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RESUMEN

La enfermedad renal crénica tiene mayor riesgo de eventos cardiovasculares. En los Glti-
mos anos, han ido adquiriendo mayor importancia las toxinas unidas a proteinas, que han
sido asociadas a mayor morbimortalidad y que se caracterizan por la dificultad para su
depuraciéon en dialisis. El objetivo de este estudio es valorar la influencia de altos vola-
menes convectivos en HDF-OL posdilucional sobre la eliminacién de medianas moléculas,
pequenas moléculas y moléculas unidas a proteinas.
Material y métodos: Se realizaron 40 sesiones de HDF-OL posdilucional en 13 pacientes y
se midi6 el porcentaje de reduccién de toxinas de distinto peso molecular y entre ellas,
moléculas unidas a proteinas como el p-cresyl sulfato, indoxyl sulfato y homocisteina.
Resultados: El volumen convectivo total fue de 28,3(5,1) litros con un rango entre 16,3 y 38,0
litros. Lareduccién media de moléculas unidas a proteinas fue de 44,4(15,7) % para el p-cresyl
sulfato, de 48,7(14,1) % para el indoxyl sulfato y de 58,6(8,8) % para la homocisteina. Ade-
mas, se encontré una relacién directa y estadisticamente significativa entre el porcentaje
de reduccién de las tres moléculas con el volumen de sustitucién y con el Kt/V.
Conclusién: Altos volumenes convectivos totales en HDF-OL en posdilucién se asocian a una
mayor eliminacién de toxinas urémicas unidas a proteinas.
© 2016 Sociedad Espaiola de Nefrologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Protein-bound toxins: added value in their removal with high convective
volumes

ABSTRACT

Chronic kidney disease is associated with an increased risk of cardiovascular events. In
recent years, protein-bound toxins have become more important due to their association
with increased morbidity and mortality, characterised by inadequate clearance during dialy-
sis. The purpose of this study is to assess the influence of high convective volumes on
postdilution online haemodiafiltration (OL-HDF) on the removal of medium-sized molecu-
les, small molecules and protein-bound molecules.
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Material and methods: In forty postdilutional OL-HDF sessions, the reduction rates of toxins of

different molecular weights were measured in 13 patients, including protein-bound mole-
cules such as p-cresyl sulphate, indoxyl sulphate and homocysteine.

Results: Total convective volume was 28.3 (5.1) litres (range 16.3-38.0 litres). Mean reduction
rate of protein-bound molecules was 44.4% (15.7%), 48.7% (14.1%) and 58.6% (8.8%) for p-
cresyl sulphate, indoxyl sulphate and homocysteine, respectively. Moreover, a statistically

significant direct association was found between the reduction rates of all three molecules,
the replacement volume and the Kt/V.
Conclusion: High convective volumes during postdilution OL-HDF are associated with increa-

sed removal of protein-bound uraemic toxins.
© 2016 Sociedad Espariiola de Nefrologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

La poblacién con enfermedad renal crénica presenta mayor
riesgo de eventos cardiovasculares fatales y no fatales que la
poblacién general, incluso después de controlar los factores
de riesgo cardiovascular tradicionales’. Las toxinas urémicas
son factores de riesgo en los pacientes con enfermedad renal
crénica en todos sus estadios?.

Las toxinas urémicas se han dividido segin el tamafio
molecular y su unién a proteinas®. Las pequefias moléculas
se eliminan preferentemente por transporte difusivo, mien-
tras que las moléculas de mediano tamano se eliminan por
transporte convectivo. Recientes estudios demuestran que
la hemodiafiltracién on-line (HDF-OL) con volimenes con-
vectivos superiores a 20 litros son capaces de disminuir la
mortalidad*”.

Sin embargo, existe un tercer grupo de toxinas urémicas
constituidas por moléculas ligadas a proteinas de pequenio
tamano, entre las que destacan el p-cresyl sulfato, el indoxyl
sulfato o la homocisteina, que se asocian a una mayor morbi-
mortalidad cardiovascular en los pacientes con enfermedad
renal crénica®'! y cuya eliminacién con las técnicas con-
vencionales de hemodidlisis o HDF-OL estd muy limitada.
Algunos autores demuestran que tanto los niveles de p-
cresol total como los de p-cresol libre se asocian a eventos
cardiovasculares®, mientras que otros estudios demuestran
que solo niveles elevados de p-cresyl sulfato libre se asocian a
mayor mortalidad en pacientes con enfermedad renal crénica
en cualquier estadio'>'3.

Por otro lado, los modernos monitores de didlisis con
capacidad para realizar HDF-OL permiten obtener, mediante
sistemas de biocontrol automatizados, volumenes de susti-
tucién superiores a 25 litros en sesiones de cuatro h y en
pacientes con un buen acceso vascular.

El objetivo de este estudio es valorar la influencia de altos
volimenes convectivos en HDF-OL sobre la eliminacién de
medianas moléculas, pequenias moléculas y moléculas unidas
a proteinas.

Material y métodos
Poblacién y técnica de didlisis

Se trata de un estudio observacional de pacientes en tra-
tamiento renal sustitutivo previo con HDF-OL posdilucional

(HDF-OL pos). Se recogieron datos de 40 sesiones de HDF-OL
pos, en 13 pacientes prevalentes con enfermedad renal crénica
avanzada en programa de hemodidlisis. En todos los pacientes
estudiados, se analizaron los datos de las tres sesiones sema-
nales, salvo en uno, en el que se recogieron cuatro sesiones.
Los pacientes firmaron un consentimiento informado. Todos
los procedimientos se realizaron segin la Declaracién de Hel-
sinki y sus revisiones posteriores.

Previo al estudio, todos los pacientes recibian tratamiento
con HDF-OL pos. Los monitores que se utilizaron fueron 5008
Fresenius sistema Cordiax ®, AK-200 Gambro con sistema
ultracontrol® y Artis Gambro®, en los que la tasa de sustitu-
cién se realiza por autocontrol. El dializador que se empled
en todos los casos fue el FX-1000 Cordiax (FMC®), fabricado
con membrana de helixona®, con coeficiente de ultrafiltra-
cién de 75mL/h x mmHg, superficie efectiva 2,2 m?, grosor
de pared 35 pm y didmetro interno de los capilares de 210 pm.
La duracién de las sesiones de hemodialisis fue de 240 min.

Se recogieron datos sobre las caracteristicas de cada sesién:
flujo sanguineo real, presién arterial, presién venosa, ultra-
filtracién, litros de sustitucién, transporte convectivo total,
definido como la suma del volumen de sustitucién y la ultrafil-
tracién y Kt/V, siendo la K la obtenida por dialisancia iénica yla
V analizada mediante bioimpedancia espectroscépica (BMC®
de FMC, Bad Homburg).

Controles analiticos

Se midi6 en cada sesién, tanto predidlisis como pos-
didlisis, la concentracién de medianas moléculas (alfa-2-
macroglobulina, beta2-microglobulina, prolactina, mioglobina
e interleucina 6), la concentracién de pequenas moléculas
(urea, creatinina y fésforo) y los niveles de moléculas unidas
a proteinas (p-cresyl sulfato total, indoxyl sulfato y homo-
cisteina). Las muestras posdidlisis se obtuvieron una vez
finalizada la sesién y antes de retirar las agujas, por la via
arterial.

Las muestras de medianas moléculas, homocisteina y
pequeiias moléculas fueron enviadas en el momento de su
extraccién al laboratorio de bioquimica y fueron analizadas
mediante autoanalizador por métodos convencionales. Para
la determinacién de IL-6, p-cresyl sulfato e indoxyl sulfato,
las muestras de suero fueron congeladas a -35°C y enviadas
a un laboratorio externo. La IL-6 se analizé mediante inmu-
nonefelometria y para la determinacién de p-cresyl sulfato
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Tabla 1 - Caracteristicas de las sesiones de hemodialisis,
representado como la media (desviacién estandar)

Flujo arterial (ml/min) 426(70)
Presién arterial (mmHg) -190(21)
Presién venosa (mmHg) 170(21)
Transporte convectivo total (litros) 28,3(5,1)
Pérdida de peso en sesion (litros) 1,9(1,0)

e indoxyl sulfato, las muestras fueron desproteinizadas y el
andlisis se realizé mediante cromatografia de liquidos de alto
rendimiento (HPLC).

Para valorar la eficacia en la depuracién de las moléculas
se calculd el porcentaje de reduccién de cada una segin la
férmula:

100 * (concentracié n plasma tica predia lisis
— concentracié n plasma tica posdid lisis corregida)

/concentracié n plasma tica predid lisis.

Las concentraciones plasmdticas posdidlisis de moléculas
unidas a proteinas y de medianas moléculas, se ajustaron a la
hemoconcentracién en funcién de los cambios en el volumen
extracelular valoradas por el peso pre- y posdialisis con arreglo
a la ecuacién'*:

Concentracié n posdia lisis corregida
= concentracié nposdia lisis/[1 + ({peso seco predi4 lisis

— peso seco posdia lisis}/{peso posdia lisis x 0, 2})]

Analisis estadistico

Las variables cuantitativas se expresaron como la media y su
desviacién estandar para variables con distribucién normal y
como mediana y rango intercuartilico para el resto. Las varia-
bles cualitativas se expresaron como porcentajes.

La comparacién de medias se realiz6 mediante el test t
de student o con el andlisis de la varianza ANOVA cuando
se trataba de mdas de dos muestras. Se utiliz6 el coefi-
ciente de correlacién de Pearson para valorar las correlaciones
bivariadas entre variables cuantitativas. Se considerd esta-
disticamente significativo si p<0,05. Para ello se utilizé el
programa estadistico SPSS V.17.0 (Chicago, Illinois).

Resultados

Las caracteristicas de las sesiones de hemodialisis se recogen
en la tabla 1.

El volumen convectivo total fue de 28,3(5,1) litros con un
rango entre 16,3 y 38,0 litros. El 85% de los pacientes se dia-
lizaban por FAV, mientras que el 15% restante se dializaban
a través de un catéter permanente tunelizado. El flujo arterial
medio fue de 426(70) ml/min con un rango de 250 y 500 ml/min.

La tabla 2 muestra el porcentaje de reduccién de las molé-
culas en la sesién de didlisis y su correlacién con el transporte
convectivo.

En la depuracién de pequenas moléculas, el Kt/V medio fue
de 1,76(0,64). Los porcentajes de reduccién de creatinina y de

urea mostraron una correlacién significativa con el volumen
convectivo total (p<0,001 y p<0,050 respectivamente), mien-
tras que la reduccién de fésforo no mostraba correlacién con
el volumen convectivo.

La reduccién de medianas y grandes moléculas en HDF-
OL fue muy variable, oscilando entre el 81,3% para la beta-2
microglobulina y una reduccién de -2,2% para el caso de la alfa-
2 macroglobulina. Encontramos una correlacién significativa
entre la tasa de reduccién de beta-2 microglobulina, prolactina
y mioglobina con el volumen convectivo total, mientras que no
habia correlacién entre los niveles de IL-6 y alfa-2 macroglo-
bulina con el volumen convectivo.

El porcentaje de reduccién de moléculas unidas a protei-
nas se correlacioné de forma significativa con el volumen
convectivo total en todas las moléculas analizadas (tabla 2).
Asimismo, la reduccién de las tres moléculas se correlacioné
con el Kt/V (r=0,425, p=0,014 para homocisteina; r=0,554,
p=0,009 para p-cresyl sulfato y r=0,579, p=0,006 para indo-
xil sulfato). Por otro lado, el porcentaje de unién a proteinas
de las moléculas analizadas (70% para la homocisteina®, 90%
para el indoxyl sulfato'® y 95% para el p-cresol’®) mostré una
tendencia de relacién inversa con el porcentaje de reduccién
de estas moléculas (r=-0,996, p=0,058). En la figura 1 se repre-
senta la relacién lineal entre las moléculas unidas a proteinas
analizadas y el volumen convectivo total.

Discusién

Nuestro estudio demuestra que altos voliumenes de transporte
convectivo en HDF-OL se asocian a una mayor depuracién de
toxinas unidas a proteinas y se confirma una mayor elimina-
cién de moléculas de pequeno y mediano tamano, como ha
sido demostrado en otros estudios.

La importancia de la eliminacién de estas toxinas unidas a
proteinas ha aumentado en los Gltimos afios, a medida que se
ha ido conociendo la asociacién entre los niveles séricos ele-
vados y el aumento del riesgo cardiovascular'>*>'. Dos de
las moléculas unidas a proteinas mas estudiadas, tanto en
su metabolizacién como en sus acciones, son el p-cresol y el
indoxyl-sulfato.

El p-cresol, se genera en la flora intestinal y posteriormente
es metabolizado a p-cresylsulfato y p-presylglucuronida.
Ambas moléculas se encuentran fuertemente unidas a
proteinas'®. El p-cresylsulfato libre (no unido a proteinas)
parece que se asocia con mortalidad global y cardiovascular
tanto en pacientes con enfermedad renal crénica como en
diélisis'. La p-cresylglucuronida libre, el otro metabolito del
p-cresol, también se asocia con mortalidad cardiovascular en
pacientes con enfermedad renal crénica’®.

El indoxyl-sulfato pertenece a la familia de los indoles,
también forma parte de las toxinas unidas a proteinas y se
ha asociado también a dano endotelial y mortalidad global y
cardiovascular, asi como a calcificaciones vasculares'.

El problema de las toxinas unidas a proteinas radica en la
dificultad para su eliminacién con las técnicas convencionales
de didlisis. Se han realizado diversos estudios con diferen-
tes terapias de depuracién y con diferentes resultados. Meert
et al. comparan HDF-OL pre- y posdilucional con hemofil-
tracién predilucional, encontrando una mayor reduccién de
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Tabla 2 - Correlaciones bivariadas entre el transporte convectivo total y el porcentaje de reducciéon de moléculas,

representado como la media (desviacion estandar)

Moléculas (PM Da) Niveles séricos predidlisis % de reduccién Coeficiente de correlaciéon de Pearson p

Moléculas de bajo peso molecular

Fésforo (31) 4,2(1,5 mg/dl) 57,1(17,3) -0,004 0,981
Urea (60) 121(40 mg/dl) 79,0(23,12) 0,320 <0,050
Creatinina (113) 9,6(3,7) mg/dl 75,9(7,8) 0,678 <0,001
Moléculas de mediano y gran peso molecular
Beta-2 microglobulina (11.800) 23(7) mg/1 81,3(6,4) 0,607 <0,001
Mioglobina (17.000) 236(114) ng/mL 60,0(11,5) 0,431 <0,010
Prolactina (22.000) 28(22) pg/l 60,1(14,3) 0,395 <0,050
Interleucina-6 (26.000) 5,6(3,0) pg/ml 28(17,2) 0,113 0,613
Alfa-2 macroglobulina (72.000) 153(30) mg/dl -2,2(12,2) 0,270 0,960
Moléculas unidas a proteinas
Homocisteina (135) 26,8(9,5) pmol/1 58,6(8,8) 0,492 <0,005
p-Cresyl-sulfato (187) 13,7(3,7) mg/dl 44,4(15,7) 0,630 <0,001
Indoxyl-sulfato (212) 42,2(14,9) mg/l 48,7(14,1) 0,461 <0,050
toxinas unidas a proteinas en las dos modalidades de HDF-OL convectivo equivalente a unos 20 litros (flujo de sustituciéon
que en hemofiltracién predilucional, aunque sin diferencias de 87 ml/min durante 230 min por sesién), que con hemodia-
entre HDF-OL pre- y HDF-OL pos?’. En cambio, Bammens lisis de alto flujo?’. Sin embargo, otros autores encuentran,
et al. demuestran una mayor eliminacién de toxinas uni- en solo ocho pacientes, que voliumenes medios de sustitucién
das a proteinas en HDF-OL posdilucién, con un transporte de 21,5 litros tienen escasa importancia en la eliminacién de
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Figura 1 - Correlacién entre el porcentaje de reduccién de moléculas unidas a proteinas y el volumen convectivo total.
Reduccién de homocisteina A); reduccién de p-cresyl sulfato B) y reduccién de indoxyl sulfato C).
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estos solutos??. Nuestros resultados demuestran que volime-
nes medios de sustitucién superiores en un 40% a estos datos
consiguen aumentar significativamente la eliminacién de este
tipo de toxinas.

Los tres solutos unidos a proteinas estudiados tienen
un peso molecular parecido, pero con un porcentaje de
unién a proteinas diferente, siendo de un 70, 90 y 95%
para la homocisteina, el indoxyl-sulfato y el p-cresyl sul-
fato respectivamente™ ', Encontramos que la reduccién
porcentual de estas moléculas tiende a ser inversamente pro-
porcional a la unién a proteinas, de modo que el p-cresyl
sulfato, que es el soluto con unién mas estrecha a protei-
nas, es el que mas dificultad presenta para su eliminacién por
conveccién, mientras que la homocisteina es la que muestra
una mayor reduccién porcentual. No obstante, es importante
destacar que las tres toxinas estudiadas presentan una corre-
lacién directa con el volumen convectivo, con un coeficiente
de correlacién mas alto para el caso del p-cresyl sulfato. Se
ha sugerido que la eliminacién de las toxinas unidas a pro-
teinas se realiza casi exclusivamente por la eliminacién de
la fraccién libre, de modo que durante la sesién de diali-
sis, se produce un desplazamiento de la fraccién ligada a
proteinas a su forma libre, con lo que se permite que estas
toxinas atraviesen la membrana?®'. Es evidente que en nues-
tro estudio, la depuracién de pequenas moléculas es elevada,
como consecuencia de la suma de los transportes convec-
tivo y difusivo. El resultado puede ser una mayor eliminacién
de la fraccién libre de las toxinas ligadas a proteinas, lo que
puede aumentar el desplazamiento de la fraccién ligada a
proteinas a la fraccién libre y con ello, permitir continuar
con la eliminacién. No obstante, esta hipdtesis necesitaria
confirmacién.

Recientemente, han aparecido algunos estudios esperan-
zadores, que demuestran que la incorporacién de resinas
con capacidad de eliminacién por adsorcién de las molécu-
las ligadas a proteinas puede tener un efecto sumatorio a la
eficacia de las técnicas convencionales. Asi, la hemodiafiltra-
cién con regeneracién del ultrafiltrado mediante adsorcién
con resina (HFR, Bellco®), que combina la adsorcién con
transporte convectivo y reinfusién del propio ultrafiltrado,
ha mostrado también efectividad en la eliminacién de toxi-
nas unidas a proteinas®>?°>. No obstante son necesarios
mas estudios para valorar la cantidad de resina que es
preciso incorporar a la técnica para evitar su saturacién
prematura.

Se han realizado también estudios con absorbentes, que
han demostrado disminucién en los niveles de estas toxinas?®
aunque no de forma significativa y sobre todo, en estudios
in vitro. Por otro lado, el uso de probidticos y simbidticos
ha demostrado capacidad para reducir los niveles toxinas
unidas a proteinas?®?’. Mds recientemente se ha demos-
trado que aumentando el contenido de fibra de la dieta
de pacientes en hemodidlisis, es también posible disminuir
los niveles de indoxyl sulfato y posiblemente de p-cresol
sulfato?®.

Tres estudios controlados y randomizados realizados en
los Ultimos anos han demostrado un aumento de la super-
vivencia en los pacientes en tratamiento con HDF-OL pos
con volimenes de sustitucién superiores a 17,4, 20,7 y 22
litros respectivamente®’, en posible relacién con una mayor

depuracién de toxinas urémicas, especialmente de mediano
tamano, aunque con los hallazgos encontrados en nuestro
estudio, es posible que esta disminucién de la morbimorta-
lidad sea en parte también debida a la mayor depuracién de
toxinas unidas a proteinas.

Los modernos monitores de didlisis con posibilidad de rea-
lizar HDF-OL incorporan sistemas de biocontrol automaéticos,
que permiten obtener volimenes de sustitucién superiores a
25 litros en sesiones de cuatro h. Para ello, es preciso dispo-
ner de un buen acceso vascular y preferentemente el empleo
de agujas 14G, con el fin de aumentar el flujo de sangre. En
nuestro estudio, el flujo de sangre medio fue de 426 ml/min,
lo que permite dializar mas de 100 litros de sangre en una
sesién de cuatro h y alcanzar un volumen convectivo supe-
rior a 28 litros de media sin problemas técnicos (fraccién de
filtracién aproximada de 28%). Sin embargo, uno de los mayo-
res frenos para el aumento del transporte convectivo es que
no se han cuantificado todas las sustancias potencialmente
beneficiosas que se pueden eliminar con el ultrafiltrado, como
pueden ser los aminodcidos, oligoelementos, vitaminas, anti-
oxidantes y otros nutrientes, cuya relevancia clinica es todavia
desconocida.

Las posibles pérdidas de albimina es uno de los aspectos
mas estudiados. Estas pérdidas tienen lugar especialmente
durante los primeros 30 min de cada sesién?®*. No obstante,
recientes estudios demuestran que las pérdidas son mayores
en hemodiafiltracién que en hemodialisis y que dependen del
tipo de dializador elegido??>. La incorporacién de la nanotec-
nologia en la fabricacién de los dializadores mas modernos
ha permitido modificar las caracteristicas de los poros de
las membranas, de modo que estas pérdidas sean mucho
menores®® y con escaso significado clinico. En un estudio
previo, encontramos que las pérdidas de albimina con el dia-
lizador empleado en este estudio son escasas, aunque con
diferencias significativas entre volimenes de sustitucién de
20 y 30 litros por sesién.

En nuestros resultados, encontramos que el porcentaje de
disminucién de los niveles de alfa-2 macroglobulina, con un
PM de 72.000 daltons, es ligeramente negativo a pesar de haber
ajustado los niveles posdialisis a la hemoconcentracién, lo que
indica que no se elimina o lo hace muy escasamente.

El estudio presenta algunas limitaciones como son el
reducido nimero de sesiones analizadas, que solo determi-
namos la tasa de reduccién en toxinas unidas a proteinas
sin medir las pérdidas por el dializado y el hecho de haber
empleado un Unico tipo de dializador, aunque escogimos un
dializador con unas caracteristicas adecuadas a la técnica
empleada®?.

En resumen, nuestro estudio demuestra que con altos volua-
menes de transporte convectivo se puede lograr una mayor
eliminacién de moléculas ligadas a proteinas. No obstante,
son necesarios mas estudios con capacidad para confirmar
nuestra hipétesis y analizar el posible efecto que esta con-
ducta puede tener a mas largo plazo en la evolucién de los
pacientes asi tratados.
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