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Resumen

Fundamento: La enfermedad renal crénica (ERC) se caracteriza por la alta prevalencia de aterosclerosis Siendo el estrés
oxidativo y la disfuncién endotelial promotores de la aterosclerosis, es interesante verificar si las dos condiciones estan
asociadas en pacientes con ERC, aun sin enfermedad cardiovascular (ECV) clinica.

Objetivo: Evaluar las relaciones entre el estrés oxidativo y la funcion endotelial en pacientes con ERC estado 5, sin ECV.

Métodos: Se estudiaron 22 pacientes con ERC, no diabéticos, no fumadores, sin ECV y tratados por hemodiilisis; ademas
de 22 individuos normales. En todos los individuos se evaluaron la reactividad vascular, dependiente e independiente
de endotelio (ecografia de alta resolucion de la arteria braquial), y el estrés oxidativo (niveles plasmaticos de sustancias
reactivas al acido tiobarbitirico — TBARS).

Resultados: La reactividad vascular dependiente de endotelio (6,0 = 4,25% vs. 11,3 + 4,46%, p <0,001) y la reactividad
independiente de endotelio (11,9 = 7,68% vs. 19,1 * 6,43%, p <0,001) se redujeron en la ERC, mientras el estrés
oxidativo (2,63 + 0,51 vs. 1,49 %= 0,43, p <0,001) se vio aumentado. Los niveles de TBARS, cuando se utiliza en la
totalidad de individuos del estudio (pacientes y controles), se correlacionaron con la reactividad vascular dependiente
de endotelio (r = -0,56, p<0,001) y con la presi6n arterial sistdlica (r = 0,48, p = 0,002).

Conclusién: El estrés oxidativo esta asociado a la disfuncién endotelial. Pacientes con ERC presentan aumento del estrés
oxidativo y compromiso de la reactividad vascular. Los resultados sugieren ademas que el estrés oxidativo y la disfuncién
endotelial pueden estar involucrados en la susceptibilidad exagerada de la ERC a las complicaciones cardiovasculares.
(Arq Bras Cardiol 2009;92(5):398-403)
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Introduccion

El estrés oxidativo se define como un dafo tisular causado
por el desequilibrio entre los factores pro y antioxidantes. Este
esta presente en una gran variedad de condiciones patoldgicas
y se cree que funcione como agente patogenético en muchas
de esas condiciones. Uno de los principales efectos del estrés
oxidativo es la reduccién de la actividad biolégica del NO'.
Este efecto se expresa a través de la disfuncién endotelial, que
a su vez se considera un precursor de aterosclerosis?.

La enfermedad renal crénica (ERC) se caracteriza por un
estado de vasculopatia generalizada, acompanada por una
elevada mortalidad cardiovascular, causada principalmente
por la aterosclerosis®. Puesto que la disfuncién endotelial esta
involucrada en la génesis de la aterosclerosis, y que el estrés
oxidativo puede causar esta disfuncién, es interesante verificar
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si las dos condiciones estan asociadas en pacientes con ERC,
aun sin enfermedad cardiovascular (ECV) clinica. Este enfoque
puede permitir la identificacién precoz de los pacientes con
mayor riesgo de sufrir complicaciones futuras.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar las posibles
relaciones entre el estrés oxidativo y la disfuncién endotelial
en un grupo de pacientes con ERC avanzada (estado 5), libres
de ECV clinicamente evidente.

Métodos

Los participantes (pacientes y controles) firmaron el
término de consentimiento informado y la investigacién
fue aprobada por la Comisién de Etica de la institucion.
Los pacientes se seleccionaron en el Ambulatorio de
Osteodistrofia Renal del Hospital de Clinicas de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Sao Paulo (HC-FMUSP) y
encaminados al Instituto del Corazén (InCor) para evaluacién
cardiovascular.

Se estudiaron 22 pacientes con ERC, tratados por hemodidlisis,
de ambos sexos y con fistula arteriovenosa para acceso vascular
para dialisis sélo en uno de los miembros superiores. Los criterios
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de exclusién fueron los siguientes: diabetes; cancer; enfermedad
cardiovascular clinicamente evidente; tabaquismo; enfermedad
hepatica o de tiroides; uso de anticonceptivo o drogas para
tratamiento de dislipidemia; antecedentes de infarto de miocardio;
accidente vascular cerebral; revascularizacién miocérdica o
vascular periférica; transplante renal y paratiroidectomia.

Evaluacion clinica y de laboratorio

Todos los pacientes se sometieron a una evaluacién
cardiovasculary de laboratorio amplia que incluyé radiografia
de térax, ecocardiograma bidimensional y electrocardiograma
en reposo. La enfermedad arterial coronaria fue investigada
y excluida, en todos los casos, por centellograma miocardico
con estrés farmacolégico con dipiridamol. El colesterol (total
y fracciones), triglicéridos, albdimina, hematocrito y creatinina
se determinaron por métodos convencionales.

El estrés oxidativo se evalud en el plasma por determinacion,
a través de método colorimétrico, de los productos de
la peroxidacion de lipidos que reaccionan con el acido
tiobarbitdrico (TBARS). La determinacién de las TBARS se realiz6
en el Laboratorio de Investigacion Bésica en Enfermedad Renal
(LIM 12, Disciplina de Nefrologia, Facultad de Medicina de la
Universidad de S&o Paulo). La accién de las especies reactivas
de oxigenos sobre los lipidos lleva a la produccién de varias
sustancias, que reaccionan con el &cido tiobarbitdrico y pueden
dosificarse por espectrofotometria. Las muestras de plasma se
trataron con dcido tricloroacético antes de la adicién de é4cido
tiobarbitdrico al 0,6%. La densidad éptica del sobrenadante
se determiné por espectrofotometria y entonces se calculé la
concentracion de los productos de peroxidacion lipidica. Los
niveles de TBARS se expresaron en nanomoles/ml*.

La Tabla 1 presenta los principales datos clinicos y de
laboratorio de los pacientes.

Hemodialisis

Los pacientes venfan siendo tratados por hemodidlisis por
periodos que variaban de 17 a 148 meses (mediana de 67
meses) a través de fistula arteriovenosa, tres veces porsemana,
durante 4 horas.

Medicacion

El tratamiento se basé en la reduccién de la ingesta de
alimentos ricos en fésforo y en la prescripcién de calcitriol
y sevelamer, ademas de suplementos de calcio. Del total, el
44% de los pacientes estaban haciendo uso de quelantes de
fésforo a base de calcio, el 42% utilizaban sevelamer, el 27%
tomaban cacitriol y el 7% usaban desferal. La medicacién
antihipertensiva se basé en el uso de los inhibidores del
sistema renina-angiotensina, betabloqueadores e inhibidores
de canales de calcio, aisladamente o combinados en,
respectivamente, 48%, 44% y 48% de los pacientes. Toda
medicacion, inclusive la hipotensora, se suspendi6 cuatro
dias antes de los tests.

Evaluacion de la funcion endotelial

Los tests se realizaron en el periodo de la manana,
después de ayuno de ocho horas, con el individuo en

Caracteristicas clinicas, de laboratorio, demograficas y
valores de la evaluacion de la reactividad vascular y de la anatomia
y funcién de las grandes arterias de los pacientes y controles.

Variable Pacientes Controles p
Numero 22 22

Edad (afios) 428 +12 40+10,3 0,15
Sexo masculino n (%) 12 (55) 12 (55) 0,33
Caucasicos n (%) 10 (45) 13(59) 0,52
Afro brasilefios n (%) 12 (55) 9(31) 0,45
indice de masa corporal (Kg/m?) 24+40 247+35 0,79
Presion sistolica (mmHg) 152433 1812 0,001
Presion diastélica (mmHg) 9117 771 0,002
;ﬁi"ﬁ,}l‘;‘adé“ mediada por el 600£425  1130+446 <0001
Vasodlatacion endotefo 19+768  1910£643 0001
independiente (%)

TBARS* (nmoles/mL) 2,63+0,51 1,49 £043 <0,001
Creatinina (mg/100mL) 10,3+3,7 - -
Alblimina (g/100mL) 43+03 - -
Colesterol (mg/100mL) 177,7£58 - -
Triglicéridos (mg/100mL) 138 £ 82 - -
Hematocrito (%) 34+4 - -

* Especies reactivas al acido tiobarbittrico.

reposo, posicionado en declbito horizontal, en un
ambiente calmo, con monitoreo electrocardiogréfico y de la
presion arterial. La vasodilatacién mediada por flujo (VMF,
dependiente del endotelio) y la respuesta del musculo liso
vascular al vasodilatador nitroglicerina (independiente del
endotelio) se evaluaron de forma secuencia en la arteria
braquial, en el miembro contralateral al de la fistula
arteriovenosa utilizada en la didlisis. Los tests se realizaron
de acuerdo con las directivas de la International Brachial
Artery Reactivity Task Force (versiéon 2002)°. El acceso a la
arteria braquial que se realizé encima del doblez del codo.
Enseguida, se verific6 el diametro de la arteria por aparato
de ecografia (Sequoia Echocardiography System, version 6.0,
Acuson, Siemens, Ca, USA), equipado con un transductor
lineal de alta resolucién (7-12 MHz) y acoplado a una
computadora especificamente programada para grabar y
analizar este tipo de dato. Entonces se seleccionaron para
analisis, seis imagenes para cada fase del test coincidiendo
con la onda R del electrocardiograma. Los datos se
obtuvieron en condiciones basales, después de la induccion
de la hiperemia reactiva y después de la administracion,
por aerosol oral, de 0,45 mg de nitroglicerina (Natrispray;
Procter & Gamble Pharmaceutics, France). El grado de
vasodilatacién obtenido se expresé como porcentaje en
relacién a los valores basales.

Se recolectaron las muestras de sangre y se realizaron todos
los exdmenes dentro de las 20 a 30 horas siguientes a una
sesion de didlisis, en un dia entre dos sesiones consecutivas
de dialisis.
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Controles

El grupo de control estaba compuesto por 22 individuos
normales, que no usaban ninguna medicacién y no eran
tabaquistas. Los controles se sometieron a la evaluacién
de la reactividad vascular en la arteria braquial y del estrés
oxidativo, cumpliendo con los mismos protocolos utilizados
en los pacientes.

Estadistica

Los resultados se expresan como: promedio * desviacién
estandar del promedio, mediana y porcentajes. El valor de
p < 0.05 se consider6 significativo. Las variables fueron
comparadas por los tests t de Student, ji-cuadrado y analisis
de covarianza (ANCOVA), cuando era apropiado. Las
correlaciones se verificaron por analisis de correlacion de
Pearson. Inicialmente, las siguientes variables se evaluaron
en el modelo univariante: edad; sexo; raza; duracién de la
dialisis; indice de masa corporal; presiones arteriales, sistdlica
y diastélica; hematocrito y niveles de TBARS; albimina;
colesterol total y triglicéridos. Las variables seleccionadas por
el modelo univariante se probaron entonces en el modelo
multivariante (regresién logistica) para verificar los factores
independientemente asociados con las alteraciones en la
funcién y estructura vascular. Todos los calculos se realizaron
en un programa estadistico SPSS, versién 10.0.

Resultados

La Tabla 1 muestra las principales caracteristicas
demograficas y clinicas y los valores de reactividad vascular
de los pacientes y controles. Edad, sexo, raza e indice de masa
corporal eran semejantes en los dos grupos. Por otro lado, las
presiones arteriales sistdlica y diastdlica eran mds elevadas en
los pacientes.

Reactividad vascular

Tanto la VMF, dependiente de endotelio (6,0 % + 4,3
% vs. 11,3 % = 4,5 %; p< 0,001), como la vasodilatacion
independiente de endotelio (11,9 % = 7,7 % vs. 19,1 % =
6,4 %; p< 0,001) fueron reducidas en comparacién con los
valores observados en los controles (Tabla 1y Figura 1). En
los pacientes, los valores obtenidos fueron cerca de un 50%
menores que los observados en los controles.

El estrés oxidativo, determinado por la concentracién
plasmatica de las TBARS, fue significativamente mas elevado
en los pacientes que en los controles (2,63 = 0,51 vs. 1,49
+ 0,43, p< 0,001, Tabla 1y Figura 2).

En el analisis univariante (Tabla 2), verificamos que la edad
(r=-0,365, p= 0,04) fue el Gnico predictor de la disfuncién
endotelial en los pacientes. La relacion observada fue inversa,
es decir, la vasodilatacion mediada por flujo era reducida en
proporcién a la edad. Los niveles de TBARS, asi como todas
las demas variables ensayadas, no se correlacionaron con
la VMEF. Ya la vasodilatacion independiente de endotelio,
evaluada por la respuesta el vasodilatador de accién directa,
se correlacioné Gnicamente con la VMF (r= 0,483, p< 0,
01). Este resultado sugiere que la reduccién observada en la
VMF se debi6, primariamente, a la disfuncion endotelial, y
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no solo a la incapacidad del mdsculo vascular de responder
a vasodilatadores.

Factores como sexo, raza, duracién de la didlisis, indice
de masa corporal, presiones arteriales sistélica y diastélica,
hematocrito y niveles de TBARS, albdmina, colesterol total
y triglicéridos no se correlacionaron con la vasodilatacién
dependiente e independiente de endotelio en los pacientes.
Por otro lado, haciendo uso de la totalidad de los individuos
del estudio (pacientes y controles) observamos, en el analisis
univariante (Tabla 3), que el estrés oxidativo se correlaciond
negativamente con la vasodilatacién mediada por flujo (p<
0,001) y con la vasodilatacion independiente de endotelio
(p= 0,004). Hubo también correlaciones positivas con las
presiones sistdlica y diastdlica. Sin embargo, en el andlisis
multivariante (Tabla 4, Figura 3), s6lo la vasodilatacion
mediada por flujo (p = 0,001) y la presién arterial sistélica (p
= 0,001) permanecieron en el modelo.

Discusion

El resultado mds interesante de este trabajo fue la
observacién de la relacién inversa entre el estrés oxidativo
y la vasodilatacion mediada por flujo dependiente de
endotelio. Esta correlacién, sin embargo, no se observé
cuando analizamos conjuntamente los pacientes y los
controles. En los pacientes, no detectamos correlaciones
significativas entre el estrés oxidativo y la reactividad vascular,
a pesar del estrés oxidativo ser mas elevado en los pacientes
que en los controles. Interpretamos este resultado negativo
como una consecuencia de la poca variabilidad de los
valores individuales del TBARS en torno al valor promedio
Ello puede significar que, en pacientes con ERC avanzada,
el estrés oxidativo alcanza niveles maximos y que otros
factores pasan a desempenar un papel preponderante en la
disfuncién endotelial, aunque no sea excluida necesariamente
la participacion del estrés oxidativo®. Finalmente, la ausencia
de correlacién entre el estrés oxidativo y la vasodilatacién

30,0

mFPacientes

moontroles

Vasodilatacion

Yasodilatacion mediada

por flujo independente de endotelio

Figura 1 - Vasodilatacion mediada por flujo y vasodilatacion independiente
de endotelio en pacientes con ERC (n= 22) y controles (n= 22). Diferencias
entre los grupos p< 0,001.
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Fig. 2 - Especies Reactivas al Acido Tiobarbittirico en Pacientes con ERC (n=22) y Controles (n= 22). Diferencia entre los grupos < 0,001.

Correlacion entre variables clinicas y de laboratorio, y vasodilatacion mediada por flujo y vasodilatacion independiente de endotelio

en los pacientes

Variable Vasodilatacion Medida por Flujo Vasodilatacion independiente de endotelio
r p r p
Edad (afios) - 0,365 0,04 -0,61 0,75
Sexo masculino -0,155 0,404 - 0,252 0,17
Duracién de la didlisis (meses) -0,189 0,32 -0,154 0,41
indice de masa corporal (Kg/im?) - 0,250 0,18 -0,009 0,96
Presion arterial sistolica (mmHg) -0,242 0,19 -0,148 0,42
Presion arterial diastolica (mmHg) -0,166 0,37 -0,166 0,37
TBARS* (nmoles/mL) -0,140 0,54 -0,015 0,95
Albiimina (g/100mL) -0,126 0,515 - 0,022 0,91
Colesterol total (mg/100mL) 0,027 0,885 0,020 0,91
Triglicéridos (mg/100mL) 0,046 0,805 0,304 0,10
Hematocrito (%) -0,50 0,793 - 0,058 0,76

* Especies reactivas al 4cido tiobarbittrico.

independiente de endotelio, en el anélisis multivariante,
esta de acuerdo con la hipétesis de que la reduccion de la
reactividad vascular en los individuos estudiados (pacientes y
controles) se debi, primariamente, a la disfuncion endotelial
con la participacién del estrés oxidativo™.

Otros factores también deben recordarse como posibles
responsables por la reduccién de la reactividad vascular en
nuestros pacientes. La dimetilarginina asimétrica (ADMA),
cuyos niveles son elevados en la ERC, interfiere con la
generacion de NO por inhibicién competitiva con la enzima
NO-sintasa®'?. Una inflamacién crénica, con elevaciéon de
factores como la proteina C reactiva y varias citocinas, también
ocurre en la ERC e interfiere con la funcion endotelial''? .
No obstante, no tenemos datos para verificar la participacion
de estos factores en la presente investigacion.

La disfuncién endotelial es actualmente considerada
un marcador precoz de aterosclerosis y de enfermedad
cardiovascular en general'>'°. En nuestro trabajo mostramos
que la vasodilatacién mediada por flujo estd comprometida

Correlaciones entre especies reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) con datos clinicos y variables vasculares de
pacientes y controles analizados en conjunto (n = 44)

Variable TBARS
r p
Vasodilatacion mediada por el flujo (%) -0,56 <0,001
Vasodilatacion endotelio independiente (%) -0,44 0,004
indice de masa corporal (Kg/m?) 0,35 0,84
Edad (afios) 0,05 0,74
Presion arterial sistolica (mmHg) 0,48 0,002
Presion arterial diastolica (mmHg) 0,44 0,004

en pacientes con ERC sin enfermedad aterosclerética
sistémica o coronaria. Los datos permiten especular que esta
alteracion puede ser, en parte, causada por el estrés oxidativo,
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VIMF=1626+ -3.56 s TBARS

r=-0,56 p<0,001
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TBARS (nmoles/mlL)

Figura 3 - Relacién de la VMF y TBARS

Variables asociadas a la concentracion de especies
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en el conjunto de
pacientes y controles (n= 44) (regresion logistica)

Ji-cuadrado F p
Vasodilatacion mediada por el flujo (%) 5,12 1.8 0,001
Presion arterial sistélica (mmHg) 6,85 8,6 0,001

tal como ya fue demostrado en la poblacion general'. Si
éste es el caso, maniobras destinadas a reducir o controlar
el estrés oxidativo podrian influir en el pronéstico de estos
pacientes, especialmente aquellos todavia libres de lesiones
arteroscleréticas significativas.

Este trabajo tiene algunas limitaciones. El nimero de
pacientes es relativamente pequeno, utilizamos sélo un
marcador de estrés oxidativo y no evaluamos otros factores
potencialmente involucrados en la disfuncién endotelial. No
obstante, la principal virtud del trabajo reside en el hecho
de no haber estudiado una poblacién homogénea de no
diabéticos donde la enfermedad cardiovascular fue investigada
en profundidad. Por este motivo, podemos afirmar, con
seguridad razonable, que las alteraciones observadas fueron
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