF-a (Galdiero, de I'Ero & Marcatili 1997, Retzlaff et al. 1994). Tanto la
Hsp60 bacteriana como la humana estimulan la secrecion de IL-6 y TNF-a en células
endoteliales, células musculares lisas, monocitos y macrofagos (Kol et al. 2000, Galdiero, de
I'Ero & Marcatili 1997, Peetermans et al. 1995, Kol et al. 1999). La Hsp70 también parece
inducir la produccion de IL-6 y TNF-a, mientras que la Hsp90, en estudios in vitro, estimula la
produccion de INF-y e IL-4, activando los linfocitos Thl y Th2 (Businaro et al. 2009). En este

sentido, el papel de la proteina Hsp90 respecto a la inflamacion no esta tan claro, ya que los
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linfocitos activan a los macrofagos provocando diferentes respuestas segin sea el subtipo
linfocitario. Los macrofagos activados clasicamente (fenotipo Thl o clase I) promueven
inflamacion, destruccion de matriz extracelular y apoptosis, mientras que los macrofagos con
fenotipo Th2 o clase II promueven sintesis de matriz extracelular, proliferacion celular y
angiogénesis. En resumen, los Thl tienden a provocar inflamacion cronica y dafio tisular,
mientras que los Th2 resuelven la inflamacién y favorecen la cicatrizacion o reparacion de

heridas.
4.5.1. HSP y enfermedad vascular:

Parece cada vez mdas evidente que las proteinas Hsp tienen un papel relevante en la
patogénesis de la enfermedad vascular. El modo preciso en el que las Hsp influyen en la
aterogénesis no esta claro. Existen numerosos estudios que reflejan la asociacion entre la
expresion de Hsp y la induccion de la respuesta inflamatoria que caracteriza al desarrollo de la
ateroesclerosis. De hecho, hay diferentes estudios que relacionan la presencia de las proteinas
Hsp con la aterogénesis. Aunque las proteinas Hsp60 y Hsp70 se encuentran en suero en
individuos sanos, los niveles de Hsp60 se han correlacionado con la formacién temprana de
ateroesclerosis (Pockley et al. 2000, Xu et al. 2000), y los niveles de Hsp70 se encuentran
elevados en suero en pacientes con enfermedad vascular periférica y enfermedad renal (Wright
et al. 2000). La expresion de Hsp en las fases tempranas de la ateroesclerosis podria deberse a
una o mas causas. Los factores de riesgo vascular como dislipemia, diabetes, tabaco e
hipertension (HTA) causan estrés oxidativo. Se sabe que el estrés oxidativo induce la expresion
de Hsp en células musculares lisas vasculares (Liao et al. 2000). Factores hemodindmicos como
la elevacion de la presion arterial también se han relacionado con el aumento de las proteinas
Hsp. El shear stress induce la expresion de Hsp60 en células endoteliales humanas en cultivo
(Liao et al. 2000). También se ha detectado un aumento de Hsp60 en la pared de la carétida de
ratas sometidas a un incremento del shear stress en la pared vascular (Hochleitner et al. 2000).
Respecto a la dislipemia, se ha observado que la exposicion in vitro a lipoproteinas oxidadas
induce la expresion de Hsp60 en monocitos y de Hsp70 en células endoteliales y musculares

lisas humanas (Frostegard et al. 1996).

La elevacion en los niveles de anticuerpos anti-Hsp circulantes también se ha asociado con
la presencia y progresion de la enfermedad vascular. Aunque se ha detectado su existencia a
niveles bajos en sujetos sanos, parece haber un incremento en los niveles de anticuerpos
circulantes en determinadas situaciones. Por ejemplo, se han detectado unos niveles elevados de
anticuerpos anti-Hsp60 en la enfermedad vascular periférica (Wright et al. 2000). También hay
estudios in vitro que muestran citotoxicidad de células endoteliales provocada por el contacto
con suero anti-Hsp60 (Xu et al. 1994, Schett et al. 1995, Mayr et al. 1999), sugiriendo un papel

de estos anticuerpos en el dafio vascular y la patogénesis de la ateroesclerosis.
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Figura 6. Posible implicacién de la Hsp60 en la formacion de ateroesclerosis. (Adaptado de Xu 2002).
4.5.2. HSP y enfermedad renal crénica:

Hay muy pocos estudios que hayan evaluado la importancia de las proteinas Hsp en la
progresion de la ERC. La primera investigacion realizada in vitro mostré un incremento de la
proteina Hsp72 en células de neuroblastoma tratadas con urea (Maddock, Westenfelder 1996).
Sin embargo, en pacientes adultos con ERC, se encontrd un descenso en la expresion de Hsp72
intramonocitaria. Este descenso fue interpretado como un empeoramiento en la capacidad de
respuesta inmunologica en los pacientes con ERC (Marzec et al. 2009). El estudio realizado por
Musial y cols. compara la concentracion en suero de Hsp60, anti-Hsp60, Hsp70, anti-Hsp70 y
Hsp90-alfa en nifios con ERC respecto a sujetos sanos, observandose un descenso en la
concentracion sérica de Hsp60, que se correspondia con un incremento de los anticuerpos anti-
Hsp60 en los nifios con ERC. Sin embargo, los niveles de Hsp70 fueron similares al de los
sujetos sanos, con niveles de anti-Hsp70 mas bajos. Los autores consideran que existe un feeb-
back entre las concentraciones de proteina Hsp y su anticuerpo, implicando el aumento del

anticuerpo con una disminucién en la concentracion sérica de su proteina Hsp. Respecto a la
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concentracion de la Hsp90-alfa, encontraron un incremento en los pacientes con ERC, que se

relaciona con un incremento del estrés oxidativo y de la inflamacion (Musial et al. 2010).
4.5.3. HSP y hemodialisis:

La mayoria de estudios que analizan el comportamiento de las proteinas Hsp en pacientes
en dialisis tratan de evaluar la biocompatibilidad del sistema de diélisis. Un estudio realizado
con pacientes en hemodialisis, revel6 un descenso en el ARN mensajero de Hsp72 en monocitos
de pacientes en dialisis respecto a los controles (Marzec et al. 2009). Sin embargo, la expresion
de Hsp72 fue similar en los macréfagos de dichos pacientes respecto a los controles. No
obstante, los macrofagos respondian peor ante una subida de temperatura, incrementando la

apoptosis (Reuter et al. 2009).

El estudio de Musial y cols. realizado en niflos en hemodialisis no mostr6 diferencias en la
concentracion sérica de Hsp70 y anti-Hsp70 respecto a los controles, aunque si se observo un
descenso en los niveles de Hsp60 acompafiado de un incremento en la concentracién de
anticuerpos anti-Hsp60 en los pacientes en didlisis. La concentracion sérica de Hsp90-alfa se

encontr6é mas elevada en los pacientes en dialisis que en los sujetos sanos (Musial et al. 2009).

En este mismo estudio se observd que el impacto de una tnica sesion de hemodialisis con
polisulfona aumentaba la concentracion sérica de Hsp60 y Hsp90-alfa al finalizar la sesion, y
descendia la concentracion de anticuerpos anti-Hsp60 y anti-Hsp70. En este trabajo no se
mostraron datos referentes a la Hsp70 (Musial et al. 2009). Acorde con este estudio, Raj et al
encontraron un incremento de Hsp70 monocitaria al finalizar la sesion de hemodialisis con
polisulfona (Raj et al. 2007). En estos estudios, los incrementos de Hsp60 y Hsp70 al finalizar la
sesion de hemodialisis fueron atribuidos a la situacion de estrés celular que constituye la sesion
de hemodialisis, al posible contacto de las células con endotoxinas y a las posibles reacciones de
bioincompatibilidad que puede provocar el dializador. Existen diferentes posibilidades que
podrian explicar el descenso en los niveles de anticuerpos anti-Hsp, como la absorcidon de estos
por la membrana del dializador, la formacidon de complejos Hsp-anti-Hsp o el paso de los
anticuerpos a la solucidn de dialisis. No obstante, es arriesgado interpretar estos resultados, con

tan pocos estudios.
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Figura 7.- Mecanismos de accion y regulacion de las Hsp. (Adaptado de Kregel. 2002)
5. Marcadores de disfuncion endotelial:
5.1. Estructura y funcion del endotelio:

Las paredes de los vasos sanguineos estan dispuestas formando tres capas concéntricas,
intima, media y adventicia (Figura 8). La intima consta de una monocapa de células endoteliales
llamada endotelio, con poco tejido conjuntivo subendotelial y en contacto directo con la luz del
vaso, separada de la capa media por una densa membrana eldstica denominada lamina elastica
interna. La capa media estd formada por varias capas de células musculares lisas inmersas en
matriz extracelular y se separa de la adventicia por la lamina elastica externa. La adventicia,
ultima capa del vaso, estd constituida principalmente por fibroblastos, formando un tejido

conjuntivo de revestimiento junto a fibras nerviosas y vasos sanguineos.

La integridad estructural y funcional del endotelio es esencial para el mantenimiento de la
homeostasia de la pared vascular y la funcion circulatoria. El endotelio vascular es un tejido
multifuncional con numerosas propiedades metabdlicas y de sintesis. Entre sus funciones se
pueden citar el control del tono vascular, la regulacion del paso de macromoléculas desde el
torrente circulatorio hacia el espacio extravascular, la participacion en el proceso de
remodelacion vascular, la modulacidon de la coagulacion sanguinea, el metabolismo de las
lipoproteinas, el control de las respuestas inflamatorias e inmunes y la regulacién de la

neovascularizacion.
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Figura 8. Estructura de un vaso. (Adaptado de Garcia, monografias.com)

La disfuncion endotelial hace referencia a un estado de desequilibrio homeostatico, en
donde la respuesta del endotelio frente a un estimulo ambiental no es la adecuada. Los
desencadenantes de la disfuncion endotelial han sido y son todavia objeto de estudio en nuestros
dias, habiéndose propuesto, entre otros, la presencia de niveles anormales de citoquinas,
productos bacterianos, compuestos lipidicos, proteinas anormales, radicales libres y farmacos,
asi como cambios en las propias fuerzas mecanicas intravasculares. Como consecuencia de la
presencia de estos estimulos, se produciria un desequilibrio entre la sintesis o biodisponibilidad
de factores vasodilatadores como el 6xido nitrico (NO) (Lopez-Ongil et al. 2002, Yang, Ming
2006) y vasoconstrictores como la endotelina-1 (ET-1) (Amiri et al. 2004, Hocher et al. 2004),
con el subsiguiente desarrollo de cambios en la funcion endotelial. La sintesis de NO depende
fundamentalmente de la 6xido nitrico sintetasa (NOS), mientras que la sintesis de la ET-1
depende de la enzima conversora de endotelina-1 (ECE-1). La alteracion de estos sistemas

enzimaticos estaria por tanto relacionada con la disfuncion endotelial.
5.2. Endotelina-1 (ET-1):

La ET-1 es un péptido de 21 aminoacidos. Es el vasoconstrictor mas potente conocido hasta
la fecha. Existen 3 isoformas de endotelina, la ET-1, la ET-2 y la ET-3, y todas contienen 2
puentes disulfuro esenciales. Se sintetizan inicialmente como prepro-polipéptidos de unos 200
aminoacidos que se codifican por distintos genes. Estos péptidos sufren una rotura proteolitica

dando lugar a un pro-polipéptido inactivo de unos 40 aminoacidos llamado big-endotelina (big-

36



Introduccidén

endotelina-1, 2 o 3). La big-endotelina-1 se rompe por accion especifica de una metaloproteasa
unida a la membrana llamada ECE-1, dando lugar a un péptido maduro y activo de 21

aminoacidos, la ET-1.

Se han caracterizado dos receptores para la ET, el receptor ET, y el receptor ETg. Ambos
son estructural y funcionalmente distintos, pero comparten similitudes. Ambos son receptores
tipicos de 7 dominios transmembrana acoplados a través de la proteina G a la fosfolipasa C, y
poseen un dominio N-terminal largo extracelular. El receptor ET 4 tiene gran afinidad por la ET-
1 y menos por la ET-2 y ET-3. El receptor ETy tiene afinidad similar para las tres endotelinas.
El receptor ET, se encuentra en células musculares lisas y va a mediar el efecto vasoconstrictor
tipico de la ET, mientras que el receptor ETg se localiza principalmente en células endoteliales y

es responsable del efecto relajante al inducir la produccion de NO.

Una inyeccion de ET-1 provoca un descenso inicial de la presion arterial seguida de un
prolongado aumento de la presion arterial que dura entre 1 y 3 horas. Puesto que su respuesta es
lenta pero duradera, parece que estos péptidos participan en los cambios a largo plazo y no en la

respuesta aguda a un estimulo.
5.3. Enzima conversora de endotelina-1 (ECE-1):

La ECE-1 es una proteina ampliamente distribuida en distintos tejidos y especies, lo que
sugiere que tiene un papel bioldgico importante. Hay estudios que han demostrado un papel
relevante del sistema ET-1/ECE-1 en la aparicion de disfuncion endotelial y en procesos de
remodelado vascular (D'Uscio et al. 2002). En 1997, Minamino y cols., demostraron que la
ECE-1 estaba presente en las células musculares de la neointima de las arterias de rata
lesionadas con balon y también en células musculares y macrofagos de lesiones aterosclerdticas
humanas. Ademas, al inhibir la actividad de la ECE-1 con fosforamidon, disminuyeron los

efectos adversos sobre la neointima de los vasos lesionados (Minamino et al. 1997).

En vasos coronarios humanos con diferentes estadios de aterosclerosis, se ha observado que
las placas ateroscleroticas tempranas presentan un aumento en la expresion de ECE-1
predominantemente en células endoteliales localizadas en la luz del vaso y en células
musculares de la intima. En contraste, en placas con estadios mas avanzados existe un mayor
contenido de ECE-1 en macréofagos y en células endoteliales ubicadas dentro del ateroma, que
en las células endoteliales de la intima. El aumento de ECE-1 podria contribuir a la proliferacién
de células musculares y a generar vasoconstriccion en estadios tempranos, promoviendo la
desestabilizacién de la placa en estadios avanzados (Hai et al. 2004). La co-expresién de ECE-1
y ET-1 en las lesiones ateromatosas demuestra que un aumento en la expresion de ECE-1 se
refleja en su actividad. Mas importante atn, es que los ateromas que estdn en estado

inflamatorio contienen mas ET-1 que aquellos que no lo estan. También se sabe que la ET-1
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puede inducir liberacion y expresion de factores quimiotacticos, factores de crecimiento y
moléculas de adhesion, jugando probablemente un papel relevante en el proceso de inflamacion.
Queda claro que una estimulacién positiva del sistema ECE-1/ET-1 esta estrechamente
relacionada con la presencia de inflamacion cronica y que este efecto aparece desde estadios

muy tempranos cuando aun la lesion no es clinicamente perceptible (Ihling et al. 2001).
5.4. Oxido nitrico (NO):

El NO es una molécula con una semivida muy corta, capaz de difundir facilmente a través
de la membrana y reaccionar con muchas dianas. En solucion acuosa se oxida formando nitritos

y nitratos, que son productos estables.

De todas las funciones del NO, la mas ampliamente descrita es su capacidad de regular el
tono vascular, pero destacan otras, como su papel neurotransmisor en el sistema nervioso central
y periférico, su accion bactericida y citotoxica en la respuesta inmune e inflamatoria por parte
de macrofagos y neutréfilos, su capacidad para regular el crecimiento y la muerte celular, asi

como la sintesis de matriz extracelular y sus efectos anticoagulantes.

El NO puede comportarse como un arma de doble filo. Por un lado es beneficioso como
mensajero o modulador frente a la defensa de microorganismos, pero por otro, en
concentraciones elevadas, es potencialmente toxico. Esta toxicidad es debida fundamentalmente
al hecho de que el NO se une con gran afinidad al anion superdxido formando peroxinitritos,
que son aun mas citotoxicos. Ademas, el NO puede unirse directamente a las tirosinas de
algunas proteinas, nitrosilandolas e inactivandolas irreversiblemente. Niveles anormalmente
elevados de NO estan involucrados en la hipotension asociada al shock séptico, en la reaccion
inflamatoria en respuesta al dafio tisular, en la artritis o en enfermedades neurodegenerativas.
Por el contrario, el NO estd disminuido en enfermedades cardiovasculares como la

aterosclerosis, hipertension o diabetes.
5.5. Enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS):

El NO es generado enzimaticamente por las NOS. Estas enzimas catalizan la reaccion
estequiométrica de oxidacidon del aminoacido L-Arginina a L-Citrulina, liberando una molécula

de NO (Figura 9).

Las NOS pertenecen a la familia de las flavoproteinas, y se conocen al menos 3 isoformas
distintas (Stuehr 1997, Andrew, Mayer 1999), la neuronal denominada nNOS o NOS-I, la
inducible llamada iNOS o NOS-2 y la endotelial denominada eNOS o NOS-3.
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Figura 9.- Sintesis de éxido nitrico por la NOS

Las tres isoformas requieren una serie de cofactores para actuar, como dinucledtido de
flavina adenina (FAD), riboflavina 5'-fosfato (FMN), grupo hemo, calmodulina vy
tetrahidrobiopterina (BH,4). Para sintetizar NO necesitan estar en forma de homodimero.
Contienen 3 dominios importantes. El dominio reductasa, donde se une FAD y FMN, y es el
que transfiere los electrones al dominio oxidasa. El dominio de union a calmodulina, que
responde a calcio, y es necesario para activar todas las isoformas. El dominio oxigenasa,
encargado de catalizar la conversion de arginina a citrulina y NO, y es donde se unen el grupo
hemo, la BH, y la arginina. Existe otro domino que depende de cada isoforma y le confiere una
localizacion especifica, siendo la NOS3 y NOSI isoformas unidas a la membrana, y la NOS2

una isoforma citosoélica.

La NOSI se expresa en el sistema nervioso central y periférico, y en misculo esquelético.
El NO en cerebro actiia como neuromodulador y regula el comportamiento y la memoria. En el
sistema nervioso periférico es un neurotransmisor controlando el musculo liso, la motilidad
gastrointestinal y la funcion neuroendocrina. En el musculo esquelético regula el metabolismo y
la contractilidad muscular. Es un enzima que se expresa constitutivamente, pero también puede

ser regulado por estimulos fisiopatologicos, como shear stress y dafio nervioso.

La NOS3 es también una isoforma constitutiva, pero puede regularse en respuesta al shear
stress, ejercicio, hipoxia créonica o fallo cardiaco. Se expresa en células endoteliales y
cardiomiocitos mayoritariamente, y regula fundamentalmente el flujo sanguineo y la presion

arterial, influyendo en la funcidn del sistema cardiovascular.
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Cuando la NOS1 y la NOS3 se activan, producen NO rapidamente, pero en poca cantidad,
lo que genera un efecto protector en el sistema nervioso y cardiovascular, respectivamente. Asi,
en el proceso de inflamacion o en la aterosclerosis, bajas concentraciones de NO previenen la
muerte de células endoteliales por apoptosis, preservando la integridad de la monocapa
endotelial. El NO producido también inhibe la agregacion plaquetaria, la expresion de
moléculas de adhesion y la proliferacion de células musculares lisas. Cuando se reduce la
produccion de NO o su biodisponibilidad, surgen complicaciones relacionadas con la

hipertension, hipercolesterolemia, diabetes, etc.

La NOS2 es la isoforma inducible expresada mayoritariamente en macrofagos en respuesta
a estimulos inflamatorios. De esta forma, el NO actiia como agente bactericida en la defensa
frente a infecciones, participando en la respuesta inmune. Esta isoforma no depende de calcio
para ser activa y produce NO lentamente pero en grandes cantidades. La sobreproduccion de
NO por NOS2 provoca el shock séptico causado por hiperestimulacion de los macrofagos en
respuesta a una infeccion bacteriana sanguinea y puede ser mortal. Ademas, el exceso de NO
provoca una caida brusca de la presion arterial, alterando la funcion de varios organos, y esta

implicado en patologias como el asma, artritis reumatoide o enfermedad de Crohn, entre otras.
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MATERIAL Y METODOS
1. Materiales:
1.1. Reactivos:

El reactivo de Ficoll fue obtenido de Comercial Rafer (Madrid, Spain). Las placas de
cultivo, el sistema de deteccion SuperSignal, las peliculas de revelado MXB y el anticuerpo
secundario horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG se adquirieron en Cultek
(Pierce, Rockford, USA). La acrilamida-bisacrilamida fue de Hispanlab-Pronadisa (Madrid,
Spain). Los marcadores de proteina, el kit para cuantificar proteinas, las cubetas y equipo de
electroforesis se obtuvieron en Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA, USA). Las pastillas
conteniendo un cocktail de inhidores de proteasas fueron de Roche Diagnostics (Madrid, Spain).
El anticuerpo CD14-PE y CD16-FITC se adquirieron en Miltenyi Biotec (Madrid, Spain). El
anticuerpo monoclonal anti-eNOS fue de BD Biosciences (Madrid, Spain). El resto de los
reactivos como drogas, medios de cultivo y reactivos generales, a menos que se indique otro

origen, fueron obtenidos en Sigma-Aldrich-Fluka Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
1.2. Membranas de dialisis:

Las membranas de dialisis se clasifican segiin su estructura como derivadas de la celulosa o
sintéticas. En los diferentes estudios que integran este trabajo se comparé el efecto pro-
inflamatorio de diferentes membranas de dialisis que se utilizan de forma habitual en la practica

clinica.

Para evaluar el efecto de las membranas de dialisis sobre la funcionalidad endotelial
(Objetivo 1), se utilizaron dos membranas sintéticas, una polisulfona estandar y una polisulfona
modificada, denominada polietersulfona. En quimica, la palabra polisulfona define un grupo de
polimeros que contienen grupos sulfona y grupos alquilo o arilo. Por convencién, los polimeros
de dicha naturaleza que contienen ademas grupos isopropilideno se denominan también
polisulfonas. Las polisulfonas que no contienen grupos isopropiledeno reciben el nombre de
polietersulfonas. En los periodos de lavado entre la utilizacion de estas 2 membranas en estudio,
los pacientes recibieron tratamiento con una polisulfona de baja permeabilidad. En la tabla 6 se
especifican las caracteristicas de las membranas de dialisis utilizadas en la primera parte del

estudio.
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Tabla 6. Caracteristicas de las membranas (Objetivo 1).

- Polimero de  Superficie CUF Casa

Dializador Membrana 2 .
la membrana (m”) (ml/h-mmHg) comercial

Pureflux 190H Purema Polietersulfona 1,90 75 Nipro
HFS80 Polisulfona Polisulfona 1,89 55 Fresenius
F8 Polisulfona Polisulfona 1,80 11 Fresenius

CUF: Coeficiente de ultrafiltracion.

En la segunda parte de este trabajo se evaluo el efecto de diferentes membranas de dialisis
sobre la activacion monocitaria (Objetivo 2). Inicialmante se realizé un estudio piloto (Objetivo
2.1). en el que se compar6 el efecto de una membrana de celulosa modificada (triacetato de
celulosa) con el efecto de una nueva membrana sintética de alta permeabilidad (polinefrona). El
triacetato de celulosa presenta una estructura superficial uniforme y de gran porosidad, siendo la
unica membrana celuldsica que se puede utilizar en la didlisis de alto flujo. La polinefrona es
una membrana de polietersulfona modificada con una estructura ondulada de sus fibras que
facilita un flujo mas homogéneo del liquido de dialisis. Estd compuesta por una mezcla
equilibrada de fibra hidrofébica e hidrofilica, lo que reduce la formacion de residuos, con un
tamafio en los poros que permite un alto aclaramiento de moléculas de mediano tamafio,
evitando al mismo tiempo la pérdida de albimina. También es una membrana libre en su
composicion de bisfenol A, una molécula que si forma parte de la estructura de la polisulfona, y
que, segun estudios recientes, podria provocar determinadas alteraciones metabolicas (Lang et
al. 2008, Vom Saal, Myers 2008). Las caracteristicas de los dializadores utilizados en este

estudio se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas de membranas (Objetivo2.1).

- Polimero de  Superficie CUF Casa
Dializador Membrana 2 .
la membrana (m") (ml/h-mmHg) comercial
Fb210U Triacetato Triacetato de 2.10 41,7 Nipro
de celulosa celulosa
ELISIO 210H  Polinefrona Polietersulfona 2,10 82 Nipro

CUF: Coeficiente de ultrafiltracion.

El ultimo estudio (Objetivo 2.2) compard el efecto sobre la activacion monocitaria de
diferentes membranas sintéticas de alta permeabilidad. En este estudio se evalud el efecto de 2
membranas de referencia en la actualidad, como son la helixona y la poliamida, con la

polinefrona. El polimero que constituye la helixona es el mismo que el de la polisulfona
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estandar, pero el espesor de la membrana y el didmetro interno de la fibra son menores, con un
aumento en el tamafio de los poros, que se distribuyen de un modo mas uniforme. La membrana
de polyamix estd compuesta por una mezcla de poliamida con poliariletersulfona y
polivinilpirrolidona. La mezcla entre una copoliamida aromatica—alifatica e hidrofobica y una
polivinilpirrolidona hidrofilica genera una estructura de microdominios con regiones alternas de
carga positiva y negativa sobre la superficie, lo que le confiere una mayor biocompatibilidad. El
tamafio de los poros en esta membrana aumenta considerablemente desde el lado en contacto
con la sangre hasta el lado del dializado. Las caracteristicas de estas membranas se reflejan en la

Tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas de membranas (Objetivo 2.2).

- Polimero dela  Superficie CUF Casa
Dializador Membrana 2 .
membrana (m") (ml/h-mmHg) comercial
FX100 Helixona Polisulfona 2,20 73 Fresenius
Poliflux 210H Polyamix Poliamida' 2,10 83 Gambro
ELISIO 210H Polinefrona  Polietersulfona 2,10 82 Nipro

'Poliamida mezclada con poliariletersulfona y polivinilpirrolidona. CUF: Coeficiente de ultrafiltracion.

2. Diseno del estudio:
2.1. Criterios de inclusion:

Todos los pacientes incluidos en los estudios debian cumplir las siguientes condiciones:
- Padecer ERC con necesidad de tratamiento con hemodialisis.

- Recibir tratamiento con hemodialisis durante al menos 4 meses, con una duracion de

la sesion de hemodialisis de 240420 minutos.
- Ser mayor de edad.
- Ausencia de enfermedad grave intercurrente con esperanza de vida menor de un afio.
- En las mujeres, ausencia de embarazo.

- Haber cumplimentado el consentimiento informado.
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2.2. Diseiio por estudios:

e Comparacion del efecto de dos membranas sintéticas de alta permeabilidad,

polietersulfona y polisulfona sobre la funcionalidad endotelial.

Para comparar el efecto de polietersulfona (PES) con polisulfona (PS), (ver Tabla 6), se
realizé un estudio piloto de intervencion con disefio antes-después en el que se incluyeron 10
pacientes. Cada paciente fue control de si mismo y fue dializado durante 2 semanas con cada
una las dos membranas en estudio, realizandose un periodo de lavado de otras 2 semanas con
una membrana de polisulfona de bajo flujo (PS bajo flujo), segin la descripcion del esquema
inferior (Figura 8). Para evaluar el efecto agudo de una tunica sesion de hemodialisis con las
membranas en estudio se realizé extraccidén de analitica en sangre al inicio (pre-HD) y al final
(post-HD) de la sesion de hemodialisis con cada membrana en estudio. Para evaluar el efecto de
15 dias de tratamiento se realizd extraccion de sangre pre-HD el primer dia en que se utilizo el

dializador en estudio y tras 15 dias de tratamiento.

PS PS
Bajo flujo PES/PS Bajo flujo PES/PS

Pre-HD (Basal;) Pre-HD Pre-HD (Basal,) Pre-HD
Post-HD (Efecto agudo) (Efecto15 dias) Post-HD (Efecto agudo) (Efecto 15 dias)

Basal

Recogida de muestras

Figura 8. Estudio piloto con disefio antes-después (n=10), (Objetivo 1.1).

Para comparar el efecto de polietersulfona con polisulfona, (ver Tabla 6), sobre la
funcionalidad endotelial, se realiz6 posteriormente un estudio prospectivo multicéntrico cuasi-
experimental en el que fueron incluidos 30 pacientes. Se trata de un estudio de intervencion
cuasi-experimental, porque se formaron dos grupos de tratamiento, en cada uno de los cuales se
estudio el efecto de una de las dos membranas en estudio, pero no fue posible realizar un
proceso de randomizacion. Los dializadores fueron asignados a los pacientes segun la
disponibilidad del centro de tratamiento. De este modo, se constituyeron dos grupos, el grupo en
el que se evalud el efecto de polietersulfona, con 19 pacientes, y el grupo en el que se evalud el
efecto de polisulfona, con 11 pacientes. Para evaluar el efecto agudo de una tnica sesion de

hemodialisis con las membranas en estudio, se realizé una extraccion de sangre al inicio (pre-
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HD) y al final (post-HD) de la sesion de hemodialisis el primer dia en que se utilizé cada
membrana en estudio. Para evaluar el efecto cronico de 3 meses, se realizd extraccion de sangre
pre-HD el primer dia de utilizacion de la membrana en estudio, y tras 3 meses de tratamiento,

segun el esquema de la Figura 9.

PES
PS

¥

Dializador habitual

Basal 3 meses
Pre-HD (Basal) P’re.-HD
Post-HD (Efecto agudo) (Efecto cronico 3 meses)

Recogida de muestras

Figura 9. Estudio prospectivo multicéntrico (n=30), (Objetivo 1.2).

¢ Comparacion del efecto de la polinefrona con respecto a otros dializadores sobre la

activacion monocitaria.

Se realizo un estudio piloto con 9 pacientes para comparar el efecto de la polinefrona (PN)
respecto al triacetato de celulosa (TC), (ver Tabla 7). El disefio del estudio fue de intervencion
antes-después, siendo cada paciente control de si mismo. Los pacientes incluidos en el estudio
recibian tratamiento con TC desde hacia al menos 4 meses. Este dializador fue sustituido por
PN durante otros 4 meses. Para evaluar el efecto agudo de una sesion de hemodialisis con cada
uno de los dos dializadores sobre la activacion monocitaria se realizo una extraccion sanguinea
pre y post-HD. Para evaluar el efecto cronico de 4 meses de tratamiento con cada dializador en
estudio se realizaron dos analiticas pre-HD con una diferencia de una semana tras 4 meses de
tratamiento con cada dializador. Se hizo una media de los dos resultados obtenidos pre-HD
sobre los pardmetros de activacion monocitaria para asegurar la reproducibilidad de los

resultados. El disefio del estudio se detalla en el esquema de la Figura 10.

TC

_________ 1 semang-------—- mmmmmm-mm------4 MEses 1 semana---------

Pre-HD Pre-HD Pre-HD Pre-HD

Post-HD Post-HD
Recogida de muestras

Figura 10. Estudio piloto con diseiio antes-después (n=9), (Objetivo 2.1).
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Para comparar el efecto de polinefrona (PN) respecto a dos membranas de referencia en la
actualidad: helixona (HL) y poliamida (PL) (Tabla 8), se realizd un estudio experimental tipo
ensayo clinico con grupo control. En el estudio se incluyeron 47 pacientes, 9 de los cuales
formaron el grupo control con un ratio para la aleatorizacion control-intervencion de 1:4. Todos
los pacientes recibian al menos desde hacia 4 meses tratamiento con helixona 6 poliamida.
Nueve pacientes (grupo control), mantuvieron el tratamiento con el mismo dializador. En los

restantes 38 pacientes se sustituyo el dializador por polinefrona durante otros 4 meses.

Para evaluar el efecto agudo de una sesion de hemodialisis con los distintos dializadores
sobre la activacion monocitaria se realizd una extraccion sanguinea pre-HD y post-HD. Para
evaluar el efecto cronico de 4 meses de tratamiento se realizaron dos analiticas pre-HD con una
diferencia de una semana tras 4 meses de tratamiento con cada dializador. Se hizo una media de
los dos resultados obtenidos pre-HD sobre los parametros de activacion monocitaria para
asegurar la reproducibilidad de los resultados. El disefio de este ultimo estudio se detalla en el

esquema de la Figura 11.

PL (2) Grupo Control (n=9)
HL (7)

--------- 1 semana 4 meses 1 semana---------

Pre-HD Pre-HD Pre-HD Pre-HD
Post-HD Post-HD
n= 38 pacientes en HD
AR Grupo PN(n=38) P
HL (19) PN (38)
--------- 1 semana 4 meses 1 semana---------

Pre-HD Pre-HD Pre-HD Pre-HD
Post-HD Post-HD

Recogida de muestras

Figura 11. Estudio multicéntrico controlado y aleatorizado (n=47), (Objetivo 2.2).
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2.3. Recogida de muestras:

Las muestras de sangre extraidas antes y después de hemodialisis se utilizaron para
determinar diferentes parametros bioquimicos y hematologicos, y para aislar los monocitos. El
analisis bioquimico fue necesario para poder calcular la tasa de reduccion de pequefias y
medianas moléculas (urea, creatinina y p,-microglobulina), con cada uno de los dializadores en

estudio.

En los estudios correspondientes al Objetivo 1, los monocitos se extrajeron de la sangre
total por separacion en gradiente utilizando Ficoll y se realizdé un cocultivo de 1 millon de
monocitos con las células endoteliales en cultivo durante 24h. Transcurrido ese tiempo, se
recogid el sobrenadante celular para cuantificar la toxicidad celular, y las células para evaluar:
por un lado, la adhesiéon de monocitos al endotelio por citometria de flujo, y por otro, la
expresion de proteinas (ECE-1 y eNOS) en dichas células endoteliales, por técnicas de Western

blot.

En los estudios correspondientes al Objetivo 2, una porcion de sangre se utilizod
directamente para cuantificar monocitos activados (subpoblacion CD14'CD16") por citometria
de flujo, y el resto de la sangre total se utilizd para extraer lo monocitos por separacion en
gradiente utilizando Ficoll. En estos monocitos se cuantifico la produccion de radicales
mediante una sonda dihidro-dicloro-fluoresceina por citometria de flujo, y la expresion de las

proteinas Hsp70 y Hsp90 mediante la técnica de Western blot.

Durante todo el seguimiento también se extrajeron muestras para analizar el liquido de
dialisis, confirmandose los niveles de endotoxinas (<0,025 unidades), aconsejados por las

guias para la realizacion de dialisis de alto flujo.
3. Métodos:
3.1. Cultivo de células:

Las células endoteliales humanas procedieron de una linea de endotelio humano, EA.hy926,
obtenida en American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). Las células crecieron en
el medio Dulbeco’s Modified Eagle Media, suplementado con 4.5 g/L de glucosa, 10% de suero
de ternera fetal, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, a 37°C, en una
atmosfera con CO, al 5%. Los experimentos se realizaron rutinariamente en células confluentes

en monocapa.
3.2. Aislamiento de monocitos y cocultivo con células endoteliales:

Los monocitos fueron obtenidos por aislamiento de la sangre total mediante centrifugacion
diferencial en gradiente utilizando el reactivo Ficoll (Fuss et al. 2009). Para ello, la sangre fue

diluida 1:2 con buffer salino fosfato (PBS) (139 mM NaCl, 8.66 mM Na,HPO,, 1.4 mM
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NaH,PO,, pH 7) y después fue afadida lentamente sobre el reactivo Ficoll en un tubo cénico.
Las muestras se centrifugaron primero a 600 g durante 45 minutos, sin freno. La capa
blanquecina y algodonosa que contenia los monocitos fue recogida cuidadosamente en otro tubo
al que se afiadio PBS para lavar del exceso de Ficoll (Figura 12). Las muestras se centrifugaron
una segunda vez a 800 g durante 15 minutos, para obtener un precipitado de células, que se

recogieron en una cantidad conocida de PBS para ser cuantificadas en una camara de Neubauer.

Tras cuantificar el nimero de monocitos de cada muestra se procedié a coincubar un millon
de monocitos con células endoteliales confluentes crecidas en pocillos, por duplicado, durante
24h. Al finalizar la incubacion, se recogieron los sobrenadantes de las células para ensayar la
toxicidad celular. Las células se lavaron 2 veces con PBS para extraer proteinas de un pocillo y
ensayar la adhesion de monocitos al endotelio por citometria de flujo del otro pocillo duplicado.

10 ml sangre

Diluir 1:2 con PBS
3 ml Ficoll

Plasma

Ficoll
Eritrocitos

Figura 12. Aislamiento de monocitos de sangre total.
3.3. Adhesion de monocitos a células endoteliales:

Las células endoteliales confluentes fueron incubadas con 1 millon de monocitos de cada
paciente. Tras 24 h de incubacion, las células se lavaron dos veces con PBS y se recogieron para
ensayar la adhesion de monocitos al endotelio por citometria de flujo. Estas células se incubaron
por duplicado con un anticuerpo especifico anti-CD14 conjugado con ficoeritrina (CD14-PE),
que reconoce especificamente monocitos, durante 30 minutos, a temperatura ambiente y en
oscuridad. El control negativo se hizo con células incubadas en las mismas condiciones con el
mismo isotipo de CD14-PE, un anticuerpo IgG2a-PE. Transcurrido este tiempo, las células
endoteliales fueron centrifugadas a 1500 rpm para eliminar el exceso de anticuerpo no unido, y
se resuspendieron en 500 pl PBS para ser adquiridas en el citometro de flujo (FC 500, Beckman
Coulter, CA, USA). La cantidad de monocitos adheridos a dichas células endoteliales fue

determinada como CD14-PE".
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3.4. Toxicidad celular:

La toxicidad celular fue evaluada en todas las condiciones experimentales mediante el
método de exclusion del azul trypan y por la cuantificacion de la actividad de la lactato
deshidrogenasa (LDH) liberada al medio de cultivo, tras recoger el sobrenadante procedente del

cocultivo de las células endoteliales con el millon de monocitos de cada paciente.
3.5. Expresion de proteinas por Western blot:

Las proteinas totales fueron aisladas o bien de células endoteliales que habian sido
incubadas previamente 24 h con 1 millon de monocitos, o bien de una parte de los monocitos
que habian sido aislados con el Ficoll. En ambos casos, se utilizo un Buffer de lisis que
contenia: 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0.1 %
deoxicolato sdédico, 1 % Triton X-100, 10 mM pirofosfato sddico, conteniendo un cocktail con
inhibidores de proteasas. La concentracion proteica se determind con un ensayo de BioRad. Las
proteinas (30 pg) fueron separadas en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 6% SDS-PAGE en
condiciones reductoras, y después transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Las
membranas se bloquearon durante 1h a temperatura ambiente con 5 % de leche en polvo
desnatada diluida en Tris buffer con Tween 20 (TBST) (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.9 % NaCl,
0.05 % Tween 20). Tras la incubaciéon las membranas se lavaron 3 veces con TBST durante 5
minutos, después se incubaron con los anticuerpos primarios segun la proteina a estudiar: anti-
ECE-1 (mAb AEC32-236, 10 pg/mL, 90 min, anticuerpo proporcionado por el Dr. Kohei
Shimada, Biological Research Laboratories, Sankyo Co., Ltd. Tokyo, Japan), anti-eNOS
(dilucién 1:3000, 1h), en el caso de las proteinas extraidas de las células endoteliales; 6 anti-
Hsp70/90 (dilucion 1:750, 5%BSA, toda la noche a 4°C) para las proteinas que habian sido
extraidas de los monocitos directamente. Las membranas volvieron a ser lavadas 3 veces con
TBST, y finalmente se incubaron con un anticuerpo secundario anti-mouse IgG (dilucion
1:50.000, 1h) para ECE-1 y eNOS (Martinez-Miguel et al. 2013), o anticuerpo anti-rabbit
(dilucién 1:10000, 1h) para Hsp70/90. Las bandas de proteinas se visualizaron con el sistema de
deteccion SuperSignal tras 30-60 segundos de exposicion a una pelicula MXB. Todas las
membranas fueron rehibridadas con otro anticuerpo anti-Actina para normalizar la carga de

proteina y corregir los niveles de ECE-1, eNOS, Hsp70 y Hsp90.
3.6. Produccion de ROS:

Una porcion de los monocitos aislados de sangre total se incub6 30 minutos a 37°C con la
sonda dihidro-dicloro-fluoresceina en su forma reducida. Durante este tiempo de incubacion, los
radicales libres oxidaron la sonda, dando otro producto fluoresceina oxidado que emite una
fluorescencia detectable por citometria de flujo, siendo su cantidad directamente proporcional a

la cantidad de ROS presentes en los monocitos.
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Figura 13. Oxidacion de la sonda dihidro-dicloro-fluoresceina por las ROS.
3.7. Cuantificacién del porcentaje de monocitos activados CD14'CD16":

Para evaluar la expresion de CD14 y CD16 en monocitos, se marcaron 100 pl de sangre
total con 4 ul del anticuerpo CD14 marcado en rojo con ficoeritrina (PE), y con 4 pl de CD16
marcado en verde con fluoresceina isocianato (FITC). La reaccion fue incubada durante 20
minutos a temperatura ambiente, en oscuridad y en agitacion. Cada muestra fue procesada por
triplicado, anadiendo ademas, un control negativo que se realizd con sangre y los isotipos del
CDI14-PE y CDI16-FITC, que eran IgG2a-PE y IgM-FITC. Tras la incubacion, se procedié a
romper los gldbulos rojos afiadiendo un buffer de lisis (1x BD FACS Lysing solution de Becton
Dickinson, CA, USA) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células
marcadas se lavaron 3 veces con PBS, centrifugando 5 minutos a 1500 rpm cada vez, para
eliminar restos de anticuerpos no unidos a las células. Por ultimo, las células se recogieron en
500 pl de PBS conteniendo un 3% de formaldehido. De este modo, se fijaron para poder ser
adquiridas en el citometro FACScan (FC 500, Beckman Coulter, CA, USA). La cantidad de
monocitos activados en sangre total de cada paciente fue determinada como CD14°CDI16’,

después de restarle el fondo de fluorescencia de sus negativos.
4. Analisis estadistico:

Para analizar los resultados fue necesario emplear técnicas de estadistica descriptiva con el
fin de determinar las caracteristicas de los pacientes incluidos en los distintos estudios. Para
describir las variables categoricas se utilizo la frecuencia absoluta y el porcentaje (%). Para
describir las variables cuantitativas se utilizé la media como medida de tendencia central en los
casos de distribucion normal y la mediana si se trataba de una distribucion no normal. Las
medidas de dispersion utilizadas fueron la desviacion estandar en los casos de distribucion
normal y el rango intercuartilico en los casos de distribuciéon no normal. Independientemente de
si la variable presentaba una distribucion normal o no, los resultados en los graficos de barras se
mostraron siempre con la media y el error estindar de la media. Para evaluar la condicion de

normalidad se utilizaron pruebas de normalidad o de bondad de ajuste (prueba de Kolmogorov-
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Smirnov para muestras de mayor tamafio (n>30) y la prueba de Shapiro-Wilk para muestras

pequeiias (n<30).

Para relacionar las variables fue necesario emplear diferentes test estadisticos. En el analisis
univariante de 2 variables cualitativas se utilizaron tablas de contingencia. Para muestras
pequeiias o que no cumplian la condicion de normalidad se utilizaron test estadisticos no
paramétricos y para muestras con n>30 que cumplian la condicion de normalidad test de
estadistica paramétrica. De este modo, los test no paramétricos utilizados fueron el test de
Wilcoxon para comparar 2 muestras relacionadas y el test de Friedman para comparar mas de 2
muestras relacionadas. Los test de estadistica paramétrica empleados fueron la T de Student
para muestras relacionadas y el analisis de la varianza. Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas si la p<0,05. El programa informatico con el que se hicieron los

calculos fue el SPSS version 1.8.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
1. Hipotesis:

Durante el tratamiento con hemodialisis, la membrana de dialisis tiene un contacto directo
con la sangre de los pacientes, lo que puede provocar una respuesta inflamatoria como
consecuencia de la interaccion de la sangre y sus elementos celulares con la membrana de
dialisis, que a su vez podria tener consecuencias sobre la aceleracion de la ateroesclerosis y la
patologia cardiovascular de estos pacientes. La utilizacion de diferentes membranas de dialisis
podria provocar una respuesta diferente en los pacientes, pudiendo tener alguna de estas
membranas un mejor perfil desde el punto de vista de la activacion monocitaria, y las

consecuencias de esta activacion sobre la funcionalidad endotelial.
2. Objetivos general:

Analizar diferentes aspectos de la interaccidn células circulantes-endotelio, en pacientes en
programa de hemodialisis crénica, en funcion de las caracteristicas de las membranas de dialisis

utilizadas.
3. Objetivos especificos:

3.1. Comparar el efecto de dos membranas sintéticas de alta permeabilidad, la
polietersulfona y la polisulfona estandar, sobre la funcionalidad endotelial,

evaluando:

3.1.1. La adhesion de monocitos de pacientes en hemodialisis sobre células
endoteliales en cultivo.
3.1.2. La toxicidad celular inducida por los monocitos de pacientes en hemodialisis
sobre células endoteliales en cultivo.
3.1.3. La expresion de factores vasoactivos endoteliales, oxido nitrico sintetasa
endotelial (eNOS) y enzima conversora de endotelina (ECE-1), en células endoteliales
expuestas a monocitos de pacientes en hemodialisis.

3.2. Comparar el efecto de una membrana de alta permeabilidad sintética, la
polinefrona, respecto a otras membranas, como el triacetato de celulosa, la

polisulfona y la poliamida, sobre la activacion monocitaria, evaluando:

3.2.1. El porcentaje de monocitos activados (CD14'CD16") de pacientes en
hemodialisis.

3.2.2. La produccion de radicales libres (ROS) por los monocitos de pacientes en
hemodiilisis.

3.2.3. La expresion de proteinas de shock térmico (Hsp70 y Hsp90) en los monocitos

aislados de pacientes en hemodialisis.
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RESULTADOS

Objetivo 1.- Comparacion de los efectos de la polietersulfona y de la polisulfona

sobre la funcionalidad endotelial.
1.1. Estudio piloto cuasi experimental (antes-después):

Para evaluar el efecto de los dos dializadores sobre la funcionalidad endotelial se realizé un
estudio piloto en 10 pacientes, cuyas caracteristicas demograficas se describen en la Tabla 9. La
etiologia de la insuficiencia renal de los pacientes incluidos se muestra en la Figura 14, la
comorbilidad asociada en la Figura 15, y los dializadores con los que se estaban tratando los

pacientes antes de iniciar el estudio en la Figura 16.

Tabla 9. Caracteristicas demograficas de los pacientes.

N° de pacientes 10
Sexo Masculino n (%) 5 (50 %)
Femenino n (%) 5 (50 %)
Edad (afios) Mediana (r.i.) 64,5 (25,7)
T en dialisis (meses) Mediana (r.1.) 18,5 (13)

T en dialisis: tiempo de tratamiento en dialisis. Los datos se
expresan como nimero absoluto (n), porcentaje (%), mediana y rango

intercuartilico (r.1.).

O Vascular 10%
& Diabetes 20%
NIC 20%

B GN40%

= EPQA 10%

Figura 14. Etiologia de la insuficiencia renal. NIC: nefropatia intersticial cronica; GN:
glomerulonefritis; EPQA: enfermedad poliquistica del adulto. La etiologia de la insuficiencia

renal se expresa en porcentaje (%).
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Figura 15. Comorbilidad asociada. HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus; CI:
cardiopatia isquémica; EVP: enfermedad vascular periférica; ACVA: accidente

cerebrovascular. La comorbilidad se expresa en porcentaje (%).

O Polisulfona alta
permeabilidad 30%

B Polisulfona baja
permeabilidad 60%

B Poliacrilonitrilo 10%

Figura 16. Dializadores de los pacientes antes del inicio del estudio. Los diferentes
dializadores con los que estaban siendo tratados los pacientes antes de iniciar el estudio se

expresan en porcentaje (%).

La etiologia mas frecuente de insuficiencia renal en este grupo de pacientes fue la
glomerulonefritis, siendo la hipertension (HTA) la comorbilidad mas habitualmente asociada. El
dializador previo antes del inicio del estudio utilizado con mas frecuencia fue la polisulfona de

baja permeabilidad.
1.1.1. Evaluacion del efecto agudo de una sesion de hemodialisis:

El efecto de una tinica sesion de hemodialisis con las diferentes membranas en estudio se
recoge en la Tabla 10. No hubo diferencias significativas en la adhesion de los monocitos de los
pacientes a células endoteliales en cocultivo antes y después de la sesion de hemodialisis con
polietersulfona y con polisulfona. Tampoco hubo diferencias en la toxicidad producida por estos
monocitos sobre las células endoteliales, ni en la expresion de factores vasoactivos, eNOS y
ECE-1, en las células endoteliales cultivadas con los monocitos de los pacientes dializados con

las dos membranas estudiadas.
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Tabla 10. Efecto agudo de una sesion de hemodialisis con polietersulfona y con
polisulfona sobre la funcionalidad endotelial.

Polietersulfona
Pre-HD Post-HD P
Adhesion MC a CE (%) 4,4 (4,03) 3,06 (2,3) ns
Toxicidad, LDH (u.i./L) 384 (362) 495 (331) ns
Expresion eNOS (U.D.) 0,55 (0,54) 0,6 (0,51) ns
Expresion ECE-1 (U.D.) 0,64 (0,63) 0,51 (0,47) ns
Polisulfona
Pre-HD Post-HD p
Adhesion MC a CE (%) 1,6 (1,23) 1,2 (0,83) ns
Toxicidad, LDH (u.i./L) 121 (41) 125 (66) ns
Expresion eNOS (U.D.) 0,78 (0,68) 0,63 (0,46) ns
Expresion ECE-1 (U.D.) 0,44 (0,44) 0,43 (0,53) ns

MC: monocitos; CE: células endoteliales; pre-HD: pre-hemodialisis; post-HD: post-
hemodialisis; LDH: lactato deshidrogenasa; u.i.: unidades internacionales; eNOS: o6xido nitrico
sintetasa endotelial; ECE-1: enzima conversora de endotelina-1; U.D.: unidades densitométricas.

Los datos se expresan como mediana y rango intercuartilico.

1.1.2. Evaluacion del efecto de 15 dias de hemodialisis:

Tras 15 dias de tratamiento con polietersulfona, se observo una disminucion en la adhesion
de los monocitos a las células endoteliales en cultivo (Figura 17A), asi como una disminucion
en la toxicidad de las células endoteliales en cocultivo (Figura 17B), producida por los
monocitos de los pacientes en hemodialisis, respecto a las condiciones basales, y al tratamiento
de 15 dias con polisulfona. No se observaron diferencias en la expresion de eNOS en células
endoteliales en cocultivo con monocitos de pacientes en tratamiento con el dializador basal, con
polietersulfona o con polisulfona (Figura 17C). Sin embargo, si se observo una disminucion
estadisticamente significativa en la expresion de ECE-1 en células endoteliales en cocultivo con
monocitos de pacientes tratados 15 dias con polietersulfona, respecto a los tratados con su

dializador habitual o con polisulfona (Figura 17D).
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Figura 17. Efecto de 15 dias de dialisis con polietersulfona (PES) y con polisulfona (PS)
respecto a la situacion basal. Los monocitos (MC) fueron aislados de sangre total de cada
paciente antes y después de la sesion de hemodialisis. Entonces, 1 millon de MC se incubaron
durante 24 h con células endoteliales humanas (CE) en cultivo. A) Adhesiéon de MC a CE
midiendo porcentaje de CE-CD14" por citometria de flujo. B) Toxicidad celular expresada
como LDH liberada al medio de cultivo. C, D) Tras el cocultivo de MC con CE, se extrajeron
las proteinas de CE para analizar la expresion proteica de la 6xido nitrico sintetasa endotelial
(eNOS) (C) y de la enzima conversora de endotelina-1 (ECE-1) (D) por técnicas de Western
blot. En la parte superior de cada panel se muestra un Western blot representativo y en la parte
inferior aparece un grafico con el andlisis densitométrico de todos los datos. Los resultados se
expresan como media y error estandar de la media. *p<0,05 vs dializador basal y PS, analizado

por el test de Friedman.
También se evalud la tension arterial media y la utrafiltracion en ml/h durante la sesion de
hemodialisis en la que se aislaron los monocitos con cada una de las membranas en estudio, sin

observarse diferencias estadisticamente significativas (Tabla 11).
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Tabla 11. Tension arterial media y ultrafiltracion tras 15 dias de didlisis con
polietersulfona y con polisulfona.

Basal Polietersulfona Polisulfona p (Friedman)
TAM 118 (25) 108 (29) 111 (22) ns
UF (ml/h) 835 (232) 775 (268) 790 (496) ns

TAM: tension arterial media; UF: ultrafiltracion; ml/h: mililitros/hora; ns: no

significativo. Los datos se expresan como mediana y rango intercuartilico.

1.2. Estudio prospectivo multicéntrico:

En el estudio multicéntrico realizado para comparar el efecto de la polietersulfona con la
polisulfona se incluyeron 30 pacientes, divididos en 2 grupos de tratamiento segun el dializador
en estudio. Las caracteristicas basales de los pacientes por grupo de tratamiento se muestran en
la Tabla 12, la etiologia de la insuficiencia renal en la Figura 18, la comorbilidad asociada en la
Figura 19, y el dializador con el que se estaban tratando los pacientes antes de iniciarse el

estudio en la Figura 20.

Tabla 12. Caracteristicas basales de los pacientes.

Grupos Polietersulfona  Polisulfona p

N° de pacientes 19 11
Sexo Masculino n (%) 12 (63 %) 4 (36 %) ns
Femenino n (%) 3 (37 %) 7 (67 %) ns
Edad (aiios) Mediana (r.i.) 73(17) 72(25) ns
T dialisis (meses) Mediana (r.1) 27 (25) 26(25) ns

T en didlisis: tiempo de tratamiento en didlisis. Los datos se expresan como frecuencia

absoluta (n), porcentaje (%), mediana y rango intercuartilico (r.i).

Los dos grupos eran comparables respecto al sexo, edad y tiempo en dialisis. La etilogia
mas frecuente de la insuficiencia renal en el grupo tratado con polietersulfona fue la diabetes,

siendo en el grupo tratado con polisulfona la glomerulonefritis (Figura 18).

60



Resultados

Grupo PES (n=19)

Grupo PS (n=11)

O Vascular 16%

B Diabetes 26%

NIC 5%

B GN21%

0O Desconocida 16%
m EPQA 10,5%

@ Sd Alport 5%

0 Vascular 9%

@ Diabetes 9%

@ NIC 27%

| GN 45%

0O Desconocida 9%

Figura 18. Etiologia de la insuficiencia renal de los pacientes del grupo tratado con

polioetersulfona (PES) y del grupo tratado con polisulfona (PS). NIC: nefropatia intersticial

cronica; GN: glomerulonefritis; EPQA: enfermedad poliquistica del adulto. La etiologia de la

insuficiencia renal se expresa en porcentaje (%).

La HTA fue el agente comorbido mas frecuente en ambos grupos, no apreciandose

diferencias significativas entre los dos grupos respecto a la comorbilidad (Figura 19).

Porcentaje comorbilidad

100+

WM PES OPS

Figura 19. Comorbilidad asociada. HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus; CI:

cardiopatia isquémica; EVP: enfermedad vascular periférica; ACVA: accidente cerebrovascular.

La comorbilidad se expresa en porcentaje (%). PES: Polietersulfona; PS: Polisulfona.

En el grupo tratado con polietersulfona hubo un mayor porcentaje de pacientes dializados

previamente con polisulfona de alta permeabilidad que en el grupo tratado con polisulfona

(Figura 20), aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa.
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GRUPO PES (n=19) O Polisulfona alta
permeabilidad 69%

B Polisulfona baja
permeabilidad 5%
Poliacrilonitrilo 5%

RO,

H Celulosa 21%

GRUPO PS (n=11)

O Polisulfona alta
permeabilidad 27%

& Polisulfona baja
permeabilidad 45%

Poliacrilonitrilo 10%

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

H Celulosa 18%

Figura 20. Dializadores de los pacientes antes del inicio del estudio. Grupo PES:
pacientes en los que el dializador es sustituido por polietersulfona. Grupo PS: pacientes en
los que el dializador es sustituido por polisulfona. Los dializadores utilizados se expresan

en porcentaje (%).

1.2.1. Evaluacion del efecto de una sesion de hemodialisis:

El efecto agudo de una tnica sesion de hemodialisis con polietersulfona y con polisulfona
se muestra en la Tabla 13. Dicha tabla recoge los datos en porcentaje de la adhesion de
monocitos a las células endoteliales en cocultivo, la toxicidad celular de las células endoteliales
incubadas con los monocitos de los pacientes expresada como LDH liberada al medio de
cultivo, y la expresion o contenido proteico de los factores vasoactivos endoteliales, ECE-1 y
eNOS, en las células endoteliales coincubadas con los monocitos. Observamos que con las dos
membranas en estudio hubo una disminucion significativa al finalizar la sesion de hemodialisis
sobre la adhesion de los monocitos a las células endoteliales en cultivo. Sin embargo, no hubo
cambios significativos en la toxicidad celular ni en la expresion de factores vasoactivos (eNOS

y ECE-1) con ninguna de las 2 membranas en estudio.
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Tabla 13. Efecto de una sesion de HD sobre la funcionalidad endotelial.
Polietersulfona

Pre-HD Post-HD p

Adhesion MC a CE (%) 3,2(3,3) 2,2 (1,4) 0,005
Toxicidad, LDH (u.i./L) 129,2 (176) 158,2 (175) ns
Expresion eNOS (U.D.) 0,51 (0,58) 0,56 (0,31) ns
Expresion ECE-1 (U.D.) 0,73 (0,55) 0,73 (0,53) ns

Polisulfona

Pre-HD Post-HD p

Adhesiéon MC a CE (%) 3,1 (4,2) 1,8 (1,5) 0,037
Toxicidad, LDH (u.i./L) 221 (159) 171 (205) ns
Expresion eNOS (U.D.) 0,57 (0,53) 0,48 (0,51) ns
Expresion ECE-1 (U.D.) 0,72 (0,89) 0,48 (0,74) ns

MC: monocitos; CE: células endoteliales; pre-HD: pre-hemodialisis; post-HD: post-
hemodialisis; LDH: lactato deshidrogenasa; u.i.: unidades internacionales; eNOS:
oxido nitrico sintetasa endotelial; ECE-1: enzima conversora de endotelina-1; U.D.:
unidades densitométricas. Los datos se expresan como mediana y rango

intercuartilico. Se considera una diferencia estadisticamente significativa si p<0,05.

1.2.2. Evaluacion del efecto cronico de 3 meses de hemodialisis:

En la segunda parte de este estudio multicéntrico se evalud el efecto cronico de 3 meses de
tratamiento con las dos membranas en estudio, en dos grupos diferentes: pacientes dializados
con polietersulfona y pacientes dializados con polisulfona, respecto a los parametros de
funcionalidad endotelial analizados. El comportamiento de ambos dializadores fue similar en los
dos grupos, observandose un aumento en la adhesion de monocitos a las células endoteliales en
cocultivo tanto con polietersulfona como con polisulfona, respecto al dializador basal (Figura
21A). En contraste, se observo una disminucion en la toxicidad de las células endoteliales
coincubadas con los monocitos de los pacientes, con ambas membranas en estudio, respecto al

dializador basal (Figura 21B).

Sin embargo, no se objetivaron cambios significativos en la expresion de factores

endoteliales vasoactivos (eNOS y ECE-1) en las células endoteliales coincubadas con los

63



Resultados

monocitos de los pacientes en dialisis con ninguna de las membranas en estudio, respecto al

dializador basal (Figuras 21C y 21D).
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Figura 21. Efecto de 3 meses de dialisis con polietersulfona (PES) y con polisulfona
(PS) respecto al dializador basal. Los monocitos (MC) fueron aislados de sangre total de
cada paciente antes y después de la sesion de hemodialisis. Entonces, 1 millon de MC se
incubaron durante 24 h con células endoteliales humanas (CE) en cultivo. A) Adhesion de
MC a CE midiendo porcentaje de CE-CD14". B) Toxicidad celular expresada como lactato
deshidrogenasa (LDH) liberada al medio de cultivo. C, D) Tras el cocultivo de MC con CE,
se extrajeron las proteinas de CE para analizar la expresion proteica de la 6xido nitrico
sintetasa endotelial (eNOS) (C) y de la enzima conversora de endotelina-1 (ECE-1) (D) por
técnicas de Western blot. En la parte superior de cada panel se muestra un Western blot
representativo y en la parte inferior aparece un grafico con el analisis densitométrico de
todos los datos. Los resultados se expresan como media y error estandar de la media.

*p<0,05 vs dializador basal.

En las dialisis evaluadas, la tasa de reduccién de pequefias y medianas moléculas fue
similar con las 2 membranas en estudio (Figura 22). No se observaron diferencias significativas

ni en la tension arterial media, ni en el recuento leucocitario a los 30 minutos del inicio de la

64



Resultados

sesion en los 2 grupos de tratamiento (Tabla 14), asi como tampoco en la tasa de ultrafiltracion
basal y a los 3 meses del grupo tratado con polietersulfona. Sin embargo, en el grupo tratado
con polisulfona se objetivd una discreta disminucion de la tasa de ultrafiltracion,

estadisticamente significativa, en la diélisis a los 3 meses.
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Figura 22. Eliminacién de solutos. TRU: tasa de reduccion de urea; TRCr: tasa de
reduccion de creatinina; TRB,-Microglob: tasa de reduccion de B,-microglobulina.
Membranas en estudio: polietersulfona (PES) y polisulfona (PS).

Tabla 14. Tension arterial media, ultrafiltracion y leucopenia en los 2 grupos de

tratamiento.
Polietersulfona Polisulfona
Basal 3 meses p Basal 3 meses p
TAM 104 (8) 102 (21) ns 111 (22) 109 (21) ns
UF (ml/h) 586 (409) 587 (371) ns 714 (238)  550(333) 0,04
Leucopenia (%) 18 11 ns 11.2 8 ns

TAM: tensiéon arterial media; UF: ultrafiltracion; ml/h: mililitros /hora; Leucopenia (%):
porcentaje de disminucion de los leucocitos a los 30 minutos de hemodialisis respecto al inicio de
la sesion de hemodidlisis; ns: no significativo. Los datos se expresan como mediana y rango

intercuartilico. Se considera una diferencia estadisticamente significativa si *p<0,05.
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Objetivo 2.- Comparacion de los efectos de la polinefrona respecto a otros

dializadores sobre la activacion monocitaria.

2.1. Estudio piloto cuasi-experimental comparando polinefrona y triacetato de

celulosa :

Se realizé un estudio piloto en 9 pacientes para comparar el efecto de la dialisis con una
membrana de celulosa modificada (triacetato de celulosa) respecto a una nueva membrana
sintética (polinefrona) sobre la activacién monocitaria, siendo los pacientes controles de si
mismos. Las caracteristicas basales de los pacientes se indican en la Tabla 15, la etiologia de la
insuficiencia renal en la Figura 23 y la comorbilidad asociada en la Figura 24. La etiologia mas
frecuente de insuficiencia renal en este grupo fue la glomerulonefritis, siendo la comorbilidad

asociada con mas frecuencia la hipertension.

Tabla 15. Caracteristicas basales de los pacientes.

N° de pacientes 9
Sexo Masculino n (%) 6 (67)
Femenino n (%) 3(33)
Edad (afios) Mediana (r.i.) 61(21)
T en dialisis (meses) Mediana (r.1.) 32(35)

T en dialisis: tiempo de tratamiento en dialisis. Los datos se expresan como

frecuencia absoluta (n), porcentaje (%), mediana y rango intercuartilico (r.i.).

O Vascular 11%
& Diabetes 11%
== B NIC 11%
L mGN33%
=~ - \\ O EPQA 11%
“ﬁk\\\\\\\\\\\ 0O Desconocida 11%
S B Amiloidosis 11%

Figura 23. Etiologia de la insuficiencia renal. NIC: nefropatia intersticial cronica; GN:
glomerulonefritis; EPQA: enfermedad poliquistica del adulto. La etiologia de la

insuficiencia renal se expresa en porcentaje (%).
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Figura 24.-Comorbilidad asociada. HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus;
CI: cardiopatia isquémica; EVP: enfermedad wvascular periférica; ACVA: accidente

cerebrovascular. La comorbilidad se expresa en porcentaje (%).

2.1.1. Evaluacion de efecto agudo de una sesion de hemodialisis:

El efecto agudo de una unica sesion de hemodialisis con polinefrona y con triacetato de

celulosa sobre los parametros de activacion monocitaria evaluados se muestra en la Tabla 16.

Tabla 16. Efecto de una sesion de hemodialisis sobre la activacion monocitaria.
Triacetato de celulosa

Pre-HD Post-HD p
n° MC ROS'/10.000 células 1051 (1375) 1508 (1293) ns
n° MC CD14°CD16'/10.000 células 1562 (1139) 706 (1475) ns
Expresion Hsp70 (U.D.) 2,3 (4,1) 1,3 (3,1 ns
Expresion Hsp90 (U.D.) 1,4 (1,5) 1,6 (3,2) ns

Polinefrona

Pre-HD Post-HD p
n° MC ROS'/10.000 células 401 (467) 364 (365) ns
n° MC CD14°CD16'/10.000 células 1120 (920) 162 (760) ns
Expresion Hsp70 (U.D.) 0,25 (2,2) 1,7 (2,2) 0,028
Expresion Hsp90 (U.D.) 8,4 (16.2) 1,3 (10,19) 0,028

pre-HD: pre-hemodialisis; post-HD: post-hemodialisis; MC ROS™: Monocitos productores de
especies reactivas de oxigeno cuantificados en citometro de flujo; MC CD14'CD16": Monocitos
activados cuantificadas en citometro de flujo. Hsp: Proteina de shock térmico; U.D.: unidades
densitométricas. Los datos se expresan como mediana y rango intercuartilico. Se considera una
diferencia estadisticamente significativa si p<0,05.
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No hubo diferencias significativas antes y después de la sesion de hemodialisis con
ninguna de las 2 membranas estudiadas sobre la produccion de ROS y el porcentaje de
monocitos activados CD14"CD16". Respecto a las proteinas de shock térmico Hsp70 y Hsp90,
no se obtuvieron cambios significativos con triacetato de celulosa tras una sesion de
hemodialisis, pero si se obtuvo un aumento significativo en la expresion proteica de Hsp70 en
los monocitos de los pacientes al finalizar la sesion con polinefrona, ademas de una disminucion
estadisticamente significativa en la expresion de Hsp90 al finalizar la sesion con la misma

membrana.
2.1.2. Evaluacion del efecto cronico de 4 meses de hemodialisis:

El efecto cronico de 4 meses de tratamiento con triacetato de celulosa y con polinefrona

sobre los parametros de activacion monocitaria evaluados se muestra en la Figura 25.
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Figura 25. Efecto crénico de 4 meses de tratamiento con triacetato de celulosa (TC) y con
polinefrona (PN) sobre la activacion monocitaria. Los monocitos (MC) fueron aislados de
sangre total de cada paciente antes y después de la sesion de hemodialisis. A) Los MC fueron
incubados con una sonda DHDCF durante 30 min a 37°C, que tras oxidarse por la presencia de
radicales libres (ROS) fue cuantificada la sefial fluorescente por citometro indicando el numero de
MC productores de ROS (MC ROS"). B) 100 pl de sangre total fue incubada con anticuerpos
CD14 y CD16 durante 20 min a temperatura ambiente, para detectar lo monocitos activados que

eran positivos para ambos marcadores (MC CD14'CD16") mediante un citémetro de flujo. C, D)
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Se extrajeron las proteinas de MC aislados de sangre total, para cuantificar los niveles proteicos de
las proteinas de shock térmico Hsp70 (C) y Hsp90 (D) por técnicas de Western blot. En la parte
superior de cada panel se muestra un Western blot representativo y en la parte inferior aparece un
grafico con el analisis densitométrico de todos los datos. Los resultados se expresan como media y

error estandar de la media. *p<0,05 vs dializador basal TC.

La dialisis con polinefrona provoco una disminucion en la produccion de ROS por parte de
los monocitos respecto al tratamiento con triacetato de celulosa en el mismo grupo de pacientes
(Figura 25A). También tras 4 meses de tratamiento con polinefrona, los pacientes mostraron una
disminucion en el porcentaje de monocitos activados CD14'CD16", respecto al tratamiento de 4

meses con triacetato de celulosa (Figura 25B).

La expresion de la proteina Hsp70 en monocitos no experimentd cambios significativos
tras el tratamiento con las 2 membranas en estudio (Figura 25C), aunque si se pudo observar un
aumento significativo en la expresion de la Hsp90 en monocitos de los pacientes dializados con

polinefrona, respecto a los dializados con triacetato de celulosa (Figura 25D).

Se evalud la eliminacion de pequeias y medianas moléculas con los dos dializadores en
estudio, no apreciandose diferencias estadisticamente significativas en la tasa de reduccion de
urea, creatinina y B,-microglobulina entre los dos dializadores. Aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa, parecia haber una mayor tasa de reduccion de B3,-microglobulina

con polinefrona que con triacetato de celulosa (Figura 26).
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Figura 26. Eliminacion de solutos con triacetato de celulosa (TC) y con polinefrona
(PN) a los 4 meses de tratamiento. TRU: tasa de reduccion de urea; TRCr: tasa de

reduccion de creatinina; TRB,-microglob: tasa de reduccion de B3,-microglobulina.

No se observaron diferencias significativas sobre la tension arterial media y la

ultrafiltracion durante la sesion de dialisis con los dializadores estudiados (Tabla 17).
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Tabla 17. Tension arterial media y ultrafiltracion durante la sesion
de hemodialisis con triacetato de celulosa y con polinefrona.

Triacetato de celulosa Polinefrona p
TAM 100 (34) 104 (37) ns
UF (ml/h) 780 (437) 800 (318) ns

TAM: tension arterial media; UF: ultrafiltracion; ml/h: mililitros /hora; ns:

no significativo. Los datos se expresan como mediana y rango intercuartilico.

Tampoco hubo diferencias en los parametros bioquimicos y hematoldgicos de los pacientes
tras 4 meses de tratamiento con triacetato de celulosa o con polinefrona (Tabla 18). Entre los
parametros bioquimicos analizados se estudiaron marcadores de inflamacion (PCR, ferritina) y
parametros relacionados con el metabolismo 6seo (calcio-fosforo). Entre los parametros
hematolégicos se evalud la leucopenia a los 30 minutos, que es una forma clédsica de evaluar

clinicamente la biocompatibilidad de las membranas de didlisis.

Tabla 18. Parametros bioquimicos y hematologicos de los pacientes en
hemodialisis tras 4 meses de tratamiento con los 2 dializadores en
estudio, (Triacetato de celulosa y Polinefrona).

Triacetato celulosa Polinefrona p
Hb (g/dl) 11,2 (2,7) 11,3 (3,2) ns
Ferritina (ng/ml) 585 (274) 631 (500) ns
Leucopenia (%) 17,8 (10,3) 19,5 (18) ns
PCR (mg/l) 5,4 (25) 9 (45,2) ns
Ca (mg/dl) 8,4 (1,9) 8,6 (1,7) ns
P (mg/dl) 6,1 (3,5) 5,1 (1,45) ns
Ac. urico (mg/dl) 6,3 (1,03) 6,3 (0,78) ns
p.m (mg/l) 28,6 (13.,3) 26,1(17) ns

Hb: Hemoglobina; Leucopenia (%): porcentaje de disminucion de los leucocitos a
los 30 minutos de hemodialisis respecto al inicio de la sesion de hemodialisis; PCR:
proteina C reactiva; Ca: calcio; P: fosforo; Ac. Urico: 4cido urico; P,m: B,
microglobulina; ns: no significativo. Los datos se expresan como mediana y rango

intercuartilico.
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2.2. Estudio multicéntrico controlado y aleatorizado comparando polinefrona con

helixona y poliamida:

Para evaluar el efecto de la polinefrona, comparado con el de dos membranas de referencia
en la actualidad, helixona y poliamida, sobre la activacion monocitaria, se realiz6 un estudio con
47 pacientes. De estos, 9 pacientes fueron aleatorizados para formar el grupo control,
manteniendo su dializador habitual de helixona o poliamida, y 38 pacientes formaron el grupo
de tratamiento (polinefrona), cambiando helixona o poliamida por polinefrona. Ambos grupos
permanecieron 4 meses con dichos dializadores de estudio. Las caracteristicas basales de ambos

grupos se expresan en la Tabla 19.

Tabla 19. Caracteristicas basales de los pacientes.

Grupos Control Polinefrona p

N° de pacientes 9 38

Sexo Masculino n (%) 6 (67) 27 (71) ns
Femenino n (%) 3(33) 11 (29) ns

Edad (afios) Mediana (r.1.) 65 (30) 65 (28) ns

T dialisis (meses) Mediana (r.i.) 25(46) 32(55) ns
Online n (% 4 (44 14 (37 ns

Tipo de HD Alto ﬂujo( n 2%) 5 E56; 24 263; ns

Control: grupo control; Polinefrona: grupo dializado con polinefrona; T dialisis: tiempo de
tratamiento en hemodialisis; HD: hemodialisis; ns: no significativo. Los valores se expresan con

frecuencia absoluta (n) y porcentaje (%), o como mediana y rango intercuartilico (r.i.).

La etiologia de la insuficiencia renal de los pacientes se muestra en la Figura 27, y la

comorbilidad asociada se muestra en la Figura 28.
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Grupo Control (n=9) O Vascular 14%
@ Diabetes 28%

NIC 11%
m GN14%

: 0O EPQA 11%
ﬂ\\\\\\ ; 0O Desconocida 22%

Grupo Polinefrona (n=38)

B Vascular 11%

= Diabetes 28%

= NIC 3%

m GN 20%

O Desconocida 34%
® Amiloidosis 3%

Figura 27.- Etiologia de la insuficiencia renal en el grupo control y en el grupo
dializado con polinefrona. NIC: nefropatia intersticial cronica; GN: glomeruloneffritis;
EPQA: enfermedad poliquistica del adulto. La etiologia de la insuficiencia renal se expresa

en porcentaje (%).
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Figura 28.- Comorbilidad asociada en los grupos de estudio. Control: grupo control;
PN: grupo dializado con polinefrona; HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus;
CI: cardiopatia isquémica; EVP: enfermedad vascular periférica; ACVA: accidente

cerebrovascular. La comorbilidad se expresa en porcentaje (%).

2.2.1. Evaluacion del efecto agudo de una sesion de hemodialisis:

El efecto agudo de una tUnica dialisis con cada uno de los dializadores incluidos en el

estudio se muestra en la Tabla 20. Una unica sesion de hemodialisis no modificé ninguno de los
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parametros analizados respecto a la activacion monocitaria con ninguno de los dializadores

incluidos en el estudio.

Tabla 20. Efecto agudo de una sesion de hemodiailisis sobre la activacion
monocitaria.
Poliamida
Pre-HD Post-HD p
N° MC ROS"/10.000 células 1081 (1170) 903 (1314) ns
N° MC CD14°CD16/10.000 células 405 (1426) 530 (1094) ns
Expresion Hsp70 (U.D.) 1,07 (1,55) 1,04 (1,43) ns
Expresion Hsp90 (U.D.) 1,35 (2,26) 1,23 (2,25) ns
Helixona
Pre-HD Post-HD p
N° MC ROS"/10.000 células 1143 (1200) 1041 (658) ns
N° MC CD14°CD16'/10.000 células 562 (1272) 624 (985) ns
Expresion Hsp70 (U.D.) 1,32 (1,39) 0,8 (0,85) ns
Expresion Hsp90 (U.D.) 1,16 (2,46) 0,75 (2,55) ns
Polinefrona
Pre-HD Post-HD p
N° MC ROS"/10.000 células 805 (1577) 878 (1501) ns
n° MC CD14°CD16'/10.000 células 585 (672) 475 (804) ns
Expresion Hsp70 (U.D.) 0,59 (1,11) 0,65 (1,77) ns
Expresion Hsp90 (U.D.) 1,69 (3,7) 1,16 (2,17) ns
pre-HD: pre-hemodialisis; post-HD: post-hemodiélisis. MC ROS": Monocitos
productores de especies reactivas de oxigeno cuantificados en citometro de flujo; MC
CD14'CD16": Monocitos activados cuantificadas en citometro de flujo. Hsp: Proteina de
shock térmico; U.D.: unidades densitométricas. Los datos se expresan como mediana y
rango intercuartilico. Se considera una diferencia estadisticamente significativa si p<0,05.
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2.2.2. Evaluacion del efecto cronico de 4 meses de hemodialisis:

En la Figura 29 se muestra el efecto de los dializadores sobre la produccion de ROS en
monocitos. No se observaron cambios en este parametro ni en el grupo control, es decir, en
aquellos pacientes que continuaban con el mismo dializador (Figura 29A), ni en el grupo en el
que se cambid el dializador a polinefrona. Esto fue evidente tanto si se consideraban
independientemente los dializadores de helixona (Figura 29C) o poliamida (Figura 29D), como

si se consideraban estas dos membranas conjuntamente (Figura 29B).
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Figura 29.- Efecto créonico de 4 meses de hemodialisis con polinefrona (PN) respecto a
los dializadores basales poliamida (PL) y helixona (HL) sobre la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en monocitos. Los monocitos (MC) fueron aislados
de sangre total de cada paciente antes y después de la sesion de hemodialisis. Los MC
fueron incubados con una sonda DHDCF durante 30 min a 37°C, que tras oxidarse por la
presencia de ROS fue cuantificada la sefial fluorescente por citdmetro indicando el nlimero
de MC productores de ROS (MC ROS") por cada 10.000 células analizadas. A) Produccién
de ROS en el grupo control, tras 4 meses de tratamiento con el mismo dializador, PL:
poliamida o HL: helixona. B) Produccion de ROS tras 4 meses de tratamiento con
polinefrona (PN) respecto a dializadores basales PL y HL. C) Producciéon de ROS tras 4
meses de tratamiento con PN respecto a HL. D) Produccion de ROS tras 4 meses de
tratamiento con PN respecto a PL. Los datos se expresan como media y error estandar de la

media.
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La Figura 30 muestra el efecto cronico de 4 meses de tratamiento con los distintos

dializadores sobre la cantidad de los monocitos activados (CD14°CD16"). En la Figura 30A se

muestra el efecto de 4 meses de tratamiento en el grupo control, en el que se mantuvo el

dializador habitual, no observandose cambios en el porcentaje de monocitos activados

(CD14°CD16").
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Figura 30.- Efecto cronico de 4 meses de tratamiento en hemodialisis con polinefrona
(PN) respecto a los dializadores basales poliamida (PL) y helixona (HL) sobre el
porcentaje de monocitos activados (CD14°CD16"). 100 pl de sangre total fueron
incubados con anticuerpos CD14 y CD16 durante 20 minutos a temperatura ambiente, para
detectar lo monocitos activados que eran positivos para ambos marcadores (MC
CD14'CD16") por cada 10.000 células analizadas mediante un citometro de flujo. A)
Porcentaje de monocitos activados en el grupo control tras 4 meses de tratamiento con el
mismo dializador basal, PL: poliamida o HL: helixona. B) Porcentaje de monocitos
activados tras 4 meses de tratamiento con polinefrona (PN) respecto a poliamida (PL) y
helixona (HL). C) Porcentaje de monocitos activados tras 4 meses de tratamiento con PN
respecto a la HL. D) Porcentaje de monocitos activados tras 4 meses de tratamiento con PN
respecto a la PL. Los datos se expresan como media y error estandar de la media. *p<0,05

vs dializador basal.
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En la Figura 30B se muestra el efecto tras 4 meses de tratamiento con polinefrona respecto
al dializador habitual helixona o poliamida, observandose una disminucion estadisticamente
significativa en el porcentaje de monocitos activados (CD14'CD16") con polinefrona. Al
analizar por separado el efecto de polinefrona, respecto a la helixona (Figura 30C), o respecto a
la poliamida (Figura 30D), se observo una disminucion en la cantidad de monocitos activados
(CD14°CD16") con polinefrona respecto a ambos dializadores basales, aunque no fue

estadisticamente significativa.

La Figura 31 muestra el efecto crénico tras 4 meses de tratamiento con los distintos
dializadores sobre la expresion proteica de Hsp70 en monocitos. En el grupo control se mantuvo
el dializador habitual, no observandose cambios en la expresion de Hsp70 (Figura 31A).
Cuando se compar¢ el efecto de la dialisis con polinefrona respecto a los 2 dializadores basales,
poliamida y helixona, no se observaron diferencias estadisticamente significativas (Figura 31B).
Al comparar el efecto de la polinefrona respecto a los dializadores basales por separado,
tampoco se observaron diferencias en el contenido de Hsp70 en monocitos con polinefrona

respecto a helixona (Figura 31C), o poliamida (Figura 31 D).

La Figura 32 muestra el efecto cronico de 4 meses de tratamiento con los distintos
dializadores sobre la expresion proteica de Hsp90 en monocitos de pacientes en hemodialisis.
En el grupo control, en el que los pacientes mantuvieron su dializador habitual durante todo el
estudio, no se modifico la expresion de Hsp90 (Figura 32A). Tampoco se observaron cambios
significativos en la expresion de Hsp90 cuando se comparo el efecto de 4 meses de tratamiento
con polinefrona respecto a ambos dializadores basales, poliamida y helixona (Figura 32B). Al
analizar el efecto de 4 meses de tratamiento con polinefrona respecto a cada uno de los
dializadores basales por separado, tampoco se obtuvieron cambios significativos ni respecto a

helixona (Figura 32C), ni respecto a poliamida (Figura 32D).
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Figura 31.- Efecto cronico de 4 meses de tratamiento en hemodialisis con polinefrona
(PN) respecto a los dializadores basales poliamida (PL) y helixona (HL) sobre la
expresion proteica de Hsp70 en monocitos. Los monocitos fueron aislados de sangre total
de cada paciente antes y después de la sesion de hemodialisis. Se extrajeron las proteinas de
dichos monocitos para cuantificar los niveles proteicos de Hsp70 por técnicas de Western
blot. En la parte superior de cada panel se muestra un Western blot representativo y en la
parte inferior aparece un grafico con el analisis densitométrico de todos los datos. A)
Expresion de Hsp70 en los monocitos del grupo control, tras 4 meses de tratamiento con el
mismo dializador. PL: poliamida o HL: helixona. B) Expresion de Hsp70 en los monocitos
del grupo polinefrona, tras 4 meses de tratamiento con polinefrona (PN) respecto a PL y
HL. C, D) Expresion de Hsp70 en los monocitos del grupo polinefrona, tras 4 meses de
tratamiento con PN respecto al dializador basal HL (C), o PL (D). Los resultados se

expresan como media y error estandar de la media.
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Expresion de Hsp90
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Figura 32.- Efecto cronico de 4 meses de tratamiento en hemodialisis con polinefrona

PL PN

(PN) respecto a los dializadores basales poliamida (PL) y helixona (HL) sobre la
expresion proteica de Hsp90 en monocitos. Los monocitos fueron aislados de sangre total
de cada paciente antes y después de la sesion de hemodialisis. Se extrajeron las proteinas de
dichos monocitos para cuantificar los niveles proteicos de Hsp90 por técnicas de Western
blot. En la parte superior de cada panel se muestra un Western blot representativo y en la
parte inferior aparece un grafico con el analisis densitométrico de todos los datos. A)
Expresion de Hsp90 en los monocitos del grupo control, tras 4 meses de tratamiento con el
mismo dializador. PL: poliamida o HL: helixona. B) Expresion de Hsp90 en los monocitos
del grupo polinefrona, tras 4 meses de tratamiento con polinefrona (PN) respecto a PL y
HL. C, D) Expresion de Hsp90 en los monocitos del grupo polinefrona, tras 4 meses de
tratamiento PN respecto al dializador basal HL (C), o respecto al dializador basal PL (D).

Los resultados se expresan como media y error estandar de la media.
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Se compar¢ la tasa de reduccion de pequefias y medianas moléculas con los diferentes
dializadores (Figura 33). En el grupo control, en el que se mantuvo el mismo dializador durante
todo el estudio, no hubo modificaciones en la tasa de reduccion de urea, creatinina, ni f3,-

microglobulina (Figura 33A).
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Figura 33.- Eliminaciéon de solutos con los distintos dializadores en estudio. A)
Eliminacion de solutos en el grupo control, en el que los pacientes mantuvieron el
tratamiento con su dializador habitual, poliamida (PL) o helixona (HL). B) Comparacién de
la eliminacion de solutos con polinefrona (PN) respecto a los dos dializadores basales, PL y
HL. C) Comparacion de la eliminacién de solutos con PN respecto a HL. D) Comparacion
de la eliminacion de solutos con PN respecto a PL. TRU: tasa de reduccion de urea; TRCr:
tasa de reduccion de creatinina; TRB,-microglob: tasa de reduccion de ,-microglobulina.
Los datos se expresan como media y error estandar de la media. *p<0,05 vs dializador

basal.

Al comparar el efecto de polinefrona con ambos dializadores basales, poliamida y helixona,
no se observaron diferencias en la tasa de reduccion de urea y creatinina. En cambio si se
observd una mayor tasa de reduccion de B,-microglobulina, molécula de tamafio mediano, con
polinefrona que con los dos dializadores basales (Figura 33B) considerados conjuntamente.
Cuando se realizo el analisis de los dializadores por separado, las diferencias observadas en la
tasa de reduccion de B,-microglobulina solo fueron significativas entre poliamida y polinefrona

(Figura 33D).
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Se evaluaron parametros hemodinamicos durante la sesion de hemodialisis con los
diferentes dializadores en estudio, no apreciandose diferencias estadisticamente significativas al
comparar la tension arterial media y la ultrafiltracion durante la sesion con los 2 dializadores
basales, poliamida o helixona, y la polinefrona (Tabla 21). También se analizaron parametros
hematologicos y bioquimicos de los pacientes tras 4 meses de tratamiento con las distintas

membranas estudiadas, no hallandose diferencias significativas (Tabla 22).

Tabla 21. Tension arterial media y ultrafiltracion durante la sesion de
hemodialisis con los dializadores en estudio.

Grupos Control Polinefrona p
TAM 91 (32) 95 (25) ns
UF (ml/h) 675 (331) 700 (375) ns

TAM: tension arterial media; UF: ultrafiltracion; ml/h: mililitros /hora. ns: no
significativo. Grupo control: se utilizaron como dializadores basales, poliamida y
helixona. Grupo polinefrona: se utilizé polinefrona como dializador de estudio. Los

datos se expresan como mediana y rango intercuartilico.

Tabla 22. Parametros bioquimicos y hematolégicos de los pacientes en
hemodialisis tras 4 meses de tratamiento con los distintos dializadores.

Grupos Control Polinefrona P
Hemoglobina (gr/dl)) 11,9 (1,8) 11,7 (1,5) ns
Ferritina (ng/ml) 363 (698) 407 (666) ns
Leucopenia (%) 10,2 (10,3) 4 (15,7) ns
PCR (mg/1) 4,1 (14,2) 4,35 (10,7) ns
Ca (mg/dl) 9(0,9) 9,1(0,9) ns
P (mg/dl) 4,5(2,2) 4,5 (1,3) ns
Ac. trico (mg/dl) 6,9 (2,4) 6,3 (1,8) ns
B2-microglobulina (mg/l) 28,2 (16,9) 22,7(17) ns

Grupo control: se utilizaron como dializadores basales, poliamida y helixona.
Grupo polinefrona: se utilizd polinefrona como dializador de estudio. Los
parametros analizados tras 4 meses fueron la hemoglobina, la ferritina, la leucopenia
medida como porcentaje de disminucion de los leucocitos a los 30 minutos de
hemodialisis respecto al inicio de la sesion de hemodialisis, la PCR (proteina C
reactiva), el calcio (Ca), el fosforo (P) y el acido urico. ns: no significativo. Los
datos se expresan como mediana y rango intercuartilico.
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Resumen de Resultados

RESUMEN DE RESULTADOS

A.- EVALUACION DEL EFECTO DE DOS MEMBRANAS SINTETICAS DE
ALTA  PERMEABILIDAD, LA  POLISULFONA ESTANDAR Y LA
POLIETERSULFONA, CONSIDERANDO PARAMETROS DE FUNCIONALIDAD
ENDOTELIAL.

1. Tras una tnica sesion de hemodialisis con polisulfona y polietersulfona, se produce
una disminucion en la adhesion de los monocitos a las células endoteliales en cocultivo, sin

cambios respecto a la toxicidad y funcionalidad endotelial.

2. Tras 15 dias de tratamiento, con la polietersulfona se observa una disminucion en la
adhesion y toxicidad endotelial, asi como una menor sintesis de ECE-1 en células endoteliales,

frente al tratamiento con polisulfona.

3. Tras 3 meses de tratamiento se produce una disminucién en la toxicidad endotelial

tanto con polisulfona como con polietersulfona.

B.- EVALUACION DE POSIBLES NUEVOS MARCADORES DE
BIOCOMPATIBILIDAD, COMPARANDO TRIACETATO DE CELULOSA Y
POLINEFRONA.

4. Tras una unica sesion de hemodialisis comparando el efecto de triacetato de celulosa

y polinefrona, se observa una expresion mas elevada de la Hsp70 monocitaria con polinefrona.

5. Tras 4 meses de tratamiento comparando el efecto de polinefrona y triacetato de
celulosa, se observa una disminucién en el porcentaje de monocitos activados CD14'CD16",
una disminucion en la produccion de ROS monocitaria y un aumento en la expresion de Hsp90

monocitaria con polinefrona frente a triacetato de celulosa.

C.- EVALUACION DE POSIBLES NUEVOS MARCADORES DE
BIOCOMPATIBILIDAD, COMPARANDO LA POLINEFRONA CON DOS
MEMBRANAS DE REFERENCIA DE ALTA PERMEABILIDAD.

6. Tras una unica sesion de hemodialisis no se observan cambios significativos en el
porcentaje de monocitos activados CD14'CD16", en la produccién de ROS monocitaria, ni en

la expresion de Hsp70 y Hsp90 monocitaria con helixona, poliamida y polinefrona.

7. La dialisis durante 4 meses con polinefrona provoca una disminucion en el porcentaje

de monocitos activados CD14'CD16", respecto a helixona y poliamida.

8. Con polinefrona se observa una mayor tasa de reduccion de B,-microglobulina que
con helixona y poliamida, aunque no se aprecian diferencias significativas en los niveles

plasmaticos de la B,-microglobulina comparando polinefrona con helixona y poliamida.
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DISCUSION

Los pacientes en hemodialisis presentan un estado de inflamacion cronica que contribuye a
aumentar la morbimortalidad de origen cardiovascular que estos pacientes padecen. La relacion
entre inflamacion y dafio cardiovascular cada vez es mas evidente, y se acepta que la
inflamacién provoca dafio endotelial, lo que constituye un evento sustancial en la patogénesis
del dafio vascular (Paramo, Beloqui & Diez 2001, Zoccali, Mallamaci & Tripepi 2003,
Vallance, Collier & Bhagat 1997). Multiples estudios refieren que la situacion de inflamacion
cronica que padecen los pacientes con ERC se asocia con disfuncién endotelial y, como
consecuencia, con la ateroesclerosis que precede a la enfermedad cardiovascular (Methe, Weis
2007). No obstante, los mecanismos biologicos mediante los cuales la inflamacién en la ERC
provoca dafio endotelial no se conocen con claridad, y probablemente se deba en parte, a la
escasez de estudios experimentales que han intentado evaluar la relacién entre la actividad

inflamatoria inducida por las células inmunocompetentes y las células endoteliales.

Entre los elementos que contribuyen a perpetuar el estado de inflamacion cronica de los
pacientes en hemodialisis se encuentra el contacto periddico de la sangre del paciente con el
material que constituye la membrana de dialisis, lo que desencadena una respuesta inflamatoria.
En este contexto, se define la biocompatibilidad como la capacidad de un material de actuar en
una aplicacion especifica sin provocar una respuesta clinicamente significativa por parte del
organismo (Klinkmann, Baurmeister & Davison 1994). La composicion quimica y las
caracteristicas intrinsecas de las membranas de dialisis son los factores que desempenan el papel
mas importante en la evaluacion de la biocompatibilidad (Rodriguez Bent, Hernandez Herrera
& Aljama Garcia 2006, European Best Practice Guidelines Expert Group on Hemodialysis
2002).

En este trabajo hemos intentado analizar diferentes aspectos relacionados con esta
respuesta inflamatoria, asi como sus consecuencias sobre la funcionalidad endotelial, en

pacientes tratados con diferentes membranas de dialisis.

En la actualidad se utilizan dos tipos de material para la fabricacion de las membranas de
dialisis: los derivados de la celulosa, que es un material utilizado desde los inicios de la técnica
de hemodiélisis, y los productos sintéticos. Estos dos tipos de materiales presentan diferencias
estructurales definidas, a pesar de la gran diversidad de polimeros existentes. Las membranas de
celulosa presentan menor espesor que las sintéticas (entre 6,5 y 15 mm), y una composicioén
uniforme y simétrica de la pared capilar, consiguiendo mejorar el transporte de solutos por
difusion. Sin embargo, este tipo de membrana no posee la resistencia necesaria para soportar
una ultrafiltracion elevada, lo que es necesario en las técnicas de alto transporte convectivo, con

la tnica excepcion del triacetato de celulosa. Sin embargo, las membranas sintéticas poseen un
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espesor igual o superior a 20 mm, que les confiere una mayor resistencia y las hace aptas para la

técnica de alto transporte convectivo.

En los primeros tratamientos con hemodialisis la trombogenia y la hemdlisis eran los dos
aspectos clinicos mas relevantes relacionados con el contacto de la sangre con el dializador
(Salzman 1971). Por ello, se intentaron desarrollar superficies menos trombogénicas.
Posteriormente adquiri6 relevancia la activacion del complemento, que fue relacionada con la
leucopenia transitoria y con el secuestro de neutréfilos en el pulmoén que tiene lugar durante el
transcurso de la dialisis con las membranas de celulosa (Craddock et al. 1977a, Craddock et al.
1977b). Posteriormente se observo que los grupos hidroxilo del polimero de celulosa podian
actuar como grupos nucledfilos por poseer la reactividad tipica de los alcoholes, pudiendo
interaccionar, por ejemplo, con las proteinas del complemento. Para evitar este problema, se
modificaron los polimeros de celulosa con el fin de reemplazar los grupos hidroxilo,

generdndose las membranas de celulosa modificada (Vienken et al. 1995).

También se han estudiado otros aspectos de la respuesta inflamatoria del paciente al
contacto con el dializador, como la activacion celular, la induccion de estrés oxidativo, o la
produccion de citoquinas. En todos estos casos, las membranas sintéticas y las membranas de
celulosa modificada han mostrado superioridad respecto a las membranas de celulosa no
modificada (Martin-Malo et al. 2000, Himmelfarb et al. 1993, Bonomini et al. 1999, Qian et al.
1995, Sirolli et al. 1999).

Otra de las circunstancias relacionadas con la estructura de la membrana de dialisis, que se
ha invocado que podria influir sobre la respuesta inflamatoria del paciente, en concreto sobre la
eliminacion de citoquinas, es el tamafio de los poros de la membrana de dialisis, clasificandose
las membranas en relacidbn con esta caracteristica como membranas del alta y baja
permeabilidad. Las membranas de alta permeabilidad o alto flujo, con poros mas grandes,
permitirian una mayor eliminacion de citoquinas, moléculas con un peso molecular
comprendido entre 15.000 y 30.000 Daltons. Por otro lado, las citoquinas pueden unirse a
proteinas transportadoras como la [,-microglobulina, una proteina considerada de mediano
tamarfio, que también seria mejor eliminada con membranas de alto flujo (Schindler, Senf & Frei

2002).

Por ultimo, la capacidad de adsorcion de las distintas membranas de dialisis parece también
tener importancia respecto a la eliminacion de citoquinas por este mecanismo. En un estudio
realizado comparando una membrana sintética, poliacrinonitrilo, con una membrana de celulosa
modificada se observo una mayor capacidad de adsorcion de IL-1 in vitro con poliacrinonitrilo

que con la membrana de celulosa modificada (Lonnemann et al. 1988).
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Hasta la actualidad, muchos estudios refieren la superioridad de las membranas sintéticas
respecto a las membranas de celulosa no modificada en el campo de la biocompatibilidad. Sin
embargo, no es muy habitual que los trabajos comparen membranas que se consideren altamente
biocompatibles entre si. En una primera parte del presente estudio quisimos evaluar el efecto de
distintas membranas de dialisis sintéticas y de alta permeabilidad, sobre aspectos relacionados

con la inflamacion, y sus consecuencias sobre la funcionalidad endotelial.

Hay muy pocos estudios en los que se haya intentado evaluar como la situacion de
inflamacién provoca disfuncion endotelial. Existe un estudio realizado en 30 pacientes con ERC
estadio 4 y 5 (Merino et al. 2008a), en el que se realizaron cocultivos con las distintas
subpoblaciones monocitarias procedentes de dichos pacientes y células endoteliales humanas en
cultivo derivadas de cordon umbilical (HuVEC). Tras estimular la liberacion de citoquinas por
parte de las células monocitarias con la adiccidén de lipopolisacarido bacteriano durante 24
horas, evaluaron mediante citometria de flujo la produccion de ROS y la apoptosis de HuVEC
en dichos cocultivos. Ambos pardmetros, que sugieren dafo endotelial, aumentaron
significativamente en el cocultivo de HuVEC con los monocitos activados CD14'CD16" (48 %
ROS y 37 % apoptosis), respecto a los monocitos no activados CD14""CD16™ (12 % ROS y 11
% apoptosis) 6 respecto a los monocitos totales (13 % ROS y 9 % apoptosis). Estos resultados
apoyarian la idea de que el estrés oxidativo inducido por las células monocitarias activadas en
situacion de inflamacion puede provocar dafio endotelial. Ademas, en este estudio también
observaron que los monocitos activados CD14'CD16" liberaban una mayor cantidad de
citoquinas al sobrenadante del cultivo, concretamente IL-1p, TNF-a, IL-6 e IFN-y (Merino et al.

2008a).

En este sentido, se han realizado otros estudios con la finalidad de explicar como las
citoquinas producidas por una proporcion relativamente pequefia de células activadas,
concretamente los monocitos CD14"CD16", que proporcionalmente son menos del 25% de los
monocitos en los pacientes mas afectados, son capaces de lesionar el endotelio. Algunos autores
creen que las células activadas no liberan las citoquinas al torrente sanguineo, sino que estas
células poseen mecanismos para liberar las citoquinas tras haberse adherido a la monocapa de
células endoteliales. Esta hipotesis se sustenta en que, ademas, las células activadas
CD14'CD16" muestran también una alta expresion de moléculas que favorecen la migracion
hacia la pared vascular, como son las moléculas de adhesion, favoreciendo la capacidad de estas
células de lesionar el endotelio (Ramirez et al. 2011). Varios estudios han subrayado la
importancia de la funcion de las quimioquinas en el reclutamiento de los monocitos en las zonas
de endotelio lesionadas (Hansson 2009, Okumoto et al. 2009). Hay estudios en ratones con
deleciones de los genes que codifican la expresion de quimioquinas que apoyan el papel

relevante de las mismas en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular (Saederup et al. 2008).
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Los monocitos CD14"'CD16" de pacientes con ERC presentan una expresion diferente de las
quimioquinas CCR2, CCRS5 y CX3CRI1 que el resto de los subtipos monocitarios (Merino et al.
2011). La interaccion de las quimioquinas CCRS y CX3CR1 con sus ligandos es necesaria para
reclutar a los monocitos en el tejido endotelial dafado. La expresion de estas quimioquinas en
los monocitos activados CD14'CD16" es hasta tres veces mas elevada que en el subtipo
monocitario normal CD14""CD16". Ademas, la quimioquina CCR2, que inhibe la migracion
monocitaria al lugar de la lesion, se encuentra més elevada en los monocitos CD14 "CD16™ que
en los monocitos activados CD14'CD16" (Ramirez et al. 2011). También los monocitos
activados CD14"CD16" presentan una expresion mas elevada de los receptores de las moléculas
adhesion, como por ejemplo el receptor de la molécula CD31 (molécula de adhesion
plaquetaria), el receptor de la molécula CD54 (molécula de adhesion intercelular-1 o ICAM-1) y
el receptor de la molécula CD106 (molécula de adhesion a las células vasculares 0o VCAM). En
la misma linea de lo explicado en los parrafos anteriores, este estudio mostrdé que el nimero de
monocitos activados CD14°CD16" adheridos a las células endoteliales fue 4 veces mayor que el

de los monocitos CD14""'CD16" (Ramirez et al. 2011).

Hay otros estudios que han intentado explicar los mecanismos por los que los monocitos se
adhieren al endotelio dafiado. Algunos hacen referencia a que los cambios en la matriz
extracelular pueden influir en la interaccion entre monocitos y endotelio. Asi, en circunstancias
patologicas, como en una situacion de ateroesclerosis, se produce un remodelado vascular con
aparicion de colageno I en el espacio subendotelial, que en condiciones normales no tiene
contacto con el endotelio. Estudios in vitro han demostrado que células endoteliales en contacto
con colageno tipo I producen cantidades mas elevadas de MCP-1, proteina quimiotactica de
monocitos, provocando el reclutamiento de monocitos (Boring et al. 1998). El incremento de la
molécula MCP-1, podria ser suficiente para aumentar la adhesion de los monocitos al endotelio
(Rollins 1997). En este sentido, otro estudio confirma que, en efecto, existe mayor adhesion de
monocitos a las células endoteliales en cocultivos en presencia de coldgeno I que en presencia

de colageno IV (Ruiz-Torres et al. 2006).

En una primera parte del presente estudio, como se refiere anteriormente, quisimos evaluar
el efecto de distintas membranas de didlisis sintéticas, sobre aspectos relacionados con la
inflamacién, y sus consecuencias sobre la funcionalidad endotelial. Para ello, comparamos el
efecto de dos membranas sintéticas de alto flujo y derivadas de la polisulfona, una polisulfona
estandar, y una polisulfona modificada, la polietersulfona. Se decidi6 comparar estas dos
membranas porque ambas son consideradas biocompatibles y su utilizacidén es muy frecuente en
la actualidad. Su estructura quimica es muy parecida, y Unicamente se diferencian en que la

polietersulfona no contiene grupos de isopropilideno.
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Inicialmente, no s6lo quisimos analizar cuantitativamente los mediadores de inflamacién o
la cantidad de células activadas en sangre periférica, sino que quisimos dar un paso mas alla, e
intentar evaluar la capacidad de las células potencialmente activadas para inducir cambios en
células endoteliales en cocultivo. Para ello, se aislaron células mononucleares circulantes en
sangre periférica de pacientes en tratamiento con hemodialisis con las dos membranas en
estudio. Fueron evaluados 3 aspectos respecto a la interaccion de las células monocitarias con el
endotelio: la adhesion de las células monocitarias a las células endoteliales, la induccion de

toxicidad endotelial, y la capacidad de modificar la sintesis de factores vasoactivos endoteliales.

El efecto de ambas membranas tras una unica sesion de hemodialisis se evalué en 2
ocasiones, tanto en el estudio piloto, con 10 pacientes, como en el estudio multicéntrico, con 30
pacientes. En ambos casos observamos un comportamiento similar, encontrando una
disminucion de la adhesion de monocitos a las células endoteliales al finalizar la sesion de
hemodialisis, respecto al inicio de la misma, aunque estos cambios solo fueron estadisticamente
significativos en el caso del estudio multicétrico, en el que la muestra de pacientes era mayor.
Sin embargo, esta disminucion en la adhesion no se tradujo en ningiin cambio respecto al resto
de parametros analizados, sin diferencias al inicio y al final de la hemodialisis en la toxicidad
inducida sobre las células endoteliales, ni en la expresion de las enzimas analizadas para evaluar

la funcionalidad endotelial ( ECE-1y eNOS).

Al evaluar el efecto de ambas membranas tras la dialisis durante un plazo corto de 15 dias,
pudimos observar que la polietersulfona provocéd una reduccion del dafio endotelial inducido
por las células monocitarias, con una disminucion en la adhesion y toxicidad endotelial,
observandose ademas, una disminucion en la sintesis de una de las proteinas implicadas en la
sintesis de endotelina, la ECE-1. Este efecto podria considerarse beneficioso, ya que la
endotelina es un factor vasoactivo endotelial que induce vasoconstriccion. El hecho de encontrar
cambios significativos tras 15 dias y no con una sesion de hemodialisis, sugiere un efecto
acumulativo y diferencial, puesto que la utilizacion de la polietersulfona mostré mejoria en los
parametros analizados respecto al uso de la polisulfona. Es conveniente resaltar, que aunque el

numero de pacientes en este estudio fue muy limitado, cada paciente fue control de si mismo.

Aunque, segun este primer estudio, la didlisis con polietersulfona consigue disminuir el
dafio endotelial provocado por las células monocitarias activadas, sabemos que el propio
tratamiento de la hemodialisis determina una continua agresion al endotelio. Por esta razon,
quisimos evaluar el efecto de ambas membranas a largo plazo, bajo las condiciones clinicas
habituales. Para ello se evalud el efecto de ambas membranas tras 3 meses de tratamiento. En
esta situacion observamos que ambas membranas provocaron un aumento de la adhesion de
monocitos a las células endoteliales respecto a la situaciéon basal. Sin embargo, la toxicidad

endotelial disminuy¢ significativamente tanto con polisulfona como con polietersulfona. En
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cuanto a los parametros analizados para evaluar la funcionalidad endotelial tras 3 meses de
tratamiento, no se observaron diferencias significativas ni en la expresion de ECE-1 ni en la
eNOS en CE, con lo que podemos afirmar que la funcionalidad endotelial evaluada de este

modo no se modificaria por estas membranas en la dialisis a largo plazo.

Estos ultimos resultados, junto con los obtenidos tras una unica sesion de hemodialisis,
plantean una contradiccion respecto a lo anteriormente explicado, ya que la literatura refiere
que la adhesion monocitaria pareceria ser el paso necesario previo a la generacion del dafio
endotelial. En nuestro estudio realizado tras una tUnica sesion de hemodialisis, con ambas
membranas se produce una disminuciéon en la adhesion monocitaria, que, sin embargo, no se
traduce en una disminucion en la toxicidad endotelial. En el estudio realizado a largo plazo, tras
3 meses de tratamiento con las 2 membranas estudiadas, se produjo un aumento en la adhesion
monocitaria respecto a la situacidon basal con ambas membranas, con una llamativa reduccién en
la toxicidad endotelial. Segiin nuestros resultados, los cambios en la adhesion monocitaria, no se
traducen directamente sobre la toxicidad endotelial. Una adhesion mas elevada, no implica

siempre una mayor toxicidad, pudiendo haber circunstancias en las que esto no sea asi.

Por otro lado, en nuestros estudios se evalué el comportamiento de la poblacion
monocitaria total, sin diferenciar entre subtipos monocitarios, por lo que no podemos afirmar
que fuesen los monocitos con fenotipo CD14"'CD16", mayores productores de citoquinas, los

que preferentemente se hubiesen adherido al endotelio.

Hay que resefiar que las diferencias obtenidas en los resultados entre las dos membranas
del estudio no tuvieron relacion con la tasa de reduccion de medianas y pequefias moléculas que
se consiguié con cada una de ellas, ya que no se obtuvieron diferencias significativas en
ninguno de estos parametros. Tampoco se observaron diferencias clinicas en las cifras de
tension arterial de los pacientes incluidos en el estudio, ni en la tasa de ultrafiltracion media
obtenida durante la sesion de hemodialisis, lo que indicaria que estos parametros
hemodinamicos, en principio, no influirian en los resultados, concretamente en lo referente a la

funcionalidad endotelial.

La leucopenia observada durante la sesion de hemodidlisis, que es uno de los modos
clasicos de evaluar la biocompatibilidad, tampoco fue diferente de forma significativa entre las

dos membranas de estudio.

No obstante, el disefio del estudio realizado a largo plazo durante 3 meses present6 algunas
limitaciones. La primera limitacion fue que no todos los pacientes basalmente partian de la
misma membrana de didlisis por sus condiciones clinicas habituales, ya que este estudio fue
multicéntrico. Sin embargo, en el andlisis estadistico, no se encontraron diferencias

significativas entre los 2 grupos (polisulfona y polietersulfona) respecto al tipo de membrana
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utilizada antes del inicio del estudio. La segunda limitacion surgié al no poderse hacer un
proceso de randomizacion para asignar la membrana en estudio, ya que no todos los centros
disponian de las dos membranas. Los dializadores fueron asignados a los pacientes segiin la
disponibilidad del centro de tratamiento. Tampoco en este caso, se detectaron diferencias
significativas entre los 2 grupos de tratamiento respecto a las caracteristicas basales de los

pacientes.

En conclusion, es dificil explicar en conjunto las diferencias observadas entre el efecto
agudo de una tnica sesion de hemodialisis, el efecto a corto plazo de 15 dias o el efecto a largo
plazo de 3 meses. Obviamente, estos resultados podrian deberse al efecto acumulativo de la
utilizacidon continuada de estos dos dializadores de alta calidad. Quizas, el efecto beneficioso
podria producirse en un plazo mas corto de tiempo con la polietersulfona, pero ambas

membranas parecen provocar una proteccion del tejido endotelial a largo plazo.

El segundo objetivo de esta tesis fue evaluar parametros relacionados con la activacion
monocitaria comparando distintas membranas de hemodialisis. Se analiz6 la capacidad de las
membranas para modificar el fenotipo de las células mononucleares circulantes, pudiendo
influir asi, indirectamente, sobre el proceso de generacion de dafio vascular. Se evaluaron
parametros novedosos, aunque ya estudiados en publicaciones recientes, como el porcentaje de
monocitos activados CD14°CD16", o la produccién de radicales libres por los monocitos, pero
también otros parametros en los que apenas hay estudios en el campo de la biocompatibilidad,

como son la expresion de proteinas de shock térmico en monocitos.

En la primera parte de este estudio se compard una nueva membrana sintética de dialisis,
introducida de un modo relativamente reciente en el mercado, la polinefrona, con el triacetato
de celulosa. Se eligi6 triacetato de celulosa por tratarse de una membrana de celulosa
modificada con unas caracteristicas especiales. Aparte de presentar un mejor perfil respecto a
las membranas de celulosa no modificada en términos de biocompatibilidad, es la tunica
membrana de didlisis derivada de la celulosa con gran porosidad, que es capaz de soportar los
tratamientos en los que se aplica un mayor transporte convectivo, siendo la tinica membrana de
celulosa que se puede utilizar en la técnica de didlisis de alto flujo (Vienken 2006). La
polinefrona es una membrana sintética compuesta por polietersulfona con un tamafio en sus
poros que permite un alto aclaramiento de moléculas de mediano tamafio, evitando la pérdida de
albimina. Esta primera parte del estudio tuvo las caracteristicas de un estudio piloto, en el que

unicamente fueron incluidos 9 pacientes.

Tras analizar el efecto agudo de una tnica sesion de hemodialisis con las 2 membranas en
estudio sobre la activacion monocitaria, no observamos cambios significativos en el porcentaje
de monocitos activados CD14'CD16" al finalizar la sesion de hemodidlisis con ninguna de ellas.

En la literatura, se ha descrito una disminucioén transitoria de los monocitos CD14CD16"
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durante la sesion de hemodialisis (Sester et al. 2001). A primera vista, esta disminucion podria
tener que ver con la leucopenia que habitualmente se produce durante el tratamiento con
hemodialisis, con una disminucién general del recuento de leucocitos. En este sentido, habria
que observar que la leucopenia observada con las dos membranas tampoco difirid

significativamente.

Existen estudios que han evaluado con mas profundidad este fendémeno, aunque son muy
escasos los trabajos que comparan el comportamiento de diferentes membranas. Kaplow y
Goffinet describieron por primera vez en 1968 la leucopenia transitoria que se produce en los
primeros minutos de la hemodialisis (Kaplow, Goffinet 1968). Esta leucopenia es mas marcada
con membranas derivadas de celulosa que con membranas sintéticas (Craddock et al. 1977b), y
esta relacionada con la activacion de la via alternativa del complemento y con la adhesion
leucocitaria de forma transitoria en los capilares pulmonares (Toren, Goffinet & Kaplow 1970).
Sin embargo, hay estudios que revelan que las membranas sintéticas no producen una activacion
tan marcada del complemento (Tabor et al. 1998, Combe et al. 1994, Kawabata et al. 1996), y
por el contrario, si producen una deplecion transitoria importante del subtipo monocitario
CD14'CD16" intradialisis, fenomeno que se especula que podria producirse por otros
mecanismos. Los escasos estudios que se han hecho comparando diferentes membranas de
hemodialisis, muestran que no existen diferencias en la deplecion transitoria de leucocitos
CD14°CD16" con membranas celuldsicas (hemofan) y con membranas sintéticas (poliamida)
(Sester et al. 2001). El estudio de Nockher y cols. confirmé que la poblacion monocitaria que
mas marcadamente disminuia de forma transitoria durante la sesion de hemodialisis era el
subtipo de monocitos activados CD14'CD16", frente al subtipo monocitario CD14CD16", que
apenas descendia, y que es el mas abundante en los sujetos sanos. Esta deplecion de monocitos
activados no se relacionaba con la activacion del complemento, ya que este subtipo de
monocitos es menos sensible a la activacion del complemento que el subtipo de monocitos no
activados CD14"CD16’, puesto que tienen una menor expresion de receptores del complemento
CR3 (CD11b/CD18) y CR1 (CD35) (Nockher, Wiemer & Scherberich 2001). De hecho, se sabe
que los monocitos activados CD14'CD16" presentan un espectro de moléculas de adhesion
claramente diferentes al de la poblacion monocitaria normal CD14 "CD16". Segtin este estudio,
la diferente expresion de moléculas de adhesion por cada subtipo monocitario influiria en la
diferente deplecion encontrada entre ambos subtipos monocitarios. Sester y cols. refieren que en
este fendomeno podrian estar implicados no sélo los monocitos, sino también el tejido endotelial,
expresando moléculas de adhesién y quimioquinas como ICAM-1 e IL-8. En un proceso
inflamatorio local, se activan los monocitos y el endotelio conjuntamente. Sin embargo, durante
la sesion de hemodialisis, la activacion monocitaria se produce de un modo no fisioldgico, y
podrian no estar activadas sinérgicamente las células endoteliales, lo que explicaria que la

adhesion inicial de dichos monocitos al endotelio no produzca transmigracion de los mismos, y
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la deplecion sea transitoria, volviendo paulatinamente los monocitos activados al torrente
sanguineo. Segun esta teoria, se podria especular que la diferente velocidad de resolucion de la
monocitopenia transitoria producida durante la hemodialisis tendria que ver con los diferentes

grados de activacion del tejido endotelial en cada individuo.

Se han vertido otras hipotesis intentando explicar los mecanismos y repercusion de la
deplecion transitoria de los monocitos CD14"CD16" intradialisis. Arnaout y cols. (Arnaout et al.
1985) refieren que durante la dialisis se producen cambios hormonales, tales como alteraciones
en los niveles de glucocorticoides y catecolaminas, que podrian alterar la adhesion de los
granulocitos in vivo. No se ha demostrado que sobre los monocitos pueda ocurrir lo mismo, pero
si se ha observado una supresion selectiva y reversible de los monocitos CD14'CD16" tras la
administracion de glucocorticoides (Scherberich, Nockher 1999, Fingerle-Rowson et al. 1998).
Segun Kyrill y cols., estos monocitos podrian adherirse de forma transitoria a las placas de
ateroma del sistema vascular, y contribuir de este modo a la progresion de la placa a través de la
produccion local de citoquinas, propiciando de este modo un incremento del riesgo

cardiovascular (Rogacev et al. 2009).

Nuestros resultados no muestran diferencias significativas al finalizar la sesion de
hemodialisis respecto al porcentaje de monocitos activados CD14" CD16" con ninguna de las 2
membranas en estudio, lo que confirma que la posible reducciéon de este subtipo monocitario es

transitoria y se recupera al finalizar la sesion con las 2 membranas.

La produccion de ROS por parte de los monocitos no sufrié cambios significativos con el
uso de ambos dializadores al finalizar la sesion de hemodialisis respecto al inicio de la misma.
Tampoco observamos modificaciones en la expresion de Hsp70 y Hsp90 en los monocitos con
el triacetato de celulosa, pero si con la polinefrona, apreciandose un aumento de Hsp70 y una
disminucion de Hsp90 al finalizar la sesion. Sabemos que las proteinas Hsp pueden encontrarse
en el interior de las células, pero también se han detectado libres en suero. Los estudios
realizados hasta ahora, conceden a estas proteinas una funcidn diferente segiin su localizacion.
De este modo, su funcion intracelular consiste en estabilizar y proteger al resto de proteinas
intracelulares en situaciones de agresion celular (Welch 1993). Sin embargo, en el espacio
extracelular, se consideran mediadores de la respuesta inflamatoria, relacionandose también con
la generacion de ateroesclerosis (Xu 2002). Los estudios sobre las proteinas Hsp en pacientes en
hemodialisis son muy escasos. S6lo hemos encontrado dos trabajos en los que se haya evaluado
el impacto de una tinica sesidon de hemodialisis sobre el contenido de estas proteinas. En ambos
casos se utilizaron membranas de polisulfona. En uno de estos estudios se cuantifico el
contenido sérico de las proteinas Hsp60 y Hsp90 (Musial et al. 2009), y en el otro, el contenido
linfocitario de Hsp70 (Raj et al. 2007). En todos los casos las proteinas Hsp aumentaron al

finalizar la sesion de hemodialisis. En el primer estudio se interpretd el aumento en la
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concentracion de las proteinas Hsp extracelulares como una situacion de estrés provocada por la
sesion de hemodialisis, a pesar de la utilizacion de una membrana biocompatible. En este
estudio justificaban que el aumento en la concentracion plasmatica de las proteinas Hsp podria
deberse a la interaccion de las células sanguineas con el dializador, lo que provocaria la pérdida
de la integridad celular y la liberacion de estas proteinas. También citan como posible factor de
confusion la habitual disminucion del volumen plasmatico al finalizar la sesion de hemodidlisis,
que contribuiria al aumento en la concentracion de los elementos contenidos en dicho volumen.
La implicacion clinica de ese aumento en la concentracion sérica de Hsp60 post-hemodialisis
podria ser un mayor efecto pro-inflamatorio. Segiin estos autores, el sistema de proteinas Hsp
seria disfuncional en los pacientes en hemodialisis y las proteinas Hsp podrian ser consideradas
como nuevos marcadores de ateroesclerosis (Musial et al. 2009). En el segundo estudio
realizado con la polisulfona F70 de Fresenius, se observd un incremento al finalizar la sesion de
hemodialisis en la Hsp70 linfocitaria. En este caso, los autores interpretaron que este aumento
en la Hsp70 linfocitaria contribuiria a atenuar el estrés celular y la apoptosis (Raj et al. 2007). El
primer estudio refiere un aumento de Hsp en suero al finalizar la sesion de hemodialisis. Sin
embargo, nuestro estudio no cuantifica los niveles de Hsp circulantes, que son las Hsp que en
diferentes trabajos se han relacionado con la respuesta inflamatoria y la generacion de
ateroesclerosis en pacientes con enfermedad renal (Pockley et al. 2000, Xu et al. 2000, Wright
et al. 2000). Nosotros evaluamos el contenido proteico de Hsp en células monocitarias, siendo
los resultados concordantes con los del estudio en el que aumenta la Hsp70 linfocitaria al final
de la dialisis con polisulfona (Raj et al. 2007). De este modo, el aumento proteico de Hsp70 que
encontramos en monocitos podria indicar una mejor capacidad de proteccion frente al estrés en
los monocitos de pacientes dializados con la polinefrona respecto a los dializados con el
triacetato de celulosa. La disminucion de la Hsp90 monocitaria al finalizar la sesion de
hemodialisis con polinefrona es dificil de interpretar, ya que es una proteina con diferentes
efectos bioldgicos. Aparte de su actividad como estabilizadora de proteinas, se sabe que
interviene en la produccion de NO, y que también puede interferir en procesos infecciosos y
cancerigenos (Eckl, Richter 2013). Se trata de un resultado que hemos obtenido en una muestra
pequeiia, de s6lo 9 pacientes, no habiendo en la literatura resultados comparables, por lo que no
podemos evaluar si la disminucion de la Hsp90 al finalizar la sesion de hemodidlisis con

polinefrona podria ser o no beneficioso.

Al evaluar el efecto cronico de 4 meses de tratamiento con cada uno de los 2 dializadores
en estudio, las diferencias fueron muy llamativas a favor de la polinefrona respecto al triacetato
de celulosa. La produccion de ROS monocitaria y el porcentaje de monocitos activados
CD14°CD16" disminuyeron significativamente, y de forma muy llamativa, con polinefrona.
Existen estudios en la literatura que demuestran que la activacion del complemento por

membranas no biocompatibles induce la generacion de ROS (Himmelfarb, Lazarus & Hakim
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1991). No obstante, los escasos estudios que comparan el efecto de distintas membranas de
dialisis sobre la produccion de ROS, se han realizado evaluando solo el efecto de una tnica
sesion de hemodialisis, sin obtener diferencias entre las membranas analizadas. Por ejemplo,
Ward y cols. compararon el efecto del triacetato de celulosa (CT190G, Baxter) con el de la
polisulfona (F80, Fresenius), obteniendo con ambas membranas una disminucion en la
produccion de ROS linfocitaria al finalizar la sesion de hemodialisis (Ward, Ouseph & McLeish
2003). En nuestro caso, una unica sesion de hemodialisis no modifica la produccion de ROS
monocitaria con ninguna de las 2 membranas evaluadas. Sin embargo, la utilizacién por un
tiempo mas prolongado de una membrana altamente biocompatible como la polinefrona, si que
podria disminuir la produccion de ROS por parte de los monocitos frente al triacetato de

celulosa.

También el porcentaje de monocitos activados CD14'CD16" disminuyé de forma muy
significativa tras 4 meses de tratamiento con polinefrona respecto a los 4 meses de tratamiento
con triacetato de celulosa, corroborando el mejor perfil inflamatorio de los pacientes tras 4

meses de tratamiento con polinefrona, respecto al tratamiento con triacetato de celulosa.

En cuanto a la expresion de las proteinas Hsp70 y Hsp90 en los monocitos, ambas
proteinas aumentaron tras un tratamiento prolongado con polinefrona respecto al tratamiento
con triacetato de celulosa, aunque so6lo fue considerado estadisticamente significativo el
aumento de la Hsp90. Como se ha indicado anteriormente, la mayor expresion de estas
proteinas parece indicar una mayor capacidad de las células monocitarias para defenderse frente
a situaciones de estrés, lo que indicaria también unos mejores resultados en este sentido del

tratamiento con polinefrona respecto a triacetato de celulosa a largo plazo.

Tanto el triacetato de celulosa como la polinefrona se consideran dializadores de alta
permeabilidad. No obstante, también se evaludé su capacidad para eliminar moléculas de
pequefio y mediano tamafio. Respecto a las moléculas de pequefio tamafno, como la urea y la
creatinina, ambos dializadores presentaron una capacidad similar de reduccion de las mismas.
Sin embargo, respecto a la tasa de reduccion de B,-microglobulina, aunque no se obtuvieron
diferencias significativas, si se observé una tendencia a una mayor eliminacién de [3,-
microglobulina con polinefrona. Como se explica a continuacion con mas detalle, la mayor
eliminacion de medianas moléculas podria tener relacién con una disminucion en la activacion

monocitaria.

La B,-microglobulina se considera una molécula de tamafio mediano, 11.800 Daltons, y es
utilizada como parametro para comparar la eliminacién de este tipo de moléculas entre los
distintos dializadores. Se encuentra en la superficie de todas las células nucleadas, y
frecuentemente se asocia a la cadena polipeptidica de los antigenos HLA de histocompatibilidad

clase I (Grey et al. 1973, Plesner, Bjerrum 1980). La B,-microglobulina es vertida al plasma
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como consecuencia del recambio celular que se produce constantemente, y en los sujetos sanos,
es eliminada por el rifion en una cantidad de 150 a 200 mg al dia, siendo la concentracion
plasmatica fisiologica de esta proteina de 1-2 mg/L (Stone, Hakim 1989, Karlsson et al. 1980,
Schardijn, Statius van Eps 1987). En pacientes sin funcién renal residual, la concentracion
plasmatica de B,-microglobulina puede alcanzar hasta los 50 mg/L (Schardijn, Statius van Eps
1987, Stein et al. 1991, Gejyo et al. 1986). También se ha relacionado el depdsito de esta
proteina con el desarrollo de amiloidosis en pacientes que han recibido tratamiento con
hemodialisis durante periodos prolongados. Varios estudios muestran una incidencia muy
diferente de amiloidosis en los pacientes dependiendo del tipo de membrana de dialisis
utilizado. De este modo, los pacientes tratados durante largo tiempo con membranas derivadas
de la celulosa desarrollaron con mas frecuencia esta enfermedad (Floege, Koch 1994, Van
Ypersele de Strihou et al. 1991, Chanard et al. 1989, Miura et al. 1992, Hakim 1993). La
relevancia de la concentracion en suero de la f,-microglobulina es tal, que se ha sugerido como
variable predictora de mortalidad de los pacientes en hemodialisis (Cheung et al. 2006). Por
ejemplo, en el estudio HEMO, la concentracion media de [,-microglobulina pre-dialisis se
asoci6 con la mortalidad de cualquier causa y se sugirié que podria ser utilizada como marcador

en pacientes en tratamiento cronico con hemodialisis.

Se ha demostrado ampliamente que el transporte convectivo conseguido con las
membranas de alto flujo tiene un papel fundamental en la mayor eliminacion de esta molécula
(Floege et al. 1989). Sin embargo, parece que este no es el unico factor que influye en la
concentracion de la [B,-microglobulina plasmatica. También tiene relevancia la diferente
adsorcion de la B,-microglobulina por los distintos dializadores. Otro factor importante es la
funcioén renal residual de los pacientes, que, por otro lado, también parece preservarse mejor
con las membranas mas biocompatibles. Varios estudios refieren que la biocompatibilidad de la
membrana podria tener relevancia en otro fendmeno mas complejo, que tendria que ver con un
aumento en la liberacion a la circulacion de esta proteina por las células circulantes provocado
por membranas no biocompatibles. Se ha demostrado en estudios in vitro una mayor liberacién
de B,-microglobulina por el contacto directo de monocitos con membranas derivadas de la
celulosa, con un incremento en la activacion del complemento (Schoels et al. 1993, Jahn et al.
1991). También se ha demostrado en cultivos de monocitos de pacientes tratados con diferentes
membranas de dialisis, que en aquellos pacientes dializados con membranas que producian una
mayor activacion del complemento, se provocaba una mayor liberacion de f,-microglobulina
por los monocitos (Zaoui, Stone & Hakim 1990). Hay mas estudios que corroboran este
fenémeno, como el realizado por Traut y cols., que mostr6 un incremento en el contenido de B,-
microglobulina en células sanguineas de pacientes tratados con membranas de alto flujo
(poliamida) respecto a membranas de bajo flujo (cuprofan), con una mayor concentracién en

plasma de B,-microglobulina con las membranas de bajo flujo. En este estudio, el incremento de
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B,-microglobulina en plasma con las membranas de bajo flujo no fue debido a una mayor
sintesis de la proteina, ya que no se objetivo un aumento en el ARN mensajero, por lo que se
cree que podria deberse a una mayor liberacion por parte de las células sanguineas en los

pacientes tratados con membranas de bajo flujo (Traut et al. 2007).

En nuestro estudio, la concentracion plasmatica de ,-microglobulina predialisis no difirié
significativamente tras 4 meses de tratamiento con triacetato de celulosa respecto al tratamiento
4 meses con polinefrona. Sin embargo, si se observo una tendencia a una mejor eliminacion de
B,-microglobulina con polinefrona, probablemente no significativa por el pequefio tamafio
muestral. El resto de factores que influyen en la concentracion plasmatica de B,-microglobulina,
no fueron analizados, por lo que no podemos inferir ninguna conclusion al respecto, salvo que
no deben tener gran relevancia, ya que no hemos observado una modificacion significativa en la

concentracion plasmatica de ,-microglobulina comparando los 2 dializadores.

En este estudio también se evaluaron parametros relacionados con la sesion de
hemodialisis, como la tension arterial media de los pacientes y la ultrafiltracion obtenida, sin
observarse diferencias significativas. Se analizaron parametros bioquimicos y hematologicos,
entre ellos, parametros que se relacionan con la inflamacion como la ferritina y la PCR, asi
como métodos clasicos de evaluar la biocompatibilidad, como la leucopenia, evaluada
comparando el recuento de leucocitos a los 30 minutos después de empezar la sesion de
hemodialisis respecto al inicio de la misma. No se observaron diferencias en ninguno de estos

valores tras 4 meses de tratamiento con cada uno de los dos dializadores en estudio.

La segunda parte del segundo objetivo de esta tesis fue evaluar parametros relacionados
con la activacién monocitaria comparando las membranas de dialisis con mejores caracteristicas
de las que disponemos en la actualidad. Para ello, se realiz6 un estudio experimental tipo ensayo
clinico con grupo control, en el que se compar? el efecto sobre la activacion monocitaria de dos
membranas sintéticas de alta permeabilidad y de referencia en la actualidad, la helixona y la
poliamida, con una membrana sintética relativamente nueva, la polinefrona. El polimero que
constituye la helixona es el mismo que el de la polisulfona estandar, pero el espesor de la
membrana y el didmetro interno de la fibra son menores, con un aumento en el tamafo de los
poros, que se distribuyen de un modo mas uniforme. La membrana de poliamida presenta
regiones alternas de carga positiva y negativa sobre su superficie, lo que le confiere una mayor
biocompatibilidad. El tamafio de los poros en esta membrana aumenta considerablemente desde

el lado en contacto con la sangre hasta el lado del dializado.

El grupo control y el grupo en el que se cambié el dializador a polinefrona, fueron

comparables en cuanto a caracteristicas basales, etiologia de la ERC y comorbilidad asociada.
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El efecto agudo de una tUnica sesiéon de hemodialisis sobre los diferentes parametros de
activacion monocitaria se evalud por separado con cada uno de los 3 dializadores incluidos en el
estudio, no obteniéndose diferencias al finalizar la sesion de didlisis respecto al inicio con

ninguno de los 3 dializadores.

La produccion de ROS fue similar con los 3 dializadores respecto al inicio de la sesion de
hemodialisis, teniendo todos ellos un comportamiento similar en este aspecto. Como se refiere
anteriormente, los estudios que hemos encontrado en la literatura observan una mejoria del
estrés oxidativo al finalizar la sesion de hemodidlisis, independientemente de la membrana
utilizada. Ward y cols. compararon el efecto de 2 membranas de dialisis, triacetato de celulosa y
polisulfona, obteniendo con ambas una disminucion en la produccion de ROS linfocitaria al
finalizar la sesion, sin diferencias significativas entre una y otra (Ward, Ouseph & McLeish
2003). En este estudio se refiere que con la sesion de hemodialisis se normalizaba la produccion
de ROS con ambas membranas, acompandndose este fendmeno con una disminuciéon en la
oxidacion de algunas proteinas. Estos mismos autores refieren que con membranas de bajo flujo
derivadas de la celulosa también disminuye la produccion de ROS en neutréfilos al finalizar la
sesion de hemodialisis respecto al inicio (Jacobs et al. 1989). Himmerfarb y cols. observaron un
aumento en las proteinas libres de grupos sulfidrilo postdialisis en pacientes tratados con
membranas de alto y bajo flujo. (Himmelfarb, McMonagle & McMenamin 2000). Segun estos
autores, el estrés oxidativo podria estar provocado por la retencion de toxinas urémicas de bajo
peso molecular, que se eliminarian durante la sesion de hemodialisis, observandose una mejoria
transitoria, ya que de nuevo la produccion de ROS aumenta predialisis. Los resultados de estos
estudios no concuerdan con los resultados que nosotros obtuvimos, ya que no observamos una
menor produccion de ROS tras una Unica sesion de hemodialisis con ninguno de los
dializadores evaluados. Posiblemente se trate de un fenémeno complejo de analizar, y seria
necesario hacer estudios mas exhaustivos para dilucidar estos resultados, como por ejemplo

analisis de la oxidacion de lipidos o proteinas.

El porcentaje de monocitos activados CD14°CD16" no cambio de forma significativa al
finalizar la sesién de hemodialisis respecto al inicio con ninguno de los tres dializadores en
estudio. Sabemos que con las membranas derivadas de la celulosa se produce una leucopenia
transitoria, con una disminucién marcada de los monocitos CD14"'CD16’, relacionada con la
activacion del complemento. Sin embargo, con la utilizacion de las membranas sintéticas
altamente biocompatibles, este efecto se minimiza, pero se sigue produciendo un descenso muy
llamativo de los monocitos activados CD14'CD16" durante la sesion de hemodialisis. Sester y
cols. refieren una disminucién de los monocitos activados CD14'CD16" de un 83 + 9 % a los 30
minutos del inicio de la sesion en su trabajo (Sester et al. 2001). Sin embargo, en este mismo

estudio refieren que el porcentaje de este subtipo monocitario alcanzaria los valores iniciales al
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finalizar la sesion de hemodialisis. Otros trabajos describen una recuperacion mas lenta de los
monocitos CD14"'CD16", alcanzando los valores iniciales tras 6 horas de haber finalizado la
sesion de hemodialisis. Lo que ocurre con estos monocitos durante la sesion de hemodialisis no
se conoce. Se especula que podrian tener un destino similar al de los leucocitos que
transitoriamente quedan secuestrados en el sistema venoso pulmonar con las membranas que
activan el complemento, ya que este es el primer sistema vascular de bajo flujo al que llegarian
tras la circulacion extracorpdrea (Sester et al. 2001). Otros autores proponen que, puesto que
este subtipo de monocitos produce mas citoquinas pro-inflamatorias, como el TNF-a (Belge et
al. 2002), o receptores como el CX3CR1 (Ancuta et al. 2003), relacionado con la aterogénesis,
estos monocitos podrian adherirse temporalmente al endotelio disfuncional provocando una
progresion de la ateroesclerosis (Rogacev et al. 2009). Sester y cols. sugieren, como referimos
anteriormente, que la velocidad de retorno de estos monocitos a la circulacion dependeria en
cada individuo del grado de activacién de su endotelio, siendo en los casos con mayor
disfuncion endotelial mas lento el retorno (Sester et al. 2001). En nuestro caso, es muy probable
que la deplecidén de esta poblacion monocitaria se produzca con las 3 membranas estudiadas
durante la sesion de hemodidlisis, tal y como se refiere en la literatura, pero al finalizar la
misma, se restablecen los valores iniciales, y por esta razon, es posible que no observemos

cambios.

También se evalud la expresion de las proteinas Hsp70 y Hsp90 monocitarias al finalizar
la sesion de hemodidlisis respecto al inicio con las 3 membranas incluidas en el estudio. En esta
ocasion, no se obtuvieron diferencias significativas con ninguna de las membranas, lo que
difiere con los resultados que obtuvimos en el anterior estudio respecto a la expresion de Hsp70
monocitaria con polinefrona, ya que entonces si se producia un aumento en la expresion de esta
proteina al finalizar la sesion de hemodialisis. Para explicar estas diferencias, habria que referir
ciertas limitaciones de los estudios. En el primer caso, al tratarse de un estudio piloto, se trata de
una muestra pequeia (n=9), con lo que los resultados obtenidos deben interpretarse con mayor
cautela. Por otro lado, la evaluacion de la expresion de esta proteina en los monocitos de
pacientes se realiza mediante una técnica no estandarizada, lo que dificulta la reproducibilidad
de los resultados. Para evitar en lo posible este efecto, se realizé el experimento por duplicado
en cada ocasion, y se corrigid con la expresion de un pool de proteinas aisladas de un pool de
monocitos, realizaindose una media entre los resultados obtenidos por duplicado. A pesar de ello
obtuvimos datos con cierta variabilidad. Con estos resultados podriamos concluir, que en
nuestro caso no podemos confirmar que la sesion de hemodialisis modifique el contenido

monocitario de las proteinas Hsp, como otros estudios han sugerido.
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En la ultima parte de este estudio se evaluo el efecto cronico de 4 meses de tratamiento con
polinefrona, frente a 4 meses de tratamiento con las otras 2 membranas en estudio, helixona y

poliamida, sobre los distintos parametros de activacion monocitaria.

Durante todo el estudio se realizaron las mismas determinaciones en un grupo control, en
el que los pacientes mantuvieron tratamiento con su dializador basal, helixona o poliamida.
Como era de esperar, en el grupo control no se apreciaron diferencias en ninguno de los
parametros analizados respecto a la activacion monocitaria: produccion de ROS, porcentaje de

monocitos activados CD14'CD16 " y expresion de Hsp70 y Hsp90 monocitaria.

Al comparar el efecto de la polinefrona con la helixona y poliamida tras 4 meses de
tratamiento, no se obtuvieron diferencias significativas respecto a la produccion de ROS, 1o que
indicaria que no se observan diferencias relevantes a largo plazo en este aspecto. Como se ha
mencionado, no hemos encontrado en la literatura estudios que analicen este problema
comparando el efecto de diferentes membranas a largo plazo. Nuestra unica referencia es
nuestro estudio anterior, comparando polinefrona con triacetato de celulosa, en el que si
observamos menor produccion de ROS con polinefrona que con el triacetato de celulosa.
Aunque se trata de un estudio piloto, con pocos pacientes, indicaria una superioridad de la
membrana sintética polinefrona en este aspecto frente a triacetato de celulosa, pero no frente a

otras membranas sintéticas, como helixona o poliamida.

Tampoco se obtuvieron diferencias significativas al comparar polinefrona frente a helixona
y poliamida sobre la expresion monocitaria de Hsp70 y Hsp90 tras 4 meses tratamiento.
Podriamos decir que en este sentido, no habria diferencias entre utilizar las diferentes
membranas sintéticas. Sin embargo, si evaluamos globalmente los resultados comparandolos
con el anterior estudio, en el que se compar¢ triacetato de celulosa con polinefrona, en este caso
si se obtuvo un aumento en la expresion monocitaria de Hsp70 y Hsp90 con polinefrona,
aunque fue solamente significativo el incremento de Hsp90. En este caso, se podria considerar
comparativamente mejor la polinefrona que el triacetato de celulosa, ya que la mayor expresion
de estas proteinas indicaria una capacidad mejor preservada de la defensa de las células
monocitarias frente al estrés con esta membrana. Generalizando estos resultados, podrian
indicar un mejor comportamiento en este sentido de las membranas sintéticas frente a las

membranas derivadas de la celulosa.

Finalmente, se cuantificé el porcentaje de monocitos activados CD14'CD16" tras 4 meses
de tratamiento con polinefrona frente a 4 meses de tratamiento con helixona y poliamida. En
esta ocasion, si observamos un menor porcentaje de monocitos activados con polinefrona frente
a helixona o poliamida. También en este sentido se obtuvieron mejores resultados con

polinefrona que con triacetato de celulosa.
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No hay estudios en la literatura que comparen el porcentaje de monocitos activados en
pacientes tratados durante un tiempo relativamente prolongado con diferentes membranas de
dialisis. Unicamente hemos encontrado un estudio en el que se compara el porcentaje de estos
monocitos en pacientes tratados con diferentes técnicas de hemodialisis, como son la
hemodialisis de alto flujo convencional y la hemodiafiltraciéon en linea, con alto transporte
convectivo. En este caso, los pacientes tratados con hemodiafiltracion en linea durante 4 meses
presentaron una disminucion significativa en el porcentaje de los monocitos CD14'CD16",
frente a los pacientes tratados con hemodialisis de alto flujo. En este estudio todos los pacientes
recibian tratamiento con la misma membrana de dialisis, la polisulfona HF80 de Fresenius, y se
utilizaba liquido ultrapuro, segin la recomendacion de las guias, siendo los pacientes controles
de si mismos. Se sugirio que la mejoria en el perfil inflamatorio de los pacientes podria deberse
al mayor transporte convectivo conseguido con la hemodiafiltracion (Carracedo et al. 2006).
Mas recientemente, se ha demostrado que, ademds de mejorar el perfil inflamatorio, la
hemodiafiltracién en linea con volumenes elevados de recambio reduce la mortalidad de
cualquier causa de los pacientes en hemodialisis frente a la hemodialisis de alto flujo
convencional (Maduell et al. 2013, Ok et al. 2013, Grooteman et al. 2012). Esta mejoria en la
supervivencia se especula que podria deberse a la mayor eliminacion de toxinas urémicas de

mediano tamafio conseguida con el alto transporte convectivo.

Como se ha mencionado anteriormente, la ,-microglobulina es una molécula de tamafio
mediano que se elimina con mas eficacia conforme aumenta el transporte convectivo. Las
membranas de dialisis de alto flujo, con un poro mas grande, caracteristicamente permiten
aumentar el transporte convectivo, frente a las membranas de bajo flujo, en las que tiene un
papel preponderante la difusion. El beneficio sobre la supervivencia por la utilizacion de
membranas de alto flujo frente a membranas de bajo flujo no pudo confirmarse en el estudio
HEMO, salvo en el analisis secundario, en pacientes en hemodialisis durante més de 3,7 afios
(Eknoyan et al. 2002). El estudio MPO, realizado posteriormente, mostré un beneficio en la
supervivencia en los pacientes hipoalbuminémicos tratados con membranas de alto flujo, asi

como en un analisis post hoc, en los pacientes diabéticos (Locatelli et al. 2009).

Las membranas evaluadas en nuestros estudios fueron todas de alto flujo, incluido el
triacetato de celulosa, pero, comparativamente, se obtuvo una mayor eliminacién de [3,-
microglobulina con polinefrona respecto al resto. Sin embargo, los niveles plamaticos de P,-

microglobulina predialisis no variaron con las diferentes membranas estudiadas.

Como se refiere con anterioridad, en la concentracion plasmatica de f,-microglobulina no
influye unicamente el aclaramiento conseguido con las diferentes membranas, sino que hay que
tener en cuenta otros factores, como la funcién renal residual, la diferente capacidad de

adsorcion de las membranas de dialisis, o la posible liberacion por las células nucleadas de fB,-
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microglobulina. Sin embargo, la tasa de reduccion de B,-microglobulina nos puede informar de
un modo indirecto sobre la capacidad de eliminacion de moléculas de mediano tamaiio
conseguida con los diferentes dializadores. La mayor capacidad de eliminacion de [,-
microglobulina indica una mayor capacidad de eliminacion de medianas moléculas, lo que
podria repercutir en disminuir el estado de inflamacion cronica de los pacientes, concretamente,
el porcentaje de monocitos activados CD14°CD16", como se aprecia en nuestro estudio.
Paralelamente, Maduell y cols. observan en su trabajo un incremento en el aclaramiento de
medianas moléculas con la hemodiafiltraciéon en linea, sin obtener una disminucién en los
niveles plasmaticos de la ,-microglobulina. Ellos sugieren que el beneficio en la supervivencia
de los pacientes conseguido con la hemodiafiltracion en linea dependeria del aclaramiento de
otras moléculas diferentes a la P,-microglobulina. Consideran que, con el alto transporte
convectivo conseguido con la hemodiafiltracion en linea, se eliminarian de un modo mas eficaz
moléculas de mediano tamafio y toxinas urémicas unidas a proteinas, lo que contribuiria a
mejorar la funcionalidad endotelial, el estado de inflamacion y las calcificaciones vasculares,
consiguiéndose un efecto cardioprotector y una mejoria en la actividad del sistema
inmunologico. En definitiva, esto explicaria la supervivencia mas elevada obtenida con la

hemodiafiltracion en linea frente a la dialisis de alto flujo convencional (Maduell et al. 2013).

También en nuestro estudio se evaluaron parametros relacionados con la hemodidlisis,
como son la tension arterial media y la ultrafiltracion, asi como parametros hematologicos y
bioquimicos en sangre. No se obtuvieron diferencias en ninguno de ellos, entre los que hay que
destacar la f,-microglobulina plasmatica predialisis, y parametros relacionados con el estado de
inflamacién, como la hemoglobina, la ferritina 6 la PCR, entre el grupo control y el grupo de

tratamiento.

Con respecto a este ultimo bloque de resultados podriamos concluir que el efecto agudo de
una unica sesion de hemodidlisis con las 3 membranas estudiadas no modifico
significativamente ninguno de los parametros de activacién monocitaria. Sin embargo, la
dialisis durante 4 meses con polinefrona mejor6 el perfil inflamatorio de los pacientes, con una
disminucion en el porcentaje de monocitos activados CD14'CD16". Esta mejoria podria deberse

a una mayor capacidad de esta membrana para eliminar moléculas de mediano tamafio.
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CONCLUSIONES

La utilizacion de membranas altamente biocompatibles, como la polisulfona y la
polietersulfona, parece condicionar una proteccion del tejido endotelial a largo plazo, pudiendo
tratarse de un efecto acumulativo de la utilizacion continuada de estos dos dializadores de alta
calidad. Quizas, el efecto beneficioso podria producirse en un plazo mas corto de tiempo con la

polietersufona.

Tras un plazo prolongado de tiempo se obtuvo una mejoria respecto a diferentes
parametros de activacién monocitaria con polinefrona frente a triacetato de celulosa. Podria
considerarse globalmente que las membranas sintéticas presentan un mejor comportamiento

respecto a la activacion monocitaria que las membranas de celulosa regenerada.

La didlisis durante un tiempo prolongado con polinefrona, mejor6 el perfil inflamatorio de
los pacientes, con una disminucién en el porcentaje de monocitos activados CD14'CD16",
respecto a helixona y poliamida. Esta mejoria podria deberse a una mayor capacidad de esta
membrana para eliminar moléculas de mediano tamafo, o bien, a una mayor biocompatibilidad

de la misma.
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Purpose: Cardiovascular morbidity in hemodialysis (HD) patients may be influenced by the activation
of circulating mononuclear cells (MCs) with subsequently increased endothelium interaction. The use
of more biocompatible membranes would reduce this monocyte activation. We compare monocyte
activation after using two different high-flux polymers, polysulphone and polyethersulphone.
Methods: The first part of the study was done with 10 patients who successively received dialysis
for 2 weeks with polysulphone and polyethersulphone. The second part with 30 patients dialyzed for
3 months with polysulphone or polyethersulphone. Blood samples were taken before (pre-HD) and
after (post-HD) the first HD session with each membrane to evaluate the effect of a single HD session.
To assess acute and chronic effects of membranes, blood samples were taken pre-HD, after 2 weeks
(first part of study) and after 3 months (second part of study). MCs were isolated from blood and then
incubated with cultured human endothelial cells to evaluate MC adhesion, MC-dependent endothelial
toxicity, and endothelial protein expressions of nitric oxide synthase and endothelin-converting en-
zyme-1 (ECE-1).

Results: One single HD session did not induce any changes. Dialysis for 2 weeks (first part of study)
with polyethersulphone reduced MC adhesion to endothelium, cellular toxicity, and ECE-1 protein ex-
pression compared to polysulphone or basal conditions. Dialysis for 3 months (second part of study)
increased MC adhesion to endothelium, whereas cellular toxicity was decreased with both dialyzers
compared to the basal situation.

Conclusions: Although polyethersulphone HD decreased the interaction of MC with the endothelium
in short-term experiments, both membranes were comparable in the long-term.
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INTRODUCTION

Hemodialysis patients present a pro-inflammatory state
that contributes to an increase in morbidity and mortality of
cardiovascular origin. The relationship between inflamma-
tion and cardiovascular damage is now better explained,
and it is widely accepted that inflammation causes endo-
thelial injury, a critical event in the pathogenesis of vascu-
lar damage (1-3). The causes of inflammation in end-stage
renal disease, particularly in hemodialysis patients, are
multiple, and include the comorbidities of the patients, the
increased plasma concentration of uremic toxins, and the
consequences of exposing blood to hemodialysis compo-
nents such as dialyzers and dialysis solutions (4-6).

The term biocompatibility was described taking into ac-
count the consequences of the interaction between dialy-
sis components, especially dialysis membranes, and blood
(7, 8). A low biocompatibility membrane is defined as a dial-
ysis membrane that elicits an active inflammatory response
by blood components. More biocompatible membranes
share additional properties with endothelial cells and af-
ter being in contact with blood, the inflammatory response
is significantly lessened (9, 10). Multiple biomarkers have
been proposed to measure biocompatibility, from the initial
descriptions of the changes in leukocyte counts elicited by
low biocompatible membranes, to the systematic evaluation
of multiple aspects of inflammation with different dialysis
membranes, and significant information about biocompat-
ibility markers has been generated (11-15). Recently, con-
sidering the relevance of circulating cells in the genesis of
vascular damage in arteriosclerosis, monocyte activation
has been evaluated in order to test biocompatibility. In this
regard, researchers have described how exposure of blood
to low biocompatibility dialysis membranes (16-19) or to
lipopolysaccharide (20), a potential contaminant of dialy-
sates, causes activation of circulating mononuclear cells,
and a higher production of interleukin-1.

The measurement of activated monocytes provides valu-
able information concerning biocompatibility (18), but not
regarding the consequences of this activation on vascular
function. Previous studies have analyzed this problem by
using monocyte-endothelial cell co-cultures. For instance,
Ruiz-Torres et al reported that leukocyte-endothelial cell
interaction is modulated by extracellular matrix proteins
(21). Endothelium is the most active player in controlling
leukocyte traffic (22). Endothelial cells show a character-
istic pattern of adhesiveness to leukocytes. Under normal

conditions, the endothelium is mainly a non-adhesive bar-
rier preventing leukocyte migration from blood vessels into
the underlying tissues; only in cases of inflammation or
damage is this barrier physiologically removed. The acti-
vation of the endothelium by cytokines (23) or vasoactive
substances (24) promotes reorganization of the adhesion
molecules leading to changes in leukocyte adhesion. We
hypothesized that monocytes may not only be activated
by dialysis membranes but may also be induced to in-
teract with endothelial cells, with subsequent phenotypic
changes such as variations in the synthesis of endothelial
vasoactive factors.

Polyethersulphone is a high-flux dialysis membrane with
chemical and structural differences compared to the con-
ventional high-flux polysulphone membrane. Although it
could be argued that these differences could determine
different degrees of biocompatibility, the fact that the dif-
ferences between these two membranes do not seem to
be very relevant led us to hypothesize that the analysis
of monocyte activation and vascular function could bet-
ter reflect differences in biocompatibility than the analysis
of classical biocompatibility markers, in which significant
differences would not be expected. Thus, the study was
designed to analyze the monocyte-dependent changes in
endothelial function caused by dialysis with polyethersul-
phone in comparison with polysulphone.

METHODS

Study design

The study was performed in accordance with the Ethics
Committee of each hospital; all patients included in the
study signed an informed consent form. Criteria to include
patients were the following: 1) patients on hemodialysis
(HD) for at least 3 months and at least 18 years old, 2)
patients clinically stable, and 3) patients with no serious
illness, or in women, no possibility of pregnancy. Table |
illustrates the baseline characteristics of patients.

The study consisted of two different parts. The first stud-
ied the acute effect and the second, the chronic effect of
two different dialyzers on some blood parameters related
to monocyte activation and vascular function. Table Il illus-
trates the characteristics of the dialyzers used in the study.
In the first part of the study, ten patients were included
in order to assess the short-term effect (2 weeks) of the
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TABLE | - BASELINE CHARACTERISTICS OF PATIENTS INCLUDED IN THE STUDY

Parameters Acute effect Chronic effect p
PSu PES
Number of patients 10 1 19
Gender: male/female 5/5 4/7 12/7 0.16
Age (year); median (interquartile range) 70 (23) 72 (25) 73 (17) 0.44
Duration of dialysis treatment (min); median 225 (29) 225 (30) 240 (30) 0.91
(interquartile range)
Dialysis vintage (months); median (interquartile range) 24 (23) 26 (25) 26.5 (25) 0.54
Arteriovenous fistula n (%) 8 (80) 7 (64) 16 (84) 0.19
Catheter n (%) 2 (20) 4 (36) 3 (16)
Comorbidity n (%)
Diabetes (30) 1(9) 7 (37) 0.19
Hypertension (40) 10 (90) 15 (79) 0.63
Ischemic heart disease (10) 0(0) 5 (26) 0.13
ACVA 0(0) 0(0) 4 (21) 0.27
Peripheral vascular disease 3 (30) 2 (18) 4 (21) 1
Underlying renal disease n (%)
Glomerulonephritis 4 (40) 5 (45) 4 (21)
Nephroangiosclerosis 1(10) 19 3 (16)
Interstitial nephropathy 2 (20) 3(27) 1(5)
Diabetic nephropathy 2 (20) 1(9) 5 (26) 0.2
APKD 1(10) 0 2(1)
Alport syndrome 0(0) 0(0) 1(5)
Unknown 0(0) 1(9) 3 (16)
Previous dialyzer
Cellulose derived 0 2 4
Low-flux polysulphone 6 5 1 041
High-flux polysulphone 3 3 13
Polyacrylonitrile 1 1 1
Relevant Medication n (%)
Antihypertensives 5 (50) 5 (45) 9 (47) 0.9
ACE inhibitors 2 (20) 2 (18) 5 (26) 0.7
Statins 2 (20) 4 (36) 10 (52) 0.1
Iron supplement 3 (30) 6 (54) 9 (47) 0.9
Erytropoietin 9 (90) 9(82) 17 (89) 0.5
Phosphorus binders 6 (60) 11 (100) 13 (68) 041
Vitamin D supplement 2 (20) 4 (36) 7 (37) 0.9
Calcimimetics 2 (20) 3(27) 4 (21) 0.6

The characteristics of patients included in the first part of the study are represented as Acute effect (on the left hand of the table) and the patients included in the
second part of the study are represented as Chronic effect (on the right hand of the table) and divided into 2 groups according to membranes studied: high-flux
polysulphone polymer (PSu) and high-flux polyethersulphone polymer (PES). The last column indicates the statistical analysis of chronic effect comparing PSu with

PES.
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TABLE Il - CHARACTERISTICS OF THE DIALYZERS USED IN THE STUDY

Dialyzer name Membrane Surface Manufacturer Sterilization Ultrafiltration Coefficient
polymer Area mode (KUF) ml/h x mmHg

HF80 Polysulphone (PSu) 1.89 m? Fresenius Medical Care INLINE steam 55

Pureflux 190H Polyethersulphone (PES) 1.9 m? Nipro Gamma dry ray 75

polyethersulphone and polysulphone dialyzers. Patients
were sequentially and randomly treated with both dialyzers
for two weeks, with a crossover study design, and allow-
ing a two week wash-out period between each treatment,
with their usual low-flux polysulphone dialyzer (F8; Frese-
nius Medical Care, Bad Homburg, Germany). In the sec-
ond part of study, 30 patients were included from different
Spanish hospitals to assess the chronic effect (3 months)
of these dialyzers. Patients were dialyzed for three months
with polysulphone (11 patients) or polyethersulphone
(19 patients) according to the criteria set by the patient’s
nephrologist. The analysis of the water in the dialysis sys-
tem always showed absence of bacteria (<100 CFU per
milliliter) or bacteriological contaminant products (endo-
toxin levels <0.025 endotoxin units). Blood flow rate ranged
from 200 ml/min to 400 ml/min. Anticoagulation was per-
formed with a heparin bolus (1500-2500 IU) followed by a
continuous heparin infusion (500-1 000 1U/h).

For all patients, blood samples were taken at baseline, be-
fore (pre-HD) and after (post-HD) the HD session, only on the
first day that each membrane was used in order to evaluate
the effect of a single HD session. To assess the chronic ef-
fects of each membrane, blood samples were collected pre-
HD, after two weeks of HD (first part of study) and after three
months of HD (second part of study). Blood was collected
in order to measure urea and creatinine concentrations, iso-
late peripheral blood mononuclear cells, and calculate urea
and creatinine reduction ratios. Blood pressure, ultrafiltra-
tion rate, and white blood cell count (measured under basal
conditions and 30 min after starting the HD) were registered
in all patients during the HD session.

Blood sampling and isolation of peripheral blood
mononuclear cells

Blood samples were collected and allowed to coagulate at
room temperature for 10 min. Peripheral blood MCs were
isolated from whole blood by differential centrifugation

gradient with Ficoll (Comercial Rafer, Madrid, Spain) (25).
MCs were isolated from each patient in order to assess the
effect of the HD sessions in both parts of the study: the
short-term effect after two weeks (first part of the study),
and the chronic effect after three months (second part of
the study). For this purpose, blood was diluted 1:2 with
phosphate buffer saline (PBS) (139 mM NaCl, 8.66 mM
Na,HPO,, 1.4 mM NaH,PO,, pH 7), and was added slowly
over the Ficoll reagent. Then, samples were centrifuged at
600 g for 45 min without active braking. The cottony layer
containing MCs was carefully removed and washed with
PBS. After centrifuging at 800 g for 15 min, cells were pre-
cipitated and collected in PBS in order to count the total
number of MCs in each patient.

Human endothelial cell line

EA.hy926, a human endothelial cell line (EC), was obtained
from the American Type Culture Collection (Manassas,
VA, USA), and was used to analyze the effects induced
by MCs from each patient at the endothelial level. The EC
was grown in Dulbecco’s Modified Eagle Media containing
4.5 g/l of glucose supplemented with 10% fetal bovine se-
rum, 100 U/ml penicillin and 100 ug/ml streptomycin in a
5% CO, atmosphere (26). The culture media came from
Pierce (Rockford, IL, USA). Experiments were routinely
performed on confluent monolayers, made quiescent by
serum deprivation.

A million MCs were added to a confluent monolayer of
ECs, and the co-culture was incubated at 37°C for 24 h.
After incubation, different parameters were measured: cel-
lular toxicity, monocyte adhesion to the EC, and endothe-
lial protein expression.

Measurement of cellular toxicity

After incubating the co-culture for 24 h, supernatants of
cells were collected to assess cellular toxicity. Cellular
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toxicity was evaluated under all experimental conditions
by the trypan blue dye exclusion method and by the mea-
surement of lactic dehydrogenase activity in the incubation
media.

Monocyte adhesion to endothelial cells

After incubating the co-culture of MCs with the ECs for
24 h, cells were washed twice with PBS and then collect-
ed to assess monocyte adhesion to the EC by cytometry
assay. Briefly, the ECs were incubated in duplicate with
a monoclonal anti-human CD14 antibody conjugated to
phycoerythrin, CD14-PE (Miltenyi Biotec, Madrid, Spain),
which specifically recognizes monocytes, for 30 min at
room temperature in the dark. A negative control was
done with the ECs incubated with the isotype of CD14-
PE, a mouse IgG2a-PE antibody (Miltenyi Biotec, Madrid,
Spain), under the same conditions. After centrifugation at
1 500 rpm, cells were resuspended in 500 yL PBS to be
acquired in Flow Cytometry (FC 500; Beckman Coulter,
CA, USA). The amount of MCs adhered to the ECs was
determined as CD14-PE-.

Western blot assays

Proteins were obtained from the ECs after the incubation
in co-culture with MCs from each patient for 24 h. Cells
were washed twice with PBS and proteins were extracted
using a Lysis buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl,
1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0.1% sodium deoxycholate,
1% Triton X-100, 10 mM sodium pyrophosphate) con-
taining a protease inhibitors cocktail (Roche Diagnostics,
Madrid, Spain). Protein concentration was determined with
the BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA). Pro-
teins were separated on SDS-PAGE 6% (30 pg protein/lane)
and transferred onto nitrocellulose membranes (Pierce,
Rockford, IL, USA). Membranes were blocked with 5% (w/v)
non-fat dry milk in Tris-buffered saline and Tween 20 (20 mM
Tris-HCI pH 7.5, 0.9% NaCl, 0.05% Tween 20) at room
temperature, and then incubated for 90 min with 10 pg/ml
of the monoclonal anti-ECE-1 antibody (mAb AEC32-236
provided by Dr. Kohei Shimada, Biological Research Labo-
ratories, Sankyo, Tokyo, Japan) or with 1:3000 dilution of
monoclonal anti-eNOS antibody (BD Biosciences, Madrid,
Spain). ECE-1 and eNOS antibodies were usedto evalu-
ate protein content of ECE-1 and eNOS, respectively (26).
After washing in Tris-buffered saline and Tween 20, blots

were incubated with 200-fold-diluted horseradish perox-
idase-conjugated goat anti-mouse IgG (Pierce, Rockford,
IL, USA). The immunoreactive bands were visualized with
the SuperSignal® West Pico detection system from Cultek
(Pierce, Rockford, IL, USA) after 30 sec of exposure to
CL-Xposure films (Pierce, Rockford, IL, USA). Blots were
then reblotted with a rabbit anti-actin antibody (Sigma-
Aldrich-Fluka Chemical, St Louis, MO, USA) in order to nor-
malize ECE-1 and eNOS levels.

Statistical analysis

Non-parametric tests were used to compare groups. The
Wilcoxon test was used to compare two related samples,
the Friedman test to compare more than two related sam-
ples, the Mann-Whitney test to compare two independent
samples and the Kruskal Wallis test to compare more than
two independent samples. Data in graphs is expressed
as mean and standard deviation, while data in tables in-
clude values expressed as median and interquartile ranges.
Differences were considered significant at p<0.05.

RESULTS

In the first part of the study, which was performed to an-
alyze the intra-dialysis and the short-term dialysis effect
of two different dialyzers, no differences were observed
in urea and creatinine reduction ratios (urea reduction ra-
tio: polyethersulphone 71.7% (5.16); polysulphone 70.9%
(5.2), creatinine reduction ratio: polyethersulphone 62.5%
(8.7); polysulphone 61.3% (9.3)). The double pools Kt/V
were also similar with both membranes: polyethersulphone
1.14 (0.27); polysulphone 1.24 (0.31). The acute effect of
one single HD session is shown in Figure 1. A slight, but
not significant decrease in monocyte adhesion to the ECs
was observed with both dialyzers (Fig. 1A). There were
also no changes in MC-induced EC toxicity (Fig. 1B), or in
endothelial eNOS and ECE-1 protein expression after
incubating the ECs with 1 million MCs from each patient
(Figs. 1C and D). The acute effect of dialysis during two
weeks with both dialyzers is shown in Figure 2.

Remarkably, after six HD sessions, a significant decrease
in monocyte adhesion to the ECs was observed in samples
from patients using polyethersulphone compared to poly-
sulphone or under basal conditions (Fig. 2A). In addition,
polyethersulphone induced a reduction in cellular toxicity

© 2014 Wichtig Publishing - ISSN 0391-3988 459



Influence of dialyzers on endothelium damage

A B
, 10 o
a s - ol
2 3
o ° T 400
o (=]
= 25 = 200
04 : . 04 : v
pri-HD post-HD pre-HD post-HD
c D
PSu PES PSu PES
pre post pre post pre post pre post
[==] eNOS [~ =] [=—1 ece1 ===
=== icin === == actin ===
%4 184
< £
& - [
- q 1.5 "‘6 f=1
E. =] as !
- 1 T
< § < g
L 1 RS
LE] |
; 2 l
1] T 0 ;
pre-HD post-HD pra-HD post-HD
A B
ot &00 -
'E 7.5 = a0
3 -]
B & :
8 200
# s * .
o 04 : -~ .
Basal PES PSu Basal PES P5u
c D
Basal PES PSu Basal PES PSu
[===—=] eNos =] EcE4
[ Actin === Actin
151
3 £
£ 8=
- o
g9 " T 83
az T = g
e 1 = E
Lz TE 05
BE 05 ua
S 3 g
® o 1 ¥ 5 0 = e -
Basal FES PSu Basal PES PSu

Fig. 1 - Acute effect of hemodialysis
(HD) with two different membranes
before (pre-HD) and after (post-HD)
one HD session in the first part of the
study. Monocyte cells (MC) isolated
from each patient, were incubated for
24 h with cultured endothelial cells
(EC). A) Monocyte adhesion to the EC
was measured by flow cytometer af-
ter labeling the MC with CD14-PE an-
tibody. B) Endothelial cell toxicity was
measured as lactic dehydrogenase
(LDH) levels released to culture media.
C, D) eNOS and ECE-1 protein content
was evaluated in EC protein extracts by
Western blot using specific antibodies.
In the upper part of panels C and D a
representative Western-blot is shown,
whereas in the lower part the densito-
metric analysis of all patients is given.
Data are expressed as mean and stan-
dard deviation. High-flux polysulphone
polymer (PSu) is represented by closed
squares, and high-flux polyethersul-
phone polymer (PES) by open dia-
monds. Differences were considered
significant at p<0.05. No statistical dif-
ferences were found in the acute effect
of any measured parameters with PES
or PSu membranes.

Fig. 2 - Effect of hemodialysis
sessions for 15 days with two differ-
ent high-flux polymers polyethersul-
phone (PES) and polysulphone (PSu).
Monocyte cells (MC) were incubated
for 24 h with cultured endothelial cells
(EC). A) Monocyte adhesion to the EC
was measured by flow cytometer af-
ter labeling the MC with CD14-PE
antibody. B) Endothelial cell toxicity
was measured as lactic dehydroge-
nase (LDH) levels released to cul-
ture media. C, D) eNOS and ECE-1
protein content was evaluated in EC
protein extracts by Western blot us-
ing specific antibodies. In the upper
part of panels C and D a representa-
tive Western-blot is shown, whereas
in the lower part the densitometric
analysis of all patients is given. Data
are expressed as mean and standard
deviation, and basal data express the
mean value of the two basal determi-
nations of each patient. *p<0.05 vs.
other groups.
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Fig. 3 - Acute effect of hemodialysis
(HD) with two different membranes
before (pre-HD) and after (post-HD)
one HD session in the second part of
the study. Monocyte cells (MC) were
incubated for 24 h with cultured endo-
thelial cells (EC). A) Monocyte adhe-
sion to the EC was measured by flow
cytometer after labeling the MC with
CD14-PE antibody. B) Endothelial cell
toxicity was measured as lactic dehy-
drogenase (LDH) levels released to
culture media. C, D) eNOS and ECE-1
protein content was evaluated in EC
protein extracts by Western blot using
specific antibodies. In the upper part
of panels C and D a representative
Western-blot is shown, whereas in the
lower part the densitometric analysis
of all patients is given. Data are ex-
pressed as mean and standard devia-
tion. High-flux polysulphone (PSu) is
represented by closed squares, and
high-flux polyethersulphone (PES) by
open diamonds. *p<0.05 vs. pre-HD.
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compared to polysulphone or basal dialysis (Fig. 2B). En-
dothelial eNOS protein expression did not change under
any of the experimental conditions (Fig. 2C), although poly-
ethersulphone did induce a significant decrease in endo-
thelial ECE-1 protein content compared to polysulphone or
basal conditions (Fig. 2D). No differences were detected in
basal values from the different parameters tested after the
two-week wash-out dialysis periods with low-flux polysul-
phone membranes.

Findings from the second part of the study only partially
confirmed the results found in the first short-term analy-
sis. The effect of one single HD session was similar to
that observed in the first study, with no changes in any of
the parameters tested (Fig. 3). The chronic effect of dialy-
sis during three months with both dialyzers is shown in
Figure 4. A significant increase in monocyte adhesion
to ECs was observed after three months of dialysis with
both polyethersulphone and polysulphone compared
to the basal situation (Fig. 4A), whereas cellular toxicity
was significantly decreased with both dialyzers (Fig. 4B).
Thus, in spite of increasing MC adhesion we found less

endothelial toxicity after treating the patients with the
new membranes. None of the membranes significantly
modified endothelial eNOS and ECE-1 protein content
after three months (Figs. 4C and D). No differences were
observed in any of the tested parameters between the
two groups of patients after three months of dialysis
(Fig. 4).

In general terms, there were no significant changes in
mean blood pressure during the short-term and long-
term studies with both membranes (Tab. lll). The ultra-
filtration rate showed no variations during the short-term
studies; however, during the long-term studies, we ob-
served a slight decrease in the ultrafiltration rate with
polysulphone, which was not observed with polyether-
sulphone (Tab. Ill). The possible development of leuko-
penia, a classical parameter of biocompatibility assess-
ment, was also measured: the reduction in the white
blood cell count induced by both dialyzers was also
comparable (% of reduction in the white cell count af-
ter 30 min of dialysis: 11.3% with polyethersulphone and
7.5% with polysulphone, p = 0.80).
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Fig. 4 - Effect of hemodialysis ses-
sions for 3 months with two differ-
ent polymers polyethersulphone and
polysulphone. Monocyte cells (MC)
were incubated for 24 h with cultured
endothelial cells (EC). A) Monocyte
adhesion to the EC was measured by
flow cytometer after labelling the MC
* i with CD14-PE antibody. B) Endothelial
cell toxicity was measured as lactic
h dehydrogenase (LDH) levels released
y cucic to culture media. C, D) eNOS and
ECE-1 protein content was evaluated
in EC protein extracts by Western blot
using specific antibodies. In the upper
part of panels C and D a representa-
tive Western-blot is shown, whereas in
the lower part the densitometric anal-
ysis of all patients is given. Data are
expressed as mean and standard de-
viation. High-flux polyethersulphone
(PES) is represented by closed bars,
and high-flux polysulphone (PSu) by
open bars. * p<0.05 PES or PSu com-
pared to basal.
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DISCUSSION

These experiments were carried out in order to analyze
the consequences of the inflammatory process elicited by
the lack of biocompatibility of hemodialysis membranes.
Instead of studying the amount of inflammatory media-
tors in blood or the number of circulating activated cells,
we evaluated the ability of potentially activated circulating
mononuclear cells (MCs) to induce pathological changes
in cultured endothelial cells (ECs). Circulating MCs were
isolated from the blood of HD patients in which two high-
flux membranes were used, a standard polysulphone and
a polyethersulphone membrane. Three properties of these
cells were then tested: adhesion to EC monolayers, the in-
duction of EC damage, and the ability to modify the pattern
of synthesis of endothelial vasoactive factors. We selected
polysulphone polymers because they are one of the most
widely used materials.

Other studies have been conducted to evaluate the role of
microinflammation mediated by monocytes in endothelial
damage in chronic kidney disease patients. For example, in
order to study the effect of inflammatory products released

by activated CD14+*CD16* monocytes on ECs, a co-culture
of these monocytes with human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC) grown in 24-well plates was developed by
Merino et al (27). HUVECs showed an increased ROS ac-
tivity and features of apoptosis, supporting the idea that
oxidative stress induced by microinflammation in the EC
is sufficient to induce endothelial injury (22). More recent
studies confirm that CD14+CD16* monocytes from chronic
kidney disease patients show a high capacity of adhesion
to the ECs (28).

The short-term effect observed in the first part of the study
was that polyethersulphone induced significant changes
in the bioactivity of circulating MCs. In comparison with
basal values, obtained after two weeks of dialysis with
low-flux polysulphone, the polyethersulphone membrane
decreased the adhesion of MCs to the ECs, reduced the
cellular toxicity induced by these MCs and modified the
synthesis pattern of endothelial vasoactive factors, lead-
ing to a reduced expression of one of the proteins in-
volved in endothelin synthesis, the ECE-1. These effects
took place after two weeks of dialysis, but not acutely,
suggesting that an accumulative beneficial effect must
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TABLE lll - PRE HAEMODIALYSIS MEAN BLOOD PRES-
SURE (MBP) AND ULTRAFILTRATION (UF) RATE
OF PATIENTS INCLUDED IN THE FIRST AND
SECOND PARTS OF THE STUDY

MBP; median
(interquartile range)

UF (ml/h); median
(interquartile range)

Acute effect

Basal 118 (25) 835 (232)
2 weeks PSu 111 (22) 789 (496)
2 weeks PES 108 (29) 775 (268)
p 0.3 0.83
Chronic effect
PSu
Basal 101 (33) 714 (305)
3 months 99 (28) 550 (333)
P 0.76 0.04
PES
Basal 99 (16) 586 (409)
3 months 93 (24) 587 (370)
p 0.92 0.85

Acute effect represents patients included in the first short-term study who were
dialysed two weeks with each membrane, high-flux polysulphone (PSu) and
high-flux polyethersulphone (PES). Chronic effect represents patients included
in the second part of the study where each group was dialysed with one mem-
brane, PSu or PES, for 3 months.

be involved. In contrast, no changes were observed in
the different parameters analyzed after polysulphone
dialysis, suggesting that this dialysis membrane did not
induce the same changes as polyethersulphone. It should
be pointed out that, although the number of patients in
the study was very limited, each patient served as his or
her own control, and measurements were performed in
every case after two weeks of dialysis with the same type
of membrane.

Although these results support a possible beneficial ef-
fect of high-flux polysulphones, especially polyethersul-
phone, when considering the capacity of mononuclear
circulating cells to damage the endothelium, hemodialy-
sis contributes to the continuous induction of vascular
damage. For this reason, we tested the effect of both
membranes on a long-term basis, under standard clinical
conditions. After three months, both high-flux dialyzers
(polysulphone and polyethersulphone) induced a marked
increase in the adhesion of MCs to the ECs; compared

to basal conditions, the endothelial damage also dimin-
ished significantly. No differences were observed at three
months between the two dialyzers tested. At this point,
it must be stressed that this part of the study was not
randomized, and doctors prescribed dialyzers following
their own criteria. In consequence, the final groups were
highly unbalanced and, although the factors that we ana-
lyzed did not show any significant difference between the
basal characteristics of the groups, we cannot be com-
pletely sure that groups were homogeneous. Considering
these facts, some doubts may be raised with respect to
the finding that the two dialyzers were completely com-
parable. However, both caused a marked decreased in
MC adhesion and toxicity compared to basal conditions,
and this result support the beneficial effect of dialysis
with these two membranes.

It is difficult to provide a single explanation for the acute,
short-term, and long-term effects of the tested mem-
branes as well as the apparent discrepancy between
adhesiveness and toxicity in the chronic experiments.
Concerning the differences in the response times of both
membranes, it seems obvious that an accumulative ef-
fect linked to the continuous use of these high quality
dialyzers must be involved. Perhaps the beneficial effect
takes place before, with the use of polyethersulphone,
but both dialyzers (polyethersulphone and polysulphone)
seem to protect ECs on a long-term basis. It would be
more difficult to explain the fact that the increase in
adhesiveness is associated with a decrease in toxicity.
However, the regulation of these two effects takes place
by different mechanisms (29-33) and it could be possible
that MCs express more adhesion molecules and simulta-
neously exhibit a decreased cytotoxic activity. As in other
studies, the beneficial effects observed could be due to
the better biocompatibility or the increased clearance of
toxic molecules, as patients were previously treated with
other membranes or polymers.

To summarize, the present data demonstrates that the
possible beneficial effects of dialysis can be evaluated by
testing the ability of circulating cells to damage endothelial
monolayers. With this approach, it seems that some poly-
sulphone-derived polymers (polyethersulphone and poly-
sulphone) prevent MC-dependent endothelial damage on
a long term basis, but not adhesion to ECs. This beneficial
effect may appear earlier with polyethersulphone than with
polysulphone, while no differences are observed between
them after three months.

© 2014 Wichtig Publishing - ISSN 0391-3988 463
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ABBREVIATIONS

eNOS Endothelial Nitric Oxide Synthase

ECE-1 Endothelin-Converting Enzyme-1

HD Hemodialysis

EC Human endothelial cell line, EA.hy926
MC Peripheral blood Mononuclear Cells
PBS Phosphate Buffer Saline
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ABSTRACT

Purpose: The biocompatibility of dialyzers may influence the inflammatory state of hemodialysis patients. This
study compares the effect of a high-flux polynephron membrane with other high-flux membranes, helixone and
polyamide, on some inflammation biomarkers based on the analysis of circulating mononuclear cells (MC).
Methods: The study included 47 patients on hemodialysis with helixone and polyamide; 9 formed the control
group, without changes in their dialyzers throughout the study, and 38 formed the intervention group, in which
their dialyzers were replaced by polynephron. In both groups, blood samples were taken at the beginning of
the study before and after hemodialysis session, and at the end of the study 4 months later. In each extraction,
biochemical parameters were determined, and MC isolated using Ficoll gradient. Production of reactive oxygen
species and the percentage of activated MC (CD14*CD16*) were measured by flow cytometry, and protein levels
of heat-shock proteins (Hsp70/Hsp90) studied by Western blot.

Results: After 1 hemodialysis session with different membranes, no significant differences were observed in the
different parameters considered. After 4 months of dialysis with polynephron, a significant reduction in the per-
centage of CD14*CD16" and in the B,-microglobulin reduction ratio were found, with respect to helixone and
polyamide, without changes in the other parameters analyzed.

Conclusions: The use of polynephron for 4 months reduces the percentage of CD14*CD16* compared to helixone
and polyamide, suggesting a better profile regarding activation of the inflammatory response. These findings
could be explained by a better biocompatibility or an increased reduction of medium-sized toxic molecules.

Keywords: Activated monocytes, Biocompatibility, Dialysis membranes, Heat-shock proteins, Reactive oxygen species

Introduction

Patients with chronic kidney disease (CKD) present a higher
rate in morbidity and mortality of cardiovascular origin than
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the general population from the initial stages of the disease
and this rate may be multiplied by 1000 in advanced stages
(IV-V) of CKD and in renal replacement therapy (1). This high
rate in morbidity and mortality can not be explained solely
by classic cardiovascular risk factors such as diabetes, hyper-
tension, smoking, hypercholesterolemia, and age. It is now
considered that the pro-inflammatory state characteristic
of these patients plays a fundamental role in the genesis of
cardiovascular morbidity and mortality (2-4).

In general terms, the pro-inflammatory state of uremic
patients may be attributed to two fundamental mechanisms:
the retention of inflammatory mediators, perpetuated by the
reduction of renal clearance by such patients; and the gen-
eration of new pro-inflammatory molecules, conditioned by
different causative agents that concur in patients with CKD
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(5, 6). The causes that may provoke inflammation in patients
with CKD may be related to CKD itself and to the hemodialy-
sis treatment. Among those related to CKD are the retention
of pro-inflammatory molecules, chronic heart failure due to
volume overload, infectious processes, and genetic and im-
munological factors. The causes associated with hemodialysis
treatment are the use of vascular prostheses and catheters,
the possible contamination of dialysate, and the bio-incom-
patibility grade of the dialysis system, especially the dialysis
membrane.

The relationships between inflammation and cardiovas-
cular damage have been widely explored, especially in the
field of arteriosclerosis, and it is believed that endothelial
dysfunction may be a key factor in the first phases of vascu-
lar damage, both in arteriosclerosis and in CKD. Recently, a
potential pathogenic role has been attributed to circulating
peripherical blood mononuclear cells (MC). These cells in-
teract with the endothelium that lines the walls of the ves-
sels, and subsequently go to different tissues (7, 8). In the
presence of different pathological stimuli, such as oxidized
LDL or uremia itself, these cells could be activated, interact-
ing with the endothelium and inducing different degrees of
endothelial dysfunction, even changing the phenotype of
these cells. In uremic patients, Nguyen et al found an in-
crease in the synthesis of reactive oxygen species (ROS) in-
duced by MC (9). Other authors have also found an increase
in the percentage of activated MC (CD14*CD16%) (10, 11) in
uremic patients.

Less is known about the role of heat-shock proteins (Hsp)
on the phenomenon of inflammation as generative of tissue
damage. Hsp are constitutively present in all species and in
all cell types. They are named according to their molecular
weight, and their intracellular function consists of stabilizing
and protecting the rest of the intracellular proteins in situa-
tions of cellular aggression (12). In these situations, Hsp are
capable of binding to damaged peptides or proteins, assisting
their repair or degradation. Hsp have also been detected at
the level of the circulation, especially in the presence of cellu-
lar damage. In this context, various studies show the relation-
ship between the circulating levels of Hsp60 and Hsp70, and
the development of atherosclerosis (13-15).

The quality of dialysis membranes today is much better
than some years ago, not only with respect to their dialyzing
capacity but also to their biocompatibility. Classically, mem-
brane biocompatibility was measured by analyzing the reduc-
tion of white blood cells or the complement activation in the

TABLE | - Characteristics of the dialyzers used in the study

New dialyzers and monocyte activation

circulation (16-18). With the improvement of membranes,
more sophisticated measurements of biocompatibility are be-
ing developed in order to detect the pro-inflammatory capacity
of dialysis membranes with greater sensitivity and specificity
(19-21). The present study was designed to compare the effect
of 2 widely-used, high-flux dialysis membranes, helixone and
polyamide, with a more recently developed high-flux mem-
brane, polynephron, on some inflammation parameters such
as the ROS production by MC and its phenotypic differentiation
to CD14*CD16* as well as to assess the protein levels of Hsp70
and Hsp90 in monocytes, which could constitute a marker of
cellular stress.

Methods

Study design

The study was performed with a multi-center, prospec-
tive, randomized and controlled design. It was performed in
accordance with the Ethics Committee of each hospital and
all patients included in the study signed the informed con-
sent. Criteria to include patients were the following: 1) they
had been on hemodialysis (HD) with high-flux dialysis mem-
branes (helixone or polyamide) for at least 3 months prior to
starting the study, 2) they were at least 18 years old, 3) they
were in a stable clinical situation and 4) they had no serious
diseases or in women no possibility of pregnancy.

Patients were selected in a consecutive way every 5 pa-
tients: 4 were assigned to the intervention group and 1 to the
control group. Control patients were studied in basal condi-
tions and after 4 months of dialysis with the same high-flux
dialysis membranes. In the intervention group, patients were
evaluated in basal conditions and after 4 months of dialysis
with a polynephron membrane. The characteristics of the
dialyzers used are shown in Table I.

Dialysis conditions were kept stable in every patient.
About 40% of patients were on “on-line” hemodiafiltration
and this technique was maintained over the whole period
of the study. The substitution volumes used were always be-
tween 20 L and 25 L per session in both groups. Blood flow
rate ranged from 200 ml/min to 400 ml/min. Anticoagula-
tion was performed using either sodium heparin or low mo-
lecular-weight heparin. Analysis of the water of the dialysis
system always revealed a bacterial count under 0.1 CFU/ml
and endotoxin levels below 0.025 EU/ml. Patients with a clini-
cal event that required hospitalization were excluded. Blood

Trade name of Membrane Surface Area (m?)  Manufacturer Sterilization mode Ultrafiltration
membrane polymer Coefficient (KUF)
mi/h x mmHg
Helixone Polysulphone 2.2 Fresenius Medical Care  Inline steam 73
Polyamix Polyamide! 2.1 Gambro Inline steam 83
Polynephrone Polyethersulphone 2.1 Nipro Gamma dry ray 82

*Polyamide/polyarylethersulphone/polyvinylpyrrolidone blend.
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pressure and ultrafiltration rate were registered in all patients
during the HD session.

Pre-hemodialysis (pre-HD: before starting the blood
pump), intra-hemodialysis (30 min after beginning HD ses-
sion) and post-hemodialysis (post-HD: 60 s after setting the
blood pump at 50 ml/min) blood samples were drawn from
the inlet line. Samples were collected in basal conditions and
after the 4 month-period of study. In both cases, sampling
was performed on 2 consecutive dialyses, performed 1 week
apart. As soon as the HD session finished, all samples from
each hospital were sent in the same conditions (refrigerated
to preserve them) to Principe de Asturias Hospital (single
laboratory), where they were properly processed. Serum,
whole blood, and MC were obtained from pre-HD and post-
HD samples. Serum was used to measure C-reactive protein,
urea, creatinine, and B,-microglobulin concentrations. White
cell count and the analysis of activated MC (CD14*CD16* MC)
were performed in whole blood. White blood cell count was
measured 30 min after beginning the HD session and regis-
tered in all patients during the HD session.

Blood was collected to calculate urea, creatinine, and
B,-microglobulin reduction ratios as well as isolate periph-
eral blood mononuclear cells (MC). A portion of blood was
used directly to quantify activated monocytes (subpopulation
CD14*CD16") by flow cytometry and the MC isolated from to-
tal blood were used to evaluate the ROS production by flow
cytometry and protein expression of Hsp70 and Hsp90 by
Western blot assays.

Isolation of peripheral blood mononuclear cells

MC were isolated (22) from whole blood by a differential
centrifugation gradient with Ficoll (Comercial Rafer, Madrid,
Spain). For this purpose, blood was diluted 1:2 with phos-
phate buffer saline (PBS) (139 mM NaCl, 8.66 mM Na,HPO,,
1.4 mM NaH,PO,, pH 7), and it was added slowly over the Ficoll
reagent. Then, samples were centrifuged at 600 g for 45 min
without brake. The cottony layer containing MC was carefully
removed and washed with PBS. After centrifuging at 800 g for
15 min, cells were precipitated and collected in PBS to measure
ROS production and protein expression of Hsp70 and Hsp90.

Measurement of reactive oxygen species (ROS)

MC isolated from the whole blood of each patient were
incubated for 30 min at 37°C in the presence or absence of
the reduced form of dichloro-dihydrofluorescein diacetate
probe (H,DCFDA; Molecular Probes, Life Technologies, Madrid,
Spain) dissolved in PBS. After incubation, the samples were
centrifuged and the MC were resuspended in 500 pL PBS to
be acquired in Flow Cytometry (FC 500; Beckman Coulter, CA,
USA). ROS from each sample oxidized the probe, which in
this form is fluorescent and detectable by fluorimetric assay
(23). The fluorescent signal was directly proportional to the
amount of ROS contained in the MC.

Evaluation of CD14 and CD16 mononuclear expression

A total of 100 uL of whole blood was incubated with 4 pL
CD14 antibody PE-labeled and 4 uL of CD16 antibody FITC-

© 2015 Wichtig Publishing

labeled for 20 min at room temperature, in the dark and in
agitation (8, 22). The samples were taken in triplicate and
a negative control was performed with blood and the iso-
types of each CD14 and CD16 antibody, 1gG2a-PE and IgM-
FITC, respectively. Mouse IgM CD16-FITC, mouse IgM-FITC,
mouse 1gG2a CD14-PE and mouse IgG2a-PE antibodies were
purchased from Miltenyi Biotec (Madrid, Spain). After incu-
bation, the red blood cells were broken with 1x BD FACS Lys-
ing solution (Becton Dickinson, CA, USA) during 10 minutes
at room temperature. Then, cells were washed 3 times with
PBS to eliminate Lysing solution. Lastly, the cells were resus-
pended in 500 pl of PBS containing 3% formaldehyde, to be
acquired in the FACScan cytometer (FC 500, Beckman Coulter,
San Jose, CA, USA).

Protein expression of Hsp70 and Hsp90 in MIC

Proteins were obtained from MC using a Lysis Buffer
(20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM
EDTA, 0.1% sodium deoxycholate, 1% Triton X-100, 10 mM so-
dium pyrophosphate) containing a protease inhibitor cocktail
(Roche Diagnostics, Madrid, Spain) as described Martinez-
Miguel et al (20). Protein concentration was determined with
the BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA). Proteins
were separated on SDS-PAGE 6% (30 g protein/lane) and
transferred onto nitrocellulose membranes (Pierce, Rockford,
IL, USA). Membranes were blocked with 5% (w/v) nonfat dry
milk in Tris-Buffered saline and Tween 20 (20 mM Tris-HCI
pH 7.5, 0.9% NaCl, 0.05% Tween 20) at room temperature.
Detection of Hsp70 and Hsp90 proteins was performed us-
ing polyclonal rabbit anti-Hsp70 and anti-Hsp90 antibodies
(1:750 dilution in 3% BSA overnight at 4°C) (Cell Signalling,
IZASA, Barcelona, Spain). After washing in Tris-Buffered sa-
line and Tween 20, blots were incubated with 1:10 000 dilu-
tion horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG
(Chemicon; Millipore, Temecula, CA, USA). The immunore-
active bands were visualized with the SuperSignal West Pico
detection system from Cultek (Pierce, Rockford, IL, USA) af-
ter 60 s of exposure to CL-Xposure films (Pierce, Rockford, IL,
USA). Then blots were reblotted with a rabbit anti-actin anti-
body (Sigma-Aldrich-Fluka Chemical Co, St Louis, MO, USA) in
order to normalize Hsp70 and Hsp90 levels.

Statistical analysis

In the chronic study, each value was the mean of the values
obtained from the 2 consecutive dialysis sessions performed
1 week apart. The statistical tests used were Chi-square, Stu-
dent’s T-test for paired measures, if the variables complied with
the condition of normality, and Wilcoxon Test for non-normal
variables. Data are reported as mean + standard deviation, me-
dian and interquartile ranges, percentages and rates, as appro-
priate. Differences were considered significant at P<0.05.

Results
The baseline characteristics of patients from both groups
are shown in Table Il. There were no statistically significant

differences in the different parameters considered. The
acute effect of a single dialysis with each one of the dialyzers
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TABLE Il - Baseline characteristics of the patients

Groups Control Polynephrone P
No. of patients 9 38
Gender n (%)
Male 6 (67) 27 (71)
Female 3(33) 11 (29) 05
Age (years)
(mean * sd) 59+ 14 65+ 17 0.4
T on HD (months)
(mean * sd) 52 +55 56 + 60
Online 4 (44) wE) %0
Type of HD n (%)
High-flux 5(56) 24 (63)
Nephroangiosclerosis 1(11) 4 (10) 1
Diabetic Nephropathy 1(11) 11 (29)
CKD etiology n (%)
Interstitial nephropathy 2(22) 1(3) 0.4
Glomerulonephritis 2(22) 7 (18)
APKD 1(17) 1(3)
Amyloidosis 0(0) 1(3)
Unknown 2(22) 13 (34)
Smoker 1(11) 7(18) 0.5
Hypertension 6 (67) 32 (84) 0.2
Diabetis mellitus
Comorbidity n (%) 2(22) 16 (42) 0.2
Ischemic heart disease 0(0) 7 (18) 0.2
Peripheral vascular disease 1(11) 6 (16) 0.6
Baseline dialyzer n (%)
Helixone 7 (78) 19 (50)
Polyamide 2(22) 19 (50) 01

Control = control group, patients dialyzed throughout the study with the
same membrane, helixone or polyamide; Polynephrone = patients in which
the helixone or polyamide membrane was replaced by polynephrone for
4 months; T on HD = time on hemodialysis. The data are expressed as abso-
lute frequency (n) and percentage (%) or as mean + standard deviation (sd).

New dialyzers and monocyte activation

included in the study is expressed in Table Ill. No statistically
significant differences were observed between the initial and
final values of ROS amount or Hsp70/90 expression with any
of the membranes evaluated. On the contrary, the percent-
age of CD14*CD16* MC, was reduced with a single dialysis
in all cases, although the differences were only statistically
significant in the control group in the evaluations performed
at 4 months, and in the polynephrone group in the baseline
studies (Table IlI).

Parameters analyzed after 4 months in the control group
did not show any change with respect to basal conditions
(panels A and C of Figs. 1 and 2). When the usual high-flux
dialyzers were changed for polynephron, no changes were
observed in the ROS production by MC (Fig. 1B). In contrast,
a significant reduction was observed in the percentage of
CD14*CD16* MC (Fig. 1D). With regard to the expression of
Hsp in MC after 4 months, dialysis with polynephron induced
a reduction of the content of Hsp70 (Fig. 2B), which did not
reach statistical significance, without modifications in Hsp90
(Fig. 2D). Taking into account that half of the patients includ-
ed in the study were dialyzed regularly with helixone and the
other half with polyamide, the different variables analyzed in
both subgroups of patients were compared. The results were
similar to those previously described, although the reduction
in the percentage of CD14*CD16* MC did not reach statistical
significance (helixone vs. polynephron: helixone: 947 (1222);
polynephron: 465 (641) P=0.179; poliamide vs. polynephron:
poliamide: 688 (1677); polynephron: 423 (715), P = 0.091).

Mean blood pressure, total ultrafiltration, white cell count
at 30 min from the dialysis beginning, C-reactive protein, and
urea, creatinine and B -microglobulin reduction ratios are
shown in Table IV. No statistically significant differences were
observed in any of the parameters evaluated, except that the
R,-microglobulin reduction ratio was higher in polynephron
group after 4 months respect to the basal situation.

Discussion

Progressive knowledge of the importance of the biocom-
patibility of dialysis membranes has led to a qualitative change
in the treatment of patients with CKD by means of extracorpo-
real waste removal techniques. The old membranes derived
from cellophane have been replaced by different synthetic
polymers, capable of minimizing the biological responses of

TABLE Il - Acute effect of one hemodialysis session on circulating monocytes

Control Polynephrone
Basal 4 months Basal 4 months
preHD postHD preHD postHD preHD postHD preHD postHD
No. MC ROS*/10 000 cells 646 (830) 942 (774) 462 (495) 566 (439) 1143 (1145) 957 (1116) 805 (1577) 878 (1501)
No. MC CD14*CD16*/10,000 cells 726 (2807) 535 (1516) 547 (621) 267* (510) 1127 (1839) 840* (1672) 610 (980) 476 (749)
Hsp70/Act/ug protein expression 1.6 (2.1) 1.3(2.1) 1.8(2.1) 2.0(1.1) 1.2 (1.4) 0.8(1.1) 0.7 (1.5) 0.6 (1.6)
Hsp90/Act/ug protein expression 2.6(5.3) 2.7 (5.7) 2.0(5.1) 1.2 (3.6) 1.1(1.8) 0.7 (1.7) 1.2 (3.0) 0.9 (1.8)

Control = control group, patients dialyzed throughout the study with the same membrane, helixone or polyamide; Polynephrone = patients in which the helixone
or polyamide membrane was replaced by polynephrone for 4 months. Analyses were performed before (pre-HD) and after (post-HD) one hemodialysis session,
at the beginning of the study (Basal) and after 4 months of treatment in both groups. No. MC ROS* = number of MC producing ROS; No. MC CD14'CD16" =
number of MC positives for CD14 and CD16; Hsp = Heat-shock protein. The data are expressed as median (interquartile range). Differences are considered
statistically significant at *P<0.05.
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Fig. 1 - Chronic effect of 4 months of hemodialysis with polynephrone in comparison with the baseline dialyzers polyamide and helix-
one on the production of ROS in monocytes and on the percentage of CD14*CD16* monocytes. A, B) MC were isolated from each pa-
tient before HD-session (pre-HD) from the beginning of the study (Basal) and after 4 months, and then incubated with H,DCFDA probe
to measure ROS production by flow cytometry, indicating the number of MC that produce ROS (n.” MC ROS*) per 10 000 cells analyzed.
A) Production of ROS in the control group, after 4 months of treatment with the same dialyzer, polyamide or helixone (open bars).
B) Production of ROS in the polynephrone group, after 4 months of treatment with polynephrone (grey bars). The data are expressed as
mean and standard error of the mean. C, D) 100 uL of whole blood was incubated with CD14 and CD16 antibodies for 20 minutes at room
temperature, to detect the activated monocytes that were positive for both markers (n.” MC CD14*CD16*) per 10 000 cells analyzed by
flow cytometry. C) Percentage of activated monocytes in the control group after 4 months of treatment with the same baseline dialyzer,
polyamide or helixone (open bars). D) Percentage of activated monocytes in the polynephrone group, after 4 months of treatment with
polynephrone (grey bars). The data are expressed as mean and standard error of the mean. *P<0.05 vs. baseline dialyzer (closed bars).

the blood when entering into contact with materials of a dif- Polynephron is a dialysis membrane that was introduced
ferent chemical composition (24-26). In this process of sub- into the market relatively recently. Its characteristics of per-
stituting new membranes for old ones, indirect procedures meability and biocompatibility, apparently, do not differ from
were established for measuring biocompatibility, and it was those of the dialyzers most widely used at present, such as
thus possible to select the best possible dialyzers. Many of the helixone or polyamide. This study was proposed to compare
membranes currently used are of excellent quality, really dif- polynephron with these more traditional membranes, but
fering little in the classic biocompatibility measurement pa- the study concentrated on the analysis of the capacity of the
rameters, such as leukopenia or complement decrease, which membranes to modify the phenotype of circulating mononu-
are observed in the first phases of dialysis. For this reason, clear cells, thus being able to influence, indirectly, the process
in recent years, procedures have been developed for measur- of the generation of vascular damage. When analyzing the
ing the pro-inflammatory state of individuals, such as, for ex- circulating cells, the percentage of positive CD14 and CD16
ample, cytokine synthesis (27-31), which have contributed to cells, a subtype of monocytes with pro-inflammatory activity
discriminating between the greater or lesser biocompatibility (11), and the cellular content of free radicals and heat shock
of the new materials. proteins were studied.

© 2015 Wichtig Publishing W
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Fig. 2 - Chronic effect of 4 months of treatment in hemodialysis with polynephrone in comparison with the baseline dialyzers polyamide and
helixone on the protein expression of Hsp70 and Hsp90 in monocytes. MC were isolated from each patient before HD-session (pre-HD) from
the beginning of the study (Basal) and after 4 months. Proteins were extracted from these MC in order to quantify the protein levels of Hsp70
and Hsp90 by Western blot assay. The upper part of each panel shows a representative Western blot and the lower part shows a graph with
the densitometric analysis of all the data. Expression of Hsp70 (A) and Hsp90 (C) in the monocytes of the control group, after 4 months of treat-
ment with the same dialyzer, polyamide or helixone (open bars). Expression of Hsp70 (B) and Hsp90 (D) in the monocytes of the polynephrone
group, after 4 months of treatment with polynephrone (grey bars). The results are expressed as mean and standard error of the mean. No
statistical differences were found in any group comparing 4 months with respect to baseline dialyzer (closed bars).

The results obtained only showed differences in the per-
centage of positive CD14CD16 monocytes, with no differences
being detected in the other parameters analyzed. In fact, the
percentage of these cells diminished over the course of a di-
alysis procedure with the various membranes analyzed, al-
though the differences observed were not significant in each
case, probably due to the variability of this parameter. These
changes in the percentage of pro-inflammatory monocytes
over the course of a dialysis have been described previously,
and have been correlated with the removal of toxic molecules
or dialysis system biocompatibility (19). More relevant than
the acute changes are the modifications that took place after
4 months of treatment with polynephron. The replacement
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of the more traditional membranes with this membrane
caused a reduction in pro-inflammatory monocytes, which in
the long term may bring about a reduction in the cardiovas-
cular damage of patients dialyzed with this material.

The role of free radicals in the damage associated with
the lack of biocompatibility has been evaluated previously,
but the studies that analyze the net production of these me-
tabolites in circulating mononuclear cells are scarce (9, 32,
33). Some of them show that an improvement in the quality
of the dialysis, from the point of view of waste removal or
biocompatibility, reduces the net production of these me-
tabolites by the blood cells. Our study evaluated the produc-
tion of ROS with the H,DCFDA probe, which is a chemically
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TABLE IV - Patient hematological and biochemical parameters for hd session comparing baseline with 4-month chronic treatment in the

control and polynephrone groups

Groups Control Polynephrone

Basal 4 months Basal 4 months
Initial MAP (mmHg) 97 +16 99+17 94 +17 97+ 16
AMAP (mmHg) 2+12 14 +22 3+14 9+22
UF (ml/h) 427 £ 381 478 £ 257 634 +133 694 + 242
Leukopenia (%) 85+174 176 £ 15.6 7.3+18.2 2.5+286
Hemoglobin (g/dl) 12.1+0.8 11.2+1.3 117+15 117+1.2
CRP (mg/l) 9.7+9.1 8.6+9.0 9.8+£125 9.9+20.8
Ca (mg/dl) 87+07 8.8+07 86+15 9.1+06
P (mg/dl) 42412 45+17 48+17 45+1.1
Uric acid (mg/dl) 7216 7616 6.6+14 6.3+1.2
Albumin (g/dl) 3.6+05 3.8+05 3.6+09 3.8+04
URR (%) 81 (13) 80 (11) 75 (12) 74 (11)
CrRR (%) 73 (18) 70 (13) 67 (13) 64 (9)
B,-microglobulinRR (%) 65 (32) 64 (26) 62 (46) 70 (32)*

Control = control group, patients dialyzed throughout the study with the same membrane, helixone or polyamide; Polynephrone = patients in which the helixone
or polyamide membrane was replaced by polynephrone for 4 months; MAP = mean arterial pressure at the beginning of the HD session; AMAP = difference
between the MAP at the beginning and at the end of the HD session; UF = ultrafiltration rate during the HD session; Leukopenia (%) = white blood cell count
reduction at 30 min of HD in comparison with the beginning of the session; CRP = C-reactive protein; URR = urea reduction ratio; CrRR = creatinine reduction
ratio; B,-microglobulinRR = B,-microglobulin reduction ratio. The data are expressed as mean + standard deviation or as median (interquartile range) according

to whether the variable is of normal distribution or not. * P<0.05.

reduced form of fluorescein used as an indicator for detecting
the generation of ROS in neutrophils and macrophages. No
relevant changes were detected on the basis of the different
membranes used.

Very few studies have considered that Hsp may be cellu-
lar stress markers in dialysis patients. Cells incubated at high
temperatures or in the presence of external aggressions, such
as the free radicals mentioned earlier, over-express these
proteins, which try to prevent cellular damage induced by
external stimuli. It would not be strange if in adverse physio-
pathological conditions, such as hemodialysis, these proteins
were to be increased, allowing them to serve as markers of the
intensity of the aggression. This property of Hsp has been used
in other fields of biomedical knowledge, and its relevance has
been demonstrated in different cardiovascular diseases (12).
In general, these studies assume that the over-expression of
these stress proteins leads to an increase in their release to
the extracellular space, perhaps as a consequence of cellular
damage; based on this assumption, the content of heat shock
proteins in circulation is analyzed. A recent study refers to an
increase in the serum concentration of Hsp60 and Hsp90 at
the end of the hemodialysis session with polysulphone (34),
while another refers to an increase of Hsp70 under the same
conditions (32). These studies attribute the increase in Hsp
proteins to the cellular stress situation created by the hemo-
dialysis session, specifically by the possible contact of the cells

© 2015 Wichtig Publishing

with endotoxins and with the possible reactions of bioincom-
patibility that may be caused by the dialyzer.

This is the first study that analyzes the changes in Hsp in
intact circulating mononuclear cells in dialysis patients, ac-
cording to the biocompatibility of the membranes. The analy-
sis focused on 2 proteins of molecular weights of 70 KDa and
90 KDa, which are the most frequently studied. No significant
differences were observed after a single HD session, or after
4 months of dialysis treatment. Future studies could use mea-
surement strategies similar to those described here, referring
to the measurements of Hsp, and could add information to
this interesting field of the measurement of cellular damage
in renal failure. Interestingly, various hypotheses could be pro-
posed concerning the potential pathological consequences of
uremia or dialysis-induced changes on these proteins not only
in monocytes but also in other cell types. As Hsp90 seem to be
involved in the regulation of endothelial nitric oxide synthase
function (35), a potential link could exist between the Hsp90
changes and endothelial dysfunction. On the other hand, dif-
ferent Hsp are also involved in the maintenance of the cellular
protein turnover in physiological conditions (12), and changes
in the cellular content of these proteins could be linked to in-
adequate tissue remodeling or immunological responses that
characterize patients with advanced uremia in hemodialysis.

Three methodological considerations need to made at this
pointin order to evaluate whether or not the data presented in
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this study are valid. First, the patientsincluded in the study were
dialyzed indistinctly with helixone or polyamide (see Tab. I).
Since these membranes do not differ at all with regard to the
parameters analyzed, all the patients were considered togeth-
er when considering the changes observed in comparison with
chronic dialysis with polynephron.

Second, not all the measurements that we performed are
standardized adequately in studies on human beings. While
the detection of CD14CD16 monocytes via flow cytometry
is a simple and reproducible procedure, the analysis of the
synthesis of ROS and, especially, the measurement of the
content of Hsp, are not well resolved with currently avail-
able techniques. For this reason, the data shown are the
mean of 2 measurements made on the same patient, with
the introduction of internal controls to standardize the data.
Moreover, we introduced a control group in the study to
demonstrate that after 4 months of treatment with the same
membranes, the parameters analyzed were not modified,
thus the modifications observed when dialyzing with poly-
nephron were more relevant. Finally, although the changes
observed may be attributed to the different biocompat-
ibilities of the membranes, the polynephron dialyzer has a
slightly higher clearing capacity for B,-microglobulin, which
suggests greater clearance of medium-sized toxic molecules.
This is something that may also affect the improvement in
the percentage of pro-inflammatory monocytes observed
when using polynephron. In fact, in various studies high
convective transport dialysis (on-line hemodialysis), which
allows greater clearance of medium-sized molecules, has
demonstrated a reduction in the percentage of activated
CD14*CD16* monocytes compared to high-flux dialysis (8,
22, 36-37) as well as a decrease in the markers of endothe-
lial damage (22). The percentage of patients on HDF in our
study was comparable in both groups and remained without
changes through the study, which is the main reason why we
think that the changes observed in B, -microglobulin reduc-
tion ratio are related to polynephron treatment and not to
the type of hemodyalisis, suggesting that HDF did not have
any influence in these differences.

In conclusion, polynephron is a membrane of comparable
quality to the more classic helixone or polyamide, and may
show some advantages when inducing monocyte activation,
either due to greater biocompatibility or to its greater clear-
ance of medium-sized molecules.

Abbreviations

Chronic kidney disease CKD
Circulating peripheral blood mononuclear cells MC

2’, 7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate H,DCFDA
Hemodialysis HD
Heat-shock proteins Hsp
Phosphate buffer saline PBS
Reactive oxygen species ROS
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