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RESUMEN

Introduccion: El estrés oxidativo es crucial para el desarro-
llo de arteriosclerosis, principal causa de morbimortalidad
en poblacién en predidlisis. Nuestro objetivo fue valorar la
oxidacién de las principales lineas moleculares y discernir
si algun biomarcador tenia mejor comportamiento valo-
rando este estrés. Pacientes y método: Estudio observacio-
nal en 32 pacientes con MDRD 22,1 £+ 1,08 ml/min. Medi-
mos en linfocitos periféricos: malondialdehido, glutation
oxidado/reducido, 8-oxo-deoxiguanosina nuclear y mito-
condrial, superéxido dismutasa, glutatiéon reductasa, glu-
tation peroxidasa y catalasa, y en plasma F2 isoprostanos y
proteinas carboniladas. Correlacionamos los resultados con
funcién renal y factores comérbidos. Resultados: Todos los
biomarcadores tuvieron amplias diferencias significativas
cuando se compararon con el grupo control peroxidacién
lipidica: F2 isoprostanos: 821,89 + 300,47 ng/ml vs. 270 (95,66)*
ng/ml (p <0,000); MDA 0,11 (0,11)* vs. 0,7 = 0,31 nmol/mg prot
(p <0,000). Oxidacion proteica: GSSG/GSH: 6,89 = 1,91 vs.
1,39 + 0,75 (p <0,000); proteinas carboniladas: 7,41 + 0,84
vs. 3,63 (1,12)*. Dafilo material genético: 8-oxo-deoxigua-
nosina nuclear: 7,88 (2,32)* vs. 2,96 (1,78)* y 8-oxo-dG mi-
tocondrial: 15,73 + 2,28 vs. 13,85 + 1.44 (p <0,05). Los va-
lores de las enzimas antioxidantes también obtuvieron
amplias diferencias significativas. La molécula 8-oxo-
deoxiguanosina en DNA nuclear fue la que tuvo una rela-
cién significativa con el resto de biomarcadores, con ho-
mocisteina (r = 0,305; p <0,05), lipoproteina (a) (r = 0,375;
p <0,01), 8-oxo-deoxiguanosina mitocondrial (r = 0,411;
p <0,05), GSSG/GSH (r = 0,595; p <0,001) y proteinas carbo-
niladas (r = 0,489; p <0,05), y de forma inversa con las pro-
teinas totales (r = -0,247; p <0,01), GSH (r = -0,648;
p <0,000), GRS (r = -0,563; p <0,001) y SOD (-0,497;
p <0,000). Ninguno de los parametros tuvo correlacién con
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la funcion renal. Tampoco se obtuvieron diferencias signi-
ficativas con la presencia o no de diabetes o la toma de es-
tatinas. * Mediana (amplitud intercuartil). Conclusion:
Existe un elevado estrés oxidativo en los pacientes con en-
fermedad renal avanzada que probablemente se establez-
ca desde fases tempranas de la enfermedad. Entre todos
los parametros estudiados, la molécula de 8-oxo-dG se
comportdé como el marcador mas idéneo.

Palabras clave: Enfermedad renal crénica. Estrés oxidativo.
8-oxo-deoxiguanosina.

ABSTRACT

Introduction: Introduction Patients with Chronic renal
Disease (CRD) often have cardiovascular disease that is
the main cause of morbidity and mortality. Oxidative
stress and a subclinical inflammation are crucial factors
in its development. The aim of this study was to asses
the oxidation of the main molecular lines in patients
with advanced renal disease without dialysis and to
determinate the best biomarker to asses this stress.
Patients and Methods: We performed an observational
study to measure the most important oxidative biom
arkers in 32 patients with stage 4 CRD (MDRD = 22.1 %
1.08 ml/min) compared with the values obtained in a
control group. In peripheral lymphocytes we measured,
the lipid peroxidation by Malondialdehide (MDA) and F2
Isoprostanes in plasma, protein oxidation by glutathione
oxidized/reduced ratio (GSSG/GSH) in peripheral
lymphocytes and protein carbonyls in plama and the
oxidative damage in genetic material by modified
nucleotide base 8-deoxiguanosina oxo —(8-oxo-dG), after
isolating nuclear and mitochondrial DNA. We also
studied the antioxidant defenses with superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione reductase (GSR) and catalase (CAT) in
peripheral lymhocytes. We studied the correlation
between oxidative stress and the renal function and
oxidative stress and co-morbidity factors. Results: All
biomarkers showed important differences in comparison
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with the control subjects. 821.89 + 300.47 ng/ml vs. 270
(95.66) * ng/ml (p <0.000), MDA 0.11 (0.11) * vs. 0.7
0.31 nmollmg prot (p <0.000). GSSG / GSH: 6.89 + 1.91 vs.
1.39 £ 0.75 (p <0.000), protein carbonyls: 7.41 + 0.84 vs.
3.63 (1.12) *. Nuclear 8-oxo-dG 7.88 (2.32) vs. 2.96 (1.78)
* mitochondrial 8-oxo-dG: 15.73 + 2.28 vs. 13.85 + 1.44
(p <0.05). The Antioxidant enzymes also showed
differences. Nuclear 8-oxo-dG demonstrated an
important relationship with the rest of biomarkers,
homocystein (r = 0.305, p <0.05), lipoprotein (a) (r =
0.375, p <0.01), mitochondrial 8-oxo-dG (r = 0.411, p
<0.05), GSSH/GSH (r = 0.595, p <0.001) and protein
carbonyls (r = 0.489, p <0.05). There was an inverse
correlation with total protein (r = -0.247, p <0.01), GSH
(r =-0.648, p <0.000), GSR (r =-0.563, p <0.001) and SOD
(r =-0.497, p <0.000). We did not find any correlation
between these parameters and renal function. The
presence of diabetes or the treatment with statins did
not showed significant differences. * Median
(Interquartile range). Conclusion: There is an important
oxidative stress in patients with advanced renal disease,
probably established during early stages of disease. Of
the studied parameters, the nuclear 8-oxo-dG is the best
marker for oxidative stress in CRD

Key words: Chronic kidney disease. Oxidative stress.
8-oxo-deoxiguanosin.

INTRODUCCION

La prevalencia de la enfermedad renal crénica (ERC), tanto
en Espafia como en el resto del mundo, continia en aumento
en los tltimos afios, debido probablemente al envejecimiento
de la poblacioén, a la mayor prevalencia de entidades como la
diabetes y la hipertension arterial y, posiblemente, a la exis-
tencia de mejores programas de salud ptiblica que detectan y
controlan la nefropatia desde estadios precoces'>.

Estd demostrado que la principal causa de morbimortalidad
en los pacientes con ERC es la cardiovascular*’y que el es-
trés oxidativo, junto con un estado inflamatorio subclinico,
serian los responsables ultimos de la generacion y progresion
de la placa arteriosclerética’.

La generacién excesiva de sustancias prooxidantes, asi como
el déficit o la pérdida (en didlisis) de sustancias antioxidan-
tes, son las responsables de generar estrés oxidativo y produ-
cir dailos moleculares irreversibles. En los pacientes que re-
ciben tratamiento sustitutivo renal pueden estar implicados
diferentes factores afiadidos que influyan en la generacién de
este estrés, como la retrofiltracidon de liquido de didlisis no
ultrapuro, con el consiguiente paso de endotoxinas y activa-
cion del sistema del complemento, la pérdida de sustancias
antioxidantes a través de membranas de alta permeabilidad o
la infusién de grandes cantidades de hierro intravenoso, etc.
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La existencia de esta relacion entre estrés oxidativo y patolo-
gia cardiovascular en pacientes en hemodidlisis ya ha sido de-
mostrada en diversos estudios®. Sin embargo, la situacién en
pacientes en predidlisis es diferente, existen menos trabajos y
la mayoria estudia una linea molecular aislada, lo que difi-
culta una visién global de esta alteracion.

Hay evidencias de que, en estadios previos de enfermedad,
este estrés ya esté aumentado’®. La poblacion en predidlisis
estd caracterizada por la confluencia de un gran nimero de
factores de riesgo tradicionales, como hipertensién, dislipe-
mia y diabetes mellitus, que han demostrado ser, por si solos,
factores de riesgo cardiovascular y, por tanto, es de esperar
que el estrés oxidativo en esta poblacidn esté aumentado. Ade-
mas, la acumulacion de toxinas urémicas contribuird a aumen-
tar mds el disbalance ente las defensas y el ataque oxidante.

Nuestra intencién fue valorar la oxidacién de las distin-
tas lineas moleculares (proteinas, lipidos y material ge-
nético) y discernir si alguna de ellas se comportaria
como mejor marcador oxidativo en una poblacién agru-
pada en un estadio avanzado de enfermedad renal, pero
sin la influencia de los posibles factores aportados por
las técnicas dialiticas.

PACIENTES Y METODOS

Se trata de un estudio observacional, formado por un grupo
de 32 pacientes con diagndstico previo de ERC estadio 4 y
grupo control compuesto por 67 sujetos voluntarios sanos. El
grupo de pacientes provenia de las consultas de predidlisis del
Servicio de Nefrologfa del Hospital Clinico de Valencia. To-
dos los participantes firmaron su consentimiento para formar
parte del estudio.

Se incluyeron los pacientes estables clinicamente en los seis
meses previos y fueron excluidos del estudio aquéllos con en-
fermedad neopldsica, sangrado activo, enfermedad inflama-
toria o infecciosa activa, y los que habian recibido tratamien-
to con hierro intravenoso en los tres meses previos.

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes, registran-
do sus datos demogréficos, etiologia de la enfermedad renal,
antecedentes de hipertension arterial y nimero de fairmacos
antihipertensivos que tomaban para su tratamiento, dislipe-
mia, toma de estatinas, diabetes mellitus, cardiopatia isqué-
mica (definida por tener antecedentes de infarto de miocar-
dio, angina o prueba de imagen positiva para isquemia
miocdardica), accidente cerebrovascular o enfermedad arterial
periférica.

Las muestras de sangre se extrajeron tras 12 horas de
ayuno. Se tomaron muestras para hemograma y screening
bioquimico, que incluia: urea, creatinina, metabolismo li-
pidico, proteinas totales, albimina, homocisteina, lipo-
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proteina a, fibrinégeno y PCR-as (proteina C reactiva de
alta sensibilidad).

Para las determinaciones de pardmetros de estrés oxidativo
se extrajeron mediante vacutainer 14 ml de sangre en tubo
con EDTA como anticoagulante. Estas muestras fueron inme-
diatamente centrifugadas, separando suero y plasma.

Las caracteristicas de los grupos estudiados se reflejan en la
tabla 1.

El grupo predidlisis lo formaban 26 varones y seis mujeres,
con un promedio de edad de 65,29 + 15,60 afios. La nefropa-
tia causal era en 21 casos (65,7%) vascular, en ocho casos
(25%) era diabética, en dos casos (6,2%) nefritis tibulo-
intersticial y en un caso (3,1%) poliquistosis renal. El filtra-
do glomerular estimado (férmula MDRD) en el momento del
estudio fue de 22,09 + 6,02 ml/min de media.

Procedimientos de laboratorio

Se aislaron las células mononucleares por centrifugacién
de Ficoll-Hypaque’, seguido de tres lavados con solucién sali-
na. Las células mononucleares resuspendidas en medio RPMI
1460 (Sigma) y las lisadas con el tamp6n de lisis «KRNA/DNA
Stabilization Reagent for Blood/Bone marrow» (Roche) para la
extraccion del DNA, se conservaron a -80 °C hasta su uso.

Aislamiento del DNA nuclear (DNAN) y mitocondrial
(DNAmMt)

El DNAn se aislé siguiendo el método de Gupta, con la mo-
dificacién descrita por Muiliz et al . en la cual se usa el al-
cohol cloroformo isoamil (24:1) en lugar del fenol para la eli-
minacién de proteinas. El aislamiento del DNAmt se hizo
seguin el método de Espinosa et al."

Estudio del estrés oxidativo

Determinacion de pardmetros oxidativos

Para el estudio de la peroxidacidn lipidica se determinaron
dos pardmetros: en las células mononucleares aisladas, el

MDA por cromatrografia liquida de alta resolucién, midién-
dose la concentracién de proteina en cada muestra por el mé-
todo de Lowry'? para poder referenciar estos pardmetros. Los
F2 isoprostanos esterificados se cuantificaron en plasma me-
diante técnica de ELISA (Cayman Chemicals).

Los F2 isoprostanos son productos derivados de la oxidacién
no enzimdtica del 4cido araquidénico presente en los lipidos
de las membranas celulares.

El estrés proteico se estudié mediante la relacién
GSSH/GSH por cromatografia liquida de alta resolucién en
células mononucleares, y las proteinas carboniladas en plas-
ma mediante técnica de ELISA de acuerdo con el método de
Buss et al."”

Por ultimo, el analisis del dafio oxidativo a nivel del material
genético se realiz6 mediante el estudio de la base modificada
8-0x0-dG tanto en DNA nuclear como en DNA mitocondrial
previamente aislados, mediante cromatografia liquida de alta
resolucién

Productos de defensa antioxidante

La defensa antioxidante se valoré mediante el estudio de la
actividad de diversas enzimas que han demostrado tener esta
capacidad.

La actividad total de la enzima SOD fue determinada por la mé-
todo de McCord y Fridowich* y las actividades de las enzimas
Catalasa y GPX y GSR mediante el método de Clairbone y
Gunzler®, todos ellos utilizando el ensayo espectrofotométrico.

Analisis estadistico

Las distintas variables numéricas se expresan como media
+ desviacidn estdndar y como mediana y rango intercuartil
para las variables cuya distribucién no era normal (prueba
de Kolgomorov-Smirnov). En estas tdltimas se realizé una
transformacién logaritmica. Para la comparacién de dos
muestras independientes se utilizé la T de student con prueba
de Levene para la igualdad de varianzas. Para la comparacion
de variables cualitativas, la Xi cuadrado con la correccion de
Yates; y en el caso de menos de cinco observaciones, la prue-

Tabla 1. Caracteristicas de los grupos estudiados

Grupo control

Grupo predialisis

(n=67) (n=32)
Edad (afos) 48,08 + 19,11 65,29 + 15,6
Sexo (H/M) 29/38 26/6
MDRD-4 (ml/min) 82,25 + 15,6 22,1+ 1,08
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ba de Fischer. Para el estudio de las distintas correlaciones
entre las variables, se practicé una correlacién bivariada con
P de Pearson. Se consider6 significativo el valor de p <0,05.
Se utilizé el programa estadistico SPSS versién 15.0,

DISCUSION

El hallazgo principal del estudio es el aumento significativo
de oxidantes en una poblacién en predidlisis a nivel de todas
las lineas moleculares estudiadas, asi como el déficit de las
defensas antioxidantes. De todos los pardmetros estudiados,
la molécula 8-0x0-dG, marcador de dafio nuclear, fue la que
mayor nimero de correlaciones obtuvo con el resto, por lo
que creemos que seria el marcador mds fiable.

Generalmente, el estudio del estrés oxidativo en poblacién
con ERC se ha centrado en la poblacién en didlisis, con la
intencién fundamental de demostrar el beneficio o no de la
técnica en este aspecto. Sin embargo, la poblacién en pre-
didlisis se caracteriza por la confluencia de miltiples facto-
res de riesgo cardiovascular capaces por si solos de provo-
car este estrés.

En las dltimas dos décadas ha aumentado el interés en descu-
brir las causas de la elevada morbimortalidad cardiovascular
de la poblacién con ERC. Por ello, el estrés oxidativo ha sido
objeto de multiples estudios, en virtud de las pruebas que lo
posicionan en el centro de la fisiopatologia de la placa de ate-
roma. Sin embargo, en la poblacién en predidlisis, la mayor
parte de los trabajos de los que disponemos se centran en es-
casos biomarcadores oxidativos, y muchas veces en poblacio-
nes de caracteristicas heterogéneas. Nuestra intencion fue va-
lorar la oxidacién de las distintas lineas moleculares
(proteinas, lipidos y material genético) y discernir si alguna
de ellas se comportaria como mejor marcador oxidativo en
una poblacién agrupada en un estadio avanzado de enferme-
dad renal, pero sin la influencia de los posibles factores apor-
tados por las técnicas dialiticas.

En nuestro caso, se trata de una poblacién donde existe una
prevalencia de hipertension del 100% de los pacientes en
mayor o menor grado, y de diabetes superior a un 40%. En
cuanto a la dislipemia, aunque el 65% de los enfermos te-
nia este diagndstico, un porcentaje del 59,4% recibia trata-
miento hipolipemiante con estatinas, por lo que la media de
lipoproteinas estaba dentro de un rango normal en el grupo
prediélisis.

La peroxidacién lipidica se estudié mediante dos pardmetros,
MDA y F2 isoprostanos plasmaticos. E1 MDA ha sido uno de
los pardmetros mds estudiados como producto final de la pe-
roxidacién lipidica'®. Varios autores han encontrado niveles
elevados en pacientes con ERC y en HD". Nosotros también
encontramos niveles significativamente elevados en el grupo
de ERC. Sin embargo, a pesar de ser un éptimo marcador de
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estrés oxidativo, el MDA es una molécula de bajo peso mo-
lecular e hidrosoluble, por lo que puede sufrir aclaramiento
renal o ser dializada. Recientemente, de Vecchi et al. propo-
nen que parte de los niveles de MDA que encontramos ele-
vados en estos pacientes seria atribuible al bajo filtrado glo-
merular, por lo que parece mds idéneo cuantificar la molécula
de MDA ligada a macromoléculas que impedirian este acla-
ramiento’®. Por otro lado, la medicién de los F2 isoprostanos
plasmaéticos ha adquirido especial interés en los tltimos afios
por diversos motivos. Se trata de moléculas mds estables que
otros lipidos oxidados (p. ej. LDL-oxidadas) y que, al ser me-
didas en plasma en su forma esterificada, no sufren aclara-
miento renal o depuracién por didlisis”. Se han demostrado
niveles elevados de F2 isoprostanos tanto en fumadores®
como en pacientes diabéticos?'. Handelman et al. encuen-
tran niveles de F2 isoprosanos elevados en pacientes en he-
modialisis, asi como correlacion con los niveles de PCR de
sus pacientes’.

Recientemente, Cottone et al. han medido F2 isoprostanos en
una extensa muestra de 626 pacientes hipertensos en diferen-
tes estadios de ERC, encontrando correlacién negativa con el
grado de funcién renal®. Otros autores, como Donousi et al %,
también encuentran esta correlacidon en una muestra de 87 pa-
cientes en al amplio rango de estadios 1 al 4. Nuestro estu-
dio, sin embargo, no es capaz de encontrar esta relacion, qui-
z4s porque se trate de una muestra de pacientes mds pequefia
o también porque todos se encuentren en un estadio muy
avanzado de enfermedad renal. De hecho, llama la atencion
que en el trabajo de Donousi los valores de F2 isoprostanos
en el estadio 3 son superiores a los del estadio 4.

En nuestra linea se encuentra el trabajo de Oberg et al .**, don-
de en una muestra de 60 pacientes, con un filtrado glomeru-
lar medio de 27,11 ml/min, tampoco se logra encontrar rela-
cién con los niveles de F2 isoprostanos.

Todos estos resultados sugieren la hipétesis de que la pero-
xidacién lipidica tiene lugar en fases tempranas de ERC y
que se mantiene en niveles altos durante la progresion de la
enfermedad.

El DNA es una estructura molecular especialmente vulnera-
ble al ataque de las especies reactivas de oxigeno, tanto mas
si consideramos la molécula de DNA mitocondrial. Existen
pocos estudios del dafio oxidativo del material genético en
pacientes con enfermedad renal, y la mayoria lo hacen en pa-
cientes en hemodidlisis**. Entre las modificaciones que pue-
de experimentar el DNA inducidas por las especies reactivas
de oxigeno, la molécula 8-oxo-2’-deoxiguanosina (8OHdG)
es una de las mds abundantes. Se sabe que el radical hidroxi-
lo reacciona rdpidamente con la base nucleotidica guanosina
para dar lugar a la molécula 8-0x0-dG, y que ésta se ha pro-
puesto como un buen marcador de la estimacién de la pro-
duccién de este radical libre. Probablemente, otras especies
reactivas de oxigeno intervengan en este proceso, sobre todo
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en estos pacientes donde existe un marcado déficit de activi-
dad de la enzima catalasa, dando lugar a un aumento en la
disponibilidad de H,0,. El dafio oxidativo del DNA es capaz
de inducir un envejecimiento celular precoz, asi como un au-
mento en la incidencia de cdncer”. Tarng ha demostrado que
el contenido de 8-0x0-dG en DNA celular proporciona una
medida fiable del dafio oxidativo del material genético en leu-
cocitos periféricos en pacientes en hemodidlisis crénica®. Cu-
riosamente, los pacientes en hemodiélisis tienen una inciden-
cia mayor de cdncer que la poblacién general, aunque es
cierto que estos pacientes merecen una atencion especial, ya
que la propia técnica podria influir en el equilibrio oxidati-
vo®. Watanabe et al. midieron 8-0x0-dG en pacientes con in-
suficiencia renal avanzada (FG promedio: 6,4 ml/min) y en-
contraron los niveles mds elevados en el grupo que
presentaba valores mds bajos de histidina, un aminodcido que
se comportaria como marcador del estado nutricional del in-
dividuo. En un grupo de hipertensos, Redén et al. encontra-
ron niveles elevados de 8-oxo-dG tanto nuclear como mito-
condrial en células mononucleares periféricas. Este grupo no
pudo establecer correlacién entre el grado de hipertensién y
el aumento de marcadores oxidativos. Los autores piensan
que puede ser debido a que en el paciente hipertenso pueden
confluir otros factores, como el aumento de la actividad de la
angiotensina II o un estado de hiperinsulinemia, que podrian
influir en el estrés®. En nuestra poblacién, encontramos un
aumento generalizado tanto de 8-0x0-dG nuclear como mito-
condrial, con amplias diferencias significativas respecto al
grupo control. Del mismo modo que al estudiar la peroxida-
cion lipidica, tampoco encontramos correlacién con el dete-
rioro de la funcién renal. Pensamos que esto puede ser debido
a la confluencia de multiples factores comérbidos en estos pa-
cientes. De hecho, la totalidad eran hipertensos, a parte de que
mds de un 40% de ellos eran diabéticos y de que estudiamos
pacientes en un estadio muy avanzado de la enfermedad renal.

Por ultimo, estudiamos el dafio oxidativo sobre las protei-
nas. Witko-Sarsat et al. identificaron lo que llamaron pro-
ductos finales de la oxidacién proteica avanzada (AOPPs)
en virtud de su analogia con los productos finales de la glu-
cosidacién avanzada (AGE) en pacientes con ERC en dife-
rentes situaciones: en predidlisis, hemodidlisis y didlisis pe-
ritoneal. Los pacientes en predidlisis tenfan los niveles mas
bajos entre los tres grupos, aunque significativamente mds
elevados que el grupo control de pacientes sanos. En nues-
tro estudio, la valoracién de la oxidacién proteica la reali-
zamos con la medicién de las proteinas carboniladas. Estas
moléculas son un importante marcador de la oxidacién pro-
teica y reflejo de la formacién de grupos aldehido. Heinec-
ke et al. demostraron que, mediante reacciones oxidativas
mediadas por la enzima mieloperoxidasa se podian conver-
tir aminoacidos comunes en aldehidos altamente reactivos®,
los cuales se ha demostrado que tienen un papel preponde-
rante en la génesis de la placa ateromatosa’®. Este autor in-
cide en la importancia que tienen las reacciones mediadas
por la mieloperoxidasa, en la contribucién al desarrollo de
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la placa de arteriosclerosis. Productos derivados de la oxi-
dacién mediada por la mieloperoxidasa del aminodcido ti-
rosina, como la ditirosina o la 3-clorotirosina, se han encon-
trado formando parte de moléculas de LDL-oxidadas y en
muestras de arteriosclerosis en humanos®. De hecho, se han
relacionado los niveles de mieloperoxidasa leucocitaria con
riesgo elevado de sufrir enfermedad coronaria®. Nuestros
enfermos presentaban unos valores de proteinas carbonila-
das significativamente mds elevados que en grupo control
y, al igual que con el resto de pardmetros oxidativos, tam-
poco hubo correlaciéon con el MDRD, debido probablemen-
te a motivos como un nimero limitado de pacientes estudia-
dos y a la confluencia de diversos factores prooxidantes.
Otros autores si que han demostrado correlacién de produc-
tos derivados de la oxidacién proteica con el declive de la
funcién renal, siempre con un elevado nimero de pacientes
y considerando todos los estadios de insuficiencia renal*.

El estudio del estrés oxidativo se completd con el andlisis de
la actividad de las principales enzimas antioxidantes, asi como
del glutatién. En condiciones normales, la concentracién de an-
tioxidantes es bastante superior a la concentracién de produc-
tos oxidantes, de manera que la generacion continua de radica-
les libres, derivados del metabolismo celular, queda regulada y
neutralizada por ellas. Una proteccién antioxidante eficaz re-
quiere la actuacién sincronizada de las tres enzimas estudia-
das: superdxido dismutasa, glutatién peroxidasa y catalasa. En-
contramos la actividad de las tres enzimas significativamente
disminuida en el grupo predidlisis, reflejo del disbalance que
existe entre los factores oxidantes y antioxidantes. Moradi et
al. han encontrado recientemente un descenso de hasta un 50%
en los valores de GPx junto con otras enzimas y moléculas con
capacidad antioxidante en una muestra de pacientes en HD,
frente a un grupo control. Ademds, comprueban que una sesién
de HD no logra normalizar sus niveles®.

RESULTADOS
Antecedentes de riesgo cardiovascular

Todos los pacientes recibian al menos un farmaco antihiper-
tensivo, un 65% tomaba dos farmacos y un 12,5% tomaba al
menos tres farmacos; la diabetes mellitus estaba presente en
13 pacientes (40,6%), dislipemia en 21 pacientes (65,6%) y
nueve pacientes (28%) tenian antecedentes de cardiopatfa is-
quémica. Por otro lado, y considerdndolo como un factor pro-
tector, 19 pacientes (59,4%) tomaban estatinas como trata-
miento hipolipemiante.

Bioquimica general

Los valores obtenidos en la bioquimica de los dos grupos y
las diferencias estadisticas entre grupo control y predidlisis
se reflejan en la tabla 2.
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Tabla 2. Parametros bioquimicos

Grupo control Grupo predialisis p
Glucosa (mg/dl) 90,88 + 11,54 123 +7,82 <0,05
Urea (mg/dl) 38,5+ 7,54 107,97 (40)* 0,000
Creatinina (mg/dl) 0,95 + 0,09 3,04 £ 0,21 0,000
Acido urico (mg/dl) 4,61+ 1,43 7,12 +0,33 0,001
Colesterol total (mg/dl) 183 £ 22,94 166,97 + 7,83 ns
LDL-Col (mg/dl) 112 £ 19,45 94,87 £ 6,57 ns
HDL-Col (mg/dl) 51,13 +£9,43 47,74 + 3,92 ns
Triglicéridos (mg/dl) 93,63 + 48 128,77 £ 9,78 ns
Albumina (g/dl) 4,3 (0,38)* 3,87 +£0,58 0,001
Proteinas totales (g/dl) 6,9 +0,22 7,01 £0,12 ns
Homocisteina (mg/dl) 13,43 = 4,21 37,97+£17,62 <0,01
Lipoproteina a (mg/dl) 23,33+ 14,72 62,75 £ 41,12 ns

* Mediana (amplitud intercuartil).

Parametros inflamatorios

Los valores de PCR y fibrindgeno estaban elevados de ma-
nera significativa respecto al grupo control. PCR: 9,76 + 2,54
mg/dl en grupo predidlisis frente 1,57 + 1,67 mg/dl en grupo
control (p < 0,01) y fibrindgeno: 4,84 + 0,29 mg/dl en el gru-
po predidlisis frente 3,55 + 0,63 mg/dl en el grupo control
(p<0,01), con una correlacién significativa entre ambos
(r: 0,574; p<0,05) y de la PCR con el valor del 4cido trico
(r: 0,398; p<0,05)

Estrés oxidativo

Los valores de los biomarcadores de estrés oxidativo y las di-
ferencias entre ambos grupos se detallan en la tabla 3 y en la
figura 1.

Peroxidacion lipidica

Obtuvimos diferencias significativas entre el grupo control y
predidlisis. Existfa una correlacion significativa de MDA

con HDL-col, (r = 0,406; p<0,05), pero no existian
correlaciones con otros pardmetros de estrés oxidativo.

Oxidacion proteica

Los valores de las proteinas carboniladas presentaban una
correlacion positiva con la relacién GSSG/GSH (r = 0,505;
p<0,05) y con 8-0x0-dG nuclear (r = 0,489; p <0,05) (fi-
gura 2) y negativa con las enzimas antioxidantes SOD (r =
-0,381; p < 0,05) (figura 2) y GSR (r = -0,405; p <0,05).

Daio oxidativo del material genético

Tanto para los valores de 8-oxo0-dG nuclear como mitocon-
drial existian diferencias significativas entre el grupo de es-
tudio y el grupo control. Los valores de 8-oxo-dG presenta-
ron correlaciones significativas con homocisteina (r = 0,305;
p <0,05); lipoproteina (a) (r = 0,375; p <0,01); 8-0x0-dG mi-
tocondrial (r = 0,411; p <0,05); GSSG/GSH (r = 0,595;
p <0,001) y con las proteinas carboniladas, como se nombré

Tabla 3. Parametros oxidantes

Control Predialisis p
F2 isoprostanos (ng/ml) 270 (95,66)* 821,89 + 300,47 0,000
MDA (nmol/mg prot) 0,11 (0,11)* 0,7 £0,31 0,000
GSSG/GSH 1,39 + 0,75 6,89 + 1,91 0,000
Proteinas carboniladas (nmol/mg prot) 3,63 (1,12)* 7,41 £0,84 0,000
8-0x0-dG (DNAN)/10° 2,96 (1,78)* 7,88 (2,32)* 0,000
8-0x0-dG (DNAmIt)/10° 13,85+ 1,44 15,73 £ 2,28 <0,05

* Mediana (amplitud intercuartil)
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Figura 1. Diagramas de cajas para los valores de F2-isoprostanos, proteinas carboniladas, 8-oxo-dG nuclear y 8-oxo-dG mitocondrial. Grupo 0: grupo

control, grupo 1 predialisis.

anteriormente. Asimismo, los valores de 8-0xo0-dG tuvieron
correlaciones inversas con: proteinas totales (r = -0,247;
p <0,01); GSH (r = -0,648; p <0,000) y SOD (-0,497;
p <0,000). (figura 3)

Defensas antioxidantes

Los valores obtenidos para la actividad de las enzimas antio-
xidantes para el grupo control y el predidlisis se reflejan en
la tabla 4.

La enzima GSR presentaba correlacién significativa con:
GSH (r=0,552, p <0,05), SOD (r = 0,396, p < 0,05) y corre-
lacién inversa con 8-0x0-dG nuclear (r = -0,563; p <0,001),
GSSG/GSH (r =-0,437, p <0,05) y Proteinas Carboniladas
(r =-0,405; p <0,05).

470

La molécula de Glutation se correlaciond de forma inversa signifi-
camente con 8-0xo-dG nuclear (r =-0,648, p <0,001), GSSG (r=-
0,612, p <0,001); y Protefnas Carboniladas (r = -0,585, p <0,001).

GPx tuvo las siguientes correlaciones: MDA (r = -0,871, p
<0,001) y SOD (r = 0,498, p <0,005)

SOD se correlaciond con: 8-0x0-dG nuclear (r=-0497,p <005), MDA
(r=-0459,p<001),GSR (r=0.396,p <003) y proteinas carboniladas.

Relacion con la funcion renal, diabetes mellitus o
toma de estatinas

Ninguno de los biomarcadores de estrés oxidativo mostrd
correlacion significativa con MDRD ni con la presencia de
diabetes ni la toma de estatinas.
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CONCLUSION

A pesar de las limitaciones del estudio, ya que se tra-
ta de un estudio observacional y transversal con un
nimero limitado de participantes, hemos observado
que existe un importante estrés oxidativo en los pacien-

Nefrologia 2009;29(5):464-473

tes con ERC en estadio avanzado sin dialisis. Estos ha-
llazgos sugieren que la acumulacién de oxidantes se
inicia desde fases anteriores de insuficiencia renal. De
entre todos los pardmetros estudiados, la molécula 8-
0x0-dG nuclear fue la que se comporté como marcador
mas fiable.
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Tabla 4. Moléculas antioxidantes

Control Predialisis p
Catalasa (U/g prot) 260,13 + 39,33 181,34 (22,77) 0,000
GSR (mU/mg prot) 13,35 + 6,26 4,28 +1,12 0,000
GPX (U/mg prot) 60,58 + 6,35 45,37 + 7,56 0,000
SOD (U/mg prot) 7,48 £ 1,16 4,93 + 0,86 0,000
GSH (nmol/mg prot) 23,83 (5,39)* 14,6 (2,69)* 0,000

*M

ediana (amplitud intercuartil).
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