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INTRODUCCIO

La malaltia renal cronica (MRC) constitueix un problema de salut publica a
nivell mundial, amb un increment progressiu del nombre de pacients subsidiaris
a tractament renal substitutiu (TRS). Segons I'ultim Registre de Malalts Renals
de Catalunya, la incidencia de la MRC I'any 2013 es va incrementar, amb un
total de 145 casos per mili® de poblacidé’. La MRC afecta per tant, a un
percentatge important de la poblacio i esta relacionada amb malalties d’elevada
prevalenga com I'envelliment, la hipertensié arterial (HTA), la diabetes mellitus

(DM) o la malaltia cardiovascular (MCV)>?.

La manifestaci6 més avancada de la MRC, la insuficiéncia renal cronica
terminal, i la posterior necessitat de TRS de la funcié renal mitjangant dialisi o
trasplantament renal (TR), presenten també una incidéncia i una prevalenga

creixents durant les ultimes décades.

2.1. Malaltia cardiovascular en pacients amb malaltia renal

cronica

Els pacients amb MRC tenen des d’estadis inicials de la malaltia, una taxa de
morbimortalitat de causa cardiovascular superior a la poblacié general, podent

arribar a multiplicar-se aquesta taxa per 1.000 en estadis avancats®.

La patologia cardiovascular representa per tant, la principal causa de mortalitat
dels pacients amb MRC, essent la taxa de mortalitat cardiovascular en els
pacients en hemodialisi (HD) entre 10 i 30 vegades superior a la de la poblacid
general4 i superior a la d’altres grups de pacients reconeguts com a pacients
d’alt risc cardiovascular (per exemple, diabétics, hipertensos o amb historia

d’infart agut de miocardi previ)*®.

Tot i que el risc cardiovascular dels pacients trasplantats renals és inferior a la

dels pacients en HD inclosos en llista d’espera de TR®, diversos estudis
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observacionals han demostrat com aquest risc segueix sent superior al de la
poblacié general de similar edat i sexe’® ; de manera que la patologia
cardiovascular, és també la principal causa de mortalitat en aquest grup de

pacients®, representant més del 50% de la mortalitat®.

La major prevalenga dels factors de risc cardiovascular (FRCV) classics en els
pacients uremics (DM, HTA, tabaquisme, hipercolesterolémia, edat, etc) no
expliquen totalment l'augment de la mortalitat cardiovascular en aquests
pacients'®; fins i tot, diferents estudis han demostrat que el score de
Framingham infaestima el risc cardiovascular en els pacients amb MRC'"'2,
Per aquest motiu, en multiples estudis, es considera com la preséncia de FRCV
nous o no tradicionals (hiperhomocisteinémia, microinflamacié cronica,
augment de I'estrés oxidatiu, la disfuncié endotelial, etc.)™ o la preséncia de
factors de risc propis de la uremia (malnutricio, alteraciéo del metabolisme del
calci—fosfor, la calcificacié valvular, hipervoléemia, anémia, etc.), jugarien un
paper important en el desenvolupament de [Iaterosclerosi accelerada i
arterioesclerosi que presenten aquests pacients; i per tant, en el

desenvolupament de les complicacions cardiovasculars''>'® (Taula 1).
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Taula 1. Factors de risc cardiovascular en la malaltia renal cronica.

Factors de risc cardiovascular en la malaltia renal cronica

FR classics FR no tradicionals FR propis de la urémia
Edat Hiperhomocisteinémia Metabolisme calci-fosfor
Sexe masculi Lipoproteina (a) Anémia
Hipertensio arterial Inflamacio cronica Hipervolémia
Diabetes mellitus Malnutricio Calcificaci6 valvular
Tabaquisme Estrés oxidatiu Accés vascular
Hipercolesterolemia Disfuncié endotelial Liquid de dialisi
Sedentarisme Menopausa precog
Obesitat Immunosupressio
HVE Disfuncioé cronica empelt
Cardiopatia prévia

FR (factor de risc); HVE (hipertrofia ventricle esquerre)

En els pacients en HD, l'accés vascular (AV) juga també un paper molt
important en relacié a la mortalitat, de manera que esta descrit com, en una
poblacio de 4.802 pacients incidents en HD, I'Us de catéter com a AV per a
realitzar HD s’associa de forma significativa a un augment de la mortalitat ja

durant els 120 primers dies d’'HD"" .

Els pacients trasplantats renals tenen també uns factors de risc propis del TR
que augmenten el seu risc cardiovascular: el tractament immunosupressor (IS),
les infeccions viriques, la proteindria i la disfuncié cronica de I'empelt'®. Apart
d’aquest factors, I'edat del receptor i la DM posttrasplantament renal (postTR)

son considerats també factors de risc de cardiopatia isquémica en el postTR.

El tractament IS amb anticalcineurinics (tacrolimus o ciclosporina) estimula el
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) i la produccion d’endotelina-1,
substancies involucrades en el desenvolupament del dany endotelial,

ateromatosi i malaltia isquémica cardiaca’. La coexisténcia d’una ateromatosi
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accelerada i el desenvolupament d’alteracions estructurals i funcionals
cardiaques inherents al TR, poden justificar aquesta elevada morbi-mortalitat

en el marc del tractament IS.

La malaltia isquémica cardiaca segueix sent molt prevalent després del TR,
situant-se al voltant del 10% als 3 anys del trasplantament, fet que incrementa
en 2,7 vegades el risc de mort i de pérdua de I'empelt renal, especialment
després del primer any postTR?. En un estudi publicat per Arias M.?' on
analitzaven la prevalenga de MCV en un grup de 532 trasplantats renals, la
MCV estava present en un 27,6% dels casos, sobretot en forma de malaltia

isquémica del cor, apareixent com a mitjana als 3,5 anys postTR.

2.1.1. Factors de risc cardiovascular classics

a) Edat.

L’augment progressiu de l'edat és un factor important, no modificable, i

relacionat amb I'augment del risc cardiovascular.

Actualment I'edat dels pacients que inicien HD, aixi com I'edat dels pacients
que reben un TR ha anat augmentant progressivament. Aixd fa que molts
d’aquests pacients ja tinguin patologia cardiovascular associada en el moment
de rebre el TRS, fet que incrementa la taxa de mortalitat cardiovascular i el mal

pronodstic d’aquests pacients, que ja tenen MCV prévia.

b) Tabaquisme.

El tabaquisme és un FRCV reconegut en la poblacié general i és un evident
predictor d’aterosclerosi. La prevalenga del tabaquisme en els pacients amb
MRC és similar a la de la poblacié general; tot i aixi cal tenir en compte pero,
que en la insuficiencia renal, 'acumul que es produeix de nicotina és més

elevat?.
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Dades dels USRDS Wave 2 Study23 indiguen com el tabaquisme s’associa a
major risc de desenvolupar insuficiéncia cardiaca de novo, infart agut de
miocardi (IAM), vasculopatia periférica i s’associa també a major risc de
mortalitat, en els pacients en HD. El tabaquisme s’ha descrit que afavoreix
augment de la rigidesa arterial®® i el desenvolupament d’hipertrofia ventricular
25

esquerre (HVE)“” en els pacients en HD.

La prevalengca de fumadors després del TR és d'un 35-40% a la poblacio
europeaze. En estudis prospectius publicats a la literatura, el tabac és un factor
de risc d’aparicioé d’episodis coronaris en els pacients trasplantat327; i en estudis
retrospectius, el tabaquisme s’associa a un major risc d’episodis
cardiovasculars i mort®®; essent aquest risc dosi-depenent. També s’ha
demostrat que el tabaquisme s’associa a una disminucié de la supervivéncia i

de pérdua de 'empelt renal®®?°.

c) Hipertensio arterial.

La HTA és un factor de risc d’'isquémia miocardica, aterogénesi, calcificacio

coronaria arterial i d’'HVE®.

En un estudi retrospectiu de 13.792 pacients de EE.UU. incidents en HD amb

un periode de seguiment mitja de 569 dies, Tentori F et al.*’

van poder
observar com la preséncia d’uns valors de pressio arterial dins dels valors
objectiu fixats en I'estudi (pressié arterial < 140/90mmHg), s’associaven a un
increment de la mortalitat, independentment que els pacients tinguessin o no
antecedents de DM. Cal tenir en compte que, donada la complexa
fisiopatologia de la insuficiencia renal cronica, és possible que els nivells
objectiu de la pressio arterial dels pacients en HD puguin diferir de la poblacié

general.

La HTA és molt prevalent en el postTR, afectant entre un 50-90% dels pacients

32,33

segons les séries™°, i contribueix de forma independent a la pérdua de

'empelt renal i a la morbi-mortalitat cardiovascular*® .
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L’etiologia de la HTA en el postTR és multifactorial, pero cal tenir en compte
que els farmacs anticalcineurinics (ciclosporina i tacrolimus) i els esteroides hi
juguen un paper molt important. Tot i que s’ha demostrat que un bon control de
la pressié arterial ha aconseguit reduir la incidéncia d’accidents
cerebrovasculars (ACV), el seu efecte sobre la malaltia cardiaca no és tan

evident™.

d) Dislipémia

En els pacients amb MRC estadi 5, I'alteracio lipidica depén de la modalitat de
dialisi; de manera que els pacients en HD presenten un colesterol total i un

colesterol —LDL més baix i una hipertrigliceridemia.

La dislipémia (DL) és molt frequent en el postTR, afectant a un 40-60% dels
pacients trasplantats renals en els 3-6 primers mesos del trasplantament®° i
és considerada un factor de risc de desenvolupament de MCV i pérdua de

'empelt renal.

El patr6 dislipémic caracteristic en el postTR és: increment del colesterol total,
increment dels triglicerids, increment de la lipoproteina de baixa densitat i un
increment de [l'apolipoproteina B (apoB). La seva etiologia també és
multifactorial, tot i que cal tenir en compte que el tractament IS juga un paper

clau en la DL del pacient trasplantat®’.

e) Diabetes Mellitus

La DM és la causa més frequent de MRC terminal, i s’associa a HTA,
hipertrigliceridémia, hipercolesterolemia, HVE i hiperfibrinogenémia. La MRC
s’associa també, independentment de la diabetes, a resisténcia a la insulina i a
intolerancia a la glucosa®. Tots aquests factors, junt amb la inflamacid i 'estrés
oxidatiu, afavoreixen la preséncia de dany endotelial a través de 'acimul de
productes finals de la glicosilacio, i per tant, acceleren I'aterogénesi en els

pacients amb nefropatia diabética®®.
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En un estudi prospectiu on es van incloure 131 pacients en HD que rebien un

TR, Morales-Indiano C. et al.*°

van observar com els pacients que eren
diabétics abans del TR, tenien un major estat inflamatori i un major estrés
oxidatiu en el postTR, fet que probablement justificaria que aquests pacients,
tinguessin una pitjor funcié renal a 'any del TR, en comparacio als pacients que

no eren diabétics abans del trasplantament.

La DM i altres alteracions prediabetiques son frequents en el postTR (afectant
al voltant del 30% dels pacients)‘”, i tenen un impacte negatiu en relacio a la

supervivéncia tant de 'empelt renal com del pacient trasplantat.

Els pacients trasplantats tenen en general, un pitjor perfil metabolic i vascular,
el que condiciona un major risc de cardiopatia isquémica, malaltia vascular
cerebral i pérdua de I’injert42. No existeixen clares evidéncies a la literatura que
demostrin que la técnica de dialisi previa al TR sigui un factor de risc per a

I'aparicio de diabetes de novo postTR*.

f) Obesitat.

Existeix una clara relacio entre I'obesitat i la mortalitat global i cardiovascular en
la poblacié general sense MRC, perd I'efecte de I'obesitat en els pacients amb
MRC és incert*,

L’'obesitat és un FRCV i factor de risc renal modificable, que desencadena una
cascada d’alteracions que inclouen: resisténcia a la insulina, intolerancia a la
glucosa, DL, aterosclerosi i HTA*. També indueix inflamacié, amb augment de

citoquines proinflamatories i de I'estrés oxidatiu.

En els pacients en HD, la majoria d’estudis descriuen una relacio inversa entre
index de massa corporal (IMC) i la mortalitat total o cardiovascular***®, tot i
que existeix algun estudi que descriu una associacié directa entre 'IMC i la

mortalitat*’

. Aquesta diferéncia amb la poblacié general, podria ser deguda a
que els pacients en HD tenen un major grau d’inflamaci6 i malnutricié que la
poblacié general. Aquests dos factors, s’associen a un menor IMC i sén uns

potents predictors de mortalitat*®.
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En els pacients trasplantats renals, I'obesitat s’associa a una major prevalenca
d’altres FRCV, sobretot DL*® i DM®°. També s’associa a major mortalitat
sobretot de causa cardiovascular i a una menor supervivéncia de I’empelt51,
encara que en la literatura existeixen algunes discrepancies en relacié a aquest

aspecte®?.

2.1.2. Factors de risc cardiovascular no tradicionals

a) Inflamacio.

De tots els reactants de fase aguda i marcadors d’inflamacioé vascular del
plasma, la proteina C reactiva (PCR) és el marcador de risc cardiovascular més
utilitzat, gracies a la seva reproductibilitat, baix cost i disponibilitat a la clinica.
La PCR es produeix per part dels hepatocits, com a resposta a nivells elevats

de IL-6, que s’eleva rapidament després d’un estimul inflamatori.

La inflamacié (definida com la preséncia de nivells elevats de PCR o citoquines
inflamatories) és un fendmen critic en la fisiopatologia de I'aterosclerosi®. Les
concentracions de PCR van ser identificades per primer cop per Ridker P.et
al.>*, com un factor predictor independent de futurs episodis cardiovasculars
(ECV) en homes sans. Posteriorment, estudis realitzats en més de 20 cohorts
de poblacions diferents, han confirmat com nivells elevats de PCR sén

predictors independents d’lAM, ACV i mortalitat cardiovascular®®®,

Els pacients amb MRC presenten un estat inflamatori que augmenta a mesura

7
|5

que evoluciona la malaltia renal®’, essent els pacients en HD els pacients que

presenten un major estat inflamatori.

Diversos estudis han demostrat com la PCR és un predictor independent de
risc de mortalitat en la poblacié en HD, independentment d’altres factors, inclus

en estudis amb un periode de seguiment de fins a 4 anys>®*°.

|.60

Bayés B. et al.”” van demostrar com en una cohort de 94 pacients en HD,

'estres oxidatiu, mesurat a partir dels nivells d’anti-lipoproteina oxidada
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(oxLDL) eren el principal factor de mortalitat cardiovascular en pacients en HD
cronica als 4 anys de seguiment. Al contrari d’altres estudis, el nivells de PCR
eren un factor predictor de mortalitat global en els pacients en HD als 2 anys de
seguiment, perd no eren un parametre util per predir la mortalitat cardiovascular

als 4 anys de seguiment®’.

Les principals causes descrites d’aquest estat inflamatori en els pacients amb
MRC serien: la presencia d’'un aclariment renal disminuit de citoquines
proinflamatories, el propi estat urémic, I'estrés oxidatiu, la preséncia d’altres
comorbilitats, la malaltia renal de base o les infeccions persistents. En els
pacients en HD la preséncia de cossos estranys (catéters, protesis de PTFE)
també incrementen l'estat inflamatori. En els pacients trasplantats renals, la
insuficiencia renal, els empelts renals no funcionants o el rebuig de I'empelt

renal també poden contribuir a incrementar el grau d’inflamacié.

L’estat de microinflamacio cronica present en la urémia té, en el moment actual,
un paper molt rellevant en I'aparicié del dany endotelial dels pacients amb
MRC. Existeixen multiples treballs a la literatura on es descriu I'associacio que
existeix entre I'estat de microinflamacio i I'aparicio de disfuncié endotelial (DE)
des d’estadis inicials de la MRC; pero tot i aixi, encara no esta totalment clar
quin és el mecanisme a través del qual I'estat de microinflamacié dels pacients
urémics produeix dany endotelial. Es I'aparicié de dany i/o DE el primer pas pel
posterior desenvolupament de l'aterosclerosi. Aquest fet podria ajudar a

explicar en part, I'elevada taxa de MCV dels pacients amb MRC®%%3%4,

En els pacients trasplantats, s’ha demostrat com la inflamacié s’ha associat a
una pitjor funcié renal, a un increment de la MCV i a la pérdua de I'empelt renal
a llarg termini. Entre d’altres factors, la inflamacio pot determinar I'aparicio de

nefropatia cronica de 'empelt, diagnosticada per biopsia renal®.

En relacié a les estratégies terapéutiques per tal de disminuir la inflamacio i per
tant, reduir el risc cardiovacular o la mortalitat en els pacients amb patologia
renal, els inhibidors de I'enzim conversiu de l'angiotensina (IECAS) i els
antagonistes dels receptors d’angiotensina 1l (ARA IlI) han demostrat tenir
efectes antiinflamatoris i capacitat per a reduir les citoquines en els pacients

|66 .

amb insuficiéncia renal™ ; i les estatines s’ha demostrat que disminueixen els
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nivells de PCR en els pacients en HD, independentment dels seus efectes

sobre els lipids®’.

b) Malnutricié.

La malnutricid en els pacients en HD té una prevalenca al voltant del 18-75%°2.
Entre els parameters bioquimics utilitzats, la prealbumina (proteina
transportadora de tiroxina/proteina lligada al retinol), al tenir una vida mitja més
curta que l'albumina, és un indicador més preco¢ de desnutricid proteica, que
es recupera rapidament a linici de les terapies de suplementacio®. Tant
I'albumina com la prealbumina es consideren bons biomarcadors de malnutricio
i s’han relacionat amb la mortalitat en la poblacié en HD™. Estudis publicats a la
literatura des de fa anys demostren com la hipoalbuminémia és un potent factor

de risc independent de mortalitat en els pacients en HD”""%73,

A I'Estudi DOPPS"’, nivells baixos d’albumina (<3,5g/dl) es van associar de
manera significativa a un augment de la mortalitat en una poblacié de 4.802

pacients incidents en HD, durant els primers 120 dies de tractament.

En un estudi retrospectiu de 13.792 pacients de EE.UU. incidents enHD amb
un periode de seguiment mitja de 569 dies®!, es va poder observar com un
increment dels nivells d’albumina superiors a 4g/dl s’associaven de forma
significativa a una reduccié de la mortalitat®'.

Cal tenir en compte pero, que els nivells d’albumina en sérum poden estar
influits per factors no nutricionals, i que alhora aquests factors, poden afectar
I'estat nutricional, com per exemple I'edat, la pérdua de proteines a través de la

dialisi, la sobrecarrega de liquids, la inflamacio i/o la infeccio’™.

En els ultims anys ha crescut 'interés per la relacié que existeix entre la dialisi,
la inflamaci6, la malnutricié i la baixa resposta a la eritropoetina (EPO). La
preséncia d’alts nivells de marcadors inflamatoris i de parametres bioquimics
de malnutricié en sang (albumina i prealbumina baixos) s’associa amb baixa
resposta a la EPO, i per tant, amb un pitjor control de 'anémia en els pacients
en HD".

Pagina 38



INTRODUCCIO

c) Homocisteina.

L’homocisteina és un aminoacid sulfurat derivat de la conversid de la metionina
en cisteina, essent necessaries la participacié de la vitamina B4z i acid folic per

la seva metabolitzacié’®.

L’associacio entre homocisteina i MCV ha estat descrita varis estudis
epidemiologics en la poblacié general”’, de manera que, nivells moderadament
elevats d’homocisteina (> 15umol/l) s’associen a malaltia oclusiva arterial i
venosa, i a un increment de la mortalitat i dels ECV'® (donat que pot danyar la
78

funcié de la cél-lula endotelial a través del dany oxidatiu)'™; essent aquesta

relacié dosi-depenent’®.

Els pacients amb patologia renal presenten hiperhomocisteinémia des de les
fases incials de la MRC. Tot i que els mecanismes a través dels quals es
produeix I'’hiperhomocisteinémia en els pacients amb MRC no es coneixen del
tot ('excrecid renal d’homocisteina és <1% de tota la seva eliminacio), i no
s’expliguen només per una reduccid de l'eliminacié renal, s’ha postulat que
podria ser com a consequéncia d’un retard en I'eliminacio i una alteracio de la
seva metabolitzacio (per déficit o alteracié de la metabolitzacié de vitamines Bg,
folats i B12)?°. Mentre que la prevalenca de nivells elevats d’homocisteina
(nivells d’homocisteina en plasma > 15umol/L) en la poblacié general és

d’aproximadament el 5%, en els pacients en HD, arriba al 80-90%.

En pacients en HD, el paper de I'homocisteina com a marcador de mal
pronostic és controvertit. Estudis prospectius han demostrat una associacio
positiva entre els nivells d’homocisteina i ECV fatals i no fatals en els pacients

60,83
)

en HD®"® encara que altres estudis han observat abséncia de relacié o

inclus una relacié negativa®.

Suliman i cols. ¥ van descriure en un estudi, on van incloure un total de 317
pacients en HD, una associacié inversa entre nivells baixos d’homocisteina i
una major mortalitat. En I'estudi de supervivéncia sense ajustar, un nivell baix
d’homocisteina en plasma s’associava a totes les causes de mortalitat i

mortalitat cardiovascular. Al ajustar pels diferents FRCV classics, persistia
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aquesta relacid inversa entre homocisteina i mortalitat, perd la significacid
estadistica es perdia i s'invertia al ajustar per parametres d’inflamacio i nutricio;
de manera que, nivells més elevats d’homocisteina es van associar a major
mortalitat i menor supervivéncia. Aquest fet suggereix que I'associacio inversa
entre homocisteina i mortalitat en els pacients renals pot ser atribuida, almenys
en part, per la coexisténcia amb altres factors de confusié*®, com poden ser els
marcadors de desnutricié i inflamacié. Aquest fet cal tenir-ho en compte a I'hora

d’avaluar el paper de 'homocisteina com a factor de risc.

Malgrat després del TR els nivells d’homocisteina disminueixen, la prevalenca
en aquest grup de pacients és tambée elevada®, situant-se al voltant del 50-
75%.

En els pacients trasplantats renals, varis estudis han determinat una associacio
entre els nivells d’homocisteina i la MCV postTR, aixi com una associacié amb
la HVE®¥, perd no han establert una clara relacié amb la mortalitat®®. Tot i aixi,
no existeixen evidéncies que confirmin que la reduccié dels nivells

d’homocisteina disminueixi la incidéncia de MCV en el TR.

2.1.3. Factors de risc propis de la urémia

a) Anemia.

L’anémia és una complicacio frequent en els pacients amb MRC. Es produeix
com a consequéncia d’'una disminucié de la produccio i secrecié d’EPO i una
alteracié del metabolisme del ferro®. L’anémia implica una disminucio de I'aport
d’oxigen i un increment tant de la freqiéncia cardiaca com del gast cardiac, i
per tant, de 'augment de la pressio arterial i de la HVE (important predictor de
mortalitat cardiovascular). La correccid de I'anémia amb EPO disminueix la

massa ventricular esquerre i millora la funcio ventricular®.

Foley RN et al.’’ van observar com uns nivells d’hemoglobina inferiors a
8,8g/dl eren un factor de risc per a totes les causes de mortalitat, i s’associaven

a dilataci6 del ventricle esquerre, insuficiéncia cardiaca i mort.
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Diversos estudis en la literatura suggereixen que I'anémia en el pacient amb
MRC cal tractar-la precogment, abans que els pacients arribin a necesitar HD%.
L’introduccio dels agents estimulants de I'eritropoesi pel tractament de 'anémia
en els pacients en HD i inclus en els pacients en fase predialisi, va permetre
disminuir el numero de transfusions sanguinees i millorar la qualitat de vida

d’aquests tipus de pacients®.

Les guies KDOQI®** publicades I'any 2007 sobre el maneig de I'anémia en la
MRC, recomanen que els pacients amb MRC estadi 5 que reben tractament
amb agents estimulants de [leritropoesi (tant en HD com sense dialisi)
mantinguin uns nivells d’hemoglobina entre 11-12g/d, essent sempre inferiors a
13g/dl.

En el pacient trasplantat renal, 'anémia esta associada sobretot a l'us
actualment de farmacs IS com el micofenolat sodic i els inhibidors dels m-TOR.
L’anémia es considera un factor de risc de mortalitat i de pérdua de I'empelt

1. Tal i com s’ha comentat anteriorment, es considera també un factor de

rena
risc vascular en el pacient trasplantat per la seva accié sobre la massa
ventricular i el gast cardiac®. Valors d’hemoglobina superiors a 12,5g/dl en el
pacient trasplantat renal s’ha descrit que poden incrementar la mortalitat en el

postTRY".

b) Metabolisme calci-fosfor.

L’augment dels nivells de hormona paratiroidal (PTH), la disminucié de la
vitamina D i la hiperfosfatémia juguen un paper important en la patogénesi de la
MCV®,

La PTH i la vitamina D augmenten la concentracié de calci en el muscul
vascular llis i miocardiocits, alteren el metabolisme oxidatiu del miocardi i
afecten la pressio arterial i la contractilitat cardiaca, fent que el cor sigui més
susceptible a la isquémia. El déficit de vitamina D junt amb I'hiperparatiroidisme
(caracteristic dels pacients amb MRC) pot produir calcificacions coronaries,

valvulars i per tant, incrementar la MCV®,
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L’hiperparatiroidisme també altera el metabolisme de les lipoproteines i

produeix resistencia a la insulina i intolerancia a la glucosa.

En una poblacio de 4.802 pacients incidents en HD, la preséncia d’un nivells de
fosfor inferiors a 3,5mg/dl es van associar de manera signifcativa a un augment
de la mortalitat, efecte que es va poder observar durant els primers 120 dies de

tractament'”.

En pacients ja en programa d’HD, la hiperfosfatéemia s’ha relacionat amb un
augment de la mortalitat. Un estudi publicat molt recentment’® demostra com
valors tant de fosfor com de PTH fora dels valors recomanats a les guies

KDIGO', s’associen de forma significativa a un augment de la mortalitat.

2.2. Endoteli vascular i disfuncio endotelial

L’endoteli vascular era considerat fins al voltant de I'any 1990 un teixi inactiu
que cobria l'interior dels vasos sanguinis. En cas d’'un traumatisme, es produia
la reparacié6 de l'endoteli a partir de les cél-lules endotelials (CE) que
proliferaven des dels marges de la ferida endotelial cap al centre, cobrint

finalment, tota la zona defectuosa'®.

El concepte de la reparacié endotelial ha canviat de forma important en els
ultims 20 anys, quan els investigadors han descobert com I'endoteli vascular
representa una barrera funcional i dinamica entre la sang circulant i el teixit
circumdant, i que té multiples funcions: juga un paper important en la
modulacié i regulacié del to vascular (controlant I'activitat de les cél.lules
musculars llises de la capa mitja), regula el creixement cel-lular local i el dipdsit
de matriu extracel-lular, té¢ un efecte protector dels vasos davant la preséncia
de substancies toxiques circulants a la sang, té funcions antitrombotiques
(inhibeix I'adhesié plaquetaria i la coagulacid, i regula els sistema fibrinolitic) i
participa en la resposta immune i en la resposta reparadora a les lesions

locals'®,
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La monocapa de CE que recobreix I'endoteli actua com a superficie no
adhesiva per a leucocits i plaquetes, i produeix una important varietat de factors
reguladors del to vascular com son les prostaglandines i 'dxid nitric®* % . ’oxid
nitric regula un gran nombre de processos homeostatics locals: té efecte
vasodilatador, inhibeix I'adhesié i agregacié plaquetaria, inhibeix la proliferacio

de les cél.lules del muscul llis i té efecte antioxidant'®.

Els pacients amb MRC tenen un déficit d’oxid nitric des d’estadis incials de la
malaltia, fet que comporta que apareguin dades de DE per alteracié de la
vasodilataci6 dependent de [I'endoteli, afavorint el desenvolupament
d’aterosclerosi, la HTA i la posterior aparici6 d’esdeveniments

cardiovasculars®1%.

La preséncia de qualsevol FRCV ocasiona una alteracié de les funcions
normals de I'endoteli i 'aparicié d’'una cascada d’events proinflamatoris que va
seguida moltes vegades de la mort programada o apoptosi de les cél.lules
endotelials. Aquest fet comporta la pérdua de les propietats antitrombotiques de
la pared vascular i I'alteracié del nombre i funcionalitat de les CE'". També
I'exposicio perllongada i repetida de I'endoteli a I'estrés oxidatiu, associat als
FRCV, comporta I'esgotament dels seus mecanismes protectors antioxidants i

antiinflamatoris'%.

La DE pot definir-se per tant, com el desequilibri en la biodisponibilitat de
substancies actives d’origen endotelial, que predisposa a la inflamacid,
vasoconstriccié i a I'increment de la permeabilitat vascular, i que pot facilitar el
desenvolupament de I'arteriosclerosi, 'agregacié plaquetaria i la trombosi'®. Es
per tant, la disfuncié de les CE I'esdeveniment critic que promou l'inici de la
formacié de la placa aterosclerdtica i el desenvolupament de malalties com
Iaterosclerosi®. A les ultimes décades s’ha demostrat com els FRCV classics i

els FRCV emergents produeixen DE'®.

La raé per la qual els pacients amb MRC tenen DE no es coneixen
completament, perd es suggereix que I'etiologia pot ser multifactorial’®, tal i
com es pot observar a la taula 2.
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Taula 2. Etiologia de la disfuncié endotelial en la malaltia renal cronica

Disfuncio endotelial en la malaltia renal cronica

Inflamacio Dislipémia
Retencio d’inhibidors de I-arginina Hiperglucémia
(ADMA)

Hipertensio arterial

Estrés oxidatiu

Hiperhomocisteinémia

Annuk et al."°

van demostrar com la preséncia només dels FRCV classics
(HTA, DM i hipercolesterolémia) no podien explicar el deteriorament de la
funcié endotelial en els pacients amb insuficiéncia renal moderada, de manera
que van demostrar que exisitia una correlacié entre I'aclariment de creatinina i
la funcié endotelial, concloent que la funcié renal per se es relacionava

directament amb la preséncia de DE.

Basant-se en aquestes troballes, Stenvinkel P."® va sugerir que la preséncia
de FRCV no tradicionals (inflamacid, hiperhomocisteinémia, etc.) presents en la

MRC, podien afectar també de forma negativa a la funcié endotelial.

Estudis realitzats en pacients sense patologia renal’"''? han demostrat que la
inflamacio s’associa a DE; de manera que es podria suggerir que la DE seria
un important intermediari en la relacié entre la inflamacié i la MCV en els

pacients amb MRC.

Un factor molt important per tal de disminuir el risc d’aparicié de malalties
cardiovasculars radica en el manteniment del balang entre la disfunci6 i la
regeneracid d’aquest endoteli vascular, essent aquesta regeneracié de
I'endoteli danyat d’extrema importancia'®’. La reparacié de I'endoteli vascular
es pot produir per la migracio i la proliferacié de les CE madures del voltant de
la zona danyada, procés també involucrat en I'angiogénesi dels adults''.
Aquestes CE madures son ceél-lules definitivament diferenciades amb un baix

potencial proliferatiu, amb una capacitat per substituir I'endoteli danyat i per
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crear nous vasos limitada. Per aquest motiu sera necessari, tant per reparar

I'endoteli com per 'angiogénesi, el suport d’altres tipus cel-lulars’*.

Es molt important el treball publicat per part d’ Ashara et al. ''°, basat en la
hipotesi que la sang periférica contenia cél-lules progenitores que es podien

diferenciar en CE madures.

Ashara va demostrar la presencia de cél-lules mononuclears positives per al
marcador de superficie CD34" que després de sembrar-se durant 7 dies en una
superficie coberta de fibronectina, era capa¢ d’expressar també els marcadors
de superficie CD31 i/lo VEGFR. Aquestes cél-lules també expressaven oxid
nitric sintasa endotelial MRNA i produien oxid nitric després de I'estimulacio
amb VEGF o acetilcolina depenent de la dosi. Aquestes cél-lules cultivades i
enriquides amb CD34+ expressaven multiples propietats funcionals i
antigeniques similars a les CE. Aquestes cél-lules, es van anomenar cél-lules

progenitores endotelials (CPE).

Les CPE soén per tant, cél-lules derivades del moll de I'os, presents en sang
periférica, amb propietats similars als angioblastes embrionaris, i que tenen la
capacitat de proliferar i diferenciar-se en CE madures, contribuint a processos
de reendotelitzacié i neovascularitzacio'™. Probablement aquestes cél-lules
progenitores tinguin un precursor comu denominat hemagioblaste, Ila
persisténcia del qual en I'adult, contribueixi al creixement i reparacio tant de la

linea hematopoiética com endotelial'®.

Estudis en animals i humans suggereixen que les CPE tenen I'habilitat de
millorar la funcié6 d’oérgans isquémics probablement gracies a la induccid i
modulacié de la vasculogénesi i angiogénesi en arees amb baix aport d’oxigen
o0 a través de l'estimulaci6 de la reendotelitzacid dels vasos sanguinis

danyats'”’.
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2.3. Cél-lules progenitores endotelials

2.3.1. Caracteritzacié de les cél-lules progenitores endotelials.

Marcadors de superficie

Les CPE s’aillen principalment de la médul-la dssia i sang periférica, tot i que
també s’han identificat en sang procedent de cordé umbilical. La preséncia tant
de les CE madures com de les CPE és molt poc frequent en la sang periférica
de I'adult, representant entre un 0,01 i 0,001% de les cél-lules mononuclears de
la sang, respectivament'’’. S’estima que els adults sans tenen només un total
de 100-200 CPE/mI'™. Aquest fet ha contribuit a la manca de métodes

suficientment precisos per a la seva definicié i aillament.

Actualment les CPE s’identifiquen mitjangant cultius cel-lulars o técniques de
citometria de flux, gracies al descobriment dels anticossos monoclonals i a la
utilitzacié de la inmunoseleccié per microesferes magnetiques i/o FACS
(fluorescence-activated cell shorting)'"’, que han possibilitat I'aillament,
quantificacio directa en mostres de sang periférica i caracteritzacio de les
cél-lules circulants. Utilitzant anticossos monoclonals Peichev M et al.’*® van
demostrar com el 2 + 0,5% de les cél-lules CD34" de la sang periférica eren

també VEGFR-2".

A partir del descobriment de les cél-lules CD34"/VEGFR-2" per part d’Asahara

et al.'”®

varis estudis posteriors es van realitzar amb I'objectiu d’identificar i
caracteritzar les CPE amb I'objectiu de trobar un unic marcador que identifiqués
aquestes CPE. Multiples estudis van coincidir en afirmar que les CE madures
també podien coexpressar CD34 i VEGFR-2, pel que eren necessaris
marcadors més especifics per a poder diferenciar les CE madures de les CPE.
Un d’aquests marcadors va ser el CD133 (AC 133), que a diferéncia del CD34,
no s’expressa en les CE madures i per tant, la seva expressié sembla definir
una poblacié de cél-lules amb propietats de cél-lules mare hematopoiétiques

pluripotencials'?.
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Per tant, els 3 marcadors que caracteritzen les CPE circulants precoces son el
CD34, CD133 i el receptor 2 del factor de creixement endotelial vascular
(VEGFR-2, també denominat Flk-1 o KDR)'"%12",

Aquestes CPE es localitzen predominantment a la médul-la dssia o a la
circulacio sistémica, immediatament després de la seva migracié a la circulacio
sistémica, i juguen un paper important en la neo-angiogénesi''*. El percentatge
de cél-lules CD34" que expressa també CD133" i VEGFR-2" representa només

119

el 2% de les cél-lules CD34" circulants'" (Figura 1).

- CEL-LULES PLURIPOTENCIALS
MEDUL:-LA OSSIA

cKit +
HEMANGIOBLAST / mKit-L MMP-9
CEL-LULES CEL-LULES PRECURSORES
PROGENITORES HEMATOPOETIQUES
ENDOTELIALS sKit-L

= CD133*

= CD34*

= VEGFR-2*

A R R

e "
SISTEMICA
= CD133*- = CD133
= CD34* = CD34*
= VEGFR-2* = VEGFR-2*
= CD31* = CD31*
= VE-caderina* = VE-caderina*
= vWF* = vWF*

Figura 1. Mobilitzacio, reclutament, i diferenciacio de les cél-lules progenitores

endotelials des de la médul-la dssia a la circulacio sistémica.
Modificat de Hristov. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2003. (Cortesia de la Dra. Anna Oliveras).

CPE = cel-lules progenitores endotelials; MMP-9 = metaloproteinasa-9 de matriu; mKit-L =
Ligando Kit de membrana; sKit-L = Ligando Kit soluble; VEGFR-2 = receptor tipus 2 del factor

de creixement endotelial vascular; vIWF = factor de von Willebrand.
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La mobilitzacié de les CPE des de la médul-la dssia al torrent sanguini és un
procés complexe, regulat per una varietat d’enzims, factors de creixement i
receptors de superficie. Aquesta mobilitzacié es produeix en resposta a la
hipoxia, isquémia tissular i dany tissular endotelial. L’6rgan isquémic a través
de l'alliberacio de citoquines i factors de creixement estimula I'alliberacié de les
CPE per part de la meédul-la ossia. Aquestes cél-lules alhora es localitzen de
forma especifica en els llocs danyats mitjangcant I'expressiéo de receptors de

quimoquines i finalment estimulen el creixement de nous vasos '%.

El VEGF enddgen sembla ser un dels factors angiogénics més importants que
actua com a mediador de la mobilitzacié de les CPE a la circulacié periférica,
tant en la vasculogénesi embrionaria com en el desenvolupament vascular de
'adult. S’ha descrit com els nivells de VEGF en sang periférica s'incrementen
de manera paral-lela a I'increment del numero de CPE circulants que té lloc
quan es produeix la isquémia d’'una extremitat o el dany de la pared vascular
que es produexi després de trombosis coronaries o de cirugia de by-pass

coronari'?>,

Els factors que mobilitzen les cél-lules mare, per exemple el VEGF, activen la
metaloproteinasa-9 (MMP-9) en les cél-lules hematopoiétiques, promovent la
transformacié del lligant kit unit a la membrana cap al lligant kit soluble'*, fet
que permet que aquestes ceél-lules proliferin, es diferenciin i passin a la zona
vascular de la médul-la oOssia i posteriorment a la circulacid sistémica'™.
Estudis experimentals han demostrat com en aquelles situacions en qué
existeix un déficit d’0xid nitric sintasa endotelial, existeix una incapacitat per a
mobilitzar les CPE en relacié a una insuficient regulacié de la MMP-9. Aixi, els
pacients amb una insuficient biodisponibilitat de I'dxid nitric, per exemple, els
pacients amb MRC, pot tenir un déficit en el reclutament de les CPE'". El
VEGEF s’uneix al seu receptor VEGFR-2, activant aixi la posterior maduracié de

I'eix —agioblaste de médul-la dssia — CPE precog — CPE tardana”'.

Existeixen varies questions encara per resoldre en tot aquest complex procés.
La cascada de diferenciaci6 exacte de les CPE in vivo encara no és ben
coneguda, existeixen també interrogants sobre el temps de vida mitjana de les

CPE circulants o en relaci6 al desti finals de les CPE no consumides. Estudis

Pagina 48



INTRODUCCIO

experimentas in vitro han suggerit la possibilitat que els cossos apoptotics de
les CE madures siguin I'estimul per a la proliferacio i diferenciacio de les
cPg™

2.3.2. Factors que poden modificar el nombre de cél-lules

progenitores endotelials

Peichev M et al.""® van establir que el nombre de CPE postnatals circulants
precoces CD34"CD133"VEGFR-2" representaven aproximadament el 0,002%
del total de cél-lules mononuclears en sang periférica, corresponent a unes 70-
210 cél./ml.

S’han descrit multiples situacions que poden fer variar el nombre de les CPE en

sang periferica. (Taula 3).

Taula 3. Factors que influeixen en el nombre de cél-lules progenitores

endotelials en sang periférica.

Increment del niumero de CPE Disminucié del nimero de CPE

Edat
Exercici fisic
Hipertensi6 arterial
Estrogens (sexe femeni)
Dislipémia
Cardiopatia isquémica
Diabetes mellitus tipus | i tipus I
Isquémia de les extremitats
Insuficiencia renal
Trauma vascular (by-pass coronari)
Tabaquisme
Eritropoetina
Homocisteina
Estatines
B-bloquejants
Inhibidors SRAA
Obesitat
Tractament renal substitutiu
PCR

CPE (cel-lules progenitores endotelials)
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Existeixen varies situacions fisioldgiques que poden fer variar el hombre de

CPE, com per exemple I'exercici fisic''®'?", els estrogens'?®'? i I'edat'*"¥".
Varis autors han demostrat com el procés d’envelliment és un factor que afecta
de manera negativa a les CPE, de manera que I'edat no només redueix la
mobilitzacié de les CPE desde el moll de l'os, siné que també afecta la seva
funcionalitat i clarament redueix la supervivéncia de les cél-lules'?. L’efecte de
I'edat sobre les CPE sembla que influeix més en les caracteristiques funcionals

que en el nombre total de cél-lules en sang periférica’.

Hill JM, et al.’* van descriure una clara associacié entre les CPE i els factors
de risc d’aterosclerosi. Per tant, el nombre de CPE i la seva activitat migratoria
s’ha vist que esta disminuida en els pacients que tenen una predisposicid
genetica a patir una malaltia isquémica cardiovascular o en els pacients

fumadors (pacients amb alt risc de malaltia coronaria)'°.

Kondo et al.’™ van observar com en els fumadors cronics, la deshabituacié
tabaquica incrementava de nou el nombre de CPE i que reprendre de nou el
tabaquisme provocava una nova disminucio en el nombre de CPE . L’efecte
del tabac sobre les CPE s’explica a través de l'increment de I'estrés oxidatiu i la
reduccido de la biodisponibilitat de I'dxid nitric que provoca el tabaquisme,

provocant per tant, una reduccio en els nivells de CPE en sang periférica.

Alguns estudis han descrit la influencia de determinades condicions

1.'%8 van determinar

patologiques en el nombre de CPE in vivo. Oliveras A, et a
que existia una relacié independent entre la preséncia de HTA i els nivells
circulants de CPE en pacients amb HTA refractaria. En relacioé a la DL, tant en
individus sans amb nivells de colesterol elevats com en pacients amb
coronariopatia, s’ha demostrat una correlacié inversa entre el nombre de CPE

circulants i els nivells plasmatics de colesterol-LDL"".

Els pacients amb DM tipus 1 i tipus 2, tenen un menor nombre de CPE, aixi
com una disminucié de la seva capacitat proliferativa, de la seva capacitat

migratoria i de 'habilitat de formar nous vasos'*®"3,
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Chen et al.™°

van observar com el nombre de CPE era aproximadament un
50% inferior en les persones que tenien sobrepés i obesitat, en comparacio a
les persones amb un IMC normal. Aquestes mateixes troballes van ser

descrites per Miller-Ehmsen et al.™.

Aquest grup va anar més enlla i va
demostrar com una reduccio en el pes, conduia a un increment en el nombre
de CPE. D’aquesta manera, es pot afirmar com la DE és essencial en la

patogénesi de les complicacions cardiovasculars associades a I'obesitat™".

En relaci6 a la MCV, en pacients que presenten un IAM s’ha observat com els
nivells de les cél-lules CD34" s’incrementen a la setmana posterior a l'infart, i

aquesta elevacio és paral-lela a 'increment agut dels nivells sérics de VEGF 2,

Determinats tractaments farmacoldgics també tenen un efecte directe en el
nombre de CPE. El tractament amb inhibidors de la HMG-CoA reductasa

(estatines)'

s’ha descrit que incrementen el nombre de CPE in vivo,
probablement a través de I'activacioé de la mobilitzacié des de la médul-la dssia,
i també estimulen la seva incorporacio en els llocs on existeix dany endotelial a
través de 'augment de I'expressio de les molécules d’adhesio de la superficie

de les CPE™#,

|145 |146

El tractament amb IECAS, tant ramipri com enalapri incrementen el
nombre de CPE tant en estudis experimentals com en pacients, probablement
a linterferir amb el sistema CD26/dipeptidilpeptidasa IV. Resultats similars
s’han descrit amb els ARA-II, com ara I'olmesartan'’, irbesartan’?, losartan'®,

valsartan'®

o telmisartan™’, farmacs que incrementen el nombre de CPE,
independentment del control de la pressié arterial; al contrari que el tractament

amb B-bloquejants.

L’administraci6 d’EPO recombinant humana (rhEPO) o el seu analeg
darbepoetina en els pacients amb MRC, s’ha demostrat que incrementa tant el
nombre com la capacitat funcional de les CPE in vitro i in vivo, estimulant la
seva mobilitzaci6 a través de la via activacio intracel.lular de la proteina

quinasa Akt'*2.
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2.4. Cél.lules progenitores endotelials en adults sans

Les CPE constituteixen el 1-5% de les cél-lules del moll de l'os, i al voltant de
0.0001-0.001% de les cél-lules mononuclears de sang periférica’"’. S’estima
que en la poblacié adulta sana la quantificacié de CPE es situa al voltant de

100-200 cél-lules/ml"413,

Tot i aixi, la quantificacid6 exacta d’aquestes cél-lules varia en funcié dels
estudis i dels marcadors de superficie que es tinguin en compte a I'hora de
realitzar la quantificacid6 d’aquestes ceél-lules en sang periférica. Ruszkowska-
Ciastek B, et al."'® va determinar el nombre de CPE en un grup control sa
sense cap MCV, essent la mitjana de CPE en aquest grup poblacional de 0.41

cel.lules/pL.

En la poblaci6 general, al igual que succeeix amb pacients amb malaltia
coronaria, el nombre de CPE es correlaciona de manera significativa amb els
FRCV classics, com per exemple la HTA™*'* E| grup de Hill et al.™** van
demostrar com en els homes sans, els nivells de CPE podien ser un marcador
biologic substitut de la funcié vascular i del risc cardiovascular. Per aquest
motiu van mesurar l'activitat de les CPE en relacié als FRCV i la funcié
endotelial en un grup de 45 homes sans. La carrega total dels factors de risc va
ser calculada a través del score de Framingham'®®, de manera que els scores
meés alts indicaven un major risc cardiovascular. Aquest grup va observar com
existia una correlacié inversa estadisticament significativa entre el score de
Framingham i el nombre de CPE; de manera que els pacients amb score més

elevat presentaven un menor nombre de CPE.

En relacio als factors de risc que es relacionen amb I'aparicié d’aterosclerosi en
els individus sans, I'edat és un factor predictor de deteriorament de I'endoteli
vascular'®®. Estudis tant experimentals com clinics han demostrat un increment
del risc de malaltia aterosclerotica en pacients de major edat en comparacié als

pacients més joves'’

. A més a meés, s’ha suggerit com canvis senescents en el
sistema cardiovascular podien predisposar als individus més anyosos a patir un

increment de la patologia cardiovascular. Tots aquests factors fan pensar que
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I'edat s’associa a una alteracié endogena de la pared vascular que promou tant

I'aterosclerosi com la disfuncio vascular'®.

Heiss C., et al.”® van analitzar per primer cop en la literatura I'efecte de I'edat
en el nombre de CPE (determinades per citometria de flux), en la supervivéncia
i diferenciacié de les CPE (mitjangant cultius cel.lulars), aixi com la funcionalitat
d’aquestes CPE (a través de la dilatacié depenent de I'endoteli de l'arteria
braquial mesurada per ecografia d’alta resolucié). Amb aquest objectiu, van
comparar dos grups de 20 persones sanes d’'una edat mitjana de 25 anys i un
grup de 20 persones d’una edat mitjana de 61 anys, sense evidéncia de cap
altra FRCV. No van observar diferéncies estadisticament significatives en
relacié al nombre de ceél-lules CD34"/VEGFR2" i CD133"/VEGFR2" entre els
dos grups d’edat, perd si que van observar com en el grup de més edat,
aquestes cél-lules tenien de manera significativa una pitjor funcionalitat, una
menor capacitat migratoria i una menor supervivéncia, en relacié al grup més

jove.

En canvi, Tao J. et al.”™

si que descriuen una disminucié clarament significativa
de les CPE en relacié a I'edat. Aquest grup demostra com [l'elasticitat de les
artéries disminueix amb l'edat, paral.lelament al nombre de CPE; de manera
que, una disminucié de les CPE condueix a una alteracié de la reparacio de
I'endoteli vascular, i en consequéncia a un deteriorament de l'elasticitat de les

arteries.

En relacio al sexe, és ben conegut com els homes sans entre els 45 i els 65
anys d’edat, tenen un risc significativament més elevat d’lAM i ACV que les
dones sanes de la mateixa edat, en abséncia d’'unes diferéncies associades al
geénere en relacio a la prevalenca dels FRCV tradicionals com soén la HTA, el

tabaquisme, la obesitat, la DM, el sedentarisme i la DL"®°.

Stauffer et al. et al.'®

van publicar el primer article on descriuen que no
existeixen diferéncies en el nombre de CPE entre els homes i les dones sanes
de mitjana edat. Malgrat les CPE sén un predictor de morbiditat i mortalitat

cardiovascular en un gran nombre de poblacions '’

, €l seu estudi suggereix
com el nombre de CPE no contribueix a les diferéncies en la taxa

d’esdeveniments cardiovasculars entre els home i les dones de mitjana edat.
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Ruszkowska-Ciastek B. et al.'"® també van demostrar com en individus sans, el

genere no tenia un efecte directe en relacio al nombre de CPE.

En relacié a I'estat inflamatori, Fasing K.A. et al."®

van analitzar per primer cop
en la literatura, com una elevaci6 de la concentracié de la PCR en una cohort
de 75 individus sans, no s’associava a disfuncié de les CPE. No van observar
que existissin diferéncies significatives en relacio a I'habilitat de formar
col-lonies per part de les CPE, de migrar, d’alliberar factors de creixement
angiogeénics i de resistir a I'apoptosi, entre els pacients, en funcié de si tenien
nivells baixos (PCR inferior a 1mg/L), moderats (PCR entre 1-3mg/L) o alts

(PCR superior a 3mg/L) de PCR.

2.5. Cel-lules progenitores endotelials i malaltia renal cronica

La MRC representa un estat de DE que s’associa amb un increment de la
morbiditat cardiovascular, a una progressio accelerada de I'aterosclerosi i a un

alt risc cardiovascular, independentment de la MCV preexistent'®>164.

En els diferents estudis clinics pilot que existeixen a la literatura que intenten
estimar la quantitat de CPE i/o la seva funcionalitat, en funcié dels estadis de la
insuficieéncia renal, hi ha una observacié comu en tots ells, i és el fet que els
pacients amb MRC presenten una disminucié del nombre de CPE circulats en
sang periférica comparats amb un grup control sa, disminucié que a vegades
es situa en un 4-30%'9>1%0157 A més a més, els pacients amb MRC tenen no
només una alteracié en el nombre de les CPE, sindé també una alteracié de la

funcionalitat d’aquestes céllules progenitores'® 1%

. Un filtrat glomerular
estimat inferior a 60ml/min/1.73m? es va descriure fa anys com un important
factor predictor d’ECV, de manera que lincrement de risc cardiovascular
apareix ja en els subjectes amb una funcié renal lleugerament deprimida,

situant aquest grup poblacional com a grup d’alt risc’®’.
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Surdacki A. et al."®® van avaluar la relacié que existia entre el filtrat glomerular i
les CPE (CD34"/KDR") en un grup de pacients amb un episodi d’angina estable
i amb funcié ventricular sistdlica normal. Es aquest el primer estudi on
descriuen com es produeix una disminuci6 del nombre de cél-lules
CD34*/KDR" en sang periférica de manera paral-lela a la disminucio del filtrat
glomerular, evolucionant d’'una insuficiéncia renal lleu a moderada, en pacients

amb malaltia arterial coronaria.

En relacié al grau d’insuficiéncia renal, alguns estudis en pacients trasplantats
renals mostren una correlacié negativa entre el grau de disminucié del filtrat
glomerular i el nombre de CPE'®"! mentre que altres estudis mostren
resultats contraris'’?. Aquest fet és interessant, donat que varis autors han
demostrat posteriorment com el nombre i la funcionalitat de les CPE poden ser
restaurades i per tant, incrementar de forma paral-lela a la millora de la urémia,

després de linici del tractament amb HD'® o després de rebre un
TR166,170,172,174

Multiples factors i malalties concomitants presents en la MRC poden tenir un
impacte negatiu tant en el nombre com en la funcionalitat de les CPE: HTA, DL,
intolerancia a la glucosa (inclus en abséncia de DM), microinflamacio i elevacio
de la PCR, estrés oxidatiu, nivells d’'EPO, i toxines urémiques encara no

5

identificades'®®. Aixd fa que moltes vegades sigui imposible separar els

possibles efectes de tots aquests factors del de la propia urémia per se.

En estudis experimentals més recents, els investigadors han intentat
determinar els possibles mecanismes responsables de la disfuncié urémica de
les CPE. Estudis in vitro han demostrat un efecte del serum urémic per se com
a causant de la disfuncio de les CPE'°. Aixd ha fet que s’intentin determinar
toxines urémiques involucrades de forma individual, entre elles la PTH,

homocisteina, IL-6, la PCR, etc.

1.'76 van demostrar com en

En relacio al hiperparatiroidisme, Kotzmann H et a
els pacients amb hiperparatiroidisme primari, una disminucié dels nivells de
PTH es relacionava directament amb un increment dels precursors
hematopoiétics. En pacients amb hiperparatiroidisme secundari, també s’ha

descrit com la paratiroidectomia exitosa incrementa els nivells d’EPO',
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Finalment, Rao DS. et al.'®

van descriure com un excés de PTH podia induir
fibrosi de la médul.la Ossia i per tant, podia disminuir I'espai disponible per a
I'eritropoesi. Un estudi més recent’® ha demostrat una relacié inversa en
pacients amb MRC entre el nombre de cél-lules CD34+ i els nivells de fosfor i

PTH.

L’ homocisteina €s una toxina urémica que contribueix a I'aterosclerosi a través

1.'8 van analitzar la

de l'induccié de dany a nivel de les CE. Chen JZ., et a
influéncia de ’homocisteina en el nombre i activitat de les CPE. Per aix0 van
aillar cel-lules mononuclears totals a partir de sang periferica a través de
centrifugacio en gradient de densitat de Ficoll i després van sembrar les
cél-lules en plaques de cultiu recobertes de fibronectina. Després de 7 dies
d’incubacio, van estimular les cél-lules amb homocisteina i van observar com
’'homocisteina tenia propietats inhibitdries en relacié a la diferenciacié de les
CPE, de manera que '’homocisteina induia una reduccio de les CPE amb una

disminucid de la seva activitat funcional.

La PCR és un factor pro-aterogénic que esta involucrat en l'inici i la progressio
de la malaltia vascular aterosclerética. Tot i que el mecanisme exacte a través
del qual la PCR promou I'aterotrombosi no és del tot conegut, si que es creu
que la PCR promou de forma directa el remodelat vascular, la inestabilitat de la
placa aterosclerotica i la disfuncié de les CE "', Per tant, la disfuncié de les
CPE s’ha suggerit que pot ser un factor que contribueixi a I'efecte aterogénic de
la PCR.

Existeixen estudis que demostren com en determinades malalties inflamatories

com lartritis reumatoide'®?

, la preséncia de citoquines proinflamatories es
correlaciona de manera inversa amb el nombre de CPE, i alhora, aquestes
citoquines proinflamatories produeixen també una alteracié tant la funcionalitat

com la diferenciacio de les CPE'®,
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2.5.1. Cél.lules progenitores endotelials i hemodialisi

En els pacients en HD, I'endoteli vascular és el primer 6rgan que pateix els
estimuls mecanics (pressio arterial,etc.) i immunologics (efectes hormonals,
substancies vasoactives, citoquines, etc.) que es produeixen durant una sessid
d’HD. Una unica sessi6 de dialisi determina variacions en el balang del sistema
vascular'®. En la urémia, les propies toxines com ja s’ha comentat préviament,
juguen un paper molt important en I'empitjorament de la funcidé endotelial, i
'estrés hemodinamic intermitent contribueix també a Il'aparicié de la DE

precog'®.

Sturiale A. et al.'®

van publicar el primer estudi on analitzaven el
comportament de les CPE durant una sessié d’'HD. Aquest grup va confirmar
que l'estrés immediat induit per la dialisi provoca, a partir de la segona hora de
dialisi, un increment significatiu en el nombre de CPE respecte el moment
basal, tornant als nivells basals just abans de la seguent sessié de dialisi. En
segon lloc, confirmen també com els diferents FRCV tenen una influéncia
directa en el nombre de CPE en sang periferica. Una unica sessié de dialisi per
ella mateixa provocava per tant, un estrés agut cardiovascular amb multiples
efectes en el pacient, sobretot incrementant el risc de presentar algun episodi
cardiac o alguna alteracié del ritme cardiac. També podia ocasionar canvis
sobtats de la pressio arterial en relacio a variacions en el to vascular i
alliberament de citoquines per part de les cél-lules circulants que entraven en

contacte amb les circulacié extracorporea’®®.

En un estudi publicat per Maruyama S. et al."®, una disminucié dels nivells de
CPE en sang periférica, eren un factor independent de presentar qualsevol
esdeveniment cardiovascular i s’associava a totes les causes de mortalitat en
els pacients amb MRC en HD. Per aquest motiu, aquest grup suggeria com una
Unica determinacid de cél-lules CD34" en sang periférica podia ser util per
identificar els pacients en HD cronica que tinguessin un alt risc cardiovascular.

Recentment s’ha publicat el primer estudi per part de Lu CL., et al."®® o

n
demostren que el nombre de CPE prediu la mortalitat per qualsevol causa i per

causa cardiovascular en els pacients en HD.
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Basant-se en la hipotesi que la millora de I'estat urémic, per tant, I'eliminacié de
les toxines urémiques, millora el nombre i la funcionalitat de les CPE, Chan et
al."®® van demostrar a través de citometria de flux i de cultius cel-lulars, com els
pacients que realitzaven HD nocturna més perllongada i més frequentment (per
exemple 6-8 hores a la nit, 5 0 6 nits a la setmana), tenien un nombre més
elevat de CPE respecte els pacients que realitzaven HD convencional,
probablement perqué eren pacients amb menys estrés hemodinamic. A més a
més, Choi et al.’®” van descriure una associacié positiva entre la dosi de dialisi
(Kt/V) i la funcionalitat de les CPE, suggerint com un tractament en HD meés
intensiu milloraria tant el nombre com la funcionalitat de les CPE d’aquests

pacients.

En relacié al tipus d’HD, un estudi publicat per Ueno H. et al.’™

comparava 67
pacients en programa de dialisi peritoneal i 142 pacients en HD. El nombre de
CPE era significativament superior en els pacients en dialisi peritoneal en
comparacio als pacients en HD, fins i tot després d’ajustar per varis factors de
confusido com l'edat, la pressio arterial, el tractament amb farmacs que poden

estimular les CPE, etc.

Si bé la majoria d’articles de la literatura demostren com existeix una
disminucié de les CPE en els pacients en HD respecte un grup control sa,

existeixen dos estudis'">%"

que descriuen un increment o nivells similars de
CPE en els pacients urémics, en comparacio a pacients amb funcié renal
normal. Probablement aquesta incongruéncia en els resultats sigui
consequéncia de diferéncies en el métode per quantificar les CPE i/o la dosi de

EPO.

Herbrig K. et al.'”® al contrari d’estudis descrits anteriorment, observen com els
pacients en HD tenen en medis de cultiu in vitro uns nivells de CPE més
elevats. Aquests resultats discrepen amb la resta d’estudis publicats a la
literatura. Aquest autor justificar els seus resultats en primer lloc, tenint en
compte que en el seu estudi van ser exclosos pacients amb altres malalties
subjacents (que no fos la propia insuficiéncia renal cronica) que s’associaven a
un nombre reduit de CPE o amb una funcionalitat reduida; i en segon lloc,

perqué la majoria dels seus pacients estaven en tractament amb EPO i tenien
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nivells elevats de VEGF, factors que esta descrit que estimulen la mobilitzacio i

la diferenciaci6 de les CPE.

En relaci6é a 'AV, la fistula arteriovenosa interna (FAVI) és 'AV d’eleccio per a
realitzar HD, ja que s’associa a menys complicacions infeccioses ', trombosis i
estenosis de vasos centrals'® i a menys morbiditat i mortalitat, en comparacié
al catéter’. La realitzacid d’'una FAVI implica una anastomosi directa de
I'artéria radial/braquial i la vena cefalica, i per tant, 'exposicié de I'endoteli

vascular a un estrés constant'®.

Estudis histopatoldgics recents, han demostrat com en el procés de maduracio
de la FAVI i en el manteniment d’'un adequat flux de sang a través d’ella, hi
juguen un paper molt important, tant la hiperplassia de la neointima com
lactivaci® de I'endoteli vascular'®®. L’estrés constant a nivel de I'endoteli,

implicara I'activacié i la mobilitzacié de les CPE.

1.'%" van demostrar com la realitzacio

En aquest sentit, el grup de Roan JN. et a
d’'una FAVI incrementava el nombre de CPE en els pacients amb MRC. Un
increment del nombre de CPE als 30 dies de la realitzacié de la FAVI es va
associar amb un increment significatiu de la taxa d’estenosis o amb una
immaduracio de la FAVI. Tot i aixi els autors no van arribar a determinar el
mecanisme i el significat bioldogic de lI'increment de les CPE que es produeix

després de la realitzacio d’una FAVI.

Recentment s’ha publicat el primer estudi per part de Eroglu E. et al.’®®

que
avalua la relacio entre els marcadors de CPE i la maduraci6 de la FAVI en els
pacients amb MRC. Aquest grup demostra com la preséncia de DM i un major
IMC s’associa de manera negativa amb la maduracio de la FAVI. Aixi mateix,
els pacients a qui se’ls hi realitza una FAVI i que presenta una bona maduracio,
presenten de forma significativa un major nombre de CPE en relacio als

pacients que tenen una alteracioé en la maduracié de la FAVI.
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2.5.2, Cél-lules progenitores endotelials i trasplantament renal

De Groot K. et al."®® i Choi JH. et al."®” van demostrar com els pacients amb
insuficiencia renal avangada tenien una disminucié significativa del nombre i
funcionalitat de les CPE respecte un grup control sa. Aquest fet podia millorar
de manera significativa amb linici de I'HD, I'administracié d’'EPO'? 0 amb el
TR, donat que el trasplantament suposa una millora de la funcié renal, de I'estat
urémic i per tant, de la DE associada a la urémia. Tot i aixi, la DE en el pacients
trasplantats és un fet comu i és una diana terapéutica per tal de disminuir el risc

cardiovascular en aquest grup de pacients.

La disfuncio cronica de 'empelt renal és una de les principals causes de péerdua
de I'empelt a llarg plag i es caracteritza per la preséncia de forma patologica
d’una hiperplasia neointimal que pot induir una oclusié vascular. Les CPE
juguen un paper crucial en aquest procés de reendotelitzacié per tal de millorar
la formacio de la neointima i el manteniment de la permeabilitat de les artéries

intrarenals’?”’.

El TR s’associa amb una millora de molts dels FRCV associats a la
insuficieéncia renal, i sembla que s’associa a una millora de la DE tot i que
aquesta es manté alterada; amb una millora per tant, de la funcié de les CPE

fins a nivells normals'92%.

La millora de la funcié endotelial després del TR es creu que pot ser deguda en
primer lloc a una reduccié de les toxines urémiques circulants, les quals
incrementen I'estrés oxidatiu. A més a més, la millora d’altres factors de risc
com I'anémia, I'excés de volum, la diselectrolitémia i I'estat protrombaotic, també

contribueixen a la millora de la funcié endotelial.

Donat que el risc de mort per causa cardiovascular disminueix després del TR,
és possible que la millora de la funcié endotelial que acompanya el TR jugui un

paper important en aquesta reduccié del risc caridovascular®”.

Hi ha pocs estudis a la literatura que determinin el recompte de les CPE i la
funcionalitat de les CPE en els pacients trasplantats, i els pocs estudis que
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existeixen presenten certes discrepancies en relacid als resultats. Passauer J.
et al.2°2?% van estudiar la funcié endotelial de 8 pacients abans i després del
TR, en comparacio a 8 controls sans. Aquest estudi va corroborar com despreés
del TR exisitia una millora de la funcié endotelial, malgrat encara es mantenia
alterada. Aquest grup també va comparar pacients amb HTA postTR amb
subjectes sans i amb trasplantats renals sense HTA; demostrant com els
pacients trasplantats hipertensos tenien DE en comparacié als pacients

trasplantats normotensos?®.

1294 van demostrar també

Seguint aquesta linea d’investigacid, de Groot K. et a
com el nombre de CPE després d’'un TR de donant cadaver era comparable a
un grup de subjectes sans i significativament superior als pacients urémics. En
'analisi univariant, la funcié renal es correlacionava de manera significativa
amb les CPE, i en I'analisi de regressiéo multiple, la funcié de I'empelt renal era
un potent factor predictor independent del nombre de CPE en els pacients

| 174

trasplantats. De la mateixa manera, Herbrig K. et a van observar una millora

de la funcionalitat de les CPE després del TR, en comparacio als controls.

Contrariament, Soler MJ. et al."””" van determinar com els pacients trasplantats
renals tenien una disminucio tant de la quantitat com de la funcionalitat de les
CPE en comparacié a un grup control sa. Aquests resultats contradictoris
podrien estar relacionats amb I'is d’'una metodologia diferent per a determinar

les CPE i amb I'ls de marcadors de CPE utilitzats per a la seva caracteritzacié.

Di Marco. et al.?® van quantificar el nombre de CPE en un grup de 52 pacients
trasplantats renals en fase estable en comparacié amb 16 controls sans amb
HTA i funcié renal normal, i van analitzar I'efecte del tractament IS en el
recompte de CPE. Van observar com els trasplantats tenien un recompte
superior de CPE respecte els individus controls i com els pacients tractats amb
un régim basat amb anticalcineurinic tenien una quantificacié de cél.lules
CD34'VEGFR-2'/ml superior a la poblacié control, en comparacié als

trasplantats renals sense anticalcineurinic.

S’ha demostrat com la funcié renal determina el nombre i funcionalitat de les
CPE en els trasplantats renals, és a dir, I'eliminacié de I'estat urémic contribueix

a millorar el recompte de les CPE'"*2%,
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Townamchai N. et al.?*® van demostrar en primer lloc que existia una
disminucié significativa de la quantitat de CPE en els pacients trasplantats
respecte controls i en segon lloc una correlacié significativa entre les CPE i la
funcié de I'empelt renal. Al dividir els pacients trasplantats renals en funcié del
filtrat glomerular, van observar com aquells trasplantats renals que tenien una
funcié renal estable, tenien una quantificaciéo de CPE significativament superior

als trasplantats amb un descens del filtrat glomnerular.

D’altra banda, els tractaments IS juguen un paper clau en el desenvolupament
de la DE i en el risc cardiovascular dels pacients trasplantat3207. El paper que
juguen els farmacs immunosupressors en la DE del pacient trasplantat també

208,209

s’ha analitzat en multiples articles de la literarura amb resultats

contradictoris.

Estudis realitzats in vitro pel grup de de Groot. et al.?*** van demostrar com el
nombre de CPE disminuia més d’un 40% al afegir prednisolona o ciclosporina
A a un media de cultiu cel-lular. Van interpretar la normalitzacié del nombre de
CPE després del TR com I'eliminacié de I'efecte IS propi de 'urémia a nivell del
moll de l'os. A la llarga, aquest fet és més important que el propi efecte dels
farmacs immunosupressors en la diferenciacio i proliferacio de les CPE. El
tacrolimus també s’ha descrit que provoca deteriorament de la funcié de
'endoteli vascular al reduir la produccio i interferir en la biodisponibilitat de
Poxid nitric®'%%11212,

En un estudi publicat per Soler MJ. et al."”" els pacients trasplantats renals que
rebien tractament amb micofenolat mofetil tenien una concentraci6 més
elevada de CPE que els trasplantats renal que no rebien aquest tractament. En
aquest estudi no van trobar diferéncies significatives en la quantificacié de CPE
entre els pacients que rebien tractament amb corticoesteroides i el que no.
Buztal M. et al.?"® van demostrar com la rapamicina disminuia el nombre,
inhibia la proliferacio i la diferenciacio de les CPE humanes in vitro, aixi com la

seva apoptosi. També existeixen estudis in vitro®'*%'°

que han demostrat un
efecte antiproliferatiu del micofenolat a nivel de les cel-lules musculars llises

dels vasos.
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2.6. Ceél-lules progenitores endotelials i malaltia cardiovascular

en la malaltia renal cronica

Les CPE intervenen en els processos de reparacid del sistema
cardiovascular?’®, de manera que qualsevol dany a nivel de la cél-lula

endotelial, sera I'estimul per al desenvolupament de la placa d’ateroma?'’.

A partir dels resultats comentats anteriorment pel grup de Hill et al. '3 que
demostraven com el nombre de CPE eren un millor predictor per a mesurar de
manera no invasiva la funcié endotelial en homes sans que la combinacié de
Framingham score risk, han aparegut estudis prospectius que afirmen que un
nombre reduit de CPE sén un factor predictor independent de futurs ECV i un
factor independent de pitjor pronostic, inclus després d’ajustar pels FRCV

classics™" 161,

L’any 2005 Schmidt-Lucke C. et al."®" van publicar el primer estudi que
demostrava com una reduccié del nombre de CPE predeia de manera
independent la progressié de la malaltia aterosclerotica, i com el nombre de

CPE era un predictor independent d’aparicié de futurs ECV.

Donat que els pacients amb MRC representen una poblacié d’alt risc pel que fa
a l'aparicié d’'ECV?'®, el grup de Lorenzen J. et al.?" van analitzar si el nombre
de CPE es correlacionava amb els FRCV classics en una cohort de 265
pacients amb MRC estadi 5 en HD i van analitzar també I'associacio entre les
CPE, l'aparicié de nous ECV i la supervivéencia. Aquest grup va descriure una
relacio estadisticament significativa entre el nombre de CPE i I'aparicié de nous
ECV en els 265 pacients en HD després d’'un periode de seguiment de 36
mesos. En I'analisis de regressio logistica per passos, on van incloure tots els
FRCV classics, les CPE eren la unica variable independent que s’associava a

I'aparicié de nous ECV.
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HIPOTESI

Les ceél-lules progenitores CD34"CD133*"VEGFR-2" sén un marcador de DE

tant en la poblacié sana com en els pacients amb MRC.

Aquestes cél-lules presenten una alteracié en la quantificaci6 en sang
periféerica, fet que implica en aquests pacients, un augment del risc de

complicacions cardiovasculars i un pitjor pronostic.
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OBIJECTIUS

4.1. Objectius principals

1. Determinar la quantificacié de cél-lules CD34"CD133*VEGFR-2"/mL dels

pacients amb MRC en comparacio a la poblacié sana.

2. Analitzar en els pacients en HD cronica, la influencia de I'AV en la
quantificacio de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL.

3. Analitzar I'evolucié de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en el

trasplantament renal de donant viu (TRDV).

4.2. Objectius secundaris

1. ldentificar tots aquells factors que poden augmentar o disminuir les
cél-lules CD34'CD133*"VEGFR-2"/mL en sang periférica tant en els

pacients amb MRC com en la poblacié sana.

2. Analitzar l'associacio del tractament farmacologic dels principals FRCV i
el nombre de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL.

3. Determinar si la quantificacié de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2" /mL

en els pacients amb MRC s’associa a la preséncia d’algun ECV.

4. Analitzar I'evolucio de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL als 6
mesos i 12 mesos després d’'un TRDV en comparacié als pacients que

segueixen en HD cronica.

5. Analitzar la relacio entre el nombre de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-
2*/mL amb l'aparicio de rebuig agut o infeccié per citomegalovirus en els

pacients amb un TRDV.

Pagina 71






5. PACIENTS | METODES







PACIENTS | METODES

5.1. Poblacio a estudi

Els criteris d’'inclusio i exclusié que es van aplicar per a realitzar la seleccio de

la poblacié d’estudi van ser els seglents:

Els criteris d’inclusié a I'estudi per a tots els grups van ser: edat major de 18

anys i acceptar participar en l'estudi a través de la firma del consentiment

informat.

Posteriorment com a criteris d’inclusié especifics per a cada grup, es van

aplicar els seguents:

1. Per al grup de pacients amb MRC en HD: pacients en HD cronica tres
dies a la setmana i que havien iniciat HD com a minin 12 mesos abans

de la seva inclusié en I'estudi.

2. Per al grup de pacients amb MRC que es trasplanten: receptors d’un
primer TR, en aquest cas de donant viu ABO compatible (donant també
major de 18 anys) i que no havien iniciat cap tractament IS els dies
previs al TR. Tots els trasplantats renals van rebre la mateixa pauta de
tractament IS d’induccié segons el protocol del nostre hospital amb

basiliximab, metilprednisolona, tacrolimus retard i acid micofendlic.

Els criteris d’exclusido a l'estudi per a tots els grups van ser: antecedents

d’infeccid activa, neoplasia o haver presentat un ECV 6 mesos previs a la seva

inclusio en 'estudi.

Els ECV es van definir com a malaltia isquémica del cor (en forma d’'lAM o
angina de pit), ACV i vasculopatia periferica severa (amputacidé o

simpatectomia).
Com a criteris d’exclusio especifics de cada grup es van aplicar els seguents:

1. En el grup HD es van excloure també els pacients que haguessin

necessitat una reparaciéo de I'AV (en cas que realitzessin HD a través
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d’'una FAVI) o un recanvi de I'AV (en cas que realitzessin HD a través

d’un catéter tunelitzat) els 6 mesos previs a la seva inclusio en I'estudi.

2. En el grup de TR es van excloure els receptors d’un segon TR, receptors

d’'un TRDV creuat o receptors d’'un TR de donant cadaver.

3. Del grup de voluntaris sans inclosos inicialment en l'estudi, es van
excloure aquells que tenien antecedents d’algun FRCV classic:
tabaquisme (n= 14), HTA (n= 2), DL (n= 9). Cap voluntari sa inclos
incialment en I'estudi tenia antecedent de DM o cardiopatia isquémica.
Es va excloure també 1 voluntari sa que rebia tractament antihipertensiu

(IECAS) i 7 que rebien tractament amb estatines.

Després d’aplicar els criteris d’inclusié i exclusidé comentats préviament,

finalment es van seleccionar els seglients grups d’individus:
1. Un grup de pacients amb MRC (n = 86), dels quals:

a. 73 pacients presentaven una MRC estadi 5 en tractament amb HD
cronica en el nostre hospital o en un centre de dialisi periféric que

depenia del nostre hospital.

b. 13 pacients amb MRC estadi 5 que ingressaven a la Unitat de

Trasplantament Renal del nostre hospital per a rebre un TRDV.

2. Un grup de voluntaris sans (n = 62), format per personal sanitari del
nostre hospital o parelles dels pacients inclosos en el grup d’estudi
anterior. Segons els criteris d’inclusid i exclusid que s’han explicat
anteriorment, finalment la poblacié sana inclosa en I'estudi va ser de 39

controls sans.

La inclusio dels pacients en HD es va realitzar durant els anys 2012 i 2013. El
seguiment per a l'analisi de la mortalitat i de la preséncia d’algun ECV es va

realitzar durant un periode de 24 mesos.
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La inclusio dels pacients del grup TR es va realitzar durant 'any 2013, amb un
seguiment de 12 mesos. Es va realitzar un analisi als 6 mesos i 12 mesos
postTR.

Dels 86 pacients amb MRC, 44 eren fumadors (51,16%), 75 tenien HTA
(87,21%), 44 tenien DL (51,16%), 22 tenien antecedents de DM (25,58%) i 24

tenien antecedents de cardiopatia isquémica (27,91%).

En relacié al tractament farmacoldgic dels 86 pacients amb MRC: 24 prenien
inhibidors del SRAA (28,24%) (dels quals 11 prenien IECAS i 13 prenien ARA-
II), 15 prenien antagonistes dels canals del calci (ACC) (17,65%), 29 prenien
betebloquejants (34,12%), 41 prenien estatines (48,24%) i 56 prenien EPO
(65,12%).

De tots els pacients amb MRC i els voluntaris sans inclosos en I'estudi es van

recollir les dades antropométriques, parametres d’hematimetria i bioquimica.

A través de citometria de flux es van quantificar les cel-lules
CD34"CD133"VEGFR-2*/mL. L’obtencié de mostres per a la determinacié de
totes aquestes dades s’explica posteriorment en I'apartat 5.5 (Quantificacié de
les cél-lules CD34'CD133"VEGFR-2'/mL de sang periférica mitjangant

citometria de flux).

5.2. Definicié de les variables antropometriques i factors de risc

cardiovascular classics

L’ IMC es va calcular segons la segiient formula: pes (Kg) / talla (m?).

En relacié al tabaquisme, el criteri per a no fumador va ser: no haver fumat mai
en el passat; i el criteri de fumador va ser: fumar com a minim 10-15 cigarretes

al dia™.
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La pressio arterial va ser mesurada segons les recomanacions de la Societat
Europea d’Hipertensio (ESH) i la Societat Europea de Cardiologia (ESC) per a
la mesura de la pressio arterial a la consulta: el pacient assegut, amb uns 3- 5
minuts de descans abans de determinar la pressio arterial. Es va utilizar un
manegot de tamany estandard (12-13 cm d’ample) en tots els casos excepte
els pacients amb una circumferencia del brag > 32cm. El puny del bra¢ del

manegot es va col.locar a nivell del cor.

La pressio arterial es va considerar elevada si el valor de pressio arterial
sistolica (PAS) era =2 140mmHg i la pressi6 arterial diastolica (PAD) =2 90mmHg

en dues determinacions diferents, respectivament®®.

La hipercolesterolemia i la hipertrigliceridémia es van definir com a
concentracions plasmatiques de colesterol total > 200mg/dL i concentracions
de ftriglicérids plasmatics > 150mg/dl segons el Document del National
Choletserol Education Program — Adult Treatment Panel Il (NCEP- ATP 111)%%",

La DM es va definir com la preséncia de nivells de glucémia sérica en deju >

126mg/d| en dues determinacions segons els criteris de la ADA?*.

5.3. Metodologia per a I’obtencié de mostres per a laboratori

Per a la quantificacié de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL aixi com per
a realitzacio de les analitiques per a hematimetria i bioquimica, les mostres de
sang es va extreure per a tots els grups entre les 8:00h i les 9:00h del mati,

després d’'un minim de 12 hores de dejuni.

Les mostres de sang del grup HD es van cursar el dia interdialisi (dimecres, en
cas que els pacients realitzessin HD en torn de dilluns — dimecres — divendres; i
el dijous, en cas que els pacients realitzessin HD en torn de dimarts — dijous —

dissabte), previament a l'inici de la sessi6 de dialisi.
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Les mostres de sang del grup TR es van extreure el dia del TR, abans de
baixar a quirdfan (mostra basal) i abans que de rebre qualsevol tipus de

tractament IS.

Del grup TR es van obtenir també mostres de sang als 6 mesos i als 12 mesos
postTR per tal de valorar la seva evolucié durant el primer any postTR i també
per comparar I'evolucié dels pacients als 6 mesos i 12 mesos postTR respecte

els pacients en programa d’HD.

Les mostres que corresponen als 6 mesos i 12 mesos postTR es van extreure
qualsevol dia de la setmana entre les 7:00h i les 8:00h de mati, amb un dejuni
també de com a minim 12 hores i prévia a la presa del tractament IS del dia

que correspon a I'analitica.

Totes les extraccions analitiques van consistir en extreure dues mostres de
sang venosa heparinitzada amb acid etilen diamonio tetracetic (EDTA) i una
mostra de sang sense anticoagulant, per tal d’obtenir sang total i sérum

respectivament.

Per a l'analisi inicialment de les cél-lules CD34" i a partir d’aquestes, les
cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2" es va extreure també un tub EDTA que
posteriorment es va processar segons s’explica a I'apartat 5.5 (Quantificacio de
les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2'/mL de sang periférica mitjangant

citometria de flux).

De tots els pacients es van emmagatzemar mostres per a seroteca i

plasmateca per a futures determinacions.

5.4. Determinacioé dels parametres d’hematimetria i bioquimica

L’estudi de 'hnemograma, incloent la determinacioé de 'hemoglobina, hematocrit
i leucocits es va realitzar mitjancant I'analitzador Beckman Coulter, Hialeah SL,
FL, USA.
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Els parametres de glucémia basal, les concentracions de calci i fosfor, el
colesterol total, colesterol HDL i triglicérids es van determinar mitjancant
'analitzador de bioquimica COBAS c711, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany. Les concentracions de colesterol LDL es van calcular amb la férmula
de Friedewald (LDLc = CT - (HDLc + TG/5) en mg/dl).

Per a la mesura de 'hemoglobina glicosilada (HbA1C) es va utilizar una mostra
de sang en un tub EDTA per cromatografia liquida a alta pressio, utilitzant un
analitzador automatitzat Menarini ADAMS As; — HA — 8160 d’Arkray (Kyoto,
Japd) amb un coeficient de variacio interassaig (CV) de 1,9% i 1,2% de nivells
de HbA1C de 4,8% i 9% respectivament (rang de referencia: 4,0 — 5,8%).

La determinacio de la creatinina del grup trasplantament renal es va realitzar
mitjangant el métode de Jaffé compensat, amb un coeficient de variacié (CV)
interassaig de 2,2 - 3,5%. Aquest métode esta automatitzat en un COBAS c711
de Roche.

La determinacié de la prealbumina es va realitzar per turbidimetria, Roche
Diagnostics, amb un coeficient de variaci6 interassaig (CV) de 3,4 — 4,6%. La
determinacié de I'albumina es va dur a terme mitjangant verd de Bromocresol
(BCG) Modular analytics DP, Roche Diagnostics, amb un coeficient de variacio
interassaig (CV) de 1,8 — 2,5%.

La PCR es va determinar mitjangant immunoturbidimetria en el COBAS c¢711

(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Les concentracions de PTH es van determinar mitjangant un immunoassaig
immunomeétric electroquimioluminiscent (ECLIA) a [lanalitzador Modular
Analytics E 170, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany. El limit de deteccio
és de 1,2 pg/mL i la imprecisié total de 5,0 — 5,4% a concentracions de

17,1pg/mL i 74,4pg/mL, respectivament.

Les concentracions de 25-hidroxivitamina D es van determinar mitjangant un
immunoassaig per quimioluminiscéncia amb I'analitzador LIAISON de DiaSorin,
MN; EE.UU. EI limit de detecci6 és de 4ng/mL i la imprecisio total de 3,7% i de

7,7% a concentracions de 60ng/m/L i 7,9ng/mL, respectivament.
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Les concentracions de beta-2 microglobulina es van deternminar per
immunoassaig immunométric quimioluminiscent amb ['analitzador Immulite
2000, Siemens Medical Solutions Diagnostics, LA, USA. El limit de detecci6 és
de 4ug/L i la imprecisi6 total de 6,7% i 5,2% a concentracions de 24,3ng/mL i

68ng/mL, respectivament.

La determinacid de la homocisteina es va realitzar mitjangant un meétode
d'inmunoassaig inmunomeétric quimioluminiscent automatitzat en I'analitzador
Immulite 2000XPi; Siemens Medical Solutions Diagnostics, LA, USA,
IMMULITE. El limit de deteccié és de 1,2umol/L i la imprecisio total de 4,9% i

8,7% a concentracions de 23umol/L i 8umol/L, respectivament.

5.5. Quantificaciéo de les ceél-lules CD34'CD133"VEGFR-2/mL

mitjangant citometria de flux

Per tal de poder obtenir la quantificacio de les cél-lules CD34"CD133"VEGR-2*
en sang periférica, primer de tot es van quantificar les cél-lules que
expressaven el marcador CD34" i posteriorment, a partir d’aquestes cél-lules,
es va analitzar la freqiiéncia i valor absolut de CD34" que presentaven els

segiients marcadors: CD133" i VEGFR-2"; tal i com s’explica a continuacio.

5.5.1. Determinacié i quantificacio de les cél.lules CD34"

La quantificacié de les cél-lules CD34" en sang periférica es va realitzar a partir
de mostres obtingudes de pacients, que van estar col.lectades en tubs EDTA
amb 3ml de sang periférica. Les mostres van ser processades durant les

primeres dues hores desde la venopuncié'*.
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Determinaci6 del fenotip de les cél-lules CD34"

De cada mostra obtinguda de sang periférica es van preparar dos tubs per a

cada pacient.

El primer tub contenia 10ul d’anticos monoclonal CD34PE (BD Biosciences) i
5ul d’anticos monoclonal anti-CD45FITC (BD Biosciences). Mitjangant pipeteig
revers es van afegir 100ul de sang periférica del pacient. El tub niumero 2 (tub
control) contenia 10ul de control d’isotip-PE i 5ul de CD45 FITC, i s’hi van afegir
50ul de sang periférica. Aquest tub es va utilizar com control negatiu per a la

deteccio de les cél-lules CD34".

Els dos tubs es van incubar durant 15 minuts a temperatura ambient i foscor.
Posteriorment, s’hi van afegir 0.5ml de solucié de lisis (concentracié: una part
de solucié de lisis 10X i nou parts daigua destilada; PharmLyse, BD
Pharmingen™). Es va barrejar novament mitjangant vortex i es va deixar

incubant durant 10 minuts a temperatura ambient i foscor.

Finalment, i amb l'objectiu d’eliminar les cél-lules no viables pel posterior
analisi, es va afegir als dos tubs, 5pl de solucié 7-ADD (7-amino-actinomicina,
BD Pharmingen™).

Comptatge absolut de les cél-lules CD34"

Per a la quantificacié de les cél-lules CD34" es va utilitzar un sistema de beads

de referéncia Perfect-Count Microesferas™ (Cytogonos,SL).

Les microesferes (microbeads) Perfect-Count permeten un control intern de
qualitat per assegurar la precisié dels resultats. El control de qualitat es basa
en la presencia de dos tipus de beads (tipus A i tipus B) seleccionades en
funcié de la seva diferent intensitat de fluorescéncia. La precisié de I'assaig es
comprova verificant que la proporcié dels dos tipus de beads, després de
I'adquisicié de la mostra coincideixen amb la indicada a cada lot ( A:45-55%; B:
45-55%).
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Al primer tub de determinacié fenotipica s’hi van afegir mitjangant pipeteig
revers 50ul de microesferes fluorescents, i es va realitzar una barreja posterior
mitjangant vortex per a la seva posterior adquisicio a través del citometre de
flux. Finalment les mostres es van processar a través del citometre de flux
(FACSCanto II, BD Biociencies), adquirint un minim de 100 cél-lules CD34",
Per I'analisi i adquisicié de les dades, es va utilitzar el Software BDFACSDiva
(v.6.1.1).

Les cél-lules CD34" presenten el seglient patré de tincio: CD34", CD45 low, 7-
ADD negatiu i dispersiéo de llum semblant als limfocits — mondcits (Protocol
ISHAGE)

Per a poder determinar el nimero absolut de cél-lules CD34" es va aplicar la

férmula descrita per la International Society of Hematotherapy and Graft

Engineering (ISHAGE) guidelines?*%?,

Nombre total de cél-lules

X Nombre de beads (fabricant)

Nombre total de beads

5.5.2. Determinacié i quantificaci6 de les ceél-lules
CD34'CD133'VEGFR-2"

La determinacioé de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2" en sang periférica es va
realitzar utilitzant dos tubs d’heparina sodi amb 8ml de sang periférica, amb
gradient de densitat incorporat (Vacutainer CPT,BD). Les mostres es van

processar en menys de dues hores des de la venopuncio.
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La mostra es va obtenir centrifugant els dos tubs d’heparina sodi a una velocitat
de 1500g durant 15 minuts i una temperatura de 22°C. Posteriorment es va
obtenir la fraccié mononuclear amb una pipeta pasteur i es va resuspendre amb
14ml de PBS (solucioé buffer fosfat salina). Després es va centrifugar a una
velocitat de 300g durant 10 minuts i una temperatura de 22°C. Un cop la mostra
estava centrifugada, es decantava i es suspenia amb 1 ml de PBS-BSA (PBS+
BSA 0.5%). L'albumina bovina sérica, BSA, es va utilizar per a la preservacio

de les cél.lules durant el procés de separacio cel.lular.

Posteriorment es van obtenir 50ul de la suspensio i es van col.locar en un tub
de polipropilé junt amb 50pl de Perfect Count Microesferes™ (Cytogenos S.L.)

mitjangant pipeteig revers.

Les cel-lules es van adquirir a través del citometre de flux (FACSCanto Il, BD

Biociencies) sobre un comptatge total de 5000 beads Perfect Count.

Per a determinar el nombre total de cél.lules/pl de sang periférica es va realitzar

el seguent calcul:

Nombre total de cél.lules

X Nombre de beads (fabricant)

Nombre total de beads

Mitjancant aquesta férmula s’obté el nombre cél-lules totals/ul de sang
periférica, i cal ajustar posteriorment la concentracié final a alld exigit pel CD34
MicroBead Kit.

La resta de mostra que queda es va centrifugar a una velocitat de 300g durant
5 minuts, una temperatura de 22°C i es va decantar fins que quedessin 300ul
de la mostra. Posteriorment es va resuspendre bé i s’hi van afegir 100ul de FcR
Blocking Reagent Human i 100 yl de CD34 MicroBead Kit Human, es va
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barrejar mitjangant vortex i es va incubar durant 30 minuts a la nevera. Un cop
finalitzat el temps d’incubacid, s’hi van afegir 5ml de PBSA (PBS + BSA 0.5%) i
es va centrifugar a una velocitat de 300g durant 5 minuts i una temperatura de
22°C, es va decanta la mostra i es resuspendre amb 500ul de PBSA. Finalment
es va pasar la mostra pel sistema automatitzat de separacié de columnas
AUTOMACS (MiltenyiBiotec).

Sistema de sepracié de columnes AUTOMACS (MiltenyiBiotec).

L’AUTOMACS es compon d’una columna, un sistema de fluids i imants, que
permeten retenir les cél-lules marcades amb anticossos que porten conjugats a
la seva estructura particules paramagneétiques. EI CD34 MicroBead Kit Human,
permet que les cél-lules CD34 quedin separades de la resta de cél-lules
mononuclears, degut a la preséncia d’aquests anticossos monoclonals

especifics per a CD34.

S'utilitza el programa Possel_S (positive selection in sensitive mode) que té una
durada d’'un minut / ml + 220 segons. Aix0 permet obtenir dos volums: un volum
(N1) de 2ml + fraccié cel-lular mononuclear no marcada amb l'anticos, i un

segon volum (P1) de 2ml amb la fraccié cel-lular de CD34.

Un cop obtinguda la mostra per TAUTOMACS, es va centrigufar a una velocitat

de 300g durant 5 minuts i una temperatura de 22°C i es va decantar el tub.

Amb la mostra obtinguda es van preparar dos tubs de 5ml per a la realitzacié
del fenotip. El tub numero 1 s'utilitzava per a la deteccid6 de les cél-lules
CD34"CD133"VEGFR2", i el tub nimero 2 s'utilitzava com a tub control per a

determinar els criteris de positivitat:

e En el tub numero 1 de FACS es van pipetejar 100ul de mostra (cel-lules
aillades mitjangcant AUTOMACS) junt amb 10uyl CD34 FITC (BD
Biociences), 5ul V450 Mouse (Anti-Human CDA45), 15ul Mouse Anti-
Human CD309 (VEGFR2+) i 10ul CD133 PE (AC133).
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e En el tub numero 2 de FACS es van pipetejar 50ul de la mostra (cel-lules
separades per AUTOMACS) i s’hi van afegir 10ul CD34 FITC (BD
Biociences) i 5ul V450 Mouse (Anti-Human CD45).

Es van barrejar mitjangant vortex a intensitat 5-6 i es van incubar els dos tubs
de FACS durant 15 minuts a temperatura ambient i foscor. Posteriorment es
van afegir a cada tub 3ml PBS i es van centrifugar a velocitat 300g durant 5

minuts i temperatura 22°C.

Un cop centrifugats els tubs, es van decantar, s’hi van afegir 300ul de PBS a
cada tub, es van barrejar i es van adquirir a través del citometre de flux (FACS
Canto Il, BD Biociences), analitzant tota la mostra fins esgotar-la, amb I'objectiu

d’obtenir el maxim numero de cél-lules possibles.
El software que es va utilizar va ser BD FACS Diva (v.6.1.1).

El patr6é fenotipic que presenten les cél-lules detectades és: CD34", CD133",
CD309".

Veure figures 2 - 6.
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Figura 2. Esquema d’analisi del tub control, amb anticossos per CD45-FITC,
isotip-PE i 7-AAD.
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Figura 3. Esquema d’analisi de la mostra, amb anticossos per CD45-FITC,
CD34-PE i 7-AAD (PerCP-Cy5.5).

Les cél-lules CD34 tenen un patro fenotipic 7AAD negatiu, CD45 positiu (baixa
expressio), CD34 positiu. Els dos ultims grafics (FITC vs AmCyan | FSC-A vs
SSC-A) serveixen per excloure falsos positius.

Pagina 88



PACIENTS | METODES

Figura 4. Analisi del valors absoluts amb beads PerfectCount.

Les beads es seleccionen amb dos grafics (FSC-A vs SSC-A i FSC-A vs
AmCyan-A) respecte la seva mida i fluorescéncia. El valor numéric de la
finestra —Bads totales” serveix per calcular els valors absoluts de les
poblacions CD34".
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Figura 5. Analisi del tub control per I'antigen CD309 (APC-A) | CD133 (PE-A)
de les cél-lules CD34" (FITC-A) i CD45" (Pacific Blue-A).

Les cel-lules CD34 es seleccionen en el grafic FITC-A vs Pacific Blue-A.
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Figura 6. Analisi del tub per quantificar els antigens CD309 (APC-A) i CD133
(PE-A) de les cél-lules CD34" (FITC-A) i CD45" (Pacific Blue-A).

Un cop quantificades les cél-lules CD34*CD133"VEGFR-2*/mL es van analitzar
tots aquells factors que podien influir, incrementant o disminuint el seu nombre

en sang periféerica.
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Posteriorment es van categoritzar les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2'/mL en
funcié de la mediana de la poblacié control i en funcié de la mediana de la
poblaci6 amb MRC, per valorar les caracteristiques dels diferents grups en
funcid de la quantificacié de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL en sang

periférica.

5.6. Consentiment informat

Tots els voluntaris sans i tots els pacients van firmar el consentiment informat

abans de ser inclosos en 'estudi.

5.7. Analisi estadistic

5.7.1. Analisi descriptiu de les variables

S’ha realitzat I'analisi descriptiu de les variables quantitatives i qualitatives. Els

estadistics descriptius utilitzats sén:

a) Variables quantitatives: mitjana + desviacié estandard o mediana (rang

interquartilic) segons el cas.

b) Variables qualitatives: frequéncies absolutes i relatives.
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5.7.2.- Analisi bivariat

S’ha realitzat un analisi bivariat per comparar grups de pacients. Per a les
comparacions entre grups es va realitzar, quan la variable fos quantitativa, la
prova de normalitat de Kolmogorov-Smirnov per deterrminar la normalitat de la

variable en cadascun dels grups a comparar.

Si la variable segueix una distribucié normal es va realitzar la prova paramétrica
t-test de comparacio de mitjanes. En cas contrari, es va realitzar la prova no

paramétrica de Mann-Whitney Wilcoxon de comparacié de medianes.

En cas d’analitzar la relacioé entre dues variables qualitatives, es va realitzar la
prova Chi-quadrat o test de Radé de versemblances segons els criteris

d’aplicacio.

5.7.3. Analisi longitudinal

Es va realitzar I'analisi longitudinal pel grup de pacients trasplantats renals.

Per a la comparacié de les caracteristiques quantitatives d’aquest grup de
pacients en el moment basal, als 6 mesos i 12 mesos postTR, es va realitzar la
prova parameétrica t-test per dades aparellades, si la variable seguia una
distribucié normal; o la prova no parametrica dels rangs signats per dades

aparellades, si la variable era quatitativa i no seguia una distribucié normal.

Si la variable a comparar entre els instants de temps, era qualitativa es va

realitzar el test de Mc Nemar.

Per a la comparacié de les caracteristiques quantitatives d’aquests pacients als
6 mesos i 12 mesos postTR respecte els pacients que es mantenien en
hemodialisi, es va realitzar prova parametrica t-test, si la variable seguia una
distribucié Normal; o la prova no paramétrica de Mann-Whitney Wilcoxon si la

variable no seguia una distribucié Normal.
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Si la variable a comparar era qualitativa, es va realitzar el test Chi-quadrat o

test de Rao de versemblances segons els criteris d’aplicacio.

Per a les proves, s’ha fixat el nivel de significacio al 0,05 (p valor < 0,05), tot i

que també es presenten els resultats amb p valor < 0,1.

L’analisi de les dades s’ha realitzat mitjangant el software SAS, v9.3, SAS
Institute Inc. NC, USA.
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RESULTATS

6.1. Caracteristiques basals de la poblacié

6.1.1. Poblacio control sana

6.1.1.1. Caracteristiques antropometriques

Dels 39 individus sans inclosos en I'estudi, el 76,92% eren dones i tenien una
edat mitjana de 45,41 + 10,09 anys. L’'IMC, la PAS i la PAD estan expressades

a la taula 4.

Taula 4. Caracteristiques antropomeétriques dels controls sans

CONTROLS (n=39)

Geénere (n,% dones) 30 (76,92%)
Edat (anys) 45,41 + 10,09
IMC (Kg/m?* 24,30 (22,57-26,39)
PAS (mmHg) 114,36 + 10,02
PAD (mmHg) 69,64 + 6,97

Mitjana + DE. * Mediana (primer quatrtil - tercer quartil).

IMC (index de massa corporal); PAS (pressié arterial sistolica); PAD (pressié arterial diastolica).

6.1.1.2. Quantificacio de les cél-lules CD34"'CD133"VEGFR-2"/mL

La mediana de la quantificacié de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL en

sang periférica dels controls sans s’expressa a la taula 5.
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Taula 5. Quantificacid6 de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en els

controls sans

CONTROLS (n=39)

CD34°CD133'VEGFR-2"/mL

32,08 (17,26 — 66,41)

Mediana (primer quartil — tercer quartil).

6.1.1.3. Caracteristiques analitiques

A la taula 6 s’expressen les principals dades analitiques de la poblacié control

sana.

Taula 6. Caracteristiques bioquimiques basals de la poblacié control sana.

CONTROLS (n=39)

Hemoglobina (g/dl) 13,69 + 1,29
Glucosa (mg/dl)* 87 (81-92)
HbA1C (%)* 5,4 (5,2-5,5)
Albumina (g/dl)* 4,4 (4,2-4,5)
Prealbumina (mg/dl) 22,65 + 3,27
Calci (mg/dl) 9,33+0,35
Fosfor (mg/dl) 3,60 + 0,48

Hormona paratiroidal (pg/mL)*

41,10 (29,4-51,6)

Colesterol total (mg/dL)

184,44 + 37,78

Colesterol LDL (mg/dL)

108,01 + 32,01

Colesterol HDL (mg/dL)*

61,73 (56,50-75,85)

Triglicérids (mg/dL)* 61 (50-78)
Proteina C reactiva (mg/L)* 0,84 (0,46-2,16)
Beta-2 microglobulina (mg/l) 1,4 (1,2-1,6)

Homocisteina (umol/L)*

8,38 (6,57-9,43)

Mitjana + DE. * Mediana (primer quatrtil - tercer quartil).

HbA1C (Hemoglobina glicosilada).
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6.1.1.4. Mortalitat

Cap control sa va ser exitus durant el periode d’estudi.

6.1.2. Pacients amb malaltia renal cronica

Es van seleccionar 86 pacients amb MRC, dels quals 73 estaven en programa
d’HD i 13 rebien un TRDV.

6.1.2.1. Caracteristiques antropometriques

Dels pacients amb MRC, el 32,56% eren dones i tenien una edat mitjana de
60,53 + 15,19 anys. Les caracteristiques relacionades amb I'lMC, PAS i PAD

estan expressades a la taula 7.

Taula 7. Caracteristiques antropomeétriques dels pacients amb malaltia renal

cronica.
MRC (n=86)
Geénere (n,% dones) 28 (32,56%)
Edat (anys) 60,53 + 15,19
IMC (Kg/m?* 25,64 (22,10-28,48)
PAS (mmHg) 134,37 + 24,26
PAD (mmHg) 73,06 + 15,73

Mitiana + DE. * Mediana (primer quartil - tercer quartil).

MRC (malaltia renal cronica); IMC (index de massa corporal); PAS (pressié arterial sistolica);

PAD (pressio arterial diastdlica).
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6.1.2.2. Etiologia de la malaltia renal cronica

En els pacients amb MRC en HD , les principals etiologies de la malaltia renal
van ser: les glomerulonefritis (19,18%), la nefropatia diabética (16,44%), la
nefroangioesclerosi (10,96%), altres causes de MRC en un 10,96% dels casos
(malaltia de Fabry, amiloidosi, nefritis tubulo-intersticial, us d’antiinflamatoris no
esteroidals i fracas renal agut secundari a procés séptic), la poliquistosi renal
(6,85%), les causes urologiques (6,85%), letiologia vascular (2,74%) i
I'etiologia no filiada (26,03%).

Les principals etiologies de la MRC en els pacients que rebien un
trasplantament renal van ser: les glomerulonefritis (61,54%), la
nefroangioesclerosi (15,38%), altres causes de malaltia renal cronica (7,69%) i
I'etiologia no filiada (15,38%). (Figura 7).
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Figura 7. Etiologia de la malaltia renal cronica en els pacients en hemodialisi i

trasplantats renals.

HD (hemodialisi); TR (trasplantament renal); DM (diabetes mellitus); NAE (nefroangioesclerosi);

PQR (poliquistosi renal); GN (glomerulonefritis).
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6.1.2.3. Quantificacio de les cél-lules CD34"'CD133"VEGFR-2"

La mediana de la quantificacio de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en

sang periférica dels pacients amb MRC s’expressa a la taula 8.

Taula 8. Quantificacid de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2'/mL en la

malaltia renal cronica.

MRC (n=86)

CD34°CD133'VEGFR-2"/mL 27,96 (12,16 — 51,71)

Mediana (primer quartil — tercer quartil).

MRC (malaltia renal cronica).

6.1.2.4. Caracteristiques analitiques

Les dades analitiques del grup de pacients amb MRC relacionades amb
'anémia, metabolisme de la glucosa, parametres nutricionals, metabolisme del
calci-fosfor, metabolisme lipidic, marcadors inflamatoris i marcadors de risc

cardiovascular, es poden observar a la taula 9.

Taula 9. Dades analitiques dels pacients amb malaltia renal cronica.

MRC (n=86)
Hemoglobina (g/dl) 11,60 + 1,47
Glucosa (mg/dl)* 96 (85-121)
HbA1C (%)* 5(4,7-5,4)
Albumina (g/dl)* 3,9 (3,7-4,4)
Prealbumina (mg/dl) 27,77 + 6,61
Calci (mg/dl) 9,21 +£0,77
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MRC (n=86)
Fosfor (mg/dl) 4,81+1,35
Hormona paratiroidal (pg/mL)* 161 (106,5-258,8)
Colesterol total (mg/dL) 149,40 + 32,65
Colesterol LDL (mg/dL) 78,33 £ 26,23
Colesterol HDL (mg/dL)* 45,09 (36,38-52,05)
Triglicérids (mg/dL)* 99 (74-150)
Proteina C reactiva (mg/L)* 5,03 (2,27-12,62)
Beta-2 microglobulina (mg/l)* 23,8 (14,85-34)
Homocisteina (umol/L)* 18,7 (15,80-24,40)

Mitjana + DE. * Mediana (primer quatrtil - tercer quartil).

MRC (malaltia renal cronica); HbA1C (Hemoglobina glicosilada).

6.1.2.5. Mortalitat

De tots els pacients amb MRC, 21 pacients van ser exitus durant el periode
d’estudi.

En un 58,3% dels pacients, la mort va ser de causa cardiovascular, mentre que
la resta, el 41,7% dels pacients, la causa de la mort no va estar relacionada

amb patologia cardiovascular.

6.1.3. Pacients trasplantats

Les dades antropométriques, quantificacido en sang periférica de les cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL i les dades bioquimiques dels pacients en el
moment del TR (dades basals) es descriuen a continuacio.

Pagina 102




RESULTATS

6.1.3.1. Caracteristiques antropomeétriques

Dels 13 pacients que rebien un TR, el 38,46% eren dones i tenien una edat
mitjana de 47,69 + 14,01 anys. Les caracteristiques relacionades amb I'IMC,

PAS i PAD estan expressades a la taula 10.

Taula 10. Dades antropometriques basals del grup trasplantament renal.

TR (n=13)

Geénere (n,% dones) 5 (38,46 %)
Edat (anys) 47,69 + 14,01
IMC (Kg/m?) 25,43 + 3,38

PAS (mmHg)* 148 (146-162)
PAD (mmHg) 86,69 + 14,17

Mitjana + DE. * Mediana (primer quatrtil - tercer quartil).

TR (trasplantament renal); IMC (index de massa corporal); PAS (pressioé arterial sistdlica); PAD

(pressio arterial diastolica)

6.1.3.2. Quantificacié de les cél.lules CD34'CD133"VEGFR-2" en el

moment basal

La mediana de la quantificacié de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en

sang periferica dels pacients previ TRDV s’expressa a la taula 11.

Taula 11. Quantificacid de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en el

moment del trasplantament renal.

TR (n=13)

CD34°CD133'VEGFR-2"/mL 33,87 (29,15 — 54,42)

Mediana (primer quartil — tercer quartil).

TR (trasplantament renal).
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6.1.3.3. Caracteristiques analitiques en el moment basal

RESULTATS

Les dades analitiques basals dels 13 pacients en el moment de rebre el TR

s’expressen a la taula 12.

Taula 12. Dades analitiques dels pacients trasplantats (dades basals)

TR (n=13)
Hemoglobina (g/dl) 11,82 £ 1,22
Glucosa (mg/dl)* 85 (79-97)
HbA1C (%)* 5 (4,8-5,4)
AlbGmina (g/dl)* 4,4 (3,8-4,7)
Prealbumina (mg/dl) 34,42 + 6,28
Calci (mg/dl) 9,28 + 0,96
5,96 + 1,07

Fosfor (mg/dl)

Hormona paratiroidal (pg/mL)*

171,5 (130,8-304,4)

Colesterol total (mg/dL)

176,54 + 36,06

Colesterol LDL (mg/dL)

101,58 + 29,69

Colesterol HDL (mg/dL)*

48,92 (42,17-56,50)

Triglicérids (mg/dL)*

99 (74-148)

Proteina C reactiva (mg/L)*

1,42 (0,86-3,08)

Beta-2 microglobulina (mg/l)

14,25 £ 5,90

Homocisteina (umol/L)*

25,4 (19,6-29,9)

Mitiana + DE. * Mediana (primer quartil - tercer quartil).

TR (trasplantament renal); HbA1C (Hemoglobina glicosilada).
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6.1.3.4. Mortalitat

Cap pacient trasplantat renal de donant viu va ser exitus durant el periode
d’estudi.

6.2. Cél-lules CD34'CD133*'VEGFR-2". Analisi dels factors que

influeixen en la seva quantificacio

6.2.1. Cél'lules CD34°'CD133"VEGFR-2"/mL en la poblacié sana

La mediana de la quantificacié de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2'/mL en el
grup control sa tal i com s’ha expressat en el punt 6.1.1.2, va ser de 32,08
(17,26-66,41) cel-lules/mL.

6.2.1.1. Correlacions entre variables antropomeétriques,
bioquimiques i les cél-lules CD34°CD133"VEGFR-2"/mL

a) Correlacié entre edat i cél-lules CD34"'CD133'VEGFR-2"/mL en els

controls sans

L’edat no es correlacionava amb les cél-lules CD34"CD133*"VEGFR-2"/mL en
els controls sans (r = - 0,018; p= 0,91). (Figura 8).
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Figura 8. Grafica de dispersio entre I'edat i les cél-lules CD34"CD133" VEGFR-
2*/mL en els controls sans.

b) Associacio entre el génere i les cél-lules CD34'CD133*VEGFR-2"/mL

en els controls sans

Al analitzar l'efecte del génere en el recompte de céllules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en la poblacié control sana, vam poder observar
tal i com s’expressa a la taula 13 com, si bé les dones tenien una quantificacié
inferior de cél.lules CD34"CD133*"VEGFR-2"/mL, aquestes diferéncies no eren

estadisticament significatives (p=0,15).

Taula 13. Associacio entre el génere i cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL.

CD34'CD133'VEGFR-2"/mL p valor®
Dones 24,93 (14,48 — 66,41)
0,15
Homes 49,52 (39,66 — 64,11)

Mediana (primer quartil - tercer quartil) * Test U Mann- Whitney
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c) Correlacions entre dades antropomeétriques i cél-lules
CD34'CD133'VEGFR-2" /mL en els controls sans

La quantitat de cél-lules CD34"CD133*VEGFR-2"/mL de sang periférica no es
correlacionava amb I'lMC (r = -0.201; p=0,25), la PAS (r=-0,017; p=0,93) ni la
PAD (r=0,021; p=0,91) en la poblacié control sana.

d) Correlacions de les dades bioquimiques i les cél-lules
CD34'CD133*'VEGFR-2'/mL en els controls sans

Les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2'/mL no es correlacionaven amb els
nivells d’hemoglobina (r= 0,119; p=0,47), glucosa (r= -0,170; p=0,30), HbA1C
(r=0,167; p=0,31), albumina (r=0,022; p=0,89), prealbumina (r= 0,308; p=0,06),
calci (r= 0,057; p= 0,73), fosfor (r= 0,144; p= 0,38), PTH (r= -0,016; p= 0,92),
colesterol total (r= -0,015; p= 0,93), colesterol-LDL (r= -0,089; p= 0,59),
colesterol-HDL (r= 0,007; p= 0,97), triglicérids (r= 0,122; p= 0,46), PCR (r= -
0,268; p= 0,10), beta-2 microglobulina (r=-0,294; p= 0,07) ni homocisteina (r= -
0,076; p= 0,65) en el grup d’individus sans.

6.2.1.2. Estudi comparatiu del grup control sa en funcié de la
categoritzacioé de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL

A partir del valor de la mediana de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL
del grup control sa es van dividir els controls sans en dos grups (inferior o
superior a la mediana de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL) per valorar les
principals diferéncies entre tenir menys o més quantitat de cél-lules en sang

periférica.
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a) Dades antropomeétriques en funcié de la quantificacié de les
cél-lules CD34'CD133*VEGFR-2'/mL en els controls sans

El 90% dels individus sans que tenien una quantificaci6 de cel-lules
CD34"CD133"VEGFR-2*/mL < 32,08/mL eren dones.

L'IMC dels controls sans era superior en el grup amb menys cel-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL.

No vam observar, tal i com s’expressa a la taula 14, diferéncies estadisticament
significatives entre la resta de variables antropometriques i el fet de tenir menys
o més ceél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL en sang periférica.

Taula 14. Dades antropométriques dels controls sans en funcié de la
quantificacié6 de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2'/mL categoritzada per la

mediana.

CD34°CD133'VEGFR-2"/mL

< 32,08/mL > 32,08/mL
p valor
(n=20) (n=19)

Geénere(n,%dones) 18 (90%) 12 (63,16%) 0,065 **
Edat (anys) 46,25 + 9,57 44,53 + 10,80 0,601 ***
IMC (Kg/m?) 25,21+ 2,72 23,36 + 2,85 0,063 **

PAS (mmHg)* 110 (110-123) 116,5 (106-120) 0,957 A
PAD (mmHg) 68,88 * 6,20 70,44 + 7,82 0,530 **

Mitiana + DE. *Mediana (primer quartil - tercer quartil). ** Test X2. *** t-test. » Test U Mann-
Whitney.

IMC (index de massa corporal); PAS (pressio arterial sistolica); PAD (pressi6 arterial diastolica)
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b) Dades bioquimiques en funcié de la quantificacié de ceél-lules
CD34'CD133'VEGFR-2*/mL en els controls sans

Al dividir els controls sans en funci6 de la mediana de cél-lules
CD34'CD133"VEGFR-2"/mL vam observar com la PCR era de forma
significativa més alta en els controls amb un numero més baix de cél-lules
CD34"CD133*"VEGFR-2"/mL, tal i com podem observar a la taula 15 i a la
figura 9.

La PTH i la beta-2 microglobulina també eren més elevades en els controls
sans amb una quantificacio de cel-lules inferior a la mediana poblacional,

essent també les diferéncies estadisticament significatives.

No vam observar diferéncies amb la resta de parametres bioquimics analitzats i
tenir menys o més cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL.

Taula 15. Dades bioquimiques dels controls sans en funcié de la quantificacié
de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL categoritzada per la mediana.

CD34'CD133'VEGFR2*/mL

< 32,08/mL > 32,08/mL p valor
Hemoglobina 13,31+ 0,91 14,07 + 1,53 0,073
(g/dl)
Glucosa (mg/dI) 87,05 + 9,56 84,95 + 9,63 0,498**
HbA1C (%) 5,39 +0,17 5,38 £ 0,22 0,924**
Albumina (g/dl)* 4,3 (4,2-4,45) 4,4 (4,2-4,6) 0,553%
Prealbumina ”
21,83 2,42 23,48 + 3,84 0,121
(mg/dl)
Calci (mg/dl) 9,32 £ 0,38 9,33 £ 0,34 0,920**
Fosfor (mg/dl) 3,60 + 0,51 3,60 + 0,46 0,953**
Hormona
paratiroidal 45,10 + 13,61 36,50 + 14,41 0,063**
(pg/mL)
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Colesterol total
(mg/dL)
Colesterol LDL
(mg/dL)
Colesterol HDL
(mg/dL)
Triglicérids
(mg/dL)*
Proteina C
reactiva (mg/L)*
Beta-2
microglobulina
(mgl/l)*
Homocisteina
(umol/L)*

CD34'CD133'VEGFR2"/mL

< 32,08/mL

186,30 + 43,66

114,66 + 35,76

62,10 £ 10,65

63 (49,5-73,5)

1,32 (0,66-2,35)

1,55 (1,35-1,7)

8,42 (6,41-9,2)

> 32,08/mL

182,47 + 31,51

101,35 £+ 27,08

66,46 + 15,81

61 (52-87)

0,52 (0,45-0,98)

1,3 (1,2-1,5)

7,98 (6,7-9,43)

RESULTATS

p valor

0,757**

0,204**

0,325**

0,513*

0,040*

0,064

0,933*

Mitjana + DE. *Mediana (primer quatrtil-tercer quartil). ** t-test. » Test U Mann-Whitney.

HbA1C (Hemoglobina glicosilada)
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Proteina C reactiva (mg/L.)

<=32.08 >32.08
CD34+CDI133+VEGFR-2+/mL

Figura 9. PCR en funci6 de les ceél-lules CD34"CD133"VEGFR-2/mL

categoritzat segons la mediana pel grup control sa.

6.2.2. Cél-lules CD34'CD133"VEGFR-2'/mL en els pacients amb malaltia

renal cronica

La mediana de la quantificacié de cél-lules CD34"CD133*VEGFR-2"/mL en els
pacients amb MRC tal i com s’ha expressat en el punt 6.1.2.3, va ser de 27,96
(12,16 — 51,71) cél.lules/mL.

6.2.2.1. Correlacions entre variables antropomeétriques,
bioquimiques i cél-lules CD34"'CD133'VEGFR-2*/mL

a) Correlacié entre I’edat i les cél-lules CD34"CD133*VEGFR-2'/mL

en els malalts renals cronics

L’edat no es correlacionava amb les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2" en els
pacients amb MRC (r = -0,098; p= 0,37). (Figura 10).

Pagina 111



RESULTATS

400

E 300
& o
o o
&
? 200
(s
- o
8 o o
& o
8 100
O 7 o
%o g o o
o
oo o o o o o,
o © © o © o© 3 ° o 00 80
° o ° 0%, o §0 003 o o
0 o o o oo ® %°e o © o )
I I I I
20 40 60 80
Edat (anys)

Figura 10. Grafica de dispersi6 entre I'edat i les cél-lules CD34"CD133*VEGFR-

2'/mL en els pacients amb malaltia renal cronica.

b) Associacié entre el génere i les cél-lules CD34'CD133*"VEGFR-

2*/mL en els malalts renals

Al analitzar Tl'efecte del genere en el recompte de cel-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en els pacients amb MRC, vam poder observar tal
i com s’expressa a la taula 16 com les dones tenien una quantificacié inferior de
cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2'/mL respecte els homes, tot i que les

diferéncies no eren estadisticament significatives (p=0,79).

Taula 16. Associacio entre el génere i les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-
2*/mL.

CD34'CD133'VEGFR-2"/mL p valor*
Dones 26,63 (13,12 — 42,23)
0,79
Homes 30,07 (9,7 — 54,05)

* Test U Mann- Whitney
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c) Correlacions entre les dades antropomeétriques i les cél-lules
CD34'CD133*'VEGFR-2'/mL en els pacients amb malaltia renal

cronica

No vam observar associacions entre I'IlMC (r = 0,155; p=0,17), la PAS (r= -
0,032; p = 0,77) i la PAD (r= 0,064; p=0,56) amb el recompte de ceél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en sang periférica en els pacients amb MRC.

d) Associacions entre els factors de risc cardiovascular classics i
les cél-lules CD34"CD133*VEGFR-2'/mL

Els pacients amb MRC i diabétics tenien de forma estadisticament significativa
menys cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL respecte els pacients amb MRC

no diabétics, tal i com poderm observar a la taula 17 i figura 11.

No vam observar cap associacié significativa amb el recompte de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL i la resta de FRCV classics.

Taula 17. Relacié entre diabetes mellitus i cél-lules CD34"CD133'VEGFR-

2'/mL en pacients amb malaltia renal cronica.

CD34'CD133*VEGFR-2"/mL p valor*
MRC i diabetes 13,35 (3,97 — 33,73)
0,024
MRC sense diabetes 32,48 (14,24-54,45)

Mediana (primer quartil - tercer quartil) * Test U Mann- Whitney

MRC (malaltia renal cronica)
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Figura 11. Diagrama de caixa entre diabetes mellitus i cél-lules

CD34"CD133"VEGFR-2*/mL en pacients amb malaltia renal cronica.

e) Associacions entre els tractament farmacologics i les cél-lules
CD34'CD133*VEGFR-2"/mL

No vam observar associacions entre els diferents tractament antihipertensius i
les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL: SRAA (p= 0,576), ACC (p= 0,169),
betabloquejants (p= 0,524) ni entre el tractament amb les estatines i les
cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL (p= 0,307).

En relacio al tractament de 'anémia associada a la MRC, vam observar que no
existien diferéncies estadisticament significatives en funcié de si els pacients
rebien o no tractament amb EPO i la quantitat de cel-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en sang periférica (p=0,331).
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f) Correlacions de les dades analitiques i les cél-lules
CD34'CD133*VEGFR-2*/mL en els malalts renals cronics

No vam observar correlacions entre 'hemoglobina (r= -0,050; p= 0,65), glucosa
basal (r= -0,173; p= 0,11), HbA1C (r= -0,156; p= 0,15), albumina (r= 0,112; p=
0,31), prealbumina (r= 0,212; p= 0,06), calci (r= 0,097; p= 0,37), fosfor (r=
0,164; p= 0,13), PTH (r= -0,098; p= 0,37), colesterol total (r= 0,114; p= 0,29),
colesterol-LDL (r= 0,132; p= 0,24), colesterol-HDL (r= -0,141; p= 0,20),
triglicérids (r= 0,205; p= 0,06), PTH (r= 0,027; p= 0,81), beta2microglobulina (r=
-0,031; p= 0,78), homocisteina (r= 0,026; p= 0,81) i la quantificacié de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2*/mL en sang periférica.

g) Mortalitat i cél-lules CD34"'CD133"VEGFR-2*/mL

Els pacients que van ser exitus tenien una quantificacié de cel-lules
CD34"CD133*VEGFR-2"/mL inferior (25,51 (13,27-48,60)) respecte els
pacients que no van ser exitus (29,15 (12,13-51,71)), tot i que les diferéncies no

van ser estadisticament significatives (p=0,768).

6.2.2.2. Estudi comparatiu dels pacients amb malaltia renal cronica
en funcié de la categoritzacié de les cél-lules CD34'CD133*VEGFR-2"/mL

A partir de la mediana de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL dels pacients
amb MRC, es va dividir la poblacié en dos grups, en funcié de si tenien menys
0 més cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL.

a) Dades antropomeétriques dels malalts renals cronics en funcié de la
quantificaci6 de les cél-lules CD34'CD133'VEGFR-2'/mL

categoritzada per la mediana
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No vam observar diferéncies estadisticament significatives en relacio a les
variables antropométriques en funci® de la mediana de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2*/mL en el grup de pacients amb MRC. (Taula 18).

Taula 18. Dades antropometriques dels malalts renal en funcié de la
quantificacio de cél-lules CD34'CD133"VEGFR-2*/mL categoritzada per la

mediana.
CD34'CD133'"VEGFR-2"/mL
< 27,96/mL > 27,96/mL
p valor
(n=43) (n=43)

Sexe (n,%dones) 15 (34,88%) 13 (30,23%) 0,645 **
Edat (anys) 60,93 + 14,65 60,14 + 15,88 0,811 ***
IMC (Kg/m?) 26,00 + 5,45 26,01 + 4,96 0,992 ***

PAS (mmHg)* 132 (114-148) 135 (119-153) 0,4477
PAD (mmHg) 70,28 + 16,84 75,84 + 14,15 0,102 **

Mitiana + DE. *Mediana (primer quartil - tercer quartil). ** Test X2. *** t-test. » Test U Mann-
Whitney.

IMC (index de massa corporal); PAS (pressié arterial sistolica); PAD (pressi6 arterial diastdlica)

b) Factors de risc cardiovascular i tractament farmacologic en funcié
de la mediana de CD34°CD133*VEGFR-2'/mL en els malalts renals

cronics

El percentatge de pacients diabétics amb MRC (34,88%) era significativament
superior en el grup de pacients amb una quantificacio inferior de cel-lules
CD34'CD133"VEGFR-2"/mL respecte els pacients diabétics amb MRC
(16,28%) que tenien una quantitat superior de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-
2*/mL. (Figura 12).

No vam observar diferéncies significatives en relacio als altres FRCV.
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Percentatge

<=27.96 >27.96
CD34+CD133+VEGFR-2+/mL

[Diabetes Mellitus M No M Si|

Figura 12. Distribucié dels pacients amb malaltia renal cronica i diabetes
respecte la variable CD34"CD133*"VEGFR-2*/mL categoritzada en funcio de la

mediana.

En relacié al tractament farmacologic, vam observar com el 27,91% dels
pacients que prenien ACC tenien un recompte de cellules
CD34"CD133"VEGFR-2*/mL superior a la mediana poblacional, en relacio al
7,14% dels pacients que prenien ACC i teninen un recompte inferior, essent les

diferéncies estadisticament significatives (p= 0,018). (Figura 13).

No vam poder observar diferéncies estadisticament significatives amb la resta

de tractament farmacologics.
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Figura 13. Distribucié de pacients en tractament amb antagonistes dels canals
del calci respecte la variable CD34"CD133"VEGFR-2"/mL categoritzada en

funcié de la mediana.

c) Dades bioquimiques en funcié de la quantificacié de cél-lules
CD34'CD133'VEGFR-2'/mL categoritzada per la mediana en els

pacients amb malaltia renal cronica

Els pacients amb MRC que presenten valors de CD34"CD133"VEGFR-2"/mL
inferior a la mediana poblacional, sén pacients que presenten uns nivells de
prealbumina més baixos (p= 0,059), una PTH més elevada (p= 0,064) i uns
valors d’homocisteina més baixos (p=0,020) en relacié als pacients amb valors
de CD34"CD133"VEGFR-2"/mL superiors a la mediana poblacional, tal i com
podem observar a la taula 19.

No vam observar diferéncies estadisticament significatives amb la resta de
parametres bioquimics al categoritzar el CD34"CD133"VEGFR-2*/mL per la

mediana.
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Taula 19. Dades bioquimiques dels malalts renals en funcié de la quantificacié

RESULTATS

de ceél-lules CD34"CD133*"VEGFR-2*/mL categoritzada per la mediana.
CD34'CD133'VEGFR2"/mL

Hemoglobina
(g/dl)

Glucosa (mg/dl)*
HbA1C (%)*

Albumina (g/dl)*

Prealbumina
(mg/dl)

Calci (mg/dl)

Fosfor (mg/dl)

Hormona
paratiroidal
(pg/mL)*
Colesterol total
(mg/dL)
Colesterol LDL
(mg/dL)
Colesterol HDL
(mg/dL)*
Triglicérids
(mg/dL)*
Proteina C
reactiva (mg/L)*
Beta-2
microglobulina
(mgl/l)*
Homocisteina

(umol/L)*

< 27,96mL (n=43)

11,68 £ 1,51

96 (83-121)
5 (4,8-5,6)

3,9 (3,7-4,2)

26,37 £ 5,86

9,13+ 0,84

4,63+1,12

197,45 (122,4-
297,3)

143,95 + 31,34

73,82 + 26,85

44,89 (39,00~
51,00)

95 (71-139)

5,18 (2,27-13,54)

24,15 (15-33,80)

17,2 (14,9-23,1)

> 27,96/mL (n=43)

11,52 £ 1,44

96 (87-121)
5 (4,7-5,3)

3,9 (3,8-4,4)

29,13 £7,06

9,28 £ 0,70

4,99 +1,54

139,1 (101,40-
225,60)

154,84 + 33,39

83,07 + 25,02

45,28 (35,60-52,63)

99 (76-164)

5,01 (1,91-11,14)

23,45 (14,7-34,1)

21,4 (17,2-27,4)

p valor

0,610**

0,907 ~
0,802~

0,354 »

0,059 **

0,372 **

0,222 **

0,064 »

0,123 **

0,111 **

0,782+

0,486 *

0,705

0,605 *

0,020 #

Mitiana + DE. *Mediana (primer quartil - tercer quartil). ** t-test. » Test U Mann-Whitney.
HbA1C (Hemoglobina glicosilada)

Pagina 119



RESULTATS

c) Mortalitat en funcié dels valors de CD34'CD133*VEGFR-2'/mL i

malaltia renal cronica

No vam observar diferéncies estadisticament significatives en relacio a la
mortalitat en els pacients amb MRC i la quantificaci6 de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL categoritzada per la mediana (p= 0,802).

6.3. Caracteristiques dels pacients amb malaltia renal cronica

comparat amb els controls sans

6.3.1. Diferéncies en la quantificacioé de cel-lules
CD34'CD133'VEGFR-2"/mL

Els pacients amb MRC tenen wun nombre inferior de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en sang periférica respecte la poblacié d’individus
sans, tot i que les diferéncies no sén estadisticament significatives (p=0,23).
(Taula 20 i figura 14).

Taula 20. Quantificacié de cél-lules CD34"CD133*"VEGFR-2"/mL dels malalts

renals cronics en comparacio amb els controls sans.

MRC CONTROL
p valor
(N= 86) (N =39)
CD34'CD133" 27,96 32,08
0,23°
VEGFR-2"/mL (12,16-51,71) (17,26-66,41)

Mediana (primer quartil - tercer quartil). "Test U Mann- Whitney
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Figura 14. Diagrama de caixa de la variable CD34"CD133*VEGFR-2"/mL per a

malaltia renal cronica i control.

6.3.2. Diferéncies antropometriques

Vam observar diferéncies estadisticament significatives entre els pacients amb
MRC i els controls sans en relacié al genere (p < 0,001), edat (p < 0,001) i
valors de PAS (p < 0,001), tal i com s’expressa a la taula 21; no existint
diferéncies estadisticament significatives en relacié a I'lMC i en relacié als
nivells de PAD.
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Taula 21. Diferéncies antropometriques entre els pacients amb malaltia renal

cronica i el grup control.

MRC (N = 86) CONTROLS (N = 39) p valor

Génere(n,%dones) 28 (32,56%) 30 (76,92%) < 0,001

Edat (anys) 60,53 + 15,19 45,41 + 10,09 <0,001
IMC (Kg/m?)* 25,64 (22,10-28,48) 24,30 (22,57-26,39) 0,112 7

PAS (mmHg) 134,37 + 24,26 114,36 + 10,02 <0,001 "
PAD (mmHg) 73,06 + 15,73 69,64 + 6,97 0,104

Mitjana + DE. *Mediana (primer quartil - tercer quartil). ** Test X2. *** t-test. » Test U Mann-
Whitney.

MRC (malaltia renal cronica); IMC (index de massa corporal); PAS (pressié arterial sistolica);

PAD (pressio arterial diastdlica)

6.3.3. Diferéncies bioquimiques

Vam observar diferéncies estadisticament significatives entre els pacients amb
MRC i els controls sans en totes les variables bioquimiques analitzades
(p<0,001) i que es poden observar a la taula 22, a excepcio dels nivells de

calcémia, que no eren diferents entre els dos grups.

Taula 22. Diferéncies bioquimiques entre els malalts renals cronics i el grup

control sa.
MRC CONTROL
p valor
(N = 86) (N =39)
Hemoglobina
11,60 £ 1,47 13,69 £ 1,29 < 0,001 **
(g/dl)

Glucosa (mg/dl)* 96 (85-121) 87 (81-92) < 0,001~
HbA1C (%)* 5(4,7-5,4) 5,4 (5,2-5,5) < 0,001 A
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Albumina (g/dl)*

Prealbumina
(mg/dl)

Calci (mg/dl)

Fosfor (mg/dl)

Hormona
paratiroidal
(pg/mL)*
Colesterol total
(mg/dL)
Colesterol LDL
(mg/dL)
Colesterol HDL
(mg/dL)*
Triglicérids
(mg/dL)*
Proteina C
reactiva (mg/L)*
Beta-2
microglobulina
(mgl/l)*
Homocisteina
(umol/L)*

MRC
(N = 86)

3,9 (3,7-4,4)

22,65 £ 3,27

9,21 +0,77

4,81+ 1,35

161 (106,5-258,8)

149,40 £ 32,65

78,33 + 26,23

CONTROL
(N =39)

4,4 (4,2-4,5)

27,77 + 6,61

9,33+ 0,35

3,60 + 0,48

41,10 (29,4-51,6)

184,44 + 37,78

108,01 + 32,01

45,09 (36,38-52,05) 61,73 (56,50-75,85)

99 (74-150)

5,03 (2,27-12,62)

23,8 (14,85-34)

18,7 (15,80-24,40)

61 (50-78)

0,84 (0,46-2,16)

1,4 (1,2-1,6)

8,38 (6,57-9,43)

RESULTATS

p valor

<0,001 7

< 0,001 **

0,241 **

< 0,001 **

<0,001 7

< 0,001 **

< 0,001 **

<0,001 7

<0,001 7

<0,001 7

<0,001 7

<0,001 7

Mitiana + DE. *Mediana (primer quartil - tercer quartil). ** t-test. » Test U Mann-Whitney.

MRC (malaltia renal cronica); HbA1C (Hemoglobina glicosilada).
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6.4. Pacients amb malaltia renal cronica en hemodialisi.

Diferéncies en funcio de I’accés vascular

Per analitzar el grup de pacients en HD vam agrupar els 73 pacients en HD

cronica i els 7 pacients que estan en programa d’HD previ trasplantament renal.

L’AV utilitzat per a realitzar I'HD era la FAVI en un 73,75% dels casos (n=59) i

el catéter tunelitzat jugular en el 26,25% dels casos (n=21).

6.4.1.- Quantificaci6 de ceél-lules CD34'CD133'VEGFR-2'/mL en

funcioé de ’accés vascular

Els pacients que realitzaven HD a través d'un catéter tunelitzat tenien un
recompte de ceél-lules CD34'CD133"VEGFR-2/mL inferior respecte els
pacients que realitzaven HD a través d’una FAVI; tot i que les diferéncies no

eren estadisticament significatives (p=0,191). (Taula 23 i figura 15).

Taula 23. Diferéncies en el nombre de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL en

funcidé de I'accés vascular.

FAVI CATETER
p valor
(N = 59) (N=21)
CD34"' CD133* .
32,90 (9,7-54,49)  17,50(12,41-30,98) 0,191

VEGFR-2'/mL

Mediana (primer quartil - tercer quartil) "Test U Mann- Whitney

FAVI (fistula arteriovenosa interna)
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Figura 15. Diagrama de caixa del patré de la variable CD34"CD133*VEGFR-

2'/mL, per a fistula arteriovenosa interna i catéter.

El 27,5% dels pacients en HD eren diabétics. Al analitzar si la preséncia de DM
tenia algun efecte sobre el nombre de cél.lules en funcié de I'AV utilitzat, vam
observar com els pacients diabetics que realitzaven HD a través d’'un catéter
tunelitzat (n = 8) tenien menys cél-lules CD34+CD133+VEGFR-2+/mL que els
pacients diabétics que realitzaven HD a través d'una FAVI (n= 21), perd
aquestes diferéncies no eren estadisticament significatives (p = 0,546). (Taula
24).

Taula 24. Quantificacié de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en funcio de
I'accés vascular i la presencia de diabetes mellitus.

Accés vascular i DM p valor
FAVI(n=14) CATETER (n=8)
CD34'CD133" 15,18 13,35
0,546 *
VEGFR-2'/mL (3,97-40,87) (7,73-21,57)

Mediana (primer quartil - tercer quartil) "Test U Mann- Whitney

DM (diabetes mellitus); FAVI (fistula arteriovenosa interna)
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6.4.2. Quantificaci6 de ceél-lules CD34'CD133*VEGFR-2'/mL en

funcio de I’accés vascular en comparacioé als controls sans

Al comparar els pacients en HD en funcidé de 'AV amb els controls sans, vam
observar com la quantificacid de cél-lules CD34"CD133*VEGFR-2*/mL dels
pacients que realitzaven HD a través de catéter tunelitzat era significativament
més baixa respecte els controls sans (p=0,054), tal i com podem s’aprecia a la
taula 25. En canvi, no vam observar diferéncies estadisticament significatives
en la quantificacio de les ceél-lules entre els pacients que realitzaven HD a

través de FAVI en comparacio6 als controls sans (p=0,513).

Taula 25. Quantificacié de cél-lules CD34*CD133"VEGFR-2*/mL dels pacients

en hemodialisi en funcié de I'accés vascular respecte els controls sans.
Controls HD-FAVI p valor® HD catéter p valorA#

CD34°CD133* 32,08(17,26- 35,90(9,70-  0,513*  17,50(12,41-  0,054*
VEGFR-2*/mL 66,41) 54,49) 30,98)

Mediana (primer quartil — tercer quartil)  Test U Mann- Whitney

HD-FAVI (pacients en hemodialisi a través de fistula arteriovenosa interna); HD-catéter

(pacients en hemodialisi a través de catéter).

A Valor p dels pacients en hemodialisi a través de FAVI respecte el grup control; " Valor p dels

pacients en hemodialisi a través de catéter respecte el grup control.

En el seguents diagrames de caixes (Figura 16) hi ha el patré de la variable
CD34"CD133"VEGFR-2*/mL dels pacients en hemodialisi en funcié de l'accés

vascular respecte el grup control.
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Figura 16. Diagrama de caixa del patré de la variable CD34"CD133*VEGFR-

2'/mL pels controls sans i els pacients en hemodialisi segons I'accés vascular.

6.4.3. Diferéncies antropometriques dels pacients en hemodialisi en

funcio de ’accés vascular

Tot i que no vam observar diferéncies estadisticament significatives en relacié a
les dades antropomeétriques entre els pacients en HD en funcié de 'AV, si que

cal destacar, tal i com podem observar a la taula 26, com els pacients en HD a
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través de catéter eren pacients de més edat (p = 0,084), amb predomini de

dones respecte els pacients en HD a través de FAVI (p = 0,346) i amb un

percentatge de pacients diabétics també superior als pacients que es

dialitzaven a través d’una FAVI (p = 0.205).

Taula 26. Dades basals dels pacients en hemodialisi a través de FAVI en

comparacio als pacients en hemodialisi a través de catéter.

Geénere (%dones)

Edat (anys)

IMC (Kg/m?)*

PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

DM (si)

Temps HD

(mesos)*

FAVI (N = 59) CATETER (N =21)

16 (27,12%) 8 (38,10%)

60,12 + 14,42 66,43 £ 13,49

26,04 (22,10-28,70) 24,35 (21,51-28,41)

132,54 + 22,22 135,62 + 29,10
73,46 + 12,63 66,67 + 18,64
14 (23,73%) 8 (38,10%)
30 (15 — 51) 30 (12 — 48)

p valor

0,346 **

0,084 ***

0,312 2

0,618 ***

0,133 ***

0,205 **

0,710 ~

* Mediana (primer quartil — tercer quartil); ** Test X?, " t-test, » Test U Mann- Whitney

FAVI (fistula arteriovenosa interna); IMC (index de massa corporal); PAS (pressi6 arterial

sistolica); PAD (pressio arterial diastolica; DM (diabetes mellitus); temps HD (temps en

hemodialisi).
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6.4.4. Correlacio entre el temps en hemodialisi i la quantificacié de
les cél-lules CD34+CD133+VEGFR-2+/mL

Vam analitzar si el temps desde l'inici del tractament en HD podia influir en la
quantitat de ceél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL i vam observar que no

existia cap correlacio entre aquests dos factors (r= -0,086; p= 0,478).

6.4.5. Diferéncies bioquimiques dels pacients en hemodialisi en

funcioé de I’accés vascular

Els pacients amb MRC en HD a través d’un catéter tunelitzat, tenien de forma
significativa un pitjor metabolisme de la glucosa (nivells de glucémia basal (p =
0,047) i HbA1C (p = 0,047) més elevats), un pitjor estat nutricional (nivells
d’albumina (p = 0,020) i prealbumina (p = 0,013) inferiors), uns nivells de fésfor
més baixos (p = 0,064) i tenien una elevacié dels parametres inflamatoris
(PCR) (p = 0,081) respecte els pacients amb MRC que realitzaven HD a través
d’'una FAVI. (Figures 17 — 18).

No exisitien diferéncies amb la resta de variables bioquimiques analitzades

entre els dos grups, tal i com podem observar a la taula 27.

Taula 27. Dades bioquimiques dels pacients en hemodialisi a través de FAVI

en comparacio als pacients en hemodialisi a través de catéter tunelitzat.

FAVI CATETER
p valor
(N = 59) (N =21)
Hemoglobina
11,61 £ 1,51 11,76 £ 1,43 0,683 **
(g/dl)
Glucosa (mg/dl)* 92 (85-115) 110 (94-132) 0,047 »
HbA1C (%)* 4,90 (4,7-5,2) 5,30 (4,9-5,5) 0,047 »
Albumina (g/dl)* 3,90 (3,8-4,4) 3,70 (3,6-3,9) 0,020 #
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Prealbumina
(mg/dl)

Calci (mg/dl)

Fosfor (mg/dl)

Hormona
paratiroidal
(pg/mL)*
Colesterol total
(mg/dL)
Colesterol LDL
(mg/dL)
Colesterol HDL
(mg/dL)*
Triglicérids
(mg/dL)*
Proteina C
reactiva (mg/L)*
Beta-2
microglobulina
(mgll)*
Homocisteina
(umol/L)*

FAVI
(N =59)

28,27 £ 5,75
9,23+0,70

4,88 + 1,33

153,50 (108,70-
256,80)

146,20 £ 27,78

75,64 + 23,73

44,50 (35,60-
51,08)

102 (78-153)

4,70 (2,42-10,1)

24,55 (17,60-
34,90)

19,5 (15,60-24,30)

CATETER
(N=21)

23,82 £7,99
9,08 + 0,90

4,26 £ 1,24

157,30 (80,50-
246,05)

146,38 + 37,10

77,61 + 27,60

45,28 (39,47-
53,41)

88 (71-115)

9,21 (4,6-17,40)

24,35 (17,10-
35,15)

17 (14,50-19,10)

FAVI (fistula arteriovenosa interna); HbA1C (Hemoglobina glicosilada).

RESULTATS

p valor

0,013 **

0,440 **

0,064 **

0,770 »

0,982 **

0,768 **

0,528 *

0,204

0,081~

0,905 *

0,110 *

Mitiana + DE. *Mediana (primer quartil - tercer quartil). ** t-test. » Test U Mann-Whitney.
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Figura 17. Diagrama de caixes del patré de l'albumina i prealbumina dels

pacients en hemodialisi en funcié de I'accés vascular.
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Figura 18. Diagrama de caixes del patré del fosfor i proteina C reactiva dels

pacients en hemodialisi en funcié de I'accés vascular.
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6.4.6. Relaciéo entre I'aparici6 d’un episodi cardiovascular i les
cél-lules CD34'CD133*VEGFR-2'/mL en els pacients en hemodialisi

Dels 80 pacients en HD cronica, el 57,50% ( n=46) van presentar algun ECV.
El 38,75% va presentar un episodi de cardiopatia isquémica (n=31) i el 18,75%
dels pacients (n= 15) un episodi vascular no cardiac (12 pacients un ACV i 3

pacients vasculopatia periferica) durant el periode d’estudi.

El numero de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL dels pacients que van
presentar un ECV eren inferiors als pacients que no van presentar un ECV,

pero les diferéncies no eren estadisticament signifcatives (p=0,858).

Al analitzar en funcio del tipus d’ECV, vam observar com la quantificacié de les
cél-lules  CD34'CD133"VEGFR-2/mL no  presentava  diferéncies
estadisticament significatives entre els pacients que van presentar algun
episodi de cardiopatia isquémica dels que no van tenir cap complicacio
cardiaca (p=0,709).

Tampoc vam observar diferéncies entre la quantificacio de les cél-lules
CD34'CD133"VEGFR-2"/mL i [laparicid d’ictus en els pacients en HD
(p=0,825).

Si teniem en compte el 27,5% de pacients diabétics amb MRC en HD i
analitzavem el risc de presentar algun ECV, si que vam observar diferéncies

estadisticament significatives en aquest subgrup de pacients.

Tal i com podem observem a la figura 19, els pacients diabétics (n=22) tenien
de manera estadisticament significativa més cardiopatia isquémica (59,09%) en
relacié als pacients no diabétics (31,03%) (p=0,021). En canvi, no vam
observar diferéncies estadisticament significatives en relaciéo a la diabetes i
presentar un ictus (13,64%) o no (15,52%), (p=0,832).
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Figura 19. Distribucio de pacients diabétics en hemodialisi i risc de cardiopatia

isquémica.

6.4.7. Relacié entre l'aparicié d’un episodi cardiovascular i la

mortalitat dels pacients en hemodialisi en relacié a I’accés vascular

En relacié a 'AV utilitzat per a realitzar 'HD, no vam observar que realitzar HD
a través d'una FAVI o un catéter s’associés a preséncia de cardiopatia

isquemica (p=0,550) o ictus (p=0,554).

Dels 80 pacients en HD, 21 pacients van ser exitus durant el periode d’estudi
(26,25%).

Dels 59 pacients que realitzaven HD a través de FAVI, 13 van ser exitus
(22,03%), mentre que dels 21 pacients que realitzaven HD a través d’un catéter

tunelitzat, 8 van ser exitus (38,10%).

Els pacients que realitzaven HD a través d’un catéter tunelitzat eren pacients
amb una mortalitat superior respecte els pacients que es dialitzaven a través
d’'una FAVI, tot i que les diferéncies no eren estadisticament significatives
(p=0,151). (Figura 20).
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Percentatge
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Figura 20. Mortalitat dels pacients en hemodialisi en funcié de I'accés vascular.

6.4.8. Relacié entre cél-lules CD34'CD133'VEGFR-2'/mL, accés

vascular i la mortalitat

A la taula 28 podem observar la quantificaci6 de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2*/mL en funci6 de I'AV utilitzat per a realitzar HD i en

relacio a si els pacients eren exitus o no als 24 mesos de seguiment.

En tots els casos, vam observar com els pacients que realitzaven HD a través
de catéter tenien sempre un recompte de cél.lules inferior als pacients que es

dialitzaven a través de FAVI.

No vam poder establir diferéncies estadisticament significatives en el nombre
de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en funci6 de I'AV i la mortalitat.
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Taula 28. Relacid entre les cél-lules CD34+CD133+VEGFR-2+/mL, I'accés

vascular i la mortalitat dels pacients en hemodialisi.

CD34'CD133'VEGFR-2"/mL p valor *
FAVI - exitus 36 (12,77-53,30)
0,592
FAVI — no exitus 33,78 (6-54,59)
Catéter — exitus 17,65 (13,35-32,04)
0,695
Catéter — no exitus 17,50 (12,16-30,98)
FAVi exitus 36 (12,77-53,30)
0,415
Catéter exitus 17,65 (13,35-32,04)
FAVI no exitus 33,78 (6-54,59)
0,323
Catéter no exitus 17,50 (12,16-30,98)
FAVI no exitus 33,78 (6-54,59)
0,498

Catéter exitus

17,65 (13,35-32,04)

Mediana (primer quatrtil - tercer quartil). Test U Mann- Whitney.

FAVI (fistula arteriovenosa interna)

Tot i que el numero de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en sang periférica

dels pacients que feien HD i es morien no eren estadisticament diferents en

funcié de 'AV, si que vam observar com els pacients que es morien i feien HD

a través d’'un catéter tunelitzat, tenien menys cél-lules CD34"CD133*"VEGFR-

2'/mL que els pacients que es morien i feien HD a través de FAVI. (Figura 21)
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Figura 21. Diagrama de caixa del patrd de la variable CD34"CD133*VEGFR-

2'/mL en funcio de 'accés vascular dels pacients que son exitus durant I'estudi.

6.5. Pacients trasplantats renals

En I'estudi es van incloure 13 pacients que van ingressar per a rebre un TR.

6.5.1. Evolucié als 6 mesos i 12 mesos posttrasplantament renal

6.5.1.1 Quantificacio de les cél-lules CD34'CD133"VEGFR-2"/mL i

evolucié de la funcié renal durant el primer any posttrasplantament renal

Al analitzar I'evolucié dels 13 pacients trasplantats renals als 6 i 12 mesos
postTR renal respecte el moment basal, vam observar com les ceél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL als 6 mesos postTR presentaven un augment de

gairebé el doble respecte el seu valor basal, i aquest augment de les cél-lules
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en sang periferica es mantenia als 12 mesos postTR; si bé les diferéncies no

eren estadisticament significatives (p = 0,213 i p = 0,651; respectivament).

Paral.lelament a 'augment de la quantitat de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-
2'/mL vam poder observar un descens estadisticament significatiu de la
creatinina en els 6 primers mesos postTR, que també es mantenia a I'any del
TR (p < 0,001). (Taula 29 i figura 22).

Taula 29. Quantificacié de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL i funcié

renal dels pacients trasplantats als 6 i 12 mesos posttrasplantament renal.

TRb TR6m TR12m
p valor® p valorA#
(n=13) (n=13) (n=13)
- o 33,87 63,35 62,62
CD34 ngl?rfLVEGFR- (29,15- (43,40- 0,213** (25,30- 0,651**
54,42) 139,39) 72,54)

Creatinina (mg/dl)*  6,86+2,16 1,39+0,28 <0,001** 1,29+0,24 <0,001***

Mediana (primer quartil — tercer quartil); * Mitjana + DE

TRb (trasplantament en el moment basal); TR6m (6 mesos posttrasplantament); TR12m (12

mesos posttrasplantament)

A Valor p dels pacients als 6 mesos posttrasplantament respecte el trasplantement en el
moment basal; " Valor p dels pacients als 12 mesos posttrasplantament respecte en

trasplantament en el moment basal.

** prova no paramétrica dels rangs signats de comparaci6 de medianes per a dades

aparellades; *** prova paramétrica t-test de comparacié de mitjanes per dades aparellades.
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Figura 22. Diagrama de caixa del patré de la variable CD34+CD133+VEGFR-

2+/mL i de la variable creatinina en funci6 del temps posttrasplantament renal.

Si bé existia durant el primer any del TR un increment de les cél-lules
CD34"CD133*VEGFR-2*/mL i una millora de la funcié renal, no vam poder

establir una correlacié directa entre aquests dos parametres en el moment
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basal (r = 0,274; p = 0,37), als 6 mesos (r = 0,122; p = 0,69) i als 12 mesos
postTR (r = 0,155; p = 0,61).

6.5.1.2. Evolucié dels parametres antropomeétrics als 6 mesos i 12

mesos posttrasplantament renal

L'IMC s’incrementava als 12 mesos postTR, si bé les diferencies no eren

estadisticament significatives (p = 0,090).

En relacio al control de la pressio arterial, els pacients trasplantats presentaven
ja durant els 6 primers mesos postTR un descens significatiu tant de la PAS (p
< 0,001) com de la PAD (p < 0,001), que es mantenia als 12 mesos postTR.
(Taula 30).

Taula 30. Evolucié dels parametres antropomeétrics als 6 i 12 mesos

posttrasplantament respecte el moment basal.

TRb TR6m p valor® TR12m p valorA#

IMC (Kg/m?)  2543+3,38 2532+3,87 0,750* 26,37+5,00 0,090*

148(146- 122(120- <0,001** 120(118-

&
PAS(mmHg) 162) 128) 127)

<0,001*

PAD(mmHg) 82,06+46,47 7869+12,83  0,005*  76,15:14,48  <0,001*

Mitjana * DE,  Mediana (primer quartil — tercer quartil).

TRb (trasplantament en el moment basal); TR6m (6 mesos posttrasplantament); TR12m (12
mesos posttrasplantament); IMC (index de massa corporal); PAS (pressio arterial sistélica);

PAD (pressio arterial diastélica).

A Valor p dels pacients als 6 mesos posttrasplantament respecte el trasplantement en el
moment basal; " Valor p dels pacients als 12 mesos posttrasplantament respecte en

trasplantament en el moment basal.

* prova paramétrica t-test de comparacié de mitianes per dades aparellades; ** prova no

paramétrica dels rangs signats de comparacié de medianes per a dades aparellades
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6.5.1.3. Evolucié dels parametres bioquimics als 6 i 12 mesos

posttrasplantament renal

A la taula 31 podem observar I'evoluciéo de tots els parametres bioquimics

analitzats als 6 i 12 mesos postTR respecte el moment basal.

Vam poder observar com a partir dels 6 mesos postTR i durant tot el primer any
postTR, existia una milloria dels nivells d’hemoglobina, de la glucosa, de
I'albumina i prealbumina, el fosfor i la PTH aixi com de la beta-2 microglobulina
i la PCR; essent en tots els casos les diferéncies estadisticament significatives

excepte la glucosa i la beta-2 microglobulina.

Contrariament es produia un empitjorament dels nivells de HbA1C, aixi com del

perfil lipidic (a excepcio dels nivells de colesterol-HDL) i de ’homocisteina, de

manera estadisticament significativa.

Taula 31. Evolucié dels parametres bioquimics als 6 i 12 mesos
posttrasplantament respecte el moment basal.
TRb TR6m p valor? TR12m p valoriA

Hemoglobina 1405, 1200 13054084 <0,001* 13,48 + 0,83 <0,001*

(g/dI)
Glucosa 85 (79-97) 97 (87-101) 0,003** 92 (85-103) 0,352+
(mg/d1)®
HbAIC (%)*  5(4854)  57(5562) <0,001** 5,9 (5,7-6,1) <0,001**
Albumina * *
4,3240,45 4,50£0,26 0,002 4,48+0,31 0,019
(g/dl)

Prealbumina ¢ 75,437 27514482 <0,001* 34,42+6,28 <0,001*
(mg/dl)

Calci (mg/dl)  9.28£0,96 9,68+0,29 0,006* 9,46£0,29 0,279
A 5,96+1,07 3,1620,53 <0,001* 3,3320,53 <0,001*
(mg/dl)

Hormona -1 50(130,80 102,10(76,70 79,30(65
paratiroidal -304,4) 106,20) <0,001 111,50) <0,001
(pg/mL) *
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TRb TR6m p valor? TR12m p valorAA
Colesterol 1765443606 202,38£50,06 0,002* 194,15+37,30 0,008*
total (mg/dL)
Colesterol 41 5819969  120,53+45 46 0,003* 106,38+38,30 0,310*
LDL (mg/dL)
Colesterol ;3 53,9024  5559+10,92 0,164* 54,23+15,55 0,442*
HDL (mg/dL)
Triglicérids 1/ 5,53 73 126,7746,59 0,123* 154,69+83,66 0,002*
(mg/dL)
Proteina C
reactiva 14,25+5 90 3,05+1,03 <0,001* 2,48+0,65 <0,001*
(mg/L)
Beta-2 1,42(0,86 3,21(0,69 1,25(0,69
microglobuli ' 3.08) “4.65) 0,742+ “3.38) 0,170*
na (mg/l) &
Homocisteina  25,40(19,60-  14,00(11,90- . 15,20(11,65- .
29,90 20,20) <0,001 17,50) <0,001

(umol/L) &

MitianazDE,  Mediana (primer quartil — tercer quartil).

TRb (trasplantament en el moment basal); TR6m (6 mesos posttrasplantament); TR12m (12
mesos posttrasplantament); HbA1C (Hemoglobina glicosilada)

A Valor p dels pacients als 6 mesos posttrasplantament respecte el trasplantement en el
moment basal; " Valor p dels pacients als 12 mesos posttrasplantament respecte en

trasplantament en el moment basal.

*

prova parametrica t-test de comparacié de mitjanes per dades aparellades; ** prova no

parametrica dels rangs signats de comparacié de medianes per a dades aparellades.

6.5.2.- Comparacio dels pacients trasplantats renals respecte els pacients

en hemodialisi cronica

6.5.2.1. Quantificacido de les ceél-lules CD34*CD133*VEGFR-2*/mL

dels pacients trasplantats respecte els pacients en hemodialisi

Els pacients trasplantats renals als 6 mesos postTR renal tenien de forma

estadisticament significativa una increment de gairebé tres vegades de la
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quantificacio de ceél-lules CD34"'CD133"VEGFR-2"/mL respecte els pacients

que seguien en programa d’HD i no es trasplanten durant el periode d’estudi.

Als 12 mesos postTR, aquestes diferéncies seguien sent estadisticament

significatives. (Taula 32).

Taula 32. Céllules CD34"CD133"VEGFR-2'/mL dels pacients trasplantats

renals als 6 i 12 mesos en comparacio als pacients en hemodialisi.

TR12m

= = &
HD (n=73) TR6m (n=13) p valor® (n=13) p valor
CD34°CD133"
23,96 (10,54- 63,35 (43,40- . 62,63 (25,30- R
VEGFR- 50,89) 139,39) e 72,54) 0,005
2 /mL

Mediana (primer quartil - tercer quartil)* Test U Mann-Whitney

* Valor p als 6 mesos postrasplantament respecte grup hemodialisi:  Valor p als 12
mesos posttrasplantament respecte grup hemodialisi

Al seguent diagrama de caixa (Fig 23) hi ha el patr6 de la variable
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en el grup HD i als 6 mesos i 12 mesos postTR.
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Figura 23. Diagrama de caixa del patrd de la variable CD34*CD133*VEGFR-

2*/mL en el grup hemodialisi i posttrasplantament renal.

6.5.2.2. Parametres antropomeétrics dels pacients trasplantats

respecte els pacients en hemodialisi

No vam observar diferéncies estadisticament significatives en relacié als valors
de PAS ni en I'IMC entre els pacients trasplantats renals als 6 i 12 mesos del

trasplantament renal en comparacié als pacients en HD.

La PAD als 6 mesos postTR era lleugerament més elevada respecte els
pacients en HD, perd aquesta diferéncia no es mantenia als 12 mesos postTR.
(Taula 33).
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Taula 33. Comparacié dels parametres antropomeétrics als 6 i 12 mesos

posttrasplantament respecte els pacients en hemodialisi.

TR6m TR12m
HD (n=73) p valor® o] valor®
(n=13) (n=13)
IMC (Kg/im?) 26,12 + 5,47 25,32+3,87 0,618 ** 26,37+ 5,00 0,552 **

PAS
127(114-146) 122(120-128) 0,763 & 120(118-127) 0,337 %
(mmHg)*
PAD
70,63 +14,80 78,69+ 2,83 0,069 ** 76,15+ 4,48 0,217 **
(mmHg)

MitjanatDE. * Mediana (primer quartil - tercer quartil)

* Valor p als 6 mesos potstrasplantament respecte grup hemodialisi; $ Valor p als 12 mesos
posttrasplantament respecte grup hemodialisi

** t-test, & Test U Mann-Whitney

6.5.2.3. Anémia, metabolisme de la glucosa i metabolisme del calci-

fosfor dels pacients trasplantats respecte els pacients en hemodialisi

Els pacients trasplantats presentaven una milloria significativa de 'anémia, amb
un augment dels valors d’hemoglobina als 6 i als 12 mesos postTR respecte

els pacients en HD (p< 0,001).

Tot i que no vam detectar diferéncies estadisticament significatives amb els
valors de glucémia basal, els pacients trasplantats tant als 6 mesos com als 12
mesos tenien un augment significatiu dels valors d’HbA1C respecte la poblacié

en HD, és a dir, un pitjor control glucémic (p < 0,001).

En relacioé al metabolisme del calci-fosfor, vam poder observar com exisitia en
el postTR una millora significativa, a expenses d’un increment dels valors de
calci i descens tant del fosfor com de la PTH tant als 6 com als 12 mesos
postTR. (Taula 34).
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Taula 34. Evolucié de 'anémia, metabolisme de la glucosa i metabolisme del

calci-fosfor en el posttrasplantament en comparacio als pacients en hemodialisi.

TR6m TR12m
HD (n=73) p valor® p valor®
(n=13) (n=13)

Hemoglobina
(g/dl)

11,56 + 1,561 13,05+ 0,84 <0,001** 13,48 + 0,83 <0,001**

Glucosa

- 97 (87-121) 97 (87-101) 0,674% 92 (85-103) 0,252%
(mg/dl)

HbA1C (%)’ 5(4,7-54) 5,7 (5,5-6,2) <0,001 & 5,9 (5,7-6,1) <0,001 &
Calci (mg/dl)  919+074 9,68+ 0,41 0,002 ** 9,46 + 0,29 0,030 **

Fosfor (mg/dl) 461130 3,16:053  <0001*  333:053  <0,001*

157,25

Hormona 102,1 . 79.3 .

aratiroidal . 0,029 0,008
P . (103,95 (76,7-106,2) (65-111,5)

(pg/mL) 254,95)

Mitjiana = DE. * Mediana (primer quartil - tercer quartil)

* Valor p als 6 mesos posttrasplantament respecte grup hemodialisi; $ Valor p als 12 mesos
posttrasplantament respecte grup hemodialisi

** t-test, ¢ Test U Mann-Whitney

6.5.2.4. Parametres nutricionals i metabolisme lipidic dels pacients

trasplantats respecte els pacients en hemodialisi

Els pacients trasplantats renals, ja en els 6 mesos postTR presentaven una
milloria de I'estat nutricional que es mantenia als 12 mesos postTR, a expenses
d’'un increment significatiu dels valors d’albumina (p < 0,001). No vam detectar

diferéncies estadisticament significatives en els nivells de prealbumina.
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Aquesta milloria nutricional s'acompanyava d’un increment també significatiu
dels valors de colesterol total, colesterol-LDL i colesterol-HDL, no apreciant-se

canvis significatius en relacié als nivells de triglicérids. (Taula 35).

Taula 35. Evolucio dels parametres nutricionals i del metabolisme lipidic en el

posttrasplantament en comparacio als pacients en hemodialisi.

TR6m TR12m
HD (n=73) p valor”® p valor®
(n=13) (n=13)
Albamina 5437 42y 46 (4,347) <0,001%  45(4,2-472) <0,001°%
(g/dl)*
Prealbumina  ,s 50, 500 2551 +4.82 0,610 ** 26,75 + 4,37 0,894 **
(mg/dl)
Colesterol

144,56+29,75 202,38+50,06 0,001 ** 194,15+37,30 < 0,001 **
total (mg/dL)

Colesterol
LDL (mg/dL)

74,73 £23,92 120,53+45,46 0,004 ** 106,38+38,30 0,012 **

Colesterol 44,70(35,6-

g 55(51-61) 0,005 ¢ 54(41-56) 0,030 &
HDL (mg/dL) 08)

Triglicérids
(mg/dL)*

99 (76-150) 113 (93-157) 0,294 & 135(103-182) 0,136 &

Mitjiana = DE. * Mediana (primer quartil - tercer quartil)

* Valor p als 6 mesos posttrasplantament respecte grup hemodialisi; $ Valor p als 12 mesos
posttrasplantament respecte grup hemodialisi

** t-test, ¢ Test U Mann-Whitney

6.5.2.5. Parametres inflamatoris i parametres de risc cardiovascular

dels pacients trasplantats respecte els pacients en hemodialisi

Els pacients trasplantats, ja en els 6 primers mesos postTR presentaven un
descens significatiu de la PCR, de la beta-2 microglobulina i ’homocisteina
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respecte els pacients en HD; descens que es mantenia als 12 mesos postTR.
(Taula 36).

Taula 36. Comparacié dels parametres inflamatoris i de risc cardiovascular en

el posttrasplantament respecte la poblacié en hemodialisi.

TR6m TR12m
HD (n=73) p valor® p valor®
(n=13) (n=13)
Beta-2 26,2
microglobulina 3(2,1-3,3) <0,001 * 2,55 (2,1-3) < 0,001 *
(mgl/l) (17,3-36,5)
Proteina C 5,91(3,35- 3,21 (0,69- . 1,25(0,81- .
reactiva (mg/L) 13,54) 4,65) 0,025 3,38) < 0,001
Homocisteina 18,3(15- . 15,2(11,65- .
(umoll) 23.4) 14(11,9-20,2) 0,019 17.5) 0,007

Mediana (primer quartil - tercer quartil)

* Valor p als 6 mesos posttrasplantament respecte grup hemodialisi; ® Valor p als 12 mesos
posttrasplantament respecte grup hemodialisi

*Test U Mann-Whitney

6.5.3.- Influéncia del rebuig agut i la infeccié per citomegalovirus en el
nombre de cél-lules CD34+CD133+VEGFR-2+/mL

Desde l'inci de 'estudi fins el moment actual només 3 pacients van presentar
complicacions en el postTR: 2 episodis de rebuig agut (15,38%) i 2

primoinfeccions per citomegalovirus (15,38%).

No es pot fer una interpretacié estadistica dels resultats.
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La DE que presenten els pacients amb MRC és un factor de mal prondstic que

contribueix a 'aterosclerosi i a I'increment de risc cardiovascular.

En aquest estudi hem determinat els tres marcadors que caracteritzen les CPE
circulants més precoces: CD34"CD133"VEGFR-2" en els pacients amb MRC
(inclosos pacients en HD i receptors d’'un TRDV), aixi com en una poblacié

control sana.

La determincié d’aquestes cél-lules en sang periférica s’ha realitzat a través de
citometria de flux. La citometria és una técnica sensible, reproductible i un
sistema rapid que permet quantificar les CPE. Aixd fa que ens permeti veure si
la freqiéncia de CPE és estadisticament significativa entre els pacients i en
relacid als controls sans, per tant, es consideraria un bon biomarcador

relacionat amb malaltia renal.

7.1. Malaltia cardiovascular en els pacients amb malaltia renal

cronica

La MCV és la principal causa de mortalitat dels pacients amb MRC??. En
aquest estudi on s’inclouen un total de 86 pacients amb MRC destaca I'elevada
prevalenca de FRCV (51,16% tabaquisme, 87,21% HTA, 44% DL, 22% DM) i
de MCV (27,91% cardiopatia isquémica), dades que sén molt similars a I'estudi
multicéntric i transversal de 265 pacients prevalents amb MRC en HD, descrit

per Collado S. et al.®.

El tractament farmacologic d’aquests FRCV ha demostrat un paper protector a
nivell cardiovascular en pacients sans sense patologia renal, perd cal tenir en
compte que els resultats d’aquests estudis no es poden extrapolar a pacients
amb MRC, donat que son pacients d’alt risc cardiovascular i normalment sén
exclosos dels principals estudis.

En relacié al tractament de la HTA en la MRC, el tractament amb IECAS

(Lisinopril) s’associa a una disminucié dels ECV??°. En canvi, estudis realitzats
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amb inhibidors del SRAA pel tractament de la HTA en els pacients en HD, no
han descrit una clara associacié amb la disminucié dels ECV en aquests tipus

de pacients®*’.

En relacié al tractament de la DL, les estatines s’ha vist que milloren la DE i
redueixen el risc de MCV en la poblacié general, perd no han demostrat una
eficacia comparable en els pacients amb MRC sense dialisi**® o pacients amb
MRC en hemodialisi?®® . Noves dades de seguiment publicades recentment de
'Estudi 4D als 7,4 anys del periode de randomitzacidé, no han observat una
clara reduccié dels ECV en pacients diabétics tipus 2 en HD tractats amb

atorvastatina, en comparacié a placebo?*.

En el nostre estudi, el 28,24% dels pacients esta en tractament amb inhibidors
del SRAA, el 17,65% dels pacients pren ACC i un 34,12% dels pacients estan
en tractament amb betabloquejants. En relacié al tractament de la DL, menys

de la meitat dels pacients (48,24%) estan en tractament amb estatines.

La preséncia d’algun ECV dels pacients en HD en el nostre estudi és elevada,
afectant un 57,50% dels pacients, dades també molt similars a les descrites per
Collado S. et al°.

7.2. Cél-lules progenitores endotelials en poblacién sana

A la literatura no existeixen estudis sistematics que estableixin quin és el
nombre exacte de CPE en adults sans, i tampoc hi ha dades publicades en
relacio al temps de vida de les CPE circulants in vivo sota determinades

condicions fisioldgiques i patologiques'8119.130.231

En el nostre estudi, la mediana de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2" en
sang periférica en la poblacioé sana és de 31,08 cél-lules/mL.

Aquesta quantificacio de CPE no és sempre la mateixa, siné que pot variar en
funcié de determinades situacions fisioldgiques, situacions cliniques i en

context de determinats tractament farmacologics'™.
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Malgrat hi ha estudis que demostren com els estrogens poden incrementar el
nombre de CPE d’una manera fisioldgica®® en relacié al cicle menstrual®®®,
Stauffer BL. et al.’® publiquen el primer estudi on no detecten diferéncies
estadisticament significatives en el nombre de CPE (determinades per
citometria de flux) entre homes i dones. En el present estudi, hem pogut
observar com les dones tenen una quantificaci6 de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL disminuida respecte els homes, tot i que les

diferéncies no sén estadisticament significatives.

131.23% com existeix una

En relaci6 a l'edat, s’ha descrit en varis estudis
correlacio inversa entre I'edat i els nivells de CPE, fet que indicaria que tant la
integritat de I'endoteli com la seva capacitat de regeneracio disminueixen amb
'edat. Tot i aixi, en el nostre estudi, tal i com també confirmen els estudis de
Ruszkowska-Ciastek B. et al."'® i de Heiss C. et al.”*® no hem pogut establir una
correlacio entre I'edat i la resta de variables antropomeétriques amb les cél-lules

CD34+CD133+VEGFR-2+, en la poblacié sana.

Al dividir als controls sans en funci6 de la mediana de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2*/mL, hem observat com existeix una relacié entre el
nombre de cél-lules i la PCR. D’aquesta manera, els controls sans que tenen
un nombre de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL inferior a la mediana,
tenen uns nivells de PCR superiors, tot i que es mantenen dins els rang de la

normalitat.

Cleland S, et al. "'? descriuen com lexisténcia d’un petit grau d’inflamacio,
expressat com petites elevacions de la PCR dins del rang normal, s’associa a
DE (expressada com el descens de la generacié d’oxid nitric), inclus en
poblacié sana. Contrariament, els resultats de Fasing KA. et al.'® no
estableixen una associacio entre I'elevacio de la PCR en adults de mitjana edat

i alteracio de la funcionalitat de les CPE en medis de cultiu.
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7.3. Ceél-lules progenitores endotelials i malaltia renal cronica

Els pacients amb MRC tenen wuna quantificaci6 de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL inferior als controls sans, tot i que les diferéncies
no son estadisticament significatives. Els nostres resultats dénen suport a
estudis publicats préviament a la literatura on es confirma que la urémia

s’associa a una reduccié de 'hnematopoesi'3*166:167:235.236

Probablement la causa d’aquest menor nombre de CPE en els pacients amb
MRC té el seu origen en la disminucié de la mobilitzacié de les CPE de la
meédul-la ossia i/o I'alteracié en la diferenciacié de les CPE que es produeix en
la urémia. Estudis in vitro han demostrat com el sérum urémic té un efecte
inhibitori sobre la capacitat de diferenciacié de les CPE. A més, s’ha descrit
com es produeix un increment significatiu en el nombre de CPE de forma
paral-lela a la millora de la urémia després d’iniciar tractament renal

substitutiu®.

Nomeés hi ha un estudi publicat per Herbirg K, et al. amb resultats contradictoris,
on descriuen in vitro, un increment de les CPE en pacients en HD en
comparacié a un grup de voluntaris sans'’®, tot i que I'activitat migratoria i la
capacitat d’adhesioé a la matriu extracel.lular per part d’aquestes cél.lules esta
disminuida . Els nivells en sang del VEGF dels pacients en HD s6n 2 vegades
meés elevats que els controls, probablement perquée la majoria dels pacients

estan en tractament amb EPO, farmac que incrementa els nivells de VEGF.

Tal i com hem comentat previament en el grup de controls sans, en els pacients
amb MRC, no hem observat que l'edat es correlacioni amb el nombre de
cél-lules CD34'CD133"VEGFR-2"/mL; resultats que coincideixen amb els
publicats per de Groot. et al."® . Tampoc hem observat diferéncies en relacio al
génere i el nombre de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en els pacients
amb MRC.

Hem comprovat com, en relacié al tractament farmacologic, els pacients
hipertensos que reben tractament amb ACC presenten un major nombre de
cél-lules CD34*CD133*VEGFR-2*/mL en sang periférica. Schulman [H. et al.>*’

Pagina 154



DISCUSSIO

suggereixen com una multiterapia antihipertensiva que inclogui inhibidors del
SRAA i ACC, podria disminuir el risc cardiovascular al millorar la funcio
endotelial, independentment del seu efecte sobre el control de la pressid
arterial. En el nostre estudi no hem pogut establir cap altra correlacié entre el

numero de CPE i la resta de tractaments antihipertensius.

Tot i que en el nostre estudi no hem observat que existeixi una relacié entre el
tractament amb estatines i la quantificacié de CPE, hi ha estudis que descriuen
com les estatines, a través dels seus efectes pleiotropics, incrementen el
nombre de CPE, aportant d’aquesta manera, beneficis a nivel vascular,
independentment de l'efecte de les estatines en la reduccié del colesterol-
LDL137:238

En relacio al tractament amb EPO per a 'anémia associada a la insuficiéncia
renal cronica i I'efecte en el nombre de CPE, en el nostre estudi no hem
observat diferéncies estadisticament significatives en el nombre de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en funcié de si els pacients rebien EPO o no.
Altres estudis descriuen com el tractament amb EPO incrementa el nombre de

CPE en els pacients amb MRC*%%4,

Els pacients diabétics amb MRC tenen de manera estadisticament significativa,
una quantificacié de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL inferior respecte els
pacients amb MRC no diabétics. Aquestes dades donarien suport a les

troballes de Tepper OM. et al.™®

, on els pacients amb DM tipus 2, in vitro,
presenten una disminucié de la capacitat de mobilitzacié des del moll de l'os,
una disminucié de la capacitat de proliferacié i una disminucié del temps de
vida mitja de les CPE. Estudis publicats posteriorment’>*?"%%2 tambeé
demostren com els pacients amb DM tipus 2 tenen una quantificacié de CPE

inferior respecte un grup control sa.

Existeix una estreta relacié entre la DM i la MCV, essent la MCV la causa més
freqlient de mortalitat i morbiditat en la poblacié diabética®®®. Els pacients
diabetics, en comparacié a la poblacié no diabética, independentment de si
presenten o no patologia renal, s’ha descrit que tenen un major risc de

presentar algun ECV?*,
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En relaci6 a l'aparicié d’algun ECV durant el periode d'estudi, si que hem
observat com els pacients diabétics en HD (pacients amb un nombre inferior de
cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL), presenten de manera estadisticament
significativa, més cardiopatia isquémica en relacié als pacients no diabétics. No
hem observat diferéncies en els pacients diabétics i el risc de presentar un

ictus.

Al dividir la poblaci6 amb MRC en funci6 de la mediana de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2*/mL, hem pogut observar com els pacients que tenen
una quantificacié de cél-lules inferior a la mediana, s6n pacients amb uns
nivells de prealbumina més baixos i amb uns valors de PTH superiors
(independentment dels valors de calci i fosfor), respecte els pacients amb un
recompte cel.lular superior a la mediana. No existeixen diferéncies en relacio
als nivells d’albumina, podent-se justificar aquest fet, perqué el descens de la
prealbumina és anterior al descens de I'albumina, essent la prealbumina un

marcador més preco¢ de malnutricio’®.

En relacié a la PTH, els nostres resultats coincideixen amb els publicats per

1.'7° on analitzen I'efecte de la PTH en la urémia, observant

Lomonte C. et a
com aquells pacients que tenen nivells més elevats de PTH, tenen de manera
significativa menys cél-lules CD34+ circulants, probablement perqué la PTH
podria induir fibrosi del moll de I'os, disminuint aixi, I'espai disponible per a
Ieritropoesi’'’®. Donat que els eritrocits i les CPE comparteixen els mateixos
precursors, és concebible que la PTH tindra uns efectes negatius en

I'alliberament de les CPE des de la médul-la ossia'’®.

En relacio a la mortalitat durant un periode mitja de seguiment de 24 mesos, 21
pacients amb MRC (26,25%) han estat exitus, dels quals el 58,3% dels
pacients, per causa cardiovacular. Lu CL. et al. ' en una poblacié en HD als 4
anys de seguiment, descriuen una taxa de mortalitat per qualsevol causa del
51,3%.

Lee HJ. et al.>* en un estudi realitzat en un periode de seguiment de 20
mesos, analitzen una poblacié de 70 pacients en HD, determinen el nombre de
CPE i divideixen els pacients en funcié dels tercils de CPE. Observen com els

pacients que tenen el nombre de CPE en el tercil inferior, presenten de manera
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significativa més ECV, pero la mortalitat és similar amb els pacients amb un

nombre de CPE superior.

7.4. Cél-lules progenitores endotelials i accés vascular

Dels estudis que existeixen a la literatura en relacié a les CPE en els pacients
amb MRC en HD'8'88225246 " qquest és el primer estudi on s’analitzen les
diferéncies  que  existeixen en la  quantificaci6 de  cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2'/mL en els pacients en programa d’HD cronica en

funcio de 'accés vascular utilitzat per a realitzar 'HD: FAVI o o catéter.

Hem pogut observar com els pacients que realitzen HD a través d’un catéter
tunelitzat, presenten una quantificacié de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL

inferior als pacients que realitzen HD a través de FAVI.

L’estrés que ocasiona a nivell de I'endoteli vascular la realitzacié d’'una FAVI, si
que s’ha descrit anteriorment a la literatura pel grup de Roan JN. et al.”®” com
un factor que activa la mobilitzacié de les CPE en el moment de la realitzacié
de la FAVI, i per tant, el seu increment en sang periférica. Inclus estudis més
recents relacionen la correcta maduracio de la FAVI amb un increment del
nombre de CPE en comparacié als pacients que presenten alteracions de la

maduracio de la FAVI'®%.

Els pacients que realitzen HD a través d’una catéter tunelitzat tenen de manera
significativa, una quantificacio de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL inferior,
en comparaci6 amb la poblacié sana. Aquestes diferéncies no soén
estadisticament significatives entre els pacients que realitzen HD a través de

FAVI, en comparacié als controls sans.

Els pacients en HD presenten en general, un major grau d’inflamacié i de
malnutrici6 que la poblacié general, essent aquests dos factors potents
predictors de mortalitat®*’. Entre les possibles causes d’aquest estat inflamatori
en els pacients amb MRC, la preséncia de cossos estranys com per exemple

248

un catéter (que a més a més incrementa el risc d’infeccions)“™", juga un paper
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molt important, ja que s’associa a un increment de la morbiditat i de la

mortalitat, en comparacié a la FAV|?492%0,

L’estudi ANSWER?', un estudi multicéntric, prospectiu i observacional d’una
poblacié en aquest cas, incident en HD, ja va demostrar com els pacients que
tenien més edat, un pitjor estat nutricional i amb més comorbiditats, iniciaven

HD a través d’un catéter.

Varis estudis observacionals han demostrat com I'is de la FAVI com AV
s’associa a una major supervivéncia i menys risc de complicacions, fins i tot en

la poblacié de més edat®%%%3,

Segons els resultats del present estudi, els pacients que realitzen HD a través
de catéter tunelitzat, els podem definir com un grup de pacients de més edat,
amb un major percentatge de DM, amb un pitjor estat nutricional (menor nivells
d’albumina, prealbumina i fosfor séric) i amb un major grau d’inflamacio (nivells
superiors de PCR), en comparacio als pacients que realitzen HD a través de
FAVI. No hem establert diferéncies entre els dos grups de pacients en funcio
del temps en HD. La combinacié d’aquests tres factors: DM, malnutricio i
inflamacio, ja implica per si mateix un increment de la mortalitat en els pacients

urémics*.

Hem observat com els pacients que realitzen HD a través de catéter son
pacients amb una menor quantificacio de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL
i sobn pacients amb un pitjor estat nutricional i inflamatori. Tot i que les
diferéncies no son estadisticament significatives, els pacients que realitzen HD
a través de catéter tunelitzat tenen una mortalitat superior respecte els pacients

que realitzen HD a través de FAVI.

Paral.lelament, els pacients que durant I'estudi han estat exitus i realitzaven HD
a través de catéter, tenien menys cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL que els
pacients que han estat exitus i realitzaven HD a través de FAVI.

D’aquesta manera, la relacié entre la mortalitat i I'AV dels pacients en HD,
reforca el paper de la FAVi com a AV d’eleccio per a realitzar HD, inclus en la

gent gran; dades que es confirmen a la literatura®*.
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7.4. Cél-lules progenitores endotelials i trasplantament renal

Aquest és I'inic estudi on tots els pacients que s’han inclos son receptors d’un
TRDV. Hem analitzat de manera prospectiva els canvis que es produeixen en
la quantificaci6 de les ceél-lules CD34"CD133"VEGFR-2/mL en el moment
basal (pretrasplantament renal), als 6 mesos i als 12 mesos postTR. Fins a
I'actualitat tots els estudis previs estaven realitzats principalment amb pacients

que rebien un trasplantament renal de donant cadaver.

En segon lloc, hem comparat les dades d’aquest grup de pacients als 6 i 12

mesos postTR, en relacié a pacients que feien HD.

En el nostre estudi hem pogut observar com en el postTR existeix un increment
de les ceél-lules CD34'CD133"VEGFR-2"/mL , increment que s’observa ja
durant els 6 primers mesos postTR i que es manté durant els 12 mesos
postTR. Aquestes dades confirmen els resultats d’estudis previs publicats a la

literatura'’#2%°,

Aquest increment en la quantificaciéo de les CPE és paral.lel a la millora de la
creatinina que presenten els pacients durant els 6 primers mesos postTR. Tot i
aixi no hem pogut determinar una correlacio estadisticament significativa entre
la funcio renal i les cél-lules CD34"CD133*"VEGFR-2", probablement perqué la

mida mostral del grup de pacients trasplantats és molt petita.

Varis estudis publicats préviament a la literatura si que demostren una
correlacid entre la funcié renal i el nombre de CPE; és a dir, la millora de la
funcié renal sembla influir tant en el nombre com en la funcionalitat de les
CPE170,172,174

Al dividir els pacients trasplantats renal en relaci6 a la funcié renal, expressada
pel filtrat gomerular, Soler MJ., et al.""" van observar com els trasplantats renals
amb un filtrat glomerular > 30mL/min tenien unes concentracions de CPE
significativament més elevades que els trasplantats amb un filtrat glomerular <

30mL/min. En l'analisi univariant cap dels FRCV classics (edat, génere, HTA,
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DM i tabaquisme) es van associar amb la concentracié de CPE. En I'analisi de
regressid lineal multiple, el filtrat glomerular, el colesterol HDL i LDL i el pes
eren predictors independents de la concentraci6 de CPE en sang periférica.
Aquesta disminucié de les CPE, especialment en els pacients amb un filtrat
glomerular més baix, justificaria I'increment del risc cardiovascular en els

pacients trasplantats renals.

Al comparar la quantificacio de les cél-lules CD34"CD133*VEGFR-2" en relacié
tant als 6 mesos com als 12 mesos postTR en relacié al grup de pacients que
realitzen HD, observem com durant els 6 primers mesos després del
trasplantament renal, lincrement en el nombre de céllules
CD34"CD133"VEGFR-2" arriba a ser gairebé 3 vegades superior als pacientes
que segueixen en HD. Al comparar amb la poblacié control sana, observem
com el nombre de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2" dels pacients trasplantats
als 12 mesos postTR és comparable, i inclus superior als controls sans.

Aquestes coincideixen amb I'estudi de de Groot K. et al.'™

on demostra que la
quantificacio de les CPE en pacients en fase estable és similar a la

quantificacio de les CPE de les persones sanes.

La HTA, la DL i la DM s6n complicacions molt freqiientment relacionades amb

el tractament IS i que sabem soén situacions que poden alterar la quantitati la la

funcionalitat de les CPE'38202:255

En relacié al tractament farmacologic de les complicaciones secundaries al
propi tractament IS, la majoria de pacients trasplantats reben tractament

antihipertensiu amb ACC i inhibidors del SRAA (un cop la funcié renal esta

estabilitzada), tots ells farmacs que s’associen a una millora de la DE?*®%°7

L258,259

, aixi
com tractament amb estatines per a la D . En el nostre estudi, els
pacients trasplantats presenten una normalitzatcio de les xifres de pressio
arterial, tant sistolica com diastdlica (dades similars a I'estudi de Di Marco. et

al.*®®), i un increment especialment de les xifres de colesterol total o triglicérids.

Herbrig K. et al.’™

van observar com les estatines, utilitzades per al tractament
de la DL, i la DM, no jugaven un paper significatiu en la resposta que es

produia per part de les CPE en el postTR, siné que, aquesta resposta de les
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CPE era basicament, secundaria a la millora de la urémia que es produia

després del trasplantament renal.

Resultats similars s’han descrit en relacié a la HTA. Malgrat Steiner S. et al.'"2

afirmen que un increment de la pressié arterial s’associa a un descens en la
quantificacio de les CPE en grup de pacients trasplantats renals, en altres

219,260,261

estudis , la HTA per ella mateixa sembla que no influeix de manera

directa en el nombre o en la funcionalitat de les CPE.

Contrariament a aquestes alteracions, si que hem observat una clara millora de
I'hiperparatiroidisme secundari a la insuficiéncia renal cronica, una millora de
'anémia, dels parametres nutricionals (increment de lalbumina i Ia
prealbumina), aixi com una disminucié de l'estat inflamatori (descens de la

PCR), millores observades ja en els 6 primers mesos postTR.

Es a dir, podem afirmar amb els resultats del nostre estudi com, la millora de la
DE (increment de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en sang periférica)
s’acompanya d’una millora de la funcioé renal, i alhora de la HTA, de I'anémia,

dels parametres nutricionals i inflamatoris.

Existeixen varis estudis a la literatura que analitzen I'efecte del tractament
immunosupressor en relacié a les CPE?2263264265 £ g| nostre estudi no hem
analitzat l'efecte de la immunosupressié en relaci6 a les ceél-lules
CD34'CD133"VEGFR-2"/mL, donat que tots els pacients van rebre la mateixa
pauta de tractament IS amb basiliximab, prednisona, tacrolimus retard i acid

micofenolic.
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LIMITACIONS DE L’ESTUDI

L’estudi que hem presentat té algunes limitacions:

En primer lloc, cal tenir en compte que donat que especialment en el grup de
pacients trasplantats renals, la mida mostral és petita, els resultats obtinguts

son de dificil valoracio.

En segon lloc, en els pacients amb malaltia renal cronica, la interpretacio dels
resultats en relacié als factors de risc cardiovascular i la mortalitat s’ha de

realitzar amb prudéencia, donada la colinealitat que existeix entre ells.

En tercer lloc, la técnica de citometria de flux té unes limitacions: el nombre
reduit de cel-lules progenitores endotelials i la incertesa que envolta

I'especificitat i aplicabilitat dels marcadors de superficie.

Per ultim, en el nostre estudi s’ha realitzat la determinacié de les cél-lules
CD34'CD133"VEGFR-2" per citometria de flux. Creiem necessari realitzar en

un futur estudis funcionals amb cultius cel-lulars.
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CONCLUSIONS

. Els pacients amb malaltia renal cronica tenen una quantificacié de
cél-lules CD34'CD133"VEGFR-2"/mL inferior en comparacié als

individus sans.

. Les dones tenen una menor quantificaci6 de cél-lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en sang periférica, tant en els pacients
amb malaltia renal cronica com en la poblacié sana, tot i que les

diferéncies no son estadisticament significatives.

. L’edat no sembla interferir en Ila quantificaci6 de ceél-lules
CD34'CD133"VEGFR-2'/mL ni en els pacients amb malaltia renal

cronica ni en la poblaci6 sana.

. Els pacients en tractament antihipertensiu amb antagonistes dels canals
del calci tenen un nombre de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2'/mL en
sang periférica superior als pacients que no reben aquest tractament.
Cap altra farmac presenta correlaci6 amb les cél.lules
CD34"CD133"VEGFR-2"/mL.

. Els pacients amb malaltia renal cronica i diabetes mellitus tenen una
menor quantificacié de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL i un major

risc de cardiopatia isquémica.

. Els pacients que realitzen hemodialisi a través d'un catéter tunelitzat
tenen menys cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL que la poblacié

sana. Aquestes diferéncies no s’observen en els pacients amb FAVI.

. La quantificaci6 de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL dels
pacients que realitzen hemodialisi a través de catéter, és inferior als
pacients que realitzen hemodialisi a través d’'una FAVI, essent aquestes

diferéncies estadisticament significatives.

Els pacients trasplantats renals presenten als 6 mesos
posttrasplantament renal un increment del nombre de cél-lules
CD34'CD133'VEGFR-2"/mL, que es mant¢ als 12 mesos

posttrasplantament.
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9. Els pacients trasplantats renals tenen als 6 mesos posttrasplantament
renal un increment de quasibé tres vegades de la quantificacid de
cél-lules CD34'CD133"VEGFR-2'/mL  respecte els pacients en
programa d’hemodialisi. Als 12 mesos posttrasplantament renal,

aquestes diferéncies segueixen sent estadisticament significatives.

10.No vam poder establir cap associacido entre la quantificacid de les
cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2*/mL i el risc de presentar un episodi de

rebuig agut o infeccid per citomegalovirus.

En resum, els pacients amb malaltia renal cronica tenen una menor
quantificacio de cél-lules CD34+CD133+VEGFR-2+/mL, especialment els
pacients diabétics. Els pacients que realitzen hemodialisi a través de catéter
tunelitzat tenen una menor quantificacié de cél-lules CD34"'CD133"VEGFR-
2°/mL, un pitjor estat nutricional, un pitjor estat inflamatori i un augment de la

mortalitat respecte els pacients que realitzen hemodialisi a través d’'una FAVI.

Els pacients que reben un trasplantament renal presenten un increment
signficatiu de la quantificaci6 de les cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL
durant els 6 primers mesos posttrasplantament renal, que es manté durant el
primer any i que €s superior als pacients que segueixen en hemodialisi i similar
a la poblacién general. Aquest increment cel-lular s’acompanya d’una millora de

I'estat nutricional, inflamatori i de la funcioé renal.

La monitoritzacié de la quantitat de cél-lules CD34"CD133"VEGFR-2"/mL en
sang periférica és util com a marcador prondstic de risc cardiovascular en els
pacients amb malaltia renal cronica. Es important actuar de forma precog sobre
els factors que poden fer modificar el nombre de cél-lules, amb I'objectiu
d’incrementar el seu nombre en sang periférica, millorar la disfuncié endotelial i
en consequéncia, enlentir la progressio de [l'aterosclerosi i la malaltia

cardiovascular que tenen aquest grup de pacients.
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