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0. LLISTA D’ABREVIACIONS:

Ac. LDLox: anticossos anti lipoproteines de baixa densitat
AE: mida de l'auricula esquerra

AO: diametre de I'arrel aortica

Ara |l: antagonistes del receptor de I'angiotensina Il
CaxP: producte fosfocalcic

D: dona

DD: disfunci6 diastolica

DM: diabetis mellitus

DTDVE: diametre telesistolic del ventricle esquerre
DTSVE: diametre telediastolic del ventricle esquerre
El: estat inflamatori

EPO: eritropoetina

Fe ev: ferro endovends

FC: frequéncia cardiaca

FS: fraccio d’escurcament

GSH: glutati6 reduit

GSSG: glutatié oxidat

GPx: glutatio peroxidasa

GRP: Gruix relatiu de la paret

H: home

Hb: hemoglobina

Htc: hematocrit
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HVE: hipertrofia ventricular esquerre

IECA: inhibidors de I'enzima de conversio de I'angiotensina |
IL-6: interleucina 6

IMC: index de massa corporal

IMVE: index de massa ventricular esquerra

IRC: insuficiencia renal cronica

IST: index de saturacio de transferrina

MVE: massa ventricular esquerra

NT-proBNP:

PCR: proteina C reactiva

Pp: pressio del pols

PP: gruix de la paret posterior del ventricle esquerre
PTH: hormona paratiroidal

SOD: superoxid dismutasa

TA: tensio arterial

TAD: tensio arterial diastolica

TAS: tensio arterial sistolica

TDOE: temps de desacceleracio de la ona E

TIV: gruix del septe interventricular

TRIV: temps de relaxaci6 isovolumetrica del ventricle esquerre
VE: ventricle esquerre

VVE: Volum del ventricle esquerre



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

BENEFICIS CARDIOVASCULARS DE LA CORRECCIO DE L'ANEMIA AMB ERITROPOETINA EN ELS MALALTS AMB INSUFICIENCIA RENAL
CRONICA PREDIALISI. INFLUENCIA DE L'ESTRES OXIDATIU, LA INFLAMACIO I EL NT-PROBNP

Luis Marcas Vila

INDEX DE TAULES

Taula 1. Classificacio en graus de la malaltia renal cronica 7
Taula 2. Factors de risc tradicionals i no tradialemper malaltia cardiaca a la IRC 8
Taula 3.Classificacié d’especies reactives d’oxigen. 37
Taula 4. Caracteristiques demografiques. 85
Taula 5 Tipus i frequiéncia de farmacs. 85
Taula 6: Tipus de farmacs hipotensors. 86
Taula 7: Etiologia de la IRC. 86
Taula 8. Caracteristiques analitiques. 86
Taula 9. Caracteristiques ecocardiografiques. 87
Taula 10. Funcio diastolica. 87

Taula 11. Caracteristiques cliniques basals en pacients amb IRC amb HVE i sense 88
Taula 12. Analisi univariant de la massa cardiaca basal. 90
Taula 13 . Tractament amb EPO: caracteristiques cliniques. 91
Taula 14. Tractament amb EPO: parametres ecocardiografiques i doppler. 93
Taula 15. IMVE als 6 mesos i Diabetis mellitus. 94
Taula 16. IMVE als 6 mesos i Antagonistes alfa. 95
Taula 17. I'MVE als 6 mesos i Antagonistes del calci. 96
Taula 18. Analisi univariant de la massa cardiaca als 6 mesos. 97

Taula 19. Caracteristiques demografiques i analitiques entre “responedors” i

“no responedors” basals i als 6 mesos. 102
Taula 20. Dades ecocardiografiques de pacients “responedors” i “no responedors”
basals i als 6 mesos. 103

Taula 21: Caracteristiques basals dels pacients amb estat inflamatori i sense. 106

3



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

BENEFICIS CARDIOVASCULARS DE LA CORRECCIO DE L'ANEMIA AMB ERITROPOETINA EN ELS MALALTS AMB INSUFICIENCIA RENAL
CRONICA PREDIALISI. INFLUENCIA DE L'ESTRES OXIDATIU, LA INFLAMACIO I EL NT-PROBNP

Luis Marcas Vila

Taula 22: Caracteristiques ecocardiografiques pacients amb estat infamatori i sense. 106
Taula 23. Perfil oxidatiu basal comparat amb grup control 109
Taula 24. Marcadors d’estrés oxidatiu basals i als 6 mesos de tractament amb EPO 110
Taula 25.Comparacié marcadors d’estres oxidatiu entre “responedors”i “no

responedors”. 113



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
BENEFICIS CARDIOVASCULARS DE LA CORRECCIO DE L'ANEMIA AMB ERITROPOETINA EN ELS MALALTS AMB INSUFICIENCIA RENAL
CRONICA PREDIALISI. INFLUENCIA DE L'ESTRES OXIDATIU, LA INFLAMACIO I EL NT-PROBNP

Luis Marcas Vila

INDEX DE FIGURES

Figura. 1 Traduccio de I'estimul hipertrofic en el miocit 20
Figura 2: Entrecreuament de senyals 21
Figura 3 : Activacié dels receptors acoblats a la proteina G 23
Figura 4: Activaci6 dels receptors amb activitat intrinseca tirosina cinasa (RTyrK) 25
Figura 5: Activacié dels receptors de citocines 26
Figura 6: Activacio de la integrina 28
Figura 7: Activacié de la calcineurina 29
Figura 8. Patrons geomeétrics cardiacs 35
Figura 9. Estrés oxidatiu. 36
Figura 10. Metabolisme de I'oxigen molecular fins l'aigua. 37
Figura 11. Reaccio quimica superoxid dismutasa 40
Figura 12. Reacci6 quimica glutatio peroxidasa 42
Figura 13. Reacci6 quimica catalasa 43
Figura 14. Reacci6 quimica glutatié reductasa 44



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

BENEFICIS CARDIOVASCULARS DE LA CORRECCIO DE L'ANEMIA AMB ERITROPOETINA EN ELS MALALTS AMB INSUFICIENCIA RENAL
CRONICA PREDIALISI. INFLUENCIA DE L'ESTRES OXIDATIU, LA INFLAMACIO I EL NT-PROBNP

Luis Marcas Vila

A.- INTRODUCCIO:

1. Definicié de malaltia renal cronica:

La malaltia renal cronica (MRC) és defineix com taggéncia, durant al menys tres mesos,
d’alteracions de l'estructura o la funcié renal amb implicacié per la salut. Els criteris
diagnostics son la reduccié del filtrat glomerular estimat (FGe) per sota de 60 ml/min/1,73
m?, o la preséncia de marcadors de lesi6 renal (albimina en orina elevada, alteracions en el
sediment d’orina, alteracions electrolitiques o altres alteracions d’origen tubular, alteracions
estructurals histologiques en la biopsia renal, alteracions estructurals en les proves
diagnostiques d'imatge i I'estat de portador de trasplantament renal) (Kidney Disease:
Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group, 2013). Un cop fet el diagnostic

la MRC es classifica en graus o categories segons el FGe i I'albumindria i segons
I'etiologia. ((KDIGO) CKD Work Group, 2013). A partir del grau 3 és quan parlem
d’Insuficiencia Renal Cronica (IRC)(Galceran JM et al., 2013).

La MRC és un problema important de salut publica. Segons [l'estudi EPIRCE
(Epidemiologia de la Insuficiencia Renal Cronica en Espafia), promogut per la Societat
Espanyola de Nefrologia amb el suport del Ministeri de Sanitat i Consum i dissenyat per
coneixer la prevalenca de MRC, aproximadament 11 % de la poblacié adulta pateix algun
grau de MRC (Otero A et al, 2010). A I'Estat Espanyol, el cost anual associat al tractament

en les fases més avancades de la MRC s’estima en més de 800 milions d’euros.
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Taulal. Classificacié en graus de la malaltia renal cronica

GRAU DEFINICIO FGe ml/min/1,73 nf

Gl FG normal o augmentat > 90 ml/min

G2 Lleu descens del FG 60-89 ml/min
G3A Lleu- moderat descens del FG 45-59 ml/min
G3B Moderat-sever descens del FG 30-44 ml/min
G4 Descens sever del FG 15-29 ml/min
G5 Fallada renal establerta < 15 ml/min

CATEGORIES DESCRIPCIO Quocient albuor:}r:\/creatinina en

Al Normal a lleument elevada < 30 mg/gr

A2 Moderadament elevada 30-300 mg/gr
A3 Molt elevi(l?rgtr;;lic;u sindrome > 300 mglgr

1.1. Afectacid cardiovascular a la insuficiéncia real cronica

La malaltia cardiovascular és la causa fonamental de mort en pacients amb insuficiéncia
renal cronica (IRC) (Keith et al, 2004). La preséencia d'IRC amplifica el risc de mort en la
malaltia cardiovascular independentment de tenir altres factors de risc cardiovasculars
(Sarnak MJ et al., 2002). El risc de desenvolupar IRC terminal amb la necessitat d’iniciar
tractament substitutiu renal es inferior al risc de morir, principalment per causa
cardiovascular. La mortalitat cardiovascular és de 10 a 30 vegades superior en pacients en
tractament amb dialisi que en la poblacié general, tot i ajustar per sexe, raca i preséncia de
diabetis. Quan s'ajusta per I'edat, la mortalitat cardiovascular segueix sent 5 vegades

superior en pacients en dialisi que en la poblacié general (Foley et al, 1998).
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En els pacients amb IRC els factors de risc cardiovascular es solen classificar en

«tradicionals« i «no tradicionals» (Vlagopoulos PT et al, 2005).

Taula 2. Factors de risc tradicionals i no tradiciorls per a la malaltia cardiaca en la
malaltia renal cronica.

Factors alterats per la

Factors de risc tradicionals Factors associats a la urémia

uremia
Hipertensio Dislipemia Sobrecarrega hemodinamica
Hiperlipidémia Lipoproteina A elevada Anémia
Diabetis mellitus Factors protrombatics Augment de I'estrés oxidatiu
Tabac Hiperhomocisteinémia Hipoalbuminémia
Inactivitat fisica Dialisi inadequada

Anormalitat d’ions divalents
Acidosi metabolica
Hipo/hiperpotassémia

Els factors de risc tradicionals son els derivats del Framingham Heart Study, i s'utilitzen per
estimar el risc de desenvolupar una cardiopatia isquémica simptomatica. La majoria dels
factors de risc de malaltia cardiovascular tradicionals com edat, diabetis, pressio arterial
sistolica, hipertrofia ventricular esquerra i colesterol de les lipoproteines de baixa densitat
(cLDL) elevat, també s6n molt prevalents en els pacients amb IRC.

Diversos estudis han assenyalat que I'equacio de risc de I'estudi Framinghan és insuficient
per predir I'extensio del risc cardiovascular en pacients amb IRC (Sarnak MJ et al.,
2002)(Longenecker JC et al, 2002). Aixo s’explicaria perqué els factors de risc tradicionals
podrien tenir una diferent relacié quantitativa i qualitativa per malaltia cardiovascular en
pacients amb IRC comparats amb la poblacié general, i els factors no tradicionals que no
s'inclouen en l'equacié de Framinghan, pero que la seva prevalenca augmenta a mesura que

el FG disminueix, podrien tenir un paper important en l'aparicié de malaltia coronaria en
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pacients amb IRC. Diversos factors de risc no tradas com: la hiperhomocisteinemia,
I'estrés oxidatiu o I'elevacio de marcadors d'inflamacio s'associen a arteriosclerosi. Es creu
que l'estres oxidatiu i la inflamacio poden ser els mediadors primaris que explicarien
I'enorme prevalenca de malaltia cardiovascular en pacients amb IRC. Perd hi ha altres
factors importants, entre ells I'anémia, que es relaciona amb la miocardiopatia, i el
metabolisme fosfocalcic anormal, que s'associa a remodelat vascular i perdua de I'elasticitat
dels vasos sanguinis.

Es considera la IRC com un factor de risc indepengen desenvolupar una malaltia
cardiovascular (Coresh EJ et al, 2004). La disminucio del filtrat glomerular prediu la
incidencia d’episodis isquemics (Rahman M et al., 2006), ja que reflexa més probabilitat de
mort per un procés cardiovascular que per la insuficiencia renal (Sarnak MJ et al., 2003)
(Tonelli M et al., 2006). La meitat dels pacients amb IRC avancada o terminal moren per
causa cardiovascular (Tonelli M et al., 2006)(Shlipak M et al., 2002)(Foley RN et al,
1998)(Herzog C et al., 2011) que és de 15 a 30 cops més elevada que (Shlipak M et al.,
2002) en la poblacié general després d’ajustar per edat (Tonelli et al., 2006) (Parfrey PS et
al, 1999) i encara més en pacients joves ( 25-34 anys) en que la mortalitat cardiovascular
és 500 vegades major que la dels controls (Sarnak MJ et al., 2003).

La prevalenca d’hipertrofia ventricular esquerra és del 45,2 % en pacients amb aclariment
de creatinina < 25 ml/min; del 30 ,8 % en els que tenen aclariment de creatinina entre 25-49
ml/min, i del 26,7 % dels que tenen aclariment de creatinina > 50 ml /min ( Levin A et al,
1996).

Les dades ddframingham Heart Study van indicar per primera vegada la associacio entre
la IRC i la mortalitat cardiovascular, sobre tot en homes (Culleton B et al., 1999).

Posteriorment s’ha comprovat una relacio no lineal entre el FG i el risc de mort, episodis
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cardiovasculars i hospitalitzacions sobre tot a partir dun FG < 60 ml/min (Go A et al,
2004). Es obvi que la malaltia cardiovascular comenca i es desenvolupa durant el curs de la
malaltia renal anys abans d’iniciar el tractament substitutiu renal. Al comengcament de la
hemodialisi, el 18 % dels pacients ha patit un infart agut de miocardi, 22% presenten angor,
37 % han presentat episodis d'insuficiencia cardiaca, i quasi el 80 % tenen una fraccio
d’ejeccié del ventricle esquerre < 40 % o una hipertrofia ventricular esquerra (HVE) o
ambdues. (Foley RN et al., 1994)(Foley RN et al., 1995). El 40 % dels pacients que inicien
tractament substitutiu renal amb hemodialisi tenen una afectacié coronaria i el 85 %
alteracio de I'estructura i/o la funcié del ventricle esquerre (Herzog CA et al, 1998). Les
caracteristiques cliniques difereixen de la resta de la poblacié: només el 25% presenten
clinica, el 33 % presenten isquemia miocardica silent durant la sessié d’hemodialisi.
Estudis angiografics han demostrat que el 50 % dels pacients presenten malaltia coronaria,
gue arriba a un 75 % si els pacients sén diabetics (De Vriese AS et al, 2012). La cardiopatia
isquémica té una alta incidencia a causa de multiples factors com la inflamacié cronica i les
calcificacions precoces. Alguns estudis reporten la calcificacié coronaria en un 41,8 % dels
pacients en HD (Genovesi S et al., 2013), pero en altres estudis amb TAC multitall van
trobar que en el 79,5 % tenien calcificacié coronaria, cosa que s’'incrementa en diabétics
amb una Odds ratio de 17,33 (Pencak P et al., 2013).

La supervivencia dels malalts uremics en dialisi que presenten un ecocardiograma normal o
signes d’'HVE moderada o severa va ser del 97, 85 i 53 % respectivament als dos anys de
seguiment (Parfrey PS et al, 1999). Gran part de 'augment de la dilatacio del ventricle
esquerre i de 'HVE que presenten els malalts en dialisi esdevé durant el primer any de
dialisi (Foley RN et al., 1998). Entre els factors implicats en I'aparicié de I'HVE i de la

dilataci6 del ventricle esquerre en els pacients uremics esta I'expansio de volum

10



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

BENEFICIS CARDIOVASCULARS DE LA CORRECCIO DE L'ANEMIA AMB ERITROPOETINA EN ELS MALALTS AMB INSUFICIENCIA RENAL
CRONICA PREDIALISI. INFLUENCIA DE L'ESTRES OXIDATIU, LA INFLAMACIO I EL NT-PROBNP

Luis Marcas Vila

extracel-lular, I'elevat flux sanguini a través de la fistula arteriovenosa i 'anemia, com a
factors potencials de sobrecarrega de volum, i la hipertensio arterial com a factor implicat

en la sobrecarrega de pressio (Eckardt KU et al, 1999).

2. Anémia a la IRC.

L’anémia ja s'observa en estadis inicials de la I@6tadi 3) pero la seva prevalenca
augmenta a mesura que progressa a estadis més avancats (Astor BC et al, 2002). En els
pacients amb IRC la principal causa de I'anemia és el deficit d’eritropoetina endogena,
hormona que actua sobre la diferenciacié i maduracié dels precursors de la série vermella;
no obstant també s’ha implicat una disminucié de la vida mitja dels hematies, el déficit de
ferro, vitamines i altres factors (Astor BC et al, 2002), 'acumulacio de toxines uremiques i
la inflamacio (Nurko S, 2006).

L’anemia en pacients amb IRC es defineix com la situacié en que 'hemoglobina (Hb) a
sang es troba dues desviacions estandard per sota de la concentracié mitja d’'Hb de la
poblacio general corregida per I'edat i el sexe (Locatelli F, 2004).

2.1. Anémia i afectacio cardiovascular en els pacitnpredialisi

L’anemia es produeix una hipoxia tissular i una @msrmmio de la pressio arterial que activa

el sistema nervios simpatic i el sistema renina-angiotensina-aldosterona que redueix el flux
sanguini renal i la fraccio de filtracié glomerular amb el conseguent increment de I'absorcié

de sodi i aigua. L’expansié de volum i la vasodilatacio originen un augment de la despesa
cardiaca (Metivier F et al, 2000). Amb el temps la sobrecarrega de volum del miocardi pot
conduir a una remodelacio desfavorable del ventricle esquerre amb hipertrofia, dilatacio,

apoptosi, fibrosi miocardica i insuficiéncia cardiaca cronica (Silverberg DS et al., 2006).
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L'anémia és un predictor independent per a la insuficiéncia cardiaca en pacients amb IRC
(Walker AM et al, 2006). pacients en dialisi (Harnett JD et al, 1995), i en portadors de
trasplantament renal (Rigatto C et al, 2002). L’'anemia s'associa amb el desenvolupament de
canvis ecocardiografics d'hipertrofia ventricular esquerra en els pacients amb IRC predialisi
(Levin A et al, 1999) i en pacients en dialisi (Foley RN et al, 1996), i HVE
electrocardiografica en els portadors de trasplantament (Rigatto C et al, 2003). L’anémia és
un factor de risc independent per al desenvolupament d’HVE en pacients urémics predialisi
(Levin A et al, 1996)(Levin A et al, 1999); un descens de 1gr/dl d’'Hb s’associa a un
increment del risc de desenvolupar HVE (Levin A et al, 1999). A mesura que la funcio
renal empitjora, la prevalenca d’HVE augmenta de forma paral-lela als descens de I'Hb,
malgrat que la tensi6 arterial estigui ben controlada (Levin A et al., 1999).

La reduccié de l'index de massa ventricular esquerra en els pacients en dialisi s’ha
relacionat amb un augment de la supervivencia per totes les causes de mortalitat
cardiovascular (London GM et al, 2001), i la progressio de la miocardiopatia s'ha associat
amb el desenvolupamenfuna insuficiéncia cardiaca de novo (RN Foley et al., 2000).
Nombrosos estudis han demostrat que el tractament de I'anémia amb eritropoetina en els
pacients amb IRC augmenta els nivells d’'Hb i hematocrit, redueix els requeriments
transfusionals i millora la qualitat de vida. (Stone WJ et al, 1988)(Canadian Erythropoietin

Study Group, 1990)(Beusterien KM et al., 1996).
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2.2. Anémia i afectacio cardiovascular en els pacitnen dialisi

L’anemia és un factor de risc per el desenvolupardentomplicacions cardiagues en els
pacients en dialisi. Un descens de 1 gr/dL d’hemoglobina s’associa a un increment del 42 %
del risc de desenvolupar dilatacié del ventricle esquerre, un 28 % per I'aparicio
d’insuficiéncia cardiaca “de novo”, i un 20 % de presentar insuficiéncia cardiaca recurrent
(Foley RN et al., 1996).

La correccié parcial de la anémia amb eritropoetina (EPO) en els malalts en dialisi
s'acompanya d’efectes beneficiosos cardiovasculars. Aixi doncs, la despesa cardiaca
disminueix de forma paral-lela a l'increment de I'hematocrit (Htc), i s’associa a una
normalitzacié del diametre telediastolic del ventricle esquerre. La massa ventricular
esquerra disminueix un 18 % després d’'un promig de temps de 45 setmanes de tractament i
d’assolir xifres d’Htc entre 29-35 % (Radermacher J et al, 1995). Es inhabitual que la
massa ventricular esquerra es normalitzi, cosa que potser reflexa I'efecte residual de la
correccio incompleta de I'anemia, I'excessiu flux sanguini de la fistula arteriovenosa, la
fibrosi miocardica associada o I'efecte negatiu de la hipertensio arterial que s’ha relacionat
amb I'Gs de 'EPO. En els malalts tractats amb EPO que desenvolupen hipertensio, el gruix
de la paret posterior del ventricle esquerre pot augmentar, a diferencia dels malalts tractats
amb EPO que no desenvolupen hipertensid, en els que es pot observar una reduccio del 7 %
en el gruix de la paret del ventricle (Zehnder et al, 1992).

Atés que amb l'increment de I'anémia augmenta el grau d’'HVE s’han fet molts estudis
sobre la correccié de I'anemia i els seus efectes cardiovasculars. Al millorar en els nivells
d'’hemoglobina de <10 g/ dl a nivells de fins a aproximadament 12 g / dI hi ha una regressié

de la hipertrofia ventricular esquerra. No sembla que augmentant meés els nivells d’'Hb
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s’aconsegueixi una major regressié de la HVE. Aix0 s’observa en un metanalisi de 15
estudis que en els pacients amb anémia basal més greu ( <10 Jr/DL) el tractament per
augmentar els nivells d’hemoglobina<a2 g / dl es va associar amb una reducci6
significativa en I'index de massa ventricular esquerra (-32,7 g / m2; IC del 95% -49.4 a -
16.1). En els pacients amb anémia basal moderada, el tractament a qualsevol nivell d’'Hu
nivells> 12 g / dl o<12 g / dl es va associar amb variacions insignificants en l'index de
massa ventricular esquerra (Perfaré PS et al ,2009).

Calen més estudis sobre els efectes beneficiosos cardiovasculars de la correccié parcial de
'anémia en relacié a la regressié de I'HVE, ja que hi ha factors de confusié per I'efecte de
la tensié arterial. No esta clar si els efectes beneficiosos de I'EPO en la correccidé de
I'anémia estan involucrats en la regressié de la HVE o si la abséncia d’EPO en I'anémia en
els pacients amb IRC esta associada a la HVE (Berns JS, Anemia and left ventricular
hypertrophy in chronic kidney disease Uptodate, 2015). Per altre banda hi ha altres factors
de rics no tradicionals que tenen un efecte sobre la HVE con l'estrés oxidatiu i la

inflamacio.
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2.3. Eritropoetina.

L’eritropoetina (EPO) és una citocina i una hormona de caracter glicoproteic, codificada
per un gen localitzat en el cromosoma 7, que actua com regulador primari de I'eritropoesi.
La seva massa molecular és de 30,4 kilodaltons (Dordal MS et al, 1985) amb un nucli
peptidic de 165 aminoacids. Es una citocina de la familia de classe | que conformen una
estructura de caracter globular i compacte de 4 cadenes alfa (Wen D et al, 1994). L'EPO es
produeix en els hepatocits en el periode fetal. Després del naixement s’origina a les
cel-lules peritubulars corticals de caracter fibroblastic (Maxwell PH et al., 1997) L’estimul
principal per la produccié d’EPO és la hipoxia tissular. En els pacients amb funcié renal
normal els nivells d'EPO augmenten de forma exponencial al decrement dels nivells
d’hemoglobina sérica. Els nivells normals son de 15 U/L i es poden incrementar fins a
10.000 U/L (Jelkmann W et al, 2004). En els pacients amb IRC els nivells no es
correlacionen amb els nivells d’hemoglobina sérica. Hi ha variacions circadianes dels
nivells ’EPO amb un increment de nivells nocturns de fins un 40 % (Wide L et al, 1989).
Els nivells d’EPO estan regulats per un factor transcripcional anomenat factor inductor de
la hipoxia (HIF) mitjancant uns sensors d’oxigen. L'EPO es regula per la distribucio
d’'oxigen més que pels nivells d’hemoglobina, i és I'oxigen seric el parametre essencial
(pero de dificil mesura o determinacio) en el maneig de les anemies, per la qual cosa és
inadequada la seleccid de les hemoglobines diana com a parametre terapeutic (Ortega LM,
2009). Hi ha evidencia que 'EPO s’elimina en la circulacié mitjancant endocitosi pels
eritrocits i altres cel-lules que tenen receptors d’EPO (Jelkmann W et al, 2002). L'EPO
s’'uneix a 2 receptors identics que existeixen com homodimers (Constantinescu SN et al.,

2001). En el receptor d’'EPO, en contacte amb la seva porcio citoplasmatica hi ha 2
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molecules janus cinases (JAK2) tirosin cinases que s’activen canalitzant diverses senyals de
transduccié (Remy | et al, 1999).

La eritropoetina s'uneix al receptor de I'EPO ubicat a les cél-lules progenitores eritroides de
la medul-la oOssia i indueix la produccié d'eritrocits. L'EPO actua sobre |'eritropoesi a
diferents nivells: incrementa la diferenciacio eritroide, estimula la hemoglobinogénesi,
redueix les etapes maduratives de l'eritropoesi i estimula la sortida medul-lar de
reticulocits. L'eritropoetina humana recombinant (rHu-Epo o Epo), €s una moléecula de
sintesi identica a la Epo endogena. Actua com un regulador primari de I'eritropoesi,
estimulant la proliferacio i diferenciacié de les cél-lules precursores dels eritrocits en la
medul-la ossia.

En els anys 80 es van desenvolupar dues formes d’eritropoetina recombinant humana (r-
HUEPO): epoetina alfa i epoetina beta, que es van indicar inicialment en el tractament de
lanemia associada a malaltia renal. A I'any 2002, I'Agéncia Europea del Medicament
(EMEA) va autoritzar la comercialitzacio de I'epoetina delta (r-HUEPO) aixi com de la
darbepoetina alfa que és un factor estimulador de I'eritropoesi, analeg hiperglicosilat de les
r-HUEPO, que estimula I'eritropoesi pel mateix mecanisme que I'hormona endogena, i amb
una vida mitjana fins a tres vegades superior a la de r-HUEPO. A la fi de I'any 2007 es
autoritzar un nou agent estimulant de la eritropoesi: metoxi-polietilenglicol epoetina beta;
aguesta ultima és un activador continu del receptor de I'eritropoetina que es caracteritza per
una associacié mes lenta i una dissociacio meés rapida del receptor, i un augment de la vida
mitjana (Cabrera L et al, 2009). Actualment es troben disponibles diferents "Agents
estimulants de I'eritropoesi”, que pertanyen al subgrup terapeutic ATC dels "antianemics
(BO3XA) ": el Eprex®, Epopen® (epoetina alfa), el Neorecormon ® (epoetina beta),

Aranesp® (darbepoetina), Dynepo® (epoetina delta) (a) i Mircera® (metoxi-polieti-
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lenglicol epoetina beta). A més dels agents anteriors en els ultims s'han autoritzat
mitjancant procediment centralitzat en la Union Europea diverses eritropoetines
"Bioequivalents" el que significa que son biosimilars a un agent biologic, essent en tots els
casos l'eritropoetina alfa I'agent de referéncia: Binocrit®, i Retacrit®, aquesta ultima
presenta com a principi actiu I'epoetina zeta (Cabrera L et al, 2009).

Les indicacions autoritzades de la EPO son: tractament de I'anemia simptomatica cronica
associada a la insuficiencia renal cronica en pacients en tractament substitutiu renal en
dialisi i tractament de la anémia simptomatica cronica associada a la insuficiencia renal
cronica en pacients que encara no estan en dialisi (Cabrera L et al, 2009).

L'EPO exogena (r-HUEPO), introduida el 1985, constitueix un tractament ben acceptat en el
maneig d'aquests pacients. Aixi va quedar recollit en les guies de practica clinica per al
tractament de I'anémia en pacients amb ERC en dialisi publicada el 1997 i el 1999 a Estats
Units i a Europa respectivament. No obstant aix0, el reconeixement que la malaltia
cardiovascular era una important causa de morbimortalitat en aquests pacients i la millora
de la funcio cardiaca amb el tractament de I'anémia, van posar de manifest la importancia
de comencar el tractament en estadis precoc¢os de la malaltia (Cabrera L et al, 2009).

Les guies actuals European Best Practice Guidelines And National Kidney Foundation)
recomanen l'inici del tractament de I'anémia en pacients amb insuficiencia renal estiguin o
no en dialisi. L'European Best Practice Guidelines (EBPG) estableix que els pacients amb
ERC (estadis 1-5) i que desenvolupin anemia (Hb <11g/ dL) han de ser tractats amb agents
estimulants de eritropoetina. Aquests pacients han de rebre més suplements de ferro per tal
d'assegurar un diposit de ferro adequat (ferritina> 100 ng / ml). D'acord a aquestes guies,
l'objectiu de concentracio d'hemoglobina, per sobre de 11 g/ dl, ha de ser definit de forma

individual, tenint en compte factors com ara I'edat, el sexe, la situacié basal del pacient i les
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malalties concomitants; aixi en pacients amb malaltia cardiovascular severa la concentracio
d'’hemoglobina no ha de ser superior a 12 g / dl. En tots els pacients xifres d'hemoglobina
per sobre de 14 g / dl han de ser evitades, a causa dels riscos associats. Entre aquests es
troben l'augment de la pressio arterial o un agreujament d'una hipertensié existent, i
laparici6 de fenomens trombotics (del shunt, infart de miocardi, accidents
cerebrovasculars, i embolisme pulmonar)

3. Hipertrofia cardiaca.

La hipertrofia cardiaca s’ha definit classicamenhd@augment de la mida o el pes de cor.
També es pot definir macroscopicament com un augment del gruix de la paret i/o el septe
interventricular (Liang F et al, 1999); en la cél-lula es caracteritza com un augment de la
mida del miocit cardiac amb un augment de la sintesi proteica i un canvi en I'organitzacio
de I'estructura sarcomerica (Frey N et al, 2004). Els miocits cardiacs son cel-lules altament
diferenciades que es caracteritzen per tenir gran nombre de sarcomeres, abundants
mitocondries i un o dos nuclis. La funcié miocardica depén del nombre de miocits i de la
guantitat de sarcomeres per cel-lula. Pel contrari, la quantitat de sarcomeres és variable i es
modifica dinamicament en funcio de I'estres hemodinamic (Lavandero S et al, 2007).

La hipertrofia fisiologica es podria interpretar com un procés adaptatiu del miocardi en
front de la situacié que l'origina (Ennis IL et al, 2008). En situacions com I'embaras, el
creixement o l'activitat fisica intensa augmenta la mida dels miocits de forma proporcional
als elements estructurals del miocardi. D’acord a I'enunciat de la llei de Laplace: (Tensio=
Pressié/ 2 x Gruix) 'augment de la paret es produeix sense un augment de la fibrosi
intersticial i sense un compromis funcional. L’augment del gruix de la paret ventricular
afavoriria la normalitzacio de I'estrés del ventricle davant una sobrecarrega hemodinamica.

En la hipertrofia patologica 'augment de la mida del miocit s’acompanya d’un augment de
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la fibrosi intersticial, un augment de I'apoptosi, una disminucio de la densitat capil-lar i una
reprogramacio de I'expressio genica amb induccio de gens fetals i repressio de els gens que
codifiquen les respectives isoformes de I'adult (Sadoshima J et al, 1997)(Van Empel VP et
al, 2004)(McKinsey TA et al, 1999). Aquestes alteracions s’associen a un deteriorament de
la funcié ventricular que porta cap a la insuficiencia cardiaca. El procés d’hipertrofia
miocardica és un esdeveniment complex en el que diferents estimuls activen distintes vies
de senyalitzacio cel-lular qgue condueixen a canvis en l'arquitectura i funcionament cel-lular
(Chien KR, 1999). L'activitat contractil cardiaca esta regulada per mecanismes intrinsecs
(autocrins i paracrins) i mecanismes extrinsecs, (endocrins, nerviosos i electrofisiologics)
gue permeten adaptar el volum minut a les variacions hemodinamiques.

La hipertrofia cardiaca s’origina per diversos estimuls com I'estirament del miocardi,
l'activacié neurohumoral i /o l'alliberament de factors de creixement i citocines. Aquests
estimuls activen receptors de membrana que activen vies de senyalitzacio cel-lular que sén
responsables del desenvolupament de la resposta hipertrofica. Moltes de les vies de
senyalitzacio cel-lular que en altres teixits condueixen a la proliferacié cel-lular, en la
cel-lula miocardica modulen el creixement hipertrofic (Molkentin JD et al, 2001)(Passier R
et al.,, 2000). La interaccio entre lligand i receptor activa un sistema de transduccio
mitjancant segons missatgers que es denomina via de senyalitzaci6. Les vies de
senyalitzacio son cascades enzimatiques activades per cinases o fosfatases com tirosina
cinasa, proteines cinases activades per mitogens (MAPK), fosfolipasa C, fosfolipasa D i
fosfolipasa A2 (PLC,PLD,PLA2), proteina cinasa C (PC), proteina cinasa janus (JNK),
factor de creixement epidermic (EFG) , factor de creixement de fibroblasts (FGF),etc.

(Sadoshima J et al, 1992). Aquestes vies convergeixen en una via final en el nucli on
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activen o inhibeixen proteines que tenen la capacitat de regular la expressio génica (Liang

F et al, 1999).

Figura. 1 Traduccio de I'estimul hipertrofic en el miocit. Adaptat de (Dias JA et al,

2008).
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Els receptors de membrana involucrats son entre altres els acoblats a la proteina G (GPCR),
els receptors amb activitat intrinseca de tirosina cinasa (RTyrK), els receptors de citocines i

les integrines. Els receptors de membrana sén de naturalesa proteica i s'uneixen a lligands
de naturalesa hidrosoluble que no poden travessar la membrana.

Els esmentats receptors activen vies de senyalitzacio diferents pero entre les quals hi ha
entrecreuament i interdependencia que conforma una extensa i intrincada xarxa, de tal
manera que cap via de senyalitzacio intracel-lular regula la hipertrofia de les cél-lules

miocardiques de manera aillada (Ennis IL et al, 2008).
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Figura 2: Entrecreuament de senyals (Adaptat de (Nolly MB, 2012)
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Traduccién

Hi ha diversos punts de contacte entre les vies activades per GPCR, RTyK i els receptors de citpcines, i
comparteixen l'estimulacié de la cascada de les MAPK. Les tres families de MAPK (ERK1/2, p38 MAPK i
JNK) estimulen proteines i factors de transcripcid involucrats en la genesi de la hipertrofia cardiara. Les
ERK1/2, també han estat implicades en l'estimulacié del NHE-1 a través de la quinasa p90rsk. La majofia de les
vies intracel-lulars que participen en el desenvolupament de la hipertrofia cardiaca conflueixen en la pfoduccié
dun increment de la [4] i, que després dinteractuar amb calmodulina pot activar almenys dues|rutes
diferents: la proteina quinasa Il (CaMKkll) i/o la fosfatasa calcineurina. Les dues vies condueixen a l'acfivacio i

trasllat al nucli de factors de transcripcié que estimulen la transcripcié génica..
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Els receptors acoblats a la proteina G (GPCR}0Nn activats per I'angiotensina Il, la
endotelina (ET) i la adrenalina i noradrenalina. Estimulen a receptors units a la proteina G
(ATi, ETa i receptors alfa-1 adrenérgics, respectivament) relacionats amb el
desenvolupament de la hipertrofia patologica i el seu eventual progrés a la insuficiencia
cardiaca (Molkentin JD, 2001)(Hunter JJ et al, 1999) Aquests receptors estan acoblats a
proteines G heterodimeériques tipus Gq, GS i Gl, les quals estan formades dos subunitats;
Ga i GBy. L'ocupacio del receptor produeix l'intercanvi de GDP per GTP a la subunitat
Ga, cosa que ocasiona la dissociacio de les dues subunitats, les quals activen vies diferents
de senyalitzacio intracel- lular.

La subunitata recluta I'isoformaf de la fosfolipasa C (PL@) a la membrana, la qual
hidrolitza el fosfat idilinositol 4,5 bisfosfat (PIP2) resultant inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) i
diacilglicerol (DAG). EI DAG facilita I'activacio de la proteina cinasa C (PKC) que activa
les cinases de proteines activades per mitogens (MAPKs) mitjancant la cinasa Raf.
L'activacié de les MAPKSs pot produir-se a través de Raf per una via independesnt de G
gue involucra cinases de tirosina. La MAPK ERK 1/2 fosforila a la cinasa p90RSK, i
aquesta ultima activa per fosforilacié a NHE-1(intercanviador sodi-hidrogen) (Frohlich ED
et al., 1992). D'aquesta manera es promou l'entrada’de @avés de la ruta NHE-1/NCX
[intercanviador sodi-hidrogen/intercanviador Na+/Ca++]. Per altra banda, el IP3 podria
induir I'alliberament de Cd des del reticle sarcoplasmatic (RS) o de la membrana nuclear.
(Wu X et al.,, 2006). L'augment de la concentracid de calci seria el responsable de
l'activacié de fosfatases i/o cinases que determinen I'augment de la transcripcio i de la
sintesi proteica i el desenvolupament d'hipertrofia cardiaca (Frey N et al, 2000). De les vies

intracel-lulars prohipertrofiques dependents de Calci, la de la calcineurina/NFAT (factor de
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transcripcié nuclear de les cél-lules T activades) sembla jugar un paper determinant en el
desenvolupament d'hipertrofia cardiaca patologica (Wilkins BJ et al, 2004). Totes aquestes
vies convergeixen en l'activacio de factors de transcripcid nuclear, com el NFAT, GATA4 i

MEF2, que interactuant sinérgicament indueixen la transcripcié de gens de resposta
hipertrofica (Akazawa H et al, 2003).

Figura 3 : Activacio dels receptors acoblats a la proteina G (Adaptat de (Nolly MB, 2012))

estiramiento

ET-1, Ang I,
agonistas
H u—adrenérgicos
n“ membrana plasmética
NCXrev
]L\‘ U& \2] DAG
[, 5
h/cah J - % By Y
ca"

4 PLCp
Ny e

_p

¥ MAPKS P RS
Calcineurina \ ca”
ca” ca” h .
“ NFAT Ca’

ca” ca™
PKD ca” ca™
/ k\ Ca® Ca"
GATA4
HDAC

o
FAT CaMKIIa
NER / MEF2

\ Genes de

respuesta
hipertrofica

nicleo

* citoplasma

HIPERTROFIA

Els receptors amb activitat intrinseca tirosina cinasa (RTyrK)son activats per factors
de creixement com la insulina, la hormona del creixement (GH), I'lGF-1 (factor de
creixement similar a la insulina), el factor de creixement epidermic (EGF) i també per

transactivacid mitjangcant alguns GPCR. La transactivacio és el procés per el qual la
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estimulacio del GPRC resulta en l'activacié de RTyrK, en absencia d'un lligand especific
per aquest ultim, generant senyals mitogenigdgsests factors de creixement activen una
cascada de segons missatgers relacionats amb el creixement hipertrofic fisiologic (Lupu F
et al, 2001). L'estimulacié d’aquests receptors activa al menys dues vies de senyalitzacié
intracel-lulars diferents: la via cinasa de lipids PI3K/proteina cinasa B (Akt) i la via
Ras/MAPKs.EI principal efector de la primera via és l'isoforrha de la PI3K (P114)

gue mitjancant I'Akt promou la sintesi proteica mitjan¢ant la fosforilacié de I'activador de la
traduccié, mTOR , i la transcripcié génica mitjangant fosforilacié i inactivacié de la cinasa
3 B de la glucogen sintetasa (GSKB(Dorn GW et al, 2005)(Tanaka N et al., 1998). La
GSK3 B en el seu estat actiu fosforila i inhibeix a diverses molecules vinculades amb el
desenvolupament d’hipertrofia cardiaca, per exemple els membres de la familia NFAT.
Aquesta via s'ha vinculat fonamentalment al desenvolupament d’hipertrofia cardiaca
fisiologica o adaptativa ates que la seva activacid es caracteritza per una hipertrofia
cardiaca amb funcié contractil preservada, abséncia de fibrosi intersticial, abséncia
d'inducci6 de gens fetals i és completament reversible (Shiojima | et al., 2005). La induccio
de la via dels RTyrK també es pot produir més per transactivacio. Evidencies recents
suggereixen que almenys gran part dels efectes prohipertrofiants dels agonistes dels
GPCRs, es deuen a la transactivacio de RTyrK com el del EGF (EGFR) (Zhai P et al.,
2006). La transactivacio estaria intervinguda per diversos mecanismes que no son
muatuament excloents i que inclouen la participacio de molécules intermediaries de
senyalitzacié intracel-lular com el €al'associacié fisica d'ambdds tipus de receptors en
basses lipidiques i I'activacié de metal-loproteases que cliven i alliberen de la membrana

cel-lular un factor similar a 'EGF, 'HB-EGF, que actua com agonista d'aquests receptors
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(zZhai P et al., 2006). A més, els agonistes dels GPCRs, mitjancant la subufiitat G

activen a l'isoforma P119de la PI3K, i consequentment a la Akt i els seus efectors.

Figura 4: Activacio dels receptors amb activitat intrinseca tirosinacinasa (RTyrK)

(Adaptat de (Nolly MB et al., 2012))
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L’activacio delsreceptors de citocinegs mitjancant la via de la glicoproteina gp-130. La

gp 130 és una proteina de membrana que actua com a resposta a les citocines de la familia
de la IL-6 com la cardiotrofina ( CT-1), el factor activador de la leucémia (LIF), i la IL-6
(Kanda T et al, 2004).

Figura 5: Activacio dels receptors de citocines (Adaptat de (Nolly MB et al., 2012))
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Lesintegrines son un tipus de receptors que connecten I'aparell contractil dels miocits a les
proteines de la matriu extracel-lular i tenen un paper fonamental amb la conversio de la
forca mecanica (sobrecarrega hemodinamica) en resposta hipertrofica (Kanda T et al,
2004)(Brancaccio M et al., 2003)(Brancaccio M et al., 2006). L'estrés mecanic produit per
I'estirament fisic dels miocits al qual es sotmes el miocardi és suficient per induir una
resposta genética i fenotipica hipertrofica. Les integrines son proteines integrades a la
membrana i que estan implicades en la unio a la matriu extracel-lular. Estan constituides
per 2 subunitate i B que s’estenen a través de la membrana plasmatica amb un domini
extracel-lular que li permet unir-se a proteines de la matriu i una porcio citoplasmatica curta
gue interactua amb els filaments d’actina mitjangcant proteines accessories (Miranti CK et
al, 2002).No es coneix el mecanisme intim d’aquest estimul pero esta avalat per abundants
evidencies experimentals (Diez J et al, 2001)(Sadoshima J et al, 1997)(Komuro | et al.,
1990)(Mann D et al., 1989)(Sadoshima J et al., 1992). La uni6 de la integrina a un substrat
0 com a resposta a l'estirament produeix I'activacio de proteines com FAK (cinasa
d'adhesiéo focal) i melusina.FAK s’activa per autofosforilacié induint les vies
hipertrofiques PI3K/Akt i Ras/ERK Y2 (Franchini KG et al, 2000). Melusina activa la via

hipertrofiant PI3K/Akt com a resposta a I'estirament (Brancaccio M et al., 2003).
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Figura 6: Activacio de la integrina (Adaptat de (Nolly MB et al., 2012))
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Existeixen altres vies de transduccié de senyals controlades per calci i per altre banda
també estan implicats en la resposta hipertrofica els receptors de mineralcorticoides:
Hipertrofia cardiaca, Ca ?" i calcineurina

La majoria dels estimuls que indueixen la hipertrofia patologica en resposta a una
sobrecarrega hemodinamica activen la via de Gq i conflueixen en l'augment de la
concentraci6 de calci [€d] i activant les vies de senyalitzacié intracel-lular dependents
d'aquest i6. L'augment de la [Caés un dels fendmens més importants en el
desenvolupament de la resposta hipertrofica, la qual cosa s'ha confirmat provocant
l'augment de la [Gd] i per mitja d'agonistes calcics, (Sei CA et al., 1991) d'iondfors de
cd”, (Sonnenberg H et al, 1986) o mitjancant I'elevacié dél’ €stracel-lular, (LaPointe

MC et al, 1990) induint hipertrofia en els cardiomiocits in vitro.

A banda de les cinases, com les MAPKs i la PI3K, les fosfatases son també importants
factors de transduccié de senyals que regulen el creixement i les respostes a l'estres en molt

tipus cel-lulars. Una d'aquestes fosfatases és la fosfatasa de proteines 2B (PP2B)
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calcineurina. Davant augments sostinguts en l&€'JGaa calcineurina és activada pel
complex C&'/calmodulina (CaM) i desfosforila a membres de la familia de factors de
transcripci6 NFAT en el citoplasma, permetent que aquests es trasloquin al nucli i
interactuin amb altres factors de transcripcié6 com AP-1, GATA-4 i MEF-2 estimulant la
transcripcié genica. (Crabtree CR et al, 1999) (Klee CB et al, 1998) (Dolmetsch RE et al,
1997)(Hogan PG et al, 2003). L'activacio de la calcineurina és un senyal suficient per
induir la hipertrofia cardiaca encara que possiblement no estrictament necessaria (Zhang et
al., 1999)(Ding B et al., 1999). El tractament amb inhibidors de la calcineurina com el
tacrolimus i la ciclosporina (tot i que amb alguns resultats contradictoris en aquest Ultim
cas), indueix la regressié o prevé el desenvolupament d’hipertrofia cardiaca en diferents
models experimentals (Sakata Y et al., 2000)(Meguro T et al., 1999)(Oie E et al, 2000).

Figura 7: Activacio de la calcineurina (Adaptat de (Nolly MB et al., 2012))
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Receptors de mineralocorticoides i hipertrofia cardiaca.

Els receptors de mineralocorticoides estan involucrats en el desenvolupament de la
hipertrofia miocardica i estan presents en els miocits cardiacs, en les cél-lules endotelials i
en el muscul llis vascular (Funder JW et al, 1989)(Lombés M et al., 1992)(Funder JW et
al,1989; Lombes et al, 1992), i també s’ha demostrat la presencia dels enzims necessaris
per la sintesi d'aldosterona en el miocardi (Silvestre JS et al., 1998)(Kayes-Wandover KM
et al, 2000). El receptor de mineralocorticoides és un receptor intracel-lular que en
interactuar amb l'aldosterona es trasloca al nucli i regula la transcripcid genica induint la
sintesi de proteines (principalment del canal epitelial d&. Nactivacié del receptor de
mineralocorticoides indueix el desenvolupament de fibrosi cardiaca mitjancant dos
mecanismes diferents. En primer lloc, estimulant la sintesi de col-lagen pels fibroblasts
cardiacs (Brilla, CG et al, 1994) i en segon lloc originant estrés oxidatiu, inflamacio i
secundariament fibrosi (Ahokas, RA et al, 2005). S’ha demostrat que el bloqueig del
receptor de mineralocorticoides és efectiu per disminuir la morbiditat i mortalitat d'origen
cardiovascular en diferents models experimentals d'hipertrofia cardiaca i a la insuficiencia
cardiaca aixi com en pacients amb disfuncié ventricular esquerra associada a insuficiéncia
cardiaca o post-infart de miocardi (Pitt B et al., 2003). Aquest efecte beneficids seria pel
bloqueig dels receptors de mineralocorticoides del miocardi, dels vasos sanguinis i del
sistema nervios autonom sent independent dels nivells sérics d'aldosterona, aixi com dels
valors de pressio arterial. Per exemple, el "4E-left ventricular Hypertrophy study" va
mostrar que en pacients amb hipertensio arterial essencial i hipertrofia cardiaca en els que
els nivells plasmatics d'aldosterona eren normals, el bloqueig dels receptors de
mineralocorticoides era efectiu per reduir la massa ventricular esquerra, juntament amb la

pressio arterial i la incidencia de microalbuminuria (Pitt B et al., 2003). El tractament amb
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bloquejants dels receptors de mineralocorticoides redueix la fibrosi miocardica i vascular
(Weber KT, 2000)(Zannad F et al, 2000)(Young M et al, 1995) millora la funcié endotelial
(Farquharson CA et al, 2015); el balan¢ autonomic (Macfadyen RJ et al, 1997)(Wang W et
al, 1994); i inhibeix I'estrés oxidatiu. A més el tractament amb espironolactona (receptors
de mineralocorticoides) és efectiu per reduir el desenvolupament d'hipertrofia ventricular i
prevenir I'estrés oxidatiu en un model experimental d'insuficiencia renal cronica (Michea L
et al., 2008).

La hipertrofia ventricular és el parametre estructural cardiac que més augmenta el risc
cardiovascular (Mancia G et al, 2007) i és un factor predictiu independent de
morbimortalitat tal com es va mostrar al Framingham Heart Study fins i tot després
d’'ajustar per altres factors de risc cardiovascular com la tensié arterial, la diabetis mellitus
o tabaquisme. La HVE és I'Unica variable relacionada amb la incidencia de malaltia
cardiovascular i mortalitat per totes les causes en la poblacié general estudiada en I'estudi
Framingham , amb excepcio de I'edat (Levy D et al, 1990). El diagnostic d’'HVE es pot fer
mitjancant la radiografia de torax, 'ECG, I'ecocardiografia o la ressonancia magnetica
nuclear (Mancia G et al., 2007). La radiografia de torax no €s molt bona tecnica pel
diagnostic d’'HVE. La sensibilitat de 'ECG en la deteccié de la HVE és baixa (Cabezas M
et al.,, 1996). El diagnostic ECG es pot fer servir tres criteris: I'index de Sokolov-Lion,
'index de Cornell o el Producte de Cornell. Amb I'index de Sokolov-Lion es diagnostica
HVE si I'amplitud d’'ona S a V1 més I'amplitud d'ona R a V5 o V6 és superior a 38 mm,
amb una sensibilitat del 22 % i una especificitat del 92 %, o bé si I'amplitud d'ona S a V1
més I'amplitud d’ona R a aVL és superior a 11 mm, amb una sensibilitat de 18 % i
especificitat del 92 %. Amb I'index de Cornell, es diagnostica HVE si 'amplitud d’'ona S a

V3 més 'amplitud d’'ona R a aVL és superior a 20 mm en dones i superior a 28 mm en
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homes amb una sensibilitat del 31 % i especificitat del 87 %. Amb el Producte de Cornel es
diagnostica HVE si la duracio del complex QRS per 'amplitud de I'ona R a aVL meés
'amplitud d’ona S a V3 és superior a 2.440/mm seg. El producte de Cornell juntament amb
I'ilndex de Sokolov-Lion és un predictor independent d’esdeveniments cardiovasculars
(Mancia G et al., 2007). L'ecocardiografia és el métode és sensible per el diagnostic de la
HVE. La RNM es reserva per indicacions especials a causa del seu elevat cost.

L’estudi ecocardiografic de la HVE habitualment es fa en mode M quantificant el gruix del
septe i la paret posterior del ventricle esquerre. Es diagnostica HVE si el gruix de les parets
es superior a 11 mm segons els criteris de la Societat Americana d’Ecocardiografia (Sahn D
et al, 1978) (Lang RM et al. 2005), no obstant el metode més fiable per la valoraci6 de la
HVE és la estimacié de la massa ventricular esquerra ja que la quantificacié del gruix
miocardic mesurant un diametre Gnic com el gruix de la paret posterior o el septe
interventricular no té en compte la mida global de la cavitat ventricular. Per aixo pel
diagnostic de la HVE s’ha de calcular la massa ventricular esquerra considerant el gruix de
les parets ventriculars i el diametre ventricular. La Massa ventricular esquerre té un bona
correlacié amb les troballes de les necropsies (Koren, MJ et al, 1991).

El calcul de la MVE es pot realitzar mitjancant diverses formules pero les més acceptades
sén el métode de la convencié de PENN i el metode modificat de I’American Society of
Echocardiography (ASE).

La férmula de PENN exclou el gruix de I'endocardi com a mesura del septe i de la paret
posterior i I'inclou en el diametre sistolic i diastolic de ventricle esquerre. Es correlaciona
estretament amb els resultats de les necropsies i sobreestima la MVE en tant sols un 6 %
(Devereux RB et al, 1977)(Devereux RB et al, 1986).

MVE = 1,04 x [[DTDVE+GTDTIV+GTDPP}(DTDVE)?] - 13,6 gr
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La formula de ASE modificada inclou I'endocardi en el gruix del septe interventricular i la
paret posterior. La formula inicial també tenia una bona correlacido amb les troballes de les
necropsies ( r=0,9; p< 0,001) i sobreestimava la massa ventricular esquerre en un 25 %, per
la qual cosa es va modificar i actualment és molt utilitzada (Devereux RB et al, 1986).

MVE = 0,8 x [1,04 x [[DTDVE+GTDTIV+GTDPP}DTDVE)?[] + 0,6 gr

La massa cardiaca esta influenciada per la mida corporal per la qual cosa s’ha de corregir
per la superficie corporal i s'obté I'index de massa ventricular esquerre (IMVE) que és el
millor indicador per determinar 'anatomia del VE (Devereux RB et al., 1984).

Un cop calculada la massa ventricular esquerre i la superficie corporal es pot calcular
I'index de massa ventricular esquerra: IMVE (G){rMIVE/SC.

El sexe i la superficie corporal tenen una influencia important en 'anatomia normal del
ventricle esquerre. El punt de tall per el diagnostic de HVE per I'IMVE és 134 gnm
homes i 110 gr/fen dones (Devereux RB et al, 1986) (Devereux RB et al., 1984), 0 49,2
gr/n™’ en homes i 46,7 g/f en dones. La indexacié de la massa ventricular esquerra
permet fer comparacions entre subjectes amb diferents mides corporals. No obstant la
indexacié amb l'alcada, pes o superficie corporal segueix sent controvertida. Els estudis
suggereixen que la indexacié per alcada elevada a poténcies al-lométriques tals com 2,7
tenen avantatges sobre la superficie corporal especialment quan es tracta de predir
esdeveniments en pacients obesos (Chirinos et al., 2010)(De Simone et al., 2005). No
obstant els estudis poblacionals més grans que reporten la massa del VE han indexat per la
superficie corporal (Marwick T et al., 2015). Per altre banda, en pacients amb IRC en
hemodialisis esta sotmeés a grans variacions de pes corporal a causa de les alteracions de la
volemia o per el compromis de I'estat nutricional que pot induir a error d’avaluacio basats

en la indexacio per la superficie corporal, per la qual cosa la indexacié a la potencia de 2,7
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proposada per de Simone et al sembla ser la més encertada per aquest tipus de pacients
(Henrigue S et al, 2008).

L’ecocardiografia en modo M calcula la PP i el DTDVE. A partir d’aquestes dades es
calcula el gruix relatiu de la paret (GRP) amb la férmula descrita per Reichek i Deveraux
(Reichek N et al, 1982) GR= 2 x ( PP/DTDVE). Es considera un GRP normal si GRP<0,45
(Ganau A et al., 1992)(Koren MJ et al., 1991).

Existeixen tres patrons geometrics d’hipertrofia patologica en funcié del gruix de la paret i
el diametre de la cavitat del ventricle esquerre: hipertrofia concentrica, hipertrofia
excentrica i el remodelat concéntric. La hipertrofia concéntrica es caracteritza per un
augment de l'espessor de la paret amb poc o cap grau de dilataci6 de la cavitat. La
incorporacié de sarcomers és predominantment en paral-lel amb el creixement en amplada
del miocit. Aquest tipus d’hipertrofia es dona quan els estimuls produeixen una
sobrecarrega cronica de pressio.

La hipertrofia excentrica es caracteritza per un increment menor del I'espessor de la paret
ventricular i un augment de la cavitat. El agregat de sarcomers €s en serie, cosa que indueix
un augment en longitud del miocit. Es dona associat a sobrecarrega de volum.

En la remodelacié concentrica hi ha un index de massa ventricular normal pero amb
augment del gruix relatiu de la paret ventricular.

Figura 8. Patrons geométrics cardiacs (adaptat de Dias Garcia JA et al, 2008).
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4. Estrés oxidatiu:

L’estres oxidatiu €s un terme descrit per prime&gada per Sies el 1985 i es defineix com

la lesio tissular produida per un desequilibri entre la generacido d’espécies reactives
d’oxigen i una insuficiencia dels mecanismes de defensa antioxidant (Sies H, 1985).

Figura 9: Estrés oxidatiu

ANTIOXIDANTS

ROS

L’estrés oxidatiu e s produeix per 'augment enla  velocitat de
generacié de ROS o disminuci6 de les defensas antioxidants

4.1. Metabolisme oxidatiu:
La oxidacié és un procés bioquimic en el que esymi@duna pérdua d’electrons, una

captacio d’oxigen o una cessio d’hidrogen i reduccid aquell procés en que es capten
electrons o es perden oxigens. Tot procés d’oxidacié s’acompanya sempre d’un altre procés
de reduccio. A aquestes reaccions d’oxidoreduccio se’ls denomina reaccions REDOX entre
parells conjugats. Aquestes reaccions d’oxidoreduccié permeten als essers vius obtenir la
major part d’'energia lliure en forma d’ATP durant I'oxidacié de carbohidrats i altres
compostos organics. Per la produccio de I'energia es requereix oxigen. L'oxigen per accid
del complex citocrom oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial rep 4 electrons per
formar aigua. L'oxigen molecular @Pté dos electrons no aparellats amb espins paral-lels,
cosa que fa dificil que capti dos electrons simultaniament. Normalment, aproximadament

un < 5% de l'oxigen és reduit en forma incomplerta en acceptar un menor nombre
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d'electrons, donant origen a compostos intermedis inestables, anomenats espeécies reactives
d’oxigen o reactive oxygen species (ROS). L'oxigen es metabolitza al final de la cadena
mitocondrial. Per a una reduccié complerta de I'oxigen mol-lecular es necessari afegir 4
electrons (8 i quatre protons (H. En la primera reaccié s'afegeix un electré a I'oxigen i

es produeix el radical superoxid £ L'adicié d’'un electrd al superoxid crea el peroxid
d’hidrogen (HO,) el qual es dissocia i forma un radical hidroxil i un ié hidroxil (OH
mitjancant una reaccio catalitzada pel ferro en la seva forma reduidga (Fe

Figura 10. Metabolisme de l'oxigen mol-lecular fins l'aigua. Adaptacié de John

Dryden (2000)

Mol-lécula d’oxigen en estat 02
fonamental
e
Radical superoxid O
2H+ e-
Peroxid d’Hidrogen H,0;
Fet ? e
Feﬁ+ﬂ
Radical i i6 hidroxid .OH + OH-
OH- ¢
Aigua 2H,0
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4.2. Radical lliure

Un radical lliure d’oxigen (RLO) és una mol-lécul&ragment mol-lecular que presenta 1 o

2 electrons desaparellats en el seu orbital més extern, la qual cosa els fa ser extremadament
reactius. Un electré desaparellat incrementa la reactivitat d’'un atom o mol-lecula i busca
complementar el seu ultim orbital, per la qual cosa el radicals lliures tenen una vida mitja
molt curta (milionésimes de segons) i son altament reactius amb altres mol-lecules
(Castrejon Sosa M, 2007s radicals lliures oxiden a les mol-lécules veines per adquirir
un equilibri quimic. Els RLO danyen les macromol-lecules com hidrats de carboni, lipids
proteines i acids nucleics, i alteren els processos cel-lulars (respiracio cel-lular,
funcionalitat de les membranes, produccié d’enzims ...).

4.3. Especies reactives d’'oxigen

Els radicals lliures provinents de I'oxigen es deim@n col-lectivament especies reactives

de I'oxigen o0 ROS ( reactive oxygen species ). Els ROS es classifiquen en:

Taula 3. Classificaci6 d’espécies reactives d’oxigen.

Radicals lliures No Radicals

ROO- radical peroxid H,O, peroxid d’hidrogen
OH- radical hidroxil

O, anio superoxid 'o,*  oxigen singlet
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Fonts biologiques de radicals lliures:

- Mitocondria : és la principal font de RL mitjancant el procés de fosforilacié oxidativa.

L’O, actua com I'acceptor final d’electrons amb produccié d’aigua. En el procés es formen
mol-lécules amb diferent grau d’oxidacio. Reduccié complerta: OZ +4t¢ - 2H,0.

Les especies parcialment reduides son: el radical superoxid: € > O, (radical
superoxid); el peroxid d’hidrogen: ,G 2H + 2e > H,O, (peroxid d’hidrogen); i el
radical hidroxil: Q + 2H + 3e & OH + OH- (radical hidroxil).

- Peroxisomes: son organelas citoplasmatiques molt riques en oxidases i geDegumeH

es metabolitzat per la catalasa (CAT) i transformat £ (€amps D, 2010).

- Leucaocits polimorfonuclears: al trobar-se amb I'agent infeccids els PMN experimenten un
marcat consum d’oxigen que succeeix a la membrana plasmatica on la NADPH oxidasa
genera RL a partir de I'oxigen i electrons derivats de la via de les pentoses (Camps D,
2010).

-L’enzim xantina oxidasa es localitza en el citoplasma i en la superficie de la membrana
cel-lular. Participa en la oxidacio de substancies endogenes com les purines i substancies
exogenes com I'alcohol. La seva funciéo meés reconeguda és la de factor limitant de la
degradacié d’acids nucleics durant la qual les purines sén degradades fins acid Uric a
expenses de generar anio superoxid (Camps D, 2010).

-Els ROS es generen també a I'organisme com I'exposicid a radiacions ionitzants, raigs
UV, contaminacioé ambiental, alguns farmacs, hiperoxia, excés d’exercici o isquémia, entre

altres.
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4.4, Antioxidants

Els antioxidants son molécules que quan estan ggesarconcentracions mes baixes que
el substrat oxidable son capaces d’endarrerir o d’inhibir I'oxidaci6 d’aquest substrat
(Benzie, 2003). Els mecanismes de defensa antioxidant es poden dividir segons la seva

naturalesa en dos grups: en enzimatics i no enzimatics.

4.4.1. Sistemes antioxidants enzimatics

Aquests enzims representen la primera barrera per @oduccio de ROS. Es tracta

d’enzims amb capacitat antioxidant, que no es consumeixen en reaccionar amb les ROS, i
sén dependents de certs cofactors, generalment metalls, com el coure, el ferro, el magnesi,
el zinc o el seleni. Els enzims antioxidants més importants son la superoxid dismutasa

(SOD), la catalasa (CAT), la glutatié reductasa (GR) i la glutatié peroxidasa (GPx).

4.4.1.1. Superoxid dismutasa

La superoxid dismutasa (SOD) va ser descoberta er iNKeilin el 1939. Es un enzim
compost de metal-loproteines que esta present en les cél-lules aerobies i fluids
extracel-lulars, catalitza la dismutacié de RL superoxid a peroxid d’hidrogen, cosa que no
requereix cosubstrats (Bandyopadhyay, et al, 1999).

Figura 11: Reacci6 quimica Superoxid dismutasa.

SOD
202, +2H » O2+ H2Oo

n
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La SOD protegeix a la cél-lula de les reaccions nocives del superoxid. El superoxid és una
de les principals ROS en la cél-lula, per la qual cosa la SOD té un paper fonamental com
antioxidant.

En humans existeixen tres isoformes SOD depenent del metall que continguin. Les
isoformes predominants son la SOD1 que és un dimer, es troba en el citoplasma com SOD-
Cu i SOD-Zn, i esta localitzada preferentment al citosol (Chaudiere J, et al, 1999). El gen
gue la codifica es troba localitzat en el cromosoma 21(Yu, 1994). La isoforma SOD 2 és un
tetramer, t¢ manganes en el seu centre reactiu i es troba en la matriu mitocondrial
(Chaudiere J, et al, 1999). El gen que la codifica es troba localitzat en els cromosoma 6
(Yu, 1994). La isoforma SOD 3 és un tetramer, conté coure i Zn en el seu centre reactiu i es
troba en el liquid extracel-lular (Chaudiére J, et al, 1999). Els gen que la codifica es troba
localitzat en els cromosoma 4 (Yu, 1994). La biosintesis d’aquests enzims es troba

fortament regulat per la concentracié de substrat sobre la qual actua.

4.4.1.2. Glutatié peroxidasa

Es una selenoproteina que s’ubica a la matriu nmidal i al citosol. En preséncia de
glutatio reduit (GSH) com agent reductor catalitza la reduccié del peroxid d’hidrogen a
hidrogen i altres peroxids organics en aigua i alcohol, respectivament (Powers et al, 1999).
Al igual que altres selenoproteines el lloc actiu de GSH-Px conté seleni (Se) sota la forma
de residus de selenocisteina incorporada a una cadena polipeptidica conformada per 21

aminoacids. Les intervencions de la GPx poden evidenciar-se en les seglents reaccions:
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Figura 12. Glutatié peroxidasa

H.O, + 2 GSH-> GSSG + HO

S’han descrit 4 isoformes de les de la GSH-Px que difereixen tant en la seva ubicacié com
en la especificitat de substracte (Holben D et al, 1999), tres de les quals presenten
estructura tetramerica (Arthur JR, 2000); (Allan C et al, 1999). La primera d’elles, la GPx
cel-lular o classica, esta practicament en totes les cél-lules, pot reduir el peroxid d’hidrogen
i hidroperoxids organics lliures en aigua i alcohols. La segona isoforma és la GPX
plasmatica o extracel-lular, és una glicoproteina purificada, caracteritzada a partir de
plasma huma que és sintetitza en les ceél-lules tubulars proximals del ronyd. El tercer tipus
és la GPx fosfolipid hidroperoxid, la funcio biologica de la qual és protegir contra la LPO
reduint hidroperoxids d’acids grassos en les membranes cel-lulars i prevenint I'oxidacio de
lipoproteines de baixa densitat. Es la Gnica forma la estructura de la qual €s monomérica, es
a dir, que conté un sol residu de selenocisteina (Arthur JR, 2000); (Allan C et al., 1999).
L’dltim tipus es denomina GPx gastrointestinal i representa la principal peroxidasa
depenent de glutati6 en el tracte gastrointestinal. Es important en la reduccio
d’hidroperoxids de colesterol i en la proteccid contra la ingestié de peroxids lipidics

(Holben et al, 1999).
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4.4.1.3. Catalasa

Va ser descoberta per Loew el 1901. Es un enzimcqué&é 4 grups hem amb amplia

distribucio intracel-lular, es concentra principalment en peroxisomes i mitocondries
(Powers SK et al, 1999) per catalitzar la descomposicié del peroxid d’hidrogen, provinent
de la dismutacié del superoxid en aigua i oxigen. Aquesta funcié és compartida amb

'enzim glutatié peroxidasa que no requereix cofactors.

Figura 13. Catalasa:

2[H0;] 2 H,O + 0O,

El mecanisme complert de la catalasa encara no es coneix, la reaccio quimica es produeix
en dos etapes:

H,0,+ F""E > H,0 + O=Fé&")-E

H,0,+ O=FéM-E > H,0 + FE"-E+ O,

On Fe-E representa el nucli de ferro del grup hem unit a I'enzim. En general les baixes
concentracions de peroxid d’hidrogen estimulen I'activitat de peroxidases, mentre que les

altes concentracions de peroxid son preferentment catalitzades per la catalasa (Yu, 1994).
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4.4.1.4. Glutatioé reductasa

La glutatioé reductasa és un flavoenzim depenenhidetinamin adenin dinucleotid fosfat
reduit (NADPH) que catalitza la reduccid del glutatié oxidat (GSSG) a glutatio reduit
(GSH) el qual sera utilitzat per la glutatio peroxidasa (GPx) per la reduccié del peroxid
d’hidrogen (HO?) i de lipoperodxids (L-OOH), els quals sén elements toxics.

La glutatié reductasa es un enzim homodiméric compost por 2 subunitats idéntiques entre si
unides por un pont disulfur. Cada subunitat conté 478 aminoacids amb un pes mol-lecular

de 51 569 Daltons (Cisneros E, 1995).

Figura 14. Reacci6 quimica Glutatié reductasa

H.O, + 2 GSH-> GSSG + HO

4.4.2. Sistemes antioxidants no enzimatics

Principalment son d’origen exogen i provenen de iktad Els antioxidants exogens
s’oxiden al neutralitzar el radical lliure per la qual cosa la reposicié d’aquests ha de ser
continua amb la ingesta dels nutrients que els contenen Son principalment la vitamina E,
vitamina C, beta carotens, polifenols, flavonoides i oligoelements. Alguns components sén
d’origen endogen com el glutatio6 (GSH), l'urat, l'ubiquinol, la melatonina i algunes

proteines plasmatiques.
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4.4.2.1. Glutatiod

El glutati6é (gamma-glutamilcistinilglicina), GSH ésba en tots les animals, plantes i
microorganismes, principalment en forma soluble en el citosol. Va ser descobert per
Hopkins el 1921. El glutatio en les cél-lules de mamifers es troba en concentracions promig
de 12 mM. Té importants funcions com antioxidant, es part important de la detoxificacié de
xenobiotics, és cofactor per les reaccions disomeritzacido i també serveix com a
emmagatzemen i transport de cisteina (Ballatori N et al, 2009).

Existeix en dos formes la forma antioxidant “glutatié reduit” ( GSH ) i la forma oxidada,

un composta unit per enllacos disulfur, conegut com “glutatié oxidat” (GSSG) (Kosower
NS et al, 1978).

El GSH en la seva forma reduida és una molécula formada per la unié de tres aminoacids,
I'acid glutamid, la cisteina i la glicina, units covalentment terminacié amb terminacio. El
grup sulfidril (-SH) prové del residu de cisteina i €s el que confereix a la mol-lecula la seva
capacitat donadora d’electrons. El GSH esta present dins de les cel-lules principalment en
la seva forma reduida. En una cel-lula en bon estat el GSSG rarament excedeix el 10 % del
total de la cél-lula (Anderson, 1996).

El GSH és controlat homeostaticament, es a dir que continuament esta ajustat respecte el
balang entre la sintesis de GSH (GSH sintetasa), el seu reciclatge a partir de GSSG ( GSH
reductasa) i la seva utilitzacio.

El GSH es sintetitza al citoplasma. Primer la cisteina i el glutamat sén combinats per
'enzim gamma-glutamilcisteina sintetasa, la disponibilitat de cisteina usualment és un
factor limitant. L’'acumulacio excessiva de GSH actua inhibint aquest enzim i d’aquesta

manera es controla la sintesis de GSH. La segona reaccio per la sintesis de GSH combina a
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la gamma-glutamilcisteina amb la glicina per generar GSH, aquesta reaccio esta catalitzada
per la GSH sintetasa.

El GSH és un cofactor essencial per els enzims antioxidants denominats GSH peroxidases
les quals son utilitzades per detoxificar peroxids. Un cop el GSH ha estat oxidat a GSSG el
reciclatge del GSSG a GSH es porta a terme per I'enzim glutatié reductasa. Aquest enzim
utilitza com a font d’electrons el coenzim NADPH el qual prové principalment de la via de
les pentoses fosfato. EI GSH també contribueix al reciclatge d’altres antioxidants que han
estat oxidats com l'alfa-tocoferol (vitamina E) i els carotenoides (Kidd, 1997).

Quan augmenta l'estrés oxidatiu, la capacitat del sistema GSH peroxidasa/GSH reductasa
pot ser superada i produir-se un acumul intracel-lular de GSSG. Per mantenir I'estat redox
de la cel-lula, el GSSG és transportat activament fora de la cel-lula, per la qual cosa el
nivell de GSSG plasmatic pot ser considerat un bon index de I'estrés oxidatiu intracel-lular
(Deleve et al, 1990).

La vitamina E o tocoferol o és el principal antioxidant en relaci6 amb les LDL. Es
capac de captar radicals de l'oxigen i aturar la cadena de reaccions dels radicals lliures. La
vitamina E és un potent captador biologic de radicals, ja que la seva estructura li permet
captar radicals lliures tant en la zona lipofilica com hidrofilica. La trobem a la membrana i
al plasma. Té diverses formes isomeriques pero la més important pel que fa a quantitat i
accio és b-tocoferol. Després de la seva interacci6 amb el radical lliure, el radical
tocoferoxi pot ser regenerat pel ubiquinol, glutatié reduit i per la vitamina C (Céspedes T,
2000). Interacciona amb la vitamina C, que es troba al citosol i regenera el tocoferol, ja que
el lloc actiu de la vitamina E esta ubicat la cara interna de la membrana, que es troba en

contacte amb el citosol.
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L’ acid ascorbic o vitamina C o és considera un dels més poderosos i potser el menys toxic
dels antioxidants naturals (Bendich A et al, 1987), participa en nombrosos processos
biologics com la hidroxilacié hepatica del colesterol a nivell microsomal, i a més per les
seves propietats reductores milloren Il'estabilitat i utilitzacié de I'acid folic i la vitamina E.
La vitamina C capta radicals superoxid i hidroxil, i actua com a antioxidant interrompent la
cadena de la peroxidacié lipidica. També actua, indirectament, protegint les membranes
lipidiques, mitjancant la regeneracié de la forma activa de vitamina E que s'uneix a les
membranes. La vitamina C semblar ser important en la proteccié antioxidant del plasma,
aixi com en altres fluids extracel-lulars, en membranes i intracel-lularment (Dart AM,
1999). La vitamina C és hidrofilica, i al contrari que la vitamina E, actua millor en mitjans
aquosos (Yu B. et al, 1994). L'acid ascorbic és molt abundant a I'hnumor aquds cosa que
protegeix el cristal-li contra els processos radicalars de I'envelliment que condueixen a la
cataracta. La vitamina C pot estar reduida o oxidada, i formar una especie intermédia de
tipus radicalari que té capacitat de captar l'oxigen singulet i altres espécies de tipus
radicalars. S’ha demostrat que I'administracié cronica de vitamina C reverteix la disfuncié
vasomotora endotelial en pacients amb malaltia coronaria (Gokce N et al, 1999). Les fruites
son la major font d'acid ascorbic en la dieta, especialment els citrics, el melo, el kiwi i les
cireres. També forma part de la composicié de alguns vegetals com tomaquets, coliflor,
cols de Brussel-les, col, o broquil (Levine M et al., 1986).

Els carotenoides sOn pigments que es troben en plantes i microorganismes, perdo no sén
sintetitzats pels organismes animals. Els principals carotenoides trobats en el plasma huma
son: luteina, criptoxantina, caroté, i carotens. Les principals fonts de carotenoides en la

dieta son les fruites i vegetals com la pastanaga, tomaquets, taronges, broquil, meld, entre

46



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

BENEFICIS CARDIOVASCULARS DE LA CORRECCIO DE L'ANEMIA AMB ERITROPOETINA EN ELS MALALTS AMB INSUFICIENCIA RENAL
CRONICA PREDIALISI. INFLUENCIA DE L'ESTRES OXIDATIU, LA INFLAMACIO I EL NT-PROBNP

Luis Marcas Vila

d'altres. La dieta ens aporta de mitjana uns 6 mg / dia dels principals carotenoides (Michaud
DS et al , 2000)(L6pez-Miranda J et al, 2000).

Els flavonoides son un gran grup d'antioxidants polifenolics que es troben en moltes fruites,
vegetals i begudes com el te, el vi i la cervesa principalment com O-glicosids. Sén eficients
antioxidants capacos de reaccionar amb radicals com els radicals peroxils, el radical
hidroxil, radical superoxid , formant el radical fenoxi (Rice-Evans CA et al, 1995)(Rice-
Evans CA et al, 1996).

L'acid dric és el producte final del metabolisme de les purines en I'esser huma i altres
primats, ja que no tenen l'enzim uricasa, la qual cosa fa que continui la degradacio fins
al-lantoina i urea. L'acid aric actua com a antioxidant fisiologic ja que é€s un “scavenger” de
radicals oxigenats i quelant d’ions de metalls de transicio (Becker BF et al, 1993)

4.5. Altres marcadors d’estres oxidatiu.
4.5.1. Paraoxonasa 1

La paraoxonasa 1 (PON 1) pertany a una familiaetegens: la PON1 PON2 i PON3. La

PON 1 i la PON 3 es sintetitzen exclusivament al fetge; la PON2 es sintetitza a fetge,
cervell, ronyd i testicles.

La paraoxonasa 1 (PONL1) es troba unida a I'apolipoproteina Al de les lipoproteines d'alta
densitat (HDL). Aquest enzim actua inhibint I'oxidacio de les LDL i de les HDL per la
qual cosa disminueix I'estres oxidatiiquest enzim presenta un grup de polimorfismes
tant a la regio codificant com en la regié promotora La preséncia de l'al-lel de risc pot
afavorir I'aparicié o no d'un esdeveniment cardiovascular en els individus. No obstant aixo,
recents estudis suggereixen que mesurar l'activitat és més important que determinar la

preséencia o no del polimorfisme per se.
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La PON1 és capag d'hidrolitzar compostos organsifatsf (ex: paraoxon, diazoxon soman,
sarin), té una funcio arilesterasa i funcio lactonasa, en hidrolitzar lactones, especificament
homocisteina tiolactona per regenerar la homocisteina. Diversos estudis li han atribuit
propietats antioxidants per la seva capacitat d'eliminar peroxids lipidics de les
lipoproteines, especialment de la LDL, a més de modular els nivells d'estres oxidatiu,
evitant aixi, la formacié i propagacié de la placa d'ateroma i risc cardiovascular.

S’ha reportat una concentracié, de PON1 menor mpatients en hemodialisi que en
pacients controls (JurétiD et al., 2001), en pacients amb insuficiencia renal cronica
predialisi i en pacients en hemodialisis (Dirican M et al, 2004), i en portadors de
trasplantament renal i en pacients en hemodialisi (Sztanek F et al., 2012). En un altre estudi
es va mostrar que el nivell seric de PON1 era el millor predictor del gruix intima mitja
carotidi en una petita cohort de pacients amb IRC predialisi i en hemodialisi (Saeed SA et
al, 2008).

4.5.2 Anticossos anti LDL oxidada

Hi ha gran quantitat d’evidéncies experimentalsbagixen als radicals lliures i
especialment la peroxidacio lipidica un paper important en la patogenesi de I'aterosclerosi
ja que les modificacions estructurals que experimenten les LDL després de I'accié oxidant
dels radicals lliures poden incrementar les seves caracteristiques aterogeniques (Aviram, M
et al, 1993). Les LDL modificades per processos oxidatius sén la forma més aterogenica de
LDL e intervenen en els processos que porten a la formacié de la placa ateromatosa com la
induccié de la lesié endotelial, la acumulaci6 de macrofags i monaocits, la formacié de
cel-lules espumoses i la induccié d’anticossos (Catapano AL et al, 2000)(Gaziano JM et al,

2000). La LDL es captada de forma incontrolada pels macrofags de la paret arterial
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conduint a la formacio de les cél-lules espumoses plaques ateromatoses (Stocker R et

al, 2004). La LDL oxidada té un caracter immunogenic provocant la aparicié d’anticossos
serics, els Ac. anti LDL oxidada (Gounopoulos P et al., 2007). Els anticossos anti LDL
oxidada es demostren tant en pacients sans com en malaltia cardiovascular y la seva funcié
no queda clara i se’ls atribueix propietats tant aterogéniques (Shoji et T al.,, 2002)
(Shoenfeld Y et al, 2004) com anti-aterogeniques (Gounopoulos P et al, 2007). Alguns
estudis han mostrat que en els pacients amb IRC els nivells d’anticossos s6n majors que en

la poblacié general (Maggi E et al, 1994)(Yilmaz Ml et al, 2005).

4.6. Estrés oxidatiu i insuficiéncia renal cronica

En la insuficiencia renal cronica s’ha descrit unrément de I'estrés oxidatiu com a
conseqiéncia d’'un increment de lactivitat oxidant i una disminucié de la capacitat
antioxidant (Kao MP et al, 2010). La patogénesi es complexa i s’han descrit uns factors
relacionats amb la uremia i uns factors relacionats amb I'hemodialisi.

Factors relacionats amb la uremia: s’ha trobat nivells d’anié superoxid més elevats en
pacients en hemodialisi que en els pacients controls. Hi ha evidencies de que els enzims
antioxidants s’alteren a mesura que disminueix la funcié renal i estan molt alterats amb la
uremia. La IRC esta associada a una disminucio de la concentracio de seleni i una
disminuci6 de GPX a plaquetes (Kuo KL et al, 2010). S'objectiven nivells elevats de
marcadors d’estrés oxidatiu corg-iBoprostans, 8-hidroxi-2’- desoxiguanosina, productes
finals de la glicosilacié avancada, malondialdehid, diens conjugats i LDL oxidada. S’ha
demostrat disminucioé dels nivells de glutatié a plasma en els pacients amb IRC (Ceballos-

Picot | et al., 1996) com també nivells disminuits d’enzims antioxidants com la superoxid
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dismutasa, catalasa, i glutati6 peroxidasa (Dounousi E et al., 2006)( Locatelli F et al.,
2003)(Diepeveen SH et al., 2004)(Massy ZA et al, 2009)(Alhamdani MS et al, 2005).La
IRC també esta associada a una marcada alteracio en el sistema de I'0xid nitric a causa d’'un
increment en la concentracio d’inhibidors endogens de I'0xid nitric. S’ha vist que la LDL
€s més susceptible a la oxidaci6 in vitro en els pacients amb IRC que en la poblacié sana
(Esper RJ et al., 2006).

Factors relacionats amb la dialisi: la bioincompatibilitat del sistema de la hemodialisi juga
un paper fonamental en la producci6 de ROS per activacid dels polimorfonuclears
neutrofils. En particular dos components majors del sistema de la hemodialisi contribueixen
a l'estres oxidatiu: la membrana del dialitzador i la petita quantitat d’endotoxines en el
dialitzat. Pot haver-hi una pérdua concomitant de vitamines antioxidants durant el proses de
la dialisi (Kao MP et al, 2010)(Kuo KL et al, 2010). La vitamina E i el Seleni plasmatics
estan reduits i hi ha una deficiencia significativa de GPx, Coure-zinc SOD i manganes
SOD en els pacients amb IRC (Kuo KL et al, 2010).

Els efectes clinics de l'estrés oxidatiu en la IRC son la disfuncié endotelial, i el
desenvolupament d’hipertrofia ventricular esquerra (Kao MP et al., 2010)(Seddon M et al,
2007)(Annuk M et al, 2001)(Takimoto E et al, 2007). Un excés d’especies reactives
d’oxigen estimula el creixement del miocardi, provoca fibrosi i remodelat de la matriu
extracel-lular i causa disfuncié cel-lular i contribueix a la progressio de la HVE. També es

produeix la progressio a altres complicacions com son I'aterosclerosi, anémia i amiloidosi.
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4.7. Estres oxidatiu i anemia

L’anémia és una causa important d’estrés oxidatialempacients uremics (Kao MP et al.,
2010)(Lahera V et al., 2006) i esta directament associada a la HVE en aquests pacients
(Levin A et al.,, 1996)(Levin A et al.,, 1999). La correcci0 de l'anémia amb agents
estimulants de la eritropoesi té efectes beneficiosos en I'estres oxidatiu (Kao MP et al.,
2010)(Katavetin P et al, 2007) i indueix la regressi¢ de la HVE en els pacients amb IRC
(Parfrey PS et al, 2009). El tractament amb eritropoetina en els pacients amb IRC té un
efecte beneficidés en I'estrés oxidatiu disminuint els nivells d’anticossos anti-LDL oxidada i
incrementant l'activitat sérica de la paraoxonasa-1 (Marsillach J et al., 2007). Es desconeix
si I'estat prooxidant de la IRC pot influenciar en els efectes del tractament de 'anémia amb
eritropoetina sobre la massa ventricular esquerra.

4.8. Estrés oxidatiu i afectacié cardiovascular a lmsuficiéncia renal cronica

Existeixen nombroses evidéncies que confereixeestrés oxidatiu un paper fonamental

en I'hipertrofia cardiaca patologica i en la progressio a insuficiéncia cardiaca (Burgoyne J
et al, 2012).Les ROS es generen com un subproducte de la raépeatlular i el
metabolisme o per enzims especialitzades i estan involucrats en vies de senyalitzacié redox
gue s’ha vist que poden tenir tant un efectes moduladors tant en processos fisiologics com
patologics.La senyalitzacio redox es defineix com les modifimas d’oxidoreduccio,
especifiques i usualment reversibles, dels components de les vies de senyalitzacio cel-lular
(Forman HJ et al, 2004). Cada vegada i ha més evidencies de que les modificacions de les
proteines cel-lulars redox-depenents i les vies de senyalitzacié redox tenen un paper
important en el desenvolupament de la hipertrofia cardiaca (Burgoyne JR et al., 2012). En

el desenvolupament de la hipertrofia de les cél-lules miocardiques estan involucrades
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moltes vies de senyalitzacié que estan superposades i les especies reactives d’oxigen
modulen moltes d’aquestes vies (Mudd JO et al, 2008)(Shah AM et al, 2011).

Els efectes de senyalitzacié de ROS estan influenciats pel seu lloc de produccio, el tipus
d’espécie reactiva d’'oxigen, la concentracié a nivell local i les reserves antioxidants dels
diferents compartiments cel-lulars. Les fonts principals de ROS al cor i altres teixits son la
cadena de transport electronic mitocondrial, altres enzims mitocondrials i de les vies
metaboliques, la nicotinamida adenina dinucleotid fosfat (NADPH) oxidases (Noxs), i NO
sintetases desacoblades (NOS). Els senyals redox tenen un efecte fisiologic en la
diferenciacidé i proliferaci6 de les cel-lules miocardiques, en la excitacio-contraccio
muscular i en la regulacié del flux sanguini. Els ROS també un efectes patologics en
disfuncié contractil, disregulacié del calci, aritmies, apoptosis, fibrosi, hipertrofia
miocardica i en la dilatacié de les cameres cardiaques. També estan implicats en les lesions

d’'isquemia reperfusio i en les vies de protecci6é contra aquestes lesions.

Les ROS poden modular directament I'estat redoxedeniacromolecules i les vies de
senyalitzacié o poden exercir efectes indirectes, per exemple, per reacci6 amb NO i la
disminucio de la biodisponibilitat local de NO (Giordano FJ et al, 20B5).ROS que
intervenen en la senyalitzacié redox son principalment I'anié superoxid i el peroxid
d’hidrogen; també intervenen les espécies reactives de nitrogen (Pacher P et al, 2005).

Els sensors de les proteines responen als canvis de I'estat redox local amb canvis en la
conformacio, la estabilitat, interaccions mol-leculars i activitat que produeixen senyals de
transduccié. Les proteines tiols de cisteina i metionines son les dianes moleculars de
"senyalitzacié" ROS meés susceptibles en les cel-lules cardiaques. La cisteina condueix a

I'oxidacio intra o intermoleculars de la formacié de disulfurs o altres modificacions de tiol
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com la nitrosilacio (NO unit a proteina tiol) i glutatiolacié (un disulfur unit a una proteina
tiol amb glutatio). Altres modificacions redox postraduccionals frequents inclouen la
hidroxilacio de prolina i arginina, i la nitracio d'aminoacids aromatics (per exemple,
triptofan o tirosina). Aquestes modificacions poden afectar la conformacio, estabilitat i
funcio de les proteines.

Els ROS indueixen nombroses cinases i factors de transcripcié que activen senyals
hipertrofiques involucrades en la resposta hipertrofica miocardica, entre elles la tirosina
cinasa Src, PKC, Mapas, Ask-1 i Akt (Takimoto E et al, 2007)(Santos C et al,
2011)(Burgoyne et al., 2012). Per altra banda, I'estrés oxidatiu induit per espécies reactives
de l'oxigen esta associada amb la fibrosi cardiaca. La fibrosi cardiaca es caracteritza per la
proliferaci6 anormal de miofibroblasts cardiacs i un excessiu diposit de la matriu
extracel-lular i és la principal causa del deteriorament progressiu de la funcio i I'estructura
cardiaca en les malalties cardiaques croniques com hipertensio, malaltia coronaria, i
miocardiopaties (Tan LG et al., 2015). Els miofibroblasts cardiacs son el tipus cel-lular
cardiac que juga un paper fonamental en la fibrosi cardiaca. En resposta a estimuls com ara
citocines, hormones i I'estirament mecanic, els fibroblasts cardiacs es poden transformar en
els miofibroblasts cardiacs que presenten un augment de les seves propietats migratories,
proliferatives i de secrecid. Els miofibroblasts son la principal font de matriu extracel-lular
en la fibrosi miocardica (Souders CA et al, 2009). Les ROS estan significativament mes
elevades en els cors dels pacients i en models animals amb fibrosi cardiaca (Zhao W et al,
2006)(Droehner W et al, 2002). L'augment de ROS també augmenta la proliferacio de
miofibroblasts i la sintesi de la matriu extracel-lular (Lijnen PJ et al, 2012)(van Empel VP
et al., 2006)(Cheng T et al.,, 2003)(Burgoyne J et al., 2012). D'altra banda, les ROS

redueixen la degradacio de la matriu extracel-lular mitjancant la regulacié del nivell de
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metal-loproteinases de la matriu (MMPS) i l'inhibidor tissular de les metal-loproteinases
(Siwik DA et al, 2001) (Paoletti D et al, 2005)(Spinale F et al, 2007)(Sorescu D et al,
2002). Els ROS també activen I'apoptosi mitjancant la senyalitzacio de la cinasa -1 el
factor nuclearkB que esta implicat en la hipertrofia del miocit cardiac. A nivell
subcel-lular, els radicals lliures impedeixen el moviment de calci a través dels sarcolemma
per inhibicio de la bomba Na-K-ATPasa, de l'intercanviador Na-Ca i de la unio del calci, i
poden desacoblar el transport de calci de la hidrolisi de 'ATP, cosa que comporta una
depressio de la funcid contractil.

En la insuficiencia cardiaca s’ha evidenciat un augment de [I'estrés oxidatiu que es
caracteritza per un descens de l'activitat de la superoxid dismutasa (SOD), catalasa i
glutatié peroxidasa. Estudis en humans han confirmat la I'existéncia d’'una relacio estreta
entre I'estres oxidatiu i la severitat de la insuficiencia cardiaca i al disminucié de la
tolerancia al exercici, causat possiblement per una reduccié de l'activitat eritrocitaria de la
SOD. El pretractament amb vitamina D redueix l'estrés oxidatiu i augmenta els
mecanismes de defensa en la insuficiencia cardiaca. La utilitzacié de betablocants com el
carvedilol redueix la morbimortalitat dels pacients amb insuficiéncia cardiaca probablement
mitjancant les propietats antioxidants d’aquest farmac.

Per tot aix0, es probable que 'augment de l'estrés oxidatiu que s’associa a la uremia pugui
contribuir a la disfuncié miocardica que presenten aquests pacients, independentment de la
seva relacio amb I'arteriosclerosi.

D’'una banda, les hematies poden ser considerades com “antioxidants”, i I'anemia esta
considerada “per se” com un estat d’estrés oxidatiu. El tractament de 'anemia amb EPO en

pacients en hemodialisis capac de disminuir la generacié de radicals lliures. D’altra banda,
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es conegut que I'administracio de ferro per via parenteral en aquests pacients pot facilitar la
peroxidacio lipidica, cosa que pot contribuir a un empitjorament de I'aterosclerosi.

L’anémia cronica que presenten els pacients uremics pot tenir un doble paper en la
disfuncié cardiaca: en primer lloc, promouria I'aparicié d’insuficiencia cardiaca a per mitja
d'un augment de la despesa cardiaca, i en segon lloc, mitjancant d'una disminucio de la
reserva antioxidant. No existeixen estudis que relacionin I'estrés oxidatiu, la anemia, el
tractament amb EPO i la afectaci6 miocardica que presenten els pacients amb IRC

predialisi.

5. Inflamacid i hipertrofia cardiaca

La inflamacio cronica esta caracteritzada per lénoent de nivells dproteina C reactiva
(PCR). La proteina C reactiva €s una proteina pentamenntatizada en el fetge per
estimul de citocines inflamatories ( TNF, IL 1, IL 6). Es comporta com un reactant de fase
aguda.Hi ha evidencia que els pacients amb IRC tenen maecada activacié de la
inflamaciod, ja que un 30-50% dels pacients amb IRC tenen elevats diferents marcadors
d'inflamacié com proteina C reactiva (PCR), fibrinogen, interleucina 6 (IL-6), factor de
necrosi tumoral alfa, factor Vlic i factor Vllic, complex plasmina-antiplasmina, D-dimers i
mol-lecules d'adhesié E-selectina. VCAM-1 i ICAM-1 (Jofré et al, 208iguns estudis

han documentat I'increment de citocines inflamatories i nivells elevats de PCR i una
reduccié de l'aclariment de substancies proinflamatories en pacients amb IRC (Oberg BP et
al, 2004)(Menon V et al, 2003)(Iseki K et al, 1999). Els nivells de PCR estan elevats en els
pacients amb IRC i s'incrementen a mesura de disminueix la funcié renal (Liuzzo G et al.,
1994). La prevalenca de PCR en els malalts amb IRC es al voltant del 35 % i en els malalts

amb IRC en hemodialisi €s superior al 50 % (Stenvinkel P et al, 2002). La PCR s’ha
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demostrat que és tan bon predictor de risc cardiolascom la LDL. La PCR és un index
d’inflamacio que ara es creu que promou directament tots els estadis de la inflamacio inclis
la fractura de la placa. La PCR ultrasensible també és un predictor d’esdeveniments
recurrents en pacients amb malaltia coronaria coneg@adBCR és un marcador de totes

les causes de mortalitat cardiovascular tant en la poblacié normal con en els pacients amb
insuficiencia renal cronica (Cachofeiro V et al., 2008) (Weiner D.E et al., 2008).

En pacients hipertensos la sobrecarrega de prelsiccitocines inflamatories com la IL-6
activen senyals hipertrofiques cel-lulars del miocit que condueixen a la hipertrofia. Es
produeix I'activacio del receptors de citocines per via de ieogroteina (gp130).

La gpl30 és una proteina de membrana que actua coareaeptor en resposta les
citocines: la IL-6, la cardiotrofina-1 (CT-1) i el factor inhibidor de la leucémia (LIF),
capacos de promoure el desenvolupament d’hipertrofia cardiaca (Terrell M et al., 2006).
La IL-6 no es troba elevada en HC fisiologica i si en la patologica (lemitsu M et al, 2005), i
s'ha descrit per a tots els membres de la familia de la IL-6 que tant la seva produccié com el
seu efecte sobre la hipertrofia cardiaca és induit per angiotensina Il (Sano M et al.,
2000)(Sano M et al., 2001). La unio d'aquestes citocines al seu receptor eapadifeix

la dimeritzacio amb gp130 i aix0 activa a les cinases Janus (JAKSs), que activades fosforilen
al receptor i permeten l'activacié de via Ras/Raf/MAPK. Les JAK activades també
fosforilen i activen a membres de la familia STAT (transductor de senyals i activador de la
transcripcid) que es trasloquen al nucli i activen la transcripcié de gens directament
vinculats al desenvolupament d'hipertrofia cardiaca.

Per altre banda, alguns estudis han mostrat qua\ais elevats de PCR en els pacients
amb IRC soén predictors independents d’'increment de la masa ventricular esquerra (Cottone

S et al., 2007).
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Els nivells elevats de PCR post hemodialisi sén un factor predictor de reactivitat
proaterogenica i d’hipertrofia cardiaca. La PCR augmenta en paral-lel amb la hipervolémia,
d’hiperparatiroidisme i I'anémia, factors que causen hipertrofia ventricular esquerra i
malaltia cardiaca

6. Peptid natritiretic i hipertrofia cardiaca

Els péptids natritirétics son una familia d’hormoges juguen un paper molt important el
’homeostasi del sodi i del volum corporal: intervenen en el control de la dilresi, la
vasodilatacio i la natriiresi (Fassett RG et al., 2011). S’han identificat tres péptids
natridiretics: el peptid natritirétic atrial (ANP), el péptid natritiretic tipus B (BNP), i peptid
natridrétic tipus C (CNP) que tenen una estructura en anell de 17 aminoacids i tenen
accions dirigides a protegir I'organisme de I'excés de volum (lwanaga | et al, 2010).

L’ANP es produeix fonamentalment a les auricules. El BNP es produeix al miocardi
ventricular en resposta a I'estirament i tensié de la paret ventricular (lwanaga | et al., 2006).
El CNP també es sintetitza al miocardi. Es coneixen 3 tipus de receptores de superficie de
membrana per aquests péptids que es denominen RPN-A, RPN-B i RPN-C que contenen
una guanilatociclasa amb un domini d’'unié extracel-lular, una regié transmembrana i un
domini intracel-lular que conté la regi6 catalitica en el seu terminal carboxil (Hirose S et al,
2001).Els peptid natritiretics tipus A (ANP) i tipus B (BN§bn hormones d'origen cardiac

gue a mes de ser molt importants en la regulacio del volum sanguini i del to vascular (tenen
efecte diuretic, natriretic i vasodilatador i inhibitori sobre la secrecio de renina i la sintesi
d'aldosterona) actuen en el miocardi de manera autocrina/paracrina com a agents
antihipertrofics i antifibrotics. La secrecido de ANP i BNP és estimulada per I'estirament del
miocardi i exerceixen els seus efectes cardiovasculars en unir-se als receptors de tipus A

(NPRA) l'activaci6 augmenta la produccio de GMP ciclic. L'efecte antihipertrofic dels
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peptid natridretic és independent del seu efecteedalpressio arterial i ha estat demostrat

en nombrosos models experimentals, sent especialment importants els resultats obtinguts en
ratolins geneticament manipulats perque no expressin RPN-A que desenvolupen una
marcada hipertrofia cardiaca i en cultius de miocits cardiacs aillats de rates adultes i
nounades (Nishikimi T et al, 2006). EI ANP i el BNP regulen negativament la resposta
hipertrofica interferint amb diverses vies de senyalitzacié intracel-lular prohipertrofiques
com per exemple la via calcineurina-NFAT i la de les MAPK (Nishikimi T et al., 2006).

En resposta al estirament ventricular el pre proBNBcindeix com proBNP i es llibera

com hormona BNP activa (aminoacids 79 a 108) i un fragment inactiu, NT-proBNP
(aminoacids 1-76), en una relacio 1:1. L'augment dels péptids natritretics BNP y NT-
proBNP a serum s’ha associat en la poblacié general amb el grau de disfunci6 ventricular,
la gravetat de la insuficiencia cardiaca i a un mal pronostic (McCullough PA et al.,
2002)(Epshteyn K et al., 2003)(Maisel KS et al., 2002)(Xu R et al., 2014)(Kaffer K et al,
2014). ElI NT-proBNP és un bon marcador per la prediccié del primer esdeveniment
cardiovascular en la poblacié general, aixi com el risc d’ictus en pacients amb fibril-lacié
auricular (Kara K et al., 2015)(Hijazi Z et al., 2012). EI NT-proBNP té una vida mitja més
llarga i per tant els seus nivells poden ser més estables que BNP en cas d’estrés agut. Tant
el NT-proBNP com el BNP s’eliminen poc durant la sessié d’hemodialisi (Wahl HG et al,
2004) i el NT-proBNP sembla acumular-se en major mesura durant ’lhemodialisi (Ishizaka
Y et al., 1995)(McCullough PA et al, 2003).

En els pacients amb IRC predialisi el NT-proBNP i la proteina C reactiva d’alta sensibilitat
s’associen de forma independent amb un augment de la mortalitat per totes les causes
(Vickery S et al., 2008), cosa que també s’ha evidenciat en els pacients en dialisi (Apple F

et al, 2004). Tanmateix, el NT-proBNP, perd no el BNP, va ser predictor de mortalitat en
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pacients amb insuficiéncia cardiaca i FG inferior a 60 ml/min/17¢DeFilippi C et al,
2007). El NT-proBNP és un predictor de mortalitat en pacients amb IRC independentment
de la sobrecarrega de volum i la modalitat de dialisi (Paniagua R et al, 2010)(Svensson M

et al, 2009).
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B.- HIPOTESI

7. Hipotesi

La correccio de I'anemia amb EPO en pacients amb IRC predialisi podria tenir un efecte
beneficids en I'estructura cardiaca. Aquest efecte podria estar modulat per la inflamacio i
I'estres oxidatiu caracteristic dels pacients amb IRC. El peptid NT-proBNP podria tenir
influencia en la regressié de la massa cardiaca induida per la correccié de I'anemia amb
EPO amb aquesta poblacio.

Objectius concrets:

Objectiu general: Valorar els efectes beneficiosasdiovasculars de la correccié de
'anemia amb EPO en pacients amb IRC predialisi a curt i mig termini.

Objectius:

Valorar I'efecte de la correccido de I'anemia amb EPO en pacients amb IRC predialisi
sobre diversos parametres de I'estructura cardiaca (index de massa ventricular esquerre,
despesa cardiaca, funcio diastolica, funcio sistolica).

- Valorar la relacio entre la presencia d’'inflamacié i els efectes cardiovasculars del
tractament de 'anémia amb EPO.

- Valorar la influencia de l'estrés oxidatiu sobre I'estructura i funcio cardiaca en els
pacients amb IRC predialisi, avaluant la seva relacio amb els beneficis cardiovasculars
de la correccio de I'anémia amb EPO.

- Valorar la influencia del NT-proBNP sobre I'estructura i funcié cardiaca en els pacients

amb IRC predialisi, i la seva relacié6 amb els beneficis cardiovasculars de la correccio

de 'anémia amb EPO.
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8.0. Material i metodes:

8.1. Pacients.

Es van realitzar un estudi prospectiu que va incloure 72 pacients amb IRC predialisi
(estadis 3-5), amb nivells d’'Hb basal inferiors a 11 gr/dl i ferritina > 200 ng/dL i index de
saturacio de transferrina > 20 % que no hagueren estat tractats previament amb EPO. Els
pacients procedien de les consultes externes del Servei de Nefrologia de I'Hospital
Universitari de Tarragona Joan XXIIl i de Hospital de Jesus, Tortosa. Es va obtenir un grup
control d’individuus sans aparellats per edat i sexe per I'estudi de I'estrés oxidatiu facilitats
pel Departament de Farmacologia de la Universitat Rovira i Virgili, on es van processar les
determinacions analitiques d’estrés oxidatiu, ja que per la seva complexitat s’han de
realitzar el laboratoris especialitzats. El protocol d'estudi va ser aprovat pel Comité Etic de
I'Hospital Universitari de Tarragona Joan XXIII. Es va obtenir el consentiment informat de

cadascun dels pacients inclosos en I'estudi.

8.2. Procediments:

Tots els pacients van ser tractats amb eritropoétin@ana recombinant beta (EPO) a una

dosi inicial de 80-120 Ul/kg, subcutania, un o dos cops a la setmana. Posteriorment es van
ajustar les dosis per aconseguir mantenir nivells d’hemoglobina entre 12 i 13 g/dL. La
durada del tractament va ser de 6 mesos. Segons l'estat del ferro durant el tractament amb
rHUEpO beta es va administrar ferro endovends (ferro sacarosa —Venofer ® - o gluconat
ferric- Ferlecit ® -) per mantenir nivells serics de ferritina > 200 ng/dL i un index de

saturacié de transferrina > 20 %. Durant la realitzacié de I'estudi, els pacients varen

61



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

BENEFICIS CARDIOVASCULARS DE LA CORRECCIO DE L'ANEMIA AMB ERITROPOETINA EN ELS MALALTS AMB INSUFICIENCIA RENAL
CRONICA PREDIALISI. INFLUENCIA DE L'ESTRES OXIDATIU, LA INFLAMACIO I EL NT-PROBNP

Luis Marcas Vila

continuar la seva dieta habitual i es va ajustar la seva medicacié hipotensora per mantenir
controlada la tensi6 arterial.

Es va excloure de I'estudi aquells pacients que es va preveure que poguessin requerir dialisi
en menys de 1 any, aquells amb una esperanca de vida < a 6 mesos, hipertensié severa o0 no
controlada, neoplasia associada, historia de convulsions, malaltia valvular cardiaca que
pogués requerir cirurgia, infart de miocardi, cirurgia i/o angioplastia cardiaca en els tres
mesos previs a 'estudi, insuficiencia cardiaca congestiva ( classe IV ), malaltia isquémica
cardiaca o aritmia severa no controlada, tractament amb androgens, i pacients amb edat

inferior a 18 anys o superior a 80 anys.

8.3. Metodologia:

En tots els pacients es va procedir a:

8.3.1.- Determinaci6 de variables demografiques, olfues i terapéutiques:

Es van determinar I'index de massa corporal(IM@)tehsio arterial que es va mesurar
amb un monitor oscil-lométric automatitzat (OMRON 705 CP, HealthcareGMBH,
Hamburg, Germany), amb el pacient assegut després de 5 minuts de repos, segons les
recomanacions de les Societats Europees d’Hipertensio i de Cardiologia. Es va definir
hipertensio arterial (HTA) com tensio arterial sistolica (TAS) de 140 mm Hg o major,

tensio arterial diastolica (TAD) de 90 mm Hg o major, o estar amb tractament hipotensor.
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8.3.2.- Determinacions analitiques convencionals:

Es van determinar calci, fosfor, fosfatases alca)iRdH (quimioluminescencia ), albimina
plasmatica, hemograma complert, Orina de 24 hores ( proteinudria quantitativa, sodi ).

8.3.3. Determinacié de parametres de funcié renal:

Es va determinar la creatinina (métode colorimé&teclaffé modificat), i filtrat glomerular
estimat mitjancant la férmula de Gault-Cockroft.

8.3.4. Determinacioé de marcadors inflamatoris:

Es van determinar la interleucina-6 (IL-6) d’altanséilitat i la proteina C reactiva (PCR)
d’alta sensibilitat. La IL-6 es va determinar mitjancant el métode d’ELISA no competitiu
(immunoassaig enzimatic tipus sandwitch). Es va utilitzar el kit comercial Human IL-6
Quantikine HS High Sensitivy (R&D Systems, Lille, France). La sensibilitat de métode va
ser de 0,016 pg/mL i els coeficients de variacio intra i interassaig varen ser menors de 7,8
% i 9,6 % respectivament. La PCR va ser determinada en mostres de sérum mitjancant el
meétode immunonefelométric (N High Sensitivity CRP ) en el nefelometre (BNII de Dade
Behring). La sensibilitat va ser del 0.175 mg/L, amb coeficients de variacio intra-assaig i

inter-assaig menor de 4,4 % i 5,7 % respectivament.

8.3.5.- Determinaci6 dels nivells de NT pro-BNP:

Per mesurar els nivells de NT pro-BNP en serum eatiitzar I'analitzador automatic
Roche Elecsys 2010 ( Kit Elecsys ® pro-BNP, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanya)
mitjancant electroquimioluminiscéncia. El coeficient de variacio intra-assaig €s de 0.9-3 %

i inter-assaig de 2.2-5.8 %. L’interval de medicio és de 5-35000 pg/mL.
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8.3.6. Determinacio6 de parametres indicadors de I'egs oxidatiu.

a) En eritrocits:

1) Glutatio-S-transferasa (GST) total. (Habig WH, et al 1974).

2) Glutatié-S-transferasa (GST) termostable.(Habig WH, et al,
1974).

3) Glutatié reduit (GSH) (Hissin & Hilf, 1976)

4) Glutati6 oxidat (GSSG), (Hissin & Hilf, 1976)

5) Superoxid dismutasa (SOD) (Misra & Fridovich, 1972)

6) Catalasa (CAT), (Cohen, et al, 1970)

7) Glutatié peroxidasa (Gpx), (Wheeler, et al, 1990)

8) Glutatié reductasa (GR), (Wheeler et al., 1990)

9) TBARS (indicadors de peroxidacié lipidica) (Buege JA, 1978
modificat per deteccio fluorimeétrica).

10)Test d’hemolisi.(Farrell et al. 1977)

b) En plasma:
1) GSH, (Hissin & Hilf, 1976)
2) GSSG, (Hissin & Hilf, 1976)

3) TBARS, (Buege JA, 1978 modificat per deteccio fluorimetrica).
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8.3.7. Estudis ecocardiografics:

Es va realitzar un estudi ecocardiografic estandar Doppler color en modo 2D i M guiat per
2D, amb un aparell Diasonic 800 Vingmed Sound (Horten, Noruega), utilitzant un
transductor de 3.5 MHz. Els estudis es van realitzar i analitzar pel mateix ecografista.
L’estudi es va realitzar via paraesternal, pla longitudinal i transversal, i via subcostal, pla
apical de dos i quatre cambres.

Es calcularen els seglients parametres:

D’acord amb les recomanacions de I'’American Society of Ecocardiography, es varen

determinar:_diametre telesistolic del ventricle esquéM¥TDVE), diametre telediastolic

del ventricle esquerrd DTSVE), gruix del septe interventricul@i1V), gruix de la paret

posterior del ventricle esquerre,PP ), mida de l'auricula esquerra, ( AE), diametre de

I'arrel aortica, ( AO ), fraccié d’escurcament, ( FS)

La massa ventricular esque(MVE) es va calcular amb la seguient férmula:

MVE = 0.8x1.04 [(DTDVE+TIV+PP}DTDVE?|+0.6

L’'index de massa ventricular esque(tslVE) es va obtenir després de la correccio per

I'alcada corporal expressada en §/m

IMVE = MVE / talle’

IMVE = 0.8x1.04 [[DTDVE+TIV+PP}DTDVE?+0.6 / tall&”’
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El gruix relatiu de la pardGRP) va ser calculat mitjancant la segiient formula:

GRP =2*(PPcm/DTDVE cm) .

La hipertrofia ventricular esquer¢lVE) es va definir com 'lMVE major de 49 gfrhen

homes i major de 47 gfm en dones

Els patrons geométrics ventriculars definits com geometria normeahodelacio

concentrica(IMVE normal i GRP disminuit), hipertrofia concéntrica (IM\HEgmentat i

GRP augmentat), i hipertrofia excentrigdVE augmentat i GRP disminuit), es van

calcular amb la relaci6 entre els valors de 49°gfimomes) / 47 g/@’ (dones) i 0,45 per

'IMVE i GRP, respectivament.

Als 6 mesos de tractament amb rHUEPO beta, els pacients varen ser classificats com a

malalts_“"responedorssi I'lMVE disminueix> 10 % o com a “no responedors‘'IMVE

disminueix < 10 % o augmenta en relacio als valors basals.
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8.3.8.- Ecocardiograma-Doppler d’ona polsada:

L’eco-doppler guiat bidimensionalment es va utilitper I'estudi del flux d’entrada del
ventricle esquerre i es van gravar els perfils de velocitat del ventricle esquerre en el punt de
maxima velocitat precog.

Els parametres de funcio diastolica mesurats varen ser:

a) Velocitat pic de I'ona d'ompliment passiu preco¢ del ventricle (ona E) en
metres/segon (m/s), prenent com a referencia la velocitat del flux maxim en diastole
precog.

b) Temps de desacceleracio de I'ona E (TDOE), definit com el temps transcorregut des
del pic de I'ona E fins I'encreuament de la linia de descens de I'ona E amb la linia
basal.

c) Velocitat pic de I'ona de contracci6 auricular esquerra (ona A) en m/s, prenent com
a referencia la maxima velocitat de flux en telediastole (després de la ona p de
'ECG).

d) index E/A com un index de la relativa contribucié de l'auricula a I'ompliment
ventricular esquerre.

e) Temps de relaxacié isovolumetrica del VE (TRIV), definit com el temps
transcorregut entre el tancament de la valvula aortica mesurat per doppler fins 'inici
de I'ona E del flux mitral.

L’alteracio de la relaxacio del ventricle esquerre (disfuncié diastolica) es va identificar pel
temps prolongat de la relaxacié isovolumétrica ( < 100 mseg ) o el temps de desacceleracio

(> 250 mseg), aixi com la disminuci6 del ratio E/A (<1).
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8.3.9.- Definicié de variables:

Per tal de poder establir les relacions i correlacions entre les diferents variables recollides,
es van utilitzar les dades cliniques, les determinacions analitiques realitzades i les dades
ecocardiografiques es varen definir les diferents variables a utilitzar de la manera seguent:

8.3.9.1. Dades cliniques:

-Hipertensio arterial: tensio arterial sistolica (TAS) 140 mm Hg o major, i/o tensié arterial
diastolica (TAD) de 90 mm Hg o major, o rebre tractament hipotensor.

-Habit tabaquic: es va dividir en dos grups: 1) fumadors, 2) ex-fumadors i/0 no fumadors.
-Microalbumindria: excrecio urinaria d’albumina entre 30-300 mg/dia.

-Etiologia de la malaltia renal: 1) glomerular, 2) tabulo-intersticial, 3) vascular i 4) no
filiada.

-Estadi de la IRC: Segons els valors del filtrat glomerular expressat en ml/min per 1,73
m?: estadis del 1 al 5 (21190, 2:60-89, 3:30-59, 4:15-29, 5:< 15).

-Estat inflamatori (El) : quan els nivells basals dels parametres inflamaé&staven per

sobre de la mitjana del grup. EI: PCR>25mg/L i/o IL-6 >2,3 pg/ mL
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8.3.9.2. Parametres ecocardiografics:

Massa ventricular esquerra(MVE) es va calcular amb la seguent férmula:

MVE = 0.8x1.04 [[DTDVE+TIV+PP}DTDVE>]+0.6

index de massa ventricular esquerraIMVE) es va obtenir després de la correccié per

I'alcada corporal expressada en §/fMVE = MVE / tall&’

- Hipertrofia ventricular esquerre: a partir dels indexs de massa ventricular esquerra es

va considerar hipertrofia ventricular els valors de iIM¥YEB9,2 g / m 2,7 en homes i de
IMVE >46,7 g/ m 2,7 en dones243.

- Gruix relatiu de la paret (GRP) va ser calculat mitjangant la seguent formula:

GRP = 2 * (PP cm / DTDVE cm) .

- Volum ventricular (VV): es va calcular mitjan¢ant la formula:

VV= (VTDVE)3x 0,001047 / superficie corporal

Patrons d’estructura o geometria cardiacadividits en 4 grups:
es van calcular amb la relacié entre els valors de 49’gtomes) / 47 g/ ( dones ) i
0,45 per 'IMVE i GRP, respectivament.

geometria normalIMVE normal i GRP normal),

remodelacié concentrigdVE normal i GRP disminuit),

hipertrofia concentricMVE augmentat i GRP augmentat), i

hipertrofia excentrica(IMVE augmentat i GRP disminuit),

Disfuncio diastolica o alteracio de la relaxacié del ventricle esquerre, segons els criteris de

TRIV >100 i/o de TDOE >250 i/o E/A <1.
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Malalts responedors:si la MVE als 6 mesos de tractament amb EPO va disminuir > 10%
respecte als valors basals.
Malalts No-responedors:si la MVE va augmentar o va disminuir < 10% respecte als

valors basals.

8.3.10.- Obtencio, preparacio i conservacio de lesostres
8.3.10.1. Tub d’heparina-liti

El plasma i els eritrocits es van separar centrifitigiarant 15 minuts a 850 g i a 4°C. El
plasma sobrenedant es va extreure tenint en compte de no aspirar la fina capa de leucocits
gue el separa dels eritrocits. Els leucocits es van descartar. Els eritrocits es van rentar dues
vegades amb sérum fisiologic centrifugant 5 minuts a 1300 g i a 4°C.

Es van precipitar dos mil-lilitres de plasma amb TCA (Acid Tricloracétic Panreac
ref.131067) al 70 % i fred, en una concentracié final del 10 % per tal d’extreure les
proteines de la mostra i conservar-la en un medi acid i evitar 'oxidacio. La barreja es va
agitar i es va guardar a 4°C durant uns 20 minuts. Passat aquest temps es va separar el
precipitat centrifugant a 850 g 10 minuts a 4°C. El sobrenedant es va aliquotar en tubs de
microcentrifuga tipus eppendorf i es va guardar al congelador (-20°C) per determinar el
glutatio reduit i oxidat posteriorment.

Una suspensié 1:20 amb PBS (8 g/l NaCl Prolabo ref.27810295, 0,2 g/l KCI Panreac
ref.141494, 2 g/l Na2HPO4 Panreac ref.131679, 0,15 g/l KH2PO4 Panreac ref.131509, pH
7,4) dels eritrocits rentats es va utilitzar per fer el test d’hemalisi.

Per determinar la GST, els eritrocits restants es van llisar amb 20 volums de tampo fosfat

Na 10 mM (Na2HPO4 Panreac ref.131679 — NaH2PO4 Panreac ref. 131677) pH 6,25
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EDTA 1 mM, i 'hemoglobina es va separar barrejant la preparacio hemolisada amb
Sephadex 1:100 (Sephadex CM50 Pharmacia Biotech ref.17-0220-01) durant 3 minuts i
amb agitacio suau constant. Després de centrifugar-ho a 1300 g durant 10 minuts a 4°C, la
GST es concentra en el sobrenedant, mentre que I'hemoglobina queda retinguda en el
pel-let amb el Sephadex. La preparacido hemolisada amb hemoglobina també va servir per
obtenir les mostres per poder determinar el glutatio reduit i oxidat i les TBARS. El
processament de la mostra va ser el seguent: 3 ml es van precipitar amb TCA al 70 % en
fred a una concentracio final del 10 %, la barreja es va agitar energicament i es va deixar 20
minuts a la nevera (4°C). Després es va centrifugar a 850 g i a 4°C durant 10 minuts. El
sobrenedant es va dividir en dues parts, 2 ml en un tub per determinar les TBARS i la resta
en un tub de centrifuga tipus eppendorf per determinar el GSH i GSSG de la fraccio
eritrocitaria de la sang. Ambdues aliquotes es van guardar a —20°C mentre se n’esperava la
determinacio. La sang total d’aquest tub es va utilitzar per determinar I'hnematocrit i

I’'hemoglobina.
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8.3.10.2. Tub dEDTA

El plasma i els eritrocits es van separar centriitiglarant 15 minuts a 850 g i a 4°C. El
plasma sobrenedant es va extreure tenint en compte de no aspirar la fina capa de leucocits
gue el separa dels eritrocits. Els leucocits es van descartar. Es van aliquotar 80 pl de plasma
en un tub de centrifuga tipus eppendorf per determinar posteriorment els productes de la
peroxidacio (TBARS). La resta de plasma aixi com I'eppendorf es varen congelar a — 20
°C. Els eritrocits es van rentar de la mateixa manera que s’ha descrit a l'altre tub. Les
cel-lules vermelles es van sotmetre a dos processaments diferents:

En primer lloc 500 pl es van dipositar en un tub que es va congelar i descongelar dues
vegades a — 20°C i s’hi van afegir 5 volums d’aigua destil-lada freda per acabar de llisar els
eritrocits. Es va extreure I’'hnemoglobina amb una solucié d’etanol: cloroform (6,25:3,75).
Després d’agitar la barreja energicament i centrifugar-la 5 minuts a 1900 g

a 4°C, la SOD es trobava en la fase del sobrenedant i es va aliquotar en un tub de
centrifuga tipus eppendorf que es va guardar a 4°C. En segon lloc, 250 pl dels eritrocits
rentats es van diluir 1:20 amb aigua bidestil-lada per obtenir el producte hemolisat que
conté els enzims CAT, GPx i GR. D’aquest producte se’n van separar 100 pl per
determinar la CAT i la resta per determinar la GR i la GPx. Les dues mostres es van

congelar a — 20°C fins al moment de ser processades.
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8.3.11.- Determinaci6 de I'hematocrit i ’lhemoglobia
8,3.11.1. Hematocrit

Els valors de ’hematocrit es van obtenir utilitzeatcapil- lars que s’omplien de sang
total i es centrifugaven a temperatura ambient. Cada mostra es va fer per duplicat i els
resultats es van expressar com a percentatge d’eritrocits en sang total.

8.3.11.2.Hemoglobina

La quantitat d’hemoglobina continguda en sang tetala determinar mitjancant la reacci6

de Drabkin (QCA ref.994933) que mescla la sang total amb 250 volums del reactiu.
Després d’'una espera de 20 minuts a temperatura ambient, la mostra es va llegir en un
espectrofotometre (Perkin EImer Lambda 2) a 540 nm. El que llegeix l'espectrofotometre
prové de l'oxidacio de I'hemoglobina a metahemoglobina i la conversié d'aquesta a
cianometahemoglobina. Cal construir una recta estandard de concentracié: absorbancia.
Cada mostra es va fer per duplicat i el resultat es va expressar amb grams d’hemoglobina
per cada 100 ml de sang. La determinacio de I'hnemoglobina té com a objectiu poder referir

tots els altres parametres per gram d’hemoglobina.
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8.3.12. Determinacions enzimatiques:
8.3.12.1. Superoxid dismutasa

L’activitat enzimatica es va mesurar mitjancant @tade de Misra i Fridovich (J Biol
Chem, 1972) basat en I'autooxidacio de I'epinefrina.

Els superoxids formats oxiden I'epinefrina formant I'adrenocrom. Aix0 es pot seguir
espectrofotometricament a 480 nm. La SOD transforma els superoxids fins a peroxid
d’hidrogen i oxigen i aixi evita la formacié d’adrenocrom. El primer pas és avaluar la corba
d’autooxidacio de I'epinefrina. Per aixo es van barrejar 2,5 ml del tamp6 Na2CO3 (Merck
ref.6392) - NaHC®@ (Probus ref.2030) 50 mM pH 10,2 EDTA (Titriplex®Ill Merck
ref.8418.0100) 0,1 mM amb 300 pl d’aigua bidestil-lada i 200 ul d’epinefrina 6mM (Sigma
ref.E-4375) en HCI 1mM. La lectura es va fer cada 40 segons i durant 23 min a 30°C en un
espectrofotometre (Perkin Elmer Lambda 2) a 480 nm. Seguidament es van fer les dilucions
apropiades de la mostra per tal de trobar la concentracid que inhibeix el 50 % de la
formacié de I'adrenocrom4j). A la cubeta es va barrejar 2,5 ml de tampd, 300 pl de les
dilucions corresponents i 200 pl depinefrina, i la lectura es va realitzar a
I'espectrofotometre com s’ha descrit anteriorment. El resultat es va expressar en unitats/g
Hb, on una unitat és la quantitat de mostra que inhibeix en un 50 % la transformacié de

I'epinefrina en adrenocrom a pH alcali.
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8.3.12.2. Glutatid6 S-Transferasa

L’activitat de la GST es va mesurar amb el metodelalaig i col-Is. (Journal of Biological
Chemistry, 1974). L'enzim es va determinar mesurant la velocitat de formacié del conjugat
dinitrofenilglutati6 a partir del GSH i del CDNB. La reaccido contenia 1-clor-2,4-
dinitrobenze 30 mM (CDNB Sigma ref.C-6396) i GSH 30 mM (Glutathion Sigma ref.G-
4251) com a substrats de tots els isoenzims de la GST. Es va utilitzar un tamp6 fosfat Na
10 mM pH 6,25 EDTA 1 mM. L’hemolisat lliure d’hemoglobina es va dividir en dos tubs.

Un es va fer servir per determinar I'activitat GST total i 'altre per determinar la fraccié
termoestable de la GST. Per assolir aquest objectiu, una porcié es va mantenir a 4°C mentre
gue l'altra es va escalfar a 52°C durant 25 minuts. La dilucié de la mostra a la cubeta va ser
1:6 en el cas de la determinacié de l'activitat enzimatica total i 1:3 en el cas de la
termostable, en un volum final de 3 ml per cubeta. En cada cubeta es van posar 100 pl de
GSH i després d'una incubacioé de 5 minuts, s’hi van afegir 100 ul del substrat electrofilic
CDNB. Es va determinar també la formacié espontania de conjugats, és a dir, sense la
intervencio de la GST.

L'activitat es va calcular monitoritzant en un espectrofotometre (Perkin Elmer Labda 2)
lincrement d’absorbancia a 340 nm (coeficient d'extincié molar=9;&nM) realitzant
lectures cada 60 s durant 5 minuts en total. Es va calcular I'increment/minut de l'activitat
GST total i de la termostable expressada en pmol/min/g Hb (fa referencia als pmols de
CDNB conjugats). També es va calcular el percentatge de GST termostable sobre la total i

s’anomena % de GST residual.
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8.3.12.3. Glutatio peroxidasa

A partir de la preparacio de 'hemolisat 1:20 es fearles determinacions dels enzims GPXx,

GR i CAT. Tant la GPx com la GR es van determinar seguint el métode descrit per Weeler
i col-1s. (Analytical Biochemistry, 1990) que valora el nivell de desaparicio del NADPH o
NADP".

En una cubeta de 3 ml es van barrejar 1,8 ml de tamp¢ fosfat potassRQMranreac
ref.131509 - KHPO, Probus ref.1461) 100 mM pH 7,5 EDTA 0,5 mM amb 12@le
I'hemolisat 1:20. Tot seguit, s’hi van afegir 80de NADPH (Sigma ref.N-7505) 20 mM,

100 ul de GSH 60 mM i 4l de glutatié reductasa (GR Fluka ref.49755) que aporten 1 U
de glutatié reductasa per cubeta. La barreja es va incubar 5 minuts a 37°C, després s’hi van
afegir 100ul d’hidroperoxid de Cume (Sigma ref.B-2633) 36 mM. La lectura es va fer a
340 nm en un espectrofotometre (Perkin Elmer Lambda 2) cada minut durant 5 minuts;
aixo ens va permetre veure la desaparicié6 del NADPH (coeficient d'extinci6 molar 6,22
mM“*cm?).

Es va calcular el decrement/minut i els resultats es van expreggapnk#min/g Hb (tmols

de NADPH transformats).
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8.3.12.4. Glutatio reductasa

En una cubeta de 3 ml es van barrejar 1,8 ml de daiogfat potassic descrit ja en el
meétode de la GPx, 120 pl de 'hnemolisat 1:20 i 100 pl de glutatio oxidat 75 mM. Després
d’'incubar durant 5 minuts a 37°C, s’hi van afegir 30 ul de NADPH i es va Llegir
immediatament a I'espectrofotometre en les mateixes condicions que en la determinacio de
la GPx. El que veiem ara, pero, és la generacié de NAaDgartir del NADPH durant la
reduccié del GSSG (Goldberg, Methods of Enzymatic Analysis, 1983). Es va calcular
I'increment/minut i els resultats es van expressapm@ol/min/g Hb (mols de NADP

generats).
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8.3.12.5. Catalasa

Per determinar la catalasa es va utilitzar el metdeleCohen i col-Is. (Anal Biochem,
1970). Amb els 100 pl d’hemolitzat 1:20 que s’havien guardat al congelador es va fer una
dilucié 1:5 addicional amb aigua destil-lada. En una cubeta de quars de 3 ml es van barrejar
2,980 ml d’'HO;, (solucio de peroxid d’hidrogen Merck ref.8599) 19 mM (amb tampo
fosfat potassic 100 mM (KiPOs- KoHPOy) pH 7,5) amb 20 pl de la mostra. El que
interessa és veure el grau de desaparicié del peroxid d’hidrogen en els primers 30 segons.
Per fer-ho, es va utilitzar un espectrofotometre (Perkin Elmer Lambda 2) amb lectura a 240
nm.

Es va calcular el decrement/minut i els resultats es van expressar en mmol/min/g Hb (fa

referéncia a mmol deJ@, transformats).
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8.3.13. Determinacio de I'equilibri glutatié oxidat/reduit

L’equilibri GSSG/GSH es va mesurar per fluorimetamb el métode d’Hissin i Hilf
(Analytical Biochemistry, 1976) amb I'ajuda d’un espectrofluorimetre (Perkin Elmer LS
50B) a una longitud d’ona d’excitacio de 350 nm i 420 nm de longitud d’ona d’emissio.

8.3.13.1. GSH

El glutatié reduit reacciona amb I'O-phtalaldehidPOMerck ref.11452) a un pH de 8. La
mostra, que es tenia congelada en un medi acid, es va diluir 1:10 amb un tamp0 fosfat sodic
(Nax HPQ, Panreac ref.131679 - NalPO, Panreac ref.131677) pH 8 100 mM i EDTA 5

mM. Es va fer una segona dilucid, en aquest cas 1:20, a la cubeta de reacci6 amb mostra
(100 ul) i tampé fosfat sodic (1,8 ul). S’hi van barrejar 100 pl d’OPT i després d’una
incubacié de 15 minuts es va fer la lectura al fluorimetre amb les condicions especificades

al comencament d’aquest apartat.

8.3.13.2.- GSSG

El glutatié oxidat també reacciona amb I'OPT i dfimarescencia, pero a pH 12. A pH 8,

com ja s’ha comentat, el GSH reacciona amb I'OPT; ara bé, per sobre d’aquest pH, el GSH
s’oxida i aix0 ens faria augmentar el valor del GSSG. Per tant, el primer que es va fer per
determinar el glutatido oxidat va ser incubar la mostra amb N-etilmaleimida (NEM Merck
ref.1308) durant 25 minuts, la qual cosa en va impedir I'oxidacié. Després es va diluir 1:10
amb el tamp6 NaOH 0,1 N que ens va aportar el pH basic desitjat. La mostra es va tornar a
diluir, aquest cop 1:20, a la cubeta, s’hi va afegir I'OPT i, després d’'una incubacio de 15

minuts, es va fer la lectura al fluorimetre amb les condicions ja descrites. Es important, en
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cada sessio, afegir un estandard o una recta estandard si els tampons sén nous, que ens
validi els resultats obtinguts per poder determinar la concentracié de la mostra. Els resultats
es van expressar en pmols/g Hb i nmols/ml plasma, i la relacié entre tots dos parametres es
calcula mitjancant el quocient entre el valor del GSSG i el del GSH. També cal tenir la
precaucié de posar un duplicat per cada mostra sempre que sigui possible, en totes les

determinacions.
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8.3.14. Determinacio dels productes de la peroxidacio lipidica: TBARS

Les TBARS es van determinar amb el métode de Buégesti (Methods in Enzymology,

1978) pero mesurant la fluorescéncia en un espectrofluorimetre Perkin Elmer LS 50B a 515
nm de longitud d’ona d’excitacio i 548 nm de longitud d’onad’emissio, tal com descriuen
Richard i col-Is. (Clinical Chemistry, 1992).

Primer de tot, es van diluir les mostres amb sérum fisiologic. En el cas dels eritrocits es va
fer una dilucio 1:2 i pel plasma se’'n va fer una 1:50. Seguidament, es va barrejar 1 ml de la
mostra diluida amb 2 ml d’'una soluci6 TCA-TBA-HCI: acid tricloracetic al 15%, acid
tiobarbitaric al 0,375 % (Merck ref.8180) i acid clorhidric 0,25 N (Probus ref.17750 35 %).
Aquesta barreja es va posar 15 minuts a ebullicié (100 °C) i es va refredar amb gel. Després
es va centrifugar a 1900 g durant 10 minuts a 4°C.Finalment, es va recollir el sobrenedant
gue es va llegir al fluorimetre. L'estandard utilitzat va ser el bis-dietilacetal malonaldehid
(d=0,92 kg/l) en diferents concentracions. La recta obtinguda va servir per determinar la

concentracio de la mostra. Els resultats es van expressar en nmols/g Hb i nmol/ml plasma.
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8.3.15.- Determinacio de la susceptibilitat d'oxidad: Test d’hemalisi

El test d'hemolisi utilitza una solucié de peroxididrogen per coneixer la resisténcia

dels eritrocits a I'hemolisi. Per dur a terme aquest test es treballa amb eritrocits nets diluits
1:20 amb PBS (Farrell i col-Is., J Clin Invest, 1977).

Per saber 'hemolisi espontania que es produeix, els eritrocits 1:20 es van diluir, de nou,
1:2, en PBS fins a un volum total de 600 pl (tub 1). En un altre tub (tub 2), es van fer
reaccionar 300 pl de la dilucié d’eritrocits amb un 2 % de peroxid d’hidrogen en un volum
total de 600 pl per veure la resistéencia de les membranes a I'hemolisi. |, finalment, per
saber I'hemolisi total de la mostra, es van posar 300 ul de la dilucié 1:20

d’eritrocits i 3,8 ml d’aigua destil-lada (tub 3). Els tubs 1 i 2 es van fer per triplicat per
saber el resultat als 60, 120 i 180 minuts d’incubacié a 37 °C. El tub 3 representa I'hnemolisi
total de la mostra que en els calculs es considera d’un 100%. Després de la incubacié de 60,
120 o 180 minuts es va afegir el PBS necessari perque tots els tubs tinguessin un volum
final de 4,1 ml. Es van centrifugar durant 3 minuts a 500 g a temperatura ambient per
sedimentar els eritrocits que hi restaven. La lectura de les cubetes es va realitzar en un
espectrofotometre Perkin EImer Lambda 2 a 405 nm de longitud d’ona.

Els resultats es van expressar com a % d’hemolisi. Aquesta quantitat indica la feblesa de la
membrana dels eritrocits, mitjangant la mesura de I'hemoglobina alliberada per les cél-lules
vermelles, eliminant la que s'allibera per efectes de la tecnica, i respecte a I'hemalisi total

obtinguda en el tub 3.
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9. Analisi estadistica:

L’analisi estadistica es va realitzar amb el pagstadistic SPSS/PC + (IMC, Chicago,

IL). En primer lloc es va analitzar el tipus de distribucié que van presentar les variables
guantitatives incloses en l'estudi. A tal fi, es va utilitzar el test de normalitat de
Kolmogorov-Smirnov. Els valors s’han expressat com a mitjana aritmeética + desviacio
estandard per les variables amb distribucié normal i mitjana i rang per les variables que es
desvien de la distribuciéo normal. Per comparar les variables categoriques es va utilitzar el
test dex” Les comparacions entre les mitjanes de les variables amb distribucié normal es
van realitzar amb la prova T de Student tant per mostres independents com a mostres
relacionades. Per comparar les variables quantitatives no normals es van utilitzar les proves
no parametriques: la U de Mann-Whitney per les mostres independents i la prova de
Wilcoxon per les mostres relacionades. Per les correlacions entre les diferents variables es
va utilitzar la P de Pearson si la distribucioé era normal i la P de Spearman si la distribucié
era no normakEs va realitzar la transformacio logarimica del NT-proBNP per analitzar les
correlacions amb els parametres ecocardiografics i 'IMVE. Es va crear un analisis de
regressio logistica multivariant incorporant les variables associades al IMVE en l'analisi
univariant per determinar factors predictors independents de regressio de la hipertrofia
ventricular esquerra. Altres variables com el ratio redox GSH es van incloure a priori en el
model en base a la seva significacio clinica com a index d’estatus oxidatiu de I'organisme

en la seva totalitat. Es van considerar estadisticament significatius valors de p < 0,05.
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10. Resultats:

10.1. Caracteristiques generals basals
10.1.1. Caracteristiques dels pacients:

Es van excloure de I'estudi 27 pacients a causacdimtractament amb hemodialisi (10),
estudi ecocardiografic incomplert per mala finestra ecocardiografica (11), reacci6 al-lergica
a rHUEPO beta (1), exitus (2), neoplasia (1), i resisténcia al tractament amb rHUEPO beta
(2). El grup final va incloure un total de 49 pacients (23 homes i 26 dones) amb una edat
mitjana entre 63,8 + 11,6 anys. Catorze pacients eren diabétics (28,6%) i trenta quatre
pacients (69,4 %) estaven en tractament amb algun blocador del sistema renina-
angiotensina (IECA i/o ARA -II ). Quaranta set pacients eren hipertensos amb tensions
arterials sistoliques de 148,3 + 18,5 mm Hg i tensions arterials diastoliques de 79,6 + 9,3
mm Hg.

D’acord amb les guies de practica clinica de la National Kidney fundation, tots els pacients
presentaven insuficiencia renal cronica en diferents estadis: tres pacients en estadi lll, vint-
i-quatre en estadi IV, i vint-i-dos en estadi V. Les diferents causes etiologiques de la
malaltia renal cronica en el nostre grup de pacients varen ser: dotze vasculars (24,5 %), vuit
glomerulars (16,2 %), tretze intersticials-malaltia quistica (26,5 %), onze diabétiques

(22,4%), i cinc de causa desconeguda
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10.1.2. Caracteristiques de la poblacié d’estudi:

Taula 4. Caracteristiques demografiques

Variable

Sexe (H/ D):

23/26

Edat (anys)

63,8+11,6

Etiologia de la IRC

Diabetis mel-litus

14 (28,6%)

HTA 47(95,8 %)
IECA i/o Ara-Il : 34(69,4%)
Estadis d’IRC: 3(3), 4(24), 5(22)
N © d’Hipotensors 1,98 £0,14
Sistolica basal, mm Hg 152,2 + 23,7
Diastolica basal, mm Hg 79,1+11,0
index massa corporal basal 27,4 + 4,838
Taula 5: Tipus i frequéncia de farmacs.

Tipus de farmacs Nombre Percentatge
Hipotensors

IECA i/lo ARA I 34 69,4
IECA 19 38,8
ARA-II 15 30,6
Antagonistes del calci 29 59,2
Vasodilatadors 1 2
Dilretics 19 38,8
Beta blocadors 11 22,4
Antagonistes alfa 16 32,7
Altres farmacs

Estatines 10 20,4
Antiagregants plaquetars 5 10,2
Antidiabétics orals 6 12,2
Insulina 8 16,3
Quelants amb calci 15 30,6
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Taula 6: Tipus de farmacs hipotensors.

Nombre de farmacs Nombre de pacients Percentatge
hipotensors

0 1 2

1 19 8,2
2 4 38,8
3 13 26,5
4 12 24,5
Taula 7: Etiologia de la IRC.

Etiologia Nombre Percentatge
Diabética 11 22,5
Vascular 12 24,5
Glomerular 18 16,3
Intersticial 13 26,5
No filiada 5 10,2
Taula 8. Caracteristiques analitiques

Variable

Creatinina basal, umol/L 390,0 £ 149,0
Calci basal, mmol/L 2,46 £ 0,96
Fosfor basal, mmol/L 1,63 +£0,38
Fosfatasa alcalina basal, U/L 189,0 + 92,8
PTH basal, pg/mL 216,9 £ 145,8
AlbUumina basal gr/dL 37,8 £5,62
Hb basal, gr/dL 9,9+0,6
Ferritina basal, ng/mL 268,9 + 203,8
IST basal, (%) 26,7+13,0
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10.1.3. Caracteristiques ecocardiografiques basals:

La hipertrofia ventricular esquerra va estar presenguaranta-dos pacients (85,7 %) amb

les caracteristiques de geometria cardiaca seguents: 36 pacients (73,5 %) tenien hipertrofia
concéntrica, 6 (12,2 %) tenien hipertrofia excéntrica, 5 (10,2 %) presentaven signes de

remodelat, i 2 (4,1 %) eren normals. El 85 % presentaven disfuncié diastolica.

Taula 09. Caracteristiques ecocardiografiques

Variable

DiametreTeleDiastolic VI, mm 48,20+6,51
DiametreTeleSistolic VI, mm 28,73+8,018
Tabic InterVentricular, mm 12,82+1,667
Paret Posterior VI, mm 12,86+1,54
Auricula Esquerra, mm 39,02+7,15
Aorta, mm 35,58+6,88

Taula 10. Funcio diastolica

Variable

ONA E 76,95 +21,098
ONA A 85,12 + 26,91
Ratio E/ A 0,99 + 0,45
TDOE 198,19 + 56,37
TRIV 111,76 + 25,649

87



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

BENEFICIS CARDIOVASCULARS DE LA CORRECCIO DE L'ANEMIA AMB ERITROPOETINA EN ELS MALALTS AMB INSUFICIENCIA RENAL
CRONICA PREDIALISI. INFLUENCIA DE L'ESTRES OXIDATIU, LA INFLAMACIO I EL NT-PROBNP

Luis Marcas Vila

Taula 11.Caracteristiques cliniques basals en pacients amb IRC amb HVE i sense

HVE

HVE (n=42) Sense HVE (n=7 p
Edat (anys) 66,1 £9,7 498 +12,7 0,0001
Sexe (H/D) 19/23 4/3 ns
IMC (kg/m®) 279+47 245+ 4.7 ns
TAS (mm Hg) 154,6 + 24,0 138,1 £ 16,7 ns
TAD (mm HQg) 78,9+£11,0 80,8 +11,8 ns
N° hipotensors (n) 2,74+10 20%0,5 0,01
Creatinina (Lmol/L) 371,2 + 1442 503,1 +133,9 0,02
Calci (mmol/L) 2,50 £1,02 2,20 £ 0,27 ns
Fosfor (mmol/L) 1,61 +0,38 1,74 £ 0,40 ns
Fosfatasa alcalina (U/L) 187,9 £ 92,9 197,8 £ 100 ns
PTH (pg/mL) 2145+ 1435 227,2 = 167,1 ns
AlbUimina (g/L) 3,7+0,5 40+0,1 ns
Hemoglobina (g/dL) 9,8+0,7 10,0£0,5 ns
Ferritina ng/mL) 278,2 +£217,8 213,0 £ 63,9 ns
IST (%) 26,1 +13,5 30,4 +9,2 ns
Gault Cockroft (ml/min) 18,30 + 7,56 14,42 + 3,84 ns
HDL (mg/dL) 49,3+ 14,2 58,6 +17,9 ns
Proteina C reactiva 3,44 + 3,19 3,06 + 3,05 ns
Interleucina-6 2,87 +1,67 3,76 +1,49 ns
NT-proBNP 1928,2 + 2651,4 410,7 + 306,6 0,01

10.2. Massa cardiaca basal:
10.2.1. Factors que influeixen amb 'IMVE basal

Al analitzar I'index de massa ventricular basalosesgles variable recollides, no es va
observar diferéncies en la massa ventricular basal segons el sexe, tabaquisme, diabetis
mel-litus, tractament amb hipotensors com IECA, ARA-II, antagonistes del calci, beta
blocadors, o dilrétics, tractament amb insulina o antidiabétics orals, tractament amb
estatines, tractament amb antiagregants, tractament amb compostos amb calci, tractament

amb vitamina D i preséncia de FAVI.
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Si que es va trobar diferéncies en les seglents variables:

Antagonistes alfa:

Alfa Mitjana Desviacio
antagonistes aritmetica estandard P
No (n=33) 63.73 15.37
iIMVE 0.001
Si (n=16) 80.60 17.26

Els pacients en tractament amb alfa antagonistes tenien major index de massa ventricular

esquerra.

40
120,001

100,007 —_—

80,007

IMVE basal

60,00 —

22

40,004

20,004

00 : :
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10.2.2. Analisi univariant

La massa basal es va correlacionar amb 'edatgiimmi® massa corporal basal, la TA

sistolica basal, la pressié del pols basal, el ratio/A, el TRIV i el N° d’hipotensors.

Taula 12. Analisi univariant de la massa cardiaca basal

r p
Edat 0,309 0,031
Index de massa corporal | 0,370 0,009
TAS, mm Hg 0,380 0,007
Pressi6 del Pols, mm Hg | 0,334 0,019
N° hipotensors 0,295 0,040
TRIV 0,352 0,022
Ratio E/A 0,025 < 0,0001

10.3.- Caracteristiques als 6 mesos

10.3.1. Efecte del tractament amb rHUEPO sobre les variables demografiques i

cliniques

Als 6 mesos de tractament el nivells de Hb varermamgar de forma significativa, no
obstant la funcié renal va empitjorar i el producte fosfocalcic va augmentar de manera
significativa. Per altra banda es va observar una disminucié de la TAS que no va resultar
estadisticament significativa i no es van observar canvis en la resta de parametres

demografiques ni cliniques.
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Taula 13. Tractament amb EPO: Caracteristiques cliniques.

Basal 6 mesos p
index massa corporal 27,4+ 4.8 27,8+5,0 NS
N° farmacs 26+1,0 26+1,1 NS
TA sistolica, mm Hg 153,3+ 24,0 148,3+ 18,5 NS
TA diastolica, mm Hg 79,3+ 11,3 79,6+ 9,3 NS
Pressio del pols, mm Hg 68,6+ 16,2 74,0+ 22,4 NS
Frec. Cardiaca, 73,5+ 12,4 75,4+ 13,6 NS
Hb, gr/dL 9,9+ 0,6 12,8+ 1,5 < 00,0001
AlbUmina, gr/dL 37,6+ 5,7 38,9+ 4,6 0,02
PTH, pg/mL 168,4+ 122,1 178+ 120,7 NS
CaxP 3,77+ 0,89 4,36+ 1,36 <0,0001
Creatinina, umol/L 390,0+ 149,0 458,3+ 2227 <0,0001
Gault Cockroft, ml/min 17,7+ 7,2 16,3+ 8,4 0,001

10.3.2. Efecte del tractament amb rHUEPO sobre elsvells d’hemoglobina

Nivells d'hemoglobina (g/dL)
15 12,8
9,9
10 P<0,0001
5 ® Nivells d'hemoglobina
(9/dL)
0 | |
Basal 6
mesos
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Els nivells d’hemoglobina van passar de 9,9 g/dL a 12,8 g/dL als 6 mesos de tractament
amb eritropoietina.

10.3.3. Efecte del tractament amb rHUEPO sobre I'aclariment de creatinina

Filtrat glomerular (ml/min)
17,5

18
17,5
17
16,5 16,3
16
15,5

P=0,001

M Filtrat glomerular

Basal 6 mesos
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10.3.4. Efecte del tractament amb rHUEPO sobre la #sctura cardiaca i la funcio
sistolica

Es va observar una disminucié estadisticament significativa en l'index de la massa
ventricular esquerra, en el gruix relatiu de la paret i en el gruix del tabic interventricular,

cosa que tradueix una disminucié de la hipertrofia del ventricle esquerre als 6 mesos de
tractament de l'anemia amb HUEPO beta. No obstant els diametres telesistolics i

telediastolics i la fraccidé d’escurgcament no es van modificar.

Taula 14. Tractament amb EPO: Parametres ecocardiografiques i doppler.

Basal 6 mesos p
iIMVE, gr/m?’ 69,2+ 17,7 64,1+ 19,6 0,01
iIMVE, gr/m? 1421+ 34,4 137, 39,8 0,03
DTDVE, mm 4,82+ 0,65 4,81+ 0,75 NS
DTSVE, mm 2,87+ 0,80 2,78+ 0,61 NS
TIV, mm 1,28 + 0,16 1,23 + 0,20 0,046
PP, mm 1,28+ 0,15 1,19+ 0,18 0,001
GRP 0,54+ 0,10 0,50+ 0,09 0,02
VV, ml/m? 70,8+ 26,7 71,6+ 30,7 NS
ONAE 78,6+ 21,0 74,0+ 19,7 NS
ONA A 85,5+ 27,3 88,9+ 30,1 NS
E/A 1,0+ 0,4 0,8+0,3 0,03
TDOE 198,3+ 57,9 211,2+ 63,3 NS
TRIV 111,1+ 27,1 117,7+ 24,9 NS
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10.3.5 Massa cardiaca als 6 mesos:
10.3.5.1 Factors que influeixen amb I'MVE als 6 mesos de tractament amb EPO.

Al analitzar I'index de massa ventricular segons les variable recollides, no es va observar
diferencies en la massa ventricular als 6 mesos de tractament amb rHUEPO segons el sexe,
tabaquisme, tractament amb hipotensors com IECA, ARA-II, beta blocadors, o dilretics,
tractament amb insulina o antidiabétics orals, tractament amb estatines, tractament amb
antiagregants, tractament amb compostos amb calci, tractament amb vitamina D i preséncia
de FAVI. Si que es va trobar diferéncies en les seguents variables:

Taula 15, IMVE als 6 mesos i Diabetis mel-litus:

Mitjana Desviacio
DM L p
aritmetica estandard
No 60,67 18,87
iIMVE 0.03
Si 72,84 19,6

Els pacients amb DM tenien major index de massa ventricular esquerra.

120,00

100,004 ===

&0,00+

60,00

| 47
40,00 O3z
8]

20,00

index de massa ventricular esquerre als 6 mesos

00 | |
NC 5l

Diabetis Mellitus

94



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
BENEFICIS CARDIOVASCULARS DE LA CORRECCIO DE L'ANEMIA AMB ERITROPOETINA EN ELS MALALTS AMB INSUFICIENCIA RENAL

CRONICA PREDIALISI. INFLUENCIA DE L'ESTRES OXIDATIU, LA INFLAMACIO I EL NT-PROBNP
Luis Marcas Vila

Taula 16: IMVE als 6 mesos i Antagonistes alfa:

Alfa Mitjana Desviaci6
antagonistes aritmetica estandard P
No 55,71 17,41
iIMVE < 0.0001
Si 77,48 15,44

Els pacients en tractament amb alfa antagonistes tenien major index de massa ventricular

esquerra.
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Taula 17: IMVE als 6 mesos i Antagonistes del calci:

Antagonistes Mitjana Desviacio
del calci aritmetica estandard P
No 53.87 16.06
iIMVE 0.001
Si 71.85 18.81

Els pacients en tractament amb antagonistes del calci tenien major index de massa

ventricular esquerra.

120,009

100,007
15

80,004 -1

60,00
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10.3.5.2 Massa cardiaca al 6 mesos de tractament a8BO: Analisi univariant.

Els factors que estan influint la massa cardiaca als 6 mesos son: I'edat, I'index de massa
corporal als 6 mesos, la TA sistolica als 6 mesos, la pressio del pols als 6 mesos, I'albimina
als 6 mesos, i el N° de farmacs hipotensors.

Taula 18. Analisi univariant de la massa cardiaca als 6 mesos

r p
Edat 0,380 0,007
Massa basal 0,780 < 0,0001
index de massa corporal 0,416 0,003
TAS, mm Hg 0,507 < 0,0001
Pressi6 del Pols, mm Hg 0,449 0,002
Albumina, g/dL - 0,312 0,035
N° hipotensors 0,511 < 0,0001
Ferritina -0,322 0,02

10.3.5.3. Hipertrofia ventricular esquerra
La prevalenca d’hipertrofia ventricular esquerra en el grup global va esser del 85,7 % dels
malalts. Als 6 mesos de tractament amb eritropoietina va passar a ser del 77,6 %

(p<0,00001)

Prevalenca'HVE (%)

100 85,7
80 77 P<0,00001

60
40
20

0 T I I T
Basal 6 mesos

B Prevalenca
d'HVE
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10.3.5.4. Disfuncio diastolica:

La prevalenca de disfuncio diastolica va ser del 84,6 %. Als 6 mesos de tractament amb

EPO va passar al 82,1% ( p= 0,006).

Prevalencale Disfuncié Diastolic§%o)

100 846 821

80

60 P=0,006

H Prevalenga de
40 disfuncié diastolica
20
O T T T T
Basal 6 mesos
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10.4. Comparacio entre pacients responedors i no responedors

Es va avaluar l'efecte de la correccié de 'anémia amb rHUEPO en lindex de massa
ventricular esquerre i es va avaluar la regressio de la hipertrofia ventricular esquerre. Es va
considerar com a pacients “responedors” al tractament aquells en els quals I'MVE va
disminuir >10 % i com a “no responedors” aquells en que 'MVE es va incrementar o0 es va
decrementar < 10 %. Seguint aquest criteri es van classificar 25 pacients com a

“responedors” i 24 com a “no responedors”.

10.4.1 Caracteristiques basals

L’edat, génere, index de massa corporal, nivells d’'Hb, estatus de fumador actiu i clearence
de creatinina varen ser similars en els dos grups. El nimero de pacients DM va ser major
entre els no responedors que entre els responedors. Els no responedors van presentar una
tendencia a tenir major nivells de TAS i de pressio del pols i van rebre major nimero de
farmacs hipotensors.

Les caracteristiques ecocardiografiqgues basals varen ser similars en els dos grups.
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Caracteristiques demografiques i analitiques entre “responedors” i “no responedors”

basals

Responedors No responedors p
Edat 61.8+11.9 65.9 11 ns
Sexe 10/15 13/11 ns
TA sistolica 149,5+ 23.1 155+ 24.5 ns
TA diastolica 80.6+ 11.1 78.1+11.7 ns
Pressio del pols 69.4+ 22.9 76.9 21.1 ns
N° hipotensors 2.2+0.9 3+1.1 ns
IMC 26.3+ 4.6 28.6+ 4.8 ns
DM 3 11 0,01
Fumadors 0 3 ns
Albdmina 3.75+ 0.7 3.7+ 0.4 ns
Calci 9.4+ 0.88 9.9+ 0.85 ns
Fosfor 5.07+1.2 498 1.2 ns
PTH 153.8+ 105.6 184. % 143.1 ns
Creatinina 447+1.61 4.33:1.78 ns
Acl creatinina 17+7.8 18.4+ 6.6 ns
Hemoglobina 9.7+ 0.7 10+ 0.6 ns
Ferritina 262+ 221 268+ 195 ns
Estatinas 4 6 ns
Vitamina D 5 8 ns
IECAs i/o Ara ll 15 19 ns
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Caracteristiques ecocardiografiques: diferéncies basals entre “responedors” i “no

LA INFLAMACIO I EL NT-PROBNP

responedors” .

Responedors No responedors p
VTDVE, mm 48.7+x7.1 47.6+5.8 ns
VTSVE, mm 28.2+7.9 29.2+ 8.2 ns
TIV, mm 12.8+1.7 127+ 1.6 ns
PP, mm 127+ 1.5 13+1.5 ns
GRP 0.53+ 0.08 0.55+0.11 ns
HVE, n(%) 21 (84) 21(87.5) ns
VVE, ml/m* 75+ 30.1 66.3+ 22.6 ns
IMVE, g/m?’ 71+21.2 67.3+ 13.3 ns
Hipertrofia concéntrica, n (% 18 (72) 18 (75) ns
Hipertrofia excéntrica, n (%) 3(12) 3 (12.5) ns
Remodelat concentric, n (% 2 (8) 3 (12.5) ns
Geometria normal, n (%) 2 (8)

10.4.2. Caracteristiques als 6 mesos de tractament amb EPO

Als 6 mesos de tractament amb rHUEPO, la dosi mitja setmanal d’'EPO, la dosi mitja de
ferro endovenas, I'is de IECA i/o ARA-II, Us d’estatines o de vitamina D, o el nimero de
pacients en els quals s’havia realitzat la FAVI no van diferir en els dos grups. Tampoc es
varen observar diferencies entre els canvis observats en les nivells d’Hb ni en el clearence
de creatinina. Si que es va objectivar que els pacients responedors als 6 mesos presentaven
xifres més elevades de TA sistolica, major pressié del pols i major nombre de pacients

diabetics respecte als no responedors.
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Taula 19. Caracteristiques demografiques i analitiques entre “responedors” i “no
responedors” basals i als 6 mesos
*p = 0.01, entre “responedors” i “no responedors” als 6 mesos.
Responedors (n = 25) No responedors (n = 24)

Basal 6 mesos p Basal 6 meso ¢
Edat, anys 61.8+11.9 65.9+ 11
Home/Dona 10/15 13/11
TA Sistolica, mm Hg 149,5+ 23.1 141.5:£20.3 0.02 155+ 245 154.5 14.5* NS
TA Diastolica, mm Hg 80.6+11.1 80.2t 8.5 NS 78.1+11.7 80.2t 8.5 NS
Pressié pols, mm Hg 69.4+22.9 62.5: 13.6 NS 76.9+21.1 74.3: 14.1* NS
Hipotensors, n 22+09 2.2+ 0.7 NS 3x1.1 3+1.1* NS
index massa corporal, Kgfm  26.3+ 4.6 26.2+ 4.8 NS 28.6+ 4.8 28.3t5.8 NS
FAVI, n 3 1
Diabetis Mel-litus, n 3 3 NS 11 11* NS
Fumadors, n 0 0 3 3 NS
AlbUmina sérica, g/dL 3.75£ 0.7 3.86 0.55 NS 3.77£0.4 3.92+0.35 NS
Calci séric, mg/dL 9.4+ 0.88 9.5 0.80 NS 9.9+ 0.85 9.3t 1.04 ns
Fosfat séric, mg/dL 5.07+1.2 5.94+ 2.35 0.03 4,98+ 1.2 5.57+ 1.26 0.01
PTH serica, pg/mL 153.8£105.6| 192.¢121.5 NS 184.7+ 143.1| 161.&2125 NS
Creatinina serica, mg/dL 4.47+1.61 5.36t 2.46 | 0.004 | 4.33+1.78 5.032.71 0.02
Aclar. creatinina, ml/min 17+7.8 15.1+8.4 0.008 18.4+6.6 17584 NS
Hemoglobina, g/dL 9.7+ 0.7 12.8£0.7 | <0.001 10+ 0.6 12.7+15 | <0.001
Ferritina sérica, ng/mL 262+ 221 336t 185 NS 268+ 195 284+ 143 NS
Estatines, n 4 4 NS 6 6 NS
Vitamina D, n 5 5 NS 8 8 NS
IECA i/o ARA-II, n 15 15 NS 19 19 NS
Dosi EPO (Ul/setmana) 6505+ 3006 5801+ 2956
Dosi total ferro, mg 831+ 499 697+ 543
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10.4.3.Caracteristiques ecocardiografiques als 6 mesos de tractament:

Als 6 mesos de tractament amb EPO I'MVE i el volum ventricular esquerra van disminuir
en el grup de “responedors”, mentre que es van incrementar en el grup de “no
responedors”. La tensi6 arterial sistolica i la pressio del pols també van disminuir en el grup
de responedors pero no va canviar i va romandre elevada en els “no responedors”.

Taula 20. Dades ecocardiografiques de pacients “responedors” i “no responedors” basals i al 6

mesos
Responedors (n = 25) No responedors (n = 24)
Basal 6 mesos p Basal 6 mesos p
VTDVE, mm 48.7+7.1 46+ 6.4 0.001 | 47.6+5.8 50.3t 8* 0.04
VTSVE, mm 28.2+ 79 26.3t 5.8 NS 29.2+8.2 29.5: 6 NS
TIV, mm 12.8+1.7 | 11.6£1.6 | <0.0001| 12.7+1.6 13+ 2.1 * NS
PP, mm 12.7+15 11.2+1.8 | <0.0001| 13+1.5 12.7+ 1.6%** NS
GRP 0.53+0.08 | 0.4%:0.09 NS 0.55+0.11 0.5+ 0.10 NS
HVE, n(%) 21 (84) 17(68) NS 21(87.5) 21 (87.5) NS
VVE, ml/m? 75+ 30.1 63t 22.6 0.003 | 66.3£22.6| 80.635.7* | 0.02
IMVE, g/m*”’ 71+21.2 | 55.4:18.2 | <0.0001| 67.3+13.3 | 72.3: 17 | 0.01
Hipertrofia concéntrica, n (%) 18 (72) 12 (48) NS 18 (75) 14 (58.5) NS
Hipertrofia excéntrica, n (%) 3(12) 5 (20) NS 3(12.5) 7 (29) NS
Remodelat concentric, n (%) 2 (8) 5 (20) NS 3(12.5) 3(12.5) N$
Geometria normal, n (%) 2(8) 3(12) NS NS

*p=0.04, **p =0.01, ***p = 0,005, ***p = 0.002, entre responedors i no responedors
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10. 4.4. Regressio logistica:

Es va analitzar els factors associats amb la regressio de la hipertrofia del VE mitjangant
'analisi de regressio logistica. Es va obtenir que els Unics factors independents varen ser la

tensio arterial als 6 mesos i la massa cardiaca basal.

Variable B Odds ratio 95 % IC p
Model 1*

Edat 0.014 1.014 0.940-1.093 NS
IMC, 6 mesos -0.103 0.902 0.767-1.060 NS
TAS, 6 mesos -0.064 0.935 0.890-0.988 0.01
IMVE, basal 0.054 1.056 1.001-1.112 0.04
Diabetis, (si vs) no -1.523 0.218 0.038-1.244 NS

R? = 0.391, constant 9.595.
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10. 5. Influencia de la inflamacio:

Es va investigar al relacio entre la presencia d’'inflamacio i els efectes cardiovasculars del
tractament de 'anemia amb EPO amb la hipotesi que la inflamacio pot tenir un efecte
negatiu en la regressio de la massa cardiaca després del tractament amb de la anemia amb
EPO. Als 6 mesos de tractament no van haver-hi canvis en els nivells de marcadors

d’inflamacio, que van romandre elevats

variable basal 6 mesos p
IL-6 3,05 +1,68 2,76 +1,63 ns
PCR 3,26+ 3,16 3,22 + 3,60 ns

La PCR basal i la IL-6 basal no es van correlacionar amb els parametres ecocardiografics
basals ni amb la massa basal. La PCR als 6 mesos i la IL-6 als 6 mesos no es correlacionen
amb els parametres ecocardiografics als 6 mesos ni amb la massa als 6 mesos

Varem definir que hi havia un Estat Inflamatori (El) quan els nivells basals dels parametres
inflamatoris estaven per sobre de la mitjana: EI: PCR >2,5mg/L i/o IL-6 > 2,3 pg/ mL
Nomeés es van poder avaluar els parametres inflamatoris en 41 malalts, per la qual cosa ens
va quedar una poblacio de les seglents caracteristiques: Edat 163 .&rys; Sexe (H/M):

17/24; TAS/TAD:153.523.7/80.14.1.6; Diabetis mel-litus: 10(24.4%); IECAs i/o ARA I

27(65.9%); Estadis IRC: 3(3), 4(17), 5(21).

Caracteristiques basals dels pacients:
Els malats amb El tenien major edat: 67,06 vs 55,6 15,1 p = 0,02 ; tenien més

massa corporal 2941,5vs 24,6 3,6 p= 0,09 i tenien nivells de PCR i IL-6 superiors
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gue els malalts sense El (48,4 vs 1,4 1,0 vs mg/L p<0,0001 i 3;81,6 vs 1,% 0,9
pa/mL, p=0,01; respectivament).

No van haver-hi diferencies en la resta de parametres antropometrics, analitics ni

ecocardiografics.

Taula 21: caracteristiques basals dels pacients amb estat inflamatori i sense.

No estat inflamatori Estat inflamatori P
Edat 55,6 +15,1 67,0+7,6 0,02
Sexe (H/M) 5/8 12/13 NS
IMC (Kg/m2) 24,6 +3,6 29,1+5,1 0,09
TA sistolica 147,0 + 25,7 155,8 + 23,1 NS
TA diastolica 80,6 + 10,4 80,4+ 12,3 NS
PCR (mg/L) 1,4+ 1,0 44+ 3,4 <0,0001
IL-6 (pg/mL) 1,9+ 0,9 3,3+1,6 0,01
Hb (g/dL) 9,8+ 0,8 10,0+ 0,7 NS
Creatinina gmol/L) 385,0 + 138,2 427,2 + 163,1 NS
Acl. creatinina 18,1+ 9,2 16,1+ 55 NS
Calci (mmol/L) 2,31+ 0,21 2,37+ 0,21 NS
Fosfor (mmol/L) 1,57+ 0,43 1,68 + 0,38 NS
PTH (pg/mL) 2195+ 1771 228,8+ 132,1 NS
AlbUmina (gr/dL) 36,4+ 95 38,7+ 2,6 NS

Taula 22: Caracteristiques ecocardiografiques basals: pacients amb estat infamatori i sense.

No estat inflamatori Estat inflamator P
DTDVE, mm 474+ 9.3 492+ 5,1 NS
DTSVE, mm 27,3+ 8,9 290+7,6 NS
TIV, mm 12,0+1,3 12,8+1,5 NS
PP, mm 125+1,1 128+1,4 NS
GRP 0,54 +,1 0,52 + 0,09 NS
index MVE, g/nt’ 64,9+221 72,0+15,1 NS
VVE ml/m? 73,2+ 38,6 73,18 +21,3 NS
HVE, n (%) 12(79) 22(88) NS
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Modificacié dels nivells d’hemoglobina:

En el grup global, als 6 mesos de tractament amb EPO, la Hemoglobina va passar de 9,3 a
12,8 g/dL. En el grup amb EI la Hb va passar de 10,0 a 12,6 g/dL p<0,0001 i en el grup

sense El va passar de 9,8 a 12,9 g/dL., p<0,000

P<0,0001

Hb
gr/dL

P<0,0001

No EI El

W basal O meses 6

Modificacié de la massa ventricular esquerra:

En el grup global, als 6 mesos de tractament amb EPO, la massa del VE va disminuir de
69,9 a 64,5 gr/A (p=0,01). En el grup de malalts amb El massa del VE no es va modificar

i en els malalts sense El la massa va disminuir de 64,9 a 54,3".gr/m

p=0,007 p=ns
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Modificacié del aclariment de creatinina:

Als 6 mesos de tractament, I'aclariment de creatinina no es va modificar el grup de malalts
sense El, pero va empitjorar en el grup amb EI: 16,2 a 14,6 ml/min ; p=0,009.

Modificacié de la TA

No van haver-hi canvis significatius de TA als 6 mesos de tractament en cap dels dos grups
de malalts.

Regressio logistica:

La regressio logistica prenent om a variable depenent la regressio de la massa cardiaca va

mostrar la inflamacié com a predictor independent.

B Odds ratio p IC

Edat 0,097 1,102 ns 0,986-1,232
TA sistolica 6 m 0.036 0,935 0.054 0,873-1,001
IMVE basal 0,058 1,509 ns 0,993-1,13
Estat inflamatori -3,168 0,042 0,04 0,002-1,467
(Si vs No)

Diabetis mel-litus -23,367 0,000 0,999 0,000

(Si vs No)

Constant;: 2,859;4R0.61
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10.6. Influencia de I'estrés oxidatiu.
10.6.1. Perfil oxidatiu basal:

Varem analitzar el perfil oxidatiu basal comparat amb grup control d’individus sans
aparellats per edat i sexe.

Taula 23. Perfil oxidatiu basal comparat amb grup control

Marcadors d’EO eritrocit Grup control IRC p
GSH, umol/g Hb 5,16+ 1,56 4,95+2,38 p=ns
GSSG, nmol/mL 0,90+ 0,41 1,47+ 0,76 p < 0,0001
GSSG/GSH ratio 0,19+ 0,12 0,43t0,56 p < 0,0001
GPx umol/min/g Hb 27,15%8,40 30,58+ 8,20 p = 0,04
Malonildialdehid 4,90£2,80 3,81+ 4,06 p = 0,005
Superoxid dismutasa 1656,33+530,64 1670,96+£764,15 p=ns
Catalasa 217,47+ 50,65 222,43 62,41 p=ns
Glutatié reductasa 3,56 1,49 4,35+ 2,48 p =0,01
Glutati6-S-Transferasa total 1,62+ 0,46 2,51+0,95 p < 0,0001
GSTdesnaturalitzada 52°C 0,34:0,21 0,44t0,39 p=ns
Activitat GST residual 21,35+ 10,97 17,99+15,04 p=0,01
Test d’Hemolisi 11,61+ 4,86 14,24+ 4,81 p = 0,009
Marcadors d’EO plasmatic

GSH, umol/g Hb 22,77+ 11,89 29,06+ 15,24 p <0,02
GSSG, nmol/mL 26,34+ 7,11 30,16+ 15,11 p=ns
GSSG/GSH ratio 1,74+ 1,50 1,38+1,18 p=ns
Malonildialdehid 1,98 £1,12 1,96 0,91 p=ns
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10.6.2 Efecte de la correcci6 de I'anémia en els ntcadors d’estrés oxidatiu:

Als 6 mesos de tractament va haver un decrement dels nivells de LDL oxidada i de la SOD

i de la concentracid PON 1, i un increment de I'activitat PON 1 i I'activitat eritrocitaria de

GSH i de GPx.

Taula 24. Marcadors d’'estres oxidatiu basals i als 6 mesos de tractament amb EPO

Basal 6 mesos p
Marcadors d’EO eritrocitaris
GSH, umol/g Hb 49+24 5.9+23 0.03
GSSG, nmol/mL 1.46+0.77 1.47+0.69 NS
GSSG/GSH ratio 0.43+0.56 0,39£0.12 NS
GPx, umol/min/g Hb 30.7+£8.2 34.9+11.9 0.06
Malonil dialdehid, nmol/mL 3.86+ 4.09 3.28+2.35 NS
Superoxid dismutasa, U/g Hb 1629+ 718 1299+ 365 0.008
Catalasa, mmol /min/ gr Hb 221+ 62 211+51 NS
Glutatié reductasagmol/min/g Hb 4.28+ 2.46 4.74+ 3.23 NS
Glutatié-S-Transferasa total, pmol /min / gr Hb 2.50+£ 0.9 2.25+£0.99 NS
GSTdesnaturalizada 52°C, umol /min / gr Hb 0.46+ 0.40 0.43+0.31 NS
Activitat GST residual, % 19.2 18.5 NS
Test d’'Hemolisi, % 15.3 14.2 NS
Marcadors d’EO eritrocitaris
GSH, umol/g Hb 29.0£15.2 31.5%£16.2 NS
GSSG, nmol/mL 29.7+£14.9 33.8£14.6 NS
GSSG/GSH ratio 1.36+1.19 1.45+1.25 NS
Ac anti-LDL oxidada, U/mL 24.8+13.3 17.5+6.9 <0.001
Malonil dialdehid, nmol/mL 1.98+0.91 2.15+1.04 NS
Activitat PON1 (U/L) 101.0 (50.0-332.5) 123.6 (76.1-343.6 0.01
Concentracié PON1 (mg/L) 46.7 (24.6-98.0) 37.3(11.8-76.2) <0.001
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10.6.3. Perfil oxidatiu als 6 mesos de tractament danEPO

Correlacions de IMVE amb els marcadors d'estres oxidatiu als 6 mesos de

tractament amb EPO:

L’'index de massa ventricular esquerra als 6 mesos de tractament amb EPO es correlaciona

amb el glutatio oxidat plasmatic (r = 0,377 ; p =0,01.)
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10.6.4. Comparacié entre “responedors “i “no respordors”:

Els marcadors basals d’estrés oxidatiu varen ser similars en els dos grups. Després de 6
mesos de tractament amb EPO els pacients “no responedors” varen presentar uns nivells
plasmatics de GSSG i un ratio redox GSH més elevats i uns nivells plasmatics de GSH

inferiors comparats amb els “no responedors”. En la resta de parametres d’estrés oxidatiu

no van haver diferencies estadisticament significatives.
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Taula 25. Comparacié marcadors d’estres oxidatiu entre “responedors” i “no

LA INFLAMACIO I EL NT-PROBNP

responedors”.
Responedors (n = 25) No responedors (n = 24)
Basal 6 mesos p Basal 6 mesos p
Marcadors d’EO
eritrocitari
GSH, umol/g Hb 55%+2.6 6.1+24 NS 43+19 56+2.2 0.02
GSSG, nmol/mL 1.52+0.86 | 1.28+0.52 | NS | 1.40+£0.68 | 1.68+0.75 NS
GSSG/GSH ratio 0.33+0.27 | 0,25+0.17 | NS | 0,53+£0,73 | 0,52%0,39 NS
GPx umol/min/g Hb 29.7+£83 | 36.4+12.7 | 0.05 31.5+3 33.5+8.1 NS
Malonil dialdehid 2.36+1.66 | 340+1.61 | 0.04 52+%51 3.1+29 NS
N 1379 1485 +
Superoxid dismutasa 1787 £739 340 0.02 680 1225 +379 NS
Catalasa 203 £46 213 +49 NS 238+71 208 £53 NS
Glutatié reductasa 491+3.26 | 5.10%4.01 NS |371+£1.19 | 440235 NS
fg?;ftlo'S'Tra“Sferasa 243+086 | 2244099 | "> | 257+096 | 225+082 NS
GSTdesnaturalizada 52°C | 0.37+£0.33 | 0.41£0.27 NS 0.55+0.45 | 0.44+0.35 NS
Activitat GST residual 17.0+18.1 | 185+%9.7 NS 20.0+11.2 | 19.9+*14.4 NS
Test d’'Hemolisi 13.19(5.46) | 16.1(6.02) NS 15.3(4.13) 14.6(6.54) NS
Marcadors d’EO plasmatic
GSH, umol/g Hb 32.3+16.2 | 36.5%8.6 NS | 261+14.3 | 269+12.3* NS
GSSG, nmol/mL 309 £19.1 27.4+£10 NS 285%9.9 | 39.6 +15.8** 0 0301
- 193 %
GSSG/GSH ratio 1.19+1.17 | 0,92+0.57 | NS 1.52+1.2 1.5k NS
Ac anti-LDL oxidada, <
U/ml 26.3+14.2 | 183x6.5 | 0.004 | 23.1+12.3 16.6 £7.2 0.0001
Malonil dialdehid 2.01+£0.88 | 207+0.78 | NS | 196+£0.95 | 2.23+1.24 NS

*p=0.04, **p =0.004, ***p = 0,005, entre responedors i no responedors als 6 mesos
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EL NT-PROBNP

10.6.5. Analisi de regressio logistica de I'estrégidatiu

Es varen analitzar els factors associats amb la regressio de la hipertrofia del VE mitjancant

l'andlisi de regressio logistica. El ratio redox GSH plasmatic juntament amb la tensio

sistolica als 6 mesos de tractament amb EPO varen ser predictors independents de regressio

de la HVE.
Model 2** B Odds ratio B %IC p
Edat -0.027 0.973 0.884-1.072 NS
IMC, 6 mesos -0.124 0.883 0.739-1.057 NS
TAS, 6 mesos -0.052 0.949 0.897-1.005 NS
IMVE, basal 0.045 1.046 0.985-1.111 NS
GSSG/GSH ratio plasmatic, 6 mesos -1.099 0.33] 0.127-0{877 |0.02
Diabetis, (si vs) no -1.127 0.324 0.038-1.24¢6 NS$
Model 2** R* = 0.522, constant 12.678.
Variable B Odds ratio 95 % IC P
Model 3**
Edat 0.025 1.026 0.947-1.111 NS
IMC, 6 mesos -0.090 0.913 0.769-1.085| NS
TAS, 6 mesos -0.060 0.942 0.899-1.005| 0,03
IMVE, basal 0.053 1.055 0.992-1.122] NS
GSSG plasmatic, 6 mesos -0.075 0.928 0.872-0.987| 0.01
Diabetis, (si vs) no -1.742 0.175 0.026-1.119 NS

Constant: 8.992: R0,51
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10.7. Influencia dels nivells de NT-proBNP en la regssio de la massa cardiaca

després del tractament amb rHuEpo.
10.7.1 Caracteristiques basals.

10.7.1.1. - Nivells basals de NT-pro BNP.

Els nivells basals de NT-pro BNP es van correlacionar amb I'edat ( r= 0.47, p = 0.001), la
TAS (r=0.31, p=0,04), la PP (r = 0.40, p = 0,007) i 'MVE (r = 0.45, p = 0.002).

Els nivells basals de NT-proBNP no varen mantenir relacié de forma significativa segons el
sexe, la presencia o no de diabetis ni amb la presa o no d’'un blocador del sistema renina-
angiotensina-aldosterona.

10.7.1.2. Nivells de NT-pro BNP en els diferents estadis d'IRC:

Es va observar una tendéncia en els nivells de NT-pro BNP a augmentar a mesura que

avancava l'estadi d'IRC pero sense assolir la significacio estadistica.

Relacio del log NT-pro BNP amb la IRC

Insuficiéncia renal Log NT-pro BNP p
estadi 3 2.74+ 0.06 ns
estadi 4 2,85+ 0.65 ns
estadi 5 3,01+ 0.40 ns
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10.7.2. Nivells de NT-pro BNP segons la presénciaHVE , funcio diastolica, i segons

la morfologia cardiaca .
10.7.2.1. -Caracteristiques ecocardiografiques basals.

Els nivells sérics de NT-proBNP es van transformar logaritmicament per correlacionar-los
amb I'index de MVE, es va obtenir una correlacié estadisticament significativa (r=0,451,

p<0,002).
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Es van correlacionar els nivells serics de NT proBNP transformats logaritmicament amb
diferents parametres ecocardiografics.:

Es va obtenir una correlacio estadisticament significativa amb el TIV i la paret posterior del
VE (r=-0,371, p<0,01; vy r=0,456, p<0,002; respectivament). No va haver-hi correlacio

amb els parametres de funcié diastolica.
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Nivells de NT-pro BNP segons la preséncia d’'HVE

En comparar els nivells de NT-proBNP en sérum entre els pacients amb IRC amb
hipertrofia del ventricle esquerre i els pacients sense hipertrofia , vam obtenir diferéncies
estadisticament significatives entre ambdds grups (mitjana 1052 (456-2345) pg / ml vs.

mitjana 382 (288-508) pg / ml, p <0,01)
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Els nivells de NT-pro BNP son clarament més elegatsls subjectes amb HVE que en els
subjectes sense HVE. Es va observar la mateixa diferencia en els nivells de NT-pro BNP en
els subjectes que presentaven disfuncié diastolica dels que no, per0 no va ser
estadisticament significativa. Respecte a les diferencies de nivells de NT-pro BNP segons
la geometria cardiaca, varen ser majors en ['hipertrofia concéntrica de forma
estadisticament significativa, seguit de I'hipertrofia excéntrica, el remodelat i per ultim el

normal.
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Relacié del log NT-pro BNP amb la funcié i estructura cardiaca

NT-pro BNP*

Hipertrofia conceéntrica 1052 (428-2691)
Hipertrofia excentrica 896 (560-1302)
Remodelat 386 (336-767)
Normal 140( 53)
*p = 0.04 per a la tendéncia
Regressio logistica:

B Odds ratio p IC
Edat 0,035 1,036 ns 0,442-1,036
IMC 6m -0,014 0,892 ns 0,738-1,079
TA sistolica 6 m 0.086 0,918 0,01 0,859-0,981
IMVE basal 0.059 1,061 ns 0,996-1,130
Diabetis mel-litus -2,351 0,095 0,03 0,010-0,870
(Si vs No)
NT-proBNP basal 0,000 1,000 ns 1,000-1.001

R": 0,52; Constant 9,736
En la regressio logistica realitzada prenent com a variable depenent la regresio de la massa

cardiaca el NT-proBNP basal no va ser predictor de la regressio de la massa cardiaca.

10.7.2.2. Nivells de NT-pro BNP respecte a I'anémia:

No s’ha trobat relacio entre els nivells de NT-pro BNP i els d’Hb a nivell basal.
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10.7.3 Caracteristiques als 6 mesos:

Efectes del tractament amb rHUEPO beta sobre el NT-proBNP

Als 6 mesos de tractament els nivells de NT-proBNP no es varen modificar

significativament.

Variable Basal 6 mesos P
Hb 9.9+0,6 12,8+ 1,5 <0,0001
NT-proBNP 989 (368-1701) 909 (414-2380 ns

Correlaci6 del Log proBNP als 6 mesas

En l'analisi univariant s’objectiva que als 6 mesos de tractament amb EPO es manté la
relacié dels nivells de NT-proBNP amb I'edat (r = 0.52, p <0,0001), la creatinina (r = 0.37,;
p = 0.01), el filtrat glomerular (r =-0.44, p = 0.003), el producte de calci-fosfor (r = 0.40,

p = 0,008), la TAS (r=0.37,p=0,01) ylaPP (r=0.36, p=0,02), laPCR (r =0.36,
p=0.02 ),. No obstant no s’ha observat relacio amb els nivells d’Hb als 6 mesos de
tractament amb EPO ni amb ferro.

index de massa ventricular esquerre i nivells de NT-proBNP als 6 mesos

Els nivells sérics de NT-proBNP als 6 mesos es van transformar logaritmicament per

correlacionar-los amb l'index de MVE als 6 mesos, es va obtenir una correlacio

estadisticament significativa (r=0,382, p<0,01).
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Es van correlacionar els nivells serics de NT proBNP als 6 mesos transformats
logaritmicament amb diferents parametres ecocardiografica i de funcié diastolica:
Es va obtenir una correlacié estadisticament significativa amb el diametre de l'auricula
esquerra iel ratio E/A (r=-0,404, p<0,01; yr=-0,475, p<0,003; respectivament).

Regresio logistica:

B Odds ratio p IC

Edat 0,018 1,018 ns 0,934-1,109
IMC 6m -0,127 0,881 ns 0,158-1,051
TA sistolica 6 m 0.066 0,936 0,01 0,883-0,991
IMVE basal 0.042 1,043 ns 0,986-1,102
NT-proBNP 0,000 1,000 ns 1,000-1,000
Diabetis -1,116 0,328 ns 0,050-2,138
mel-litus(Si vs No)

R“ 0,37; constant; 9,691
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10.8. ESTUDI A 12 MESOS

La normalitzacié de los nivells d’hemoglobina (Hb) amb el tractament amb eritropoetina
(EPO) beta en els pacients amb insuficiencia renal cronica té un efecte beneficios
cardiovascular, amb regressio de la hipertrofia ventricular esquerra i milloria de la
geometria del ventricle esquerre. No obstant, no es coneix si aquest efectes inicials es
mantenen a mig termini. L'objectiu d’aquest estudi es valorar si els efectes cardiovasculars
de la correccio de I'anémia amb EPO beta son mantinguts durant un periode de seguiment
de un any. Per la qual cosa es va avaluar I'efecte de la correccié de 'anemia sobre I'index
de massa esquerra (iMVI) i la geometria del ventricle esquerre als 6 i 12 mesos de I'inici

del tractament mitjangant ecocardiografia.

Quarant-nou pacients varen completar I'estudi als 6 mesos i només podem analitzar les
dades de 23 pacients als 12 meses de seguiment. La poblacio resultant és d’'una edat mitjana

de 61,0 £ 14,3 anys amb les caracteristiques seguents:
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Caracteristiques basals dels pacients:

basal 6 mesos 12 mesos
IMC 27,8 £5,7 27,6 £6,0 27,9+5,8 ns
TAS 145,7 £22,6| 144,7 +£19,3 141,4+ 18,6 ns
TAD 78,2+11,0 79,12 £ 8,8 76,8 £5,9 ns
N° hipotensors 2,3+1,1 2,17+1,0 25 +1,2 ns
Pressio pols 67,5+18,7 65,5 +17,3 64,6 £ 185 ns
Hb 9,7+0,9 13,7+1,3 13,5+0,8 0,0001
Albumina 35,6+7,8 38,315,4 39,1+59 ns
PTH 179,1+ 145,7 207,7 £133,8| 278,7 £212,6 ns
Calci x fosfor 3,6 £0,94 4,0+1,1 39+13 ns
creatinina 394,7+£149,0) 416,0 £152,1 494,3 £+ 2288 ns
Clearence creatining 17,8 +7,6 17,0+8,3 159+9,9 ns
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10.8.1 Modificacio dels nivells d’hemoglobina durantestudi:

Va haver un increment dels nivells d’Hb als 6 mesos de tractament amb EPO. No van

haver-hi canvis en els nivells de’'Hb al final del estudi.

167 0<0,0001

Hb
g/dL 144

12

104

44 9,7

Basal 6 mesos 12 mesos
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10.8.2. Modificacié dels parametres ecocardiografiaturant I‘estudi:

Va haver una disminuci6 de | ‘IMVE als 6 mesos de tractament amb EPO. No van

haver-hi canvis en I'lMVE al final del estudi.

Parametres ecocardiografics als 12 mesos.

Variable Basal 6 mesos 12 mesos P
DTDVI (mm) | 46,9 (6,5) 47,2 (8,1) 48,1(7,4) NS
DTSVI (mm) |27,1(8,3) 26,2 (5,7) 28,5(7,0) NS
TIV (mm) 12,7 (1,4) 11,9 (2,2) 11,7(1,7) 0,07
PP (mm) 13,0 (1,5) 11,5 (2,0) 11,9(1,6) 0,005
IMVI(g/m*") 67,0 (16,7) 59,9 (20,2) 62,0(18,8) 0,02
VVE (ml/m®) | 64 (22,8) 68,4 (34,6) 71,4(29,8) NS
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10.8.3. Modificacid de la massa ventricular durant'éstudi:

Va haver una disminucié de I'IMVE als 6 mesos de tractament amb EPO. No van

haver-hi canvis en I'lMVE al final del estudi.

IMVE
g/m”’ 66-

p<0,0001

67

Basal 6 mesos 12 mesos
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10.8.4. Modificacio del volum ventricular durant I'estudi:

Va haver-hi una tendéncia a I'increment del volum de la cavitat ventricular del ventricle

esquerre als 12 mesos de tractament (6238 a 71,4 29,8 mL ; p= ns)

757
VVE
ml/m?’
704
65

60
64,8

50

Basal 6 mesos 12 mesos
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10.8.5. Modificacio de la tensio arterial als 12 nses:

No van haver-hi canvis en la prensi¢ arterial sistolica i diastolica als 6 i 12 mesos.

10.8.6. Modificacio de la geometria cardiaca:

Als 12 mesos de tractament amb eritropoetina, la geometria del ventricle esquerre es va

desenvolupar d’una forma concéntrica ( 77,8% vs 38,9%) a una configuracio exceéntrica

(0% vs 33,3%), p= 0,01.

Modificacié de la geometria cardiaca:

Geometria Basal(%) 6 m (%) 12 m (%)
Normal 5,6 11,1 11,1
Remodelacié concéntrica 16,7 16,7 16,7
Hipertrofia excentrica 0 22,2 33,3
Hipertrofia concentrica 77,8 50 38,8
p<0,01
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C. DISCUSSIO:;

M alaltia cardiovascular.

L’esperanca de vida en els pacients amb IRC esta drasticament reduida comparat amb la
poblacio normal. Fins i tot petits descensos de la funcié renal s’associen a un significatiu
increment de la mortalitat i risc cardiovascular (Henry RM et al., 2002). Aquest increment
del risc és multifactorial i s’associa a malaltia arteriosclerotica (Rigatto C et al., 2009). La
mortalitat d’origen cardiovascular en IRC en hemodialisi és del 50 % als 5 anys, fins i tot
pitjor que els pacients amb neoplasia. En la poblacié6 amb malaltia renal cronica el control
de les factors de risc tradicionals inclosos en l'estudi Framingham no és suficient per
disminuir els esdeveniments cardiovasculars com en la poblacié normal i els estudis han
suggerit que en els pacients amb IRC el factors de risc tradicionals sén insuficients per
predir el risc cardiovascular. Aquest fet s’ha interpretat de dues maneres. En primer lloc
gue hi ha factors de risc no tradicionals que no estan inclusos el I'estudi de Framingham i
gue en aguesta poblacié son importants perqué afavoreixen la malaltia cardiovascular i en
segon lloc que l'impacte del factors de risc tradicionals pot esser quantitativament i
gualitativament diferents en aquests pacients ja que per exemple la incidéencia d’'HTA es
major en la IRC i la dislipémia és menor (Flores GA et al, 2011).

La IRC es un factor de risc independent per desenvolupar malaltia cardiovascular. El risc
de malaltia cardiovascular augmenta mesura que disminueix &l FiGc de desenvolupar
insuficiéencia cardiaca congestiva, la fibril-lacié auricular, accident cerebrovascular,
malaltia coronaria, i la malaltia arterial periferica s'incrementa al doble en els pacients amb
FGe <60 ml/ min/ 1,73m2 (Kottgen A et al., 2007)(Wattanakit K et al., 2007)(Astor BC et

al, 2006)(Alonso A et al, 2012)
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Recents metanalisis han demostrat que la MRC pot ser considerada un factor de risc
independent per desenvolupar una malaltia cardiovascular (Fox CS et al, 2013)(Mahmoodi
BK et al., 2014)-

Dins dels factors de risc tradicionals la HTA en la poblacié d’aquest estudi es molt
prevalent, un 95,8 %. La HTA és la principal causa d’HVE i té una elevada prevalenca en
la IRC. En l'estudi EPIRCE (Otero A et al., 2010) la prevalenca d’HTA va ser del 24, 1%.
En aquest estudi el percentatge de pacients que estan en tractament amb estatines és del
20,4 %, les xifres de colesterol eren superiors a les recomanades i la HDL eren correctes.
En I'estudi EPIRCE la prevalenca de dislipeémia va ser del 29,3 %. En I'estudi EPIRCE la
prevalenca d’obesitat va ser del 26,1 % i en aquest estudi del 24,4 % En I'estudi Epirce la
prevalenca de diabetis mel-litus va ser del 9,2 % i en aquest estudi és del 28,6 %. La
prevalenca de tabaquisme en I'estudi EPIRCE va ser del 25,5 % i en aquest estudi del 6,12
%

Hipertrofia ventricular esquerre i insuficiéncia renal cronica.

La HVE, un important factor de risc per episodis cardiovasculars adversos en els pacients
amb insuficiéncia renal cronica (Schiffrin et al, 2007), és altament prevalent en aquesta
poblacio (Levin A et al., 1996)(Foley RN et al., 1995)(Nardi E et al., 2009) i la seva
incidencia s’'incrementa amb la disminucio progressiva de la funcio renal (Foley RN et al.,
1995). Aquest estudi posa de manifest en primer lloc la elevada proporcié de pacients amb
hipertrofia ventricular esquerre. El 86 % de la poblacio de I'estudi té una HVE i la majoria
presenta una alteracié del patr6 geométric. La prevalenca de LVH del 86 % en el nostre
estudi és superior a la observada en altres estudis. Els nostres pacients eren de major edat,

la hipertensio estava present el major percentatge de subjectes i la majoria de pacients
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estaven en estadis 4 o 5 de malaltia renal cronica, situacions que podrien explicar la alta
prevalenca de LVH en la nostre poblacid.

La HVE és marcador subclinic de malaltia cardiovascular, és la anomalia cardiaca mes
freqlient en els pacients amb IRC i és el parametre estructural que més augmenta el risc
cardiovascular i és un factor predictiu independent de mortalitat. La hipertrofia ventricular
esquerra apareix molt tempranament en el curs de la MRC i la seva prevalenca augmenta a
mesura que el FG disminueix i és més alta en IRC en hemodialisi (Glassock RJ et al, 2009).
La HVE és un factor de risc de desenvolupament d’insuficiéncia cardiaca, de malaltia
isquémica coronaria o mort sobtada d’origen cardiac. En les pacients en hemodialisi amb
HVE, un augment del volum auricular esquerre i la disfuncié ventricular son factor de
mortalitat independents (Patel RK et al., 2009). La HVE és un procés adaptatiu en resposta
a un augment de treball del miocardi i es pot desenvolupar com a resultat d’interaccions
entre la pressié (HTA preexistent, pressio del pols augmentat) i/o la sobrecarrega de volum
(anemia, retencio hidrosalina) amb factors de creixement circulants o generats localment i
substancies vasoactives. La HVE es desenvolupa segons el estrés mecanic associat. La
HVE, a grans trets, s’associa a la HTA i la HVE excentrica a 'anémia, pero la patogenesi a
la IRC no esta aclarida. Al contrari de la HVE de la HTA amb funcio renal normal la HVE

en la IRC i en la IRC en hemodialisi és inapropiada i es caracteritza per l'increment
simultani del gruix de les parets i dels diametres (Nardi E et al., 2009). Dades prospectives
suggereixen que la HVE i IMVE afectarien directament a la progressio de la insuficiencia
renal.

La geometria del VE juga un paper important en la prediccid d’esdeveniments

cardiovasculars en aquests pacients ja que el pronostic és pitjor en la hipertrofia excentrica i
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intermig en la concéntrica. Aixo suggereix que un augment de I'espessor del VE pot ser una

resposta d’adaptacié beneficiosa sota condicions de major carrega de treball cardiac.

Anémia, hipertrofia ventricular esquerra i tractament amb EPO.

Estudis observacionals han mostrat que I'anémia o la hipertrofia ventricular esquerre
associats a la IRC és un risc addicional per IRC o a mortalitat cardiovascular (Vlagopoulos
PT et al., 2005)(Weiner DE et al., 2005). L’anemia en els pacients amb IRC apareix quan hi
ha un deteriorament important i la incidéncia €és del 25 % en el grau o estadi 3, del 44 % en
el grau 4 (Gémez JM et al, 2002) i del 90 % % en el grau 5. Diversos estudis han suggerit
de I'anémia és un dels majors factors de risc ja que promouria una hipoxia tissular amb un
augment de la despesa cardiaca i aixd promouria una HVE. La anémia contribueix a la
sobrecarrega de volum del ventricle esquerre mitjancant I'augment de la despesa cardiaca,
I'estimulacié del sistema nervids simpatic o la isquemia miocardiaca relativa.

En un estudi del 1999, la prevalenca d’HVE en pacients amb FG > 50 ml/min va ser del
26,7 %, 30,8 % amb FG entre 25 i 49 ml/min i del 42 , amb FG < 25 ml/min. En l'analisi
univariant es va mostrat que la concentracio d’hemoglobina era un factor de risc
independent pel desenvolupament de la HVE amb un increment del risc de 32 % per cada
0,5 gr/dL de disminuci6 de la hemoglobina (Levin A et al., 1999).

La correccio de I'anémia pot millorar el pronostic mitjancant dos mecanismes relacionats:
minorant | 'anemia com a factor de risc independent per la malaltia cardiovascular i
suprimint la hipertrofia ventricular com altre factor de risc independent per la malaltia

cardiovascular.
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El nivell objectiu optim de correccio de I'anemia es controvertit en el sentit de reduir el risc
de desenvolupar malaltia cardiovascular i millorar el pronostic de la malaltia renal cronica.
Diversos estudis varen avaluar el benefici de l'administracio de la EPO. La EPO
administrada abans de l'inici de la dialisi s’associava a un major pronostic quan es
comparava amb pacients no tractats (Fink J et al, 2001). Altre estudi a I'Estat Espanyol amb
11 pacients va mostrar que la correccio parcial de 'anémia s’associava a una disminucio
significativa de la massa ventricular esquerra i un tendencia a la disminucié de la paret el
ventricle esquerre (Portoles J et al, 2001). Altre estudi en pacients amb IRC predialisi va
mostrar una reducci6 de la massa ventricular esquerra amb la correccio parcial de I'anémia
a 4 mesos i una disminucié posterior de la massa ventricular esquerra als 12 mesos
(Hayashi T et al., 2000). En un analisis retrospectiu als Estats Units, el Normal Hematocrit
Trial, en 89193 pacients en tractament substitutiu renal es va mostrar que el tractament amb
EPO predialisi s’associava a una Hb més elevada a l'inici de la dialisis i a un risc de
mortalitat en el primer any de I'inici del tractament (Xue JL et al, 2002). No obstant alguns
estudis van suggerir que la normalitzacié de I'hnematocrit donava resultats desfavorables.
En un estudi en 1233 pacients amb IRCT en hemodialisis amb malaltia coronaria i
insuficiencia cardiaca congestiva van ser aleatoritzats per assolir un hematocrit de 30 o 42
%; es va concloure que l'administraci6 d’EPO per obtenir un Htc de 42 % no era
recomanable en pacients amb evidencia clinica d’insuficiencia cardiaca o malaltia coronaria
(Besarab A et al., 1998).

Darrerament s’han realitzat quatre grans estudis controlats aleatoritzats per determinar els
efectes de la normalitzacié de I'anémia en pacients amb IRC predialisi sobre el risc de
desenvolupar hipertrofia ventricular esquerre o malaltia cardiovascular (CREATE, CHOIR,

ACORD i TREAT). Els esmentats estudis varen utilitzar normalitzar 'anémia amb nivells
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elevats d’hemoglobina (13.15 g/dL en el CREATE, 13,5 gr en el CHOIR, 13-15 gr/dL en

el ACORD i superior a 13 g/dL en el TREAT). En cap d’aquests estudis es va determinar
disminucio del risc de desenvolupar HVE o malaltia cardiovascular respecte als grups amb
hemoglobina objectiu més baixos, al voltant de 11 gr/dL. (Ritz E et al., 2007)(Singh AK et
al., 2006) (Drueke TB et al.,, 2006) (Pfeffer MA et al., 2009). Tantmateix, a l'estudi
TREAT va haver un increment d’accident vascular cerebral significatiu on es va
normalitzar 'anémia. Per altre banda, en un metanalisi sobre 9 estudis en que es va
normalitzar 'anemia amb Hb objectiu, > a 12 en 2 estudis, i > a 13 en 7 estudis, varen tenir
més alt risc de mal control tensional, mort o trombosis de la FAVI. Tots aquest estudis
suggereixen que la correccio total de I'anémia no és necessariament beneficiosa siné que
fins i tot pot esser perjudicial.

No esta clar si els efectes negatius de correccio complerta de I'anémia es deu principalment
al alts nivells d’hemoglobina per se, o per les dosis excessives d’'EPO o a tots dos. En un
analisi secundari de I'estudi CHOIR van trobar resultats adversos en el grup on s’havia
corregit 'anemia i també van trobar que l'augment de concentracio d'hemoglobina assolit
no es van associar amb un major risc d’esdeveniments adversos, cosa que porta a la hipotesi
gue les altes dosis de eritropoetina podien haver estat perjudicials. Les dosis més altes
d’EPO podrien estar associades a una toxicitats per I'efecte de la eritropoesi (hiperviscositat
i trombocitosi) i per efectes no relacionats amb la eritropoesi (hipertensio i hiperplasia de la
intima),

Després d’aquests estudis les guies recomanen nivells objectius d’'Hb entre 10-12 g/dL en

pacients adults valorant simptomes i comorbiditat
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Xifres per sota s’associen a sobrecarrega de volum que pot conduir a HVE excéntrica ,a
més de ser aquesta un factor independent de risc de malaltia cardiovascular. Xifres elevades
s’associen a major risc de mortalitat i pitjor control de les xifres tensionals.

Estudis amb petit nimero de pacients amb IRC en predialisi han mostrat que la correcci6
parcial de I'anémia severa aconsegueix una reduccido de I'index de massa ventricular
esquerra (Hayashi T et al., 2000)(Ayus J et al., 2005). No obstant, assaigs clinics controlats,
aleatoritzats , corregint 'anémia fins a nivells d’'Hb normals o molt propers a la normalitat
no han aconseguit demostrar un efecte beneficioés en la regressio de la HVE (Levin A et al.,
2005)(Parfrey PS et al., 2005)(Drueke TB et al., 2006). El nostre estudi mostra clarament
I'efecte beneficids de la correccié de I'anémia amb rHUEPO beta en I'lMVE. La magnitud
del canvi en I'IMVE observat en el 51 % dels pacients (els “responedors”) va ser alt ( -15
g/m2,7) i es similar a I'obtingut per London et al. en els seu grup de pacients responedors
en pacients amb IRC en hemodialisi en les quals l'atenuacio de la sobrecarrega
hemodinamica mitjancant el tractament de la tensio arterial i el tractament de I'anemia va
tenir un efecte favorable en la regressio de la HVE (London GM et al., 2001).

Els nostres resultats estan d’acord amb aquells recentment publicats per Parfrey et al.
(Parfrey PS et al., 2009) en un metanalisi de 15 estudis que abastaven 1731 pacients amb
anemia nefrogenica en IRC en hemodialisis. L'IMVE es va reduir només en aquells
pacients que tenien anémia severa basal (< 10 g/dL d’Hb) i que van ser tractats amb un
objectiu d’'Hb convencional (< 12 g/dL d’Hb). Contrariament, en els pacients amb anemia
menys severa la normalitzacié de la Hb no va tenir un efecte beneficios en I'IMVE.
L'objectiu terapeutic d’'Hb en els nostre estudi va ser de 12-13 g/dL. Aquest objectiu és
més alt que el recomanat per les guies, el qual va ser generat per recents publicacions

d’assaigs clinics investigant alts objectius terapeutics d’Hb en pacients amb IRC predialisi
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(De Francisco ALM et al, 2010)(Locatelli F et al., 2010). El nostre estudi va ser dissenyat
abans de la publicacié d’aquests estudis. Els pacients amb complicacions cardiovasculars
severes van ser exclosos del nostre estudi i no es van observar efectes adversos
cardiovasculars. Els principals determinants de I'MVE en la nostre poblacié varen ser
I'edat, I'index de massa corporal, tensi6 arterial sistolica, i la pressioé del pols. No obstant,
es va observar que I'lMVE no estava relacionat amb els nivells d’Hb. Aquesta troballa és
una diferencia amb altres estudis que havien demostrat una forta correlacié entre la MVE i
'anemia (Levin A et al., 1996). Per altra banda, altres estudis havien trobat que I'anémia no
era un predictor significatiu d’HVE en els pacients amb IRC (Paoletti E et al, 2005)(Patel
PK et al., 2009)(Eckardt KU et al., 2009). Una possible explicacié per aquesta abséncia de
valor predictiu de I'anémia en la MVE en el nostre estudi podria ser el molt estret nivell
d’Hb en la nostre cohort de pacients (DE basal de 0,6 ) comparat amb altres estudis.

La TAS va ser un predictor independent de regressio de la HVE en el nostre estudi. Als 6
mesos, els pacients “no responedors” tenien una TAS més alta, una major pressio del pols ,
i requerien més hipotensors que els “responedors” de forma significativa. Per altra banda,
els “responedors” van tenir una disminucié significativa de la TA al final de I'estudi . Per
aixo, la elevada TA pot haver contribuit a la falta de regressio de la HVE en els nostres
pacients “no responedors”. Les nostres troballes son coincidents amb altres estudis en
'associacio entre la TA i la HVE en els pacients en predialisi i en hemodialisis (London G
et al., 2001)(Paoletti E et al., 2005)(Patel RK et al., 2009) i reforca la importancia del
control de la TA en aquesta poblacié de malalts.

Encara que hi ha controversia si la diabetis mel-litus s’associa per si mateixa a hipertrofia
ventricular esquerra, un estudi recent ha demostrat que la preséncia de DM tipus I

s’associa a un increment del risc ( x 1,5) d’HVE en una poblacié multietnica (Eguchi K et
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al., 2008). El nostre estudi inclou un namero significatiu de subjectes amb DM, tenint el
grup de “no responedors” meés diabétics que el grup de “responedors”. En cap cas, els
nostres resultats no demostren un valor predictiu de la DM per la regressio de la HVE.

Cal afegir que no hi ha estudis comparatius entre els diferents agents estimuladors de
I'eritropoesi sobre la mortalitat cardiovascular, infart agut de miocardi o ictus i segons
l'ultima revisid6 Cochrane (Palmer SC et al, 2013) no hi ha evidencies per recomanar un
agent estimulador de la eritropoesi sobre els altres en relacié a seguretat i eficacia i les
guies cliniqgues assumeixen que totes les eritropoetines son iguals de segures i efectives
encara que les eritropoetines difereixen en la seva estructura molecular, cost i duracié

d'accio.

Estrés oxidatiu i insuficiencia renal cronica

En el periode de 1956-1966, Rebeca Gerschman, com a part de la seva teoria de la toxicitat
de l'oxigen, va formular el concepte que: "un augment de la pressio parcial d'oxigen o una
disminucio de les defenses antioxidants porten igualment a dany cel-lular " (Gershman R,
1964). En base en aquestes idees, el 1985 Helmut Sies va elaborar el concepte d'estrés
oxidatiu com una situaci0 de desequilibri amb un augment de oxidants o amb una
disminucio de antioxidants (Sies H, 1985).

En els pacients amb IRC l'estrés oxidatiu esta incrementat con a consequiéencia d'un
desequilibri amb un augment de l'activitat oxidant i una disminucié de la capacitat
antioxidant (Kao MP et al., 2010).

Donada la naturalesa comparativa de la situacié d'estrés oxidatiu, cal comptar amb valors

de referéncia en subjectes normals. Es va comparar la mostra de pacients amb insuficiéncia
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renal amb una mostra d’'una poblacié d’individus sans aparellats per nombre edat i sexe
facilitada pel Departament de Farmacologia de la Universitat Rovira i Virgili, on es on
realitzar les determinacions d’estrés oxidatiu.

S’objectiven nivells elevats de forma significativa de GSSG eritrocitari; Ratio GSSG/GSH
eritrocitari, GST eritrocitaria total GRE, GPX, test hemolisi en els pacients amb IRC
comparats amb la poblacié sana i nivells disminuits de forma significativa: GSH reduit
eritrocitari, GST residual, Malonildialdehid eritrocitari.

S’objectiva una alteracio del sistema glutatio en eritrocits perd no plasma. En eritrocits es
va observar un augment significatiu del GSSG i de la ratio GSSG/GSH i una disminucio
GSH cosa que ens va fer pensar en el mal funcionament del sistema de recanvi del GSH en
I'eritrocit. En el plasma es va trobar una disminucio significativa del GSH pero sense
alteracio de la ratio GSSG/GSH.

Els canvis en les concentracions del glutatio reduit i oxidat en [l'eritrocit sa, respecte
I'eritrocit del malalt amb IR, indiquen que el sistema antioxidant esta afectat i que, en
consequéncia, confirmen I'existencia d’'un estrés oxidatiu en malalts amb IR.

Ceballos-Picot i col-Is. van proposar el sistema antioxidant del glutati6 com a bio marcador
de I'estres oxidatiu en el context de la insuficiencia renal (Ceballos-Picot | et al., 1996). El
seu estudi va mostrar que el comportament dels biomarcadors GSH, GSSG, GR i GPx era
diferent en eritrocits i plasma. En eritrocits, tant la GPx com la GR augmentaven
significativament en els malalts, i, en plasma hi havia una disminucio del GSH. En el
aquest treball, la GPx i la GR també van augmentar a I'eritrocit d’'una manera significativa.
L’increment del GSSG eritrocitari és un marcador evident de 'augment de I'oxidacio en
comparacio amb la poblacio sana que també es reflexa en el ratio GSSG/GSH també

indicadora d’estres oxidatiu. L'augment de GST s’interpreta con a resposta a un excés de
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radicals lliure, no obstant I'estrés persisteix a causa de la baixa concentracio d’enzim
eficient ja que els valors del percentatge de GST residual son més baixos en la poblacié
amb IRC com a consequeéncia de I'oxidacio del d’aquest enzim. L'augment de la GRE es
pot explicar per la necessitat de mantenir les concentracions de glutatio reduit (GSH) que
principalment esta oxidat (GSSG).

L’homeostasi de l'eritrocit és un excel-lent exemple d'equilibri redox. Els progenitors
eritroides acumulen hemoglobina durant el desenvolupament. Els eritrocits transporten
grans quantitats d’oxigen, cosa que genera un alt nivell d'estrés oxidatiu (Fruehauf JP et al ,
2007). Els eritrocits madurs, com que no tenen nucli, no poden produir noves proteines en
resposta a l'estrés per la qual cosa depenen de les proteines sintetitzades anteriorment en el
seu desenvolupament per protegir-se dels danys originats per ROS i aixi assegurar la seva
propia supervivencia. Els eritrocits disposen d’'una una amplia gamma d'antioxidants per
contrarestar  I'estres oxidatiu, que inclou oxidoreductases membrana, antioxidants
cel-lulars, com ara la catalasa i superoxid dismutasa (SOD), i els enzims que produeixen
continuament agents reductors a través del sistema del glutatio (McMullin MF et al, 1999).
L’equilibri redox s'aconsegueix mitjancant diversos sistemes enzimatics que neutralitzen
oxidants toxics, com ara les ROS. La superoxid dismutasa (SOD) catalitza la conversié de
i0 superoxid a kD, que després es pot convertir en aigua per la catalasa o glutatio
peroxidasa acoblada amb glutatio reductasa. Altres “scavengers” rellevants inclouen
tioredoxina juntament amb tioredoxina reductasa, i glutarredoxina, que utilitza GSH com
un substrat. El GSH exerceix un paper central en el manteniment de I'equilibri redox, i la
relacié de glutatio oxidat/ reduit ofereix una estimacio de la capacitat amortidora redox

cel-lular (Schafer FQ et al, 2001). El ratio GSSG/GSH es considera el valor REDOX que
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millor determina la capacitat antioxidant de les ceél-lules (El-Rashidy FH et al, 1984).
L’increment del ratio GSSG/GSH suggereix un fort efecte prooxidant (Wu G et al , 2004).

Tractament amb EPO i I'estres oxidatiu.

Alguns autors atribueixen a la EPO propietats antioxidants (Grune T et al, 2000)(Herrera J
et al, 2001) i altres li atribueixen propietats prooxidants (Németh | et al, 2000). Hi ha autors
gue atribueixen a 'EPO efectes antioxidants directes i indirectes (Katavetin P et al., 2007).
D'una banda, de forma directa incrementa I'hemoxigenasa-1 i incrementa l'activitat
d’enzims antioxidants. L’hnemoxigenasa-1 és I'enzim que catalitza el pas limitant del grup
hemo a biliverdina, monoxid de carboni i ferro. En una reaccié posterior la biliverdina
reductasa produeix bilirubina a partir de la biliverdina que té un efecte antioxidant (Platt J
et al, 1998)(Abraham N et al, 2005)(Deshane J et al, 2005). L'efecte antioxidant de la EPO
és per la degradacié del grup hemo i pels seus metabolits biliverdina i bilirubina.
Recentment s’ha demostrat que la hemoxigenasa-1 és regulada en part pel fosfatidilinositol
3 cinasa/ Akt que és una de les senyals intracel-lulars estimulada per I'EPO (Salinas M et
al., 2004)(Lee T et al, 2004). Aquesta troballa suggereix que 'EPO pot induir directament
'expressio de hemo oxigenasa 1 mitjancant la via fosfatidilinositol 3-cinasa/Akt (Calo LA

et al, 2006). Tantmateix, 'TEPO pot incrementar l'activitat d’enzimes antioxidants com
SOD, Catalasa i GPX. S’ha vist que 'EPO incrementa l'activitat de GPX en cultius de
cel-lules astroglials murines (Genc S et al, 2002)(Kumral A et al., 2005).

D’altre banda, a 'EPO se li atribueix efectes que son indirectes pergue actuarien sobre les
cel-lules progenitors eritroides i no sobre els eritrocits ja que hematies madurs no tenen la
capacitat de sintesi de proteines de novo al no disposar de nucli. En primer lloc actuaria

disminuint els nivell de ferro corporal. El ferro és el major catalitzador per la produccié de
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radical lliures especialment durant la reaccio de Fenton que produeix el radical hidroxil. La
deplecio de Fe limitaria la produccié de radicals lliures. Per tant L’'augment de produccio
d’eritrocits per 'EPO induiria la deplecié de Fe, cosa que disminuiria I'estres oxidatiu
depenent de Ferro.

En segon lloc pot reduir indirectament I'estrés oxidatiu augmentant el nombre de globuls
vermells joves (Mimic-Oka J et al, 2002) que estan replets d’enzims que anirien disminuint
la seva activitat al llarg del temps (Glass GA et al, 1984), Diversos estudis han confirmat
gue la terapia amb EPO podria augmentar el nivell d’enzims antioxidants dels eritrocits
(lnal M et al, 1999)(Mimic-Oka J et al.,, 2002)(Delmas-Beauvieux MC et al.,
1995)(Canestrari et al., 1995). En aquest estudi només s’observa efecte beneficios de

I'estrés oxidatiu en determinats parametres.

Estrés oxidatiu, hipertrofia ventricular esquerre i insuficiéncia renal cronica

La principal troballa en el present estudi €s que el ratio GSH redox és un factor predictor
independent de regressio de la hipertrofia en pacients amb insuficiencia renal cronica
predialisi. Es conegut que I'estres oxidatiu té un efecte sobre la funcioé cardiovascular i té
un paper important en la progressié de la hipertrofia ventricular esquerra en els pacients
amb IRC (Kao MP et al, 2010). Diversos estudis han mostrat que I'estres oxidatiu estimula
la hipertrofia dels cardiomiocits activant una série de senyals hipertrofiques mitjancant
cinases i factors de transcripcio. Per altra banda, I'estrés oxidatiu té efectes en la fibrosi i en
el remodelacié de la matriu estimulant la proliferacié dels fibroblasts cardiacs i activant
metaloproteinases en la matriu extracel-lular (Kao MP et al.,, 2010)(Seddon M et al,

2007)(Annuk M et al, 2001)(Takimoto E et al, 2007)
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La IRC és un estat prooxidant que esta present en estadis precocos de la IRC. En els
pacients amb IRC estan incrementats els nivells de marcadors d’oxidacié de lipids,
proteines i DNA, i hi han diversos defectes en el sistema de defensa antioxidant (Dounousi
E et al.,, 2006)(Locatelli F et al., 2003)(Diepeveen SH et al., 2004)(Massy ZA et al.,
2009)(Alhamdani MS et al, 2005)(Shiomi T et al., 2004). En un estudi previ ja haviem
reportat que l'oxidacié del glutatio i les enzimes relacionades son els mecanismes més
importants en l'estrés oxidatiu en aquesta poblacié de pacients (Romeu et al., 2010). Els
nivells de GSH i les seves formes redox a sang han estat considerades com un index de
I'estat oxidatiu de tot I'organisme (Dalle-Donne | et al, 2006) i un indicador util de malaltia
cardiovascular (Ashfaq S et al., 2006)(Gu M et al., 1996)(Shimizu H et al., 2004)(Lombardi

R et al.,, 2009). L'estat redox del glutati6 és un factor independent de la preséncia de
aterosclerosi preco¢ mesurat com el gruix intima-mitja de I'artéria carotida en la poblacié
sana (Ashfaq S et al., 2006). Nivells baixos de GSH a plasma o a eritrocits ha estat associat
a malaltia coronaria (Gu M et al., 1996), mentre que nivells disminuits a plasma total de
GSH poden ser un factor de risc per el desenvolupament de malaltia cardiovascular
especialment de malaltia de petit vas cerebral (Shimizu H et al., 2004). Restaurant els
nivells de GSH substituent els nivells de precursors de glutatio N-acetilcisteina, o sobre
expressant glutati6 peroxidasa preveu la disfuncié cardiaca (Lombardi R et al.,
2009)(Shiomi T et al., 2004). Finalment s’ha descrit una relacié negativa entre la funcio
vascular endotelial i el ratio redox GSH, la qual cosa remarca la importancia del paper de
d’aquest marcador en la regulacio de la disfuncié endotelial en aquests pacients (Annuk M
et al., 2001). Les observacions d’aquest estudi, juntament amb les troballes d’aquests

estudis, proporcionen una addicional evidencia que dona suport a la importancia dels
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sistemes oxidants basats en el GSH en el desenvolupament de complicacions
cardiovasculars.

La causa dels nivells elevats del ratio redox GSH en el grup de pacients “no responedors”
d’aquest estudi comparats amb el grup de “responedors” no esta clara. L'Us d’inhibidors de
'TECA o ARA Il, estatines, suplements de ferro endovends., nivells plasmatics de
marcadors de la inflamacid, i la severitat de la insuficiencia renal sén tots factors coneguts
que influencien en I'estrés oxidatiu, pero van ser similars en els dos grups de pacients.
L’estres oxidatiu i la formacidé d’espécies reactives d’oxigen estan incrementades en la
diabetis mel-litus tipus Il, i s’han trobat nivells de glutatié cel-lular deficients en aquests
pacients (Sekhar et al., 2011). En aquest estudi el ratio redox GSH no difereix entre
diabetics i no diabetics suggerint que la DM no esta involucrada en els nivells elevats de
ratio GSH en els pacients “no responedors”.

En conclusio, a part de la tensio arterial el ratio redox GSH plasmatic és un predictor de
regressio de la hipertrofia ventricular esquerra en els pacients anémics tractats amb EPO.
Aquesta observacié remarca el possible efecte negatiu de I'estrées oxidatiu associat a la
malaltia renal cronica sobre I'efecte beneficiés del tractament amb EPO en la malaltia
cardiovascular en aquests pacients.

Efecte de I'epo sobre paraoxonasa i LDL oxidada

S'ha vist que la paraoxonasa té uns efectes antioxidatius mitjancant la disminucié de la
peroxidacio lipidica de les LDL (Mackness Ml et al, 1993). La PON circula en el plasma

associat a la lipoproteina d’alta densitat i que degrada els lipids oxidats actius comportant-
se com un sistema antioxidant (Watson AD et al., 1995). Una deficiencia d’aquest enzim

pot originar una major oxidacio de les LDL, cosa que augmenta el risc aterogenic. Els
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polimorfismes de la PON 1 poden influenciar en l'activitat de la PON1. Hi ha un
polimorfisme a I'aminoacid 55 que produeix un canvi de leucina a metionina (L55M) i un
polimorfisme a I'aminoacid 192 que produeix un canvi de glutamina (Q) a arginina(R):
(Q192)) (Adkins S et al, 1993)activitat arilesterasa no és polimorfica. L'activitat de la
PON 1 esta disminuida en els pacients IAM (McElveen J et al., 1986), amb
hipercolesterolemia (Mackness MI et al, 1991), diabetis mel-litus (Mackness Ml et al.,
1991), i els pacients en hemodialisi (Schiavon R et al., 1996)(Dantoine T et al., 1998) i
tltimament la PON1 s’ha considerat com un factor de risc de malaltia coronaria. La
concentracio de PON-1 es més baixa en els pacients amb malaltia coronaria que en la
poblacié normal i agquesta associacio va ser independent del polimorfisme en la posicio 192
(Kujiraoka T et al., 2000). Aquestes troballes indiquen que la PON 1 té un paper important
en la malaltia cardiovascular en la poblacié normal pero també en els pacients amb IRC.
Els nivell d’aquests enzims estan disminuits en la IRC (Paragh G et al., 1998) (Paragh G et
al., 1999)(Suehiro T, 2002) i sén un factor de risc cardiovascular independent en aquesta
poblacio (Ikeda | et al., 2007).

La concentraci6 PON en sérum té una forta associacié amb ['activitat arilesterasa a serum i
I'activitat paraoxonasa (Kujiraoka T et al., 2000).

En una cohort de 119 pacients amb insuficiencia renal en hemodialisi s’ha trobat que hi ha
una correlacié negativa a entre concentraci6 PON 1 i amb I'index de massa ventricular
esquerra entre els pacients HD i que és el predictor més important de I'index de MVE
(Matsumoto K et al., 2010). Per la qual cosa la concentraci6 PON pot contribuir al
desenvolupament de la HVE i pot ser un predictor independent de malaltia cardiovascular

en els pacients en hemodialisi. Pel contrari, en aquest estudi no s’han trobat correlacions
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entre la concentraci6 PON 1 i la massa ventricular esquerra en els pacients amb IRC
predialisi.

En aquest estudi als 6 mesos de tractament amb EPO es va objectivar un efecte beneficios
en el I'estat oxidatiu amb I'activitat de I'activitat PON i una disminucié dels nivells de
anticossos antiLDL oxidat, no obstant els nivells d’'HDL no es van modificar. La dosi de
ferro endovends administracio es va associar a major nivells d’LDL oxidat pero no amb
l'activitat de la PON. La presencia de diabetis, I's d’estatines o el grau d’insuficiencia
renal no es van associar a l'activitat de la PON o als nivells de anticossos anti LDL

oxidada.

Anémia, tractament amb EPO, massa ventricular esquee i inflamacio en la IRC:

S’ha documentat un estat inflamatori augmentat des d’estadis inicials de la IRC que arriba a
ser molt més pronunciat en aquells pacients amb IRC en tractament amb hemodialisi
(Locatelli F et al.,, 2003). La inflamacio juntament amb I'estrés oxidatiu i la disfuncié
endotelial representa una contribucido important en el procés daterosclerosi que es
considera la baula entre la malaltia renal cronica i la malaltia cardiovascular (Locatelli F et
al., 2003). Tanmateix, la presencia d’'un estat inflamatori en la IRC facilita el deteriorament
de la funci6 renal (Cachofeiro V et al., 2008) i s’associa amb nombrosos efectes clinics
adversos com I'anémia deguda a falta de resposta a EPO i la malnutricio proteicoenergetica
(Kalantar-Zadeh K et al, 2003). Diversos factors estan involucrats en el procés inflamatori
en la IRC com son: la malaltia de base, la comorbiditat, la uremia per se, I'estres oxidatiu,
les infeccions, factors genétics i immunologics i factors relacionats amb el tractament amb

dialisi com la biocompatibilitat de la membrana i el liquid de dialisi.
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Estudis de laboratori han mostrat que les citocines inflamatories promouen la remodelacio
cardiaca mitjancant la estimulacio de proteines sarcomeriques activant gens d’expressio
fetal i alterant la degradacio de la matriu extracel-lular i activant I'apoptosi (Yokoyama T et
al., 1997)(Krown KA et al., 1996)(Wollert KC et al, 2001). Malgrat que la majoria de les
citocines inflamatories son segregades pels macrofags i limfocits activats, altres fonts
potencials de citocines inflamatories son els adipocits i el muscul esquelétic.(Wing MR et
al., 2014)(Raj DSC et al., 2005). Les citocines inflamatories no estan expressades en el
miocardi pero sén regulades en resposta al dany miocardic per la qual cosa poden contribuir

als seus nivells circulants (Mann DL et al, 2003).

Hi ha una associacio entre la preséencia de citocines inflamatories i I'increment de mortalitat
cardiovascular en els pacients amb IRC (Rao M et al., 2008)(Rogacev KS et al., 2011). Hi
ha un associacio entre els elevats nivells de biomarcadors inflamatoris i la HVE i la
disfuncié diastolica en els malalts amb IRC després d’ajustar pels factors de risc
tradicionals i els nivells de funcié renal. De tots els biomarcadors inflamatoris la PCR
d’alta sensibilitat i la IL-6 sOn els que mostren una associacio mes consistent amb la HVE i
la disfuncié miocardica (Gupta J et al., 2015).

La PCR és un predictor de mortalitat CV en la poblacié general i en els pacients amb IRC
(Menon V et al., 2005)(Folsom AR et al, 2002). En una cohort de pacients amb HTA
resistent la microalbumindria i els nivells elevats de PCR es van associar independentment
amb I'aparicio d’'HVE (Salles GF et al, 2007). En un petit estudi de 104 pacients en HD la
PCRila TA van ser predictors d’'HVE (Monfared A et al., 2013). No esta clar si la PCR és

un marcador de I'estat inflamatori o un mediador directe de la HVE.
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En aquest estudi després del tractament amb EPO durant sis mesos no s’han observat canvis
en els parametres inflamatoris com la IL-6 o la PCR. En I'analisi univariant no es va trobar
cap correlacio entre els nivells de PCR i la IL-6 i els parametres ecocardiografics ni amb
I'index de massa cardiaca. En els malats amb estat inflamatori definit com presentar PCR
i/o IL-6 superior a la mitjana no hi ha regressié de la massa cardiaca al 6 mesos de
tractament amb EPO. En aquest estudi la inflamacié sembla tenir un efecte negatiu en la
regressio de la massa ventricular esquerra induida pel tractament amb EPO beta i contribuir
a la progressié de la IRC. No obstant, la inflamacié contribueix de forma independent als
canvis en la MVE.

NT-proBNP i hipertrofia cardiaca en la malaltia renal cronica:

En aquest estudi s’objectiva una clara relacido entre els nivells de NT-proBNP i la
hipertrofia ventricular esquerra cosa que ja s’ha descrit en altres estudis. Els nivells basals i
als 6 mesos de NT-proBNP dels pacients es varen relacionar estretament, i de forma
independent amb la massa ventricular esquerra. Es conegut que el NT-proBNP s’allibera
del cor com a resposta a la sobrecarrega de pressio i/o volum, i s’ha esdevingut una
important eina diagnostica per valorar aquells pacients que presenten dispnea aguda. Els
nivells de NT-proBNP manifesten I'estat de la funcié diastolica i sistolica cardiaca, i tenen
un important valor pronostic en mudaltiples situacions cliniques, incloent pacients amb
malaltia coronaria estable i sindromes coronaries agudes. En els pacients en hemodialisi
existeix una estreta relacid entre el NT-proBNP i la massa ventricular esquerra i la funcio
sistolica, i aquest peptid ha demostrat tenir un valor predictiu per la malaltia coronaria, la
hipervolémia i la mortalitat en aguesta poblacié. En un estudi en pacients amb malaltia
renal cronica predialisi la elevacio dels nivells de NT-proBNP manifestava una malaltia

isquémica subjacent i hipertrofia cardiaca, independent del grau de disfuncié renal
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(DeFilippi C et al, 2005). En altre estudi. en pacients amb malaltia renal cronica predialisi
la concentracié de NT-proBNP s’associava independentment de la funcio renal, amb la
sobrecarrega de volum que presentaven els pacients (Takami Y et al., 2004). En un altre
estudi en pacients en hemodialisi amb fraccié d’ejeccidé conservada els canvis observats en
I'index de massa ventricular esquerra al cap d'un any de seguiment varen estar relacionats
amb les variacions de NT-proBNP (Choi SY et al., 2008). Per aix0, s’ha suggerit que que el
NT-proBNP podria tenir un valor predictiu independent com a marcador dels canvis en la
massa ventricular dels pacients amb insuficiencia renal en hemodialisi (Mark MP et al.,
2006)(Wang AYM et al, 2008).

Anémia, tractament amb EPO, massa ventricular esquerre i NT-ProBNP en la IRC:

En el present estudi, la correcci6 de la anémia amb EPO va comportar un descens
significatiu de la massa ventricular esquerra, encara que aquest descens només es va
observar en la meitat de la poblacio estudiada. Aixi doncs, en el grup de pacients
“responedors”, I'index de massa ventricular esquerra va descendir un 22 % en relacié6 amb
els valors basals, mentre que en els “no responedors” aquest va augmentar un 9 %. Quan
analitzem els factors que haguessin pogut influir en la regressié de la massa ventricular
esquerra, els unics factors diferencials van ser els nivells de tensio arterial sistolica, la
pressio del pols, i el nUmero de farmacs hipotensors, que van ser més elevats en el grup de
pacients “no responedors”. De fet la tensié arterial sistolica va disminuir de forma
significativa en el grup de pacients “responedors” mentre que no es va modificar en el grup
de pacients no responedors. No obstant els nivells basals i als 6 mesos de NT-ProBNP
varen ser similars en els dos grups, i aquest péeptid no va tenir un valor predictiu en la

regressio de la massa ventricular esquerra.
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Anémia, NT-ProBNP i IRC:

La presencia d’anémia s’associa a un nivells més elevats de NT-ProBNP en pacients amb
insuficiencia cardiaca i en la poblacid general i en els pacients amb IRC predialisis
(Timenstajn-Jankovic B et al, 2013) . Aquesta relacio és independent de I'edat, de I'index
de massa corporal, del filtrat glomerular o de la preséncia d’hipertrofia cardiaca o malaltia
valvular. Per altra banda, els pacients amb insuficieéncia cardiaca, anémia i IRC estadi 3, la
milloria de 'anémia amb agents estimuladors de I'eritropoesi o amb I'administracié de
ferro endovends, comporta una millora en els parametres hemodinamics cardiacs i una
disminucio dels nivells de NT-ProBNP. En aquest estudi no s’ha trobat cap relacio entre els
nivells d’hemoglobina basals i als 6 mesos del tractament amb rHu-EPO beta i els nivells
de NT-ProBNP, ni tampoc s’ha observat cap relacié entre les dosis de rHu-EPO beta ni les
dosis de ferro endovends i els nivells de NT-ProBNP. Per ultim, la dada més rellevant va
ser que malgrat observar una disminucié de la massa ventricular esquerra, els nivells de
NT-ProBNP no es varen modificar de forma global ni en el grup de pacients responedors o
no responedors. A més, no es va observar cap correlacio entre els percentatges de canvi en
'index de massa ventricular esquerra i els nivells de NT-ProBNP en cap dels dos grups. La
causa de la falta de relacié en aquest estudi entre el tractament amb EPO i la resposta en els
nivells de NT-ProBNP es desconeguda. Es possible que el empitjorament de la funci6 renal
als 6 mesos de tractament amb EPO hagués pogut condicionar un augment de la volemia i
de la dilatacié ventricular amb una major secrecié de NT-ProBNP que d’alguna manera

podria distorsionar els resultats obtinguts.
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Efecte de la regressio de la massa ventricular abl del temps

En aquest estudi el tractament de 'anémia consegueix la regressio de la massa ventricular
esquerre a curt termini, pero a mig termini la massa cardiaca no millora més malgrat en
control tensional. S’objectiva una tendencia a 'augment del volum de ventricle esquerre |
un pas a un patré geometric d’hipertrofia ventricular excentrica que podria ser explicat per
la situacié d’hipervolémia. Encara que en petits estudis en pacients voluntaris sans i en
pacients en hemodidlisis indiquen que el volum total sanguini roman estable després del
tractament amb eritropoetina com a resultat d’una disminucié en el volum plasmatic
compensatori ,aquesta reduccié adaptativa probablement requereixi d’'una funcié renal
normal i el control del volum plamatic esta compromés a la IRC avancada. Malgrat I'efecte
beneficids inicial del tractament amb EPO beta sobre 'HVE, els pacients amb IRC
mantenen encara una elevada MVE que pot ser explicada per la progressiva dilatacié del
ventricle esquerre que es produeix al llarg del temps. El control de la hipervolemia pot
contribuir a la prevencio, o fins i tot revertir 'HVE en una proporcio substancial en aquests

pacients.
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D.- Limitacions de I'estudi:

En primer lloc el limitat nombre de pacients ha estat potser una de les causes que no
s’hagin pogut determinar com factors predictors els parametres inflamatoris i el NT-
proBNP.

L'objectiu terapéutic d’'Hb en els nostre estudi va ser de 12-13 g/d que és més alt que el
gue actualment recomanen per les guies arran de recents assaigs clinics publicats
investigant objectius terapéutics d'Hb elevats en pacients amb IRC predialisi. El present
estudi va ser disssenyat abans de la publicacié d’aquests estudis.

En aquest estudi s’ha utilitzat com eina diagnostica la ecocardiografia, que és molt Gtil en el
diagnostic d’HVE en els pacients amb insuficiencia renal cronica. En els dltims anys la
ressonancia magnetica cardiaca ha esdevingut el nou “gold standard” per la seva alta
precisio i la seva capacitat de mesurar I'index de massa cardiaca, no obstant el seu alt cost
limita el desplagcament de I'ecocardiografia com eina diagnostica habitual.

Per la determinacio de la disfuncio diastolica s’ha utilitzat el Doppler d’'ona polsada 2D:
pero és limitada perqué els index depenen de la precarrega. Actualment en la practica
habitual la tecnica que s'utilitza és el Doppler Tisul-lar que és independent de la precarrega.
En aquest estudi la falta de relacions significatives entre els altres marcadors d’estrés
oxidatiu i la regressio de la hipertrofia ventricular esquerra junt amb l'observacié que
l'efecte beneficios del tractament amb EPO en l'estres oxidatiu és sols evident en
determinats parametres, confirmen I'heterogenicitat del procés oxidatiu en el torrent
circulatori versus en els teixits. Es probable que es requereixin un conjunt d'altres
marcadors per confirmar el valor predictiu de l'estres oxidatiu en la regressio de la

hipertrofia ventricular esquerra (Dotan Y et al, 2004). Recentment s’ha proposat un “score”
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para I'estres oxidatiu basat en I'analisi de diversos biomarcadors que avaluin la influéncia
de l'estrés oxidatiu en I'estat clinic dels pacients amb IRC (Romeu M et al., 2010).

També pot haver influit en els resultats obtinguts el anomenat fenomen de “regressio a la
mitjana” de les mesures ecocardiografiques, que pot comportar majors canvis en la massa
ventricular esquerra entre els pacients amb valors més extrems d’aquest parametre, degut a
gue mesures ecocardiografiques successives tenen tendéncia a retornar als valors promig

dels nivells de massa ventricular esquerra dins de la distribucié de la poblacié estudiada..
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E.- CONCLUSIONS:

1.- Massa cardiaca i regressio de la HVE:

1.a- El tractament de 'anemia amb EPO s’associa a una reduccio significativa de I'index de
massa ventricular esquerra en els pacients amb insuficiéncia renal cronica.

2.a- La correccido de I'anémia amb EPO regressa la hipertrofia ventricular esquerra en
només el 51 % dels pacients amb malaltia renal cronica.

3.a- La tensi6 arterial es un factor predictiu de regressio de la massa cardiaca , juntament
amb la massa cardiaca basal.

2.- Estrées oxidatiu, massa cardiaca i regressio de la hipertrofia ventricular esquerra:

2.a- El tractament amb EPO té un efecte beneficids en alguns parametres d’estrés oxidatiu.
2.b- El ratio GSH redox, com a marcador d'estrés oxidatiu, és un factor predictor
independent de regressi6 de la hipertrofia ventricular esquerra en els pacients amb
insuficiencia renal cronica.

3.- Inflamacio, massa cardiaca i regressio de hapertrofia ventricular esquerra:

3.a.-El tractament amb EPO no modifica els nivells de marcadors inflamatoris com la IL-6 i
la PCR en aquesta poblacio.

3.b.- La inflamacio té un efecte negatiu en la regressio de la MVE induida pel tractament
amb EPO beta i contribueix de forma independent als canvis en la MVE.

4.- ElI NT-proBNP massa cardiaca i regressio de lapertrofia ventricular esquerra:

4.a.- EI NT-proBNP esta estretament relacionat amb la massa cardiaca i la preséncia
d’hipertrofia cardiaca en la malaltia renal cronica;

4.b.- El tractament amb EPO no modifica els nivells de NT-proBNP en aquesta poblacio,
4.c.- Els nivells de proBNP no tenen valor predictiu en la regressio de la massa ventricular

esquerra induida per la correccio de I'anemia amb EPO.
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5.- Massa cardiaca i regressio de la HVE. Efectes a mig termini:

5.a- El tractament de I'anemia amb EPO produeix una regressio de la massa ventricular
esquerra als 6 mesos que es manté als 12 mesos per0 no s’aconsegueix una millora
addicional.

5.b.- Es produeix un tendéncia a I'augment progressiu del volum ventricular esquerre
encara que sense significacio estadistica.

5.c.- Es produeix un canvi en el patré6 geométric a una hipertrofia excéntrica.
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