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RESUMEN

El 6xido nitrico (ON) deriva de la accion de la 6xido nitrico sintasa (ONS). Una
de las isoformas de esta enzima, la ONS tipo Il puede ser inducida (ONS-i) por
diversos estimulos como citoquinas, endotoxinas y bradiquinina entre otros. Du-
rante la hemodialisis (HD) pueden generarse, dependiendo de las caracteristicas
de la membrana, estos mediadores. La HD puede también inducir cambios en la
concentracion de sustancias con capacidad de inhibir la ONS como dimetil-L-ar-
ginina asimétrica (DAA).

En el presente trabajo se analizan los efectos de la HD con membranas de di-
ferente biocompatibilidad cuprofan (C), poliacrilonitrilo (PAN) y poliacrilonitrilo
especial (SPAN) en la actividad celular de la ONS-i, en los niveles de activado-
res de la ONS como factor de necrosis tumoral (TNF-a)) y bradiquinina, y de in-
hibidores de la ONS como la DAA, y los cambios de nitratos, marcadores de la
generacion de ON.

La actividad de la ONS-i celular pre-HD fue similar en todas las membranas.
Tras la HD se evidencio un aumento significativo de la actividad ONS-i en la
membrana de C (31 = 10 frente a 48 + 23 fmol7-10° células, p < 0,05) mientras
que no se modificé en las membranas de PAN y SPAN (31 = 9 frente a 31 + 6
y 44 + 14 frente a 34 = 11 fmol7-10° células, respectivamente). En la HD con C
se observé un aumento significativo de TNFo. Esta monoquina descendié tras la
HD con PAN y no se modificé en la HD con SPAN. Con ninguna de las mem-
branas se observaron modificaciones significativas de la bradiquinina. Con los tres
procedimientos se observo un descenso significativo de los niveles de DAA y ni-
tratos en el transcurso de la HD. No se observo correlacion significativa entre las
modificaciones de la actividad de la ONS-i celular y las variaciones de TNFq,
bradiquinina, DAA, nitratos ni los valores de la presion arterial.

Estos resultados evidencian que durante la HD puede producirse un aumento
de la actividad de la ONS-i celular por mecanismos relacionados con la bio-
compatibilidad de la membrana de didlisis. Por otra parte, la determinacion de
nitratos no es Gtil como marcador de la generacién de ON durante la HD debi-
do a sus pérdidas transdialiticas.
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L-ARGININA-NO EN HD

L-ARGININE-NO PATHWAY IN HEMODIALYSIS
SUMMARY

Nitric oxide (NO) is derived from the metabolism of the amino acid L-arginine
by NO synthase (NOS). One of the forms of NOS (i-NOS) can be induced by cy-
tokines, bradykinin and endotoxin. During hemodialysis (HD), blood-dialysis mem-
brane interaction can induce production of these mediators. HD can also induce
changes of asymmetrical dimethylarginine (ADA), a potent inhibitor of NOS.

The aim of this study was to investigate the effect of HD, using cuprophane (C,
polyacrilonytrile (PAN) and special polyacrylonitrile (SPAN) membranes, on ce-
llular NOS activity, and changes of plasma tumor necrosis factor (TNF-a), brady-
kinin, ADA and nitrate concentration.

Before HD, cellular i-NOS activity was similar with the three membranes. Cu-
prophane HD induced a significant increase in i-NOS activity from 31 + 10 to
48 + 12 fmol'10° cells (p < 0.05). No changes were found in PAN and SPAN
HD. The TNF-a values increased significantly during HD with C (56 + 6 vs 47
+ 5 pg/ml, p < 0.05). No changes of bradykinin concentration were found during
HD. A significant decrease of ADA and nitrate levels was observed during HD
with three membranes. No significant correlation was found between percentage

increase in i-NOS activity and the changes in other parameters.
These findings suggest that HD with bioincompatible membranes can induce

activation of cellular i-NOS.

Key words: Nitric oxide. Hemodialysis. Biocompatibility.

INTRODUCCION

El 6xido nitrico (ON) es un producto derivado de
la oxidacién de la L-arginina por accién de la 6xido
nitrico sintasa (ONS). Dos de las isoformas de esta
enzima (ONS; o neuronal y ONs;, o endotelial) estan
constantemente expresadas en diversos tejidos (ONS
constitutivas, ONS-c). Diversos estimulos promueven
la entrada celular de calcio que tras su unién a cal-
modulina activa la ONS-c produciéndose pequefas
cantidades de ON. La ONS,, calcio-calmodulina in-
dependiente e inducible (ONS-i), se expresa en va-
rios tipos celulares como endotelio, macréfagos,
neutréfilos y células musculares lisas, entre otras.
Tras diversos estimulos como citoquinas y endotoxi-
nas que activan su transcripcion, se producen gran-
des cantidades de ON' 2,

El ON participa en diversos procesos fisiolégicos
y patolégicos. Interviene en la regulacion de la pre-
sion arterial, flujo sanguineo renal y excreciéon de
sodio, inhibe la agregacién plaquetaria y modula la
respuesta inflamatoria e inmune? 3. Su reaccién con
anién superéxido produce peroxinitrito, potente t6-
xico celular®.

En la uremia pueden existir alteraciones que re-
percuten en la via L-arginina-ON. En la insuficien-

cia renal crénica (IRC) puede haber un déficit de
L-arginina, substrato de la ONS®, un aumento de la
concentracién plasmética de compuestos guanidini-
cos y derivados metilados de la L-arginina inhibido-
res de la ONS® y presencia concomitante de otros
factores comérbidos que producen disfuncién endo-
telial como hipertensién arterial, dislipemia e hiper-
homocisteinemia’-8. Todos ellos pueden causar una
disminucion de la generacion de ON.

La hemodialisis (HD) también puede promover
modificaciones de la via L-arginina-ON. La produc-
cién durante la HD de cantidades variables depen-
dientes, entre otros, de la biocompatibilidad de la
membrana, de diversas citoquinas y bradiquinina
con capacidad de activar la ONS®10 y la elimina-
cion dialitica de derivados metilados inhibidores de
[a ONS puede aumentar la generacién intradialitica
de ON y mejorar la funcién endotelial™ "2, Por otra
parte, la produccion de radicales libres en la HD
causaria una inactivacién del ON'3,

La generacién de ON durante la HD puede tener
relevancia clinica. Se ha sugerido su participacién
en la hipotensién intradidlisis'® . Por otra parte, el
aumento de ON, en situaciones de incremento de
generacién de radicales libres como la HD, puede
potenciar el dafio oxidativo*'>.
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Se han utilizado diversos métodos para medir la
generacion de ON. Algunos son técnicamente muy
complejos'® 17, Otros, como la determinacién de
GMP-c, segundo mensajero de la accién del ON, y
de los metabolitos del ON, nitritos y nitratos, se afec-
tan por las variaciones de la volemia durante la HD
y su eliminacién dialitica, respectivamente.

Todos estos hechos hacen que el estudio de la via
L-arginina-ON en la uremia-HD sea complejo. En el
presente trabajo, planteamos la hipétesis de que di-
ferencias de biocompatibilidad de membranas de
HD pueden condicionar distinta actividad de la
ONS-i. Se disené un estudio comparativo entre va-
rias membranas en el que se determiné la actividad
de la ONS-i celular (monocitos, neutréfilos) y sus
posibles activadores, factor de necrosis tumoral
(TNF-0) y endotoxinas. Se analizaron también las
modificaciones de los factores que pueden incidir
en la generacion de ON (inhibidores de la ONS
como dimetil-L-arginina asimétrica), de los marca-
dores de la generacion de ON (nitratos), y las va-
riaciones de la presion arterial.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 6 enfermos (5 hombres y 1 mujer),
de una edad de 41 + 8 afos, con IRC en tratamiento
con HD durante 23 + 9 meses. En todos los casos
se usaba, como acceso vascular, una fistula radioce-
falica, y un filtro de poliacrilonitrilo para la dilisis
crénica. Todos los enfermos recibian tratamiento con
quelantes del fésforo, eritropoyetina y complejos vi-
taminicos cuya dosis se mantuvo inalterada. Ningu-
no recibia tratamiento antihipertensivo ni nitritos, y
ninguno fumaba. El estudio se hizo en tres sesiones
de HD, de 4 horas de duracién, utilizando en cada
una de ellas una membrana diferente: cuprofdan de
1,8 m? (C), poliacrilonitrilo de 1,6 m? (PAN) y po-
liacrilonitrilo especial de 1,6 m? (SPAN). La eleccién
del orden de las membranas se hizo aleatoriamente.
Tras la eleccion de la membrana, el enfermo recibia
su HD habitual durante dos dias, realizdndose el es-
tudio de la tercera HD. El intervalo entre los estu-
dios fue de 7 dias. El estudio se hizo tras ayuno de
12 horas, siempre a la misma hora en cada enfermo
y manteniendo las mismas condiciones de HD (flujo
de sangre, flujo de liquido de didlisis, ultrafiltracién
y heparinizacién). Se solicité a los enfermos que dos
dias antes de cada estudio hiciesen la misma dieta y
bebiesen agua comercializada sin nitritos ni nitratos.
La composicion del liquido de didlisis utilizado en
los estudios fue siempre la misma: Na* 137 mEq/l,
Cl-102mEg/l, K* 1,5 mEg/l, HCO; 39 mEg/l, aceta-
to 4 mEq/l, calcio 7 mg/dl, glucosa 1,5 g/l.

264

Antes de la HD (pre-HD) y después de la HD
(post-HD) se extrajo sangre de la linea arterial para
la determinacién de la actividad de la éxido nitrico
sintasa (ONS), bradiquinina, nitratos, TNFo y dime-
til-L-arginina asimétrica (DAA). A los diez minutos
del comienzo de la HD, se tomé simultineamente
sangre del lado arterial (entrada al dializador) y ve-
noso (salida del dializador) para determinacién de
nitratos, bradiquinina y DAA. Se tomé también
muestra del liquido de didlisis a la entrada al diali-
zador para estudio de nitratos y endotoxinas, y a la
salida para estudio de nitratos y DAA. Horariamen-
te se recogié todo el efluente del liquido de didlisis
para calcular el aclaramiento de urea y creatinina.
Antes y al final de la HD se tomé la presién arte-
rial calculandose la presién arterial media (PAM)
como la suma de la presion arterial diastélica y un
tercio de la presién de pulso.

La sangre para determinacién de TNFo, DAA vy ni-
tratos se extrajo en tubos con EDTA. La de bradi-
quinina en tubos con aprotinina. Todas ellas fue-
ron centrifugadas inmediatamente y almacenadas a
-70°C hasta su andlisis.

El TNFo se determiné por técnica de enzimoin-
munoensayo, la DAA por HPLC con deteccién fluo-
rimétrica usando como método de derivatizacién el
AccQtag® Waters (Milgord, Boston) y la bradiquini-
na por RIA(JCN). Los nitratos se determinaron por
electroforesis capilar por técnica modificada de
Leone y cols.'®. La muestra de plasma, tras ser des-
proteinizada con tricloracético al 10%, era diluida a
1:1 con agua MiliQ*, ultrafiltrada con filtro de 0,45
mm vy analizada por electroforesis capilar en un sis-
tema Waters Quanta 4.000. Para ello se utilizaron
capilares de silice fundida con un diametro interno
de 75 pm y 60 cm de longitud (ventana de detec-
cién a 53 cm). La inyeccién de las muestras se rea-
liz6 de forma hidrostatica durante 30 segundos y ana-
lizadas utilizando un potencial negativo de 7 KV. El
electrolito utilizado presentaba la siguiente composi-
cién: T mM de modificador de flujo (OFM-OH, Wa-
ters), 10 mM Na,SO, (Merck, PA), y ajustado a un
pH de 9,32 con una disolucién de 40 g/l de Na,B,O,
10 H,O (Panreac, PA). La determinacién de nitratos
en liquido de didlisis se hizo sin desproteinizar ni di-
luir la muestra. La concentracién de endotoxinas en
el liquido de dialisis se determiné mediante el test
de Limulus (LAL cinético cromogénico).

La determinacién de la actividad de la ONS ce-
lular se hizo midiendo la formacion de [?H]citruli-
na a partir de [*H]arginina. Previamente, las células
linfomonocitarias se separaron en Ficoll-Hypake, se
lavaron tres veces en RPMI 1.640 (Biochrom KG,
Berlin) y se llevaron a una concentracién de 8,5 x
10%ml. Posteriormente se contabilizaron sus com-



ponentes linfocitos, monocitos y neutréfilos) en un
Technicon H3 RTX™ (Bayer) y se congelaron a -70° C
hasta su andlisis. La muestra fue sometida a cinco
ciclos de sonicacion de 5 segundos cada uno al 80%
de la potencia. Dicha sonicacion se realiz6 en un
tampoén de extraccién adicionado a la muestra en
proporcién 4:1. La composicion del tampén con un
pH de 7,4 fue: trizma 2,5 mM, EDTA dipotasico 1
mM, aprotinina 13,5 UIT/I, ditiotreitol T mM, fenil
metil sulfonil fluoruro 0,2 mM, tetrahidrobiopterina
1 pM. Posteriormente el sonicado se centrifugd 20’
a 4° C y 20.000 g. El sobrenadante se incubé6, en
tubos duplicados, durante 60" a 37° C en presencia
de tampén fosfato 50 mM, Cl2Ca 0,2 mM, Cl2Mg
1 mM, L-arginina 0,05 mM, NADPH 0,1 pM, vali-
na 8 pM [*H]L-arginina 9,3 mCi/l. En otros dos tubos
a la solucion anterior se anadié EGTA para quelar
el calcio e inhibir la actividad NOS constitutiva, cal-
cio dependiente. En otros dos tubos se anadié a todo
lo anterior L-NAME 2 pM con lo que se inhibe al
100% la actividad ONS y permite descartar cual-
quier transformacién metabdlica de la L-arginina no
dependiente de la ONS. Asi, mediante los calculos
adecuados se puede diferenciar actividad ONS-c y
actividad ONS-i. Tras la incubacion, se adicionaron
900 pl de agua a 0° C y 500 pl de resina Dowex50.
Una vez precipitada la resina se anadié al sobrena-
dante liquido de centelleo. La [*H]citrulina se ley6
en un contador beta (LKB 1410). La actividad ONS
obtenida se dividié por el ndmero de células que
contienen ONS (monocitos y neutréfilos), expresan-
dose como fmol-min'-10° células.

El estudio estadistico se realizé con el programa
Rsigma. Las modificaciones de los diversos parame-
tros en el transcurso de la HD con cada membrana
y el andlisis comparativo del efecto de la membra-
na se realizaron por andlisis de la varianza con el
test de Newman Keuls para comparaciones muilti-
ples. La relaciéon entre los diversos parametros se
analizé por el coeficiente de correlacién. Los resul-
tados se expresan como media = error estandar
(x = ES). Se consideraron significativos valore de
p < 0,05.

RESULTADOS

No hubo diferencias en la tasa de ultrafiltracién
entre las tres HD (C: 693 = 11; PAN: 621 = 8; SPAN:
598 + 9 ml/h). Los aclaramientos de urea y creati-
nina fueron iguales en las tres membranas. Los ni-
veles de endotoxinas en el liquido de didlisis fueron
en todos los casos inferiores a 0,05 UE/ml.

La casi totalidad de la actividad de la ONS celu-
lar pre-HD y post-HD fue inducible (ONS-i). La ONS
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constitutiva (ONS-c) pre-HD sélo representé el 6 +
2%, 7 £ 1,5% y 3 = 1,3% en las membranas de C,
PAN y SPAN, respectivamente. Después de la HD,
no se produjeron cambios significativos de la ONS-c.
La actividad pre-HD de la ONS-i fue similar en las
tres membranas. Tras la HD se observé un aumen-
to significativo de la actividad ONS-i en la mem-
brana de C. No se modificé en las HD con PAN vy
SPAN (tabla I). La variacién porcentual (delta) de la
actividad de la ONS-i en la HD con cuprofan (71 %
29%) fue significativamente superior (p < 0,05) a la
de las otras dos membranas (PAN: 15 + 24%; SPAN:
-24 = 7%).

No hubo diferencias en los niveles plasmaticos
pre-HD de TNF-o. en las tres membranas. Las va-
riaciones del TNF-o. con la HD dependieron de la
membrana. Mientras que en la HD con C se obje-
tivé un aumento significativo del TNF-a. (56 + 6 fren-
te a 47 = 5 pg/ml, p < 0,05), en la HD con PAN

Tabla I. Actividades de 6xido nitrico sintasa induci-
ble celular (ONS-i) y niveles plasmaticos de
mediadores y componentes de la via L-argi-
nina-6xido nitrico durante la hemodidlisis
(HD) (x = ES)

Pre-HD 10’arteria  10’vena  post-HD
ONS-i
*fmol'-10° células
C 31+ 10 - - 48 £ 12*
PAN 31+£9 - - 31+6
SPAN 44 £ 14 - - 34+ 11
TNF-o.:
(pg/ml)
C 47 £5 - - 56 + 6*
PAN 50+ 6 - - 33 + 3%
SPAN 45 + 3 - - 47 + 2
Bradiquinina:
(fmol/ml)
C 656 £ 18 644 =30 580 +25 568 +72
PAN 613 £20 570 £ 13 523 +32 663 + 32
SPAN 600 + 35 571 + 72 544 £+ 57 537 £ 51
Dimetil-L-arginina:
(UMol/l)
C 5803 6207 231,06 09=+0,3**
PAN 50+ 1,1 51+14 28+07# 2,4+0,6%
SPAN 49«12 31=+0, 1,2 £0,2# 1,5+0,5%
Nitratos:
(UMol/l)
C 152 + 31 180 + 31 78 £ 13# 57 = 11**
PAN 206 £ 37 184 +£34 90 + 15# 73 £ 9**
SPAN 203 +40 168 + 38 73 £ 17# 58 + 8**

C: cuprofdn; PAN: poliacrilonitrilo; SPAN: poliacrilonitrilo especial.
* p < 0,05 frente a pre-HD; # p < 0,01 frente a 10'arteria; ** p < 0,01 frente a
pre-HD.
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descendié (33 + 3 frente a 50 + 6 pg/ml, p < 0,05)
y no se modificé en la HD con SPAN (47 + 2 fren-
te a 45 = 3 pg/ml). Con ninguna de las membranas
se constaté generacion intradidlisis precoz ni tardia
de bradiquinina (tabla I). En la HD con PAN, a los
10/, se observé un aumento de los niveles plasma-
ticos de bradiquinina en el lado venoso (salida del
dializador) respecto al lado arterial (entrada), y un
aumento al final de la HD. La magnitud de estos in-
crementos, sin embargo, no alcanzé significaciéon es-
tadistica.

Los niveles plasmaticos preHD de DAA fueron si-
milares con las tres membranas. Con todos los pro-
cedimientos tras la HD se objetivé un descenso sig-
nificativo y de cuantia similar de la DAA (tabla ).
La diferencia significativa de la concentracién de
DAA a la entrada y a la salida del filtro evidencio
que este descenso de la DAA es atribuible a pérdi-
das a través del dializador.

Con los tres procedimientos se observé una dis-
minucién significativa de los niveles plasmaticos de
nitratos en el transcurso de la HD (tabla I) y un im-
portante descenso tras su paso por el dializador (fig.
1). La diferencia arteriovenosa (concentracion a la
entrada-concentracion a la salida) a los 10’ fue igual
en las tres membranas (C: 101 % 27; PAN: 95 + 33;
SPAN: 94 + 34 pmol/l), hecho que implica a la mem-
brana de dialisis como responsable del descenso de
los nitratos. Sin embargo, la diferencia entre la con-
centraciéon de nitratos a la salida y entrada del Ii-
quido de didlisis tomada en el mismo momento fue
muy inferior a la diferencia arteriovenosa (C: 18 = 5;
PAN: 29 + 4; SPAN: 30 + 4) lo que sugiere la exis-
tencia de adsorcién a la membrana. La variacién
porcentual (delta) de nitratos al final de la HD fue
menor en la membrana de C (-51x 16%) que en

0,01 pre-HD 10 arteria

1a

Absorbanc

Fig. 1.—Electroferograma de nitratos plasmadticos durante la he-
modiélisis en uno de los enfermos (se indican los momentos y el
lugar de la extraccion).
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PAN (-61 = 6%) y SPAN (-63 += 9%) sin alcanzar
significacion estadistica.

Ninguno de los enfermos estudiados tenia historia
de hipotensién intradialisis. La PAM pre y post-HD
fue igual en los tres procedimientos. En todos ellos,
la PAM descendié de forma no significativa y en
igual cuantia (C: 86 + 4 frente a 92 + 3 mmHg;
PAN: 89 + 2 frente a 93 = 2 mmHg; SPAN: 89 =+ 2
frente a 91 £ 4 mmHg).

No se observé correlacion entre las variaciones in-
tradidlisis de la actividad ONS-i celular y las varia-
ciones de TNF-o, bradiquinina, DAA, nitratos ni
PAM.

DISCUSION

El estudio de la via de L-arginina-ON en los en-
fermos urémicos es complejo debido a que en la
uremia pueden existir, ademds de alteraciones cuan-
titativas del substrato L-arginina, un exceso de fac-
tores estimulantes e inhibidores de dicho sistema. La
HD, induciendo modificaciones de todos ellos, au-
menta la complejidad’. Estas dificultades han pro-
piciado que gran parte de la investigacion de esta
via metabdlica se haya realizado en estudios ex
vivo o in vitro en los que se analiza el efecto del
plasma de sujetos sanos o urémicos, antes y después
de su contacto con membranas de HD, sobre la ONS
en cultivos de células endoteliales™ 19,

En el presente trabajo estudiamos in vivo el efec-
to de la HD sobre la actividad de la ONS-i de cé-
lulas periféricas y otros componentes de la via L-ar-
ginina-ON. Nuestros resultados demuestran que
durante la HD se produce un aumento de la activi-
dad de la ONS-i de células periféricas cuando se
utilizan membranas no biocompatibles. Esto no pa-
rece atribuible a disminucién durante la HD de la
DAA ya que este inhibidor de la ONS descendia en
todas las HD independientemente de la membrana
usada.

Los elementos implicados en este hecho no estan
aclarados. La ONS-i es inducible por diferentes es-
timulos. Las endotoxinas pueden promover induc-
cion de la ONS de monocitos-macroéfagos'. En nues-
tro estudio, el test de Limulus negativo asegura la
pureza del liquido de didlisis y excluye la partici-
pacion de lipopolisacédridos bacterianos en la acti-
vacion de la ONS. Algunos estudios implican a los
componentes del liquido de dialisis como el aceta-
to en las alteraciones del sistema L-arginina-ON du-
rante la HD?% 2!, Aunque el liquido de didlisis usado
en nuestro estudio contenia una pequefia concen-
tracién de acetato de 4 mmol/l, no se pueden atri-
buir los cambios observados por nosotros al tampén



usado en el liquido de dialisis. Todos nuestros en-
fermos se dializaban con un liquido de dialisis de
idéntica composicion. Sin embargo, solamente ob-
servamos modificaciones de la actividad de la ONS-i
en la membrana de cuprofan.

La bradiquinina puede participar en la via L-argi-
nina-ON. Actuando en receptores de activaciéon de
las células endoteliales activa la ONS-c endotelial.
Nuestros datos no revelan ninguna relacién entre las
modificaciones dialiticas de la bradiquinina y de la
actividad de la ONS-i de las células periféricas.

Hay evidencias experimentales que sugieren la
participacion de la membrana de didlisis en la via
L-arginina-ON a través de las citoquinas. Reciente-
mente se demostré, en un estudio in vitro, que la
coincubacién de células endoteliales y sangre de do-
nantes sanos expuesta a membranas de cuprofan
promovia la expresion de ONS-i endotelial y un au-
mento de su actividad juntamente con liberacién de
IL-1B y TNF-a por las células linfomonocitarias. La
sangre expuesta a membranas de polimetilmetacri-
lato no producia modificaciones de estos parame-
tros'?. Las citoquinas IL-1B y TNF-o inducen la ONS
en células musculares vasculares, células endotelia-
les, macréfagos y neutréfilos?>25. Durante la HD se
puede producir un aumento de citoquinas atribuible
a la activacién del complemento, acetato, endotoxi-
nas del liquido de didlisis e interacciones entre las
células y la membrana de diélisis?®. El aumento ob-
servado por nosotros de los niveles de TNF-a. en la
HD con cuprofan, a diferencia de lo observado en
las otras membranas, sefiala la importancia de la bio-
compatibilidad en la generacién intradialitica de esta
monoquina. Aunque hay paralelismo entre los re-
sultados in vitro' y nuestros hallazgos in vivo en
los que constatamos un aumento de la actividad
ONS-i y TNF-a solamente en la membrana de cu-
profan, la ausencia de correlacion entre las modifi-
caciones de la actividad ONS-i y las de TNF-o. no
nos permite atribuir las modificaciones de ONS-i a
esta monoquina. Desconocemos la posible implica-
cién de la IL-1B no determinada en el presente tra-
bajo.

El aumento de la actividad ONS-i de las células
periféricas no se acompané de un incremento para-
lelo de los niveles plasmatico de nitrato, metabolito
de ON usado como marcador de su formacion. Me-
diante la determinacién directa de ON por nitrosen-
sores o indirecta por metabolitos intermedios como
nitrosilhemoglobina se demostré una produccién
precoz de ON durante la HD'®'”, Dado que la in-
duccion de la ONS-i requiere varias horas, esta ele-
vacion precoz de ON se atribuye a la activacién de
ONS-c endotelial, constantemente expresada, por
turbulencias y fuerzas de cizallamiento que aconte-
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cen en el acceso vascular, y por la heparina’. En
otros estudios in vitroy ex vivo se comprobé que la
HD inducia un aumento de la expresién y actividad
de la ONS-i endotelial™ . En el presente trabajo
objetivamos un aumento de la actividad del ONS-i
de células periféricas en la HD con membranas no
biocompatibles y una disminucién de los niveles
plasméticos de nitratos tras su paso por el dializa-
dor. Asi, las variaciones cuantitativas de los nitratos
plasmaticos durante la HD deben reflejar el balan-
ce entre su produccién secundaria a la sintesis de
ON por ONS-c y ONS-i y su eliminacién dialitica.

Los estudios in vivo que analizan las variaciones
de nitritos y nitratos en la HD aportan datos dife-
rentes. En algunos se ha demostrado aumento de su
concentracién sélo en enfermos con hipotensién dia-
litica’. En otros, se observé un descenso progresi-
vo de sus niveles plasméticos?’. Diferentes caracte-
risticas de los enfermos, de las técnicas de HD y de
determinacién de nitritos o nitratos pueden ser la
causa de estas discrepancias. La electroforesis capi-
lar usada por nosotros es una técnica muy sensible
y validada'™. Dado que en sangre total los nitritos,
habitualmente en muy bajas concentraciones, son
rapidamente transformados a nitratos, la ausencia de
aquéllos en nuestro estudio, puede ser debido a una
insuficiente celeridad en la separacién del plasma.
La importante disminucién observada por nosotros
de la concentracién de nitratos tras su paso por el
dializador senala su eliminacion transdialitica. La di-
ferencia arteriovenosa de la concentracién de nitra-
tos fue mucho mayor que la cuantificada en el li-
quido de diélisis lo que suscita la posibilidad de que,
ademas de eliminacion en el liquido de didlisis, exis-
ta adsorciéon a la membrana. Asi la eliminacién de
nitratos durante la HD dificulta su uso como mar-
cadores de la generacién de ON durante la misma.
Hay que recordar que los nitratos, metabolito inac-
tivo de ON, no reflejan la actividad biolégica de
éste. El ON se transforma en nitrato independiente-
mente de que active su enzima diana, la guanidil-
ciclasa. Puede suceder que disminuyan los niveles
de nitratos mientras que aumenta la actividad bio-
l6gica del ON vy viceversa?®. No obstante, en nues-
tro estudio, hay datos que puede sugerir generacion
de nitratos durante la HD. La disminucién porcen-
tual (delta) de nitratos al final de la HD fue inferior
a la HD con cuprofan, membrana en la que incre-
menta la actividad de la ONS-i.

La generacién de ON secundario al aumento de
la actividad de la ONS-i de células periféricas du-
rante la HD con membranas no biocompatibles
puede tener relevancia clinica. Su excesiva produc-
cién durante la HD puede promover inestabilidad
hemodinamica e hipotensién intradialisis en enfer-
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mos con otros defectos vasoreguladores. Estimulan-
do la generacion de citoquinas potencia el efecto
«inflamatorio» de la hemodialisis?®. Finalmente, la
produccién de ON en presencia de aumento de ge-
neracion de radicales libres, como ocurre en la HD
con cuprofan, genera peroxinitrito aumentando el es-
trés oxidativo de la HD* 1315, Se afiaden asi nuevos
argumentos que aconsejan el uso de membranas bio-
compatibles en HD.
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