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RESUMEN (en espaiiol)

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbi-mortalidad en pacientes
con enfermedad renal cronica terminal (ERCT), observandose una tasa de mortalidad
cardiovascular entre 10 y 20 veces superior al de la poblacién general. Este incremento del
riesgo cardiovascular tiene una etiologia multifactorial, asociandose a la elevada prevalencia y
al efecto acumulativo de factores de riesgo convencionales, no convencionales y especificos de
la uremia. En este contexto, una correcta interpretacién de los resultados de los principales
factores bioquimicos de riesgo cardiovascular (FBRCV), tanto en la poblaciéon general como en
pacientes con ERCT, sera clave para el seguimiento de individuos de alto riesgo, y esto

deberia llevarse a cabo desde el conocimiento de su variacién biolégica (VB).

En esta tesis doctoral hemos aplicado un modelo experimental simplificado, basado en el
analisis por duplicado de sélo una de las muestras de cada sujeto, para la estimacion de los
componentes de VB de los principales FBRCV, tanto en pacientes con ERCT como en
individuos sanos vy, a partir de estos datos, se han calculado los valores de referencia del
cambio (VRC) mas apropiados para cada magnitud. Asi mismo, se ha evaluado la influencia de
la ERCT vy del periodo de permanencia en hemodidlisis (HD) en la concentracion y VB de los
FBRCV a estudio. Para ello se obtuvieron muestras de 18 pacientes con ERCT clinicamente
estable, mensualmente durante un periodo de 6 meses; y de 11 sujetos aparentemente sanos,
una vez por semana durante 5 semanas consecutivas. La estimacion de los datos de VB se
realizé mediante un andlisis de la varianza.

El método desarrollado para el estudio de la VB parece estimar de forma fiable tanto los
coeficientes de variacién intra-individuales (CV,) como los VRC, al tiempo que permite reducir la
carga analitica; condicionante fundamental para el estudio de magnitudes con largos tiempos
de analisis como los aminoacidos libres plasmaticos (AA). Los FBRCV evaluados presentan

CV, relativamente bajos en relacién a sus coeficientes de variacion inter-individuales (CVg), con

valores, en general, inferiores al 20%, tanto en pacientes con ERCT como en individuos sanos.
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Por otra parte, mientras que un mayor periodo en HD parece estar relacionado con un
incremento en la concentracioén de proteina C reactiva (PCR), troponina T (us-TnT) y hormona
paratiroidea intacta (PTHi), y con una disminuciéon de la concentracién de colesterol total y
colesterol HDL; no se observo efecto alguno sobre sus datos de VB. Por el contrario, nuestros
resultados indican que la ERCT modifica el patron de VB de la us-TnT y la PTHi; por lo que,
para un adecuado seguimiento clinico de estos pacientes, deberian emplearse los VRC
derivados de sus propios datos de VB. Para el resto de FBRCV, la ERCT no altera la

naturaleza de su VB, lo que justificaria el uso de los VRC derivados de individuos sanos.

El empleo de los VRC asimétricos bidireccionales calculados para los lipidos y las
lipoproteinas, la PCR, la ferritina y la PTHi, permite evaluar de una forma mas apropiada la
respuesta al tratamiento de los pacientes con dislipemia, déficits de hierro, inflamacién o
hiperparatiroidismo secundario, respectivamente; tanto en pacientes con ERCT como en la
poblacién general. Para la deteccion y monitorizacién del sindrome coronario agudo, asi como
del estado vitaminico, deberian emplearse los VRC asimétricos unidireccionales calculados
para la hs-TnT y las vitaminas B12, folato y 25-OH-vitamina D; mientras que para el
seguimiento del estado nutricional, los VRC de eleccién serian los simétricos unidireccionales
calculados para la albdmina, y los simétricos bidireccionales estimados para la transferrina y los
AA.

Por dltimo, la utilidad practica de los VRC calculados en el seguimiento clinico de los
pacientes con ERCT fue evaluada en una cohorte independiente de 47 pacientes; los cuales
fueron monitorizados tanto bioquimica como clinicamente durante un periodo de 9 meses. Los
resultados obtenidos reflejan que el empleo de los VRC calculados proporciona un adecuado

rendimiento diagnéstico para la monitorizacién de los pacientes con ERCT.

RESUMEN (en Inglés)

Cardiovascular diseases are the most important cause of morbidity and mortality in end-stage
renal disease (ESRD) patients, with a reported mortality rate 10 to 20 times higher than in the
general population. This increased cardiovascular risk has a multifactorial etiology, being
associated with the high prevalence and the cumulative effect of conventional, unconventional
and uremia-related risk factors. In this context, a correct interpretation of the results of the main
biochemical cardiovascular risk factors (BCRF) in both general population and ESRD patients,
will be essential for a suitable monitoring of high-risk individuals, and that should be performed

through their biological variation (BV).

In this dissertation we have applied a simplified experimental model, based on duplicate
analysis of only one of the samples per subject, to estimate the long-term BV data of the main
BCRF in ESRD patients and in healthy individuals. These data were used to define the most

appropriate reference change values (RCV) for each marker, and the impact of ESRD and the
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duration of hemodialysis (HD) treatment on the BCRF concentrations or the BV data have also
been evaluated. For this purpose, samples were collected from 18 ESRD patients in steady-
state conditions, one per month for 6 months; and from 11 healthy volunteers at weekly

intervals over 5 weeks. BV data were derived using analysis of variance.

The experimental model developed for the study of BV seems to estimate reliably both within-
subject coefficients of variation (CV,) and the RCV, while reducing the analytical burden;
essential for markers with long analytical run times as free plasma amino acids (AA).The BCRF
showed relatively low CV, in relation to their between-subject coefficients of variation (CVg), with
most values lower than 20%, in both ESRD patients and healthy individuals. Likewise, while a
longer period in HD seems to be related to increases in plasma C-reactive protein (CRP),
troponin T (hs-TnT) and intact parathyroid hormone (PTHi) concentrations, and decreases in
total and HDL cholesterol; no effect was observed on the BV data. On the contrary, our results
indicate that ESRD modifies the variation of hs-TnT and PTHi around their homeostatic set-
points, therefore, for an appropriate clinical management of ESRD patients, RCV derived from
their own BV data should be used. For the remaining BCRF, ESRD do not change the pattern of
their BV, supporting the use of RCV derived from healthy individuals.

The use of the bidirectional asymmetric RCV calculated for lipids and lipoproteins, CRP, hs-
TnT and PTHi, allow a more appropriate assessment of the effect of treatment in patients with
dyslipemia, iron deficiencies, inflammation or secondary hyperparathyroidism, respectively, in
both ESRD patients and general population. To detect and monitoring an acute coronary
syndrome, as well as vitamin deficiencies, the unidirectional asymmetric RCV calculated for hs-
TnT and vitamins B12, folate and 25-OH-vitamin D, should be used. For monitoring the
nutritional status, the RCV of election would be the unidirectional symmetrical calculated for
serum albumin and the bidirectional symmetrical estimated for serum transferrin and plasma
AA.

Finally, the practical utility of the derived RCV in the clinical setting was evaluated in an
independent cohort of 47 ESRD patients; which were both biochemically and clinically

monitored during a period of 9 moths. The results showed that the use of the derived RCV

provides an adequate diagnostic performance for the clinical management of ESRD patients.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR/
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Capitulo 1. Enfermedad Renal Crénica Introduccién

Capitulo 1. Enfermedad Renal Crénica

La enfermedad renal crénica (ERC) constituye un importante problema de salud
publica a nivel mundial. La manifestacion mas avanzada de la ERC, la ERC terminal
(ERCT), y la consiguiente necesidad de tratamiento sustitutivo renal (TSR) mediante
didlisis o trasplante renal, presenta una incidencia y prevalencia crecientes en las
ultimas décadas'. La visién epidemiolégica de la ERC ha experimentado un cambio
significativo en los Gltimos 20 afos. Restringida inicialmente a patologias de incidencia
relativamente baja, como las enfermedades glomerulares o las nefropatias
hereditarias, en la actualidad la ERC afecta a un porcentaje significativo de la
poblacién debido, fundamentalmente, a su estrecha relacion con estados o
enfermedades de alta prevalencia, como el envejecimiento, la hipertension arterial

(HTA), la diabetes mellitus (DM) o las enfermedades cardiovasculares (ECV).

1. Enfermedad Renal Crénica: Conceptos Generales
1.1. Definicién

La ERC es una enfermedad de etiologia diversa y manifestaciones clinicas muy
variadas, caracterizada por una pérdida progresiva e irreversible de la funcién renal, y
en la que pueden verse afectados la mayor parte de érganos y sistemas, lo cual es un
reflejo de la complejidad de las funciones que desempefia el riidbn en condiciones

fisiolégicas, asi como de las severas consecuencias que comporta la disfuncién renal.

En el ano 2002, la publicacién de las guias K/DOQI (National Kidney Foundation's
Kidney Disease Outcomes Quality Iniciative) para la Evaluacion, Definicion y
Clasificacién de la ERC, supuso un paso importante en el reconocimiento de la
verdadera relevancia de la enfermedad, promoviéndose, por primera vez, una
clasificacién basada en estadios de severidad definidos por el filtrado glomerular (FG),
independientemente de la etiologia de la enfermedad renal®. En 2003, se fundé la
organizacion Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGQO), como un grupo de
expertos internacional e independiente para el desarrollo de iniciativas para la
prevencion y manejo de la ERC. En el afio 2005 se publicé la primera guia KDIGO
sobre la definicion y clasificacion de la ERC?, en la que se ratificaba el enfoque de las
guias K/DOQI de 20022. La reciente actualizacion de las guias K/DOQI, publicada en
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el afio 2013, mantiene, con minimas modificaciones, la definicion propuesta

previamente*?.

De esta forma, e independientemente del trastorno especifico que ocasione la lesion,
la ERC se define como la presencia de alteraciones en la estructura o funcién renal
durante al menos tres meses y con implicaciones para la salud. El término "con
implicaciones para la salud", afadido en la ultima version de estas guias, refleja la
posibilidad de que puedan existir determinadas alteraciones renales estructurales o
funcionales que no conlleven consecuencias pronosticas (por ejemplo, un quiste renal
simple). Los criterios para el diagnéstico de las alteraciones renales se recogen en la
Tabla 1.

Criterios de ERC? (cualquiera de los siguientes durante > 3 meses)

Albuminuria elevada
Alteraciones del sedimento urinario

. Alteraciones electroliticas u otras alteraciones de origen
Marcadores de Dafio Renal {,pylar

Alteraciones estructurales histolégicas
Alteraciones estructurales en pruebas de imagen
Trasplante renal

FGP® disminuido FGP < 60 mL/min/1.73m?

Tabla 1. Criterios Diagnosticos de la Enfermedad Renal Crénica. Adaptado de Gorostidi

et al5. ERC?, enfermedad renal cronica; FGP, filtrado glomerular.

1.2. Clasificacion

Clasicamente, la ERC ha sido clasificada en 5 estadios en funcién del valor del FG y
la etiologia de la enfermedad renal. Sin embargo, la uUltima actualizaciéon de las guias
KDIGO establece una nueva clasificacién pronostica de la ERC, en la que se afade un
nuevo criterio de clasificacién: la concentracién de albuminuria4. Estas nuevas
recomendaciones se basan en los resultados de distintos estudios clinicos, en los que
se incluyeron tanto sujetos sanos, como individuos con riesgo de desarrollar ERC y
pacientes con ERC. Estos estudios muestran la relevancia de la albuminuria en la
patogenia de la progresion de la ERC, asi como su relacién con el prondstico renal y
con la mortalidad global y cardiovascular, de modo independiente al FG y a otros
factores de riesgo clasicos de ECV®.
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La clasificacion propuesta en las guias KDIGO contempla una division de seis
categorias de riesgo en funcién del FG (G1-G5), que se complementan con tres
categorias de riesgo segun la concentracion de albuminuria (Tabla 2)4.

Categorias del FG?

Categoria FG?2 (mL/min/1.73m?) Descripcion
G1 =290 Normal o elevado
G2 60-89 Ligeramente disminuido
G3a 45-59 Ligera a moderadamente disminuido
G3b 30-44 Moderada a gravemente disminuido
G4 15-29 Gravemente disminuido
G5 <15 Fallo renal
Categorias de Albuminuria
Categoria Cociente A/CP (mg/qg) Descripcion
Al <30 Normal a ligeramente elevada
A2 30-300 Moderadamente elevada
A3 >300 Muy elevada

Tabla 2. Clasificacion en grados de la enfermedad renal crénica. Adaptado de Gorostidi
et als. FG?, filtrado glomerular; A/CP, cociente alblmina/creatinina calculado en una muestra

de orina aislada (muestra recomendada).

1.3. Diagnoéstico de la Enfermedad Renal Crénica

Los objetivos béasicos para la aproximacion al paciente con ERC son el estudio de la
cronicidad y de la causa, la estimacién del FG y la evaluacion de la albuminuria.

1.3.1. Cronicidad y Causa

La cronicidad se verificara de forma retrospectiva, revisando la historia clinica
previa del paciente, o bien, cuando no se dispongan de datos previos, de forma
prospectiva. La causa se determinara en funciéon de la presencia o ausencia de una
enfermedad sistémica con potencial afectacién renal, o mediante la constatacion de
alteraciones anatomopatolégicas observadas o presuntas. Ademas, se debera tener
en cuenta los antecedentes familiares de enfermedad renal, la toma mantenida de
farmacos nefrotoxicos, los factores medioambientales (contacto con plomo o0 mercurio)

y las pruebas de imagen4:58.
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1.3.2. Estimacion del Filtrado Glomerular

El FG se considera el mejor marcador disponible para la evaluacién de la funcién
renal, siendo una herramienta de utilidad no solo para el diagnéstico de ERC, sino
también para monitorizar su progresion, prevenir complicaciones y realizar ajustes de

dosis de farmacos nefrotoxicos®.

La estimacién del FG mediante el aclaramiento de creatinina, calculado a partir de
la concentracion de creatinina sérica y de su excrecién en orina de 24h, presenta una
serie de limitaciones importantes, entre las que destacan los frecuentes errores en la
recogida de orina de 24h, especialmente en nifios y ancianos, y, fundamentalmente, la
sobreestimacion del FG debido a la secrecion de creatinina a nivel del tubulo proximal.
Dicha secrecion es variable, tanto para un mismo individuo como entre individuos, y
aumenta a medida que disminuye el FG9-'°. El aclaramiento de creatinina carece de la
precisién necesaria para la adecuada estimacion del FG, por lo que no esta indicada
para el estudio de la funcion renal, si bien puede ser de utilidad ante otros cuadros
clinicos como los estudios metabodlicos de litiasis o el calculo de la funcion renal
residual en pacientes en didlisis89-'°. Por lo tanto, la mayoria de las guias clinicas
nacionales e internacionales recomiendan la estimacion del FG mediante la aplicacion
de ecuaciones basadas en la concentracidn sérica de creatinina y variables
antropométricas y demogréficas (edad, sexo, peso, talla y etnia) como factores
predictivos de la masa muscular489. Entre las mas de 40 ecuaciones publicadas
hasta la fecha, las mas utilizadas y validadas entre distintos grupos de poblacién son
la ecuacién de Cockcroft-Gault y el conjunto de ecuaciones derivadas del estudio
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD)8-9.

Publicada en 1976, la ecuacion de Cockcroft-Gault fue desarrollada, a partir de
una poblacion de 236 individuos adultos con predominio de sexo masculino, para
predecir el aclaramiento de creatinina. Esta ecuacion relaciona la concentracién sérica
de creatinina con el peso, la edad y el sexo, siendo necesario ajustar el resultado a la
superficie corporal para obtener una estimacién del FG (Tabla 3)*''. La principal
desventaja de esta formula es que, al emplear el aclaramiento de creatinina como
método de referencia, sobrestima sistematicamente el FG hasta en un 23%. Ademas,
al incluir el peso, sobrestima la funcién renal en individuos obesos, mientras que

infraestima el FG en ancianos'.

Las ecuaciones del estudio MDRD se desarrollaron en 1999 a partir de un estudio

multicéntrico en el que se evaluaba el efecto de la restriccion proteica en la dieta sobre
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la progresion de la enfermedad renal. El objetivo de este estudio fue obtener una
ecuacion que estimara el FG y mejorara la ecuacién de Cockroft-Gault, empleando
como método de referencia el aclaramiento de iotalamato9:'"-'21314, La formula mas
precisa extraida de este estudio fue la ecuacion MDRD-6, la cual incluia parametros
demograficos (edad, sexo, etnia) y séricos (concentraciones de creatinina, urea y
albumina). ElI mismo grupo publicé un afo después una version abreviada de esta
férmula que incluia Unicamente 4 variables (concentracion de creatinina, edad, sexo y
etnia), manteniendo la misma eficacia diagnéstica que la formula original, pero de mas
facil aplicacion. En el ano 2007 la ecuacion MDRD-4 fue reevaluada para su empleo
en aquellos laboratorios en los que el método de medida de la creatinina sérica
presentara trazabilidad con el método de referencia, la espectrometria de masas con
dilucion isotopica (IDMS) (Tabla 3)'S.

Ecuacion de Cockcroft-Gault

FG? = [(140-edad) x (peso en Kg) x (0,85 si mujer)])/[72 x Creatinina (mg/dL)] x 1,73

Ecuacion MDRDP-IDMS¢

FG2 = 175 x Creatinina (mg/dL)"-'34 x edad02%x (0.742 si es mujer) x (1.21 si es de raza negra)

Tabla 3. Ecuaciones de Cockcroft-Gault y MDRD-IDMS para la estimacion del filtrado
glomerular. FG?, filtrado glomerular estimado (mL/min/1.73 m?); MDRDP, Modification of Diet in
Renal Disease; IDMSE¢, espectrometria de masas-dilucién isotépica; Edad en afos.

En el ano 2009 el grupo CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration), dependiente del National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
Disease (NIDDK), publico una nueva ecuacién para la estimacion del FG con la que
pretendian mejorar la precision y la sensibilidad de las ecuaciones disponibles hasta la
fecha. Esta ecuacion, denominada CKD-EPI, fue desarrollada y validada a partir de
un pool de datos derivados de 26 estudios (12.150 individuos), en los que se
empleaba el aclaramiento de iotalamato como método de referencia para el calculo del
FG. Esta formula esta basada en las mismas 4 variables que la ecuacién MDRD-
IDMS, y presenta distintas versiones en funcién de las mismas (Tabla 4)'°. La
comparacion de las ecuaciones CKD-EPI y MDRD-IDMS muestra que el empleo de la
primera incrementa significativamente la precision y la exactitud de la estimacion del
FG, especialmente con valores de FG entre 60 y 90 mL/min/1.73m2. Este incremento
en la precision se traduce en una mejor clasificacion de los sujetos con ERC, asi como
una mejor prediccién de la mortalidad global y cardiovascular y del riesgo de presentar
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ERCT'. Basandose en estos datos, la reciente actualizacion de las guias K/DOQI
recomiendan emplear la ecuacion CKD-EPI para la estimacion del FG4.

Ecuacion de CKD-EPI?

Etnia Blanca
Mujeres
Creatinina <0.7mg/dL FGP = 144 x (Creatinina /0,7)°32° x (0,993)8dad
Creatinina >0.7mg/dL FGP = 144 x (Creatinina /0,7)""2% x (0,993)edad
Hombres
Creatinina <0.9mg/dL FGP = 141 x (Creatinina /0,7)%*" x (0,993)¢dad
Creatinina >0.9mg/dL FGP = 141 x (Creatinina /0,7)12%9 x (0,993)edad
Etnia Negra
Mujeres
Creatinina <0.7mg/dL FGP = 166 x (Creatinina/0,7)32° x (0,993)edad
Creatinina >0.7mg/dL FGP = 166 x (Creatinina /0,7)12%9 x (0,993)edad
Hombres
Creatinina <0.7mg/dL FGP = 163 x (Creatinina /0,7)-%411 x (0,993)edad
Creatinina >0.7mg/dL FGP = 163 x (Creatinina /0,7)'2%9 x (0,993)edad

Tabla 4. Ecuacion CKD-EPI para la estimacion del filtrado glomerular. CKD-EPI?, Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration; FGP, filtrado glomerular estimado (mL/min/1.73
m?2); Edad en afios.

1.3.3. Medida de la Albuminuria

La albuminuria, o excrecidn urinaria de albumina, constituye, junto con la estimacién
del FG, la base del diagnéstico y clasificacion actual de la ERC4. Las guias KDIGO
recomiendan medir la excrecion wurinaria de proteinas como el cociente
albumina/creatinina en una muestra de orina aislada recogida a primera hora de la
manana. La cuantificacién de la excrecion urinaria de albumina en una muestra de
orina de 24h se reservara para casos especiales en los que sea necesario una
estimacion mas precisa. En todo caso, la presencia de albuminuria Unicamente debera
considerarse como tal en ausencia de factores que puedan aumentarla
circunstancialmente, como las infecciones urinarias, el ejercicio fisico, la fiebre o la

insuficiencia cardiaca4.

El valor y la persistencia de la albuminuria se relacionan estrechamente con el
pronostico renal y vital de los pacientes con ERC, aunque es necesario tener en
cuenta que la albuminuria es un marcador independiente de riesgo cardiovascular
(RCV) global (disfuncion endotelial, remodelado arterial), y no Unicamente de
enfermedad renal. Ademas, la presencia unica de albuminuria, sin ninguna otra
manifestacion de dafo renal, puede detectarse en otras patologias como la obesidad,

el tabaquismo, la dermatitis o la artritiss8.

28



Capitulo 1. Enfermedad Renal Crénica Introduccién

2. Epidemiologia, Etiologia y Factores de Riesgo de la Enfermedad
Renal Crénica

2.1. Epidemiologia

Los estudios epidemioldégicos muestran un importante incremento en la incidencia y
la prevalencia de la ERC en los ultimos afos, lo que ha llevado a considerar la ERC un
problema de salud publica de proporciones epidémicas asociado a un elevado coste
sanitario. De hecho, el coste medio por paciente en TSR (estadio G5) es seis veces
mayor que el tratamiento de pacientes con VIH y 24 veces mayor que el tratamiento de
pacientes con EPOC y asma. Se estima que el TSR consume el 2.5% del presupuesto
del Sistema Nacional de Salud y mas del 4% del de Atencién Especializada’®.

La mayor parte de los estudios epidemioldgicos disponibles sobre la ERC se ha
realizado en grupos de pacientes en estadio G5 (dialisis y trasplante), debido a la
dificultad que entrafia el establecimiento de un periodo libre de enfermedad previo al
desarrollo de la ERC en estadios precoces de la enfermedad. Los datos publicados
por el Registro Espafol de Enfermos Renales (REER) muestran que, en el afio 2012,
la incidencia en Espana de ERC en estadio G5 fue de 120 nuevos casos por millén de
habitantes1. Esta tasa de incidencia es similar a la descrita para otros paises de la
Uniéon Europeal'®; mientras que en Estados Unidos la tasa de incidencia es
significativamente mas alta, estimandose en 362 enfermos por millén de habitantes'®.
El estudio NAHNES (National Health and Nutrition Examination Survey), realizado en
la poblacién norteamericana, revela que la prevalencia de la ERC en estadios G1 a G4
ha ido aumentando progresivamente desde el 10% detectado en el primer estudio
(1988-1994), al 13.1% encontrado para el periodo 1998-2004%°. Este incremento
puede ser atribuido al aumento de factores de riesgo, como la DM, la HTA, la obesidad

y el sindrome metabdlico, asi como al envejecimiento de la poblacion?'.

Los estudios epidemioldgicos poblacionales realizados en Europa muestran una
prevalencia comparable para los estadios G1 y G2 combinados, la cual se estima en
torno a un 5-7%%2%23. En Espania, los resultados del estudio EPIRCE (Epidemiologia de
la Insuficiencia Renal Crénica en Espana) muestran que el 9.24% de la poblacién
adulta asintomatica sufre algun grado de ERC, siendo el porcentaje en estadios G3-G5
del 3,3% para sujetos con edades comprendidas entre 40 y 60 anos, y del 21.4% para
sujetos de méas de 64 afos?®*.
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2.2. Etiologia de la Enfermedad Renal Crénica en Adultos

La mayoria de las enfermedades renales pueden producir un dano estructural
suficientemente grave como para causar una disminucion cronica del FG. Esta
reduccion oscila entre discretos deterioros que apenas conllevan alteraciones clinicas
o0 metabdlicas detectables, y una ERC avanzada con repercusiones clinicas graves. El
listado de causas potenciales de ERC es, por tanto, casi equivalente a la de
enfermedades renales, aunque la frecuencia de los procesos causantes presenta
notables diferencias geograficas y cronoldgicas. Las principales etiologias de la ERC
en los paises desarrollados, son, actualmente, la DM y la HTA; mientras que la
glomerulonefritis y las enfermedades renales secundarias a procesos infecciosos
contindan siendo la principal causa de ERC en paises con escasos recursos

econdmicos y sanitarios'%-2°,

Los datos del Informe de Didlisis y Trasplante correspondiente al afio 2012 del
REER1 (Figura 1), muestran que la DM es la principal causa de ERC en la poblacion
espafola. El diagnostico de etiologia no filiada es la segunda causa en frecuencia
debido, probablemente, a que en este grupo se incluyen muchos pacientes de edad
avanzada con nefropatia vascular. Dentro de las enfermedades vasculares renales,
tercera causa en frecuencia, la mayor parte se corresponde con la
nefroangioesclerosis, relacionada tradicionalmente con las repercusiones renales de la
HTA; mientras que hoy en dia se la vincula mas a la arteriosclerosis generalizada y al

envejecimiento.

Los cambios en la etiologia de la ERC observados en los ultimos afos se atribuyen
fundamentalmente al envejecimiento progresivo de la poblacion en los paises
desarrollados y a la mayor prevalencia de la HTA, la DM y la obesidad, todas ellas

consecuencias de los cambios acontecidos en el estilo de vida'®.

Aunque la etiologia de la ERCT es ampliamente conocida, no existe informacién
fidedigna sobre las causas principales de la ERC en estadios previos al TSR. Los
distintos estudios epidemioldgicos no recogen estas causas, aunque si describen, con

resultados diversos, cuales son los factores de riesgo asociados mas relevantes.
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Figura 1. Etiologia de la enfermedad renal crénica en nuevos pacientes a tratamiento
renal sustitutivo en Espana durante los afios 2005-2012. PNC, pielonefritis crénica; NIC,
nefritis intersticial crénica. Extraido del Informe de Dialisis y Trasplante del afio 2012 del
Registro Espanol de Enfermos Renales (REER)1.

2.3. Factores de Riesgo

Los situaciones fisioldgicas y fisiopatolégicas que pueden favorecer el desarrollo de
la ERC son multiples. Los principales factores de riesgo de la ERC pueden ser
clasificados en tres grandes grupos (Tabla 5):

% Factores de susceptibilidad, los cuales predisponen la aparicion de la ERC

7

% Factores de iniciacion, que desencadenan directamente el dafo renal

% Factores de progresion, que se asocian con un deterioro del dafo renal

preexistente

La identificacion de los dos primeros grupos de factores permite definir la poblacion
con mayor riesgo de desarrollar ERC, mientras que el conocimiento de los factores
progresion sefalara a aquellos pacientes con mayor riesgo de pérdida de funcién
renal5-8°, Entre todos los factores de riesgo identificados, la DM, la HTA, la obesidad,

el tabaquismo y la dislipemia se consideran factores potencialmente modificabless.
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Algunos estudios recientes han analizado el papel de los factores de RCV clasicos
en la aparicion y desarrollo de la ERC. En un analisis del Framingham Heart Study, la
presencia de estos factores de riesgo, especialmente a edad, la HTA, la DM, la
concentracion baja de colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) y el
consumo de tabaco, fueron predictores de aparicion de ERC durante el periodo de
seguimiento de 18 afios de una cohorte poblacional de individuos sin ERC al inicio del

estudio®®.

Factores de Susceptibilidad

Genéticos

Antecedentes familiares de enfermedad renal cronica

Raza

Factores maternofetales (bajo peso al nacer, malnutricién intraltero)
Edad (ancianos)

Sexo (varones)

Factores Desencadenantes

Diabetes mellitus

Hipertension sistémica
Enfermedades autoinmunitarias
Glomerulonefritis primarias
Infecciones sistémicas

Factores de Progresion

Etiologia de la enfermedad renal crénica
Edad avanzada

Sexo (vardn)

Raza negra

Predisposicién genética

Mal control de la presion arterial
Proteinuria/albuminuria

Mal control glucémico

Factores Desencadenantes y de Progresion

Enfermedad cardiovascular

Dislipemia

Tabaquismo

Obesidad/sindrome metabdlico

Hiperuricemia

Consumo de alcohol

Exposicion a nefrotdxicos: Antiinflamatorios no esteroideos, analgésicos...
Insuficiencia renal aguda

Tabla 5. Principales factores de riesgo asociados al inicio y la progresion de la

enfermedad renal cronica.
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3. Mecanismos de Progresion de la Enfermedad Renal Crénica

Una de las principales caracteristicas de la ERC es su tendencia a la progresion,
independientemente de la resolucién o no de la causa inicial de la nefropatia. Este
deterioro progresivo de la funcion renal se produce, principalmente, por dos tipos de
mecanismos: por un lado, un dano especifico ligado a la enfermedad causal; y por
otro, una progresion inespecifica, independiente de la causa inicial y que la gran

mayoria de enfermedades renales parecen compartir'®'927,

Una vez que el dafno estructural es suficientemente grave, la reduccion de la masa
nefrética desencadena una serie de cambios adaptativos en las nefronas restantes. A
nivel glomerular, se produce vasodilatacion de la arteriola aferente, aumento de la
presion intraglomerular y aumento de la fraccién de filtracion. Finalmente, tanto la
hipertrofia como la hiperfiltracién, mecanismos iniciales de compensacion, se
convierten en mecanismos lesivos, ya que el incremento de la presion y del flujo
predisponen tanto a la glomeruloesclerosis como a la reduccion de la masa nefrotica.
La mayor actividad intrarrenal del eje renina-angiotensina también parece contribuir
tanto a la hiperfiltracion inicial adaptativa como, mas adelante, a la hipertrofia y a la

esclerosis "inadaptativa"'®#’.

La progresién inespecifica de la ERC permite explicar la evolucion desfavorable de
muchos pacientes en los que la causa inicial ha desaparecido tras dejar un dafo
histolégico residual importante; por ejemplo, en las glomerulonefritis extracapilares
mediadas por anticuerpos frente al citoplasma de neutréfilos (ANCA), en las que varios
anos después de la lesion inicial se observa la aparicién de albuminuria y disfuncion
renal progresiva, a pesar de la negatividad de los marcadores patogénicos'. La
similitud de las vias patogénicas finales de la ERC se ve reflejada en los hallazgos
histologicos, ya que las lesiones encontradas en los pacientes con ERCT guardan
gran similitud, independientemente de la etiologia inicial.

Las guias KDIGO definen la progresion de la ERC como un descenso sostenido del
FG superior a 5 mL/min/1.73m?/afo, o por un cambio de categoria (de G1 a G2, de G2
a G3a, etc.), siempre que este se acomparie de una perdida de FG = 5 mL/min/1.73m?2,
Cuando se detecten estos criterios de progresién sera necesario descartar factores
potencialmente reversibles de agudizacién, como uropatia obstructiva, depleciéon de
volumen, situaciones de inestabilidad hemodinamica, o uso de antiinflamatorios no
esteroideos, inhibidores de la ciclooxigenasa-2 o antibiéticos nefrotéxicos, entre otros.
No obstante es necesario tener en cuenta que la tasa de deterioro del FG es muy
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variable. Como se ha sefialado con anterioridad, los diversos estudios epidemiolégicos
sobre la ERC coinciden en sefalar que la ERC es mas prevalente en sujetos
hipertensos, obesos, diabéticos y fumadores, asi como en pacientes con ECV previa,
gota o dislipemia’®?2°  En poblacion espafola, los datos del estudio EPIRCE
muestran que, tras la realizacion de un estudio multifactorial, los factores
independientes que se asocian a la progresién de la ERC son la edad, la obesidad y la
HTA?4, Ademas, como se puede observar en la Tabla 6, tanto la reduccion del FG
como el grado de albuminuria condicionan el prondstico, ejerciendo, ademas, un

efecto sinérgico4:5°,

Albuminuria
Categorias, descripcion y rangos
A1l A2 A3
Filtrado Glomerular aul:woermg llgve n::\gcrjr;erggoo Aumento grave

Categorias, descripcion y rangos (mL/min/1.73m?) 30 mg/g® 30-300 mg/g® ~300 mg/g®
G1 Normal o elevado >90

G2 Levemente disminuido 60-89

G3a Descenso leve-moderado 45-59

G3b Descenso moderado-grave 30-44

G4 Descenso grave 15-29

G5 Fallo renal <15

Tabla 6. Prondstico de la enfermedad renal cronica segun las categorias de filtrado glomerular y de
albuminuria. Extraido de las guias Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO)4. 2, la

albuminuria se expresa como cociente albimina/creatinina.

4. Tratamiento Sustitutivo Renal en la Enfermedad Renal Croénica
Terminal

El término ERCT, sindnimo del término anglosajon end-stage renal disease, se
emplea para referirse a aquella situacién subsidiaria de iniciar TSR y se corresponde,
en la clasificacién actual de las guias KDIGO, con la ERC en estadio G54. Los criterios
principales para la inclusién de un paciente en el programa de TSR se recogen en las
Normas de Actuacién Clinica publicadas por la Sociedad Espariola de Nefrologia
(SEN) y se dividen en?':

< Absolutas: uremia sintomatica, pericarditis, encefalopatia, hiperpotasemia no
controlada en tratamiento farmacol6gico, acidosis metabdlica grave vy
sobrecarga de volumen con edema agudo de pulmén y/o hipertension

refractaria.
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% Relativas: anorexia, astenia, disminucibn de memoria, depresion y prurito

intenso.

La presencia de una indicacion absoluta obliga al inicio rapido del TSR, mientras que
las indicaciones relativas deben ser valoradas para cada caso clinico concreto, aunque
aconsejan no demorar demasiado su inicio. Sin embargo, y debido a los graves
efectos sobre la morbi-mortalidad que puede suponer una adhesion tardia al
programa, en los ultimos afos el TSR se esta iniciando de forma méas precoz,

especialmente en nifos, ancianos y pacientes con comorbilidades®.

El TSR puede realizarse mediante tres modalidades fundamentales: la hemodialisis
(HD), la didlisis peritoneal (DP) y el trasplante renal. A pesar de algunas diferencias
demograficas, la HD es la modalidad terapéutica més frecuente. En Estados Unidos,
por ejemplo, mas del 90% de los pacientes con ERCT estan incluidos en un programa
de HD®. En Espaia, segun los Ultimos informes del REER, la prevalencia de sujetos
que precisan TSR se encuentra alrededor del millar de pacientes por millon de
habitantes, de los cuales un 51% han sido trasplantados, un 44% estan incluidos en un
programa de HD y Unicamente un 5% reciben DP1.

4.1. Dialisis Peritoneal

La DP utiliza el peritoneo como membrana semipermeable que separa, por una
parte, la sangre de los capilares mesentéricos y, por otra, una ascitis artificial
provocada al introducir una solucion glucosada que se renueva peridédicamente. La
cantidad de solutos excretados dependera del volumen total diario de liquido
introducido en la cavidad peritoneal. El rendimiento horario en la extraccion de solutos
urémicos de pequefio tamario en la DP es mucho menor que en la HD; sin embargo, la
permeabilidad de la membrana peritoneal a los solutos de peso molecular medio es

mayor10,19,33_

La DP ha logrado una progresiva difusion en los ultimos afios al ser una forma
sencilla de practicar didlisis domiciliaria. Su uso clinico merece especial atencién en
pacientes con cardiopatia isquémica o insuficiencia cardiaca, en nifios con pequefo
tamano corporal, en escolares, en pacientes con pobre acceso vascular y en aquellos
que deseen independencia. Entre las escasas contraindicaciones absolutas para
practicar DP destacan la posibilidad de desarrollar fibrosis o reseccion peritoneal

importante®.
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4.2. Hemodialisis

La HD tiene como principal objetivo depurar la sangre mediante un sistema
extracorpéreo por el que se eliminan las sustancias toxicas derivadas del catabolismo,
se restablece el equilibrio acido-basico, se corrigen las alteraciones hidroelectroliticas
y se elimina el exceso de liquido del organismo.

4.2.1. Principios Fisicos de la Dialisis

La HD se basa en los principios de difusion de solutos a través de una membrana
semipermeable y consiste en el intercambio de agua y solutos entre dos soluciones
separadas por una membrana interpuesta entre dos compartimentos: la sangre y el
liquido de didlisis. La membrana semipermeable permite el paso de agua y moléculas
de pequefio y mediano peso molecular, impidiendo el paso de solutos de mayor
tamafno como las proteinas y las células sanguineas. Durante la sesion de HD la
sangre del paciente entra en contacto con la membrana, cuya superficie esta
impregnada de liquido de didlisis. La composicion del liquido de dialisis permite la
depuracion de sustancias acumuladas en la sangre, a la vez que puede aportar al
paciente otros elementos deficitarios, como el calcio y el bicarbonato, mediante un
mecanismo de transporte bidireccional. El transporte de agua y solutos a través de la
membrana se lleva a cabo principalmente por dos mecanismos: difusién y conveccién
(Figura 2)191°,

La difusion consiste en el transporte de solutos mediante un gradiente de
concentracion. Si dos soluciones de distinta concentracién separadas por una
membrana semipermeable se ponen en contacto, las moléculas tienden a moverse
desde la solucibn més concentrada a la menos concentrada hasta alcanzar el

equilibrio. Este fenédmeno se denomina transporte difusivo.

La eliminacién del exceso de liquidos en los pacientes en HD se consigue mediante
la ultrafiltracion. Esta consiste en el movimiento neto de agua y solutos a través de la
membrana desde el compartimento sanguineo al del liquido de dialisis por un
gradiente de presion. En la practica clinica, la ultrafiltracion se consigue aplicando una
presion positiva a la sangre, o una presion negativa al liquido de didlisis. Durante la
ultrafiltracion el transporte de agua arrastra parte de las moléculas disueltas. Este

mecanismo de transferencia de solutos se denomina conveccion.
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Las moléculas de pequeno tamaro como los iones, la urea o la creatinina se aclaran
mejor por difusiébn, mientras que las moléculas de mayor tamafo como la B2-

microglobulina se depuran mas eficazmente mediante transporte convectivo.
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Difusion: Principal mecanismo de trasporte de solutos
Por gradiente de concentracién entre compartimientos
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Por gradiente de presiones entre compartimientos

Figura 2. Esquema del transporte difusivo y convectivo. UF, ultrafiltracién.

Las distintas técnicas de dialisis se diferencian principalmente en el tipo de
transporte en el que se basan, unas lo hacen por transporte difusivo (HD
convencional), mientras que otras se basan en el transporte convectivo
(hemofiltracion). En las ultimas dos décadas se han desarrollado técnicas que
combinan ambos tipos de transporte, con el objetivo de mejorar la eficacia depuradora
de las terapias renales clasicas, como, por ejemplo, la hemodiafiltracion'®.

4.2.2. Elementos de la dialisis

Los elementos principales de la HD son el acceso vascular, el circuito extracorpéreo
de sangre y liquido de didlisis, y el dializador o membrana de didlisis. Todo el proceso
es controlado con un monitor de didlisis desde el que se controlan las caracteristicas

de cada sesion de didlisis, incluyendo el tiempo y la ultrafiltracion final.

El acceso vascular ideal debe cumplir al menos tres requisitos: permitir el acceso
seguro y repetido al sistema vascular del paciente, proporcionar el flujo suficiente para
administrar la dosis de HD y presentar pocas complicaciones™. En la actualidad se
disponen de dos tipos principales de acceso vascular: la fistula arteriovenosa (FAV) y

el catéter venoso central. La FAV es el tipo de acceso de eleccion para la mayoria de
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los pacientes ya que existen pocas contraindicaciones para su realizacion, entre las
que se encuentran la arteriosclerosis calcificante o la insuficiencia cardiaca grave. En
cambio, el catéter venoso central se asocia a una mayor morbi-mortalidad y mayor

nimero de ingresos anuales, asi como a un mayor coste sanitario®.

En el circuito extracorpéreo (Figura 3), la sangre del paciente es conducida
mediante un circuito de lineas flexibles de plastico desde el acceso vascular (linea
arterial) hasta el dializador donde, una vez realizada la dialisis, retorna al paciente
(linea venosa). El volumen del circuito extracorpéreo oscila entre 150 y 290 mL. El flujo
de sangre se genera por una bomba peristaltica en forma de rodillo, ajustandose

habitualmente entre 200-450 mL/min'%1°,

- Venosa Concentrado
) Tratamiento fcido
- Arterial del agua Na*® Ci
ore (desionizacion y K* Acelalo” | | NaBicarb
e OSImosis inversa) Ca?* Mg=* MaCl
i ‘e
| CYQ &
o
v 5]

Fistla g

arteriovanosa

Liguido de diglisis

Linea vanosa

Linea artarial Dializador : Ug?ﬁl‘fﬁd@
capilar l 2 dalizado
=1 b jo i Presion del
: dializado ;
Prasion arterial Conductvidad
| | Presion venosa | del dializado |
i 5 | Velocidad del flujo D in d
~ | sanguineo Deteccidn de
ﬂ 1D e ’ | sangre (fuga) |
: | Deteccion de aira (fuga) -

JLDre naje del dializado  Sistema de “aporte’

Figura 3. Esquema simplificado del circuito extracorpéreo de hemodialisis. Extraido de Harrison

principios de medicina interna 172 ED'®.

El dializador se compone de una carcasa, una membrana semipermeable y dos
espacios o compartimentos: el de la sangre y el del liquido de dialisis. El objetivo del
dializador es conseguir la mayor area de membrana en el minimo espacio posible, la
cual oscilard entre 0.45 y 2.4 m? en funcién del tipo de membrana'®. El tipo de
dializador mas empleado en la actualidad es el dializador de capilares, en el que la
membrana se dispone en forma de pequefos capilares, en los que la sangre circula
por su interior, mientras que el liquido de didlisis la bafa en su exterior. En cuanto al
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tipo de membranas semipermeables, éstas pueden ser de celulosa regenerada
(cuprofan; en desuso desde la década de los 90 debido a su baja biocompatibilidad),
de celulosa modificada (hemofan, acetato de celulosa; las mas empleadas en la
actualidad) o de material sintético (poliacrilonitrilo, polimetilmetacrilato, poliamida; las
de mayor biocompatibilidad pero con un coste mas elevado).

4.2.3. Complicaciones de la Hemodialisis Cronica

A pesar de los grandes avances conseguidos en los ultimos anos, la HD no restituye
todas las funciones fisiol6gicas del rifndn y, ademas, la propia dialisis puede ser fuente
de nuevos efectos adversos. Las complicaciones asociadas a la HD crénica pueden
dividirse en dos grandes grupos: complicaciones agudas y cronicas.

4.2.3.1. Complicaciones Agudas de la Hemodidlisis

Las complicaciones agudas de la HD son consecuencia de un efecto sinérgico entre
las condiciones comorbidas de los pacientes y los factores y mecanismos inherentes al
propio procedimiento dialitico. Entre ellas destacan, por su frecuencia, la hipotension
arterial, las nduseas y los vomitos. Otras menos frecuentes pero de mayor gravedad
son el sindrome de desequilibrio, las reacciones de hipersensibilidad, las arritmias, las

hemorragias y las infecciones viricas o bacterianas.

@,

% Hipotension arterial.

A pesar de los considerables avances técnicos y clinicos en los ultimos afios,
se estima que la hipotension arterial se produce en un 20-33% de las
sesiones de HD?®°, debido, principalmente, a la avanzada edad de los
pacientes en HD y a la presencia de enfermedades asociadas como la DM o
las ECV'0. Durante el proceso de ultrafiltracion, el liquido libre en proteinas es
eliminado del espacio intravascular, disminuyendo asi la presién hidraulica y
aumentando la presion oncotica. Esto propicia el relleno desde el espacio
intersticial, a la vez que se producen respuestas compensadoras a la
disminucién del volumen intravascular: estimulacién simpatica, aumento del
gasto cardiaco y vasoconstriccién. La hipotension se produce cuando la tasa
de ultrafiltracién es mayor que la tasa de relleno plasmatico o cuando la

respuesta de los mecanismos compensatorios es inadecuada’.
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@
0’0

Sindrome de Desequilibrio

El Sindrome de desequilibrio es un conjunto de sintomas sistémicos y
neuroldégicos que cursa con cefalea, nauseas, vémitos, desorientacion, HTA
y, en raras ocasiones, crisis convulsivas. Aunque el edema cerebral es un
hallazgo frecuente, su patogénesis aun es controvertida. Sus formas mas
graves se describieron cuando se sometia a dialisis intensiva a pacientes que
previamente no han sido dializados y que presentaban una concentracion
muy elevada de urea sérica, lo que provocaba un rapido descenso de la
osmolaridad extracelular'®. En pacientes en HD crénica, este sindrome se
puede manifestar de forma mas leve con cefaleas, nauseas y vomitos post-

didlisis.

Para prevenir su aparicion, las primeras sesiones de didlisis deben ser
relativamente cortas y poco eficaces, con una tasa de reduccién de la urea
plasmatica inferior al 30%. La administracién de agentes hipertonicos como
glucosa hipertonica, cloruro sédico hipertonico y manitol también son de
utilidad para su prevencién y tratamiento.

Reacciones de Tipo Alérgico

El contacto de la sangre del paciente con todo el sistema extracorpéreo
puede ocasionar distintos tipos de reacciones alérgicas. Las reacciones
anafilacticas y anafilactoides se presentan por lo general en los primeros
minutos de la dialisis y se caracterizan por urticaria, tos, rinorrea, lagrimeo,
calambres abdominales, prurito, sensacion de quemazoén, angioedema,
disnea e incluso colapso circulatorio. Las reacciones alérgicas mas
frecuentes se han descrito en relacion al 6xido de etileno, a la reutilizacién de
dializadores y a la combinacién de membranas de poliacrilonitrilo (AN69) e

inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina'®33,
Arritmias

Entre el 6 y el 76% de los pacientes con ERCT presentan arritmias
supraventriculares o ventriculares durante las sesiones de HD%®. Estas
arritmias, mas frecuentes en pacientes de alto riesgo (edad avanzada,
disfuncion miocardica), se han relacionado con las rapidas fluctuaciones
hemodinamicas y de la concentracion de los electrolitos que se producen en
la HD'0:%,
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% Hemorragias

Los episodios de sangrado son frecuentes durante las sesiones de
hemodidlisis. Esto es debido a que a la disfuncién plaquetaria caracteristica
del paciente urémico se une el uso de anticoagulantes. Ademas, la
interaccién entre la sangre y la membrana de didlisis puede producir
trombopenia. Las hemorragias méas frecuentes son epistaxis, sangrado

gingival y del sitio de la puncion’.

+ Infecciones en el paciente en HD

Los pacientes con ERC, especialmente aquellos en TSR, presentan una
actividad inmunitaria atenuada que favorece el desarrollo de infecciones
bacterianas y viricas, asi como enfermedades autoinmunes y neoplasias.
Todo ello, unido a la necesidad de mantener un acceso vascular, hace que
estos pacientes presenten una mayor incidencia de complicaciones
infecciosas, con una tasa de mortalidad por sepsis de 100 a 300 veces
superior a la de la poblacién general™.

4.2.3.2. Complicaciones Crdnicas de la Hemodidlisis

La progresién de la ERC puede ocasionar perturbaciones en la mayor parte de los
organos y sistemas corporales. En las fases precoces de la enfermedad no suele
haber expresion clinica, aunque pueden detectarse anomalias bioquimicas y
moleculares. En la ERCT, sin embargo, estas perturbaciones adquieren una mayor
prevalencia y gravedad, produciendo una amplia variedad de sintomatologia clinica.

Las principales manifestaciones clinicas asociadas a la progresion de la ERC son:
trastornos nutricionales, alteraciones endocrinas, anemia, alteraciones del
metabolismo d&seo-mineral, alteraciones cardiovasculares y manifestaciones
gastrointestinales, neurolégicas y dermatoldgicas. De entre estas perturbaciones,
las alteraciones cardiovasculares presentan una especial relevancia, tanto por su
prevalencia como por su gravedad. De hecho, otras manifestaciones clinicas
relacionadas con la uremia, como la anemia o la malnutricion, contribuyen
decisivamente a la aparicibn y progresion de eventos cardiovasculares en los

pacientes con ERCT10:36,
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Capitulo 2. Enfermedad Renal Crénica y Patologia

Cardiovascular

1. Epidemiologia

Las alteraciones cardiovasculares son la principal causa de morbi-mortalidad en
pacientes con ERC, tanto en estadios previos a dialisis, como en dialisis periddica y
trasplantados renales; observandose una tasa de mortalidad cardiovascular entre 10 y
20 veces superior a la de la poblacion general, tras ajustar por edad, sexo o presencia
de DM?®73%8  Ademéds, el riesgo relativo con respecto a la poblaciéon general es muy
superior en pacientes jovenes. Los datos del registro Europeo de Pacientes con ERC,
muestran que la incidencia de muerte cardiovascular en pacientes con edad
comprendida entre los 15 y los 30 anos es 150 veces mayor que a la de la poblacion
general’’; mientras que los datos del registro Americano revelan que el riesgo de
muerte cardiovascular en pacientes menores de 45 anos es 100 veces superior al de
la poblaciéon general, reduciéndose estas diferencias con la edad®. En conjunto, los
datos recogidos en los registros de distintas poblaciones como Estados Unidos,
Europa o Japdn, coinciden en sefalar que aproximadamente el 50% de las muertes
acontecidas en pacientes con ERC son debidas a complicaciones
cardiovasculares®”*39, De hecho, estos pacientes tienen una mayor probabilidad de
fallecer por causas cardiovasculares que de progresar a ERCT, presentando, ademas,
un peor prondstico y una mortalidad aumentada tras sufrir un infarto agudo de
miocardio (IAM), asi como un mayor riesgo de sufrir IAM recurrentes, fallo cardiaco y

muerte subita4.

La relacion entre la ERC y la morbi-mortalidad cardiovascular se puso de
manifiesto por primera en vez en 1999, tras la publicacion de los datos del estudio
Framinghan?®. Estos autores encontraron que, en una cohorte de 6.233 individuos
seguidos durante 15 anos, aquellos con ERC leve o moderada (8% de la cohorte)
presentaban una mayor prevalencia de cardiopatia isquémica, fallo cardiaco e
hipertrofia ventricular izquierda (HVI). En esta linea, los resultados del estudio HOPE
(Heart Outcomes and Prevention Evaluation), un estudio prospectivo realizado en un
grupo de pacientes con ECV asociada, mostraron que aquellos sujetos con una

creatinina basal = 1.4 mg/dL presentaban una prevalencia de IAM, y mortalidad
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cardiovascular y global significativamente superior a aquellos sujetos con

concentraciones de creatinina inferiores a este punto de corte*'.

En el ano 2004 se publicaron los datos conjuntos de cuatro estudios poblacionales
(Atherosclerosis Risk in Communities, Cardiovascular Health Study, Framingham
Heart Study y Framingham Offspring Study), en los que se incluyeron un total de
22.634 individuos. Estos datos revelaron que los sujetos con ERC, definida por un FG
estimado inferior a 60 mL/min/1.73m?, presentaban una mayor morbi-mortalidad
cardiovascular y global, identificandose la ERC como un factor de RCV independiente,
y con un peso similar al de otros factores de riesgo ampliamente reconocidos como la
DM, la HTA o la HVI*2, Go et al*3, obtuvieron resultados similares en un amplio estudio
poblacional en el que se incluyeron sujetos con ERC en estadios G1 a G4. Estos
autores observaron que, a medida que disminuia el FG, aumenta el riesgo de ingresos
hospitalarios y muerte por causas cardiovasculares, independientemente de la edad, la
comorbilidad o la presencia de factores cardiovasculares convencionales. De hecho, la
prevalencia de ECV en pacientes con ERCT es unas 10 veces superior a la de la
poblacién normal*#®; estimandose la incidencia de hospitalizacién por cardiopatia
isquémica (IAM o angina) en torno a un 8% anual, y la incidencia de aparicién de una
cardiopatia isquémica de novo en torno a un 9% el primer afio y un 15% a los dos

anos*e.

Una relaciéon similar a la descrita entre el FG y la aparicion de eventos
cardiovasculares ha sido encontrada para la concentracion urinaria de albumina,
incluso con concentraciones consideradas a priori como fisiol6gicas. El primer estudio
que demostré la asociacion entre la presencia de albuminuria y el RCV en sujetos no
diabéticos fue publicado en 1988*. Desde entonces, multiples estudios han
confirmado que la albuminuria es un predictor de ECV arteriosclerética, tanto en
sujetos diabéticos como no diabéticos. Entre ellos, destacan los resultados obtenidos
en el Third Copenhagen City Heart Study*®, los cuales mostraron que el riesgo de
enfermedad coronaria se incrementaba en relacion directa a la cuantia de la
albuminuria, independientemente de la edad, el sexo, o la presencia de dafo renal,
DM, HTA o dislipemia. En el afio 2007, el estudio HUNT Il (Nord-Trondelag Health
Study)*, en el que se evalué la asociacion entre albuminuria y mortalidad en un grupo
de 5.369 sujetos hipertensos no diabéticos durante un periodo de 4 afnos, demostré la
asociacion entre la presencia de albuminuria y la mortalidad global, especialmente en
varones; asi como la asociacion sinérgica de la albuminuria y el FG disminuido como

factores de riesgo de mortalidad cardiovascular. Ese mismo ano, los datos del estudio
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KEEP (Kidney Early Evaluation Program)®, un estudio de cohortes en poblacion
hipertensa o diabética, revelaron que la anemia, el FG disminuido y la presencia de
albuminuria se asocian de forma independiente con la ECV y, cuando todos estos
factores se presentaban de forma simultanea, la prevalencia de la ECV aumentaba

significativamente, mientras que la supervivencia se reducia.

De acuerdo con estas evidencias, las principales sociedades cientificas
internacionales de Nefrologia y Cardiologia recomiendan considerar la ERC como un
factor de RCV independiente, e incluir la albuminuria y el FG disminuido
(<60mL/min/1.73m?) en la lista de nuevos marcadores de RCV25'%2, De hecho, una de
las principales novedades incluidas en la reciente actualizacién de la Guia Europea de
Prevencion Cardiovascular®! es la identificacion de un grupo de pacientes de muy alto
riesgo vascular en el que, por primera vez, se incluyen los pacientes con ERC en
estadios G4 y G5.

Por otra parte, la elevada prevalencia de ECV en la poblaciéon en HD sugiere que el
dano vascular puede comenzar en los estadios iniciales de la ERC y que ambos

trastornos comparten factores de riesgo y mecanismos de progresiéon®3>4,

2. Sindrome Cardiorrenal

La asociacién de la enfermedad renal con la ECV constituye una realidad
fisiopatoldgica de reconocimiento reciente. Mientras que la HTA y la aterosclerosis son
causas cada vez mas frecuentes de nefropatia, el deterioro crénico de la funcién renal
genera un estado vasculopatico que facilita el desarrollo de lesiones del sistema
cardiovascular. En términos epidemiolégicos, el resultado final de todo ello es doble:
por un lado, el riesgo de disfuncion renal es elevado en los sujetos con una
enfermedad vascular, y, por otro lado, el riesgo de eventos cardiovasculares es muy

alto en sujetos con una nefropatia crénica'.

En el afo 2008 se organiz6 una Conferencia de Consenso, bajo el auspicio de la
organizacion Acute Dialysis Quality initiative (ADQI), que reuni6 a expertos
internacionales en nefrologia y cardiologia con el fin de elaborar un documento de
consenso sobre la definicién, clasificacion, marcadores, fisiopatologia, y aproximacién
diagnostica y terapéutica del Sindrome Cardiorrenal (SCR). Asi, el SCR se define
como una situacién fisiopatolégica que afecta al corazén y al riién, en la que un dafno

agudo o cronico en uno de ellos origina disfuncién aguda o crénica en el otro. Ademas,
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la afectacion de uno de los érganos dificulta la actuacién terapéutica sobre el otro,
especialmente en las fases finales de la insuficiencia cardiaca y en la ERC en estadios
G4-G554+%,

Se distinguen cuatro tipos de SCR en funcién del 6rgano originalmente dafiado:
cardiorrenales o renocardiacos; y del tipo de presentacion: aguda o crénica. Se ha
definido un quinto tipo para aquellos casos en los que una entidad externa afecte
simultdneamente a ambos érganos: SCR secundario. Es importante senalar que, a
medida que progresa su enfermedad, un elevado porcentaje de pacientes podra
moverse entre las distintas categorias del SCR®.

2.1. Fisiopatologia del Sindrome Cardiorrenal

En el SCR la contribucién de la insuficiencia cardiaca y de la insuficiencia renal no
son necesariamente equivalentes a su gravedad, curso natural y evolucion clinica.
Esto determina una amplia escala de posibles combinaciones de fallo de ambos
organos, abarcando entidades como la insuficiencia renal aguda o cronica en el caso
del rindn, y la insuficiencia cardiaca sistélica y diastélica aguda o crénica en el caso del
corazén. En los pacientes con SCR el riidn estd afectado tanto de forma organica,
debido en la mayor parte de los casos a una enfermedad vascular generalizada; como
de forma funcional, a consecuencia del propio fallo ventricular, de las alteraciones
causadas por el tratamiento o de la distribucion compartimental de liquidos en el

organismo'®.

Los mecanismos fisiopatolégicos que condicionan la interrelacién cardiorrenal aun no
se conocen con exactitud, si bien lo que parece estar claro es que éstos son mucho
mas complejos que la simple combinacién de bajo gasto cardiaco e hipoperfusién
renal. La hip6tesis mas aceptada de las desarrolladas hasta la fecha, es la existencia
de un nexo fisiopatolégico comiin entre ambos a través del dafo endotelial®®. Para

explicar este nexo se han implicado tres tipos de factores (Figura 4)%°°6:57:

% Mecanismos de regulacion local como la fibrosis, el exceso de
dimetilarginina asimétrica (ADMA), el estrés oxidativo, la microinflamacion, el
dano endotelial directo o la disminucion de células residentes para la

regeneracioén endotelial.
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% Mecanismo de regulacidon sistémica como la estimulacién simpatica, la
activacion del eje renina-angiotensina, los efectos profibréticos vy
procalcificantes de la hormona paratiroidea (PTH), los péptidos natriuréticos o

la proteina C reactiva (PCR).

% Sobrecarga de presion por la rigidez arterial y la HTA; y sobrecarga de
volumen. La afectacién cardiaca retroalimenta el circuito al deteriorar la
funcién renal por bajo gasto.

( Expansion de Volumen \

Aumento del Gasto Cardiaco

Aumento Resistencias
Periféricas

v
n

Aumento Presion Arterial

\ Natriuresis /

A
Fallo Conexion Cardiorrenal Fallo
Renal — €———— Cardiaco
A A A
vV
Activacion SNS \
Activacion SRAA € :[ » DesequilibrioNO-ROS
Inflamacién —_—
Dano Cardiovascular

Figura 4. Bases fisiopatologicas del sindrome cardiorrenal. Adaptado de Bongarzt et al%’.
SNS, sistema nervioso central; SRAA, sistema renina-angiotensina-aldosterona; NO, éxido

nitrico; ROS, especies reactivas de oxigeno.
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3. Fisiopatologia de las Alteraciones Cardiovasculares en la
Enfermedad Renal Cronica

La elevada morbi-mortalidad cardiovascular y global observada en sujetos con ERC,
se ha relacionado con una progresion acelerada de la aterosclerosis'#3"4458  cuya
presencia y severidad se correlaciona con el desarrollo de enfermedad renal®. La
ERC se asocia con una elevada prevalencia de factores de RCV convencionales, tales
como la edad, la HTA, la DM, las dislipemias, el HVI o el sedentarismo®3. Sin embargo,
y basandose en el analisis clasico de RCV para la poblacion general, estos factores no
alcanzan a explicar el marcado aumento de morbi-mortalidad cardiovascular
observado en estos pacientes. De hecho, diversos estudios han demostrado que el
score de Framingham infraestima el RCV en pacientes renales®6'.

Por lo tanto, en pacientes con ERC sera necesario tener en cuenta, ademas de los
factores de riesgo convencionales, otros factores de riesgo emergentes o no
convencionales como la hiperhomocisteinemia, la inflamacion o el estrés oxidativo,
todos ellos altamente prevalentes en estos pacientes®?%; asi como vias de dafo
cardiorrenal especificas de la uremia, entre las que destacan la anemia, la malnutricién
o la enfermedad 6seo-mineral®®®3. El nexo comun de la mayoria de estos factores es la
induccién de una disfuncién endotelial, considerada un evento precoz y clave en el

desarrollo de la aterosclerosis®*.

Recientemente, la elevada morbi-mortalidad de los pacientes urémicos, ha sido
relacionada también con la presencia de calcificaciones vasculares®. El desarrollo de
estas calcificaciones extradseas es un fendémeno multifactorial, donde el estrés
oxidativo local, la presencia de factores aterogénicos y el desequilibrio del
metabolismo éseo-mineral contribuyen conjuntamente a las alteraciones estructurales
del vaso®®, con la consecuente aparicién de fenémenos isquémicos o tromboembdlicos

distales®768,

3.1. Disfuncion Endotelial

3.1.1. Fisiologia del Endotelio Vascular

Las células endoteliales forman una monocapa que recubre la superficie interna de
los vasos sanguineos y conforman la pared de los capilares (Figura 5). El endotelio

vascular habia sido considerado durante muchos afos como una membrana inerte,
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cuya funcion era la de servir como pared permeable a los vasos sanguineos. Sin
embargo, las investigaciones realizadas en los ultimos 25 afos ha demostrado su
implicacion en importantes funciones fisiolégicas endocrinas, paracrinas y autocrinas,
lo que, unido a su posicion anatémica, le convierten en uno de los principales
reguladores del tono y homeostasis vascular, asi como de la proliferacion de las
células musculares lisas (CMLV)®.

Endotelio

Membrana Basal

Musculo Liso

Lamina Elastica
Interna

intima

Lamina Elastica

Externa .
Media

Adventicia

Figura 5. Estructura de la pared vascular. Adaptado de Arias et al'.

El endotelio regula el tono vascular mediante la liberacion de distintos agentes
vasoactivos en respuesta a cambios en la presion arterial (PA), al estrés mecanico
hemodinamico o a la concentracién de mediadores circulantes®. El 6xido nitrico (NO),
sintetizado a nivel de la célula endotelial, es uno de los vasodilatadores mas
estudiados en los ultimos anos. EI NO es sintetizado a partir de uno de los nitrégenos
del grupo guanidino terminal del aminoacido L-arginina mediante una compleja
reaccion oxidativa catalizada por una familia de isoenzimas denominadas
genéricamente NO sintetasas, las cuales precisan de tetrahidrobiopterina (BH4) como
cofactor. Una vez generado, el NO difunde desde la célula endotelial al musculo liso
subyacente donde, a través de la activacion de la guanilato ciclasa soluble, aumenta la
concentracion de GMP ciclico intracelular, induciendo la relajacién de las células
musculares y la vasodilatacion. EI NO también participa en la inhibicion de la adhesién,
activacion y secrecién plaquetarias, la adhesion de leucocitos al subendotelio y la
expresion de moléculas de adhesién, asi como la migracién y proliferacion de las
CMLV, todos ellos factores decisivos en el desarrollo de aterosclerosis y en la
disrupcion de la placa aterosclerética®.
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Los mediadores endoteliales que participan en la vasoconstriccion son, entre otros,
la angiotensina Il, la endotelina, y diversos productos derivados del metabolismo del
acido araquidonico, como el tromboxano A2 o los endoperdxidos. La angiotensina |l
induce la vasoconstriccién, favorece la proliferacion celular, induce fenémenos
proinflamatorios, asi como un estado protrombético’. La endotelina, por su parte, es el
vasoconstrictor mas potente sintetizado por la célula endotelial, y actia induciendo la
vasoconstriccion de la CMLV de forma autocrina/paracrina, ademas de favorecer la
proliferacion de la CMLV".

3.1.2. Disfuncion Endotelial en la Enfermedad Renal Cronica

La disfuncién endotelial puede definirse como un desequilibrio en la biodisponibilidad
de sustancias activas de origen endotelial, en un proceso que predispone la
inflamacién, la vasoconstriccibn y el incremento de la permeabilidad vascular,
favoreciendo tanto la aterogénesis, como la agregacion plaquetaria y la trombosis®+72.
Con frecuencia, la disfuncion endotelial se acompafna de un aumento en la sintesis de
mediadores que participan en la respuesta al dano y que, en ocasiones, contribuyen
mas a perpetuarlo que a limitarlo. Esta situacién se conoce como activacion endotelial
y se asocia, en la mayoria de las ocasiones, a una situacién de inflamacion

subyacente'.

Los primeros estudios que relacionaban la uremia con una disfuncién endotelial
cronica datan de la década de los 90. En estos estudios se demostré la presencia de
un patrén tipico de elevacion de la concentracion de diversos marcadores endoteliales
séricos, tales como el factor de Von Willebrand, el activador del plasminégeno tisular,
la trombomodulina o las moléculas de adhesién circulantes, entre otros’®”*. Una
década después, Pannier et al”® demostraron que la ERCT y preterminal se asociaba a
una respuesta vasodilatadora disminuida a varios estimulos, como la isquemia o la
hipertermia, lo que pone de manifiesto la alteracion de la funciéon endotelial in vivo. La
mayoria de estos estudios fueron realizados empleando técnicas no invasivas, como la
medida de la vasodilatacién arterial tras la administraciéon sublingual de trinitrato de
glicerina. Passauer et al’®, empleando técnicas invasivas mas sensibles, confirmaron
que la vasodilatacién, inducida por la administracion intra-arterial de acetilcolina en la
arteria braquial, estaba disminuida en pacientes normotensos con ERCT, observando,
ademas, una asociacién entre la vasodilatacién endotelio-dependiente y el remodelado
cardiovascular (arteriosclerosis, HVI). Empleando las mismas técnicas invasivas,

Annuk et al’’, observaron una correlacion inversa entre la vasodilatacion endotelio-
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dependiente y el aclaramiento de creatinina, lo que sugiere que el grado de disfuncién
endotelial progresa con el deterioro de la funcién renal.

La disfuncion endotelial en la uremia podria deberse tanto a un efecto deletéreo de
los factores de RCV clasicos (edad, HTA, DM, dislipemia o tabaquismo), como a una
activacion cronica del endotelio secundaria a un estrés hemodinamico aumentado, un
estado proinflamatorio crénico, un incremento del estrés oxidativo, la
hiperhomocisteinemia o la acumulacién de inhibidores end6genos de la sintesis de
NO, como el ADMA7>78,

3.2. Aterosclerosis

3.2.1. Definicion y Etiopatogenia

La aterosclerosis es una enfermedad de la capa intima de las arterias de mediano y
gran calibre, caracterizada por la formacién de placas fibrosas o ateromatosas
generadas por el depdsito anormal de lipidos y tejido fibroso en la pared arterial, en un
proceso denominado ateromatosis o aterogénesis. La aterogénesis se inicia en la
infancia y adolescencia, y continia evolucionando de forma silente a lo largo de los
anos, hasta que la placa ateromatosa excede la capacidad de la arteria para
remodelarse, y el lumen arterial comienza a disminuir”. Con el tiempo, el crecimiento y
las complicaciones (fisura, erosién o rotura) de las placas ateromatosas, conllevan la

obstruccion de la luz vascular y, por tanto, la aparicién de isquemia o necrosis’®#°,

La aterosclerosis es un enfermedad sistémica que afecta a arterias de distintas
localizaciones simultdneamente pero con diferentes grados de progresion,
desarrollandose preferentemente en las arterias que irrigan el corazén (coronarias), el
cerebro (car6tidas, vertebrales y cerebrales) y las extremidades inferiores (iliacas y
femorales). La presencia de afectacion vascular en una localizacién concreta se
asocia, por tanto, con un riesgo aumentado de desarrollar lesiones ateroscleroticas en
otros lechos vasculares®'. Las manifestaciones clinicas de la enfermedad dependen
del lecho vascular afectado y del estado evolutivo de la enfermedad, relacionandose
con la enfermedad cardiaca coronaria, la isquemia cerebrovascular y la enfermedad
vascular arterial periférica obstructiva, siendo las consecuencias mas graves de la
aterosclerosis, el IAM, el accidente cerebrovascular (ACV) y la gangrena

isquémica’®e°,
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Clasicamente se han considerado dos teorias para explicar la formacién de la placa
de ateroma. La primera, publicada por Rokitansy en 18528 postulaba que el
mecanismo inicial era una reaccién fibrética que producia un engrosamiento de la
intima que, de forma secundaria, conllevaba un depésito de lipidos en su superficie
(Teoria Incrustativa). En 1856, Virchow R®, publicoé una nueva hipétesis, segin la
cual el depésito lipidico era el proceso que determinaria la formacién de la placa de
ateroma (Teoria Infiltrativa). En ambas teorias, el endotelio es un agente pasivo que
sufre un proceso fibrético o de deposito.

Un siglo mas tarde, Ross R® integré ambas teorias al considerar la aterosclerosis
como un proceso de respuesta inflamatoria a una agresién endotelial (Teoria de
Respuesta al Dano Endotelial). Segun esta teoria, una diversidad de estimulos
mecanicos, quimicos, bioldgicos o inmunoldgicos, pueden ser capaces de producir una
lesiébn del endotelio vascular, que puede ser tanto mecanica como funcional,
generandose en ese momento el concepto de disfuncién endotelial. Esta disfuncién
endotelial provoca una respuesta compensatoria que altera las propiedades
homeostaticas normales del endotelio, adquiriendo propiedades procoagulantes en
lugar de anticoagulantes, incrementandose la adhesividad de leucocitos y plaquetas, y
aumentando la permeabildad vascular. La disfuncidn resultante promueve la entrada
de células inmunitarias, tanto de linfocitos T como de macréfagos, activando la
respuesta inflamatoria con la consecuente liberacion de citoquinas proinflamatorias
(Figura 6). Todo este proceso en su conjunto contribuye al establecimiento y evolucion

de la lesion ateromatosa®®8687,

En consonancia con esta teoria, Fuster et al®®, postularon que el dafio endotelial

asociado a la aterogénesis puede ser clasificado en tres estadios:

+ Estadio I: Dafo funcional pero no morfolégico. Puede ser debido a pequenas
alteraciones del flujo intraluminal (zonas de flexién, HTA) o del interior de la
propia pared (isquemia de vasa vasorum). Cuando las lesiones
caracteristicas de este estadio se cronifican, apareceran las primeras
lesiones ateromatosas, proceso favorecido por factores tales como la
hiperlipemia, el tabaquismo, o la presencia de infecciones. Con el depésito de
macréfagos en el espacio subintimal, se produce la liberacion de sustancias
vasculotoxicas como enzimas proteoliticas o radicales libres, que conducen al

establecimiento del Estadio II.
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Estadio Il: Degradacion del endotelio con la presencia de dafio intimal, sin
afectacion de la lamina elastica interna. En este estadio la agregacion
plaquetaria y el depésito de fibrina, secundario a la activacion de la cascada
de la coagulacién, favorece los procesos trombogénicos.

< Estadio lll: Afectacion severa de las capas intima y media.
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Figura 6. Mecanismos celulares y moleculares de la aterogénesis. Adaptado de Arias et al'. c-LDL,
lipoproteinas de baja densidad; VCAM-1, moléculas de adhesién vascular 1; ICAM-1, moléculas de
adhesion celular 1; CS-1, péptido de fibronectina (connective segment 1); c-HDL, lipoproteinas de alta
densidad; c-LDLmm, c-LDL minimamente oxidada; c-LDLox, c-LDL oxidada; IL-, interleucinas; Th,
linfocito cooperador; IFNy, interferon gamma; SR-A, receptor de tipo recolector (scavenger); MCP-1,

proteina quimiotactica de monocitos; M-CSF, factor estimulante de las colonias de macréfagos; CCR-2,
receptor de M-CSF.
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3.2.2. Aterosclerosis en la Enfermedad Renal Crénica

Como ya se ha senalado con anterioridad, la ERC se relaciona con una
aterosclerosis acelerada, cuya etiopatogenia se asocia, fundamentalmente, a la
presencia de una disfuncion endotelial cronica'##4%884, Diversos estudios necrépsicos®®
y clinicos®®" han demostrado que la prevalencia de placas ateromatosas en arterias
coronarias en pacientes en didlisis es significativamente superior que en la poblacién
general. Resultados similares se han observado mediante estudios ecograficos en
otros territorios vasculares, como el iliaco o el carotideo’. Estudios recientes,
realizados en nifos y adolescentes con ERC en estadios G1-G3, han constatado la
presencia de un grosor intima-media carotideo aumentado en la mayoria de los
sujetos, lo que parece indicar que la aterosclerosis es un evento precoz en la ERC%3,
Coll B et al®*, en un estudio similar en poblacién adulta, observaron que el 62% de los
pacientes con ERC presentaban engrosamiento de la intima-media carotidea o placas
ateromatosas, a pesar de tener un RCV bajo o intermedio (score <5%).

La incidencia de eventos cardiovasculares ateroscleréticos es aproximadamente
tres veces superior en pacientes con ERC que en la poblacién general®®. A este
respecto, diversos estudios han demostrado que la tasa de reoclusién coronaria tras
una angioplastia en pacientes urémicos es de un 70% anual, frente al 40 y 20%
observado en pacientes con DM y en la poblaciéon general, respectivamente® . Asi
mismo, la tasa de re-estenosis tras stent coronario y la mortalidad a los 9 meses, es

aproximadamente el doble en pacientes con ERC que en la poblacion general®®.

3.3. Calcificaciones Vasculares

3.3.1. Definicion, Clasificacion y Fisiopatologia

La calcificacion vascular se define como la lesién resultante al depésito de fosfato
calcico, en forma de cristales de hidroxiapatita, en vasos sanguineos y valvulas
cardiacas®. Se distinguen dos tipos de calcificaciones arteriales en funcién del lugar
de deposito del calcio: calcificacion de la intima y calcificacion de la media o
esclerosis de Monckeberg'®. La calcificacién de la intima se asocia a la placa de
ateroma y, por tanto, al aumento en el depdsito de lipidos y el infiltrado de células
inflamatorias; siendo sus principales manifestaciones clinicas la isquemia y la necrosis.
La calcificacion de la media, por su parte, esta ligada a la rigidez vascular debida a la

mineralizacion de las fibras elasticas, asi como a la progresion de la aterosclerosis.
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Este ultimo tipo de calcificacion extradsea se asocia, fundamentalmente, con un
cambio fenotipico de las CMLV hacia células parecidas a osteoblastos,
incrementandose la rigidez vascular y disminuyéndose la distensibilidad, lo que
conduce a la aparicion de HTA sistélica y a un incremento de la velocidad de la onda
de pulso; contribuyendo a la evolucion de la HVI y al compromiso del flujo coronario

durante la diastole0".192,

Clasicamente se consideraba a la calcificacion vascular como un proceso pasivo y
degenerativo, asociado a la edad avanzada, la aterosclerosis y a diversas patologias
metabdlicas, como la DM o la ERC. Sin embargo, desde hace algunos afios, se ha
descubierto que la calcificacién vascular es, en realidad, un proceso activo y complejo,
en el que estan implicados numerosos mecanismos patogénicos, y que parece estar
regulada por factores similares a los de formacion y reabsorcion 6sea'®®1941%5 Entre
los principales factores asociados al desarrollo de calcificaciones vasculares, destacan
la hiperfosfatemia, la edad avanzada, la dislipemia, la inflamacién, el tabaquismo, la
HTA, la DMy el sexo masculino'® (Figura 7).
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Figura 7. Efectos del calcio y el fosfato en la calcificaciéon vascular. Adaptado
de Shanahan et al'%,
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3.3.2. Calcificaciones Vasculares, Riesgo Cardiovascular vy
Enfermedad Renal Crénica

En pacientes con ERC, la calcificacion vascular generalizada es mucho mas
prevalente, mas severa y sigue un curso mas acelerado que en la poblacion
general'®”1%_Estas lesiones se observan fundamentalmente en la capa media arterial
y, con menor frecuencia, en la capa intima'®. Goodman et al'®, en un estudio en el
que evaluaron la presencia de calcificaciones coronarias mediante EBTC (tomografia
computarizada por haz de electrones) en un grupo de sujetos menores de 30 afnos en
HD crénica, observaron que el 80% de los sujetos presentaban una calcificacién
coronaria severa. Resultados similares fueron obtenidos por Caro et al''® en un estudio
realizado en Espafia en el que se incluyeron 44 pacientes en HD periddica,
observandose una prevalencia de calcificaciones vasculares del 84%.

La calcificacion vascular precoz y acelerada observada en la ERC se ha relacionado
con la elevada prevalencia tanto de factores de riesgo convencionales, como de
alteraciones del metabolismo Gseo-mineral, lesiones aterosclerdticas e inflamacion
cronica'®%, En pacientes con ERCT, las dosis elevadas de calcitriol, la sobrecarga de
calcio, el tiempo en HD y el propio estado urémico per se, predisponen la
transformacion de las CMLV en células de estirpe osteogénica®'''. La acidosis
metabdlica leve, por contra, parece mostrar un efecto protector, disminuyendo la

incidencia de calcificaciones''2.

La presencia y extensién de las calcificaciones vasculares es un factor predictivo
independiente de morbi-mortalidad cardiovascular, tanto en la poblacion general como
en pacientes con ERC''3. Blacher et al''*, en un estudio en el que incluyeron 110
pacientes con ERCT en HD, observaron que a medida que se incrementaba el nimero
de vasos calcificados, la probabilidad de supervivencia a los 6 anos disminuia
drasticamente. London et al®® también observaron una disminucién de la supervivencia
ligada a la presencia de calcificaciones vasculares en pacientes con ERCT,

especialmente cuando éstas se localizaban en la intima arterial.
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Capitulo 3. Factores de Riesgo Cardiovascular en la

Enfermedad Renal Cronica

1. Factores de Riesgo Cardiovascular Convencionales

Los pacientes con ERC comparten con la poblacién general factores de RCV
convencionales como: edad avanzada, sexo masculino, HTA, dislipemias, DM,
tabaquismo, sedentarismo o antecedentes familiares de ECV, aunque la prevalencia

de estos factores es muy superior en pacientes renales®.

1.1. Tabaquismo

El tabaquismo es un factores de RCV reconocido en la poblacion general y un
predictor de aterosclerosis. La prevalencia del consumo de tabaco en pacientes con
enfermedad renal es similar a la de la poblacién general, si bien, el acumulo de

nicotina es mayor en pacientes con ERC''.

El tabaquismo ha sido identificado como un factor de RCV en pacientes en TSR
desde la década de los 80"'%%0. Al favorecer la rigidez arterial y el desarrollo de HVI®,
el tabaquismo se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollo de insuficiencia
cardiaca de novo, 1AM, vasculopatia periférica y mortalidad en pacientes en HD''7118,
Por otra parte, el consumo de tabaco se asocia con un mayor riesgo de progresion de
la enfermedad renal, especialmente para aquellas nefropatias de etiologia diabética o

hipertensiva''®.

1.2. Obesidad

La obesidad desencadena una serie de cambios hemodinamicos, estructurales y
funcionales en el rifién, predisponiendo el desarrollo y la progresiéon de la ERC. Estos
cambios se relacionan, principalmente, con el estimulo del sistema adrenérgico y del
sistema renina-angiotensina, asi como con modificaciones de la fisiologia de las
hormonas leptina y adiponectina'®. Las etiologias mas habitualmente relacionadas
con la obesidad son la nefropatia diabética, la nefroesclerosis hipertensiva y la

esclerosis glomerular focal y segmentaria''22,
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Aunque el nimero de ensayos clinicos que evaluan la relacién entre obesidad y
eventos cardiovasculares en pacientes con ERC es escaso, la obesidad se considera
un factor independiente de RCV, asociandose a un deterioro acelerado de la funcién
renal, y a un incremento de la prevalencia y de la magnitud de la alouminuria'?'24, En
sujetos en HD, la mayoria de los estudios describen la existencia de una relacion
directa entre el indice de masa corporal (IMC) y la mortalidad global o
cardiovascular'®. Sin embargo, es necesario sefalar que otros estudios no han
encontrado asociaciéon'?®® o, incluso, han observado la presencia de una relacion

inversa entre IMC y mortalidad'?’.

Segun las recomendaciones de las guias nacionales e internacionales para el
manejo de la ERC, el control de la obesidad debe ser un objetivo primordial en el
tratamiento del paciente con ERC, tanto como medida de prevencion cardiovascular,
como para frenar la progresién de la enfermedad renal4:5-8. Los mecanismos por los
cuales la reduccién de peso mejora la funcion renal son multiples: mejor control de la
PA, mejora del perfil lipidico y de la glucemia, aumento de la sensibilidad a la insulina,
reversion de la hiperfiltracibn glomerular e inhibicion del sistema renina-
angiotensina'®. Las necesidades energéticas de los pacientes renales son similares a
las de la poblacién general, si bien la informacion disponible sugiere que la restriccion
proteica retrasa la progresién de la enfermedad renal8.

1.3. Hipertension Arterial

La HTA es a la vez causa y consecuencia de la ERC'?°. La prevalencia de la HTA es
mas alta en los pacientes con ERC que en la poblacién general, aumentando de forma
lineal a medida que disminuye el FG. Segun los datos del Third National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES 1), aproximadamente el 40% de los pacientes
con FG entre 60 y 90 mL/min/1,73m? presentaban una PA superior a 140/90 mmHg.
Estos autores encontraron que el porcentaje de HTA se iba incrementando a medida
que disminuia el FG, llegando al 75% en aquellos pacientes con FG inferior a 30
mL/min/1,73m?'%°, Datos similares fueron obtenidos en el estudio MDRD, en el que la
prevalencia de HTA aumentaba progresivamente del 65 al 95% cuando el FG
disminuia de 85 a 15 mL/min/1,73m?'®'. Los principales factores asociados al
incremento de la prevalencia y la severidad de la HTA en pacientes renales son:
retencién hidrosalina, aumento de la actividad del sistema renina-angiotensina y del

sistema nervioso simpatico, alteracion de la sintesis de NO y disfunciéon endotelial,
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hiperparatiroidismo secundario, y aumento de la presion de pulso por incremento de la

rigidez arterial'?®,

En pacientes con ERC, la HTA es tanto un factor de riesgo de progresién de la
enfermedad, como de morbi-mortalidad cardiovascular, relacionandose con la
aterogénesis y la aparicion de eventos isquémicos agudos, asi como con la
calcificacion coronaria arterial y el HVI, especialmente en pacientes en HD''"''8_ Por
ello, el objetivo del tratamiento antihipertensivo en estos pacientes es triple: disminuir
la PA, reducir la incidencia de eventos cardiovasculares y enlentecer la progresion de

la enfermedad renal.

1.4. Diabetes

La DM es la etiologia mas comun de la ERCT, identificAndose como causa principal
de la enfermedad renal en aproximadamente el 40% de los nuevos pacientes®. Por
otra parte, la ERC, independientemente de la presencia o no de DM, se asocia, desde
fases tempranas de la enfermedad, con resistencia a la insulina e intolerancia a la
glucosa. Ambos hechos favorecen la acumulacién de productos finales de la
glicosilacién, los cuales pueden producir dafio endotelial y acelerar la aterogénesis'®2.
En consecuencia, la nefropatia diabética se relaciona con un incremento de la morbi-
mortalidad cardiovascular y global, estimandose la tasa de supervivencia a los 5 afos
en torno a un 10% para sujetos con DM de tipo 2 y en aproximadamente un 40% para
DM de tipo 133,

El tratamiento intensivo de la hiperglicemia permite reducir las complicaciones micro
y macrovasculares asociadas a la DM, si bien este tratamiento incrementa
considerablemente el riesgo de hipoglucemia grave, especialmente en pacientes en
TSR132,134_

1.5. Dislipemia

En la poblacion general, las dislipemias, y fundamentalmente la hipercolesterolemia,
se consideran factores mayores o causales en el desarrollo de las ECV'3, asi como
una de las dianas terapéuticas mas sensibles a las medidas de prevencion y control'3¢.
En los pacientes con ERC la prevalencia de dislipemia es muy elevada. Segun datos
del estudio NHANES III'*°, el 28,6% de los pacientes con ERC en estadios G1 y G2
presentan alteraciones en la concentracion de los lipidos y las lipoproteinas
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plasmaticas, observando, ademas, que a medida que la funcién renal empeora,
aumenta la concentracién de colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad (c-
LDL) vy triglicéridos (TG), y desciende la concentracion de c-HDL. En conjunto, se
estima que entre el 60 y el 80% de los pacientes con ERC presentan algun grado de

dislipemia'®®

El patrén de dislipemia observada en la ERC para los estadios G1-G4 se caracteriza
por un aumento de la concentraciébn de TG, un aumento de remanentes de
lipoproteinas [remanentes de quilomicrones y colesterol unido a lipoproteinas de
densidad intermedia (c-IDL)] y una disminucién de la concentracion de c-HDL y
apolipoproteina A1'¥. La concentracion de colesterol total (CT) y c-LDL puede estar
aumentada o no, pero es posible observar cambios cualitativos importantes, ya que la
proporcion de c-LDL pequefias y densas (c-LDLpd), consideradas altamente
aterogénicas, estd aumentada’®. Por contra, en el estadio G5 de la ERC el patrén de
alteracion lipidica depende de la modalidad de didlisis. La HD generalmente se asocia
con bajas concentraciones de CT y c-LDL e hipertrigliceridemia; mientras que la DP se
asocia con concentraciones elevadas de CT, c-LDL y TG'*.

Un analisis en profundidad del metabolismo lipidico en los pacientes con ERC, reveld
la presencia de importantes alteraciones, como una disminucion de catabolismo de los
quilomicrones y del colesterol unido a lipoproteinas de muy baja densidad (c-VLDL), y
unas modificaciones post-translacionales de las alipoproteinas, especialmente en la
apolipoproteina B100, por glicosilacion, oxidacion o carbamilacion'®®. Estas
modificaciones dificultan la captacion del c-LDL y favorecen su captacién por el
receptor recolector o scavenger LOX1, el cual juega un importante papel en la
aterogénesis'?. En consecuencia, la concentracion de colesterol no HDL (c-noHDL) y
de apolipoproteina B esta marcadamente aumentada. Por otra parte, se ha observado
que la concentracion de lipoproteina A aumenta a medida que disminuye el FG,

comenzando en estadios muy tempranos de la ERC'*'.

A pesar de estar reconocida como un marcador de RCV, la ERC no habia sido
considerada en las recomendaciones para el tratamiento de la dislipemia hasta la
reciente actualizacion de las Guias Europeas de Prevencién Cardiovascular®''42,
cuyas nuevas directrices se producen en consonancia con las recomendaciones de las
guias KDIGO para la Evaluacién y Manejo de la ERC4. Ambas guias recomiendan
realizar sistematicamente un despistaje de dislipemia en los pacientes con ERC desde
estadios tempranos de la enfermedad, y establecen como principal objetivo terapéutico

la reduccion de la concentracion sérica de c-LDL a < 70 mg/dL (Tabla 7)45"142 La
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concentracion de c-noHDL se considera el segundo objetivo terapéutico en el manejo
de dislipemias mixtas e incluso un predictor de riesgo mas efectivo en pacientes con
ERCT en HD®'. Para este grupo de pacientes, el empleo del c-LDL como Unico
marcador para la estratificacion del RCV y el establecimiento de metas terapéuticas,
ignora el potencial aterogénico de las lipoproteinas ricas en TG (c-VLDL y c-IDL), cuya
concentracion sérica se encuentra frecuentemente aumentada'®. Ademaés, la
obtencion de muestras de sangre en condiciones de ayuno en pacientes en HD es
mas complejo que en la poblacion general debido, entre otras causas, a la frecuencia
aumentada de hipoglucemias e hipotension. En condiciones de no ayuno, la
concentracion de TG se incrementa considerablemente, por lo que la concentracién de
c-noHDL, la cual puede ser facilmente calculada restando la concentracién de c-HDL a
la de CT, puede ser un indice mucho mas fiable de RCV en pacientes en HD'#3.

Recomendaciones NECP ATPIIl (mg/dL) Recomendaciones ESC/EAS (mg/dL)

CT LDL® HDL® noHDLM TG® (A LDL® HDL® noHDLH TG®

Riesgo
Bajo' <200 <160 >40 <190 <150 [ <190 <115 >40 <145 <150
Riesgo
Medio® <200 <130 >40 <160 <150 [ <190 <115 >40 <145 <150
Riesgo
Altoh <200 <100 >40 <130 <150 | <190 <100 >40 <130 <150
Riesgo Muy
Alto' <200 <70 >40 <100 <150 | <190 <70 >40 <100 <150

Tabla 7. Concentraciones para los lipidos y las lipoproteinas séricas recomendados por el Tercer
Informe del National Cholesterol Education Program para la Deteccion, Seguimiento y Tratamiento de
la Hipercolesterolemia en adultos (NCEP ATPIIl) y por las Guias para el Manejo de las Dislipemias de
la Sociedad Europea de Cardiologia (ESC) y la Sociedad Europea de Aterosclerosis (EAS)5'-142144, CTa,
colesterol total; LDLP®, colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; HDL®, colesterol unido a lipoproteinas
de alta densidad; noHDLY, colesterol no unido a lipoproteinas de alta densidad; TG, triglicéridos. Riesgo bajo’
establecido por la presencia de uno o ninguno factores de riesgo cardiovascular (FRCV) asociados o por una
estimacién del riesgo cardiovascular (Score) <1%; Riesgo Medio? establecido por la presencia de dos o mas
FRCV asociados o por un Score 1-5%; Riesgo Alto" establecido por la constatacion de enfermedad
cardiovascular, enfermedad renal crénica moderada (Filtrado glomerular entre 30 y 60 mL/min/1,73 m?) o
diabetes mellitus sin otros FRCV; Riesgo Muy Alto' establecido por la presencia de enfermedad vascular
ateromatosa, enfermedad renal crénica terminal o diabetes mellitus con otros FRCV asociados.
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2. Factores de Riesgo Cardiovascular No Convencionales

2.1. Inflamacion

2.1.1. Inflamacidén y Aterogénesis

En los ultimos anos, un numero creciente de estudios prospectivos han demostrado
el papel fundamental que desempefa la inflamacién en la patogenia y evolucién de la
aterosclerosis, hasta el punto que, actualmente, la aterosclerosis se considera una

enfermedad inflamatoria a todos los efectos®°-86:87,

Los desencadenantes de la inflamacion en la aterogénesis incluyen los factores
cardiovasculares clasicos'®'#¢, como dislipemia, HTA, DM, obesidad o tabaquismo;
asi como la hiperhomocisteinemia'*'¥® y las infecciones'®. Estos estimulos
aterogénicos provocan un dafo en la pared vascular, que se asocia con un perfil
proaterogénico, con elevacion de lipoproteina a, fibrindbgeno, leptina y disfuncion
endotelial; asi como con una disminucién de la concentracibn de proteinas
antiaterogénicas, como la albumina o la apolipoproteina A18. La respuesta
inflamatoria no sélo promueve el inicio de un proceso aterosclerético, sino que también
contribuye al posterior crecimiento de la placa de ateroma y a la precipitacion de

sucesos tromboticos agudos®:86.1%0,

En condiciones normales, el endotelio resiste la adhesién firme de leucocitos
sanguineos. Tras la activacion inflamatoria, las células endoteliales aumentan la
expresion de varios tipos de moléculas de adhesion leucocitarias, lo que favorece la
adhesién y posterior migracion de monocitos y linfocitos T a través de las células
endoteliales hacia la pared arterial’™®-'®2, en un proceso en el que también estan
involucradas varias citoquinas quimiotacticas'®. Una vez que los monocitos se
adhieren a la pared arterial, adquieren caracteristicas de macréfagos tisulares y
células espumosas, las cuales secretan especies reactivas de oxigeno (ROS) y
citoquinas proinflamatorias, como las interleucinas 1, 6, 12, 15 y 18 (IL-), las
metaloproteasas, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) o el factor tisular;
amplificando el proceso inflamatorio local™'%21%3, |a totalidad de las células
vasculares son capaces de producir citoquinas, pero son los macréfagos las
principales células secretoras y amplificadoras de la respuesta inflamatoria. La IL-12 y
la IL-18 son inductores sinérgicos del interferén gamma (IFNy), el principal promotor de

linfocitos T y, por tanto, de su transformacién en linfocitos T cooperadores. Las
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citoquinas proinflamatorias también activan a las CMLV, ademas de promover el
aumento de las moléculas de adhesion celular (ICAM-1) y vascular (VCAM-1) y de
selectinas, incrementando el reclutamiento de leucocitos y, en consecuencia,
amplificando la respuesta inflamatoria y el desarrollo de la lesion aterosclerética

(Figura 8)8586.154,
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Figura 8. Principales citoquinas involucradas en la aterogénesis. Extraida de
Rodriguez et al'>*. IL-, interleucina; TNFa, factor de necrosis tumoral a; MCP-1, proteina
quimoatrayente de monocitos; VCAM-1, de moléculas de adhesién vascular; ICAM-1, de
moléculas de adhesion celular; IFNy, interferon gamma; E-selectin, selectina E; P-

selectin, selectina P; Th, linfocitos T cooperadores.

2.1.2. Principales Marcadores Bioquimicos de Inflamacion: Proteina C

Reactiva

El diagnostico bioquimico de inflamacién se establece mediante la constataciéon de
una elevacién de los mediadores inflamatorios (IL-6, IL-1 0 TNFa), o de determinadas
proteinas denominadas reactantes de fase aguda, como la PCR, el fibrinégeno o la
ferritina. El incremento plasmatico de estas proteinas de sintesis hepatica, es el
resultado de una induccion enzimatica causada, en la mayoria de los casos, por los
mediadores inflamatorios, principalmente por la IL-6'%. Al mismo tiempo, estos
mediadores inflamatorios son capaces de inhibir la sintesis hepatica de la albumina,
prealbumina y transferrina, proteinas que pueden considerarse como reactantes de
fase aguda de signo negativo'®. De todos ellos, la PCR es el marcador inflamatorio
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mas utilizado en la practica clinica, radicando su importancia no sélo en su elevada
sensibilidad, sino también en el hecho de que ésta parece participar activamente en el

mecanismo patogénico de la aterosclerosis’’.

La PCR fue descubierta en 1930 por William Tillet y Thomas Francis, mientras
investigaban el suero de un paciente con neumonia aguda producida por
pneumococcus spp. Estos autores observaron que el suero contenia una sustancia
que precipitaba con el polisacarido C de este microorganismo, razén por la cual se
bautizé a esta proteina como PCR. A mediados de la década de los 40, Avery y
McCarty describieron la PCR como un reactante de fase aguda, que se sintetizaba

como respuesta a estimulos inflamatorios'®.

La PCR, una proteina glicosilada perteneciente a la familia de las pentraxinas, forma
parte de los mecanismos fisiolégicos de la inmunidad innata, y su sintesis es inducida
como respuesta al dafo tisular mediado por infecciones, inflamacion, traumatismos o
neoplasias. Es sintetizada por los hepatocitos y las células del endotelio vascular, y su
expresion esta regulada por citoquinas, especialmente por la IL-6 y, en menor medida,
por la IL-1 y el TNFa. La PCR se une con gran afinidad a una amplia variedad de
ligandos tanto autélogos (lipoproteinas plasmaticas nativas y modificadas, membranas
celulares danadas, residuos de fosfatidilcolina, histonas, cromatina y células
apoptéticas), como extrinsecos (glucanos, fosfolipidos y otros componentes somaticos
y capsulares de bacterias, hongos y parasitos). Una vez unida a ligandos moleculares,
la PCR es reconocida por C1q, activandose la via clasica del complemento'*®.

Tras un estimulo inductor, la concentracion de PCR puede incrementarse hasta 1000
veces sobre su valor basal en las 24-48 h siguientes a la produccién de dano tisular,
permaneciendo elevada durante la respuesta de fase aguda y retornando a los valores

basales una vez se restaura la funcion y estructura tisular's81%°.

2.1.3. Inflamacion, Enfermedad Renal Croénica y Enfermedad
Cardiovascular

La ERC se caracteriza por un estado de inflamacién crénica'?®'26.1¢0 e| cual parece
aumentar con el grado de disfuncion renal y acentuarse en aquellos sujetos en TSR,
para los que la prevalencia de concentraciones elevadas de PCR se estima en torno al
50%'2%126, A este respecto, un andlisis transversal del Cardiovascular Health Study
evidencié un incremento de los niveles de PCR e IL-6 en los pacientes con valores
elevados de creatinina sérica'®. Esta asociacion seguia siendo significativa tras
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ajustar por otros factores de RCV, asi como limitando el estudio a sujetos sin evidencia
de ECV clinica o subclinica.

Las causas por las que la ERC se asocia con una aumento generalizado de la
respuesta inflamatoria son complejas debido a la presencia de mudltiples factores
subyacentes, entre los que se encuentran el propio estado urémico, la disminucién del
aclaramiento renal de citoquinas proinflamatorias, el aumento del estrés oxidativo o la
malnutricion (Figura 9). Ademas, la presencia de comorbilidades asociadas como la
insuficiencia cardiaca, la hipervolemia o la DM, asi como la persistencia de
determinadas infecciones crénicas, también parecen desempefiar un papel
fundamental en el establecimiento del estado inflamatorio crénico™'®'. En los
pacientes en HD, la exposicion a las membranas de didlisis, la baja calidad
bacterioldgica del liquido de didlisis, la presencia de cuerpos extrafios como catéteres
que puedan dar lugar a infecciones evidentes u ocultas, o de injertos renales no

funcionantes, también pueden contribuir al estado inflamatorio'®’.

Estado Urémico
Comorbilidades

Necrosis
Estrés

r Malnutricion Oxidativo _|

» Tejido Danado <€

Infecciones

: IL-1
TNFa @ IL-6
T
Monocitos/Macréfagos
Alteraciones ‘l’ Alteraciones

Metabolicas Neuroendocrinas
Respuesta
de Fase

Aguda

Alteraciones Alteraciones
Hematopoyéticas Cardiovasculares

Figura 9. Esquema de la fisiopatologia de la inflamacion asociada a la
enfermedad renal cronica. TNFa, factor de necrosis tumoral alfa; IL-,

interleucina.
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La inflamacién cronica esta considerada como un factor de RCV en los pacientes
con ERC, especialmente en aquellos con ERCT. Los resultados de numerosos
estudios prospectivos y transversales muestran que la inflamacién, definida por una
concentracion elevada de PCR, es un predictor independiente de morbi-mortalidad
cardiovascular y global en pacientes con ERC o ERCT'™®5%6160  Asi mismo, la
concentracion de PCR parece correlacionarse con el grado de aterosclerosis carotidea
y de la aorta toracica, asi como con la HV['62163,

2.2. Troponina

2.2.1. Descripcion, Fisiologia y Métodos de Medida

La troponina es un complejo proteico presente en el musculo cardiaco y esquelético,
cuya funcién es modular la interaccion calcio-dependiente de la actina y la miosina,
regulando la funcién contractil del musculo estriado. La troponina esta formada por tres
subunidades polipeptidicas que presentan isomorfismo segun el tipo de fibra muscular,
y que se nombran segun su funcion fisiologica: troponina T (TnT), troponina | (Tnl) y
troponina C (TnC)8164,

filamentos de actina complejo de Tnl
la troponina

tropomiosina i
-t 36 nm >

Figura 10. Tropomiosina y troponina en el filamento delgado del musculo
estriado. Adaptado de Pertierra et al'64.

X3

%

La TnT es una proteina con una masa molecular de 42 KDa, que actua como
ligando del complejo de la troponina a la tropomiosina durante el proceso de
contraccion muscular'®®. Se han descrito tres isoformas de la TnT, de las
cuales solo una de ellas se encuentra presente en el musculo cardiaco

(TnT2), diferenciandose de las isoformas esqueléticas en 11 aminoacidos'6.
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% La Tnl, con una masa molecular de 23 KDa, participa en la inhibicién de la
unién actina-miosina en ausencia de iones calcio (Ca?*). Se han descrito tres
isoformas de Tnl, una de ellas presente exclusivamente en el musculo
cardiaco (Tnl3)™8; la cual presenta una secuencia aminoacida que se
diferencia en un 40% de las descritas para las isoformas esqueléticas,

ademas de una secuencia adicional de 31 aminoacidos'8.

% La TnC es una proteina de 18 KDa, cuya funcion en la contraccion muscular
es la fijacion de iones Ca?* %8, Para la TnC se han identificado dos isoformas
que, a diferencia de TnT y Tnl, son idénticas en el musculo esquelético y

cardiaco'®.

Las formas cardiacas de la troponina se encuentran predominantemente unidas a las
fibras musculares, si bien, aproximadamente el 7% de la TnT y entre el 3y el 5% de la
Tnl se encuentra en forma libre en el citoplasma del miocito'®. La liberacion de
troponina desde el miocito a la sangre puede producirse a consecuencia tanto de
lesiones miocéardicas reversibles (isquemia) como irreversibles (necrosis). Ante un
dafio miocérdico, por tanto, se producira un incremento de la concentracién de
troponina sérica que tendra lugar en dos fases: un incremento precoz gracias a la
fraccion libre, seguido de un incremento gradual secundario a la liberacion de
troponina del complejo tropomiosina. Esta segunda fase de liberacion se produce
Unicamente ante necrosis miocardica, proceso por el cual los miocitos se dafan
irreversiblemente y las membranas celulares se degradan. De esta forma, ante un
IAM, la troponina sera detectable en suero transcurridas 3-4 h del inicio del dolor
toracico, alcanzara su concentracidn maxima a las 12-16 h y podra seguir siendo
detectable hasta 7-10 dias después del IAM8.164.165,

Sin embargo, es necesario tener en cuenta que cualquier minima lesién celular que
altere la permeabilidad de la membrana provocara la liberacion de troponina cardiaca
al torrente sanguineo. En consecuencia, no solo la necrosis miocardica, sino cualquier
condicién que lesione los miocitos puede aumentar la concentracion circulante de
troponina™8. En la Tabla 8 se recogen las principales causas cardiacas, distintas del
IAM, y no cardiacas de elevacion de la concentracion sérica de troponina.
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Causas Cardiacas Causas No Cardiacas
Causas que producen lesién miocardica Alteraciones en érganos
Amiloidosis cardiaca Edema pulmonar
Cirugia o contusion cardiaca Embolia pulmonar
Miocarditis Ictus cerebral
Pericarditis Enfermedad renal crénica
Taquicardia supraventricular Alteraciones generales
g;lé?:soque producen aumento del tamafo Pacientes en estado critico
Hipertrofia ventricular izquierda Quimioterapia en altas dosis
Insuficiencia cardiaca Sepsis y shock séptico
Miocardiopatia Ejercicio aerdbico intenso

Tabla 8. Principales causas de elevacion de la troponina cardiaca en ausencia de

isquemia coronaria.

Las marcadas diferencias entre las isoformas cardiacas y esqueléticas tanto de la
TnT como de la Tnl, han permitido desarrollar anticuerpos monoclonales dirigidos
especificamente contra las troponinas cardiacas. Los primeros métodos analiticos para
la medida de la concentracion de troponina fueron descritos en la década de los
906167 sj bien la sensibilidad analitica de éstos era relativamente baja, detectando
unicamente concentraciones de troponina sérica superiores a 0,10 y 0,40 pg/L de TnT
y Tnl, respectivamente. Los métodos de medida iniciales, o de primera generacion,
han sido mejorados progresivamente, incrementandose significativamente la
sensibilidad analitica (métodos de segunda generacion). El punto cumbre de este
desarrollo metodolégico ha sido el reciente desarrollo de los llamados métodos de alta
sensibilidad o ultrasensibles, tanto para la TnT (us-TnT) como para la Tnl (us-Tnl),
los cuales permiten medir concentraciones de troponina entre 5-10 veces menores que
las detectadas por los métodos de segunda generacion y con una menor imprecision

analitica 68169,

2.2.2. Troponina como Marcador de Dano Miocardico

En el ano 2000, las principales sociedades internacionales de cardiologia
presentaron una nueva definicion del IAM, en la que se indicaba que toda necrosis en
el contexto de una isquemia miocardica se debia considerar como |IAM, e incluia, por
primera vez, a las troponinas cardiacas dentro del conjunto de biomarcadores de
eleccion para el diagnéstico de IAM'7°, Esta definicion fue revisada en el afio 2007, en

un documento en el se presentd una definicion de consenso o universal del IAM y en
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el que se sefalaba a las troponinas cardiacas como el marcador de eleccion para el
diagnéstico y seguimiento del 1AM, asi como para la estratificacion del riesgo de
aparicién de futuros eventos cardiovasculares'”'. La eleccién de la troponina frente a
otros marcadores como la creatina quinasa MB (CK-MB), se justificd por su elevada
especificidad tisular, asi como por su elevada sensibilidad analitica. En el afio 2012 se
publicé la dltima actualizaciéon hasta la fecha de la definicion universal de IAM'2,
Segun esta definicion, el diagnostico de IAM requiere la deteccidén de un incremento en
la concentracidén sérica de los biomarcadores cardiacos, preferiblemente TnT o Tnl,
con al menos un valor superior al percentil 99 de la poblacién de referencia, junto con
la evidencia clinica o electrocardiografica de isquemia miocardica. Este valor de corte
para el diagnéstico de IAM debe medirse con un imprecisién inferior al 10%, con el fin
de evitar falsos positivos y facilitar la deteccion de cambios en la concentracién sérica

de troponina'’2173,

Hasta hace menos de 10 afos, la mayoria de los métodos analiticos disponibles no
permitian establecer el percentil 99 de una poblacién de referencia con un rendimiento
analitico adecuado, por lo que se empleaba como punto de corte la concentracion
detectable con un 10% de imprecision, generalmente un valor mas alto que el percentil
9974, Sin embargo, el reciente desarrollo e implantaciéon de los métodos de
ultrasensibles, los cuales son capaces de cuantificar la concentracién de troponina
sérica en individuos sanos, han permitido establecer las concentraciones para el
percentil 99 de una poblacién de referencia con una precision 6ptima'’4. Estas mejoras
en la sensibilidad analitica han permitido la deteccion de dafos miocardicos minimos
en un tiempo mas corto desde la aparicion de los sintomas, lo que mejora el
diagnostico precoz del IAM'88175, Por contra, esta mayor sensibilidad ha incrementado
el porcentaje de concentraciones anormalmente elevadas de troponina detectadas en
varias situaciones clinicas agudas y cronicas que cursan con afectacién cardiaca
como, por ejemplo, el fallo cardiaco crénico'”® o la ERC'”. Teniendo en cuenta la
elevada incidencia y prevalencia de eventos cardiovasculares en este grupo de

pacientes, estos incrementos de troponina pueden dificultar el diagnéstico de IAM'72,

Las guias de practica clinica aprobadas por las principales sociedades
internacionales de Cardiologia y Bioquimica Clinica han abordado esta cuestién, vy,
para aquellos pacientes con concentraciones crénicamente elevadas de troponina
cardiaca, recomiendan considerar como indicativo de IAM la presencia de un cambio
en la concentracién de troponina de al menos un 20% sobre el valor basal, medida a
las 6-9 h tras la aparicion de los sintomas'8.
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2.2.3. Troponina en la Enfermedad Renal Crénica Terminal

Desde hace mas de dos décadas, se ha constatado que la presencia de elevaciones
cronicas en la concentracién de troponina sérica es un hallazgo frecuente en los
pacientes con ERCT, observandose una prevalencia en torno al 53%'7%'®, Estos
incrementos suelen producirse sin evidencias de dafno cardiaco o sintomas
clinicos™'18 vy ademds, no estan correlacionados con la concentracién de
creatinina'®. EI mecanismo por el cual se produce la liberaciéon de troponina cardiaca
en la ERCT aun no esta claramente establecido, aunque la hip6tesis mas aceptada es
que el incremento de troponina se produce a consecuencia de la presencia de
pequefas areas miocardicas necrosadas que no llegan a producir sintomas clinicos
(coronariopatia severa silente)'83184, Otras causas, como la HVI, la disminucién de la
excrecién renal de troponina o el estrés cardiaco secundario a la HD, también han sido

propuestas para explicar su etiologia'8-186.187,

Independientemente de la causa, las concentraciones elevadas de troponina sérica
tienen su propia relevancia clinica. Diversos estudios han demostrado que la troponina
es un importante predictor de morbi-mortalidad cardiovascular y global en pacientes
con ERCT'77:188.189 y ' ademas, se postula que, junto con la PCR, podria ser el factor de
RCV mas potente de los que se dispone en la actualidad®'®'. En 2014, se publicd un
nuevo metanalisis en el que se incluyeron 98 estudios en los que se evaluaba la
concentracion de troponina cardiaca en pacientes con ERC sin evidencias de
sindrome coronario agudo (SCA)'®2. Estos autores encontraron que las
concentraciones elevadas de troponina se asociaban con mortalidad cardiovascular y
global en pacientes con ERCT, siendo el riesgo relativo (RR) y el intervalo de
confianza al 95% (IC95%) observado para mortalidad global, tras ajustar los datos por
edad y presencia de enfermedad coronaria arterial, de 3,0 (2,4-4,3) para la TnT y de
3,7 (1,9-4,6) para la Tnl. EI RR (IC95%) ajustado para mortalidad cardiovascular fue
de 3,3 (1,8-5,4) y 4,2 (2,0-9,2) para TnT y Tnl, respectivamente.
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3. Factores de Riesgo Cardiovascular Especificos de la Uremia

3.1. Trastornos Nutricionales en la Enfermedad Renal Croénica

Los pacientes con ERC presentan un elevado riesgo de deterioro nutricional,
especialmente aquellos en TSR. En el ano 2008, la International Society of Renal
Nutrition and Metabolism (ISRNM) propuso la adopcién del termino protein energy
wasting (PEW) como nomenclatura unificadora de las alteraciones nutricionales en el
paciente urémico'®. La SEN, por su parte, propone la utilizacién del término desgaste
proteico energético (DEP) como traduccién mas fiel del término anglosajén'®*. En
este contexto, el DEP se define como un estado patoldgico donde hay un descenso o
desgaste continuado tanto de los depdsitos proteicos (musculo) como de las reservas
energéticas (grasa).

3.1.1. Desgaste Proteico Energético y Enfermedad Cardiovascular

En el paciente renal, la presencia de DPE afecta a distintos 6rganos y sistemas,
incluyendo el sistema inmune, endocrino, musculo-esquelético, tejido adiposo,
hematopoyeético, gastrointestinal, cardiovascular y a la cascada inflamatoria; lo que, en
su conjunto, provoca un incremento de la mortalidad global y del riesgo de

hospitalizacion 9519,

En los ultimos anos la relacion entre el DPE y la mortalidad cardiovascular en la
ERCT ha alcanzado especial relevancia, hasta el punto de que el DPE se considera
actualmente un nuevo factor de RCV que subyace al fendmeno de epidemiologia
inversa. Este fenédmeno hace que marcadores que en la poblacion general se asocian
con una menor probabilidad de eventos cardiovasculares, como el descenso del IMC o
concentraciones bajas de CT, se asocien con mayor presencia de ECV y menor

supervivencia en pacientes en dialisis*.

El DPE propicia un aumento del catabolismo muscular en el paciente urémico, tanto
por la falta de nutrientes, como por el efecto combinado de la inflamacion sistémica, la
acidosis metabdlica, las toxinas urémicas y el estrés oxidativo. La consecuencia es
una pérdida de masa muscular que también afecta al tejido muscular de las arterias y
el corazdn, encontrandose asociaciones directas entre malnutricién, rigidez arterial y
alteraciones en la estructura miocardica. La distension vascular continuada como

consecuencia de la sobrecarga hidrosalina agrava este proceso y propicia la HVI'%194,
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Las restricciones dietéticas en el paciente urémico para limitar la ingesta de sodio,
potasio o fosforo, entre otros, provocan con frecuencia la deficiencia de nutrientes
esenciales como el selenio, el magnesio o las vitamina B12, Ky D. El déficit de estos
nutrientes producen alteraciones en la capacidad antioxidante y antiinflamatoria, asi
como en el metabolismo 6seo-mineral’®. Como ejemplo, la prevalencia observada
para el déficit de vitamina K en pacientes en HD es del 80%, y esta deficiencia se ha
relacionado con un incremento del riesgo de fracturas éseas y de calcificacién
vascular, y, por tanto, a una mayor morbi-mortalidad cardiovascular'®’. Por otra parte,
el DPE se relaciona con un mayor riesgo de infecciones y de muerte por causas

infecciosas'®®19°.

3.1.2. Prevalencia del Desgaste Proteico Energético en la Enfermedad
Renal Cronica

La prevalencia estimada del DPE en la poblacién de dialisis oscila entre el 18 y el
75%"°%; siendo una de las principales causas de esta imprecision la gran variedad de
herramientas de valoracidén y monitorizacién empleadas, asi como los distintos puntos
de corte establecidos entre los estudios epidemiolédgicos disponibles. Por otra parte, es
necesario tener en cuenta que la prevalencia de DPE en distintos paises serda un
reflejo de la situacién econdémica, del grado de desarrollo y de la prevalencia de la

malnutricion en la poblacién general.

En Espana, los primeros estudios sobre prevalencia de la malnutricién en sujetos
con ERC datan de 1994. Lorenzo et al®®, evaluaron el estado nutricional de 29
pacientes en HD crénica por medio de medidas antropométricas (pliegue tricipital,
circunferencia muscular de brazo, IMC), parametros bioquimicos (concentracién sérica
de albumina) e ingesta proteica. Estos autores encontraron que, en el 65% de los
sujetos estudiados, la reduccién de reservas grasas y de proteinas era mas marcada
que lo que parecia indicar la evaluacién del IMC, deficiente Unicamente en el 38% de
los sujetos. Ese mismo afo se publicaron las primeras tablas de parédmetros
antropométricos para poblacion espafola en HD (761 pacientes)®!, las cuales aun
siguen en vigencia en la actualidad. La prevalencia de malnutriciéon en esta poblacion,
definida por parametros antropométricos y marcadores bioquimicos como la albumina
y la transferrina, fue del 52% en varones y del 46% en mujeres. Los principales
predictores de malnutricion fueron la edad avanzada, el indice de comorbilidad, el sexo
masculino, el tiempo en HD y la tasa de catabolismo proteico normalizado. En el afio
2013, Gracia-lguacel et al?*? publicaron un estudio en el que se valoraba la prevalencia

71



Capitulo 3. Factores de Riesgo Cardiovascular en la Enfermedad Renal Crénica Introduccién

del DPE, segun los criterios de la ISRNM, en 122 pacientes en HD crdnica. Los
resultados de este estudio muestran una prevalencia del DPE del 37%, valor que se
increment6 hasta un 41.1% cuando los pacientes fueron monitorizados por un periodo

de dos afnos.

3.1.3. Mecanismos Implicados y Criterios Diagndsticos del Desgaste
Proteico Energético

Los principales mecanismos fisiopatologicos implicados en el DEP de la ERC han
sido recientemente revisados por la ISRNM'3. La anorexia y el aumento del
catabolismo proteico, dan lugar a un desequilibrio energético, con un resultado final de
aumento del gasto y del consumo de las fuentes de almacenamiento energético. El
aumento de productos nitrogenados, junto con las alteraciones idnicas propias de la
uremia, dan lugar a la aparicidon de trastornos gastrointestinales, como nauseas y
vomitos, que reducen la ingesta. Ademas, comorbilidades frecuentemente asociadas a
la ERC como la DM, la ECV, la inflamacién crénica y la depresion, favorecen la
anorexia®%32042%  En sujetos en TSR, es necesario tener en cuenta también otros
factores relacionados con la propia didlisis como la dieta restrictiva, la perdida de
aminoacidos y micronutrientes, la pérdida de sangre, la sobrecarga de volumen y otros

factores psicosociales, que, en su conjunto, alteran el balance energético'®3194,

Los criterios diagnésticos para el DEP propuestos por la ISRNM se clasifican en
cuatro categorias: criterios bioquimicos, masa corporal, masa muscular e ingesta
dietética (Tabla 9). Para establecer el diagnéstico de DEP, se requiere cumplir al

menos un criterio en tres de las cuatro categorias propuestas.

La publicaciéon de estos criterios diagndsticos supuso un avance importante para la
identificacion y el abordaje terapéutico del DEP debido, fundamentalmente, a su
naturaleza multifactorial (analitico, antropométrico y nutricional). Sin embargo, su
aplicacion en la préactica clinica resulta controvertida, ya que estos criterios se basan
en unas mediciones o determinaciones que pueden ser cuestionadas de forma
individualizada y, ademas, aun no se disponen de estudios que demuestren su validez

diagnéstica o pronostica'®42%,
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Criterios Bioquimicos

Albumina sérica < 3.8 g/dL
Prealbumina < 30 mg/dL (Unicamente para pacientes en didlisis)
Colesterol sérico < 100 mg/dL

Masa Corporal

indice de masa corporal < 23 Kg/m2
Pérdida de peso no intencionada = 5% en 3 meses 0 =2 10% en 6 meses
Grasa corporal < 10% de la masa corporal

Masa Muscular

Pérdida de masa muscular =2 5% en 3 meses 0 = 10% en 6 meses

Disminuciéon del area muscular del brazo > 10% en relacién al percentil 50 de la
poblacién de referencia

Ingesta Dietética

Ingesta proteica medida por la tasa de catabolismo proteico < 0.8 g/Kg/dia o <
0.6 g/Kg/dia en pacientes con ERC estadios G2-G5

Gasto energético calculado < 25 g/Kg/dia durante al menos 2 meses

Tabla 9. Criterios diagndsticos para el Desgaste Proteico Energético propuestos por
la International Society of Renal Nutrition and Metabolism (ISRNM). ERC, enfermedad

renal cronica

3.1.4. Marcadores Bioquimicos de Desgaste Proteico Energético

Las guias K/DOQI recomiendan como marcador bioquimico de eleccién para la
monitorizacion del estado nutricional de los pacientes con ERC, la medida de la
concentracion sérica de albimina®”’. Sin embargo, como se trasluce de las
recomendaciones de la ISRNM, otros marcadores como el CT, la transferrina o el perfil
de aminoacidos séricos, pueden ser de gran utilidad en el diagnéstico y monitorizacién
del DEP.

3.1.41. Albumina

La albumina es la proteina plasmatica mas abundante del organismo, constituyendo
hasta dos tercios de las proteinas totales en plasma. Entre sus principales funciones
fisiologicas destacan el mantenimiento de la presién oncética plasmatica, la cual
contribuye a la normal distribucién de los liquidos en los espacios vascular e
intersticial; y su capacidad de unién a un gran numero de constituyentes séricos, como
acidos grasos, hormonas, enzimas, oligoelementos y diversos téxicos, actuando como
un reservorio de alta capacidad para estabilizar la concentracion de ligandos libres2°,
Asi mismo, la albumina se considera una de las reservas nitrogenadas mas

importantes del organismo. La fraccidén proteica que permanece unida a los tejidos en
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el espacio intersticial, es incorporada por las células y catabolizada a los
correspondientes aminoacidos no esenciales, los cuales son posteriormente

transportados al higado %208,

La concentracién sérica de albumina refleja el equilibrio entre la sintesis hepatica y
su degradacién. Ambos procesos se alteran no solo en las situaciones de aporte
proteico insuficiente, sino también como consecuencia de afecciones hepaticas,
traumatismos y procesos inflamatorios o infecciosos. Por otra parte, la distribucién de
la albumina entre los espacios intra y extravascular, aproximadamente del 50-50% en
condiciones fisiolégicas, puede verse alterada por diversas patologias entre las que se
encuentran la ERC vy la proteinuria, lo que puede enmascarar su concentracion sérica
real. Todos estos factores, junto con una vida media relativamente larga (18-20 dias),
hacen que la determinacion de albdmina sérica sea un marcador poco sensible a las

alteraciones recientes de la nutricion2°8-299,

A pesar de su falta de sensibilidad, la albumina es el marcador bioquimico empleado
con mas frecuencia en la evaluacién del DEP. Las guias K/DOQI recomienda como
objetivo terapéutico para la prevencién del DEP, una concentracion de albumina sérica
superior a 4 g/dL2"".

3.1.4.2. Transferrina

La transferrina es, junto a la albumina, el marcador bioquimico mas empleado para la
valoracion del estado nutricional. Es una proteina de sintesis hepatica, con una vida
media de 8-10 dias y una distribucion corporal limitada. Su principal funcién fisiol6gica
es el transporte de hierro, al que se encuentra unida en un 30-40% del total?°.

La transferrina es un marcador mas sensible que la albumina a las alteraciones
nutricionales precoces, y responde con mas rapidez a los cambios en el estatus
proteico. Sin embargo, al igual que ocurre con la albumina, la concentracién sérica de
transferrrina se ve afectada por una serie de factores distintos de la DEP, como las
enfermedades gastrointestinales, renales o hepaticas, los procesos inflamatorios o
infecciosos, y, fundamentalmente, el estado metabdlico del hierro. En estados
deficitarios de hierro, la concentracibn de transferrina sérica aumenta
significativamente a consecuencia de un incremento en su sintesis hepatica; mientras

qgue ante una sobrecarga férrica, la concentracion de transferrina disminuye.
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Todas estas variables dificultan considerablemente la interpretacién de los
resultados bioquimicos de la transferrina sérica, ya que una disminucién en su
concentracion en un cuadro de DEP puede verse enmascarada por un incremento
asociado a un déficit de hierro. A pesar de estas limitaciones, la transferrina puede ser
un marcador de utilidad en el establecimiento del diagnéstico de DEP, siempre que se
valore junto con otros datos clinicos y bioquimicos, como la concentracién sérica de
ferritina. En general, se acepta que concentraciones séricas entre 150-200 mg/dL se
consideran indicativas de deplecion proteica leve, entre 100-150 mg/dL de deplecion
moderada, e inferiores a 100 mg/dL reflejan una deplecion grave?'.

3.1.4.3. Colesterol

En la evaluacién de los factores de riesgo de morbi-mortalidad en pacientes con
ERC a menudo se observan tendencias paraddjicamente opuestas a las observadas
en la poblacién general, en lo que se conoce como fendbmeno de epidemiologia
inversa o paradoja de la obesidad urémica. Entre los ejemplos mas llamativos se
encuentra la hipercolesterolemia. Cuando se segrega a los pacientes en funcion de la
presencia de DPE, se observa que, en aquellos con DPE, la hipercolesterolemia es un
factor protector, mientras que, en ausencia de DPE, éste es un factor de riesgo; lo que
parece indicar que, ante un proceso de consumo energético acelerado, el CT se

convierte en un marcador de las reservas grasas del organismo'%.

Sin embargo, la concentracion sérica de CT es poco sensible e inespecifica como
marcador bioquimico de DEP, debiendo emplearse exclusivamente como una
herramienta de clasificacion nutricional: aquellos pacientes con concentraciones de CT
inferiores 150-180 mg/dL deberan ser evaluados tanto en busqueda de déficits

nutricionales, como de otros estados comdrbidos?®’.

3.1.4.4. Perfil de aminoacidos Libres Plasmaticos

Los aminodcidos son moléculas organicas que contienen tanto un grupo amino
(NH2) como un grupo carboxilo (COOH)2", distinguiéndose por las distintas cadenas
laterales o grupos R. Solo 20 aminoacidos, todos ellos de tipo a, pueden encontrarse
formando parte de péptidos y proteinas; considerandose a 8 de ellos como esenciales,
al no poder ser sintetizados de forma enddgena por el ser humano. En condiciones
normales, el suplemento de aminoacidos necesario para la sintesis endégena de

proteinas proviene del aporte proteico de la dieta. Una vez ingeridas, las enzimas
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proteoliticas del tracto gastrointestinal degradan las proteinas a sus correspondientes
aminodcidos, los cuales son absorbidos en el yeyuno, y transportados por el torrente
sanguineo al higado y otros tejidos para ser utilizados en la sintesis de proteinas

plasmaticas e intracelulares?'2,

Cada uno de los aminoacidos plasmaticos presenta una via degradativa propia, en la
cual el nitrégeno y el esqueleto carbonado que los componen, son utilizados para la
sintesis de otros aminoacidos, carbohidratos y lipidos. Tanto el higado como los
rinones participan activamente en la interconversion de aminoacidos por
transaminacién, asi como en su degradaciéon por desaminacion, incorporandose los
iones amonio asi generados al ciclo de la urea. Los aminoacidos sanguineos se filtran
a través de las membranas glomerulares, reabsorbiéndose a nivel de los tubulos
renales. Se han descrito multiples sistemas de transporte mediante procesos de
transporte activo o difusién facilitada, destacando aquellos para aminodcidos neutros,
para aminoacidos basicos y cisteina, para iminodcidos y glicina, y para acidos

dicarboxilicos92'2.

El término perfil de aminoacidos se utiliza para designar a aquellos aminoacidos que
se encuentran en el organismo de forma libre, no unidos a péptidos o proteinas. La
concentracion del perfil de aminoécidos plasmaticos es un reflejo del equilibrio entre su
aporte (a través de la dieta, la absorcion intestinal, el recambio proteico y la sintesis
enddégena de aminoacidos no esenciales), y su consumo (por parte del higado y
tejidos no hepaticos, sintesis endégena proteica y catabolismo)?'2.

Los pacientes con ERCT presentan con frecuencia alteraciones significativas en el
perfil de aminoacidos intracelular y plasmatico, lo que se ha atribuido a factores tales
como las dietas hipoproteicas o la ingesta inadecuada, a las alteraciones en el
catabolismo de proteinas o aminoé&cidos, asi como al propio procedimiento de HD
cronica?'*215, Por lo tanto, la evaluacion del perfil de aminoacidos plasmaticos puede
proporcionarnos informacion muy Util acerca del estado nutricional del paciente con
ERC. Sin embargo, la elevada complejidad del método de medida y el tiempo
necesario para su determinacién, hacen que su disponibilidad en la practica clinica sea

limitada, por lo que no es un marcador bioquimico utilizado habitualmente.
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3.2. Anemia en la Enfermedad Renal Cronica

La anemia contribuye de forma relevante a la sintomatologia y la calidad de vida del
paciente con ERC; asociandose su presencia y severidad con un incremento de la
morbi-mortalidad global y cardiovascular, especialmente en estadios avanzados de la

enfermedad'18216,,

3.2.1. Anemia y Riesgo Cardiovascular en la Enfermedad Renal
Crénica

La anemia renal se asocia con una disminucion de la liberacién y utilizacion de
oxigeno en los tejidos; lo que conduce a un aumento compensatorio del gasto cardiaco
y del retorno venoso, asi como a una disminucion de las resistencias vasculares
periféricas. Si estos cambios hemodinamicos persisten en el tiempo, inducen una
sobrecarga de volumen que favorecen el desarrollo de HVI, dilatacién del ventriculo
izquierdo e insuficiencia cardiaca. Ademas, la anemia produce un aumento de la
actividad simpatica, la cual induce un incremento en la frecuencia cardiaca y en la
contractibilidad miocardica, asi como una redistribucion del flujo sanguineo mediante
vasoconstriccion preferente en los ambitos esplacnico, esquelético y periférico. El
aumento de la actividad simpatica y la vasoconstriccion periférica estimulan el sistema
renina-angiotensina-aldosterona, lo que favorece la retencién de agua y Na*. Esta
activacion neuroendocrina puede tener efectos deletéreos a largo plazo en la funcion
cardiaca, favoreciendo el crecimiento y la dilatacion del ventriculo izquierdo, asi como
la fibrosis miocéardica®?'’. En el paciente con ERC, a estos cambios asociados a la
anemia se anaden otros factores relacionados con la propia uremia, como la
hipervolemia, la HTA o la rigidez arterial, que también favorecen el desarrollo de HVI.
Finalmente, la anemia se asocia a un aumento del estrés oxidativo, ya de por si
aumentado en la uremia, ya que el glutation de los hematies es el principal

componente antioxidante de la sangre (Figura 11)218,

La anemia en la ERC se relaciona con el desarrollo de HVI y de insuficiencia
cardiaca congestiva de novo o recurrente, asi como con una mayor morbi-mortalidad
cardiovascular y global®'¢2'®, En un andlisis combinado de 4 estudios poblacionales
(ARIC, Cardiovascular Health Study, Framingham Heart Study y Framingham
Offspring Study), la presencia conjunta de signos electrocardiograficos de HVI y
anemia en pacientes con ERC, se asocié a un mayor riesgo de desarrollar ECV con
respecto al observado para los pacientes que solo tenian HVI, y especialmente, a
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aquellos que no presentaban ningln factor?®. Estos datos demuestran el papel aditivo
e independiente de la anemia sobre el RCV en los pacientes renales.

/ Anemia \

Insuficiencia L
. Hipoxia tisular
cardiaca \
HVI Vasod.llgt.acmn
periférica
{ Diametro { Presién
ventricular arterial
T Volumen T Actividad
plasmatico simpatica
Retencién de { Flujo
liquidos sanhguineo renal
\ + SRAA = /

ADH

Figura 11. Relacion de la anemia y la enfermedad cardiovascular. ADH, hormona
antidiurética; SRAA, sistema renina-angiotensina-aldosterona; HVI, hipertrofia
ventricular izquierda. Adaptado de Arias et al™°.

3.2.2. Prevalencia de la Anemia en la Enfermedad Renal Croénica

La prevalencia y la gravedad de la anemia aumenta a medida que disminuye la
funcion renal (Figura 12)2'922' | os datos del estudio MERENAZ22 un estudio
multicéntrico observacional realizado en Espafia en una cohorte de 1.115 sujetos con
ERC, mostraron una prevalencia de anemia renal del 39% y del 51% en estadios G3 y
G4, respectivamente. En el estadio G5 de la ERC y en pacientes con ERCT en dialisis,

se estima que aproximadamente el 90% de los sujetos presentan anemia??®.

Un reciente estudio prospectivo realizado en Espana en un grupo de 439 pacientes
con ERC sin anemia, mostré que, tras un periodo de seguimiento de 3 arnos, el 35% de
los sujetos desarrollaban anemia. Estos sujetos presentaron, ademas, una progresion
mas rapida de la ERC que aquellos que no desarrollaron anemia, asi como un mayor

riesgo de hospitalizacion, aparicion de eventos cardiovasculares y mortalidad®.
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Figura 12. Prevalencia de la Anemia en los distintos estadios de la Enfermedad
Renal Cronica. Adaptado de McClellan et al??'. GFR, filtrado glomerular; Hb,
hemoglobina.

3.2.3. Definicion y Etiologia de la Anemia en la Enfermedad Renal
Croénica

La anemia renal es una anemia hiporregenerativa, caracterizada por una reduccién
de la masa eritroide sin alteraciones en el volumen (normocitica) ni en la Hb
corpuscular (normocroma), y con distribucion eritrocitaria normal. En el frotis de sangre
periférica se pueden observar espiculaciones en la membrana del eritrocito, mientras
que la médula ésea muestra hipoplasia eritroide sin alteraciones de la serie blanca ni
de las plaquetas™™.

Los criterios para el diagnostico de la anemia en la ERC han ido cambiando en los
ultimos anos a medida que se publicaban distintas guias de préactica clinica. En el ano
2004, The European Best Practice Guidelines on Anemia, propuso como criterio para
el diagnéstico de anemia la presencia de una concentracion de hemoglobina (Hb)
inferior a 11,5 g/dL en mujeres, 13,5 g/dL en hombres con edad inferior a 70 afos y
12,0 g/dL en hombres de méas de 70 afos??*. En el 2006, las guias K/DOQI para el
Manejo de la Anemia en la ERC modificaron esta definicion previa, recomendando
como limite inferior normal una concentracién de Hb de 13,5 g/dL en hombres adultos,
independientemente de la edad, y de 12,0 g/dL en mujeres®?. La publicacién en el afio
2012 de las guias KDIGO para el manejo de la anemia dieron un nuevo giro a estos

criterios. Las recomendaciones de esta guia, basadas en la definicion de la anemia
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proporcionada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), establecen como limite
inferior normal una concentracién de Hb de 13,7 g/dL para varones entre 20 y 60 afos
y de 13,2 g/dL para varones de mas de 60 anos. Para mujeres de cualquier edad el
limite establecido para la Hb es 12,2 g/dL?%. Aunque esta Ultima definicién es de gran
utilidad para propositos epidemioldgicos, en la practica clinica continua empleandose
la definicién proporcionada por las guias K/DOQI debido a su facil implementacion.

La causa principal de la anemia en la ERC es la produccion inadecuada de
eritropoyetina (EPO). La EPO, una glucoproteina de 165 aminoacidos y masa
molecular de 30.4 KDa, es sintetizada a nivel renal y hepatico. La produccién hepatica
de EPO es predominante durante la etapa fetal, mientras que el 85-90% de la sintesis
de EPO en el adulto se produce a nivel renal. La disminucion de la produccion renal de
EPO no es compensada por un higado normal, aunque en procesos de regeneracion
hepatocitaria o tumorales se puede observar un aumento de la sintesis hepética de

esta hormona'%1°.

El principal estimulo para la produccion de EPO es la hipoxia, siendo su
concentracion plasmatica normal de 10-30 mU/mL'%'%33, Esta concentraciéon aumenta
rapida y exponencialmente en situaciones de hipoxia, pudiendo alcanzar valores
cientos de veces superiores al valor basal en sujetos con anemia aguda. En los
pacientes con ERC, paraddjicamente, los valores de EPO son similares a los de la
poblacién general, aunque inapropiadamente bajos en relacién a la concentraciéon de
Hb10‘1g.

Junto con el déficit de EPO, otros factores pueden contribuir al desarrollo,
mantenimiento y agravamiento de la anemia en la ERC, como son: el acortamiento de
la vida media de los hematies, la inhibicion de la eritropoyesis por toxinas urémicas, el
déficit de hierro, la inflamacién croénica, el hiperparatiroidismo, la toxicidad por aluminio
o el déficit de acido félico y vitamina B12. Las alteraciones en la sintesis del ADN
secundarias al déficit de acido folico y vitamina B12, y la consecuente disminucién en
la proliferacion y maduracion celular, dan lugar a una eritropoyesis ineficaz
caracterizada por una asincronia nucleo-citoplasma, que se manifiesta clinicamente
como una anemia macrocitica normocroma o anemia megaloblastica®®. Si bien la
prevalencia de la anemia megaloblastica en la ERC es baja, su valoracién es de gran
importancia para el adecuado diagnéstico y tratamiento de la anemia renal,
especialmente en aquellos pacientes con DEP o cuando la severidad de la anemia sea
desproporcionada en relacién al grado de deterioro de la funcién renal??+22¢,
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3.2.4. Principales Marcadores Bioquimicos de la Anemia

Junto con la Hb, parametro esencial para el diagnéstico de anemia, los mejores
marcadores bioquimicos disponibles actualmente para la evaluaciéon y monitorizacién

de la anemia son el hierro, la transferrina, la ferritina, la vitamina B12 y el acido félico.

3.2.4.1. Hierro

El hierro es un micronutriente esencial que forma parte de numerosas proteinas
como la hemoglobina, la mioglobina, la ribonucleétido-reductasa, el citocromo P450 o
los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. La absorcién del hierro
procedente de la dieta es regulada por las células del epitelio intestinal; mientras que
la regulacion de las reservas depende de un sistema coordinado en el que intervienen
varios compartimentos de distribucion, y tres proteinas que regulan los mecanismos de
transporte (transferrina), reserva (ferritina) y utilizacién celular (receptores de
transferrina). El contenido de hierro en el organismo es de 65-75 mmol, del cual
aproximadamente el 80% se halla formando parte de la hemoglobina, alrededor de un
20% se acumula en los tejidos unido a la ferritina y menos del 0,1% se encuentra

circulante en plasma unido a la transferrina'®.

La concentracidn sérica de hierro se ve afectada por numerosos factores tales como
la edad, el sexo o la inflamacion; ademas de verse influida por variaciones
nictemerales diurnas, las cuales, a su vez, dependen de los ritmos circadianos de la
EPO y de los horarios de ingestién de alimentos. Ademas, la concentracién de hierro
presenta importantes fluctuaciones aleatorias, no relacionadas con procesos
fisioldgicos o fisiopatolégicos'®. Por todo ello, la determinacion aislada de hierro sérico
tiene un uso limitado, recomendandose siempre una evaluaciéon simultanea junto a
otros parametros indicadores de su biodisponibilidad [transferrina y saturacién de

transferrina (ST)] y de sus reservas (ferritina)2°.

3.2.4.2. Transferrina y Saturacién de Transferrina

Como respuesta 0 mecanismo compensatorio, el déficit de hierro induce un
incremento en la sintesis hepatica de transferrina y, por tanto, en su concentracion
sérica. En condiciones fisiolégicas, aproximadamente 1/3 de la transferrina se
encuentra unida a hierro; mientras que en un estado de ferropenia, la transferrina

circulante transportard una menor proporcion de hierro, disminuyendo su tasa de
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saturacién. La sobrecarga de hierro, por contra, suprime la expresion de transferrina,

disminuyendo su concentracion sérica y aumentando la ST

La concentracion sérica de transferrina no esta sometida a ritmos circadianos y
presenta menos fluctuaciones que la concentracién de hierro. Sin embargo, al ser un
reactante de fase aguda negativo, su concentracién se vera disminuida en procesos
infecciosos o inflamatorios. Otros factores, como las enfermedades gastrointestinales,
hepaticas, renales o el DEP, también pueden disminuir su concentracién sérica en
ausencia de sobrecarga de hierro. Por tanto, aunque tanto la transferrina como la ST
se consideran marcadores altamente sensibles de ferropenia funcional, en la
evaluacion de la anemia renal, sera necesario mostrar especial cautela en la
interpretacion de sus resultados, debido a la elevada prevalencia de comorbilidades

como la inflamacién crénica y el DEP'0:20°,

3.2.4.3. Ferritina

La ferritina es una glicoproteina esferoidal de 450 KDa constituida por 24
subunidades polipeptidicas (apoferritina) que, al unirse, forman una cavidad central
con capacidad para almacenar hasta 4500 atomos de hierro como fosfato hidroxido
férrico'®. La principal funcién de la ferritina es, por tanto, la incorporacién y el
almacenamiento de hierro. En condiciones normales, aproximadamente el 20% del
hierro absorbido por via intestinal es almacenado en el tejido reticulohistiocitario
incorporado a la ferritina, especialmente en el higado, el bazo y la médula 6sea'4165,

En condiciones fisiolégicas existe un equilibrio entre la ferritina intracelular y la
extracelular: cuanto menor sea el hierro almacenado, menor es la ferritina intracelular
Yy, en consecuencia, la ferritina extracelular disminuye. Por lo tanto, la concentracién de
ferritina sérica proporciona una estimacion fidedigna de las reservas de hierro del
organismo. En estados ferropénicos, la concentracion de ferritina disminuye de forma
mas precoz que otros marcadores del metabolismo del hierro, considerandose un
marcador temprano de la disminucién de la reserva de hierro histico. En pacientes con
ERC, concentraciones de ferritina inferiores a 30 ng/mL se consideran indicativas de
un déficit severo de hierro y predicen con elevada fiabilidad la ausencia de depdésitos

férricos en la médula 6sea 6520,

Sin embargo, es necesario tener en cuenta que la ferritina es un reactante de fase
aguda, por lo que su concentracidbn sérica se incrementara como respuesta a

inflamaciones, infecciones o traumatismos. Por lo tanto, los valores de ferritina
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deberan ser interpretados con precaucion en los pacientes con ERC, especialmente

en aquellos con ERCT, donde la inflamacién crénica es altamente prevalente 25126160,

3.2.4.4. Vitamina B12

El término vitamina B12 o cobalamina comprende a todos los componentes de un
grupo de compuestos organometélicos constituidos por un anillo corrinoide, con un
atomo de cobalto central, y diversos ligandos axiales que dan lugar a las diferentes
formas de la cobalamina: hidroxicobalamina (forma natural de la vitamina B12),
glutationilcobalamina, metilcobalamina y adenosilcobalamina'®4. La absorcién intestinal
de la vitamina B12 procedente de la dieta requiere de un mecanismo altamente
especializado, en el que intervienen tres sectores del tracto digestivo: el estbmago, el
pancreas y el ileon terminal. Este proceso estd mediado, fundamentalmente, por la
produccion de factor intrinseco, una glicoproteina secretada por las células parietales
gastricas. Tras su absorcion, la vitamina B12 une a la transcobalamina I, una proteina
de sintesis enterocitica, para su transporte a través de la corriente sanguinea a los
tejidos diana. El higado capta y almacena la mayoria de la vitamina circulante, siendo
la cantidad almacenada en el organismo en condiciones fisiolégicas de 2-3 mg'®. La
excrecion se produce fundamentalmente por via biliar, con una tasa de excrecion
diaria de 0,5-5 ug; de la cual al menos el 65-75% es reabsorbida en el ileon, mediante

un mecanismo de conservacion altamente eficaz'6%209,

La vitamina B12 es un nutriente esencial para todas las células del organismo, y su
déficit causa alteraciones en la funcién o la morfologia de varios sistemas orgéanicos,
dando lugar, principalmente, a alteraciones de tipo hematolégico (anemia
megaloblastica) y neuroldgico'®®2%, La causa mas frecuente de esta deficiencia es una
disminucion de la biodisponibilidad del factor intrinseco, la cual puede tener un origen
autoinmune, genético o secundario a una atrofia gastrica. Otras causas asociadas al
déficit de vitamina B12 son el DEP, los sindromes de malabsorcién intestinal o la

deficiencia congénita de transcobalamina 112%°.

3.2.45. Acido Félico
El término acido fdlico se aplica a toda una familia de vitdmeros con actividad

biologica equivalente; y que tienen en comun la estructura del &cido

pteroilglutamico®4.
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Los folatos procedentes de la dieta se absorben en forma de derivados
monoglutamicos a nivel intestinal, los cuales son posteriormente reducidos y metilados
en el higado para formar el 5-metil-tetrahidrofolato (5-metilTHF), forma biolégicamente
activa del acido félico. En el plasma, el 5-metilTHF se encuentra unido a proteinas,
principalmente a la albumina y a la proteina ligante de folatos. La excrecion de folato
se produce por via biliar y renal, reabsorbiéndose una parte importante del folato

excretado, tanto a nivel enteropatico como tubular?®.

La captacion de folato por los tejidos depende de un transportador especifico de la
vitamina B12, por lo que sus funciones fisiolégicas y su metabolismo estan
estrechamente relacionados'®®2?6, Las principales causas del déficit de cido folico son
la disminucién de la ingesta, los sindromes de malabsorcion intestinal, el alcoholismo

cronico o el déficit de vitamina B122%.

3.3. Alteraciones del Metabolismo Oseo-Mineral

El término osteodistrofia renal ha sido empleado tradicionalmente para referirse a las
alteraciones del metabolismo 6seo-mineral en los pacientes con ERC. Sin embargo,
en los ultimos afos se ha demostrado que las alteraciones del metabolismo 6seo-
mineral tienen dos dianas principales: el esqueleto y el sistema cardiovascular,

existiendo una estrecha conexién entre ambas alteraciones.

Basandose en estos hallazgos, la Fundacién KDIGO propuso en el afio 2009 una
nueva definicibn y un sistema de clasificacion mas integrado, introduciendo el
concepto de alteracién 6seo-mineral asociada a la ERC?’. Este término, derivado
del anglosajon Chronic Kidney Disease-Mineral Bone Disorder (CKD-MBD), integra
todas las alteraciones bioquimicas, esqueléticas y extraesqueléticas que tienen lugar a
consecuencia de las alteraciones del metabolismo mineral en la ERC, considerandose
ésta una enfermedad sistémica'?®22” caracterizada por la presencia de una o varias de

las siguientes manifestaciones:
< Anormalidades del calcio, fosfato, PTH y vitamina D.

«»+ Alteraciones en el remodelado, mineralizacién, volumen, crecimiento o

fragilidad 6sea.

% Calcificaciones cardiovasculares o de otros tejidos blandos
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3.3.1. Implicaciones Clinicas de las Alteraciones del Metabolismo
Oseo-Mineral

La principal consecuencia de las alteraciones del metabolismo 6seo-mineral en la
ERC es el desarrollo de dafnos de severidad variable en los tejidos diana, siendo el
esqueleto y el sistema cardiovascular los tejidos principalmente afectados'®.

La hiperfosfatemia se ha asociado con un aumento del grosor intima-media, rigidez y
calcificacién vascular, hipertrofia miocardica y mortalidad, asi como con la progresion
de la ERC?%; mientras que la PTH se ha considerado clasicamente como una toxina
urémica, asociandose a distintos efectos sistémicos®*'%, En la Gltima década, el déficit
de vitamina D, también frecuente en la poblacion general, ha adquirido especial
importancia al relacionarse con alteraciones en la inmunorregulacion, la respuesta
inflamatoria, la regulacion de la proliferacion celular, la secreciéon de insulina y la
produccién de renina®”®. Como consecuencia de estos efectos, las alteraciones del
metabolismo &seo-mineral han demostrado ser predictoras independientes de

mortalidad en la poblacién urémica, especialmente de causa cardiovascular®’:22°,

Block et al®’, en un estudio en el que se incluyeron 40.538 pacientes con ERC en
HD, observaron que concentraciones séricas de fosfato y PTH superiores a 1,6
mmol/L y 600 pg/mL, respectivamente, se asociaban a un incremento en la mortalidad
cardiovascular y en la incidencia de fracturas 6seas. Ademas, observaron que en
estos pacientes el RCV relativo atribuible a las alteraciones del metabolismo 6seo-
mineral era superior al de la anemia o al de la infradidlisis. Estudios posteriores de tipo
retrospectivo corroboraron estos resultados, observando ademas una asociacion entre
la hipocalcemia, el descenso en la concentracion sérica de calcitriol y el incremento del

producto calcio-fosfato, con la morbi-mortalidad cardiovascularé”-2%,

3.3.2. Prevalencia de las Alteraciones del Metabolismo Oseo-Mineral
en la Enfermedad Renal Cronica

Las alteraciones del metabolismo 6seo-mineral presentan una elevada prevalencia
en pacientes con ERC, especialmente a partir del estadio G3 de la enfermedad.
Diversos estudios epidemiol6gicos realizados en Estados Unidos muestran una
prevalencia creciente del hiperparatiroidismo secundario en relacién al estadio de la
ERC: 23% para el estadio G3, 44% para el G4 y 72,5% para el estadio G5. De forma
similar, la prevalencia de la hiperfosfatemia y del déficit de vitamina D es
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significativamente mayor en el estadio G5 de la ERC que en estadios previos de la
enfermedad: 9,2 y 9,1% para el estadio G3; 9,3 y 10,7% para el estadio G4;y 23,0 y
27,2% para el estadio G523,

La reciente publicacién de los resultados del estudio OSERCE?*?, un estudio
observacional transversal en el que se incluyeron 634 pacientes con ERC en estadios
G3 a G5 no sometidos a didlisis, ha permitido obtener una panoramica de la situacién
actual de las alteraciones del metabolismo 6seo-mineral en la ERC en nuestro pais.
Los datos de este estudio muestran que, a medida que la funcion renal disminuye, los
pacientes presentan concentraciones significativamente menores de calcio, vitamina
D, hemoglobina, albumina y bicarbonato; mientras que la concentracién de fosfato, el
grado de hiperparatiroidismo, HTA y proteinuria eran significativamente mayores. La
prevalencia de hipocalcemia, hiperfosfatemia, hiperparatiroidismo, déficit de 25-OH-
colecalciferol (calcidiol), definida como una concentraciéon inferior a 30 ng/mL, e
insuficiencia de 1,25-(OH).-colecalciferol (calcitriol), definida como una concentracién
inferior a 22 pg/mL) fue, respectivamente, del 45, 22, 70, 81,5 y 64,7%. Asi mismo se
observo que los niveles disminuidos de calcidiol eran constantes, independientemente
del estadio de ERC, mientras que el déficit de calcitriol aumentaba conforme disminuia
el FG.

3.3.3. Fisiopatologia de las Alteraciones Oseo-Minerales
Las alteraciones de las magnitudes bioquimicas que regulan la homeostasis del

metabolismo &éseo-mineral ocurren progresivamente y en paralelo al deterioro del
FG103,111_

3.3.3.1. Eje Calcio-Fosfato-Hormona Paratiroidea

La progresion de la ERC se asocia con un aumento precoz del factor de crecimiento
fioroblastico 23 (FGF-23) y con una reduccién de la masa renal funcional®®®. Ambos
factores favorecen la disminucién del enzima 1-a-hidroxilasa, encargada de la sintesis
de calcitriol, forma biolégicamente activa de la vitamina D. El déficit de calcitriol afecta
significativamente a la absorcion intestinal de calcio, provocando un descenso en su
concentracion sérica y estimulando la sintesis de PTH. La disminucion de la sintesis
de calcitriol ocurre precozmente, siendo ya detectable en el estadio G3 de la ERC.
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La disminucion de la funcién renal también afecta directamente a la excrecion de
fosfato: el rindbn no es capaz de filtrar suficiente fosfato, por lo que se produce un
incremento de su concentracion sérica. En condiciones fisiol6gicas, la hiperfosfatemia
estimula la produccion de PTH por la glandula paratiroides, asi como la sintesis y
secrecién de FGF-23 por parte de los osteocitos''233, EI FGF-23, por su parte, ejerce
sus efectos tanto en el tejido renal, inhibiendo la reabsorcién de fosfato; como en la
glandula paratiroides, disminuyendo la sintesis y secrecién de PTH2®, Sin embargo,
en pacientes con ERC, la persistente elevacion de la concentracion de PTH adn en
presencia de concentraciones elevadas de FGF-23, sugiere una resistencia de las
glandulas paratiroides a la accion inhibitoria de este Ultimo'%3.233,

3.3.3.2. Hiperparatiroidimo Secundario

La glandula paratiroidea es el principal érgano responsable de la homeostasis del
calcio en el organismo. Este proceso lo realiza gracias a la presencia de al menos dos
receptores conocidos, a través de los cuales se canalizan los efectos de las moléculas
y hormonas que modulan tanto la sintesis y secrecion de PTH, como el tamafno
glandular: el receptor-sensor de calcio (CaR) y el receptor de vitamina D (VDR)'%3111,

% El CaR, situado en la superficie de las células paratiroideas, detecta cambios
minimos en la concentracion sérica de calcio i6nico. Cuando la concentracion
desciende, se estimula la secrecién de PTH; mientras que concentraciones
elevadas inhiben la liberacion de la hormona. El resultado es una respuesta
de la glandula paratiroidea de tipo sigmoidal, en la que pequefios cambios en
la concentracion sérica de calcio provocan grandes variaciones en la
concentracion de PTH, consiguiéndose su maxima inhibicion en la

hipercalcemia.

% El calcitriol actia sobre la glandula paratiroides a través del VDR, un receptor
de alta afinidad y especificidad. La unidn del calcitriol a su receptor provoca la
inhibicion de la sintesis de PTH. Ademas, el calcitriol es capaz de inhibir
indirectamente la secrecién de PTH, aumentando la absorcion intestinal de

calcio y, a su vez, estimulando la resorcién de los depdsitos 6seos de calcio.

En la ERC, el control anémalo de la secrecion de PTH se ha atribuido a la
disminuciéon de la expresion de VDR y CaR, lo que ocurre de forma paralela al
crecimiento de la glandula paratiroides. La hiperplasia paratiroidea y el consiguiente
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incremento en la secrecién de PTH, son los responsables del hiperparatiroidismo
secundario observado en la ERC. En las formas leves y moderadas de
hiperparatiroidismo, la glandula paratiroides sigue siendo capaz de responder a sus
principales reguladores®*. En cambio, en estadios mas avanzados, especialmente en
el hiperparatiroidismo terciario, una forma de hiperparatiroidismo irreversible y
frecuente en pacientes en didlisis, la glandula paratiroides presenta una escasa o nula
respuesta a los estimulos, mostrando un elevado grado de autonomia®®. El
hiperparatiroidismo secundario tiende a mantener la calcemia al estimular la
reabsorcion subperidstica, la produccion renal de calcitriol y la reabsorcion tubular de
calcio. Aunque este mecanismo de compensacion puede llegar a normalizar la

calcemia, lo hace a expensas de inducir alteraciones del recambio 6se0?342%°,

3.3.4. Criterios Diagnosticos

La deteccion de perturbaciones en la concentracion sérica de calcio, fosfato y PTH
es esencial para el diagnostico de la alteracion 6seo-mineral en los pacientes con
ERC. Estas alteraciones suelen presentarse a partir del estadio G3 de la ERC y, por
tanto, se recomienda iniciar la monitorizacion de su concentracion de a partir de dicho
estadio. Sin embargo, la severidad y velocidad de progresién de las alteraciones
bioguimicas del metabolismo mineral es muy variable, por lo que la frecuencia de
medicion debe estar guiada por la presencia, duracién y magnitud de las alteraciones
encontradas, asi como por el grado y progresion de la ERC y el uso de farmacos para
corregir las anomalias'®'"'. En la Tabla 10 se exponen las concentraciones de estos
parametros recomendados en la guia SEN'%® para el manejo de las alteraciones del

metabolismo éseo-mineral en los pacientes con ERC.

Parametro Estadio ERC Concentracion recomendada
Calcidiol Todos >30 ng/mL
2,1-2,4 mmol/L
lci
Calcio Todos (tolerancia hasta 2,5 mmol/L)
0,8-1,5 mmol/L
f 3 J
Fosfato Todos (tolerancia hasta 1,6 mg/dL en didlisis)
Estadio G3 35-70 pg/mL
PTHi Estadios G4 y G5 70-110 pg/mL
Estadio G5 150-300 pg/mL

Tabla 10. Valores recomendados en la guia de la Sociedad Espainola de Nefrologia
para el manejo de las alteraciones del metabolismo 6seo-mineral en los pacientes
con enfermedad renal cronica'®. ERC, enfermedad renal crénica; PTHi, hormona

paratiroidea intacta.
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3.3.5. Principales Marcadores Bioquimicos de las Alteraciones del
Metabolismo Oseo-Mineral

3.3.5.1. Calcio

El calcio es el catibon mas abundante del cuerpo humano ya que se encuentra
formando la parte mineral del tejido 6seo, fundamentalmente como hidroxiapatita. El
compartimento extracelular contiene Unicamente el 1% del calcio corporal total, y éste
se encuentra en plasma en tres fracciones distintas: unido a proteinas,
fundamentalmente a la albumina (45%); formando complejos con otros iones
inorganicos como fosfato, lactato, bicarbonato o citrato (5%); y en forma libre o calcio
idnico (50%), que es la fraccion fisioldgicamente activa'®.

Las principales guias clinicas sefialan a la concentracion de calcio iGnico como el
marcador ideal para el diagnéstico y seguimiento de alteraciones 6seo-minerales en la
ERC'3227.2%6  Sin embargo, las dificultades en la obtenciéon y manejo de la muestra
(gasometria arterial o venosa) hacen que el marcador bioquimico de eleccién en la

practica clinica habitual sea la concentracion sérica de calcio total.

En condiciones fisioldgicas, el calcio total estd sometido a unos estrictos
mecanismos de regulacion homeostatica que hacen que su concentracion sérica se
encuentre dentro de un rango muy estrecho, con algunas, aunque minimas,
variaciones diurnas'®2%. En presencia de hipoalbuminemia, sin embargo, se produce
una disminucién de la fraccion unida a proteinas y, en consecuencia, de la
concentracion de calcio total; observandose una hipocalcemia aparente que
subestimara la disponibilidad de calcio bioldgicamente activo. En estas situaciones, se

recomienda corregir la concentracion de calcio total empleando la siguiente formula:

Calcio Total corregido = Calcio Total (mmol/L) + 0,2 x [4- Albumina (g/dL)]

Ademas de por la concentracion sérica de albumina, la medida tanto del calcio total
como del calcio iénico, pueden verse afectadas por factores tales como las
alteraciones del metabolismo acido-base o los fenbmenos de hemoconcentracion,
todos ellos presentes en el paciente con ERC o ERCT. Por otra parte, la concentracion
extracelular de calcio no siempre se correlaciona con el balance de -calcio,
especialmente en pacientes con ERC, ya que el incremento de la concentracion de

PTH hace que su concentracién sea frecuentemente normal, pudiendo haber un
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balance tanto positivo como negativo. Todos estos factores hacen que la
concentracion sérica de calcio tenga poca capacidad predictiva de la enfermedad 6sea

subyacente03.227:236,

3.3.5.2. Fosfato

El fosfato es el anibn mas importante intra y extracelular. Aproximadamente el 85%
del fosfato del organismo se encuentra formando parte del tejido 6seo junto con el
calcio, por lo que los cambios en la concentracién de fosfato acompanan a los de
calcio en su depésito o resorcion 6sea. El 15% de fosfato restante se distribuye, més o
menos equitativamente, entre los espacios intra y extracelular'®®. Factores tales como
el pH o la concentracién de glucosa sérica, pueden causar un desequilibrio entre estos
dos compartimentos, produciendo una alteracion en la concentracion seérica de fosfato

sin que haya variaciones reales en la cantidad de fosfato corporal total®®.

Unicamente un 20% del fosfato extracelular se encuentra unido a proteinas, mientras
gue el resto se encuentra en forma libre, como fosfato inorgénico, pudiendo ser filtrado
en el glomérulo rena'®®. Al contrario de lo que ocurre con el calcio, la diferenciacién

entre el fosfato libre y el unido a proteinas plasmaticas carece de relevancia fisiologica.

La concentracion sérica de fosfato presenta una sensibilidad y especificidad
limitadas para el diagndstico de alteraciones del metabolismo 6seo mineral en la ERC,
al verse afectada por factores tales como variaciones en el pH y la glucemia,
fendbmenos de hemoconcentracion o el incremento en la concentracion de
PTH103’227‘236.

3.3.5.3. Hormona Paratiroidea

La PTH circulante en plasma no se presenta como una unica molécula, sino como
diversos péptidos paratiroideos, cada uno de ellos con diferente funcion e incluso con

diferentes receptores. Los fragmentos descubiertos hasta la actualidad son?’:
< PTH intacta (PTHi): esta constituida por un péptido de 84 aminoécidos, el

cual se obtiene por protedlisis consecutiva de dos péptidos mas largos, de
115 y 90 aminoacidos, respectivamente.
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% Fragmentos carboxi-terminales (PTHc): son todos aquellos fragmentos que
conservan la porcién C-terminal y les falta una serie de amino&cidos en la

porcién N-terminal. Se diferencian dos subgrupos:

o No 1-84: son los fragmentos mas largos, que han perdido una serie de
aminoacidos en cualquier lugar del segmento comprendido entre la

posicion 1 a 34.

o C-terminales: son aquellos a los que el fragmento que les falta incluye

mas que los 34 aminoterminales.

7

< Amino PTH (PTHa): este fragmento, de reciente descubrimiento, tiene una
secuencia de aminoacidos similar a la PTHi, pero presenta una fosforilizacion

en el aminoacido 17.

De todos ellos, la PTHi es la responsable de las funciones clasicas sobre hueso y
rindn, mediante la regulacién de la homeostasis del metabolismo fosfo-célcico y de la
sintesis de calcitriol. La regulacion y el metabolismo de los diferentes fragmentos
condiciona su concentracion plasmatica. Asi, en individuos sanos, la concentracion de
PTHc circulante es muy superior (80%) a la de PTHi (20%), debido, probablemente, a
la menor vida media de ésta ultima (5-8 minutos). La PTHc se elimina por via renal,
por lo que en la ERC, al disminuir su excrecién renal, tiende a acumularse a medida
que disminuye el FG, llegando a alcanzar su concentracidén plasmatica hasta un 95%
del total de PTH circulante®®.

La concentracion sérica de PTHi es la magnitud bioquimica que mejor se
correlaciona con las lesiones histolégicas del hiperparatiroidismo secundario,
especialmente con la actividad osteoblastica. Por lo tanto, es considerado el mejor
marcador disponible actualmente para el diagnéstico de enfermedad ésea subyacente,
con una sensibilidad y especificidad muy superior a la del calcio o el fosfato!03227:236,
Concentraciones de PTHi superiores a 450-500 pg/mL se consideran indicativas de
hiperparatiroidismo secundario, y excluyen practicamente la enfermedad Osea
adinamica o de bajo remodelado con una elevada especificidad. Por contra,
concentraciones de PTHi inferiores a 100-120 pg/mL, se asocian con enfermedad
6sea adinamica con un valor predictivo positivo (VPP) cercano al 90%'%. Es necesario
tener en cuenta, sin embargo, que la falta de estandarizacién derivada del empleo de
los distintos métodos de medida disponibles para la PTHi, pueden dificultar la correcta
interpretacion de los resultados bioquimicos, especialmente de aquellos
interlaboratorios.
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3.3.5.4. Vitamina D

El término vitamina D (calciferol) engloba a dos tipos de secosteroles liposolubles
que comparten una estructura general derivada del cilopentanoperhidrofenanteno: el
ergocalciferol o vitamina D2, y el colecalciferol o vitamina D3'%4. El ergocalciferol es
sintetizado en las plantas a partir del ergosterol y, junto con el colecalciferol presente
en el aceite de pescado, es la principal fuente dietética de vitamina D para el ser
humano. Sin embargo, el 90% de los requerimientos de vitamina D provienen de la
sintesis cutdnea de colecalciferol a partir del 7-dehidrocolesterol, un precursor del

colesterol, en una reaccion catalizada por la radiacion ultravioleta'®.

Una vez absorbida o sintetizada, la vitamina D es transportada al higado por una
proteina transportadora especifica, donde, mediante una reacciéon de hidroxilacion
mitocondrial, se forma el 25-OH-vitamina D o calcidiol. El calcidiol, metabolito
circulante mas abundante de la vitamina D, es transportado a los distintos tejidos diana
unido, principalmente, a la proteina transportadora especifica de vitamina D (88%) v,
en menor medida, a la alboimina®®®. El calcidiol es hidroxilado en el rifién por la accién
del enzima 1-a-hidroxilasa a 1,25-OH-vitamina D, forma biol6gicamente activa de la

vitamina D236,

La vitamina D participa activamente en la homeostasis mineral y en la funcién
musculo esquelética. En los ultimos anos se ha descubierto que la vitamina D
desempena ademas un papel fundamental en aspectos tales como la regulacién de la
funcion endotelial e inmunoldgica o la regulacién del ciclo celular, entre otros efectos

pleiotropicos?09-2%6,
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Capitulo 4. Variacion Bioldgica: Implicaciones en la

Practica Clinica.

Las magnitudes bioquimicas de interés clinico estan sujetas a variaciones a lo largo
del tiempo, las cuales pueden ser consecuencia de factores muy diversos, tanto
fisiolégicos como fisiopatoldgicos. El conocimiento de esta variabilidad biol6gica es
esencial para la correcta gestién de todas las fases del proceso analitico: preanalitica
(eleccién del especimen adecuado), analitica (requerimientos de los métodos de
medida) y post-analitica (interpretacién de resultados).

1. Naturaleza de la Variabilidad Biolégica

En funcién de su naturaleza, la variabilidad biolégica puede ser clasificada en cuatro
categorias: variabilidad fisiol6gica, consecuencia de variaciones metabdlicas y otros

estados o procesos fisiolégicos; variabilidad patoldgica, causada por episodios de

enfermedad; variabilidad iatrogénica, secundaria a la ingesta de farmacos o a

intervenciones terapéuticas; y variacion bioldgica aleatoria (VB)?*°.

1.1. Variabilidad Fisiologica

Los principales factores relacionados con la variabilidad fisiologica pueden
clasificarse en no modificables o inherentes al individuo, como la edad, el sexo, la
raza o la presencia de ritmos bilégicos ciclicos; y modificables, entre los que
destacan la dieta y la realizacién de ejercicio fisico.

1.1.1. Factores No Modificables

La edad es uno de los principales factores responsables de la variabilidad fisiologica,
afectando a la concentracion de multitud de magnitudes bioquimicas como, por
ejemplo, el CT, la urea o la fosfatasa alcalina (Figura 13). Las variaciones relacionadas
con la edad se producen habitualmente en momentos criticos del ciclo vital, como en
los periodos neonatal, infancia, pubertad, menopausia y vejez?*°; siendo la principal
repercusion de esta variacién la necesidad de estratificacion de los valores de

referencia (VR) poblacionales en funcion de la edad?®*'.
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CONCENTRACION

RELATIVA COLESTEROL

FOSFATO

20 30 40 50 60 70
EDAD (AflOS)

Figura 13. Variaciones observadas en la concentracion de colesterol,
urea y fosfato en funcion de la edad.

Por otra parte, la concentracién sérica de determinadas magnitudes bioquimicas,
especialmente hormonas y proteinas, varia siguiendo ritmos ciclicos predecibles,

los cuales pueden ser de naturaleza circadiana, diaria, mensual o estacional?*°.

El conocimiento de estos ritmos ciclicos es imprescindible tanto para una adecuada
gestibn de la fase preanalitica, como para una correcta interpretacién de los
resultados®*%?#2, |dealmente, todas las muestras deberian ser extraidas a primera hora
de la mafnana, minimizando de esta forma la influencia de los ciclos diarios. La
recogida de las muestras para el estudio de aquellas magnitudes bioquimicas
sometidas a ritmos circadianos o mensuales, como el cortisol o la progesterona,
debera realizarse en intervalos de tiempo especificos y clinicamente relevantes. En
cuanto a la interpretacién de los resultados, es necesario tener en cuenta que la
ausencia de un ritmo esperado es indicativo de la presencia de una patologia
subyacente. Un claro ejemplo es el patrén de secrecién de cortisol en la enfermedad

de Cushing, el cual se caracteriza por una alteracién en su ritmo nictemeral normal®*3.

1.1.2. Factores Modificables

El efecto de la dieta sobre la concentracion de las principales magnitudes
bioguimicas depende, en gran medida, del tipo de dieta y del tiempo transcurrido
desde la ingesta hasta la extraccion del espécimen. Asi, por ejemplo, tras una comida
rica en grasas, la concentracién sérica de TG puede alcanzar un valor hasta diez
veces superior a su concentracion basal; mientras que la concentracion sérica de

glucosa aumenta rapidamente tras la ingesta de alimentos, regresando a los valores
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basales, en condiciones normales, al cabo de 2-3h'®. Si bien los efectos de la dieta no
son extensibles a todas las magnitudes bioquimicas, de forma general se recomienda

un minimo de 8h de ayuno previo a la extraccion del espécimen sanguineo.

Las variaciones asociadas al ejercicio fisico dependen, entre otros, de la intensidad
y duracion del ejercicio realizado, del entrenamiento previo, de la masa muscular del
sujeto y de las condiciones ambientales. La mayoria de las alteraciones asociadas al
ejercicio son de tipo agudo y se relacionan con el intercambio de volumen entre el
espacio intravascular y el compartimento intersticial, la hemoconcentracion por
sudoracion intensa, el dafo muscular localizado y la concentracién circulante de las
hormonas de estrés (catecolaminas, cortisol y hormona de crecimiento)'. El ejercicio
moderado aumenta la concentracion de glucosa, aspartato aminotransferasa (AST),
lactato deshidrogenasa (LDH), fosfatasa alcalina y, especialmente, del enzima creatina
quinasa (CK), la cual alcanza su concentracion sérica maxima en las primeras 48h tras
un esfuerzo intenso, y de tres a siete dias tras un ejercicio fisico excéntrico®**. Asi
mismo, se ha observado que el ejercicio fisico prolongado disminuye la concentracién
sérica de hierro y de la ST. La justificacibn mas aceptada para esta ferropenia es la
hemolisis intravascular que se produce a consecuencia de microtraumatismos durante

el ejercicio, especialmente durante el ejercicio aerébico en superficies duras*.

1.2. Variabilidad Patolégica

El conocimiento de las alteraciones que las diversas patologias pueden provocar en
la concentracién de las magnitudes bioquimicas es una de las bases actuales de la
prevencion, el diagnostico, el prondstico y el seguimiento de enfermedades?3®24,
contribuyendo al diagnéstico diferencial, orientando sobre la existencia de una lesién
en un determinado érgano o sistema, descartando algun proceso patolégico en
particular, confirmando los hallazgos efectuados mediante otros métodos diagnésticos,
etc. Un ejemplo es la utilidad de los marcadores tumorales, como el antigeno
carcioembrionario (CEA) o el antigeno prostéatico especifico (PSA), en el diagndstico,

prondstico y seguimiento de neoplasias.

1.3. Variabilidad latrogénica

Las variaciones iatrogénicas estdn causadas, en el sentido mas estricto de la

definicion, por el consumo de farmacos o por actos terapéuticos o diagnésticos. Sin
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embargo, en esta clasificacién se suele incluir otros xenobiéticos de uso generalizado

en nuestra sociedad, como la cafeina, la nicotina o el etanol.

Las alteraciones de origen iatrogénico se producen por varios mecanismos entre los
que se encuentran la induccion enzimatica, la inhibicion metabdlica, y la competencia
por la unién a proteinas transportadoras, entre otros. La magnitud de estas variaciones
dependera de la cantidad de xenobibtico ingerido, del tiempo desde la ingesta y de la
idiosincrasia del paciente®*®. Como ejemplo, los anticonceptivos orales aumentan la
concentracion plasmatica de globulina fijadora de hormonas tiroideas y, en

consecuencia, la concentracion de tiroxina total, pero no de la fraccion libre'®.

1.4. Variacion Biologica Aleatoria

Aunque la variabilidad biolégica puede ser de origen fisiologico, patolégico o
iatrogénico, la variacién observada para la mayoria de magnitudes bioquimicas en
individuos sanos no se ajusta a ninguno de estos modelos; considerandose una
variacion de tipo aleatorio. Esta VB puede definirse, de una forma muy simplificada,
como una fluctuacion aleatoria inherente a la concentracion sérica de un analito,
debida a un equilibrio entre el recambio metabdlico y la regulacion

homeostatica?46:247.248,

Cuando se mide la concentracion de una determinada magnitud bioquimica en varias
muestras de un mismo individuo recogidas a lo largo del tiempo, se observara que los
resultados obtenidos no son constantes. Una vez descartadas o controladas otras
fuentes de variabilidad, la variacién total observada puede deberse a tres factores

acumulativos?*6:247:

X3

%

Variacién Preanalitica, relacionada con el proceso de extraccion, transporte y

preparacion de las muestras.

% Variacion Analitica (Va), relacionada con la precision y exactitud de los
métodos de medida.

% Variacion Bioldgica Inherente, debida a una fluctuacion aleatoria alrededor de
un punto de ajuste homeostatico, denominada Variacion Bioldgica
Intraindividual (VB)).
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Si esa misma magnitud bioquimica se analiza en varios sujetos, se observara una
variabilidad debida a las diferencias entre los puntos de ajuste homeostéatico de los
individuos, denominada Variacion Biologica Interindividual (VBg).

Por lo tanto, minimizando y controlando la variacién preanalitica y disefiando
estudios que nos permitan cuantificar la variacién analitica, podremos estimar tanto la
VB, como la VBg, conocidas en su conjunto como datos o componentes de la VB?246:247
(Figura 14). Estos componentes generalmente se expresan como porcentajes relativos
a la media: coeficiente de variacion intra (CV)) e interindividual (CVg).

En los ultimos 40 anos, el desarrollo y la aplicaciéon de la teoria de la VB ha puesto
de manifiesto la gran relevancia que reviste su conocimiento, tanto para el propio
laboratorio como en la practica clinica, reconociéndose como una herramienta de gran
utilidad para el establecimiento de las especificaciones de calidad analitica, la correcta
interpretacion de los resultados bioquimicos y la adecuada monitorizacién del

paciente, entre otros246:247.248,

Creatinina  —
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Figura 14. Representacion grafica de los componentes de variacion biologica descritos
para la creatinina y el hierro sérico. Los datos, obtenidos tras el analisis de 5 muestras
extraidas a 4 individuos aparentemente sanos, se representan como mediana y rango de

concentracion.
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2. Estimacion de los Datos de Variacion Bioldgica

Los componentes de VB se pueden estimar experimentalmente mediante la
seleccién de una cohorte de sujetos a priori libres de enfermedad, de los cuales se
obtendra un determinado numero de muestras a intervalos de tiempo especificos. En
cuanto al numero de sujetos y muestras, se recomienda buscar un compromiso entre
el numero ideal, en términos estadisticos, y el viable en funcién de la técnica

empleada?46:249,

El estudio de los componentes de VB puede ser abordado a través de diversos
protocolos experimentales, si bien, todos ellos parten de una premisa comun:
minimizar en lo posible todas aquellas variables preanaliticas que puedan afectar a la
determinacién de la magnitud bioquimica a estudio?*6247:248 . Ademas, el disefio de un
protocolo para la estimacion de los datos de VB debe tener en cuenta la precision
analitica del método de medida, procurando obtener la mayor fiabilidad posible*.

En el disefio experimental mas aceptado, propuesto originalmente por Cotlove et
al*®', un reducido grupo de sujetos a priori sanos es seleccionado para la obtencién de
varias muestras en un intervalo de tiempo predeterminado. Las muestras asi obtenidas
son congeladas hasta el momento del andlisis, analizandose por duplicado
aleatorizado en una Unica serie analitica. Las ventajas de este método son la
eliminacién de la Va interserie y la posibilidad de estimar la Va intraserie en la propia
matriz de los sujetos a estudio. Sin embargo, el gran esfuerzo analitico necesario para
la aplicacién de este protocolo limita considerablemente el nimero de sujetos y

muestras que pueden ser evaluados.

Otros autores, como Shepard et al?®? y Costongs et al®*®, propusieron un método
alternativo caracterizado por requerir un menor esfuerzo analitico. En este método, las
muestras, previamente recogidas con idénticas premisas que en el método anterior,
son analizadas una sola vez en una Unica serie analitica. La Va interserie es eliminada
y la Va intraserie se calcula a partir del analisis por duplicado de controles de calidad o
de un pool de muestras. El principal inconveniente de la utilizacion de este disefio es
que las diferencias de matriz y concentracién del analito entre las muestras y los

controles o el pool, puede influir sustancialmente en la estimacién de la Va intraserie.

Moses et al®** propusieron un tercer disefio experimental en el cual las muestras son
analizadas, bien por duplicado o por un andlisis simple, el mismo dia de la extraccion.

Este disefio es de especial utilidad cuando la magnitud bioquimica a estudio es
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inestable, aunque su principal desventaja es que la estimacion de la VB, puede ser
confundida con la Va interserie, siendo necesaria la estimacion de esta Ultima

mediante el andlisis de controles de calidad.

A pesar de las diferentes metodologias descritas, las estimaciones de los
componentes de VB se consideran, en general, constantes e independientes de la
estrategia utilizada para su obtencion?46248.2%0  Este hecho, unido a la dificultad que
entrana su adecuada estimacion, hace que el empleo de datos de VB recogidos en las
bases de datos internacionales®>®2%¢, sea una practica plenamente aceptada.

3. Bases de Datos Internacionales de Variacion Bioldgica

Con el objeto de proporcionar una base de datos de facil consulta, a lo largo de mas
de una década tras la publicacién de la teoria de la VB, varios autores realizaron
sendas recopilaciones de los articulos publicados al respecto®7:2%%2%, Sin embargo,
los resultados de estos primeros esfuerzos resultaron dispares, proporcionando
simplemente un listado de los datos publicados. En 1997, la Comision de Calidad
Analitica de la Sociedad Esparnola de Bioquimica Clinica, se propuso realizar una
recopilacion sistematica de todos los articulos publicados hasta la fecha sobre VB, con
el fin de elaborar una amplia base de datos internacional®®®. Los resultados de cada
uno de los articulos encontrados, 169 en esta primera edicién, fueron evaluados en

funcién de su robustez, estableciéndose cinco criterios esenciales de inclusion:

X3

%

Los articulos debian haber sido expresamente disefiados para la estimacion
de los componentes de VB, eliminandose asi todos aquellos articulos en los
que no se aplicaba un criterio de estandarizacién claro en la obtencién de las

muestras.

X3

%

El indice de fiabilidad, descrito como el cociente entre coeficiente de variacion

analitica (CVa) y la mitad del CV,, debia ser inferior a 2,0.

X3

%

El tratamiento estadistico de los datos empleado para la estimacién de los
componentes de VB debia estar claramente descrito, considerdndose los
modelos mas robustos la aplicacién de un analisis de la varianza (ANOVA) y

las férmulas manuales descritas por Fraser y Harris?46.

3

%

Los datos de VB debian derivar de sujetos aparentemente sanos.

3

%

Los articulos estudiados debian documentar tanto el CV, como el CVe.
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A continuacion, para cada una de las magnitudes bioquimicas seleccionadas, se
estudi6 la presencia de posibles asociaciones entre los CV, y las caracteristicas de los
sujetos (edad, sexo, ayuno..), no encontrandose justificacion para la estratificacion de
los resultados en ningun parametro. En los casos en los que se disponia de varios
estudios de VB para una misma magnitud, el valor de CV,y CVg incorporado a la base
de datos fue la mediana de todos los articulos recopilados. Asi mismo, a partir de
estos datos de VB se calcularon las especificaciones de calidad analiticas®®2%°. El
concepto y procedimiento de calculo para las especificaciones de calidad, asi como
sus implicaciones en el laboratorio clinico, se discutiran en profundidad en el apartado
4.1. Especificaciones de Calidad de esta tesis doctoral.

Desde su publicacion en 1999, la base de datos ha sido actualizada cada dos afnos,
con el fin de incluir los datos procedentes de nuevos articulos y de revisar los datos de
VB para las magnitudes ya incluidas, si fuera necesario a tenor de los nuevos datos
recopilados. Actualmente se encuentra en su octava edicién e incluye los datos de VB
y las especificaciones de calidad derivadas para 358 magnitudes bioquimicas, los
cuales han sido recopilados de 247 articulos especializados (Figura 15)%°.

Variacion Especificaciones
Blologlca Deseables

Ve CV(%) ES(%) ET(%)

Sm- Fenialacetato 6,60 25,20 3,30 6,51 11,96
Pla- Fenilalanina 9,50 40,60 475 10,42 18,26
Sm- Ferritina 14,20 15,00 7,10 5,16 16,88
Pla- Fibrinégeno 10,70 15,80 5,35 477 13,60
Sm- Folato 24,00 73,00 12,00 19,21 39,01
Sm- Folitropina (FSH) 11,00 47,20 5,50 12,12 2119

Figura 15. Ejemplo parcial del formato de la base de datos internacional de
variacion biologica, actualizacion 2014. Adaptado de Ricos et al?%¢. Srm; suero; Pla,
plasma; CVi, coeficiente de variacién intraindividual; CVa, coeficiente de variacion
interindividual; CV, imprecisién; ES, error sistematico (sesgo); ET, error total.

En los ultimos afos se han puesto de manifiesto una serie de importantes
limitaciones en la actual base de datos de VB, como, por ejemplo, el hecho de que
para 202 magnitudes de las 358 incluidas, los datos de VB proceden de un Unico

estudio, por lo que éstos datos podrian ser considerados como provisionales#826!, Sin
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embargo, es la marcada heterogeneidad de los métodos empleados para la estimacion
de los datos de VB entre los distintos estudios, la que se considera, actualmente, la
mayor limitacién de la base de datos. A consecuencia de esta heterogeneicidad, en
varias magnitudes para las que se dispone de un nimero limitado de publicaciones, se
observa una importante discrepancia entre los datos de VB proporcionados por los
distintos autores. Es el caso, por ejemplo, de la estimacién del CV, para la hormona
luteinizante (LH) en varones, cuyo valor varia entre el 12 y el 30% entre las distintas
publicaciones?®®. En un reciente estudio, Carobene et al?®?, comprobd que los CV;
publicados para alanina aminotransferasa (ALT), AST y gamma-glutamiltransferasa
(GGT) variaban dentro de un rango muy amplio (ALT: 11,1-58,1%; AST: 3,0-32,3%;
3,9-14,5%) debido, fundamentalmente, a la aplicacion de protocolos inapropiados para
la obtencion de las muestras y el tratamiento estadistico de los datos.

Estos hallazgos plantean nuevas dudas en torno a la utilidad real de los datos de VB
disponibles en la actualidad y destacan la necesidad de establecer nuevos criterios
para la valoracion critica de las publicaciones sobre VB y su inclusion en las bases de
datos. En consecuencia, son varios los autores que abogan por el desarrollo de un
estandar internacional para la realizaciébn y presentacion de los estudios sobre
\/B261262.263.264  Egtg iniciativa ya ha sido puesta en marcha por el Grupo de Trabajo
sobre VB de la European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(ELFM), el cual ha desarrollado una guia en la que identifica una serie de puntos clave
que, a su parecer, deberian ser incluidos en cada una de los estudios de VB con el fin
de que los datos obtenidos sean facilmente transferibles?®. Asi mismo, Simundic et
al?®®, han publicado recientemente una propuesta de estandarizacién para los términos
y abreviaturas que definen los componentes de la VB, coincidiendo sus
recomendaciones con las adoptadas originalmente por Fraser CG2*, y que son las
utilizadas en el presente documento (CV,, CVg y CVa). Estos autores recomiendan
también que todo articulo sobre VB incluya una descripcion del método de calculo de
la Va, asi como del nimero de muestras y periodo de tiempo entre extracciones,
tiempo transcurrido desde la extraccion hasta el andlisis de las muestras y numero de
series analiticas. En una reciente revision, Reraas et al**°, coinciden en sefalar que el
disefio experimental adoptado para la estimacién de los componentes de VB deberia
tener en cuenta la Va del método de medida, procurando obtener la mayor fiabilidad
posible. Asi mismo, sefalan que los datos de VB deberian ser publicados siempre
junto con sus IC95% para facilitar la comparacién y transferibilidad de los mismos, asi
como para permitir la evaluacién de la consistencia de los datos proporcionados.

101



Capitulo 4. Variacion Bioldgica: Implicaciones en la Practica Clinica Introduccién
4. Aplicaciones de los Datos de Variacion Bioldgica

Los datos de VB han sido utilizados con diversos propdésitos, entre los que destacan
el establecimiento de especificaciones de calidad analitica, la evaluacién de la utilidad
de los VR poblacionales y la interpretacion del significado clinico de cambios en series

de resultados de pacientes.
4.1. Especificaciones de Calidad

4.1.1. Definicion y Conceptos

La gestion de la calidad en un laboratorio clinico requiere la definicion de unos
objetivos en cuanto a las prestaciones analiticas ofertadas, teniendo en cuenta
factores econdmicos, legislativos y, fundamentalmente, el nivel de calidad necesario

para asegurar una satisfactoria decision clinica (Figura 16)27:268,

Gestion de la Calidad
Mejorade la Control de Ia
Calidad — Calidad

Especificaciones
de Calidad

Garantiade la Calidad en el
Calidad - Laboratorio

Figura 16. El papel central de las especificaciones de la
calidad en la gestion de la calidad. Adaptado de Fraser
C.G247.

El término mas empleado para describir el nivel de prestacién requerido para facilitar
una adecuada decision clinica es el de Especificaciones de Calidad?®”:2%8, Las
caracteristicas de prestacién de los métodos de medida disponibles en un laboratorio

clinico, se pueden clasificar en dos grandes grupos:
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« Caracteristicas de Practicabilidad: hacen referencia a los detalles de

ejecucion del método de medida como, por ejemplo, el volumen de muestra

necesario, el limite de deteccion y el intervalo de medida.

% Caracteristicas de Fiabilidad: definidas por la imprecisién, el error sistematico
(ES), el error total (ET).

Por lo tanto, para implementar un adecuado sistema de gestion de la calidad, las
especificaciones de calidad deberian ser definidas para cada una de las
caracteristicas de fiabilidad del método analitico.

Las primeras recomendaciones para el establecimiento de las especificaciones de
calidad analiticas fueron publicadas por Tonks D?° en 1963, Barnett RN2° en 1968 y
Cotlove et al*®' en 1970. Cada uno de estos autores introdujo tres conceptos distintos
para definir estandares de calidad: la distribucién de los resultados procedentes de
una poblacion sana, la variacion clinicamente relevante en los resultados de cada
analito y la distribucion de resultados de una magnitud bioquimica en funcion de la
naturaleza de su VB; respectivamente. Estas tres visiones iniciales han dado lugar al
desarrollo de una gran variedad de estrategias para la obtencibn de las
especificaciones de calidad en un laboratorio clinico.

Con el fin de aunar criterios, en 1999 se organizd una conferencia internacional en
Estocolmo, patrocinada por la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC), la Federacién Internacional de Quimica Clinica (IFCC) y la OMS, cuya
declaracién de consenso clasificO las estrategias para la estimacion de las
especificaciones de calidad segun un modelo jerarquico establecido en funcion de las
ventajas y desventajas observadas en cada uno de ellas (Tabla 11)?”'. Esta jerarquia
estaba basada en un modelo publicado con anterioridad por Fraser et al?’2.

La estrategia de eleccion deberia ser, por tanto, aquella que nos permitiera obtener
el nivel de prestacion analitico superior. Sin embargo, la valoracion de las diferentes
magnitudes bioquimicas en cada situacion clinica concreta presenta problemas,
fundamentalmente de practicabilidad®”2’3, En consecuencia, la estrategia mas
aplicada es aquella propuesta inicialmente por Cotlove et al®', segin la cual las
especificaciones de calidad deben ser obtenidas a partir de los datos de VB.
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Rango Estrategia Subclases

Evaluacion del efecto de la prestacion analitica EC? en situaciones clinicas concretas
en las decisiones clinicas concretas

2A. EC? de calidad basadas en la

5 Evaluacion del efecto de la prestacién analitica variacion biologica
en las decisiones clinicas generales 2B. EC? basadas en las opiniones de
los clinicos

3A. Guias de grupos nacionales o
internacionales

3 Recomendaciones de profesionales expertos
P P 3B. Guias de expertos individuales o
de grupos institucionales
) 4A. EC? marcadas por la ley
4 Basadas en recomendaciones legales o de a
programas de evaluacion externa de la calidad 4B. EC? propuestas por programas de

evaluacién externa de calidad

5A. Datos del estado del arte extraidos
5 Datos publicados sobre el estado del arte de programas de calidad externa
5B. Metodologia individual publicada

Tabla 11. Modelo jerarquico de clasificacion de las estrategias disponibles para establecer
especificaciones de la calidad en el laboratorio clinico. EC?; especificaciones de calidad. Adaptado
de Fraser CG?%’.

4.1.2. Especificaciones de Calidad para la Imprecision Basadas en la
Variacion Biologica

La Organizacién Internacional de Estandarizacion (ISO) define la precision como la
concordancia entre resultados independientes de medidas obtenidas bajo condiciones
estipuladas, lo que en la practica de un laboratorio de bioquimica clinica equivale a la

concordancia entre replicados de una misma muestra®’.

De acuerdo con esta definicion podemos concluir que, trabajar con una baja
imprecisién reduce la variabilidad inherente de los resultados individuales de una
prueba, aumentando la reproductibilidad y la fiabilidad de la misma. En 1970, Cotlove
et al®® sefalaron que el CVa méaxima tolerable en un laboratorio clinico deberia ser

menor o igual a la mitad del CV,.

Las bases estadisticas que corroboran esta teoria fueron desarrolladas unos afnos
después por Harris?’5, quién estableci6é en sus conclusiones que, si CVa = 0,5 CV,, el
grado de variabilidad anadida a la variabilidad intrinseca de una determinada prueba
diagnéstica es un 11,8%, considerandose ésta una incertidumbre razonable. Este
concepto ha sido ampliado en los Ultimos afios?’, observandose que un aumento de la
imprecisién analitica en relacién al CV|, aumenta la variabilidad total del resultado de la
prueba (Figura 17).
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Figura 17. Especificaciones de calidad para la
imprecision, mostrando la variabilidad en el
resultado de la prueba. Adaptado de Fraser et al?®,

En consecuencia, se han propuesto tres niveles de clasificacidon de las prestaciones

analiticas para la imprecision 272273.276.277,

“ Prestacion Deseable: Es la especificacion de calidad basada en la VB
considerada de aplicacién general.

% Prestacion Optima: Es la especificacion de calidad mas estricta,
recomendandose su aplicacion en aquellas magnitudes biolégicas donde los
estandares de prestacion deseable se consiguen facilmente con la
tecnologia y metodologia actuales.

“ Prestacion Minima: Esta especificacion de calidad, menos estricta, debe
ser aplicada uUnicamente para aquellas magnitudes para las que, con la
tecnologia y metodologia actuales, no es posible alcanzar la prestacion

deseable.

4.1.3. Especificaciones de Calidad para el Error Sistematico Basadas
en la Variacion Biologica

El ES se define como la diferencia entre el resultado analitico obtenido y la
estimacion del valor verdadero, relacionandose de esta forma con la exactitud®’*. La

consecuencia de un ES positivo es el desplazamiento de los valores observados para
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una determinada magnitud bioquimica a la derecha del intervalo de referencia, lo que
da lugar tanto a un incremento del porcentaje de poblacién fuera del limite superior de
referencia, como a una disminucién del porcentaje de poblaciéon fuera del limite
inferior. Un ES negativo presentara un efecto contrario. Por lo tanto y desde un punto
de vista clinico, la situacién ideal seria trabajar con un ES nulo que permitiera la
transferibilidad de los valores de referencia poblacionales tanto entre distintos

laboratorios, como entre diferentes métodos o sistemas analiticos?*°.

Gowans et al?’8, fueron los primeros autores en postular que aquellos laboratorios
con una poblacion homogénea deberian poder utilizar los mismos intervalos de
referencia y, para ello, el ES debia ser inferior a una cuarta parte de la VB. De forma
similar a la imprecisidén, se pueden considerar tres niveles de especificaciones de la
calidad para el ES, deseable, 6ptima y minima, en funcién de los porcentajes de

poblacién fuera del intervalo de referencia (Figura 18)277278,

10 — Minimo

|

| Deseable ]
8 — L 79

| Optima | 57%  Maximo fuera del

| 4-4% limite de referencia
6 3.8% | superior o inferior
‘oo

>

Minimo fuera del
limite de referencia
superior o inferior

1 1
0o o014 02403 %04 os
0125 0250 0-375

% Fuera del Intervalo de Referencia

Ratio entre el error sistematicoyla
variacion biologica

Figura 18. Especificaciones de la calidad para el error
sistematico mostrando el porcentaje de poblacion fuera
de los intervalos de referencia. Adaptado de Fraser et al?’2.

4.1.4. Especificaciones de Calidad para el Error Total Basadas en la
Variacion Bioldgica

Westgard QC?” introdujo por primera vez en 1974 el concepto de ET, como un
pardmetro en el que se consideraba de forma conjunta la imprecision y el error
sistematico. Siguiendo las mismas premisas que para la imprecision y el ES, las
especificaciones de calidad definidas para el ET se pueden clasificar como deseables,

optimas y minimas.
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4.2. Evaluacion de la Utilidad de los Valores de Referencia
Poblacionales

4.2.1. Definiciones y Concepto de Valores de Referencia

El objetivo primordial de un laboratorio clinico es la deteccién de las variaciones que
tienen lugar en las distintas magnitudes bioquimicas como consecuencia de factores
fisioldégicos o patoldgicos, aportando informacién cuantitativa que podra ser utilizada
con fines preventivos, diagnésticos y de seguimiento. Sin embargo, de forma aislada,
cualquier resultado analitico carece de interés por si mismo, siendo necesaria su
comparacion con resultados obtenidos en una poblacién libre de enfermedad, es decir,

con los resultados considerados como normales o de referencia®®.

La IFCC define los VR como el resultado analitico obtenido en un Individuo de
Referencia®®'2%2, Este individuo es un sujeto que pertenece a la poblacion a la que
sirve el laboratorio clinico, y que ha sido seleccionado por presentar un estado de
salud previamente definido. Esta flexibilidad en la definicién del individuo de referencia
permite establecer VR no solo en estados libres de enfermedad, sino también en otras
condiciones fisiolégicas (embarazo) y patoldgicas; sin menoscabo de los fundamentos
tedricos. El conjunto de todos los posibles individuos de referencia constituye la
Poblacion de Referencia. Al ser virtualmente imposible estudiar a la totalidad de la
poblacién de referencia se recurre a la teoria del muestreo, definiéndose la Muestra
de Referencia como un subconjunto representativo de la poblacion de referencia.

Las distribuciones de probabilidad de los datos recogidos en la muestra de
referencia constituyen la distribucion de referencia. Esta distribucién no sigue
necesariamente un modelo gaussiano, de hecho la obtencién de tal modelo suele ser
excepcional. El Intervalo de Referencia (IR) en una distribucién gaussiana se define
como el intervalo alrededor de la media de la distribucion de referencia que abarca
aproximadamente al 95% de la poblacion, dejando fuera del mismo al 5%
restante®®'22, En aquellos casos en los que determinadas caracteristicas de los
individuos de referencia, tales como la edad o el sexo, produzcan IR significativamente

diferentes, sera necesario realizar una estratificacion de los VR.

Los VR pueden ser categorizados atendiendo a distintos criterios como, por
ejemplo, VR poblacionales o individuales, univariados o multivariados, con
especificacion de tiempo, etc. La inmensa mayoria de los VR disponibles en la
bibliografia son poblacionales, univariados y no tiempo especificos, es decir los
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especimenes son extraidos sin tener en cuenta los ritmos bioldgicos o la VB de la

magnitud a estudio, y estimados para un Unico parametro bioquimico?®°,

4.2.2. Limitaciones de los Valores de Referencia Poblacionales. indice
de Individualidad

Aln con una correcta estratificacién, los VR poblacionales presentan una serie de
problemas derivados, fundamentalmente, de la elevada individualidad observada para
la mayoria de magnitudes bioquimicas?®. Esta individualidad es la responsable de
que, en condiciones fisiolégicas, ningun individuo presente valores que abarquen la
totalidad del IR, por lo que es posible que resultados que sean muy inusuales en él, se
encuentren dentro de los limites del IR, o que valores totalmente normales se

encuentren fuera del IR.

La mejor herramienta disponible en la actualidad para evaluar objetivamente la
utilidad de los VR para un determinado pardmetro bioquimico, es la estimacién del
indice de Individualidad (Il) derivado de los datos de VB. El Il se calcula como la
relacion entre el coeficiente de variacion total (CVr), definido como el sumatorio del
CVay el CV,, y el CVg"28328 En |a década de los 80, Harris et al**' propusieron el
establecimiento de dos puntos de corte para la evaluacion del ll:

% Sill < 0,6, la dispersién de los valores para cada individuo comprendera
solo una minima parte del IR. Por lo tanto, el pardmetro bioquimico a estudio
presentara una elevada individualidad y los VR convencionales seran de
poca utilidad, recomendandose la comparaciéon con resultados previos del

propio paciente.

s Sill > 1,4, |la distribuciéon de valores para cada individuo cubre en su mayor
parte la distribucion del IR. Asi pues, el parametro bioquimico presenta una
baja individualidad, y los VR convencionales seran de utilidad en diversas

situaciones clinicas.

La mayoria de magnitudes bioquimicas de interés clinico presentan una elevada
individualidad, lo que queda reflejado en el hecho de que para 276 de las 358
magnitudes incluidas en la base de datos de VB, el Il estimado es inferior o proximo a
0,6 (Tabla 12)%°¢. Esta individualidad dificulta tanto la monitorizacién y el seguimiento
de los pacientes, como el diagnéstico de enfermedades precoces, latentes o

subclinicag?*!:242.247
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Parametro CVP (%) CVaP (%) lic
Albumina 3,1 4,2 0,74
Calcio 1,9 2,8 0,68
Creatinina 4,3 12,9 0,33
Lactato 27,2 16,7 1,63
Magnesio 3,6 6,4 0,56
Potasio 13,6 13,4 1,02
Sodio 0,7 1,0 0,7
Transferrina 3,0 4,3 0,7

Tabla 12. indice de Individualidad y componentes de variacion biologica
definidos para algunas magnitudes bioquimicas a modo de ejemplo.
Adaptado de Fraser CG2¥’. CVg, coeficiente de variacion intraindividual; CVgP,
coeficiente de variacién interindividual; 11°, indice de individualidad.

4.3. Interpretacion del Significado Clinico de Cambios en una Serie de
Resultados: Valor de Referencia del Cambio.

Los resultados bioquimicos proporcionados por el laboratorio clinico son empleados
con diversos propdsitos, entre los que se encuentran el diagnéstico, el cribado o la
investigacion meédica. Sin embargo, la mayoria de las pruebas solicitadas en la
practica clinica habitual tienen como objetivo la monitorizacién y el seguimiento de

pacientes con patologias tanto agudas como crénicas.

Como ya hemos senalado, la elevada individualidad observada en la mayoria de
magnitudes bioquimicas, hacen que la utilidad de los VR para la interpretaciéon de
cambios en resultados seriados sea muy limitada2*'242247 Este hecho ha puesto de
manifiesto la necesidad de desarrollar métodos que nos permitan evaluar de una
forma objetiva el significado clinico de cambios en series de resultados, siendo la
mejor herramienta disponible en la actualidad la aplicacion del Valor de Referencia
del Cambio (VRC) derivado de los datos de VB2%,

4.3.1. Definicion y Calculo del Valor de referencia del Cambio

Los cambios observados en resultados seriados de un individuo pueden ser
debidos tanto a alteraciones en la situacién clinica del paciente, como a la variabilidad
introducida a consecuencia de la variacion preanalitica, analitica y biologica

intraindividual.
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La variacion preanalitica puede ser minimizada mediante la estandarizacion de las
condiciones de obtencién, transporte y manejo de las muestras. En estas condiciones,
el CVr para cada resultado obtenido en el laboratorio dependera unicamente de la VB,

y de la VA246’247’285.

Cuando, para una determinada magnitud bioquimica, se evalla la diferencia entre
dos resultados de una serie, el CVt observado sera igual a la suma de las variaciones

individuales para cada resultado?46.247:285;

Por lo tanto, para que los cambios en resultados seriados puedan ser considerados
clinicamente significativos, la diferencia entre los resultados encontrados debe ser
mayor que la suma de la variacién inherente a ambos resultados. Este concepto,
introducido por primera vez por Harris y Yasaka®¢, se denomina VRC, y se calcula

mediante la féormula:

VRC = £ 2'2* Z* (CVa2 + CV2)"2

donde Z son las desviaciones normales estandarizadas para un nivel de
probabilidad dado, como puede verse en la Tabla 13. Las puntuaciones Z
unidireccionales se emplearan cuando Unicamente presente relevancia clinica la
probabilidad de un aumento o un descenso en la concentracion del parametro a
estudio; mientras que las puntuaciones Z bidireccionales se emplearan cuando

cualquier tipo de cambio en su concentracién pueda ser clinicamente relevante.

Probabilidad Puntuacion Z Puntuacion Z
(%) Unidireccional Bidireccional
99 2,33 2,58
98 2,05 2,33
97 1,88 2,17
96 1,75 2,05
95 1,65 1,96
90 1,28 1,65

Tabla 13. Puntuaciones Z y probabilidad. Adaptado de Fraser CG2*.

En la préactica clinica habitual, las puntuaciones Z bidireccionales son la mas
utilizadas, empleandose un Z de 1,96 y 2,58 para la obtencion de un VRC significativo
(p<0,05) y altamente significativo (p<0,01), respectivamente?+6-247:285_ E| CVx debe ser
estimado a partir de los resultados del control de calidad interno de cada laboratorio

clinico, mientras que el CV, puede extraerse de la base de datos internacional de
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VB?2%. Al ser una parte importante en el célculo del VRC, se recomienda controlar
exhaustivamente la imprecision del método de medida, siendo el objetivo el
cumplimiento de las especificaciones de calidad derivadas de los datos de VB. EI CV,
es, en general, constante e independiente del tiempo, la geografia o el método
empleado en su estimacion®#7:24820_ Por |o tanto, el VRC se considera un herramienta

de elevada fiabilidad y de aplicacion universal?46.285.287.288

En los dltimos afnos, el VRC se ha empleado en un numero creciente de situaciones
clinicas, entre las que destacan: la interpretacion de cambios en los resultados de us-
TnT o us-TnlI?®°, el establecimiento de umbrales fiables en la lucha contra el dopaje®®,
la evaluacién de la respuesta metabdlica al tratamiento en sujetos diabéticos?®, la
definicion de las propiedades farmacocinéticas, farmacogénicas y farmacodinamicas
individuales para la monitorizacion terapéutica®®? o el diagndéstico y seguimiento de
neoplasias?®®. A este respecto, en el afio 2011, dentro de otro proyecto desarrollado en
nuestro laboratorio, se publicaron los resultados de un estudio retrospectivo en el que
se evaluaron 69 sujetos con una velocidad de crecimiento de PSA > 0,75 ng/mL/afo,
concluyendo que el empleo del VRC del PSA como valor de decisién clinica, podria

reducir sustancialmente el nimero de biopsias prostaticas innecesarias®*.

4.3.2. Valores de Referencia del Cambio en el Seguimiento de
Pacientes

El VRC estimado a partir de los datos de VB de individuos sanos, se puede emplear
en el seguimiento de pacientes con patoldgicas cronicas, si bien, teniendo en cuenta
que la patologia subyacente puede alterar tanto el punto de ajuste homeostatico de un

analito como la variacién en torno a ese punto, su aplicacion podria no ser apropiada.

En 2007, Ricos et al®®® se propusieron realizar una recopilaciéon de todos los
articulos sobre VB publicados hasta esa fecha en distintas patologias, de forma similar
a como habian hecho unos afos antes para la creacién de la base de datos de VB en
individuos sanos. El objeto de esta recopilacion era tanto organizar la informacion
disponible de una forma asequible para su empleo en la préactica clinica®®®, como
evaluar si la presencia de una patologia subyacente alteraba los datos de VB de las
magnitudes bioquimicas estudiadas. Para ello, los resultados de CV, estimados en
distintas patologias fueron comparados con los datos de VB para sujetos sanos
disponibles en su base de datos.
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Estos autores demostraron que, para la mayoria de las magnitudes estudiadas, los
valores de CV, observados en pacientes eran similares a los estimados en individuos
sanos, con la excepcién de algunas magnitudes consideradas marcadores especificos
de érgano. Para éstas, los CV, estimados en las patologias especificas eran mayores
que en individuos sanos y que en otras patologias:

X3

%

Alfafetoproteina en enfermedades hepaticas

3

%

CEA en cancer colorrectal

X3

%

Antigeno carbohidrato 125 (CA 125) en cancer de ovario

X3

%

Antigeno carbohidrato 15.3 (CA 15.3) en cancer de mama

X3

%

Creatinina en trasplante renal
% Fosfatasa alcalina en la enfermedad de Paget

% Hemoglobina glicosilada, albuminuria y lipoproteina (a) en DM

El empleo del VRC derivado de individuos sanos para el seguimiento de estas
patologias conllevaria un incremento en el nimero de falsos positivos, lo que podria
repercutir negativamente en la toma de decisiones clinicas, como, por ejemplo, el
aumento de la dosis de tratamiento, con el consecuente riesgo de toxicidad; o la
realizacion de pruebas invasivas®*2%’. Por lo tanto, la estimacién de los componentes
de VB para magnitudes bioquimicas decisivas en la monitorizacién de situaciones
patoldgicas bien definidas, pueden ser clave para un adecuado seguimiento de los

pacientes con enfermedades crénicas.
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Hipatesis de Trabajo y Objetivos

Las ECV constituyen una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en los
paises desarrollados, considerandose un problema de salud de primer orden. En el
caso de los pacientes con ERCT este problema es aun mas acuciante, observandose
una tasa de mortalidad cardiovascular entre 10 y 20 veces superior al de la poblacion
general. Este incremento del RCV tiene una etiologia multifactorial, asociandose a la
elevada prevalencia y al efecto acumulativo de factores de riesgo convencionales, no

convencionales y especificos de la uremia.

Una correcta interpretacion de los resultados de los principales factores bioquimicos
de riesgo cardiovascular (FBRCV), tanto en la poblacién general como en pacientes
con ERCT, sera clave para la adecuada identificacién y seguimiento de individuos de
alto riesgo, y esto deberia llevarse a cabo desde el conocimiento de la naturaleza de
su VB.

Sin embargo, y a pesar de su relevancia en la valoracion del RCV, la bibliografia
disponible sobre los datos de VB para la mayoria de los FBRCV es muy limitada en
individuos sanos y, hasta la fecha, inexistente en pacientes con ERCT.

Por ello, los objetivos de este estudio han sido:

B Evaluar la fiabilidad de un modelo experimental simplificado para el estudio
de los componentes de VB, basado en el analisis por duplicado de una unica
muestra por cada sujeto.

B Estimar los componentes de VB de los FBRCV mas relevantes para el
seguimiento de los pacientes con ERCT. Las magnitudes bioquimicas
estudiadas fueron:

v FBRCV Convencionales: CT, c-LDL, c-HDL, c-VLDL, c-noHDL, TG.

v FBRCV No Convencionales: PCR, us-TnT.

v" FBRCV Especificos de la Uremia: albumina y perfil de aminoacidos
libres plasmaticos (marcadores bioquimicos de DEP); transferrina
(marcador de DEP y anemia renal); ferritina, vitamina B12 y acido
folico (marcadores de anemia renal); calcio, fosfato, PTHi y 25-OH-
Vitamina D (marcadores de las alteraciones del metabolismo 6seo-

mineral)
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Estudiar el efecto del tiempo de permanencia en el programa de HD sobre la
concentracion y VB de los FBRCV evaluados.

Evaluar como la ERCT altera la naturaleza de la VB de las magnitudes
bioquimicas evaluadas mediante su comparacién con los datos de VB

estimados en una cohorte de individuos sanos.

Derivar los VRC mas apropiados para los datos de VB estimados en
individuos sanos y pacientes con ERCT, y evaluar la utilidad de estos VRC en
la identificacién de cambios significativos en situaciones clinicas reales de

pacientes con ERCT.
Calcular el Il y las especificaciones de calidad analitica deseables derivadas

de los datos de VB estimados para los FBRCV en individuos sanos y verificar
la factibilidad de su cumplimiento.

116



Material y Métodos






Capitulo 5. Disefio del Estudio de Variacidn Bioldgica Material y Métodos

Capitulo 5. Diseio del Estudio de Variacion Bioldgica

1. Caracteristicas del Disefio Experimental

Para la estimacion de los componentes de VB de los FBRCV se aplicé un nuevo
protocolo experimental, el cual, si bien parte de las premisas originalmente propuestas
por Cotlove et al®!, tiene como objetivo minimizar las desventajas que supone, en

cuanto a tiempo y carga analitica, el duplicado de todas las muestras del estudio.

Siguiendo este disefo experimental, todas las muestras del mismo grupo, ya fueran
sujetos sanos o pacientes con ERCT, fueron analizadas aleatoriamente en una Unica
serie analitica, duplicando Unicamente la primera muestra extraida a cada sujeto;
seleccionando ésta por ser la de mayor tiempo de almacenamiento y, por tanto, la mas
susceptible de presentar variaciones inespecificas. De esta forma, se elimina la Va
interserie y la Va intraserie se calcula en la propia matriz de las muestras a estudio, al

mismo tiempo que se disminuye el coste y el tiempo analitico.

Para minimizar la variacion preanalitica, todos los andlisis fueron realizados en un
mismo instrumento, por el mismo operador y utilizando el mismo lote de reactivos,

consumibles y calibradores.

2. Sujetos

El estudio de la VB de los FBRCV se realizé en dos cohortes independientes de
sujetos: pacientes con ERCT e individuos sanos. El disefio y la ejecucidn del estudio
fue claramente explicado a todos los participantes, obteniéndose su consentimiento

informado.

2.1, Pacientes con Enfermedad Renal Cronica Terminal

Para la estimacion de los datos de VB en la ERCT, se seleccionaron 20 pacientes
clinicamente estables, incluidos en el programa de HD crénica convencional del
Servicio de Nefrologia del Hospital San Agustin (Avilés, Asturias, Espana). Los

criterios de inclusién en el estudio fueron:
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« Edad inferior a 75 anos.

« Sin historia clinica de eventos cardiovasculares, DEP, hiperparatiroidismo

secundario, anemia ferropénica o tratamientos hipolipemiantes.

% Sin ingresos hospitalarios durante la duracién del estudio o en los 3 meses

previos.

% Sin variaciones significativas en la concentracion sérica de las magnitudes
bioquimicas empleadas en su monitorizacién en el mismo periodo de

tiempo.

>

» Peso seco estable.

-,

Durante el periodo de seguimiento, dos sujetos fueron hospitalizados debido a
neumonia y fiebre de origen desconocido, por lo que fueron eliminados del estudio.
Las principales caracteristicas basales pre-didlisis de los 18 sujetos restantes (11
mujeres y 7 hombres; rango de edad: 31-75 afios), se muestran en la Tabla 14.

2.2. Individuos Sanos

Una cohorte de 11 sujetos aparentemente sanos (8 mujeres y 3 hombres, rango de
edad 21-50 afos) fue seleccionada para el estudio de VB en individuos sanos, no
realizandose estudios complementarios para excluir la presencia de enfermedades

asintomaticas.

Ninguno de los sujetos presentaba sintomatologia o antecedentes clinicos de
enfermedad cardiovascular o renal, desnutricién, alteraciones del metabolismo 6seo-
mineral o anemia; y todos ellos mantuvieron su estilo de vida habitual durante el

periodo de realizacién del estudio.
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Rango de edad, afios 31-75
Mujeres, % 61

Etiologia de la ERCT?

Nefropatia diabética, % 28
Rinén poliquistico, % 22
Glomerulonefritis primaria, % 5,5
Nefrosclerosis, % 55
Otras enfermedades renales, % 17
No filiada, % 22
Hipertension, % 38
Tabaquismo, % 17

Tratamientos Farmacoldgicos

EPOP, % 40
Heparina, % 28
Antihipertensivos, % 38
Insulina 11
IMC®9, kg/m? 26 (19-32)
Hemoglobina¢, mmol/L 9,5 (7,4-12,5)
Glucosa?, mg/dL 91 (49-158)
Gamma-glutamiltransferasa?, U/L 19 (10-53)
Alanina aminotransferasa¢, U/L 11 (3-32)
Aspartato aminotransferasa®, U/L 3 (0-23)
Creatinina sérica“, mg/dL 8,9 (5,3-10,9)
Urea®, mg/dL 136,5 (49-213)
Acido urico?, mg/dL 5,7 (3,8-8,4)

Tabla 14. Caracteristicas pre-dialisis de los pacientes con enfermedad renal crénica
terminal clinicamente estable. ERCT?, enfermedad renal crdnica terminal; EPOP, hormona
eritropoyética; IMC®, indice de masa corporal; ¢, los datos se muestran como mediana

(rango).
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3. Muestras

El proceso de extraccion y manejo de las muestras fue estandarizado siguiendo un
estricto protocolo para minimizar la variacion preanalitica. Todas las muestras fueron
extraidas en condiciones de ayuno y a la misma hora del dia (8.30-10.00), por un
flebotomista experimentado mediante venipuctura convencional y evitando en lo
posible la estasis venosa. En todos los casos se obtuvieron muestras de sangre en
tubos de recoleccion a vacio (Vacuette, Greiner Bio-one, Madrid, Espana) sin
anticoagulante para la obtencién de suero; y con heparina de litio o sal dipotasica del
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulantes para la obtencion de las
muestras de plasma. Con el fin de prevenir una posible contaminacién cruzada, el tubo

de suero fue el primero en ser extraido.

Las muestras procedentes de los pacientes con ERCT fueron extraidas una vez al
mes en condiciones pre-didlisis, obteniéndose una media de 5 muestras por paciente
durante un periodo de seguimiento de 6 meses (junio-noviembre). Las muestras de
individuos sanos, por su parte, fueron extraidas una vez por semana durante 5

semanas consecutivas entre los meses de septiembre a octubre.

Tras la extraccion, la sangre fue dejada coagular a temperatura ambiente durante
30 minutos para la obtencién de suero, centrifugandose posteriormente a 3500g
durante 10 minutos; mientras que para la obtencién de plasma, la sangre fue
centrifugada a 3500g durante 10 minutos de forma inmediata tras su extraccion,
evitando de esta forma la degradacion in vitro de los componentes sanguineos. Una
vez centrifugadas, todas las muestras fueron alicuotadas y congeladas a -80 °C
durante un maximo de 11 meses antes de su andlisis. Las muestras de plasma EDTA
fueron empleadas en la determinacién de PTHi; mientras que las muestras de
heparina de litio se utilizaron en la determinacion del perfil de aminoé&cidos libres
plasmaticos. El resto de FBRCV fueron analizados en las muestras de suero.
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Capitulo 6. Métodos Analiticos

1. Consideraciones Generales

Previamente al andlisis de las muestras, y con el objeto de comprobar el adecuado
rendimiento de los métodos de medida, se procesaron dos niveles de control de
calidad internos empleados de forma rutinaria en nuestro laboratorio. La Unica
excepcion fue la determinacion de aminodcidos libres plasmaticos en la que, al no
disponer de controles de calidad comerciales, se utiliz6 como control una mezcla de
muestras (pool) previamente valorado, procedentes de individuos sanos. Asi mismo,
todos los métodos analiticos empleados fueron evaluados de forma regular mediante
la participacion en programas nacionales e internacionales de evaluacion externa de la

calidad.

Antes de su andlisis, las muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente y
agitadas durante 30 segundos para asegurar su homogeneidad.

2. Métodos Analiticos para la Determinacion de Lipidos vy

Lipoproteinas, Proteinas Plasmaticas y Minerales

2.1. Instrumentacion
El sistema analitico Cobas 711 (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafa) fue

empleado en la cuantificacibn de la concentracidon sérica de los lipidos y las
lipoproteinas, las proteinas plasmaticas y los minerales incluidos en el estudio.

2.2. Métodos Analiticos para la Determinacion de Lipidos vy

Lipoproteinas

2.2.1. Descripcion de los Métodos Analiticos

La determinaciéon de la concentracién de los lipidos y las lipoproteinas séricas se

realizé6 mediante métodos enzimaticos colorimétricos.
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2.21.1. Colesterol Total

Este método se basa en el desdoblamiento de los ésteres de colesterol en colesterol
libre y acidos grasos, por accion del enzima colesterol esterasa (CE). La colesterol
oxidasa (COD) cataliza entonces la oxidaciéon del colesterol a colest-4-en-3-ona y
peroxido de hidrégeno (H20:), el cual, en presencia de la enzima peroxidasa (POD),
induce la unién oxidativa del fenol y la 4-aminofenazona, generandose un colorante
rojo de quinona-imina. La intensidad cromatica del colorante formado es directamente

proporcional a la concentracion de CT, y se mide fotométricamente a 505 nm.

2.2.1.2. Colesterol LDL

El método empleado en la determinacién de c-LDL permite su medicién selectiva
mediante la combinacion de dos procesos: la solubilizacién micelar del c-LDL por un
detergente no iénico y la interaccion de un compuesto carbohidratado con el c-VLDL y

los quilomicrones.

Tras el desdoblamiento de los esteres de colesterol por accién del enzima CE, el
H20. formado como producto secundario en la reaccion catalizada por la COD,
reacciona con la 4-aminoantipirina y la N-(2-hidroxi-3-sulfopropilo)-3,5-dimetoxianilina
sédica (HSDA), formando un colorante purpureo azul, cuya intensidad es directamente
proporcional a la concentracion de c-LDL, midiéndose fotométricamente a 585 nm. Los
resultados obtenidos por este método se correlacionan con los derivados del método

de referencia, el cual esta basado en la ultracentrifugacion.

La concentracién de c-LDL fue calculada también mediante la aplicacion de la

férmula de Friedwald?2°8:

[c-LDL] = [CT] - [c-HDL] - [TG]/5

2.2.1.3. Colesterol HDL

El método empleado permite la medida directa y selectiva del c-HDL en suero,
mediante el uso de enzimas modificadas por polietilenglicol (PEG) y sulfato de
dextrano. En presencia de iones magnesio (Mg?), el sulfato de dextrano forma

complejos hidrosolubles de forma selectiva con las particulas de c-LDL, c-VLDL vy los
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quilomicrones. La modificacion de las enzimas CE y COD por el PEG, hace que éstas
muestren una actividad catalitica, observandose la siguiente reactividad progresiva:

c-LDL < c-VLDL = Quilomicrones < c-HDL
Bajo la accion catalitica de la POD, el H>O» formado como producto secundario en la
oxidacion de los ésteres de colesterol, reacciona con la 4-aminoantipirina y el HSDA

para formar un colorante azul purpureo, cuya intensidad es directamente proporcional

a la concentracion sérica de c-HDL y se mide fotométricamente a 585 nm.

2.2.1.4. Colesterol VLDL y noHDL

La concentracion de c-VLDL se estim6 a partir de la concentracidén obtenida para el
CT, el c-HDL y el c-LDL, mediante la formula:

[c-VLDL] = [CT] - [c-LDL] - [c-HDL]

El c-noHDL, el cual permite una estimacién conjunta del colesterol de las
lipoproteinas LDL, IDL y VLDL, se calcul6 mediante la formula:

[c-noHDL] = [CT] - [c-HDL]

2.2.1.5.  Triglicéridos

Este método emplea una lipasa lipoproteica para hidrolizar completamente los TG a
glicerol, el cual se oxidara posteriormente a dihidroxiacetonafosfato y H>O. por la
accion del enzima glicerol-3-fosfato oxidasa. El H2O asi formado, reacciona bajo la
accion de la POD con la 4-aminofenazona y el 4-clorofenol para formar un colorante
rojo en una reaccién a punto final, cuya intensidad cromatica es directamente

proporcional a la concentracién sérica de TG y se mide fotométricamente a 505 nm.

2.2.2. Caracteristicas de Practicabilidad y Requerimientos Analiticos

El limite inferior de deteccion (LD), definido como la menor concentracion del analito

que es posible diferenciar de cero, y el limite superior del rango lineal (LDs) de los
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meétodos de medida empleados en la determinacién de los lipidos y las lipoproteinas
séricas, se recogen en la Tabla 15.

LD/ LDsP
Colesterol Total, mg/dL 3,86 800
c-LDL¢, mg/dL 3,86 548
c-HDLY, mg/dL 3,0 120
Triglicéridos, mg/dL 8,9 889

Tabla 15. Caracteristicas de practicabilidad de los métodos de medida para la determinacion
de los lipidos y las lipoproteinas séricas. 2LD), limite inferior de deteccion; LDs, limite superior

del rango lineal; °c-LDL, colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; 9c-HDL, colesterol unido a
lipoproteinas de alta densidad.

Los métodos empleados cumplen con los requisitos establecidos por el National

Institute of Health (NIH) y el National Cholesterol Education Program (NCEP)?%®, en
cuanto a imprecisioén, ES y ET (Tabla 16).

Imprecision, % Error Sistematico, % Error Total, %
Colesterol total <3,0 <3,0 <89
c-LDL <4,0 <4,0 <12,0
c-HDL <40 <5,0 <13,0
Triglicéridos <50 <10,7 <15.0

Tabla 16. Recomendaciones del National Institute of Health (NIH) y del National Cholesterol
Education Program (NCEP) sobre los requisitos de fiabilidad de los métodos de medida para
la determinacion de colesterol total, colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (c-
LDL), colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) y triglicéridos.

2.3. Métodos Analiticos para la Determinacion de las Proteinas
Plasmaticas

2.3.1. Descripcion de los Métodos Analiticos
Los métodos empleados en la determinacion de las proteinas plasmaticas han sido

estandarizados frente a un patron de referencia para proteinas en suero humano
proporcionadas por el Instituto de Materiales y Medidas de Referencia (IRMM)3%,
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2.3.1.1. Albdmina

La determinacion de la concentracién sérica de albumina se realizd mediante un
método colorimétrico. A un pH de 4,1, la alboumina tiene un caracter lo suficientemente
cationico para formar un compuesto con el verde de bromocresol (colorante anidnico),
dando lugar a un complejo azul verdoso, cuya intensidad es directamente proporcional

a la concentracion sérica de alblimina; determinandose fotométricamente a 575nm.

2.3.1.2. Transferrina, Ferritina y Proteina C Reactiva

La determinacion de la concentracion de transferrina, ferritina y PCR séricas, se
realizd mediante métodos inmunoturbidimétricos basados en el principio de
aglutinacién, segun el cual las proteinas se adhieren a particulas de latex recubiertas
con anticuerpos especificos, determinandose el precipitado asi formado por
turbidimetria.

Para la determinacién de la concentracion sérica de PCR en individuos sanos se
empleé también un método de alta sensibilidad el cual se basa en los mismos
principios de aglutinaciéon que el método convencional y proporciona una sensibilidad
analitica 10 veces mayor (LD, = 0,15 mg/L: LDs = 20 mg/L).

2.3.2. Caracteristicas de Practicabilidad

El LD, y el LDs de los métodos de medida empleados en la determinacion de las
proteinas plasmaticas, se recogen en la Tabla 17.

LD2 LDs®
Albumina, g/dL 0,2 6
Transferrina, mg/dL 10 520
Ferritina, ng/mL 0,3 800
PCR, mg/L 1,0 250
us-PCR, mg/L 0,1 20

Tabla 17. Caracteristicas de practicabilidad de los métodos de medida para la
determinacion de las proteinas plasmaticas: albumina, transferrina, proteina C
reactiva (PCR), PCR de alta sensibilidad (us-PCR). 2LD,, limite inferior de deteccién;
bLDs, limite superior del rango lineal.
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2.4. Métodos Analiticos para la Determinacion de los Minerales Calcio y
Fosfato

2.4.1. Descripcion de los Métodos Analiticos

La determinacién de la concentracion sérica de calcio y fosfato se realiz6 mediante

métodos colorimétricos.

24.11. Calcio

En condiciones alcalinas, el Ca?* reacciona con la o-cresolftaleina complexona para
formar un complejo de color violeta, cuya intensidad cromatica es directamente
proporcional a la concentracién sérica de calcio, y se mide fotométricamente a 600 nm.
La adicion a la mezcla de reaccion de 8-hidroxiquinolina, previene posibles
interferencias con los iones Mg?* y Fe?*. Este método ha sido estandarizado frente al
método de referencia por absorcion atémica. El LD, y el LDs del método han sido
establecidos en 0,1 y 5,0 mmol/L, respectivamente.

2.4.1.2. Fosfato

El método empleado en la determinacién de la concentracion sérica de fosfato se
basa en la reaccién del fosfato inorganico con el molibdato de amonio en presencia de
acido sulfurico, para formar un complejo de fosfomolibdato de amonio, cuya
concentracion es directamente proporcional a la concentracion de fosfato inorganico
de la muestra, determinandose fotométricamente a 340 nm. El LD, y el LDs del método
fueron, respectivamente, 0,1 y 6,5 mmol/L.

2.5. Calibradores y Controles

Se emplearon los siguientes calibradores y controles suministrados por Roche

Diagnostics (Barcelona, Espana):

% Calibrador para sistemas automatizados c.f.a.s., empleado en la calibracion
de los métodos de determinaciéon del CT, los TG, la albumina, el calcio y el
fosfato séricos. La concentracion de estas magnitudes en el calibrador era de
164,1 mg/dL, 129,5 mg/dL, 3,57 g/dL, 2,58 mmol/L y 1,68 mmol/L,

respectivamente.
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% C.f.a.s. lipidos, empleado en la calibracién de los métodos de determinacién
del c-LDL y el c-HDL, siendo la concentracién de estas magnitudes en el
calibrador de 159 y 75 mg/dL, respectivamente.

% C.f.a.s. Proteins, empleado en la calibracién del método de determinacion de
la transferrina, la ferritina y la PCR séricas. La concentracién de estas
magnitudes en el calibrador fue valorada en 259 mg/dL, 1010 ng/mL y 6,9
mg/dL, respectivamente.

Los controles de calidad internos empleados en la evaluacion de la fiabilidad fueron
el Precicontrol Clinchem Multi1 y Multi2, valorados a dos niveles de concentracién:

% CT: 90,1y 179 mg/dL; TG: 109 y 206 mg/dL; c-LDL: 56,4 y 98,6 mg/dL; c-
HDL: 29,3y 61,1 mg/dL

< Albdamina: 3,28 y 4,87 g/dL; Transferrina: 2,02 y 3,52 mg/dL; Ferritina: 47,1 y
68,5 ng/mL; PCR: 0,57 y 3,42 mg/dL

% Calcio: 2,11 y 3,38 mmol/L; Fosfato: 1,23 y 2,08 mmol/L.
2.6. Intervalos de Referencia
Los IR definidos para la concentracién sérica de albumina, transferrina, ferritina,

PCR, calcio y fosfato, en una poblacion adulta libre de enfermedad, se recogen en la
Tabla 18.

IR Inferior IR Superior

Albumina, g/dL 3,5 5,2
Transferrina, mg/dL 200 360
Ferritina, ng/mL Varones %0 400

Mujeres 15 150
PCR?, mg/L 0,0 5,0
Calcio, mmol/L 2,15 2,50
Fosfato, mmol/L 0,87 1,45

Tabla 18. Intervalos de referencia (IR) definidos en una poblaciéon adulta
libre de enfermedad?'-3%2, PCR3, proteina C reactiva.
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3. Métodos Analiticos para la Determinacion de Troponina T, Hormona
Paratiroidea y Vitaminas Plasmaticas

3.1. Instrumentacion

El sistema analitico Cobas e411 fue empleado en la determinaciéon de us-TnT, PTHi
y 25-OH-vitamina D; mientras que la determinacion de vitamina B12 y folato se realiz6
en una plataforma analitica Cobas e601. Ambos sistemas, asi como los calibradores y
controles internos utilizados, fueron suministrados por Roche Diagnostics (Barcelona,
Espana)

3.2. Descripcion de los Métodos Analiticos

Las determinaciones se realizaron mediante ensayos de electroquimioluminiscencia
(ECLIA).

3.2.1. Troponina T ultrasensible

La determinacién de la concentracién sérica de us-TnT, se basa en el empleo dos
anticuerpos monoclonales dirigidos especificamente contra la TnT cardiaca, los cuales
reconocen dos epitopos (aminoacidos 125-131 y 136-147) situados en la parte central
de la molécula de TnT. Mediante este ensayo se detecta tanto la forma libre la TnT,

como sus complejos binarios y terciarios®®.

La curva de calibracion preestablecida para el método de medida fue adaptada al
analizador a través del calibrador Troponin T hs Calset, comercializado en dos
niveles de concentracién de us-TnT: 18 y 4200 ng/L. El limite del blanco (LB) y el LD,
del método fueron estimados en 3 y 5 ng/L, respectivamente; mientras que el limite de
cuantificacién (LC), definido como la concentracion minima de TnT medible con un
CVa inferior al 10%, fue de 13 ng/L.

3.2.2. Hormona Paratoidea

La determinacion de la concentracion plasmatica de PTHi se realizé mediante un
método de 22 generacién basado en un ensayo de tipo sandwich, segun el cual un

anticuerpo monoclonal biotilinado reacciona con el fragmento N-terminal de la
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molécula de PTH (epitopes 26-32); mientras que un segundo anticuerpo marcado con
un quelato de rutenio, se une al fragmento C-terminal (epitopes 55-64). Este método
detecta tanto los fragmentos de PTHi, como los "no 1-84"; aunque no se han
detectado interferencias con la PTHa.

La curva maestra de calibraciéon fue adaptada al analizador mediante un calibrador
PTH Calset. Este calibrador se comercializa a dos niveles de concentracién: 0,05 y
4500 pg/mL. El LD; y LDs estimados fueron 1,20 y 5000 pg/mL, respectivamente. La
sensibilidad funcional del ensayo, definida como la menor concentracién de PTHi que
es posible cuantificar con un CVa inferior al 20%, fue de 6,0 pg/mL.

3.2.3. 25-OH-Vitamina D

El método empleado en la determinaciéon de la concentracion sérica de 25-OH-
vitamina D, fue un inmunoensayo competitivo basado en el empleo de la proteina de
unién especifica de la vitamina D para la deteccion tanto de 25-OH vitamina D3 como
D2.

La curva maestra de calibracion fue ajustada mediante un calibrador Vitamin D
Total (25-OH) Calset, comercializado a dos niveles de concentracion: 15y 70 ng/mL.
Este método ha sido estandarizado frente al método de referencia por cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC). EI LD,y el LDs del método fueron, respectivamente, 3 y
70 ng/mL.

3.2.4. Vitamina B12

La determinacion de la concentracion sérica de vitamina B12 se realizé mediante un
inmunoensayo competitivo basado en el empleo de factor intrinseco gastrico, mediante
el cual se detectan todas las formas de la cobalamina: hidroxicobalamina,

glutationilcobalamina, metilcobalamina y adenosilcobalamina.

El calibrador empleado en el ajuste de la curva maestra fue el Vitamin B12 Calset,
el cual se comercializa a dos niveles de concentraciéon: 187 y 1107 pg/mL. EI LD, y el
LDs del método fueron establecidos en 30 y 2000 pg/mL.
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3.2.5. Folato

El método empleado en la determinacion de la concentracién sérica de folato fue un
inmunoensayo competitivo basado en el empleo de proteinas fijadoras especificas del
folato para la deteccion del 5-metilTHF.

Un calibrador Folate Ill Calset fue empleado en el ajuste de la curva maestra de
calibracion al analizador; siendo la concentracion de folato en el calibrador de 4,0 y
17,0 ng/mL. EI LD,y el LDs del método fueron 0,6 y 1,5 ng/mL.

3.3. Controles

Los controles de calidad empleados en la evaluacion de la fiabilidad fueron:

% Precicontrol Troponin, valorado a dos niveles de concentracién de us-TnT:
26 y 1920 ng/L.

X3

%

Precicontrol Bone, empleados en la evaluacion de los métodos de
determinaciéon de la PTHi y la 25-OH-vitamina D. Estos controles se
suministran valorados a tres niveles de concentracién: 60, 205 y 850 pg/mL
de PTHi; y 20, 40 y 70 ng/mL de 25-OH-vitamina D.

X3

%

Precicontrol Anemia, empleados en la evaluacion de los métodos para la
determinaciéon de vitamina B12 y folato; y valorados a tres niveles de
concentracion: 350, 700 y 1500 pg/mL de vitamina B12; y 3,0, 8,0 y 14,0
ng/mL de folato.

3.4. Intervalos de Referencia y Valores Recomendados

El valor discriminante empleado en la evaluacion de la concentraciéon sérica de us-
TnT se corresponde con el percentil 99 de una poblacién de referencia, el cual ha sido
establecido en 14 ng/L'®. Para la 25-OH-vitamina D, el valor discriminante

recomendado es 30 ng/mL 103304,

Los IR para la concentracion plasmatica de PTHi, vitamina B12 y folato en una
poblacién adulta libre de enfermedad, han sido definidos en: 15-65 pg/mL; 191-663
pg/dL;y 3,1-17,5 ng/mL, respectivamente.
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4. Método Analitico para la Determinacion de los Aminoacidos Libres

Plasmaticos

La determinacion del perfil de aminoacidos libres plasmaticos se realizé por HPLC en

fase reversa y deteccidon ultravioleta (UV), siguiendo el método comercial Pico-Tag

(Waters, Barcelona, Espafa)®®, basado en el uso de fenilisotiocianato (PITC) como

reactivo de derivatizacion precolumna.

4.1. Reactivos

Los reactivos empleados en la derivatizacidon de las muestras y en el analisis

cromatografico, se recogen, agrupados en funcion de la casa comercial proveedora,

en la Tabla 19.

Casa Comercial

Caracteristicas

Waters
Pico-Tag Eluyente 1

Pico-Tag Eluyente 2

Pico-Tag solucion de inyeccion

Millipore Corp.
Ultrafiltros Microcon
Sigma-Aldrich
Fenilisotiocianato (PITC)
Trietilamina

L-Metionin-Sulfona

6% acetonitrilo, 2% acetato
sodico anhidro (pH 6,4), 92%
agua

45% acetonitrilo, 15% metanol,
40% agua

Buffer fosfato + acetonitrilo, pH
7,4

Membranas Amicon YM de 10
KDa

Solucién estandar aminoacidos basicos
Solucion estandar aminodacidos acidos y

neutros
L-Glutamina
Merck
Acetato sédico (NaOAc)
Acetonitrilo (ACN)
Acido clorhidrico (HCI)
Metanol (MeOH)
Millipore

Agua desionizada ultrapura (Milli-Q plus)

Tabla 19. Relacion de reactivos necesarios para la separacion cromatografica de

aminoacidos libres plasmaticos por HPLC, agrupados en funcion de la casa comercial

proveedora.
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4.2. Instrumentacion

El cromatégrafo (Waters, Barcelona, Espana), utilizado para la separacién y

cuantificacién de los aminoacidos libres plasmaticos por HPLC en fase reversa,

consistié en:

X3

%

X3

%

X3

%

Sistema binario de bombas (Waters 1525), utilizadas en la dispensacion del
flujo de los eluyentes 1y 2.

Inyector automatico (Waters 717 plus autosampler), utilizado en la inyeccién

de las muestras al sistema cromatogréfico.

Modulo de control de temperatura, modelo TCM; empleado en el
establecimiento de una temperatura de trabajo de 46 °C.

Columna en fase reversa C18 (300 x 3,9 mm) para aminoacidos libres
fisiologicos (Pico-Tag, Waters). Esta columna es sometida a un estricto
control de calidad previo a su comercializacion, que garantiza un numero de

platos tedricos superior a 120000/m.
Detector UV (Waters 2487 Dual Wavelenght Absorbance Detector).

Estacion de trabajo controlada por un software cromatografico Breeze
(Waters, Barcelona, Espana), utilizada en la integracibn de los

cromatogramas y en la cuantificacion de aminoacidos libres.

4.3. Calibradores y Controles

El calibrador empleado consisti6 en una mezcla de dos soluciones estandar

comerciales de aminoacidos fisiol6gicos, suministradas por separado: solucién de

aminoacidos basicos, y solucion de aminoacidos acidos y neutros; ambas con 2,5

pmol/mL de cada aminoacido en HCI 0,1N, con la excepcion de la cistina con 1,25

pymol/mL. La glutamina no esta presente en dichas soluciones debido a su

inestabilidad en medio &cido, por lo que se prepard una solucion de L-Glutamina por

disolucion de 3,65 mg en 10 mL de agua Milli-Q plus. El estandar de trabajo (STD)

incluia las siguientes proporciones:

/7
0‘0

/7
0.0

200 pL solucién aminoacidos acidos y neutros

200 pL solucién aminoéacidos basicos
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% 200 pL L-Glutamina
% 650 uL Agua Milli-Q plus

La concentracion de todos los aminoacidos en la mezcla final es de 400 umol/L, con
la excepcién de la cistina, cuya concentracion es de 200 pmol/L. Con el fin de
contrarrestar posibles variaciones en los pipeteos o en los volumenes de inyeccion de
las muestras, se emple6 un estandar interno (IS) de Metionin-Sulfona con una
concentracion de 400 umol/L, preparado mediante la disolucién de 7,25 mg de L-
Metionin-Sulfona en 100 mL de agua Milli-Q plus.

Al no disponer de controles de calidad comerciales, la evaluacién del adecuado
rendimiento del método cromatografico, se realizd6 empleando un pool de muestras de
individuos sanos como muestra control. Para su preparacion, las muestras
procedentes de individuos sanos fueron mezcladas y filtradas hasta obtener una
mezcla homogénea, la cual fue alicuotada, congelada a -20°C vy liofilizada. En el
momento del analisis, el pool fue reconstituido con 1 mL de agua Milli-Q plus.

4.4. Tratamiento Preanalitico de las Muestras

El tratamiento preanalitico de las muestras consta de dos etapas: desproteinizacion

y derivatizacion.

Para la desproteinizacion, 200 ul de la muestra o del pool fueron diluidos con 200
pl de IS. La mezcla es agitada y ultrafiltrada mediante una membrana de microcelulosa
porosa capaz de retener moléculas con una masa molecular superior a 10 KDa
(ultrafiltros Microcon, Millipore), centrifugandose posteriormente a 13000 rpm durante

20 min, con el fin de obtener un volumen de ultrafiltrado superior a 50 pl.

A continuacién, las muestras son sometidas al proceso de derivatizacion, el cual

consiste en tres pasos de evaporacion y secado a vacio:

< Paso 1: 50 ul del ultrafiltrado de las muestras o del STD, se trasvasan a un
tubo capilar y se evaporan hasta sequedad en una estacion de vacio, hasta
alcanzar una presion de 150 mTorr. En éste secado se eliminan los

solventes y los componentes volatiles de las muestras.

X3

%

Paso 2: Las muestras y el STD son rehidratados con 10 ul de solucién de
resecado (MeOH: NaOAc 1M: trietilamina; 2:2:1), realizandose un segundo
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secado a vacio para neutralizar cualquier residuo acido presente en las

muestras.

% Paso 3: El residuo obtenido tras el segundo secado se disuelve en 20 ul de
solucién de derivatizacion (MeOH; trietlamina: agua: PITC; 7:1:1:1),
incubdndose 10 min a temperatura ambiente para la formacién de los
feniltiocarbamil (PTC) derivados. Tras la incubacién, se realiza el altimo
secado a vacio, en el cual la trietilamina y el exceso de reactivo son

eliminados.

Una vez derivatizados, tanto las muestras, como el STD y el pool, se redisuelven con
100 pl de la solucién de inyeccion, y se trasvasan a los viales del sistema

cromatografico para su inyeccion.

4.5. Separacion Cromatografica

La separacion cromatografica se realiza en una columna de fase reversa Pico-Tag
C18, a una temperatura de trabajo de 46 °C. La elucion de los PTC derivados se
efectla mediante un gradiente de eluyentes 1 y 2 (Tabla 20), a un flujo de trabajo de
1,0 ml/min; monitorizandose la variacioén de la absorbancia a 254 nm a la salida de la
columna. El volumen de muestra inyectado en todos los casos fue de 10 puL, y el

tiempo necesario para cada separacion cromatografica fue de 65 minutos.

Tiempo (min) Eluyente 1 (%) Eluyente 2 (%)
0 100 0
13.5 97 3
24 94 6
30 91 9
50 66 34
62 66 34
62.5 0 100
66.5 0 100
67 100 0

Tabla 20. Gradiente utilizado en la separacion de aminoacidos libres
plasmaticos segun el método Pico-Tag (Waters, Barcelona, Esparia)3®.
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Capitulo 7. Estimacion de los Datos de Variacion

Biolégica y Parametros Derivados

1. Estimacion de los Componentes de Variacion Bioldgica

La varianza analitica intraserie (SDa?) fue calculada a partir de las diferencias entre
los duplicados de la primera muestra de cada paciente, de acuerdo con la siguiente

féormula:
SDa2 = ¥ d?/2N

donde d es la diferencia entre duplicados y N es el nimero de duplicados. La SDa?
se expresa como porcentaje relativo a la media de los duplicados 0 CVa.

Como paso previo a la estimacion de los componentes de VB, se aplicaron los test
de Cochran y Reed para la identificacién de valores aberrantes en los datos de cada
sujeto (intra-sujeto), y en el conjunto de datos de todos los sujetos (inter-sujetos),
respectivamente. Estos test han sido formulados partiendo del principio de normalidad,
por lo que, previamente a su aplicacion, se realizdé una transformacién logaritmica de

los datos de aquellas variables que no seguian una distribucién gaussiana.

Tras la eliminacién de los valores aberrantes, la estimaciéon de los componentes de
VB se realizé mediante un ANOVA, el cual divide la varianza total de cada una de las
magnitudes estudiadas en dos componentes: varianza inter-individual (SDg?), y
varianza total intraindividual o varianza residual (SD+?). La SDr? incluye tanto la
variacion analitica como la biolégica intraindividual, por lo que la varianza
intraindividual (SD?) se obtuvo tras sustraer el componente analitico, mediante la

féormula:

SD/? = SDr2 - SDa?

Los componentes de VB intra e interindividual se expresaron como porcentajes
relativos a la media homeostatica de cada individuo (CV)) y a la media global de todos
los sujetos (CVag), respectivamente.
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Los IC95% para los coeficientes de variacion, se calcularon de acuerdo a la formula
publicada por Miller EG3°:

IC95% = CV + Zg025 [m™ x CV2 x (0,5 + CV?)]"2

donde
Zo,025 = 1,96; desviacion normal estandarizada para un nivel de probabilidad del 95%

m = n-1; grados de libertad de la distribucién muestral, siendo n el nimero de datos
disponible para la estimacion de los componentes de VB.

2. Evaluacion de la Estimacion de los Datos de Variacion Biolégica

La potencia de la estimacion de los componentes de VB, definida como la
probabilidad de detectar un CV, distinto de cero, se evalué siguiendo el método
propuesto por Raraas et al**°, basado en la relacién entre la Va intraserie y la VB:

Ratio = SDa/ SD,

Cuanto menor sea el ratio obtenido, mayor sera la potencia de la estimacion de los
datos de VB, considerandose que cuando su valor es inferior a 1 la potencia tiende a
la unidad.

3. Calculo de los Parametros Derivados de los Datos de Variacion
Biologica

Los datos de VB obtenidos para cada una de las magnitudes bioquimicas evaluadas,
tanto en individuos sanos como en pacientes con ERCT, fueron empleados en el
célculo de los VRC.

Las especificaciones de calidad analitica y el Il fueron calculados Unicamente a partir
de los datos de VB estimados en individuos sanos, ya que estos parametros han sido
formulados para su aplicacion en la poblacion general y no en situaciones clinicas

concretas, como la ERCT.
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3.1. Especificaciones de Calidad

Las férmulas empleadas para el célculo de las especificaciones de calidad deseables
para la imprecision, el ES y el ET, se describen a continuacion:

Imprecision = 0,50 CV,

donde 0,50 es el factor mediante el cual el porcentaje de variabilidad analitica
anadida a la variabilidad intrinseca de una prueba diagnéstica es de un maximo del
12%278,

ES = 0,250 (CVg? + CV?)"2

donde 0,250 es el multiplo de la VB mediante el cual el porcentaje de poblacion

fuera del intervalo de referencia es de un maximo del 4,4%3"8.

ET = 1,65 (0,50 CV)) + 0.250 (CVs? + CV?)"? = 1,65 Imprecision + ES

donde 1,65 es el factor estadistico para un nivel de probabilidad del 90%, en el que

se excluye un 10% de la distribucién en uno de los extremos?’8.

3.2. indice de Individualidad

El Il se calculé como la relacion entre el CVry el CVg, mediante la férmula:

Il = (CV|2 + CVA2)1/2/ CVeg

3.3. Valor de Referencia del Cambio

La féormula empleada para el célculo del VRC fue:

VRC = 2"2* Z * (CVa2 + CV2)""2

El valor de Z empleado en el calculo de los VRC de todas las magnitudes evaluadas,
fue de 1,96 (Z bidireccional; 95% de probabilidad). Para la us-TnT, la albumina y las

vitaminas plasmaticas 25-OH-vitamina D, B12 y folato, la toma de decisiones clinicas
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requiere la deteccion de un incremento o de un descenso significativo en su
concentracion, por lo que para estas magnitudes se calcularon también los VRC
unidireccionales (Z = 1,65; 95% probabilidad).

Esta formula asume una distribucion gaussiana tanto para la Va como para la VB..
Por lo tanto, para aquellas magnitudes en las que la distribucién de los datos no era
gaussiana, el VRC se estim6 también mediante un método logaritmico descrito por
primera vez en las ecuaciones formuladas por Fokkema et al*®’. Este método emplea
el CVt de los datos sin transformar para estimar el parametro o de la distribucién

logaritmica, mediante la férmula:

o =[Ln (CV+2 + 1)]"2

Dada su asimetria, se obtiene un VRC para los incrementos

VRCpos = [exp (1,96 x 2"2X o) - 1] x 100

y otro para los decrementos

VRCieg = - [exp (1,96 x 22X &) - 1] x 100

El calculo de los IC95% para los VRC se realizé mediante la férmula de Miller EG3%

previamente descrita.
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Capitulo 8. Evaluacion Practica de la Utilidad de los

Valores de Referencia del Cambio

1. Sujetos y Protocolo de Seguimiento Bioquimico y Clinico

Para la evaluacion de la utilidad de los VRC en el seguimiento del estado clinico de
pacientes con ERCT, se seleccion6 una nueva cohorte de 47 pacientes (21 mujeres y
26 hombres; rango de edad: 30-80 anos) incluidos en el programa de HD crénica
convencional del Servicio de Nefrologia del Hospital San Agustin (Avilés, Asturias,
Espana). Estos pacientes no cumplian los criterios de inclusion en el estudio de VB
debido a la presencia de antecedentes clinicos de ECV, DEP, hiperparatiroidismo
secundario o anemia ferropénica, o por una inadecuada adhesion al programa de HD,
con un peso seco no estable. Las principales caracteristicas basales pre-dialisis de
estos sujetos, se recogen en la Tabla 21.

Los pacientes con ERCT no estable fueron monitorizados tanto bioquimica como
clinicamente durante un periodo de seguimiento de 6 y 9 meses, respectivamente, con

el fin de detectar cambios en el estado clinico a corto y medio plazo.

1.1. Monitorizacion Bioquimica

La monitorizacion bioquimica se realiz6 mediante la extraccion trimestral de
muestras de suero y plasma, obtenidas en condiciones pre-didlisis, de acuerdo al
protocolo de seguimiento habitual del Servicio de Nefrologia. De esta forma, para cada
uno de los sujetos, se disponen de tres muestras: basal (inicio del estudio), control 1

(tres meses) y control 2 (seis meses).

El proceso de extraccion, preparacion y conservacion de las muestras se realizé en
idénticas condiciones a las descritas para el estudio de los componentes de VB (3.
Muestras).

1.2. Monitorizacion Clinica

La monitorizacién clinica de los pacientes con ERCT no estable se realizé mediante
la consulta de la historia clinica y de las valoraciones de los nefrélogos implicados en
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su seguimiento. El diagndstico de confirmacién de eventos clinicamente relevantes se

realizd a través de los resultados de los siguientes métodos y pruebas diagnosticas:

% Angiografia, tomografia computarizada craneal, ecocardiograma y
electrocardiograma, para el diagnéstico de eventos cardiovasculares.

7
0.0

Parametros antropométricos (IMC, peso y masa muscular), para el
diagnostico de cambios en el estado nutricional o DEP de novo.

% Manifestaciones clinicas y pruebas de imagen complementarias (radiologias
Oseas simples, densitometria ésea), para el diagnéstico de alteraciones en

el metabolismo 6seo-mineral.

Rango de edad, afios 30-80 Tratamientos Farmacoldgicos

Mujeres, % 45 Antihipertensivos, % 34

Etiologia de la ERCT? Hipolipemiantes, % 6
Nefropatia diabética, % 23 Sup. nutricionales, % 11
Rin6n poliquistico, % 13 EPOY, % 36
Amiloidosis, % 4 Hierro, % 9
Nefrosclerosis, % 11 Calcio, % 28
No filiada, % 38 Vitamina D, % 21
Otras causas, % 11 Heparina, % 26

Tabaquismo, % 20 Insulina, % 12

Comorbilidades Hemoglobinaf, mmol/L 9,0 (7,2-13,0)
Hipertension, % 34 Glucosa', mg/dL 116 (56-371)
Dislipemia, % 15 GGT", U/L 22 (4-177)
ECV®, % 40 ALT", U/L 11 (3-32)
DEP®, % 11 ASTH, U/L 3 (0-23)
Anemia renal, % 34 Creatinina’, mg/dL 7,4 (3,0-12,5)
HPTY secundario, % 25 Urea’, mg/dL 124 (36-284)

IMC®/, kg/m? 25 (17-38) Acido urico’, mg/dL 5,7 (3,3-8,9)

Tabla 21. Caracteristicas basales pre-dialisis de los pacientes con enfermedad renal crénica terminal.
ERCT?, enfermedad renal cronica terminal, ECV®, enfermedad cardiovascular; DEPS, desgaste proteico
energético; HPTY, hiperparatiroidismo; IMCe, indice de masa corporal; f, los datos se muestran como mediana
(rango); EPOS9, hormona eritropoyética; GGT", gamma-glutamiltransferasa; ALT', alanina aminotransferasa;
AST], aspartato aminotransferasa.
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2. Diseno del Estudio

El protocolo establecido para la evaluacién de la utilidad de los VRC en el

seguimiento de pacientes con ERCT no estable, consta de los siguientes pasos:

R/
0‘0

7
0.0

Para cada uno de los pacientes, se calculé el porcentaje de cambio de la
concentracion de todos los FBRCV incluidos en el estudio con respecto al

valor basal, a los tres y seis meses de seguimiento.

Estos porcentajes de cambio fueron comparados con los VRC estimados en
pacientes con ERCT. En todos los casos se emplearon los VRC
bidireccionales (Z = 1,96; 95% probabilidad), con la excepcién de la us-TnT
y las vitaminas 25-OH-vitamina D, B12 y folato, donde se utilizaron los VRC
unidireccionales (Z = 1,65; 95% probabilidad).

En aquellos casos en los que el porcentaje de cambio podia ser considerado
como clinicamente significativo en funcién de los VRC, se evaluo si estas
variaciones se correlacionaban con cambios en el estado clinico del

paciente, a corto o medio plazo.

El rendimiento diagnostico de los VRC se estim6 mediante el calculo de los
valores de sensibilidad (Se), especificidad (Sp), VPP y valor predictivo
negativo (VPN).
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Capitulo 9. Estudio Estadistico de los Datos

El tratamiento estadistico de los datos se realizé con el programa SPSS versién
15.0 (SPSS Inc, Chicago IL; USA).

El test de Levene fue empleado para confirmar la homogeneidad de las varianzas, y
la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de las distribuciones. En
consecuencia, se aplicaron los test no paramétricos de Mann-Whitney y Kruskal-
Wallis, o la prueba t de Student y el ANOVA para la comparacién de las medias, segun
procediese. En todos los test empleados, se consider6 como estadisticamente

significativo un valor de p<0,05.

La estimacion de los valores de Se, Sp, VPP y VPN, asi como sus respectivos
IC95%, se realizé mediante el programa estadistico EpiDat version 3.1 (Xunta de
Galicia, Organizacién Panamericana de la Salud).

La aplicacion de las formulas para la obtencién de los componentes de VB, y el
calculo de las especificaciones de calidad, el Il y los VRC, se realiz6 en una hoja de
calculo Excel 2010 (Microsoft Corp, Redmond WA; USA).
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Capitulo 10. Datos de Variacion Biolégica

1. Factores Bioquimicos de Riesgo Cardiovascular Convencionales:
Lipidos y Lipoproteinas Séricas

La variacion de los resultados obtenidos para los lipidos y las lipoproteinas séricas
en el estudio de VB realizado tanto en pacientes con ERCT como en individuos sanos,
se muestran en las Figuras 19-22. Las concentraciones de todos los lipidos vy
lipoproteinas séricas estudiadas seguian una distribucién no gaussiana en ambos

grupos de sujetos.

Como se puede observar en la Figura 20, la mediana de la concentracion sérica de
TG obtenida en uno de los individuos sanos (sujeto 7), fue significativamente mayor
(p<0,05) a la del resto de sujetos. Estos datos fueron identificados como valores
aberrantes por el test de Reed, eliminandose del estudio de los componentes de VB
tanto de los TG, como del ¢c-LDL calculado por la férmula de Friedwald.

La Tabla 22 recoge los componentes de VB obtenidos para cada uno de los lipidos y
lipoproteinas séricas, tanto en individuos sanos como en pacientes con ERCT; asi
como la mediana y el rango, el CVa intraserie, el ratio SDa/SD, y el niumero de datos
disponibles tras la eliminacion de valores aberrantes; siendo el porcentaje de datos
eliminados inferior al 2%, y el ratio entre la Va intraserie y VB, inferior a 0,3 en todas
las magnitudes estudiadas. En la Tabla 23 se muestran los VRC calculados para
ambos grupos de sujetos, junto con los Il y las especificaciones de calidad analitica
deseables derivadas de los datos de VB estimados en individuos sanos.

La mediana de la concentracion sérica de TG y de c-VLDL observada en pacientes
con ERCT fue significativamente superior (p<0,05) a la obtenida en individuos sanos;
mientras que la concentracion de c-HDL fue significativamente inferior. Sin embargo,
de acuerdo con los 1C95%, no se observaron diferencias significativas en los
componentes de VB y, en consecuencia, la estimacion de los VRC fueron semejantes
en ambos grupos de sujetos.

Los VRC asimétricos (positivo y negativo) calculados a partir del método logaritmico,
muestran valores consistentes con el VRC obtenido a partir del enfoque tradicional,

tanto en individuos sanos como en pacientes con ERCT.
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Figura 19. Concentraciones séricas de colesterol no unido a lipoproteinas de alta
densidad (c-noHDL). Los datos se muestran como

mediana y rango. A, Variacion

biolégica observada en 11 sujetos sanos en un periodo de seguimiento de 5 semanas;

B, Variacion biolégica observada en 18 pacientes con enfermedad renal crénica terminal

durante un periodo de seguimiento de 6 meses.
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Figura 20. Concentraciones séricas de triglicéridos (TG) y colesterol total (CT). Los datos se muestran como mediana y rango. A, Variacion biolégica observada en 11

sujetos sanos en un periodo de seguimiento de 5 semanas; B, Variacion biolégica observada en 18 pacientes con enfermedad renal cronica terminal durante un periodo de

seguimiento de 6 meses.
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Figura 21. Concentraciones séricas de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) y c-LDL calculado por la formula de Friedwald (c-LDLc). Los

datos se muestran como mediana y rango. A, Variacion biolégica observada en 11 sujetos sanos en un periodo de seguimiento de 5 semanas; B, Variacion biologica

observada en 18 pacientes con enfermedad renal crénica terminal durante un periodo de seguimiento de 6 meses.
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Figura 22. Concentraciones séricas de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) y colesterol unido a lipoproteinas de muy baja densidad (c-

VLDL). Los datos se muestran como mediana y rango. A, Variacion bioldgica observada en 11 sujetos sanos en un periodo de seguimiento de 5 semanas; B, Variacién

biolégica observada en 18 pacientes con enfermedad renal crénica terminal durante un periodo de seguimiento de 6 meses.
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Individuos sanos Pacientes con ERCT

wolGomy Rege o oWk Ches | amy,  ferde Oy o ovenk g
ma/dL. mg/dL % (1C95%) (1C95%) ma/dL. mg/dL % (1C95%) (1C95%)
24,7 58,4 20,3 74,2

TG? 48 72(48) 39-137 1,8 0,07 | o8 123(94)* 34-339 2,5 0,12
(19,4-30,0) (43,1-73,7) (17,3-23,2)  (59,1-89,4)
5,4 28,9 7,0 39,6

cT 54  191(28) 156-276 1,5 0,28 | 97 176(84) 116-334 1,1 0,16
(4,4-6,4) (22,9-34,8) (6,0-7,9) (33,2-45,9)
9,4 51,4 11,4 51,56

c-HDL® | 54  62(26) 37-96 1,4 0,15 | 98  44(15)* 21-74 2,6 0,23
(7,6-11,2) (39,3-63,5) (9,8-13,1)  (42,6-60,5)
7.3 43,2 9,8 53,6

c-LDL¢ 53  106(32)  77-178 1,4 0,19 | o8 108(74) 55-212 1,9 0,19
(5,9-8,8) (33,4-52,9) (8,4-11,2)  (44,1-63,0)
7,0 36,4 11,7 59,6

c-LDLc® | 48  105(24)  77-141 25 0,36 | 97 107(48) 55-212 2,1 0,18
(5,6-8,5) (25,9-44,9) (8,3-13,6)  (44,0-70,8)
29,3 61,0 26,7 72,3

c-VLDL' | 48  14(10) 8-32 3,8 0,13 | 97 25(25)* 7-83 3,4 0,13
(22,9-35,8) (44,7-77,2) (22,6-30,7)  (57,7-86,9)
7,9 441 7,5 66,3

c-noHDL? | 54  12431)  91-217 2,1 027 | 97 132(84) 71-273 1,6 0,21
(6,4-9,5) (34,2-54,0) (6,4-8,5) (53,5-79,1)

Tabla 22. Datos de variacion biologica obtenidos para los lipidos y las lipoproteinas séricas en individuos sanos y pacientes con enfermedad renal cronica terminal

(ERCT).TG?, triglicéridos; CT®, colesterol total; c-HDLS, colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad; c-LDL9, colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad; c-LDLc,

colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad calculado mediante la formula de Friedwald [c-LDLc = CT - ¢-HDL - (TG/5)]; c-VLDL', colesterol ligado a lipoproteinas de muy

baja densidad estimadas mediante la férmula [c-VLDL = CT-c-LDL-¢c-HDL]; c-noHDLSY, colesterol no HDL calculado mediante la formula [c-noHDL = CT-c-HDL]; N", nimero de

datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes; (IQR), rango intercuartilico; CVA, coeficiente de variacion analitico intra-serie; CVI, coeficiente de variacion intra-

individual; IC95%, intervalo de confianza al 95%; CVa™, coeficiente de variacién inter-individual; R", SDa/SD.. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test

de Mann-Whitney.
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Individuos sanos Pacientes con ERCT
- VRC'%  VRCpos%  VRCned'%  mo,  penoy  ETo VRC' % VRCpos*,% VRCred',%
(1C95%)i (1C95%)i (1C95%)i 7 7 7 (1C95%)i (1C95%)i (1C95%)i
o3 68,8 106,2 515 56,6 85,7 46,2
a b

TG (49,4-88,1)  (67.5-144,9) -(38,6-64,4) 2% 159 36,3 (46,4-66,8)  (66,8-1046)  -(38,4-54,0)

b 15,5 20,9 17,3 19,5 25,0 20,0
cT 019 (125-185  (168-250) -(139-207) 27 73 18 (16,7-22,4)  (213-287)  -(17,1-22,9)

i 26,3 34,8 25,8 32,5 47,2 32,1
Cirlol 018 209-316) (27.4-422) -(206-31,00 7 131 20,8 (27,5-37,6) (39,2-55,2) (27,1-37,1)

20,7 27,4 215 27,7 38,2 27,6

_ d ) ) ) , ) )

oL 017 (e6-249) (218330 -(172-258 >/ 10 17,0 (235-32,0)  (32,1-443)  -(234-31,7)

e 20,7 30,0 23,1 33,0 46,3 316
c-LbLe 021 (163250) (234366) -(182-280) - 89 143 | (248381) (385541  -(26,7-36,5)

o 81,5 132,3 56,9 745 125,3 55,6
SRRl 048 (563-106,6) (75,6-189,0) -@421-71,7) 47 170 41,1 (59,2-89,8)  (89,2-161,4)  -(45,6-65,6)

22,7 32,0 24,3 21,1 285 22,2

- g ’ E) ] ’ ) £

CmoHDLE | 019 (1g227.3) (253387) (194259 M0 2 M8 gobap) (42328  (189-255)

Tabla 23. Parametros derivados de los datos de variacion bioldgica obtenidos para los lipidos y las lipoproteinas séricas en individuos sanos y
pacientes con enfermedad renal cronica terminal (ERCT).TGg, triglicéridos; CT®, colesterol total; c-HDL®, colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad; c-
LDLY, colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad; c-LDLce, colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad calculado mediante la formula de Friedwald
[c-LDLc = CT - ¢c-HDL - (TG/5)]; c-VLDL', colesterol ligado a lipoproteinas de muy baja densidad estimadas mediante la férmula [c-VLDL = CT-c-LDL-c-HDL]; c-
noHDLY, colesterol no HDL calculado mediante la férmula [c-noHDL = CT-c-HDL]; II", indice de individualidad; VRC/, valor de referencia del cambio bidireccional
(Z=1,96, 95% de probabilidad); IC95%l, intervalo de confianza al 95%; VRCpos®, valor de referencia del cambio ascendente (positivo) obtenido mediante
aproximacion logaritmica (Z=1,96, 95% de probabilidad); VRCneg, valor de referencia del cambio descendente (negativo) obtenido mediante aproximacion
logaritmica (Z=1,96, 95% de probabilidad); I™, especificaciones de calidad deseables para la imprecisién; ES", especificaciones de calidad deseables para el
error sistematico (sesgo); ET°, especificaciones de calidad deseables para el error total.
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2. Factores Bioquimicos de Riesgo  Cardiovascular No

Convencionales

2.1. Datos de Variacion Bioldgica de la Proteina C Reactiva

La variacion de los resultados de PCR sérica derivados del estudio de VB realizado
en pacientes con ERCT clinicamente estable e individuos sanos, se muestra en la
Figura 23. Los datos de concentracién obtenidos en ambos grupos de sujetos

presentaban una distribucién no gaussiana.

La mediana de la concentracion sérica de PCR obtenida en 9 de los individuos sanos
fue menor al LD, (1,0 mg/L) del método de medida convencional, por lo que, para
obtener una adecuada estimacion de los datos de VB, la determinacion de su
concentracion sérica se realiz6 mediante un método de alta sensibilidad. Por contra,
15 de los pacientes con ERCT presentaron una mediana de la concentracion sérica de
PCR superior a 1,0 mg/L.

Como se puede observar en la Figura 23, la mediana de la concentracion sérica de
uno de los individuos sanos (sujeto 2) fue significativamente mayor (p<0,05) a la del
resto de sujetos. Estos datos fueron identificados como valores aberrantes por el test
de Reed, eliminandose del estudio de los componentes de VB. Asi mismo, en esta
Figura se puede observar que, durante el periodo del estudio, dos de los pacientes
con ERCT (sujetos 11 y 13) mostraron una variabilidad de la concentracion sérica de
PCR superior a la del resto de pacientes. El estudio de su historia clinica no revelé la
presencia de infecciones, inflamacion, neoplasias o traumatismos evidentes que

justificasen las diferencias observadas.

La Tabla 24 muestra los componentes de VB y los VRC estimados para la PCR
seérica, tanto en pacientes con ERCT como en individuos sanos; asi como los Il y las
especificaciones de calidad analitica deseables derivadas de los datos de VB
obtenidos en individuos sanos. Asi mismo, en esta tabla se muestran la mediana y el
rango, el CVa intraserie, el nimero de datos disponible tras la eliminacién de valores
aberrantes y el ratio entre la Va intraserie y VB, el cual fue inferior a 0,2. El porcentaje
de datos eliminado fue inferior al 1%, distribuyéndose uniformemente entre los

distintos sujetos.
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Figura 23. Concentraciones séricas de proteina C reactiva (PCR). Los datos se
muestran como mediana y rango. A, Variacién biolégica observada en 11 sujetos sanos
en un periodo de seguimiento de 5 semanas; B, Variacién biolégica observada en 18
pacientes con enfermedad renal cronica terminal durante un periodo de seguimiento de
6 meses. Los datos presentados para individuos sanos fueron obtenidos mediante un
método de alta sensibilidad.

Como es posible observar en la Figura 23, tanto los pacientes con ERCT como los
individuos sanos, mostraron importantes variaciones en la concentracion sérica de
PCR durante el periodo de seguimiento; siendo la mediana y el rango interquartilico
(IQR) de las variaciones observadas en cada sujeto de 2,1 (1,9) mg/L para pacientes
con ERCT, y de 1,7 (0,66) mg/L para individuos sanos. En consecuencia, los CV,

estimados en ambos grupos son relativamente amplios, asi como los CVe.

La mediana de la concentracién sérica de PCR obtenida en pacientes con ERCT fue
significativamente superior (p<0,05) a la observada en individuos sanos. Sin embargo,
y de acuerdo a los 1C95%, no se observaron diferencias significativas entre los
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componentes de VB obtenidos para la PCR sérica en ambos grupos de sujetos, por lo
que los VRC derivados de estos datos de VB son semejantes.

De acuerdo a lo esperado, los VRC positivo y negativo, calculados mediante la
aproximacion logaritmica fueron consistentes con los VRC obtenidos por el método

convencional.

Individuos sanos? Pacientes con ERCT

PCR, mg/L PCR, mg/L
NP 49 94
Mediana (IQR)° 0,6 (0,5) 5,0 (4,3)*
Rango 0,2-2,4 1,0-25,6
CVaY, % 2,0 45
CVi£,% (IC95%)' 45,5 (34,5-56,4) 48,9 (40,6-57,2)
CVe9,% (1C95%)f 88,6 (59,9-117,3) 120,2 (86,7-140,6)
e 0,51

VRC',% (IC95%)f

126,1 (84,0-178,3)

136,1 (94,8-177,4)

VRCpos},% (1C95%) 248,6 (64,9-432,3) 304,5 (116,0-493,0)
VRCreg*,% (IC95%) -71,3-(51,8-94,3) -75,3 -(59,9-90,7)
1'% 22,7
ES™, % 24.9
ET"% 62,4
SDA/SD, 0,16 0,14

Tabla 24. Datos de variacion bioldgica y parametros derivados para la proteina C reactiva sérica
(PCR) en individuos sanos y pacientes con enfermedad renal crénica terminal (ERCT). 2Los datos
presentados para individuos sanos fueron obtenidos mediante un método de alta sensibilidad. [ (---), datos
no calculados]; N°, nimero de datos disponible tras la exclusién de valores aberrantes; (IQR)¢, rango
intercuartilico; CVad, coeficiente de variacion analitico intra-serie; CVie, coeficiente de variacion intra-
individual; IC95%, intervalo de confianza al 95%; CVa9, coeficiente de variacion inter-individual. II", indice
de individualidad]; VRC', valor de referencia del cambio bidireccional (Z=1,96, 95% de probabilidad);
VRCyposl, valor de referencia del cambio ascendente (positivo) obtenido mediante aproximacién logaritmica
(Z=1,96, 95% de probabilidad); VRCneg¥, valor de referencia del cambio descendente (negativo) obtenido
mediante aproximacion logaritmica (Z=1,96, 95% de probabilidad); I' especificaciones de calidad
deseables para la imprecisién; ES™, especificaciones de calidad deseables para el error sistematico
(sesgo); ET", especificaciones de calidad deseables para el error total. *, diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) segun el test de Mann-Whitney.
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2.2. Datos de Variacion Bioldgica de la Troponina T

En la Figura 24 se muestra la variacién de los resultados obtenidos para la us-TnT
tanto en pacientes con ERCT como en individuos sanos. Los datos de concentracién
observados en ambos grupos de sujetos seguian una distribucion que no se ajustaba

a la normal.

Las concentraciones séricas de us-TnT obtenidas en todos los sujetos, ya fueran
individuos sanos o pacientes con ERCT, fueron superiores al LB del método de
determinacién (3 ng/L), con la Unica excepcion de una muestra de un individuo sano,
la cual fue identificada como un valor aberrante por el test de Cochran y eliminada del
estudio.

Cuatro de los pacientes con ERCT (sujetos 2, 8, 10 y 18) presentaban una
concentracion sérica de us-TnT significativamente més alta que el resto de pacientes
(p<0,05). Ninguno de estos sujetos tenia antecedentes clinicos de HTA, aterosclerosis
o hallazgos ecocardiograficos sugerentes de ECV; no observandose, ademas,
diferencias notables en el IMC, la mediana de la concentracién de PCR, el tratamiento
farmacoldgico o la etiologia de la ERC. Dos de los sujetos, sin embargo, presentaban
una mediana de la concentracion sérica de TG, CT o c-LDL, ligeramente superior a la
del resto de pacientes durante el periodo del estudio (45%, 30% y 30%,

respectivamente).

En la Tabla 25 se recogen los componentes de VB obtenidos para la us-TnT en
pacientes con ERCT y en individuos sanos; asi como la mediana y el rango, el CVa
intraserie, el ratio SDa/SD; y el numero de datos disponible tras la eliminacion de
valores aberrantes; siendo el porcentaje de datos eliminado inferior al 2%, y el ratio
entre la Va intraserie y VB, inferior a 1. Asi mismo, en la Tabla 25 se muestran el Il y las
especificaciones de calidad deseables derivados de los datos de VB obtenidos en
individuos sanos; y los VRC bidireccionales (Z = 1,96; 95% probabilidad) y
unidireccionales (Z = 1,65; 95% probabilidad) calculados para ambos grupos de

sujetos.

Como es posible observar en la Figura 24, tanto los pacientes con ERCT como los
individuos sanos incluidos en el estudio mostraron cambios moderados en la
concentracion de us-TnT durante el periodo de seguimiento; siendo la mediana (IQR)
del rango de concentraciones medidas en cada uno de los sujetos, de 13,2 (11,5) ng/L,
y 1,5 (0,3) ng/L, respectivamente.
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Figura 24. Concentraciones plasmaticas de troponina T ultrasensible (us-TnT).

Los datos se muestran como mediana y rango. A, Variacién biolégica observada en 11

sujetos sanos en un periodo de seguimiento de 5 semanas; B, Variacién bioldgica

observada en 18 pacientes con enfermedad renal cronica terminal durante un periodo

de seguimiento de 6 meses.

La mediana de la concentracion de us-TnT observada en pacientes con ERCT fue

significativamente mayor que la obtenida para individuos sanos, asi como los

componentes de VB, de acuerdo a los 1C95%. A consecuencia de las diferencias
observadas entre los CV, de ambos grupos de sujetos, los VRC estimados para
pacientes con ERCT fueron mas del doble que los calculados para individuos sanos.

Los VRC asimétricos (positivo y negativo), tanto bidireccionales como unidireccionales,

calculados mediante el método logaritmico fueron consistentes con los VRC estimados

mediante la aproximacién convencional.
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Individuos sanos Pacientes con ERCT
us-TnT, ng/L us-TnT, ng/L
N2 53 94
Mediana (IQR)® 7.8 (2,0) 43,2 (33,5)*
Rango 4,6-10,2 11,6-123,3
CVa® % 5,1 6,0
CVi9,% (IC95%)° 5,9 (4,8-7,0) 14,7 (12,6-16,9)
CVc',% (1C95%)° 30,4 (24,0-36,7) 77,8 (61,2-94,4)%
12 0,26
VRC bidireccional®, %

(1C95%)° 21,6 (17,2-25,9) 44,1 (36,6-51,5)
19%VRCpos', % (IC95%)° 35,5 (27,9-43,1) 76,6 (60,4-92,8)
%VRCreg',% (1C95%)° -26,2 -(20,8-31,6) -43,4 -(36,1-50,7)*

VRC unidireccional®, %

(IC95%)¢ 18,2 (14,6-21,8) 37,1 (31,1-43,1)¥
185VRCpos', % (1C95%)° 29,1 (23,1-35,1) 61,4 (49,7-73,1)F
185VRCnegl,% (1C95%)° -22,5 -(18,0-27,0) -38,1 -(31,9-44,3)

% 3.0
ES™,% 77
ET",% 12,6

SDa/SD 0,94 0,98

Tabla 25. Datos de variacion biologica y parametros derivados para la troponina T ultrasensible
(us-TnT) sérica en individuos sanos y pacientes con enfermedad renal cronica terminal (ERCT). [ (-
--), datos no calculados]; N2, nimero de datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes; (IQR)®,
rango intercuartilico; CVa°, coeficiente de variacién analitico intra-serie; CV\9, coeficiente de variacion
intra-individual; 1C95%¢, intervalo de confianza al 95%; CVd', coeficiente de variacién inter-individual. 119,
indice de individualidad; VRCP, valor de referencia del cambio bidireccional (Z=1,96, 95% de
probabilidad); VRCpos, valor de referencia del cambio ascendente (positivo) obtenido mediante
aproximacion logaritmica; VRCneg, valor de referencia del cambio descendente (negativo) obtenido
mediante aproximacién logaritmica; VRCK, valor de referencia del cambio unidireccional (z=1,65. 95% de
probabilidad); I', especificaciones de calidad deseables para la imprecision; ES™, especificaciones de
calidad deseables para el error sistematico (sesgo); ET", especificaciones de calidad deseables para el
error total; *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de Mann-Whitney. *,
diferencias significativas segun los 1C95%.
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3. Factores Bioquimicos de Riesgo Cardiovascular Especificos de la

Uremia

3.1. Marcadores Bioquimicos del Desgaste Proteico Energético

3.1.1. Datos de Variacion Bioldgica de la Albumina y la Transferrina

La variacion de los resultados obtenidos para la albumina y la transferrina séricas
tanto en pacientes con ERCT como en individuos sanos, se muestra en la Figura 25.
Los datos de concentracion de albumina y transferrina séricas presentaban una

distribucién gaussiana en ambos grupos de sujetos.

La concentracion media de albumina sérica obtenida en 16 de los pacientes con
ERCT clinicamente estable se encontraba dentro del IR definido para la poblacién
general (3,5-5,2 g/dL). Por contra, la concentraciébn media de transferrina sérica
observada en 15 de los pacientes fue menor al limite inferior del IR (200 mg/dL). En
individuos sanos, las concentraciones de albumina y transferrina séricas obtenidas

durante el periodo de seguimiento se encontraban dentro de los IR poblacionales.

La Tabla 26 muestra los datos de VB, los VRC bidireccionales (Z=1,96; 95%
probabilidad) obtenidos para la albumina y la transferrina séricas y los VRC
unidireccionales calculados para la albumina (Z=1,65; 95% probabilidad), tanto en
pacientes con ERCT como en individuos sanos; asi como los Il y las especificaciones
de calidad deseables derivados de los datos de VB estimados en estos ultimos. Asi
mismo, en esta tabla se recogen la media y el rango, el CVa intraserie, el ratio SDa/SD,
y el numero de datos disponibles tras la eliminacion de valores aberrantes. El
porcentaje de datos eliminado para la albamina fue inferior al 4%, distribuyéndose
uniformemente entre los sujetos; mientras que para la transferrina sérica no se
identifico ningun valor aberrante. El ratio entre la Va intraserie y VB, fue inferior a 0,6

para ambas magnitudes, tanto en pacientes con ERCT como en individuos sanos.

Como puede observarse en la Figura 25, los pacientes con ERCT vy los individuos
sanos mostraron una moderada variabilidad en la concentracion sérica de albumina y
transferrina durante el periodo de seguimiento, siendo la media y la desviacién
estandar (DS) del rango de concentraciones de cada sujeto de 0,51 (0,2) y 0,27 (0,1)
g/dL para la albumina, y 34 (12) y 24 (9) mg/dL para la transferrina, respectivamente.
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Figura 25. Concentraciones séricas de albumina y transferrina. Los datos se muestran como mediana y rango. A, Variacion biol6égica observada en 11 sujetos sanos en

un periodo de seguimiento de 5 semanas; B, Variacién bioldégica observada en 18 pacientes con enfermedad renal cronica terminal durante un periodo de seguimiento de 6

meses.
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Durante el periodo de seguimiento, los pacientes con ERCT presentaron una

concentracion media de albumina y transferrina séricas significativamente menor a la

observada en individuos sanos (p<0,05). Sin embargo, y de acuerdo a los 1C95%, no

se observaron diferencias significativas entre los CV, obtenidos en ambos grupos de

sujetos. Por el contrario, tanto los CVes como los VRC estimados para ambas

magnitudes fueron significativamente mas altos en pacientes con ERCT que en

individuos sanos.

Individuos sanos

Pacientes con ERCT

Albumina Transferrina Albumina Transferrina
N? 52 52 96 99
Me‘j':lag/(gls)b’ 45(0,2) 300 (45) 3,9 (0,4)* 172 (32)*
Rango, mg/dL 4,0-4,9 230-349 3,5-4,9 105-244
CVa¢, % 2,0 1,9 2,1 2,5
CVi4,% (IC95%)° 3,7 (2,9-4,4) 3,8 (3,1-4,6) 5,6 (4,3-6,4) 5,5 (4,2-6,2)
CVd',% (IC95%)° 6,4 (5,1-7,7) 7,9 (6,3-9,5) 14,7 (12,5-16,8)* 16,7 (14,3-19,0)¥
lio 0,58 0,49

VRC BD",%

11,6 (9,3-14,7)

11,9 (9,5-14,2)

18,0 (15,0-20,6)

16,7 (14,3-19,0)*

(IC95%)°
io
ViGosy.  98(78119) 15,2(13,0-17,3)"
1% 1,8 1.9
ES",% 1,9 22
ET\% 5,0 5,4
SD/SD, 0,55 0,49 0,55 0,45

Tabla 26. Datos de variacion bioldgica y parametros derivados para la albumina y la transferrina sérica en
individuos sanos y pacientes con enfermedad renal cronica terminal. [ (-----), datos no calculados]; N2,
nimero de datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes; (IQR)P, rango intercuartilico; CVa°,
coeficiente de variacion analitico intra-serie; CVi9, coeficiente de variacion intra-individual; 1C95%¢, intervalo de
confianza al 95%; CV4', coeficiente de variacion inter-individual. 119, indice de individualidad; VRC BD", valor de
referencia del cambio bidireccional (Z=1,96, 95% de probabilidad); VRC UD/, valor de referencia del cambio
unidireccional (Z=1,65, 95% probabilidad); li, especificaciones de calidad deseables para la imprecision; ES,
especificaciones de calidad deseables para el error sistematico (sesgo); ET', especificaciones de calidad
deseables para el error total.*, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun la prueba t de Student.
X, diferencias significativas segun los 1C95%.
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3.1.2. Datos de Variacion Biolégica de los Aminoacidos Libres
Plasmaticos

Para la estimacion de los datos de VB del perfil de aminoacidos libres plasmaticos en
pacientes con ERCT, debido al elevado tiempo requerido por determinacion (65
min/muestra), no era posible el estudio de todas las muestras en una Unica serie
analitica. Por lo tanto, y con el fin de mantener el disefio experimental aplicado para el
resto de magnitudes bioquimicas, se analizaron Unicamente las muestras procedentes
de 11 pacientes seleccionados aleatoriamente (7 mujeres, 4 hombres; rango de edad
34-75 afos); siendo éste el nimero maximo de muestras abarcable en cuanto a carga

analitica.

En ambos grupos de sujetos, las concentraciones observadas para los aminoacidos
libres plasmaticos seguian una distribucién gaussiana, con la excepcion de &cido a-
aminobutirico, asparragina, citrulina, fenilalanina, hidroxiprolina, metionina, prolina,

taurina y tiroxina, para los cuales la distribucion observada no se ajustaba a la normal.

Las Tablas 27 y 28-29, recojen los componentes de VB estimados para los
aminodcidos libres plasmaticos esenciales y no esenciales, respectivamente, tanto en
pacientes con ERCT como en individuos sanos. Asi mismo, en estas tablas se
muestran la mediana y el rango de concentraciones plasmaticas observadas durante
el periodo de seguimiento, el CVa intraserie, el ratio SDA/SD,, y el niumero de datos
disponibles tras la eliminacién de los valores aberrantes. El porcentaje de datos
eliminado fue inferior al 10%, distribuyéndose uniformemente entre los sujetos y las
muestras; y el ratio entre la Va intraserie y VB, fue inferior a 0,7 para todos los
aminoacidos libres plasmaticos, tanto en pacientes con ERCT como en individuos

sanos.

En las Tablas 30-32, se muestran los VRC calculados para los amino&cidos libres
plasmaticos en pacientes con ERCT e individuos sanos; asi como los Il y las
especificaciones de calidad deseables derivadas de los datos de VB estimados en

estos ultimos.

Los valores obtenidos para los aminodcidos libres plasmaticos durante el periodo de
seguimiento en todos los individuos sanos, se encontraban dentro de los IR
poblacionales. En pacientes con ERCT, las concentraciones observadas para el perfil
de aminoacidos fueron, en general, superiores a las encontradas en individuos sanos;

observandose un incremento estadisticamente significativo (p<0,05) en la
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concentracion plasmatica de histidina, fenilalanina, glicina, lisina, isoleucina, arginina,
acido aspartico, cistina, acido glutdmico, hidroxiprolina, prolina, taurina, triptéfano y
ornitina, asi como en la concentracién global tanto de aminoéacidos libres esenciales
como de no esenciales. La mediana de la concentracion de alanina y tirosina, por el
contrario, fue significativamente inferior en pacientes con ERCT que en individuos
sanos; mientras que el ratio entre aminoacidos esenciales y no esenciales fue similar
en ambos grupos. Sin embargo, y de acuerdo a los 1C95%, no se observaron
diferencias significativas entre los datos de VB estimados en pacientes con ERCT e
individuos sanos y, por lo tanto, los VRC obtenidos en ambos grupos de sujetos son

equivalentes.

En la Figura 26 se muestra, como ejemplo, la variacion de los resultados obtenidos
para los aminoacidos esenciales y no esenciales totales, tanto en individuos sanos

como en pacientes con ERCT.

164



Capitulo 10. Datos de Variacién Bioldgica Resultados

Individuos sanos Pacientes con ERCT
Aminoacidos
Esenciales |, "’('Iec;’;;{,‘a Rango,  CVa°, CV&% CVe',% Re | e “’('%'F'g':a Rango,  CVa%, CVi% CVel% g
J [+) o/ \e o/ \e ’ 0, o/ \e o/ \e
umol/L umol/L % (1C95%) (1C95%) e pmol/L % (1C95%) (1C95%)
) 63.0 9,7 27,2 93,0 9,0 35,4
His 53 ’ 40,6-81,5 55 0,54 | 58 46,7-125,2 6,6 0,69
(11,5) (7,8-11,6) (21,6-32,8) (24,9)* (7,2-10,6) (28,0-42,8)
44.8 15,3 455 70,1 19,1 58,0
lle 53 ’ 27,6-79,4 6,5 0,41 | 59 31,0-134,7 6,0 0,32
(18,0) (12,3-18,3)  (35,1-55,9) (27,6)* (15,5-22,8)  (44,1-71,9)
135.1 14,5 44,0 137,0 16,7 60,1
Leu 53 ’ 85,7-248,4 6,5 0,43 | 57 ’ 66,9-261,9 4.4 0,27
(48.,8) (11,7-17,3)  (34,0-54,0) (52,5) (13,5-19,9)  (45,3-75,0)
164.0 11,5 38,2 180,1 13,6 50,5
Lys 53 : 102,7-231,0 4,0 0,33 | 58 96,4-297,1 3,7 0,29
g (50,6) (9,3-13,7)  (29,9-46,5) (56,4)* (11,0-16,2)  (38,9-62,0)
14,7 43,4 27,7 13,8 68,3
Met\G 53 27,9(9,2 12,2-42,7 3,6 0,25 | 58 ’ 13,5-51,8 4,0 0,30
(©.2) (11,8-17,6)  (33,6-53,2) (9.,4) (11,1-16,4)  (50,5-86,0)
61.6 9,5 40,6 77,1 10,6 64,7
PheNG 52 ’ 38,7-96,1 5,9 0,62 | 58 40,5-125,2 6,0 0,61
(19,3) (7,6-11,4)  (31,5-49,7) (33,6)" (8,6-12,7)  (48,3-81,0)
1415 17,5 33,1 1341 15,0 41,0
Thr 54 : 82,3-127,5 5,4 0,29 | 59 J 65,9-175,3 4.1 0,27
(37.,2) (14,1-20,9)  (26,1-40,1) (27.9) (12,2-18,0)  (32,2-49,8)
17.7 22,7 108,4 26,2 11,5 53,7
Tr 52 ’ 7,9-81,9 10,7 0,45 | 57 12,5-42,7 5,0 0,49
- (26,1) (18,1-27,3)  (66,8-146,9) (7,3)* (9,3-13,7)  (41,0-69,6)
219,4 9,8 40,1 210,1 11,6 38,8
Val 51 : 128,1-3249 64 0,65 | 57 ’ 117,6-343,8 6,7 0,57
(71,8) (7,9-11,7) (31,1-49,1) (79,3) (9,4-13,8) (30,4-47,1)
901.9 10,7 35,5 985.6% 10,0 32,5
h , - 0,34 : - 0,35
AAE 53 (165,5) 5781376 37 (8,6-12,7) (27,9-43,1) %6 (205,2) 588-1517 3.5 (7,9-11,9)  (25,4-39,6)

Tabla 27. Datos de variacion bioldgica obtenidos para los aminoacidos libres plasmaticos esenciales en individuos sanos y pacientes con enfermedad renal crénica
terminal (ERCT). N2, nimero de datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes; (IQR)®, rango intercuartilico; CVa°, coeficiente de variacién analitico intra-serie; CV/q,
coeficiente de variacién intra-individual; IC95%?¢, intervalo de confianza al 95%; CVg', coeficiente de variacion inter-individual; R9, SDa/SDi. NG, los datos obtenidos no siguen una
distribucion gaussiana; AAE", aminoacidos esenciales totales *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de Mann-Whitney; *, diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) segun la prueba t de Student.
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L. Individuos sanos Pacientes con ERCT
Aminoacidos
No - -
coorcioies T "’('%’F'gﬂa Rango,  CVa,  CVi% CVe',% 7| "’('Iecg'éa)[,‘a Rango,  CVa%, CVi% CVe'%  pa
’ [-) o/ \e o/ \e 3 0, o/ \e o/ \e
umol/L pumol/L % (1C95%) (1C95%) L pmol/L % (1IC95%) (1C95%)
380,0 14,7 55,8 308,7* 10,0 46,5
Ala 54 ’ 215,8-597,7 2,7 0,31 | 58 ; 195,0-546,2 4,1 0,42
(206,4) (11,8-17,6)  (42,3-69,3) (84,8) (8,1-12,9)  (36,1-57,0)
62,9 19,3 34,1 93.0* 19,2 51,2
Ar 51 ’ 45,3-130,1 3,0 0,16 | 59 ’ 53,8-162,2 2,7 0,16
g (27.3) (15,4-23,2)  (26,7-41,5) (36,0) (15,6-22,9)  (39,5-63,0)
128,1 12,3 28,0 109,3 13,8 39,5
Asn 54 : 85,6-177,4 3,1 0,25 | 58 : 56,6-147,8 2,4 0,16
(32,5) (9,9-14,7) (22,3-33,7) (26,3) (11,1-16,4)  (31,0-48,0)
28 31,2 55,1 15,0* 23,3 85,2
AspNG 50 ’ 0,8- 5,3 8,3 0,25 | 59 ; 5,2-29,8 9,6 0,38
P (1,6) (24,4-38,0)  (41,3-68,9) (9,9) (18,7-27,8)  (60,4-109,9)
2 49, + 19,7 50,2
Glu a7 207 251-956 2.6 5.0 9.3 0.16 |59 880 468-137.9 34 o 0,20
(25,1) (20,1-30,0)  (38,2-60,4) (37,4) (15,9-23,5)  (38,8-61,7)
551.0 12,1 22,0 570,2 10,1 30,5
Gl 52 ' 350,2-676,6 2,1 0,18 | 58 ’ 389,7-825,3 3,6 0,32
" (121,3) (9,7-145)  (17,5-26,5) (102,6) (82-12,0)  (24,2-36,7)
211.3 11,8 40,3 231 3+ 13,5 45,3
Gl 54 : 117,9-338,9 1,4 0,12 | 57 ; 132,0-358,8 2,1 0,15
y (53,8) (9,5-14,1) (31,5-49,1) (71,1) (10,9-16,1)  (35,1-55,4)
210,1 17,0 104,4 399,2% 14,0 58,8
ProNG 52 ’ 137,3-620,2 1,5 0,10 | 59 ; 224.8-735,1 1,8 0,13
(149,8) (13,6-20,4)  (68,3-140,5) (125,1) (11,3-16,6)  (44,7-73,0)
113,2 12,8 42,8 112,2 11,8 38,2
Ser 52 ’ 56,1-158,0 2,3 0,17 | 57 : 60,4-134,4 2,3 0,19
(30,1) (10,3-15,3)  (33,1-52,5) (24,3) (9,6-14,1) (30,0-46,3)
67.0 10,5 61,0 62.3* 13,5 63,1
Tyr\G 52 ’ 40,4-81,9 3,9 0,35 | 57 : 32,0-116,2 4,6 0,32
y (32,4) (8,4-12,6) (45,4-76,6) (17,9) (10,9-16,1)  (47,1-79,0)

Tabla 28. Datos de variacion bioldgica obtenidos para los aminoacidos libres plasmaticos no esenciales proteinogénicos en individuos sanos y pacientes con
enfermedad renal cronica terminal (ERCT). N2, nimero de datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes; (IQR)P, rango intercuartilico; CVa®, coeficiente de variacion
analitico intra-serie; CV|9, coeficiente de variacién intra-individual; IC95%?¢, intervalo de confianza al 95%; CVd', coeficiente de variacion inter-individual; R9, SDa/SDi.NG, los datos
obtenidos no siguen una distribucion gaussiana. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de Mann-Whitney; *, diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) segun la prueba t de Student.
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S Individuos sanos Pacientes con ERCT
Aminoacidos
No - -
N (QReC  Rango,  CVi,  CVEo% CVe'%  po | ne (lGRp.  Rango, GV, CVed% CVe'% g
E ial ’ ) o/\e oL)e ’ ) oL)e oL)e
senciales umol/L. pmol/L % (1C95%) (1C95%) umol/L pmol/L % (1C95%) (1C95%)
24,7 32,3 19,2 49,2
AabNG 52 216 9,2-33,2 9,3 03 |57 229 10,5409 9,0 0,46
(206,4) (19,6-29,8)  (25,4-39,2) (11,6) (15,4-23,0)  (37,9-60,5)
20,1 422 22,8 56.2
cite 5o 518 11,7845 6.4 034 |56 1808 oi62019 7.0 0,31
(20,3) (16,1-24,1)  (32,7-51,8) (37.2) (18,2-27,5)  (42,3-70,1)
20.0 38,3 48,5 403 31,1 50,5
2Cys 53 57 5,5-44,1 13,3 0,33 | 59 . 13,4-79,7 13,5 0,43
(12,7) (29,9-46,7)  (37,2-59,8) (17,5) (24,8-37,5)  (39,0-62,0)
11,3 34,5 56,7 37,4 24,4 87,6
HypNG 49 0,8-28,6 43 0,13 | 57 * 15,6-84,7 5,2 0,28
(5.4) (26,8-42,2)  (42,2-71,2) (21,3) (19,5-29.4)  (61,1-114,1)
46.5 18,4 54,9 89,1 19,4 51,3
Orn 53 50, 25,5-99,9 4.4 0,24 |57 «  46,3-1487 34 0,15
(20,8) (14,7-22,1)  (41,5-68,3) (32,1) (15,6-23,2)  (39,4-63,3)
55.6 30,6 44,0 87,6 23,7 75,6
Tau\G 53 : 32,2-120,9 3,5 0,12 | 57 «  318-1836 42 0,19
(35,1) (24,2-37,0)  (34,0-54,0) (33,2) (19,0-28,4)  (52,7-96,5)
13,5 30,5 12,8 36,9
AANE" 5o 20748 4410795 33 0,26 |56 22388" 4000780 34 0,26
(379.5) (10,9-16,1)  (24,2-36,9) (281,6) (10,3-15,3)  (28,8-45,0)
i 0,44 9,8 23,8 0,42 10,3 27,1
AAE/AANE' | 52 ’ 0,36-0,60 3,0 0,34 | 56 ’ 0,31-0,62 2,9 0,35
(0,06) (7,9-11,7)  (19,0-28,6) (0,07) (8,3-12,4)  (21,4-32,9)

Tabla 29. Datos de variacion bioldgica obtenidos para los aminoacidos libres plasmaticos no esenciales no proteinogénicos en individuos sanos y pacientes con
enfermedad renal crénica terminal (ERCT): acido a-aminobutirico (Aab), citrulina (Cit), cistina (2Cys), hidroxiprolina (Hyp), ornitina (Orn), taurina (Tau). N2, nimero de
datos disponible tras la exclusién de valores aberrantes; (IQR)®, rango intercuartilico; CVa°, coeficiente de variacion analitico intra-serie; CV(9, coeficiente de variacién intra-
individual; 1C95%¢, intervalo de confianza al 95%; CVa', coeficiente de variacion inter-individual; RS, SDa/SDi; AANE", aminoacidos no esenciales totales; AAE/AANE!, ratio entre
aminoacidos esenciales y no esenciales. NG, los datos obtenidos no siguen una distribucién gaussiana. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de

Mann-Whitney; *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun la prueba t de Student.
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Individuos sanos Pacientes con ERCT
Aminoacidos " VRC®,%  VRCus$%  VRCms% Lo o VRCb, %  VRCpos?,%  VRCreg®,%
Esenciales (1C95%)° (1C95%)° (1C95%)° ' ' | (1ce5%)° (1C95%)° (1C95%)°
. 36,2 08
His 0,41 estaen | 49 72 152 | (250.365)
46,0 56
lle 037  reme 76 12,0 248 | usaes9)
441 ] 79
Leu 036  gsrmos 73 116 286 | (358569)
37 0
Lys 032 pruo) 57 10,0 194 | 317463
- 41,9 65,4 39,5 43,0 77,0 43,5
A 035 (341.498) (481-827) -@307-483) ° 115 236 | (34951,0) (54,9-991)  -(33,6-53,4)
‘o 30,9 57,9 36,7 33,9 86,4 46,3
HIO 027 (252-368) (434-724) -(287-447) 7 104 182 | (275402) (584-1084) -(35,6-57,0)
50,7 32
Thr 055 w0z 87 94 288 | asoni2)
69,6 34,7
Trp 022 germen o 14 277 4 | wgomy
24 71
val 029 ghsse) 49 103 184 | 301441)
. 30,1 28,0
AAE X A — 53 93 R R T —
(24,3-35,8) (22,5-33,6)

Tabla 30. Parametros derivados de los datos de variacion biologica obtenidos para los aminoacidos libres plasmaticos esenciales en individuos
sanos y pacientes con enfermedad renal cronica terminal (ERCT). I3, indice de individualidad; VRCP, valor de referencia del cambio bidireccional
(Z=1,96, 95% de probabilidad); IC95%¢, intervalo de confianza al 95%; VRCpos®, valor de referencia del cambio ascendente (positivo) obtenido mediante
aproximacién logaritmica (Z=1,96, 95% de probabilidad); VRCneg®, valor de referencia del cambio descendente (negativo) obtenido mediante aproximacion
logaritmica (Z=1,96, 95% de probabilidad); I', especificaciones de calidad deseables para la imprecision; ES9, especificaciones de calidad deseables para
el error sistematico (sesgo); ET", especificaciones de calidad deseables para el error total; AAE', aminoacidos esenciales totales. NG, los datos obtenidos no
siguen una distribucién gaussiana.
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Individuos sanos Pacientes con ERCT
Aminoacidos
No " VRC®,%  VRCpus%  VRCms% o Looo pro | VRCH%  VRChst%  VRCrege%
Esenciales (1C95%)° (1C95%)° (1C95%)° (1C95%)° (IC95%)° (IC95%)°
Ala 0,26 (33,471_’4?9!2) ---------- 73 144 265 (26,3;2_’\,35875) ----------
Arg 056 4,51‘?4,2) ---------- 97 98 258 | 43%3-’683,7) ----------
Asn 0,45 (28?65-’4?1 oo o1 8 177 (31 ,35%’475,9) """""
Asp™® 059 7p97081) (8442002 -@erezs 198 198 4T | Bho @resios  (a7e62)
Glu 051 (56%%382,6) """"" 125 198 345 (46,587-’658,1) """""
Gin 0.54 (27?7?0,4) """"" 6.0 6.3 16,2 (26,289—’3?8,1) """""
el 02 erawa T 59 105 202 | pufg 0
ok 0.16 (38i'>8—g6,1) (48,676-53,9) —(31-?09—,4?8,8) 104 264 40,1 (31?89—’4?6,2) (41,534-’678,1) —(27-,365—233,0)
Ser 0,29 (29,326_f2,8) ---------- 64 11,2 21,7 (27,313_§'9!7) ----------
e 0.16 (25?21-’316,9) (37,43%80,3) -(39;,312-’582,5) 52 155 241 (33,491-1179,6) (53,703-’974,4) -(32-?82-’542,0)

Tabla 31. Parametros derivados de los datos de variacion biolégica obtenidos para los aminoacidos libres plasmaticos esenciales

proteinogénicos en individuos sanos y pacientes con enfermedad renal cronica terminal (ERCT). |12, indice de individualidad; VRCP, valor de

referencia del cambio bidireccional (Z=1,96, 95% de probabilidad); 1C95%®¢, intervalo de confianza al 95%; VRCpos®, valor de referencia del cambio

ascendente (positivo) obtenido mediante aproximacién logaritmica (Z=1,96, 95% de probabilidad); VRCneg®, valor de referencia del cambio descendente

(negativo) obtenido mediante aproximacion logaritmica (Z=1,96, 95% de probabilidad); If, especificaciones de calidad deseables para la imprecision; ES9,

especificaciones de calidad deseables para el error sistematico (sesgo); ET", especificaciones de calidad deseables para el error total. NG, los datos

obtenidos no siguen una distribuciéon gaussiana.

169



Capitulo 10. Datos de Variacién Bioldgica Resultados
Individuos sanos Pacientes con ERCT

Aminoacidos

N VRC®, %  VRCpos®%  VRCnec®,% VRC®, %  VRCpos?%  VRCrec®,%
o 12 "% ES9% ET"%

Esenciales (1C95%)° (1C95%)° (1C95%)° (1C95%)° (1C95%)° (1C95%)°
" 73,0 158,1 -60,0 58,8 115,5 53,6
GEL 076 (594-87,0) (82,2-2333) -(44,7-753) 25 102 30,5 (47,7-69,9)  (72,6-158,5)  -(40,5-66.7)
- 58,5 106,1 51,5 65,7 121,2 54,8
Cit 050 438733 (69.0-1432) -@91-639) ' MW7 283 | ug3831)  (745-167.9) -(41,3-683)
123 a1

2Cys 078 416133.2) 191 154 47.0 | (76,6-111,5)

" 96,5 182,4 64,6 70,7 135,7 57,6
E 061 (780-1147) (845-2803) -(47.6-816) 5 166 45,1 (57,3-84,2)  (78,7-1927) -(27.9-43,3)
‘e 525 s47

o 033 obeng 92 145 29,7 (44.4:65.0)
" 85,3 150,8 60,1 66,7 109,7 53,3
Tau 0.69  (693-101,5) (81,9-219,7) -(448-754) >3 134 386 | (541-793) (704-149,0) -(40,3-66.3)
. 38,8 37,0
AANE' 046 0T L 6,7 8,3 195 | % L
(31,4-46,2) (29,8-44,2)
. 28,4 29,7
AAE/AANEl | 043 OO . 49 6.4 146 | 0 L
(23,0-33,8) (23,8-35,5)

Tabla 32. Parametros derivados de los datos de variacion biologica obtenidos para los aminoacidos libres plasmaticos no esenciales no
proteinogénicos en individuos sanos y pacientes con enfermedad renal cronica terminal (ERCT): acido a-aminobutirico (Aab), citrulina (Cit),
cistina (2Cys), hidroxiprolina (Hyp), ornitina (Orn), taurina (Tau). |2, indice de individualidad; VRCP, valor de referencia del cambio bidireccional
(Z=1,96, 95% de probabilidad); IC95%>, intervalo de confianza al 95%; VRCpos?, valor de referencia del cambio ascendente (positivo) obtenido mediante
aproximacién logaritmica (Z=1,96, 95% de probabilidad); VRCneg®, valor de referencia del cambio descendente (negativo) obtenido mediante aproximacion
logaritmica (Z=1,96, 95% de probabilidad); I, especificaciones de calidad deseables para la imprecisién; ES9, especificaciones de calidad deseables para
el error sistematico (sesgo); ET", especificaciones de calidad deseables para el error total; AANE!, amino4cidos no esenciales totales; AAE/AANE], ratio
entre aminodcidos esenciales y no esenciales. ¢, los datos obtenidos no siguen una distribucion gaussiana.
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Figura 26. Concentraciones plasmaticas de aminoacidos esenciales y no esenciales. Los datos se muestran como mediana y rango. A, Variacién biolégica observada en
11 sujetos sanos en un periodo de seguimiento de 5 semanas; B, Variacion bioldgica observada en 11 pacientes con enfermedad renal crénica terminal durante un periodo de
seguimiento de 6 meses (Para el estudio de la variacion bioldgica del perfil de aminodcidos libres plasmaticos en la enfermedad renal crénica terminal, debido al tiempo
requerido por determinacion, la cohorte de pacientes a estudio fue reducida de forma aleatorizada de 18 a 11 sujetos).
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3.2. Marcadores Bioquimicos de Anemia

3.2.1. Datos de Variacion Bioldgica de la Ferritina

En la Figura 27 se muestra la distribuciéon de los resultados de ferritina sérica
derivados del estudio de VB en pacientes con ERCT e individuos sanos. Los datos de
concentracion observados durante el periodo de seguimiento presentaban una

distribucion no gaussiana en ambos grupos de sujetos.
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Figura 27. Concentraciones de ferritina sérica. Los datos se muestran como mediana
y rango. A, Variacién biolégica observada en 11 sujetos sanos en un periodo de
seguimiento de 5 semanas; B, Variacién biolégica observada en 18 pacientes con
enfermedad renal crénica terminal durante un periodo de seguimiento de 6 meses. V:
varén.
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Las concentraciones de ferritina sérica obtenidas para todos los individuos sanos se
encontraban dentro de IR definido para una poblacién libre de enfermedad (15-150
ng/mL mujeres; 30-400 ng/mL hombres). Por el contrario, todos los pacientes con
ERCT, con la excepcién de tres sujetos, presentaron una mediana de la concentracién
de ferritina sérica superior al IR poblacional.

Las mujeres incluidas en la cohorte de individuos sanos presentaban una mediana
de la concentracién sérica de ferritina significativamente menor (p<0,05) a la
observada en varones. Sin embargo, debido al bajo tamafio muestral, la estratificacion
de los datos de VB por sexo seria insuficiente para obtener estimaciones fiables, por lo
que solo se presentan los datos globales.

En la Tabla 33 se recogen los componentes de VB y los VRC estimados para la
ferritina sérica en pacientes con ERCT y en individuos sanos; asi como el Il y las
especificaciones de calidad deseables derivadas de los datos de VB de estos ultimos.
En esta tabla se muestran también la mediana y el rango de concentraciones de
ferritina sérica, el CVa intraserie, el ratio SDa/SD,, y el numero de datos del estudio, al
no haberse identificado ningun valor aberrante. El ratio entre la Va intraserie y la VB,
fue inferior a 0,25 en ambos grupos de sujetos.

Como es posible observar en la Figura 27, tanto los pacientes con ERCT como los
individuos sanos, mostraron una moderada variabilidad en la concentracion sérica de
ferritina durante el periodo del estudio; siendo la mediana (IQR) del rango de
concentraciones de cada sujeto de 37,5 (7,7) y 29,2 (6,5) ng/mL, respectivamente.

La mediana de la concentracién sérica de ferritina observada durante el periodo de
seguimiento en los pacientes con ERCT, fue significativamente méas alta (p<0,05) que
la obtenida en individuos sanos. Sin embargo, y de acuerdo a los 1C95%, no se
observan diferencias significativas entre los componentes de VB y, en consecuencia,

los VRC derivados son semejantes en individuos sanos y pacientes con ERCT.
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Individuos sanos?® Pacientes con ERCT
Ferritina, ng/mL Ferritina, ng/mL
N° 54 99
Mediana (IQR)° 39,6 (45,7) 669 (442)*
Rango 10,7-140,3 40-991
CVa?, % 3,2 1,1
CVi,% (IC95%)" 12,2 (9,7-14,8) 14,7 (11,8-16,6)
CVe?,% (1C95%)' 45,0 (34,2-55,7) 54,5 (45,0-63,9)
" 0,27
VRC!,% (1C95%)' 34,5 (28,7-42,3) 38,1 (32,8-43,3)
VRCposl,% (1C95%)' 50,4 (37,9-62,9) 44.0 (33,3-54,7)
VRCreg',% (IC95%)' -33,5 -(26,0-41,0) -30,5 -(23,1-37,9)
1'% 6.1
ES™% 1.7
ET",% 217
SD4/SD; 0,21 0,12

Tabla 33. Datos de variacion bioldgica y parametros derivados para la ferritina sérica en
individuos sanos y pacientes con enfermedad renal crénica terminal. [ (-----), datos no
calculados]; NP, nimero de datos disponible tras la exclusién de valores aberrantes; (IQR)°, rango
intercuartilico; CVa9, coeficiente de variacion analitico intra-serie; CVie, coeficiente de variacion
intra-individual; IC95%, intervalo de confianza al 95%; CVg9, coeficiente de variacién inter-
individual. I, indice de individualidad; VRC!, valor de referencia del cambio bidireccional (Z=1,96,
95% de probabilidad); VRCposl, valor de referencia del cambio ascendente (positivo) obtenido
mediante aproximacién logaritmica (Z=1,96, 95% de probabilidad); VRCneg*, valor de referencia
del cambio descendente (negativo) obtenido mediante aproximacion logaritmica (Z=1,96, 95% de
probabilidad); I', especificaciones de calidad deseables para la imprecision; ES™, especificaciones
de calidad deseables para el error sistematico (sesgo); ET", especificaciones de calidad deseables
para el error total.*, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de Mann-
Whitney.
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3.2.2. Datos de Variacion Bioldgica de la Vitamina B12 y el Folato

La variacién de los resultados de vitamina B12 y folato derivados del estudio de VB
realizado en pacientes con ERCT e individuos sanos, se muestran en la Figura 28. Los
datos de concentracion obtenidos para estas magnitudes bioquimicas seguian una
distribucion no gaussiana en ambos grupos de sujetos.

Todos los sujetos incluidos en el estudio, ya fueran pacientes con ERCT o individuos
sanos, presentaban una concentracion plasmatica de vitamina B12 y folato dentro del
IR definido para una poblacién no deficitaria (vitamina B12: 191-663; folato: 3,1-17,5
ng/mL).

En la Tabla 34 se recogen los componentes de VB obtenidos para la vitamina B12 y
el folato en pacientes con ERCT y en individuos sanos; asi como la mediana y el rango
de concentraciones plasmaticas, el CVa intraserie, el ratio SDA/SD; y el numero de
datos disponible tras la eliminacién de valores aberrantes. El porcentaje de datos
eliminado fue inferior al 4%, distribuyéndose uniformemente entre sujetos y muestras.
El ratio entre la Va intraserie y la VB, obtenido para la vitamina B12 y el folato fue
inferior a 0,5 y a 0,1, respectivamente, en ambos grupos de sujetos.

Asi mismo, en la Tabla 34 se muestran los VRC bidireccionales (Z = 1,96; 95%
probabilidad) y unidireccionales (Z = 1,65; 95% probabilidad) calculados en ambos
grupos de sujetos; junto con los Il y las especificaciones de calidad deseables
derivadas de los datos de VB estimados en individuos sanos.

Como puede observarse en la Figura 28, tanto los pacientes con ERCT como los
individuos sanos, mostraron cambios moderados en la concentracién sérica de
vitamina B12 y folato durante el periodo del estudio; siendo la mediana (IQR) del rango
de concentraciones de cada sujeto de 72,0 (25,3) y 75,5 (23,4) pg/mL para la vitamina
B12,yde 3,3 (1,3) y 2,6 (1,3) para el folato, respectivamente.

No se observaron diferencias significativas entre las medianas de la concentracién
plasmatica de vitamina B12 y folato obtenidas durante el periodo de seguimiento en
pacientes con ERCT e individuos sanos, asi como en la estimacion de los datos de VB
en ambos grupos de sujetos, de acuerdo a los IC95%. En consecuencia, los VRC
derivados de estos datos de VB son equivalentes.
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Figura 28. Concentraciones plasmaticas de vitamina B12 y folato. Los datos se muestran como mediana y rango. A, Variacion biolégica observada en 11 sujetos sanos

en un periodo de seguimiento de 5 semanas; B, Variacién biol6gica observada en 18 pacientes con enfermedad renal cronica terminal durante un periodo de seguimiento de

6 meses.
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Individuos sanos

Pacientes con ERCT

B12, pg/mL FOL, ng/mL B12, pg/mL FOL, ng/mL
N® 52 53 98 9
Mediana (IQR)® 4375 (223,2) 9,5 (4,7) 468,2 (193,9) 9,3 (5,5)
Rango 289,8-687,3 5,1-16,6 276,8-682,9 4,4-17,3
CVa®, % 1,1 2,0 2,2 1,3
CVi4,% (IC95%)° g5 (6,9-10,1) 19,3 (15,4-23,1) 9,1(7,7-10,4) 18,6 (15,7-21,4)
CVc',% (IC95%)° @88 (50,5-87,1) 50,4 (38,5-62,3) | 71,4 (56,3-86,4) 52,4 (42,7-62,0)
Is 0,12 0,27
h
VRC BD",% 23.8 53,7 25,9 51,6
(IC95%)e (19,0-28,6) (40,8-66,7) (21,8-30,0) (42,2-61,0)
1’96VRCposi,% 30,5 79’2 36,7 72,4
(1C95%)e (24,2-36,8) (56,3-102,1) (30,6-42,8) (57,1-87,7)
"**VRCreg',% 23,4 44,2 26,9 42,0
(1C95%)e -(18,7-28,1) -(34,2-54,2) -(22,6-31,2) -(34,8-49,2)
k
VRC UD % 20,0 45,2 21,8 43,4
(1C95%)e (16,1-24,0) (34,9-55,6) (18,4-25,2) (35,9-51,0)
"*VRCpos',% 25,1 63,4 30,1 58, 1
(1C95%)e (20,0-30,2) (47,0-79,8) (25,2-35,0) (47,0-69,2)
"*VRCreg,% 20,1 38,8 232 36,8
(1C95%)e -(16,1-24,1) -(30,3-47,3) -(19,6-26,8) -(30,7-42,9)
I,% 43 9,6
ES™,% 17,3 18,3
ET",% 24,4 34,2
SDa/SD 0,34 0,11 0,43 0,10

Tabla 34. Datos de variacion bioldgica y parametros derivados para la vitamina B12 (B12) y el

folato (FOL) en plasma de individuos sanos y pacientes con enfermedad renal crénica terminal

(ERCT). [ (---), datos no calculados]; N2, numero de datos disponible tras la exclusion de valores

aberrantes; (IQR)®, rango intercuartilico; CVa°, coeficiente de variacién analitico intra-serie; CV/,

coeficiente de variacion intra-individual; 1C95%¢, intervalo de confianza al 95%; CVdf, coeficiente de

variacion inter-individual. 119,

indice de individualidad; VRC BD", valor de referencia del cambio

bidireccional (Z=1,96, 95% de probabilidad); VRCyos', valor de referencia del cambio ascendente (positivo)

obtenido mediante aproximacion logaritmica; VRCneg,

valor de referencia del cambio descendente

(negativo) obtenido mediante aproximacién logaritmica; VRC UDk, valor de referencia del cambio

unidireccional (Z=1,65. 95% de probabilidad); I', especificaciones de calidad deseables para la

imprecision; ES™, especificaciones de calidad deseables para el error sistemético (sesgo); ET",

especificaciones de calidad deseables para el error total.
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3.3. Marcadores Bioquimicos de las Alteraciones del Metabolismo
Oseo-Mineral

3.3.1. Datos de Variacion Biologica del Calcio y el Fosfato

La variaciébn de las concentraciones de calcio y fosfato séricos, obtenidas en
pacientes con ERCT clinicamente estable e individuos sanos, se muestran en la
Figura 29. Los datos de concentracion obtenidos para estas magnitudes presentaban
una distribucion gaussiana en ambos grupos. Debido a la hipoalbuminemia relativa
observada en 2 de los pacientes con ERCT, los valores de calcio sérico obtenidos en
ambos grupos de sujetos, fueron corregidos en funcién de la concentracidén sérica de

albumina mediante la férmula:

Calcio total corregido = Calcio total (mmol/L) + 0,2 x [4-Albumina (g/dL)]

Durante los seis meses de seguimiento, la concentracidén media de calcio corregido
observada en 13 de los pacientes con ERCT se encontraban dentro del IR definido
para la poblacion general (2,15-2,50 mmol/L); mientras que Unicamente 7 de los
pacientes presentaban una concentracion media de fosfato sérico entre los rangos
establecidos para una poblacion libore de enfermedad (0,87-1,45 mmol/L). Las
concentraciones medias de calcio corregido y fosfato séricos obtenidas en la cohorte
de individuos sanos durante el periodo de seguimiento se encontraban dentro de los
IR poblacionales.

Uno de los pacientes incluidos en el estudio (sujeto 11), mostraba una concentracién
media de calcio sérico corregido significativamente menor (p<0,05) que la del resto de
pacientes con ERCT; mientras que la concentracion media de fosfato sérico fue mas
alta, aunque sin alcanzar la significacion estadistica. El estudio de la historia clinica de
este paciente no revelo la presencia de diferencias notables en la etiologia de la ERC,
los antecedentes clinicos, el tratamiento farmacolégico, o en la concentraciéon de
albumina, PTHi o 25-OH-vitamina D.

La Tabla 35 muestra los datos de VB y los VRC obtenidos para el calcio corregido y
el fosfato sérico en pacientes con ERCT e individuos sanos; asi como los Il y las
especificaciones de calidad deseables derivadas de estos ultimos. Asi mismo, en esta
tabla se muestran la media y el rango, el CVa intraserie, el ratio SDA/SD; y el numero

de datos disponibles tras la eliminacion de valores aberrantes; siendo el porcentaje de
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datos eliminado inferior al 1%, y el ratio entre la Va intraserie y la VB, inferior a 0,50
para ambas magnitudes bioquimicas y grupos de sujetos.

Los pacientes con ERCT presentaron una concentracion media de fosfato sérico
significativamente mas alta que la observada en individuos sanos; mientras que para
la concentracion media de calcio corregido no se observaron diferencias significativas.
Como puede observarse en la Figura 29, tanto los pacientes con ERCT como los
individuos sanos mostraron una moderada variabilidad en la concentracion sérica de
calcio y fosfato durante el periodo de seguimiento; siendo la media (DS) del rango de
concentraciones intrasujeto de 0,30 (0,12) y 0,11 (0,05) mmol/L para el calcio; y 0,54
(0,16) y 0,17 (0,07) mmol/L para el fosfato, respectivamente. En consecuencia, los CV,
estimados en ambos grupos de sujetos para estas magnitudes son relativamente
estrechos; asi como los CVe.

De acuerdo a los 1C95%, las diferencias observadas en los CV, de pacientes con
ERCT e individuos sanos no alcanzaban significacion estadistica. Sin embargo, los
VRC derivados de estos datos de VB eran significativamente més elevados; asi como
los CVg obtenidos para ambas magnitudes bioquimicas.
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Figura 29. Concentraciones séricas de calcio corregido y fosfato. Los datos se muestran como mediana y rango. A, Variacién biolégica observada en 11 sujetos sanos

en un periodo de seguimiento de 5 semanas; B, Variacién biol6gica observada en 18 pacientes con enfermedad renal cronica terminal durante un periodo de seguimiento de
6 meses.
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Individuos sanos Pacientes con ERCT
Calcio? Fosfato Calcio® Fosfato
NP 54 54 98 99
Media (DS)°,
mmol/L 2,4 (0,08) 1,1(0,2) 2.4 (0,22) 16 (0.3)*
Rango, mmol/L 2225 0,88-1,46 1,8-2,9 0,8-2,3
CVa?, % 1,5 1,9 2,5 4,8
CV,% (IC95%)" 29 (2,4-38)  83(6,7-10,3) 5,3 (3,7-6,1) 12,8 (10,0-14,6)
CVe?,% (IC95%)' 54 (4,4-6,4) 24,1 (19,3-295) | 18,9 (16,2-21,6) 34,5 (29,6-39,7)"
I 0,54 0,34
VRC',% (IC95%)' 9 1(7,4-10,8) 23,5(18,8-28,2) | 16,1 (13,9-18.4)% 38,0 (32,8-43,2)"
1% 1,5 4,1
ES*,% 1,5 6,4
ET',% 3,9 13,2
SDA/SD; 0,49 0,23 0,47 0,40

Tabla 35. Datos de variacion bioldgica y parametros derivados para el calcio y el fosfato séricos en
individuos sanos y pacientes con enfermedad renal crénica terminal. [ (-----), datos no calculados]; 2,
calcio corregido por la concentracion de albumina sérica [Calcio Total corregido = Calcio Total (mmol/L) + 0,2
X [4-Albimina (g/dL)]]; N°, numero de datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes; DS¢,
desviacion estandar; CVa9, coeficiente de variacién analitico intra-serie; CVi€, coeficiente de variacién intra-
individual; IC95%, intervalo de confianza al 95%; CVa?, coeficiente de variacion inter-individual. |1, indice de
individualidad; VRC!, valor de referencia del cambio bidireccional (Z=1,96, 95% de probabilidad); #,
especificaciones de calidad deseables para la imprecision; ES, especificaciones de calidad deseables para el
error sistematico (sesgo); ET', especificaciones de calidad deseables para el error total. *, diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) segun la prueba t de Student. , diferencias significativas segun los
IC95%.
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3.3.2. Datos de Variacion Bioldgica de la Hormona Paratiroidea y la
25-OH-Vitamina D

La Figura 30 muestra la variaciébn de los resultados obtenidos para la PTHi
plasmatica y la 25-OH-vitamina D sérica en pacientes con ERCT e individuos sanos
durante el periodo de seguimiento. Las concentraciones obtenidas para estas

magnitudes en ambos grupos de sujetos seguian una distribucion no gaussiana.

La totalidad de los valores de PTHi plasmatica obtenidos en individuos sanos se
encontraban dentro del IR definido para una poblacién normal (15-65 pg/mL), mientras
que 12 de los pacientes con ERCT presentaban una mediana de la concentracion de
PTHi por encima del limite superior del IR. Durante el periodo de seguimiento, la
totalidad de los pacientes con ERCT y 7 de los individuos sanos, presentaron una
mediana de la concentracion sérica de 25-OH-vitamina D inferior al limite
recomendado para un correcto equilibrio del metabolismo 6seo-mineral (30 ng/mL);
pudiendo considerarse esta concentracion como deficiente (< 20 ng/mL) en 9
pacientes y 3 individuos sanos.

Cinco de los pacientes con ERCT (sujetos 1, 12, 13, 14 y 15) presentaban una
concentracion de PTHi significativamente superior a la del resto de sujetos del estudio
(p<0,05), mientras que la mediana de la concentracion sérica de 25-OH-vitamina D
observada en cuatro de los pacientes con ERCT (sujetos 4, 5, 6 y 7) fue
significativamente inferior (p<0,05); no observandose diferencias relevantes en el
tratamiento farmacol6gico pautado o en la concentracion de calcio o fosfato. Uno de
estos pacientes (sujeto 13), sin embargo, presentaba una mediana de la concentracién
sérica de PCR significativamente mas alta que el resto de pacientes con ERCT.

Asi mismo, y como puede observarse en la Figura 30, las concentraciones séricas de
25-OH-vitamina D medidas en tres de los individuos sanos (sujetos 3, 8 y 10) fueron
superiores a las del resto de sujetos, si bien estas diferencias no alcanzaban
significacion estadistica. Ninguno de estos pacientes estaba sometido a tratamiento
farmacologico con analogos de la vitamina D, pudiendo atribuirse las diferencias

observadas a una mayor exposicién solar.

En la Tabla 36 se recogen los componentes de VB y los VRC estimados para la PTHi
plasmatica y la 25-OH-vitamina D sérica, tanto en individuos sanos como en pacientes
con ERCT; asi como el Il y las especificaciones de calidad deseables derivados de los

datos de VB de estos ultimos. En esta tabla se muestran también la mediana y el
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rango, el CVa intraserie, el ratio entre la Va intraserie y la VB, y el nimero de datos
disponible tras la eliminacion de valores aberrantes. El porcentaje de datos eliminado
fue inferior al 5%, distribuyéndose uniformemente entre los sujetos; y el ratio SDa/SD,
fue inferior a 0,50 para ambas magnitudes y grupos de sujetos.

La mediana de la concentracion plasmatica de PTHi observada en los pacientes con
ERCT fue significativamente superior a la obtenida en individuos sanos (p<0,05). Asi
mismo, y como se puede observar en la Figura 30, la variabilidad observada en la
concentracion de PTHi durante el periodo del estudio fue significativamente mayor en
los pacientes con ERCT que en los individuos sanos (p<0,05), siendo la mediana del
rango de concentraciones intrasujeto 53,4 (22,0) y 9,2 (4,0) ng/mL, respectivamente.
En consecuencia, y de acuerdo a los 1C95%, el CV, estimado en pacientes con ERCT
fue significativamente mayor al obtenido para individuos sanos y, por tanto, los VRC
calculados a partir de estos datos de VB fueron practicamente el doble.

Los pacientes con ERCT presentaban una mediana de la concentracion sérica de
25-OH-vitamina D significativamente inferior (p<0,05) a la obtenida en individuos
sanos. Sin embargo, la variabilidad observada durante el periodo de seguimiento fue
similar en ambos grupos; siendo la mediana (IQR) del rango de concentraciones de
cada sujeto, de 12,0 (3,5) ng/mL para pacientes con ERCT, y 9,3 (2,7) ng/mL para
individuos sanos. Por lo tanto, y de acuerdo a los IC95%, no se observaron diferencias
entre los datos de VB estimados en ambos grupos de sujetos y, en consecuencia, los
VRC derivados de estos datos de VB fueron semejantes.

Los VRC asimétricos (positivo y negativo) calculados para ambas magnitudes
bioguimicas muestran valores consistentes con el VRC obtenido a partir del enfoque
tradicional, tanto en pacientes con ERCT como en individuos sanos.
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Figura 30. Concentraciones de hormona paratiroidea intacta (PTHi) y 25-OH-vitamina D. Los datos se muestran como mediana y rango. A, Variacién biolégica
observada en 11 sujetos sanos en un periodo de seguimiento de 5 semanas; B, Variacion biolégica observada en 18 pacientes con enfermedad renal crénica terminal
durante un periodo de seguimiento de 6 meses.
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Resultados

Individuos sanos Pacientes con ERCT
PTHi, ng/mL VitD, ng/mL PTHi, ng/mL VitD, ng/mL
N@ 51 52 94 96
Mediana (IQR)° 31,1 (15,0) 24,5 (10,9) 140,0 (101,0)* 19,6 (15,7)*
Rango 14,8-50,1 9,4-48,6 21,1-236,0 3,3-29,0
CVa®, % 45 3,9 4,2 5,3
CVi%,% (IC95%)° 10,4 (8,3-12,5) 19,1 (15,2-22,9) | 19,3 (16,3-22,3)* 19,7 (16,7-22,7)
CVc',% (IC95%)° 49,8 (44,4-75,1) 85,7 (59,5-111,8) | 72,3 (56,5-88,0) 88,3 (67,4-109,1)
lie 0,19 0,23 0,27
VRC BD",% 314 53,9 54,6 56,5
(IC95%)e (24,7-38,2) (40,8-67,1) (44,1-65,1) (45,8-67,1)
196VRCpos', % 50,8 87,5 90,2 97,5
(IC95%)e (38,5-63,1) (60,5-114,5) (68,0-112,4) (73,0-122,0)
19VRCneg',% 33,7 -46,7 -47.4 -49,4
(1C95%)e -(26,4-41,0) -(35,8-57,6) -(38,7-56,1) -(40,5-58,3)
RS L 45,4 47,5
(IC95%)e (34,9-55,9) (39,1-56,0)
"*VRCpos'% 69,8 774
(1C95%)e (50,8-88,8) (60,4-94,4)
"**VRChneg',% 41,1 43,6
(IC95%)e -(31,9-50,3) -(36,0-51,2)
I',% 5,2 9,5
ES™,% 12,7 21,9
ET"% 21,3 37,7
SDA/SD 0,43 0,20 0,26 0,24

Tabla 36. Datos de variacién bioldgica y parametros derivados para la hormona paratiroidea intacta
(PTHi) plasmatica y la 25-OH-vitamina D sérica en individuos sanos y pacientes con enfermedad renal
cronica terminal (ERCT). [ (---), datos no calculados]; N3, nimero de datos disponible tras la exclusién de
valores aberrantes; (IQR)°, rango intercuartilico; CVa°, coeficiente de variacion analitico intra-serie; CV/,
coeficiente de variacion intra-individual; IC95%¢, intervalo de confianza al 95%; CVa', coeficiente de variacion
inter-individual. 119, indice de individualidad; VRC BD", valor de referencia del cambio bidireccional (Z=1,96,
95% de probabilidad); VRCpos', valor de referencia del cambio ascendente (positivo) obtenido mediante
aproximacion logaritmica; VRCreg, valor de referencia del cambio descendente (negativo) obtenido mediante
aproximacion logaritmica; VRC UDX, valor de referencia del cambio unidireccional (z=1,65. 95% de
probabilidad); I', especificaciones de calidad deseables para la imprecision; ES™, especificaciones de calidad
deseables para el error sistematico (sesgo); ET", especificaciones de calidad deseables para el error total. *,
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de Mann-Whitney. *, diferencias

significativas segun los 1C95%.

185



Capitulo 11. Efecto del Tiempo en Hemodialisis sobre los FBRCV Resultados

Capitulo 11. Efecto del Tiempo en Tratamiento de
Hemodialisis sobre los Factores Bioquimicos de Riesgo

Cardiovascular

Con el fin de evaluar el efecto potencial del tiempo en tratamiento de HD sobre la
concentracion de los FBRCV incluidos en el estudio, asi como sobre la estimacion de
sus componentes de VB, la cohorte de pacientes con ERCT se dividi6é en dos grupos:

‘0

% Grupo 1: en este grupo se incluyeron aquellos pacientes con un tiempo en
HD inferior a 1 afno (8 mujeres, 1 hombre; rango de edad: 31-75 afos).

K/

% Grupo 2: en este grupo se incluyeron aquellos pacientes en tratamiento de
HD desde hacia méas de 1 afio (3 mujeres, 6 hombres; rango de edad: 34-75

anos).

Para la evaluacion del efecto del tiempo en HD sobre la concentracién del perfil de
aminoacidos libres plasméaticos, al haberse reducido el nimero de pacientes incluidos
en el estudio de VB, los grupos se componian de:

% Grupo 1: 4 mujeres y 1 hombre (rango de edad 40-75 afos)
% Grupo 2: 3 mujeres y 3 hombres (rango de edad 34-75 afnos).

Las Tablas 37-41, muestran la mediana y el rango, el numero de datos disponibles
tras la eliminacion de valores aberrantes, y los componentes de VB (CV, y CVg)
obtenidos para todos los FBRCV en los dos grupos de pacientes.

La comparacién de las medianas de los dos grupos, mostré un incremento
estadisticamente significativo en la concentracién de PCR, us-TnT y PTHi con el
tiempo en HD (p<0,05); mientras que para el CT y el c-HDL se observé un decremento
estadisticamente significativo (p<0,05). Para los aminoé&cidos libres se observo, en
general, un incremento de la mediana de su concentracion plasmatica con el tiempo
en HD, aunque estas diferencias solo alcanzaban significacion estadistica (p<0,05)
para His, Leu, Lys, Val, Glu, Orn y Pro. Por contra, y de acuerdo a los 1C95%, no se
observaron diferencias significativas en los datos de VB obtenidos para ambos grupos

en ninguna de las magnitudes bioquimicas evaluadas.
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Lipidos Tiempo en programa de HD <1 afio Tiempo en programa de HD >1 afio
y - ;
Livoproteinas  Nb Mediana Rango, CVi,% CVd,% NP Mediana Rango, CVi,% CVd,%
pop (IGR),mg/dL  mg/dL (1C95%)* (1C95%)* (IQR),mg/dL  mg/dL  (IC95%) (1C95%)*
18,2 76,9 22,2 86,2
TG? 50 119(87) 47-339 48 138(96) 34-414
(15,6-20,9) (60,9-92,9) (18,9-25,5) (67,1-95,3)
8,9 50,4 . 8,3 55,7
CT® 50 197(97) 116-334 48 166(81) 126-286
(7,7-10,2) (41,7-59,1) (7,1-9,5) (45,8-65,7)
c-HDL® 50 48(13) 24-74 159 46.3 48 40(15)* 21-62 144 53,5
(12,6-19,1) (35,3-57,2) (19) (11,5-17,4) (40,0-67,1)
10,6 77,6 11,1 79,4
c-LDLd 50 122(86) 58-212 48 99(50) 55-195
(9,1-12,1) (61,4-93,4) (9,5-12,7) (62,6-96,2)
114 72,1 12,3 78,9
c-LDLc® 33 90(47) 58-167 40 95(44) 55-195
(8,6-14,3) (46,9-97,4) (9,5-15,1) (52,7-99,5)
22,8 85,0 23,0 80,9
c-VLDLf 50 23(27) 9-68 48 28(19) 7-83
(19,4-26,2) (66,2-99,7) (19,6-26,5) (63,5-98,3)
8,2 71,0 8,4 69,6
c-noHDL? 50 148(105) 71-273 48 125,5(73) 76-246
(7,0-9,3) (56,8-85,1) (7,2-9,6) (55,8-83,3)

Tabla 37. Efecto del tiempo en hemodialisis en la concentracion de lipidos y lipoproteinas séricas y en los datos de variacion bioldgica. TG?,

triglicéridos; CT®, colesterol total; c-HDL®, colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad; c-LDLY, colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad; c-LDLc®,

colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad calculado mediante la férmula de Friedwald [c-LDLc = CT - ¢c-HDL - (TG/5)]; c-VLDL', colesterol ligado a

lipoproteinas de muy baja densidad estimadas mediante la formula [c-VLDL = CT-c-LDL-c-HDL]; c-noHDLY, colesterol no HDL calculado mediante la férmula [c-

noHDL = CT-c-HDL]; N, nimero de datos disponible tras la exclusidén de valores aberrantes; (IQR)/, rango intercuartilico; CVi, coeficiente de variacion intra-

individual; IC95%, intervalo de confianza al 95%; CVd!, coeficiente de variacion inter-individual. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el

test de Mann-Whitney.
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Factores No Tiempo en programa de HD <1 afo Tiempo en programa de HD >1 afio
Convencionales
y Especificos a Mediana CV©,% CVe®,% a Mediana CV©,% CVee,%
Uremia b (IQR)° Rango (1C95%)¢ (IC95%)¢ b (IQR)® Rango (IC95%)¢  (IC95%)?
51,4 108,7 47,2 105,1
PCR, mg/dL 51 0,4 (0,70 0,1-4,2 ’ ’ 43 * 0,1-3,7 ’ ’
9 (0.70) (42,5-60,3)  (80,8-136,6) 0.8 (1.8) (39,3-55,1)  (78,7-131,5)
us-TnT, ng/L 49 35,6 (22,1) 11,6-101,7 16,4 89,4 45 47,6 (23,1)*  24,0-123,3 131 00,7
» N9 ' ’ ’ ’ (13,1-19,8) (60,6-118,2) 6 (23.1) ’ ’ (10,3-15,9)  (44,0-77,4)
4,9 15,9 59 12,3
Alb, g/dL 50 3,95 (0,32 3,02-4,71 ’ ’ 45 4,03 (0,34 3,33-4,89 ’ ’
s ( ) (4,2-5,6) (13,6-18,2) ( ) (5,0-6,7) (10,5-14,0)
6,7 28,0 58 24,4
Transf, mg/dL 50 169 (40) 105-244 49 174 (22) 123-216
(5,7-7,6) (23,0-32,1) (5,0-6,6) (20,9-27,9)
12,1 97,3 12,4 91,6
Fer, ng/mL 50 650 (584 41-990 ’ ’ 49 669 (597 69-966 ’ ’
< (684) (9,7-14,5) (6,5-129,4) (897) (9,9-15,0)  (61,6-121,5)
8,7 68,4 9,0 751
B12, pg/mL 49  451,8(206,1) 276,8-682,9 49  478,2(281,9) 295,3-675,8
(6,9-10,5) (48,5-88,3) (7,0-10,9) (51,6-98,5)
18,3 51,8 18,9 63,8
Fol, ng/mL 48 9,6 (2,1) 4,4-15.4 47 9,1 (4,3) 4,7-17,3
(14,4-22,3) (38,5-65,0) (14,7-23,1)  (45,4-82,2)
5,4 22,6 5,4 20,7
Ca, mmol/L 49 2,4 (0,2 1,9-2,8 ’ ’ 49 2,3(0,2 1,8-2,8 ’ ’
02) (4,3-6,5) (17,8-27,4) 02) (4,4-6,5) (16,6-25,0)
12,4 38,6 13,1 31,0
P, mmol/L 50 1,7 (0,2) 1,1-2,3 49 1,6 (0,3) 0,8-2,3
(10,0-14,9) (30,2-47,1) (10,4-15,8)  (24,1-37,8)
23,1 72,4 22,6 72,3
PTHi, ng/mL 48 95,5 (113,4 25,4-232,4 ’ ’ 46 * 21,1-236,0 ’ ’
s ( ) (17,7-28,5) (49,4-95,3) 160.,6 (150) (15,8-31,5)  (52,0-92,6)
i 20,3 81,9 19,1 89,5
VitD, ng/mL 49 20,9 (16,6) 9,5-25,1 46 19,6 (21,9) 3,3-29,0
(15,9-24,7)  (56,0-107,8) (14,9-23,3)  (58,6-120,4)

Tabla 38. Efecto del tiempo en hemodialisis en la concentracion plasmatica de proteina C reactiva (PCR), troponina T ultrasensible (us-TnT), albumina
(Alb), transferrina (Transf), ferritina (Fer), vitamina B12 (B12), folato (Fol), calcio (Ca), fosfato (P), hormona paratiroidea intacta (PTHi) y 25-OH-vitamina D
(VitD), y en sus datos de variacién bioldogica. N2, nimero de datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes; (IQR)®, rango intercuartilico; CV/°,
coeficiente de variacién intra-individual; 1C95%9, intervalo de confianza al 95%; CVg®, coeficiente de variacién inter-individual. *, diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) segun el test de Mann-Whitney. 188
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. Tiempo en programa de HD <1 afio Tiempo en programa de HD >1 afio
Aminoacidos
Esenciales Ne Mediana Rango, CVIc,% CVe®,% Ne Mediana Rango, CVIic,% CVe®,%
(IQR)®,umol/L pmol/L (1C95%)¢ (1C95%)¢ (IQR)°,umol/L pmol/L (1C95%)¢ (1C95%)¢
His 27 87,1 (35,2) 46,7-106,6 11,2 48,1 31 99,1 (25,6)* 80,3-125,2 9.4 34.9
’ ’ ’ ’ (7,2-15,3) (27,3-68,9) 1(25.6) ’ ’ (7,3-11,4) (26,4-43,4)
17,2 66,4 20,3 60,1
lle 27 51,5 (37,0 31,0-91,9 ’ ’ 32 72,2 (23,0 38,6-134,7 ’ i
(37.0) (10,9-23,6) (33,8-99,1) (23.0) (15,7-24,9)  (42,8-77,4)
Leu 27 104,0 (45,0) 66,9-141,6 16,9 63,7 30 146,0 (47,7)% 67,6-261,9 17.2 60.1
’ ’ ’ ’ (10,7-23,1) (33,1-94,3) 0 (47.7) ’ ’ (13,4-21,2)  (42,8-77,3)
Lys 27  167,7(64,8)  109,7-211,8 124 49.8 31 187,7 (60,0)* 115,7-297,1 14.8 08,7
Y o ’ ’ (7,9-16,9) (28,0-71,6) 7 (60,0) ’ ’ (11,5-18,1)  (42,0-75,4)
11,8 56,5 13,7 71,1
MetNC 27 22,0 (11,3 15,0-31,2 ’ ’ 31 29,0 (11,3 13,5-51,8 ’ ’
(11.3) (7,5-16,1) (30,1-82,3) (11.3) (10,6-16,8)  (48,9-92,9)
11,3 65,3 9,5 70,9
PheN¢ 2 ,1 (22,1 ,4-87, ’ ’ 32 78,5 (51,3 40,7-125,2 ’ ’
6 681(221) 55:4-87,6 (7,2-15,4)  (33,5-97,2) (61.3) (7,4-116)  (15,0-33,3)
Thr 27 103,2 (62,0) 65,9-148,4 195 42.3 32 118,2 (47,0) 75,9-175,3 17.9 42,8
’ ’ ’ ’ (12,2-26,7) (24,7-60,0) ’ ’ ’ ’ (13,9-21,9)  (31,8-53,7)
12,9 59,6 10,8 55,8
Tr 27 27,0 (12,2 19,0-40,8 ’ ’ 30 28,9 (9,8 13,5-42,7 ’ ’
2 (12.2) (8,2-17,6) (31,7-87,5) (©8) (8,4-13,2) (40,2-71,3)
Val 26 164,2 (37,7) 117,6-217,6 12,2 312 31 222,0 (73,9)* 156,6-343,8 15,1 42,2
’ ’ ’ ’ (7,8-16,7) (19,0-43,4) 0(73.9) ’ ’ (11,7-18,5)  (30,0-52,9)
10,3 35,8 10,4 31,2
AAE' 26 802,7 (131,1 577,8-979,3 ’ ’ 30 895,8 (203,9 646,1-1516,7 ’ ’
( ) (7,4-13,1) (24,7-46,9) ( ) (8,1-12,7) (23,7-38,7)

Tabla 39. Efecto del tiempo en hemodialisis en la concentracion plasmatica de aminoacidos libres esenciales en individuos sanos y pacientes con
enfermedad renal crénica terminal. N2, nimero de datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes; (IQR)®, rango intercuartilico; CViS, coeficiente de
variacion intra-individual; 1C95%¢, intervalo de confianza al 95%; CVee, coeficiente de variacion inter-individual; AAEf, amino&cidos esenciales totales. NG, los
datos obtenidos no siguen una distribucion gaussiana. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de Mann-Whitney; *, diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) segln la prueba t de Student.
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Aminoacidos Tiempo en programa de HD <1 afo Tiempo en programa de HD >1 afo
No
Esencial Ne Mediana Rango, CVi%,% CVe®,% Ne Mediana Rango, CVi®,% CVe®,%
senciales (IQR)®,umol/L pmol/L (1C95%)¢ (1C95%)¢ (IQR)?,umol/L umol/L (1C95%)¢ (1C95%)¢
12,2 45,8 12,4 52,1
Ala 26 281,5(90,9) 214,5-360,8 32 324,9 (103,2) 195,0-546,2
(7,8-16,7)  (26,3-65,4) (9,6-15,1) (37,9-66,2)
22,5 46,4 18,8 55,4
Arg 27 115,6 (62,7) 53,8-133,0 32 124,1 (33,4) 56,9-162,2
(14,1-31,0)  (26,6-66,3) (14,5-23,0)  (40,0-70,8)
11,1 55,6 15,3 36,1
Asn 27 92,4 (42,3) 56,6-112,3 31 95,9 (25,0) 61,1-147,8
(7,1-15,1)  (30,3-81,0) (11,9-18,7)  (27,2-44,9)
G 24,2 24,2 22,6 80,7
Asp 27 18,2 (3,5) 13,5-29,8 32 17,5 (12,7) 5,2-27,0
(15,0-33,3)  (15,0-33,3) (33,9-99,7)  (53,9-107,5)
16,9 60,8 15,3 55,5
Glu 27 74,7 (24,2) 54,9-107,5 32 91,7 (3,5* 51,1-137,9
(10,7-23,1)  (32,1-89,5) (11,9-18,8)  (40,0-70,9)
11,3 37,4 9,2 27,9
Gin 26 535,4 (278,9) 389,7-825,3 32 578,9 (65,3) 452,1-706,6
(7,2-155)  (22,2-52,6) (7,2-11,7) (21,4-34,5)
12,9 65,4 13,7 55,6
Gly 27 238,6 (137,5) 136,8-308,4 30 230,9 (65,2) 166,7-346,9
(10,0-15,7) (45,9-84,5) (10,7-16,8) (40,1-71,1)
NG 14,1 47,8 * 13,8 56,2
Pro 27 303,2 (76,9) 227,6-444 6 32 402,7 (95,1) 273,2-735,1
(11,0-17,3) (35,2-60,4) (10,7-16,9) (40,4-71,9)
9,7 46,5 12,7 26,9
Ser 25 98,5 (50,6) 62,9-134,4 32 97,3 (17.,5) 60,4-130,8
(6,2-13,1)  (26,6-66,3) (9,8-15,5) (20,6-33,2)
14,0 70,2 13,8 69,8
Tyr\G 27 57,6 (10,2) 48,3-77,0 30 61,3 (25,4) 32,2-116,2
(8,9-19,1)  (34,8-105,7) (10,7-16,8)  (48,3-91,4)

Tabla 40. Efecto del tiempo en hemodialisis en la concentracion plasmatica de aminoacidos libres no esenciales proteinogénicos en individuos sanos

y pacientes con enfermedad renal cronica terminal. N2, nimero de datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes; (IQR)P, rango intercuartilico; CV\°,

coeficiente de variacion intra-individual; IC95%9, intervalo de confianza al 95%; CVa®, coeficiente de variacién inter-individual. NG, los datos obtenidos no siguen

una distribuciéon gaussiana. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de Mann-Whitney; *, diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05) segun la prueba t de Student.
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Aminoacidos Tiempo en programa de HD <1 afio Tiempo en programa de HD >1 afo
No
Esenciales Ne Mediana Rango, CVi%,% CVe®,% Ne Mediana Rango, CVi®,% CVe®,%
(IQR)°,ymol/L  pmol/L (IC95%)¢  (1C95%)° (IQR)’,umol/L  pmol/L (1C95%)¢ (1C95%)¢
22,2 59,9 20,9 71,0
AabN¢ 26 17,4 (9,6) 14,5-28,0 31 21,9 (11,3) 10,5-40,3
(13,9-30,5)  (31,8-88,0) (16,2-25,7)  (48,9-93,0)
. 23,3 51,7 20,8 58,3
CitN\G 25 156,9 (43,1) 121,6-198,7 31 167,3 (25,2) 130,0-201,9
(18,5-28,1)  (39,3-64,1) (16,6-25,0)  (43,6-73,0)
33,2 59,3 31,3 52,7
2Cys 27 44,9 (16,4) 23,7-57,0 32 46,3 (19,3) 13,4-79,7
(20,1-46,3)  (31,6-87,0) (23,8-38,8)  (38,3-67,1)
25,2 93,8 241 75,3
HypNG 26 25,1 (18,9) 15,6-51,0 31 31,4 (17,4) 28,0-75,5
(15,6-34,8)  (38,0-149,5) (18,5-29,7)  (51,2-99,4)
20,1 45,9 * 19,0 47,9
OrnN¢ 27 81,2 (22,3) 53,7-145,0 30  100,5(16,4) 67,2-133,8
(15,6-24,7)  (36,5-63,3) (11,9-26,0)  (27,2-68,6)
19,7 80,2 20,6 87,4
TauNG 26 78,1 (24,9) 63,6-112,5 31 86,8 (38,7) 31,8-183,6
(13,4-27,0)  (36,8-123,6) (15,9-25,3)  (56,9-117,9)
13,6 36,3 12,0 33,5
AANESf 25 2167,1 (370,2) 1622-2732 30 2363,4 (245,9) 1659-2780
(9,8-17,5)  (25,0-47,7) (9,3-14,6) (25,4-41,6)
10,8 33,5 10,1 28,5
AAE/AANESY 25 0,40 (0,05) 0,31-0,49 30 0,41 (0,07) 0,31-0,62
(7,8-13,8) (25,4-41,6) (7,6-12,3) (21,7-35,2)

Tabla 41. Efecto del tiempo en hemodialisis en la concentracion plasmatica de aminoacidos libres no esenciales no proteinogénicos en individuos

sanos y pacientes con enfermedad renal crénica terminal: acido a-aminobutirico (Aab), citrulina (Cit), cistina (2Cys), hidroxiprolina (Hyp), ornitina

(Orn), taurina (Tau). N2, ndmero de datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes; (IQR)®, rango intercuartilico; CVi°, coeficiente de variacion intra-

individual; IC95%9, intervalo de confianza al 95%; CVa®, coeficiente de variacion inter-individual; AANEf, aminoacidos no esenciales totales; AAE/AANES; ratio

entre aminoacidos esenciales y no esenciales. NG, los datos obtenidos para estos aminodcidos no siguen una distribucién gaussiana.*, diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de Mann-Whitney.
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Capitulo 12. Utilidad Practica de los Valores de
Referencia del Cambio en el Seguimiento de los

Pacientes con Enfermedad Renal Cronica Terminal

1. Factores Bioquimicos de Riesgo Cardiovascular en Pacientes con
Enfermedad Renal Crénica Terminal No Estable

En las Tablas 42, 43 y 44-47, se recogen las medianas (IQR) y los rangos de
concentracion obtenidos para los FBRCV convencionales, no convencionales y
especificos de la uremia, respectivamente; tanto en la cohorte completa de pacientes
con ERCT no estable, como en los subgrupos de pacientes establecidos en funcién de
las comorbilidades diagnosticadas previamente al del periodo de seguimiento:

% Grupo con ECV: 17 pacientes (11 hombres, 6 mujeres); rango edad: 41-80

anos

X3

%

Grupo con DEP: 5 pacientes (3 hombres, 2 mujeres); rango edad: 59-80

anos

X3

%

Grupo con Anemia: 15 pacientes (7 hombres, 9 mujeres); rango de edad:
30-80 anos

7
0'0

Grupo con Hiperparatiroidismo Secundario: 10 pacientes (5 hombres, 7
mujeres); 31-80 afos

La comparacion de los resultados obtenidos en la totalidad de los pacientes con
ERCT no estable, con los obtenidos en los pacientes clinicamente estables, mostré
que la mediana de la concentracién seérica de CT, c-HDL, c-LDL y c-noHDL era
significativamente mas baja (p<0,05) en los primeros; mientras que la mediana de la
concentracion de PCR, us-TnT y PTHi, fue significativamente mas alta (p<0,05). La
concentracion de los aminodacidos libres plasmaticos observada en pacientes con
ERCT no estable fue, en general, similar a la observada en pacientes clinicamente
estables, con la excepcion de los aminoacidos &cido aspartico, arginina, acido
glutémico, ornitina y prolina, en los cuales se observé un incremento estadisticamente

significativo (p<0,05).
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La mediana de la concentracién de los FBRCV no convencionales observada en el
subgrupo de pacientes con ECV, fue significativamente mas alta (p<0,05) que la
observada tanto en pacientes clinicamente estables, como en el resto de subgrupos
de pacientes no estables. Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas

en la concentracién de los factores convencionales o especificos de la uremia.

En el subgrupo de pacientes con DEP, se observé un decremento estadisticamente
significativo (p<0,05) en la mediana de la concentracion de los lipidos y lipoproteinas
séricas, la albumina, la transferrina, la vitamina B12, el folato y, en general, de todos
los aminoécidos libres plasméaticos, asi como del ratio entre aminoacidos esenciales y
no esenciales, con respecto a la obtenida tanto en pacientes clinicamente estables
como no estables La mediana de la concentracién de PCR, sin embargo, fue
significativamente mas alta (p<0,05).

Los pacientes diagnosticados de hiperparatiroidismo secundario previo al inicio del
periodo de seguimiento, presentaban una mediana de la concentracion de fosfato
sérico y PTHi plasmética significativamente mas elevada (p<0,05) que la del resto de
pacientes con ERCT, tanto estable como no estable; asi como una concentracion
media de calcio sérico corregido y 25-OH-vitamina D sérica significativamente mas
baja (p<0,05). Por el contrario, en el subgrupo de pacientes con anemia no se
observaron diferencias en las concentraciones de ferritina, vitamina B12 o folato, con

respecto al resto de pacientes con ERCT.
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COn":,Zit;f:ales TG? CT® c-HDL® c-LDL¢ c-LDLc® c-VLDL' c-noHDLY
Datos Pacientes con ERCT Estable
NP 98 97 98 98 97 97 97
Mediana(IQR)', mg/dL 123(94) 176(84) 44(15) 108(74) 107(48) 25(25) 132(84)
Rango, mg/dL 34-339 116-334 21-7421-74 55-212 55-212 7-83 71-273
Datos Globales Pacientes con ERCT No Estable
Nb 140 141 140 138 106 139 139
Mediana(IQR)’, mg/dL 116 (96) 140 (58)* 38 (11)* 69 (42)* 66 (30)* 23 (20) 97 (53)*
Rango, mg/dL 36-464 77-340 23-72 32-164 32-164 7-40 46-304
Datos Pacientes con ERCT y Enfermedad Cardiovascular
NP 51 51 50 51 51 50 50
Mediana(IQR)’, mg/dL 111 (47) 134 (61) 36 (11) 67 (46) 67 (46) 22 (9) 96 (50)
Rango, mg/dL 42-193 77-208 21-55 32-126 32-126 8-39 46-164
Datos Pacientes con ERCT y Desgaste Proteico Energético
NP 15 15 15 14 15 14 15
Mediana(IQR)', mg/dL 70 (10)* 99 (11)* 30 (6)* 42 (7)* 42 (8)* 14 (2)* 55 (7)*
Rango, mg/dL 39-92 91-105 28-47 38-47 38-47 8-18 53-61
Datos Pacientes con ERCT y Anemia
NP 48 47 48 48 48 47 47
Mediana(IQR)', mg/dL 111 (51) 135 (108) 40 (24) 67 (23) 67 (24) 20 (10) 95 (26)
Rango, mg/dL 34-189 77-185 24-72 32-109 32-109 7-38 46-130
Datos Pacientes con ERCT e Hiperparatiroidismo
NP 35 36 36 36 36 35 36
Mediana(IQR)', mg/dL 102 (57) 164 (117) 44 (18) 99 (105) 99 (105) 20 (12) 117 (106)
Rango, mg/dL 39-196 91-286 24-80 38-195 38-195 8-39 53-225

Tabla 42. Lipidos y lipoproteinas séricas en pacientes con enfermedad renal cronica terminal (ERCT) no estable, en funcion de las principales

comorbilidades asociadas. TG, triglicéridos; CTP, colesterol total; c-HDL®, colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad; c-LDLY, colesterol ligado a lipoproteinas

de baja densidad; c-LDLc®, colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad calculado mediante la férmula de Friedwald [LDLc = CT - HDL - (TG/5)]; c-VLDL',

colesterol ligado a lipoproteinas de muy baja densidad estimadas mediante la formula [VLDL = CT-LDL-HDL]; c-noHDLSY, colesterol no HDL calculado mediante la

formula [noHDL = CT-HDL]; N", nimero de datos del estudio; IQR!, rango intercuartilico. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto al grupo de

pacientes con ERCT estable, segun el test de Mann-Whitney.
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Factores No

Convencionales PCR?, mg/dL us-TnT®, ng/L
Datos Pacientes con ERCT Estable
N° 94 94
Mediana(IQR)? 0,5 (1,3) 43,2 (33,5)
Rango 0,1-4,2 11,6-123,3
Datos Globales Pacientes con ERCT No Estable
N¢ 139 140
Mediana(IQR)¢ 1,0 (2,0)* 50,3 (36,3)*
Rango 0,1-18,1 15,2-186,0
Datos Pacientes con ERCT y Enfermedad Cardiovascular
Ne 51 51
Mediana(IQR)¢ 3,0 (10,8)* 84,1 (54,3)*
Rango 0,8-17,0 40,3-186,0
Datos Pacientes con ERCT y Desgaste Proteico Energético
Ne 15 15
Mediana(IQR)? 8,7 (7,0)* 49,2 (11,1)
Rango 1,8-18,1 24,0-59,8
Datos Pacientes con ERCT y Anemia
Ne 48 48
Mediana(IQR)¢ 0,6 (1,1) 52,0 (26,5)
Rango 0,1-4,3 41,7-123,0
Datos Pacientes con ERCT e Hiperparatiroidismo
N° 36 36
Mediana(IQR)¢ 1,4 (0,9) 48,7 (30.6)
Rango 0,2-4,3 33,2-95,8

Tabla 43. Factores de riesgo no convencionales en pacientes con enfermedad renal cronica
terminal (ERCT) no estable, en funcion de las principales comorbilidades asociadas. PCR?,
proteina C reactiva; us-TnTP, troponina T ultrasensible. N¢, nimero de datos del estudio; IQR¢, rango

*

intercuartilico. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto al grupo de

pacientes con ERCT estable, segun el test de Mann-Whitney.
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FS;’;&’:‘S Alb?, g/dL  Tr®, mg/dL Fer®,ng/mL B129pg/mL Fole,ng/mL Ca’mmol/L P9 mmol/lL PTHi"pg/mL VitD\,ng/mL
Datos Pacientes con ERCT Estable
Ni 96 99 99 98 96 98 99 94 96
Mediana(IQR)< 3,9 (0,4) 172 (32) 669 (442) 468,2(193,9) 9,3 (5,5) 2,4 (0,22) 1,6 (0,3)  140,0 (101,0) 19,6 (15,7)
Rango 3,5-4,9 105-244 40-991 276,8-682,9  4,4-17,3 1,8-2,9 0,8-2,3 21,1-236,0 3,3-29,0
Datos Globales Pacientes con ERCT No Estable
Ni 140 140 140 139 139 139 140 138 138
Mediana(IQR)* 3,9 (0,4) 169 (42) 657 (627)  488,7 (343,0) 9,7 (3,9) 2,2 (0,3) 1,7 (0,8) 192,3 (181)* 19,2 (29,1)
Rango 2,7-4,3 106-226 147-2118  260,0-1072,3  3,4-11,6 1,7-2,8 0,8-3,1 22,0-3250,0 3,5-32,6
Datos Pacientes con ERCT y Enfermedad Cardiovascular
Ni 51 51 51 51 50 50 51 51 51
Mediana(IQR)* 4,0 (0,3) 161 (38) 636 (410)  477,1(323,1) 9,4 (5,8) 2,2 (0,4) 1,7 (0,7) 277,3(610) 19,3 (18,1)
Rango 3,1-4,3 105-216 69-1257 269.5-927,4  5,3-11,2 1,7-2,7 0,8-3,1 40,0-3250,0 8,9-30,5
Datos Pacientes con ERCT y Desgaste Proteico Energético
Ni 15 15 15 15 15 15 15 14 15
Mediana(IQR)* 3,0 (0,2)* 108 (23)* 616 (833)  336,3(219)* 5,8(5,3)* 2,3(0,2) 1,6 (0,5) 186,4 (501)  19,2(12,2)
Rango 2,9-3,2 106-125 185-2118  260,0-645,2 3,4-7,1 2,1-2,8 0,8-1,6 22,0-1740,0  10,6-24,5
Datos Pacientes con ERCT y Anemia
Ni 48 48 48 47 48 48 48 47 47
Mediana(IQR)* 3,9 (0,5) 159 (34) 681 (872) 4689 (2154) 9,7 (3,7) 2,3(0,2) 1,7 (0,6) 189,3 (490) 19,0 (21,7)
Rango 3,0-4,6 109-216 147-2000  319,2-1072,3  6,9-11,3 1,7-2,7 0,8-2,6 33,0-3250,0  10,1-22,9
Datos Pacientes con ERCT e Hiperparatiroidismo
Ni 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Mediana(IQR)* 3,9 (0,5) 160 (74) 695 (726)  479,1 (241,1) 9,7 (3,4) 2,1 (0,3)* 1,9(0,8)*  330,8(757)* 18,8 (9,2)
Rango 2,9-42 105-216 147-2118  393,2-1049,0  6,9-10,8 1,7-2,8 0,8-3,1 165,2-1619 3,5-20,8

Tabla 44. Factores de riesgo no convencionales en pacientes con enfermedad renal cronica terminal (ERCT) no estable, en funcion de las principales
comorbilidades asociadas. Alb?, albimina; Tfr°, transferrina; Fere, ferritina; B124, vitamina B12; Fol®, folato; Ca', calcio corregido por la concentracion de albimina sérica
[Calcio Total corregido = Calcio Total (mmol/L) + 0,2 x [4-Alblmina (g/dL)]]; P9, fosfato; PTHi", hormona paratiroidea intacta; VitD', 25-OH-vitamina D; Ni, nimero de datos
del estudio; IQR¥, rango intercuartilico. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto al grupo de pacientes con ERCT estable, segln el test de Mann-

Whitney. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto al grupo de pacientes con ERCT estable, seguin la prueba t de Student.
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His lle Leu Lys Met Phe Thr Tyr Val AAE?

Datos Pacientes con ERCT Estable
NP 58 59 57 58 58 58 59 57 57 56
Mediana(IQR)°,
umol/L 93,0(24,9) 70,1(27,6) 137,0(52,5) 180,1(56,4) 27,7(9,4) 77,1(33,6) 134,1(27,9) 26,2(7,3) 210,1(79,3) 945,6(205,2)
Rango, umol/L  46,7-125,2  31,0-134,7 66,9-261,9 96,4-297,1 13,5-51.,8 40,5-125,2 65,9-175,3 12,5-42,7 117,6-343,8 577,7-1516,7
Datos Globales Pacientes con ERCT No Estable
NP 138 137 140 139 140 140 139 138 138 137
Mediana(IQR)¢,
pmol/L 78,8(26,3) 68,0(37,4) 154,2(49,8)  187,0(139)  26,4(25,0) 71,2(48,8) 139,1(69,0)  18,5(7,3) 234,5(109,2)  977,7(74,0)
Rango, umol/L  59,8-125,2  28,6-134,7 67,6-261,9 105,7-297 1 13,5-51,8 40,7-125,2 73,6-175,3 14,6-42,7 156,6-343,8 560,7-1557,7
Datos Pacientes con ERCT y Enfermedad Cardiovascular
NP 50 51 51 50 51 51 51 51 51 50
i C
Med::zf/lfm © 89,1(17,7)  65,4(44,5) 154,4(82,7)  187,3(54,2) 24,2(172) 77,8(26,6)  135,2(8,9) 20,1(8,2)  244,8(52,7)  978,3(75,5)
Rango, umol/L  76,0-125,2 45,6-134,7 134,3-261,9 175,4-297 1 16,5-51.8 63,2-125,2  126,6-175,3 14,8-42,7 165,2-343,8  817,6-1557,7
Datos Pacientes con ERCT y Desgaste Proteico Energético
Nb 15 14 15 15 15 15 15 14 15 14
Mediana(IQR)¢,
umof/L ) 62,1(10,0)* 49,9(21,9)* 78,4(63,2)* 128,1(28,0)* 16,3(7,6)* 58,2(24,6)* 92,5(15,2)* 15,5(9,4)*  181,5(93,8)* 682,5(53,1)*
Rango, pmol/L  50,3-98,8 38,6-66,9 67,6-135,9 115,7-150,0 13,5-22,2 40,7-73,5 84,4-102,1 14,6-25,4 156,6-261,1 560.7-935,9
Datos Pacientes con ERCT y Anemia
Nb 48 48 48 48 48 48 47 48 48 47
Mediana(IQR)¢,
umol/L 86,8(52,3) 66,2(29,3) 156,5(58,4) 183,8(87,4) 24.5(14,2)  74,0(31,0) 137,5(65,6) 20,3(9,6) 243,8(45,2) 983,4(75,3)
Rango, pmol/L  46,7-123,1 31,0-84,5 66,9-172,0 96,4-248,2 15,0-40,5 40,5-87,6 65,9-149,7 12,5-35,4 117,6-281,1 592,5-1222,1
Datos Pacientes con ERCT e Hiperparatiroidismo
NP 36 36 36 36 36 36 35 36 36 35
i C
Med;z:zf/lfm o 72,7(58)  66,4(12,1)  156,5(49,1)  195,1(49,5) 24,8(12,2) 71,6(15,8) 125,2(13,9)  18,4(16,4) 246,7(44,4) 977,4(78,0)
Rango, pmol/L  78,0-108,8  38,6-76,9 67,6-185,9 115,7-255,9 18,5-30,7 40,7-95,9 84,4-148,2 14,6-37,0 156,5-261,1 609,6-1200,4

Tabla 45. Aminoacidos libres plasmaticos esenciales en pacientes con enfermedad renal crénica terminal (ERCT) no estable en funcion de las principales
comorbilidades asociadas. AAE?, amino4cidos esenciales totales; N°, nimero de datos del estudio; IQR®, rango intercuartilico. *, diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) con respecto al grupo de pacientes con ERCT estable, segun el test de Mann-Whitney. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con

respecto al grupo de pacientes con ERCT estable, segun la prueba t de Student.
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Ala Arg Asn Asp Glu Gin Gly Pro Ser Tyr
Datos Pacientes con ERCT Estable
N2 58 59 58 59 59 58 57 59 57 57
Mediana(IQR)®,
umol/L 308,7(84,8) 93,0 (36,0) 109,3(26,3) 15,0(9,9) 88,0(37,4) 570,2(102,6) 231,3(71,1) 399,2(125,1) 112,2(24,3) 62,3 (17,9)
Rango, pmol/L  195,0-546,2 53,8-162,2 56,6-147,8 5,2-29,8 46,8-137,9  389,7-825,3 132,0-358,8 224,8-735,1 60,4-134,4  32,0-116,2
Datos Globales Pacientes con ERCT No Estable
Na 139 140 140 139 138 140 140 138 138 140
Mediana(IQR)®, + * + *
umol/L 362,0(176,8) 138,7(34,9)* 111,0(35,6) 11,1(9,6) 82,3(39,1) 545,2(82,5)  219,4(39,4) 413,7(157,1)" 85,4(157,1)  63,3(47,6)
Rango, pmol/L  195,0-546,2  71,1-162,2  71,9-147,8 572-29,7  46,8-137,9 398,5-641,3 132,0-289,7  153,7-4450  77,0-143,9 32,0-116,2
Datos Pacientes con ERCT y Enfermedad Cardiovascular
Na 51 51 51 51 50 51 51 50 50 51
Mediana(IQR)®,
umol/L 357,9(79,5) 129,3(48,3) 117,2(25,8) 9,8(2,4)  858(44,6) 541,2(93,6) 231,2(61,5) 398,0(159,1)  90,5(27,9)  60,9(46,9)
Rango, umol/L  314,7-546,2 87,4-162,2 74,7-147,8 5,2-10,4 51,1-117,6  452,1-574,5 166,6-264,0 366,1-643,9 65,4-130,8 53,3-116,2
Datos Pacientes con ERCT y Desgaste Proteico Energético
Na 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Mediana(lQR)b, + + * + + + *
umol/L 215,0(34,1) 79,5(13,9) 97,4(17,4)  8,5(13,3)" 72,3(19,3) 545,2(84,8)  209,9(42,4) 391,2(68,4) 80,7(9,0) 46,6(28,9)
Rango, umol/L  195,0-248,8 64,3-88,7 96,7-117,4 3,1-29,7 63,9-83,2 500,9-611,3 178,4-249,4 349,8-452,4 76,5-92,4 42,5-93,9
Datos Pacientes con ERCT y Anemia
N2 48 48 48 48 48 47 48 48 46 48
Mediana(IQR)®,
umol/L 376,6(121,0) 138,0(24,3) 101,5(27,1) 12,6(5,3)  79,3(13,1) 547,2(196,0) 220,1(187,3) 394,1(98,6)  84,2(39,6)  66,2(16,0)
Rango, umol/L  213,8-398,1 53,8-160,6 56,6-125,4 8,1-18,2 75,4-107,5 389,7-706,6  136,8-358,8 291,9-422,6 62,9-113,2  40,1-209,0
Datos Pacientes con ERCT e Hiperparatiroidismo
[\ 36 36 36 36 36 36 36 35 36 36
Mediana(IQR)®,
umol/L 358,0(109)  129,7(20,0) 103,4(41,2) 10,8(9.4)  86,2(425)  547,7(40,7)  220,7(28,4)  426,6(66,0)  83,9(16,6)  67,5(42,1)
Rango, umol/L  195,0-376,4 57,9-158,7 63,2-117,4 8,7-29,7 63,9-119,9 500,9-667,3 176,0-253,0 273,2-452,4 76,5-106,6  42,5-104,3

Tabla 46. Aminoacidos libres plasmaticos no esenciales proteinogénicos en pacientes con enfermedad renal cronica terminal (ERCT) no estable, en funcion

de las principales comorbilidades asociadas. N2, niimero de datos del estudio; IQRP, rango intercuartilico. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con

respecto al grupo de pacientes con ERCT estable, segun el test de Mann-Whitney. *, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto al grupo de

pacientes con ERCT estable, segln la prueba t de Student.
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Aab Cit 2Cys Hyp Orn Tau AANE®= AAE/AANE®
Datos Globales Pacientes con ERCT Estable
N° 57 56 59 57 57 57 56 56
H d
Med;:zsfm ’ 22,9(11,6) 160,8(37,2) 40,3(17.5) 37,4(21,3) 89,1(32,1) 87,6(33,2) 2238,8(281,6)  0,42(0,07)
Rango, pmol/L 10,5-40,9 121,6-201,9 13,4-79,7 15,6-84,7 46,3-148,7 31,8-183,6 1621,6-2780,3 0,31-0,62
Datos Globales Pacientes con ERCT No Estable
Ne 140 137 139 140 140 139 137 137
H d
Med:ﬁ:iﬂfn) ’ 21,7(9,2) 165,5(49,2) 48,1(16,9) 33,5(18,1) 86,6(23,8)* 77,5(50,1) 2465,0(155,4) 0,40(0,05)
Rango, pmol/L 12,6-93,3 96,7-223,9 22,2-79,7 22,4-137,2 53,7-145,0 31,8-111,4 1422,6-3350,4 0,29-0,60
Datos Pacientes con ERCT y Enfermedad Cardiovascular
Ne¢ 51 50 51 51 51 51 50 50
H d
Med;:ﬁﬂfm : 22,5(8,8) 163,1(41,1) 48,0(28,1) 30,3(9,2) 84,3(21,1) 78,6(34,4) 2448,6(153,1)  0,40(0,05)
Rango, pmol/L 15,7-33,3 120,9-223,9 22,2-79,7 23,1-44,5 64,2-107,6 72,1-111,4 1954,8-3350,4 0,37-0,53
Datos Pacientes con ERCT y Desgaste Proteico Energético
Ne 15 15 14 15 15 15 14 14
Mediana(IQR)9,
umoE/L ) 22,0(4,4) 156,7(29,6) 47,0(13,2) 33,4(66,5) 66,8(22,0)* 79,5(34,0) 1951,7(146,1)*  0,35(0,04)*
Rango, pmol/L 18,5-25,0 96,7-187,3 36,5-54,4 26,1-137,2 53,7-91,2 61,0-105,7 1422,6-2668,0 0,29-0,37
Datos Pacientes con ERCT y Anemia
Ne 48 44 48 48 48 47 44 44
H d
Med;ﬁ,r:zsfm ’ 22,6(23,8) 164,9(40,2) 46,2(24,2) 34,4(47,1) 82,0(33,6) 78,4(22,0) 2448,3(155,3) 0,40(0,06)
Rango, pmol/L 14,5-46,4 101,8-219,8 20,4-54,1 15,6-75,5 46,3-148,2 63,6-163,3 1591,3-3327,3 0,31-0,58
Datos Pacientes con ERCT e Hiperparatiroidismo
Ne 36 35 36 36 36 36 35 35
H d
""edrﬂ;ﬁ“) ’ 22,3(12,6) 1622(38,3)  484(11,1)  827(222)  83,5(246) 79430,0)  24630(157.0)  0,40(0,06)
Rango, pmol/L 18,5-40,4 128,7-222,5 20,9-54,4 25,7-137,2 53,7-104,4 61,0-136,9 1766,3-3081,5 0,35-0,60

Tabla 47. Aminoacidos libres plasmaticos no esenciales no proteinogénicos en pacientes con enfermedad renal crénica terminal (ERCT) no estable en funcion
de las principales comorbilidades asociadas: acido a-aminobutirico (Aab), citrulina (Cit), cistina (2Cys), hidroxiprolina (Hyp), ornitina (Orn), taurina (Tau).
AANE?, aminodcidos no esenciales totales; AAE/AANEP, ratio entre aminoacidos esenciales y no esenciales; N¢, nimero de datos del estudio; IQR¢, rango intercuartilico.
*, diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto al grupo de pacientes con ERCT estable, segun el test de Mann-Whitney. *, diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto al grupo de pacientes con ERCT estable, segln la prueba t de Student.
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2. Aplicacion Practica de los Valores de Referencia del Cambio

En este estudio se ha evaluado la utilidad préactica de los VRC en el seguimiento del
estado cardiovascular, nutricional y del metabolismo 6seo-mineral de los pacientes con
ERCT; aquellos en los que se detectaron alteraciones clinicamente relevantes durante
el periodo del estudio.

2.1. Rendimiento Diagnéstico de los Valores de Referencia del Cambio
en el Seguimiento del Estado Cardiovascular

El seguimiento del estado cardiovascular de los pacientes con ERCT no estable se
realizd a través de los VRC calculados para la us-TnT sérica; selecciondndose esta
magnitud por ser aquella considerada como el mejor predictor de la aparicién de

eventos cardiovasculares a corto plazo'?.

De acuerdo a su historia clinica, 8 de los pacientes presentaron eventos de tipo
vascular durante el periodo del estudio, los cuales fueron diagnosticados mediante
angiografia, tomografia computarizada craneal, electrocardiograma o ecocardiograma.
Estos eventos fueron: isquemia femoral (1 sujeto), ACV (2 sujetos), insuficiencia
cardiaca descompensada (3 sujetos) o SCA (2 sujetos).

En la Figura 31 se muestra la variacién de la concentracion sérica de us-TnT
observada en estos pacientes. Como era de esperar, unicamente aquellos pacientes
en los que se habia diagnosticado un SCA presentaron un porcentaje de cambio en la
concentracion de us-TnT superior al VRC asimétrico unidireccional estimado para esta
magnitud en pacientes con ERCT. Asi mismo, se puede observar que el empleo de los
VRC asimétricos unidireccionales calculados en individuos sanos para el seguimiento
de los pacientes con ERCT conllevaria un importante incremento del numero de falsos
positivos en la deteccién de necrosis miocéardica.
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Figura 31. Variacion de la concentracion de troponina T ultrasensible (us-TnT) observada en los pacientes con enfermedad renal
cronica terminal no estable en los que se detectaron eventos de tipo vascular durante el periodo de seguimiento. VRC AS UD, valor de
referencia del cambio ascendente (positivo) unidireccional obtenido mediante aproximacién logaritmica (Z = 1,65; 95% probabilidad); ERCT,
enfermedad renal crénica terminal; VRC UD, valor de referencia del cambio unidireccional (z=1,65. 95% de probabilidad); SCA, sindrome

coronario agudo.
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En la Tabla 48 se muestran los valores de Sp y VPN obtenidos en el diagnéstico de
SCA para los VRC convencionales y asimétricos unidireccionales calculados para la
us-TnT sérica en pacientes con ERCT. Debido al limitado tamafo muestral del estudio
y a la baja prevalencia de SCA observada durante el periodo de seguimiento, en esta
Tabla no se recogen los valores de Se y VPP al carecer de robustez estadistica.

El VPN y la Sp estimadas para la us-TnT fueron superiores al 98% y al 87%,
respectivamente. El empleo de los VRC asimétricos unidireccionales proporciona una
Sp diagnéstica significativamente superior a la obtenida para los VRC calculados
mediante el enfoque tradicional.

us-TnT, ng/L
VRC?, % 37,1
VRCpositivo®,% 61,4
Rendimiento Diagnostico de los VRC?
Sp° (IC95%)%,% 86,7 (75,6-92,7)
VPNe (1C95%)9,% 99,9 (96,9-100,0)
Rendimiento Diagndstico de los VRC asimétricos®
Sp°® (1C95%)%,% 99,9 (98,9-100,0)%
VPNe (IC95%)9,% 99,9 (98,9-100,0)

Tabla 48. Rendimiento diagnostico estimado para los valores de referencia del
cambio de la troponina T ultrasensible (us-TnT) en la deteccion de SCA en los
pacientes con enfermedad renal crénica terminal no estable. VRC?, valor de referencia
del cambio unidireccional (z=1,65. 95% de probabilidad);?, valor de referencia del cambio
ascendente (positivo) unidireccional obtenido mediante aproximacion logaritmica (z=1,65.
95% de probabilidad); Sp°, especificidad; 1C95%9, intervalo de confianza al 95% de
probabilidad; VPN®, valor predictivo negativo. ¥, diferencias significativas segun los 1C95%.
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2.2. Rendimiento Diagnéstico de los Valores de Referencia del Cambio
en el Seguimiento del Estado Nutricional

De acuerdo a su seguimiento clinico, 5 pacientes con ERCT no estable presentaron
alteraciones nutricionales durante el periodo del estudio, tales como deterioro y
pérdida de peso; siendo uno de estos sujetos diagnosticado de DEP de novo mediante
parametros antropométricos y dietéticos.

En las Figuras 32-34 se muestra el porcentaje de cambio en la concentracién sérica
de albumina y transferrina, y en el ratio entre las concentraciones plasmaticas de los
aminoacidos libres esenciales y no esenciales en estos pacientes. Como puede
observarse, Unicamente uno de los sujetos presentaba un cambio en la concentracion
de albumina o transferrina superior a los VRC calculados en pacientes con ERCT;
mientras que el cambio en el ratio entre aminoacidos esenciales y no esenciales
alcanzaba la significacion clinica en dos de los sujetos. Sin embargo, empleando los
VRC estimados en individuos sanos estos dos pacientes eran correctamente
identificados por las tres magnitudes.
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Figura 32. Variacion de la concentracion de albumina observada en los pacientes con enfermedad renal crénica terminal no estable en

los que se detectaron alteraciones nutricionales durante el periodo de seguimiento. VRC, valor de referencia del cambio unidireccional (Z
= 1,65; 95% probabilidad); ERCT, enfermedad renal crénica terminal.
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Figura 33. Variacion de la concentracion de transferrina observada en los pacientes con enfermedad renal crénica terminal no estable en
los que se detectaron alteraciones nutricionales durante el periodo de seguimiento. VRC, valor de referencia del cambio bidireccional (Z =

1,96; 95% probabilidad); ERCT, enfermedad renal cronica terminal.
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Figura 34. Variacion de la concentracion del ratio entre aminoacidos esenciales y no esenciales (AAE/AANE) observada en los pacientes

con enfermedad renal crénica terminal no estable en los que se detectaron alteraciones nutricionales durante el periodo de seguimiento.
VRC, valor de referencia del cambio bidireccional (Z = 1,96; 95% probabilidad); ERCT, enfermedad renal crénica terminal.
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En la Tabla 49 se muestra el rendimiento diagnéstico (Se, Sp, VPN, VPP) obtenido
para los VRC bidireccionales calculados en individuos sanos para la albumina, la
transferrina y el ratio entre aminoacidos libres esenciales y no esenciales. Los valores
de Sp y VPN fueron superiores al 83% y al 91%, respectivamente; mientras que,
probablemente a consecuencia de la baja prevalencia de alteraciones de tipo
nutricional, la Se diagnéstica fue de tan solo el 40% para todas las magnitudes
evaluadas.

Albumina, g/dL

TRF, mg/dL

AAE/AANE

VRC?, % 9,8°

Rendimiento Diagnéstico de los VRC?®

Se® (1C95%)%,% 40,0 (18,6-82,9)
Spe (1C95%)4,% 88,1 (77,1-99,1)
VPP' (1C95%)4,% 28,6 (9,5-69,2)

VPN (IC95%)?,% 92,5 (83,1-99,9)

11,9

40,0 (18,6-82,9)
83,3 (70,8-95,2)
22,2 (8,3-54,9)

92,1 (82,2-99,9)

28,4

40,0 (18,6-82,9)
93,2 (80,6-99,0)
33,3 (6.5-99,9)

90,9 (81,3-99,9)

Tabla 49. Rendimiento diagnostico estimado para los valores de referencia del cambio de la
albumina, la transferrina (TRF) y el ratio entre aminoacidos libres esenciales y no esenciales
(AAE/AANE) en la deteccion de cambios en el estado nutricional de los pacientes con
enfermedad renal cronica terminal no estable. VRC?, valor de referencia del cambio bidireccional
(Z=1,96, 95% de probabilidad); ?, VRC unidireccional (Z=1,65, 95% probabilidad); Se°®, sensibilidad;
IC95%9, intervalo de confianza al 95% de probabilidad; Spe, especificidad; VPP!, valor predictivo
positivo; VPNS, valor predictivo negativo.
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2.3. Rendimiento Diagnéstico de los Valores de Referencia del Cambio
en el Seguimiento del Estado del Metabolismo Oseo-Mineral

De acuerdo a su historia y seguimiento clinico, durante el periodo del estudio 5 de
los pacientes con ERCT presentaron un agravamiento del hiperpartiroidismo
secundario previamente diagnosticado o una falta de respuesta al tratamiento
farmacologico. En todos los casos, los cambios en el estado clinico fueron
establecidos en funcién de la sintomatologia y los resultados de técnicas de imagen

complementarias como las radiologias simples o la densitometria ésea.

En las Figuras 35-38 se muestra el cambio en la concentracion de calcio corregido,
fosfato, PTHi y 25-OH-vitamina D observada en estos pacientes. Como era de
esperar, la PTHi fue el marcador bioquimico que mejor se correlacionaba con la
lesiones observadas en los pacientes con ERCT no estable; permitiendo confirmar el
diagnostico correctamente a 4 de los 5 sujetos. Por el contrario, mientras que en tres
pacientes la hiperfosfaturia alcanzaba significacion clinica, Unicamente un paciente
presentaba un cambio en la concentracién de calcio corregido o en la de 25-OH-
vitamina D superior al VRC estimado en pacientes con ERCT.
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Figura 35. Variacion de la concentracion de calcio corregido observada en los pacientes con enfermedad renal crénica terminal no

estable en los que se detectaron alteraciones del metabolismo 6seo-mineral durante el periodo de seguimiento. VRC, valor de referencia
del cambio bidireccional (Z = 1,96; 95% probabilidad); ERCT, enfermedad renal crénica terminal.

209



Capitulo 12. Utilidad Practica de los Valores de Referencia del Cambio Resultados

100

80 @

X

60 X%

Q

ol

;

g w -t .
O

Q

£ 20

Figura 36. Variacion de la concentracion de fosfato observada en los pacientes con enfermedad renal crénica terminal no estable en los
que se detectaron alteraciones del metabolismo 6seo-mineral durante el periodo de seguimiento. VRC, valor de referencia del cambio

bidireccional (Z = 1,96; 95% probabilidad); ERCT, enfermedad renal crénica terminal.
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Figura 37. Variacion de la concentracion de hormona paratiroidea intacta (PTHi) observada en los pacientes con enfermedad renal
cronica terminal no estable en los que se detectaron alteraciones del metabolismo 6seo-mineral durante el periodo de seguimiento.
VRC, valor de referencia del cambio ascendente (positivo) bidireccional (Z = 1,96; 95% probabilidad) obtenidos mediante aproximacién

logaritmica; ERCT, enfermedad renal crénica terminal.
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Figura 38. Variacion de la concentracion de 25-OH-vitamina D observada en los pacientes con enfermedad renal crénica terminal no
estable en los que se detectaron alteraciones del metabolismo dseo-mineral durante el periodo de seguimiento. VRC, valor de referencia
del cambio ascendente (positivo) unidireccional (Z = 1,65; 95% probabilidad) obtenidos mediante aproximacion logaritmica; ERCT, enfermedad

renal crénica terminal.
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En la Tabla 50 se muestra el rendimiento diagnéstico obtenido para los VRC
bidireccionales (calcio, fosfato y PTHi) y unidireccionales (25-OH-vitamina D)
calculados en pacientes con ERCT. Los valores de Sp y VPN estimados fueron
superiores al 70% y al 90%, respectivamente, para todas las magnitudes evaluadas;
observandose ademas que la PTHi plasmatica presentaba una Se diagnostica
significativamente superior a la calculada para el resto de marcadores bioquimicos del

metabolismo éseo-mineral.

Calcio, mmol/L P, mmol/L PTHi, pg/mL Vit D, ng/mL

VRC2b¢, % 16,3 38,0 90,2/-47,4 77,4/-43,6
Rendimiento Diagnéstico del VRC#P¢
Sed(1C95%)°,% 20,0 (1,6-49,1) 60,2 (35,1-99,9) 80,8 (55,0-99,9)* 20,0 (1,6-49,1)
Sp(IC95%)°,% 90,9 (80,8-99,9) 71,4 (56,6-86,3) 79,8 (53,9-84,2) 88,1 (77,1-99,1)
VPP9(1C95%)°%,% 25,0 (6,5-53,7) 20,4 (6,2-43,6) 30,8 (8,3-59,8) 16,7 (1,3-54,8)

VPN"(IC95%)%,% 90,7 (80,9-99,9) 90,9 (79,6-99,9) 90,6 (79,0-99,9) 90,0 (79,5-99,9)

Tabla 50. Rendimiento diagndstico estimado para los valores de referencia del cambio del calcio
corregido, el fosfato (P), la hormona paratiroidea intacta (PTHi) y la 25-OH-vitamina D (Vit D) en la
deteccion de cambios en el estado del metabolismo 6seo-mineral de los pacientes con enfermedad
renal cronica terminal no estables. VRC?, valor de referencia del cambio bidireccional (Z=1,96, 95% de
probabilidad); ®, para la PTHi se empled el valor de referencia del cambio ascendente (positivo)
bidireccional obtenido mediante aproximacion logaritmica (Z=1,96, 95% de probabilidad); ¢, para la Vit D
se empled el valor de referencia del cambio descendente (negativo) unidireccional obtenido mediante
aproximacion logaritmica (Z=1,65, 95% de probabilidad); Se?, sensibilidad; IC95%¢, intervalo de confianza
al 95% de probabilidad; Sp', especificidad; VPP, valor predictivo positivo; VPN", valor predictivo negativo.
x diferencias significativas segln los IC95%.
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Capitulo 13. Diseino Experimental y Limitaciones del

Estudio de Variacion Bioldgica

La ERC se asocia con un importante incremento de la morbi-mortalidad en relacion a
la poblacion general, siendo las ECV la principal causa de muerte tanto en pacientes
en dialisis, como en estadios previos de la enfermedad. Por ello, los pacientes con
ERC, y particularmente aquellos con ERCT, son considerados como sujetos de alto
riesgo, recomendandose la aplicacion de un plan integral y sistematizado para el
control y reduccion del RCV. Este plan integral debera incluir, entre otros, la
abstencién de fumar, la realizacidén de ejercicio fisico, el control 6ptimo de la diabetes y
de la PA, y la identificacion y seguimiento de los principales FBRCV, tanto

convencionales, como no convencionales y especificos de la uremia.

Los VRC, derivados de los datos de VB, se consideran actualmente la mejor
herramienta disponible para el seguimiento y monitorizacion de pacientes con
patologias crénicas. Sin embargo, si la enfermedad subyacente altera la naturaleza de
la VB de la magnitud bioquimica evaluada, el empleo de los VRC estimados a partir de
los datos de VB de individuos sanos, puede no ser apropiado. En los Ultimos anos se
ha publicado un numero creciente de estudios con el objeto de examinar esta
hipbtesis, como, por ejemplo, en pacientes trasplantados renales para la deteccién
precoz de rechazo®® o en pacientes con hepatopatia crénica para detectar carcinoma
hepatocelular®®. Estos estudios, los primeros en aplicar datos de VB estimados en
pacientes con patologias crénicas estables, han demostrado que este enfoque permite
la deteccion de cambios en el estado de salud del paciente antes de que estos se

manifiesten clinicamente.

Por otra parte, las importantes limitaciones identificadas en los ultimos afos en las
bases de datos internacionales de VB para individuos sanos, debidas
fundamentalmente a la marcada heterogenicidad de los métodos de estimacién
empleados y al reducido nimero de publicaciones disponibles?#8261:262 han puesto de
manifiesto la necesidad de disponer de nuevos trabajos que permitan completar,
validar o rectificar los datos recogidos en estas bases de datos.

En este estudio, hemos generado datos de VB para los principales FBRCV, tanto
en pacientes con ERCT como en individuos sanos, y, a partir de ellos, hemos
calculado los VRC, el Il y las especificaciones de calidad analitica deseables. El

modelo experimental aplicado para la estimacion de los datos de VB, ha tenido en
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cuenta las recientes recomendaciones en cuanto a estandarizacién de los términos y
abreviaturas que definen los componentes de VB%¢; asi como los principales
requisitos metodolégicos descritos para asegurar la transferibilidad y fiabilidad de los
datos proporcionados?®%2¢, Sin embargo, dado que el elevado tiempo de andlisis de
los aminoacidos libres plasmaticos impedia el estudio por duplicado de todas las
muestras en la misma serie analitica segln los protocolos clasicos?*”2!, se desarrolld
un procedimiento experimental alternativo basado un duplicar Unicamente la primera
muestra extraida en cada sujeto, lo que permitié estimar la VB, en las condiciones
reales de matriz y concentracion de las muestras, eliminando la Va interserie y
manteniendo un numero de especimenes y sujetos aceptable en términos estadisticos.
Con el fin de mantener la homogeneidad y facilitar la comparacién de los resultados
obtenidos, este disefio experimental fue aplicado también al resto de FBRCV

evaluados.

La seleccién de los pacientes con ERCT para su inclusion en el estudio de VB, se
realizd siguiendo un estricto protocolo para asegurar su estabilidad clinica, evitando de
esta forma que las variaciones fisiopatolégicas asociadas a cambios en el estado de
salud interfirieran en la estimacién de los datos?®”2%. Por otra parte, es necesario
destacar que el calculo de los IC95% de los componentes de VB estimados, ha
permitido realizar una valoracion objetiva, tanto de la influencia de la ERCT sobre la
naturaleza de la VB de las magnitudes a estudio, como de la similitud de nuestros
datos con los publicados en la bibliografia.

Clasicamente se consideraba que las estimaciones de los componentes de VB eran
similares, independientemente del nimero de sujetos y muestras incluidos en el
estudio, asi como del intervalo de tiempo transcurrido entre la extraccién de las
muestras®¥’. Sin embargo, Raraas et al**°, en un estudio disefiado para la evaluacion
de la influencia de estos factores en la estimacién de los componentes de VB,
concluyeron que tanto el disefio del estudio, como el numero de muestras v,
fundamentalmente, la Va del método de medida, afectaban considerablemente a la
fiabilidad de los datos generados. Para la evaluacién de las estimaciones de los CV,y
los VRC, estos autores utilizaron la amplitud de los IC95% (cuanto menor sea la
amplitud mejor sera la estimacién) y el ratio entre la SDa intraserie y la SDj;
observando que cuando este ratio era inferior a 1, la potencia estadistica de los datos
generados se aproximaba al 100%.

La fiabilidad de los estimados de la VB presentados en esta tesis doctoral ha sido
evaluada de acuerdo con estos criterios; obteniéndose un ratio entre la SDa y la SD,
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inferior a 1 para todas las magnitudes bioquimicas a estudio, tanto en pacientes con
ERCT como en individuos sanos. Las amplitudes de los 1C95%, calculados como
porcentaje del CV,, oscilaron entre el 27% y el 48%; siendo los 1C95% mas amplios
aquellos obtenidos para los CV, del calcio corregido y la PCR sérica en individuos
sanos. De acuerdo a las simulaciones publicadas por Reraas et al®°, estos datos
reflejan que el disefio experimental aplicado para el estudio de la VB puede estimar de
forma fiable tanto los CV, como los VRC; permitiendo, ademas, obtener unas
adecuadas amplitudes normalizadas para los 1C95%. Es necesario tener en cuenta,
sin embargo, que las simulaciones desarrolladas por estos autores se basan en
disefios experimentales en los que todas las muestras son analizadas, al menos, por
duplicado; si bien sefialan que, en aquellos casos en los que el ratio entre la SDa y la
SD, sea inferior a 0,25, la anchura de los IC95% seria independiente del numero de
replicas analizadas®®. Teniendo en cuenta los ratios obtenidos en el presente trabajo,
la anchura de los IC95% de los CV, generados para los lipidos y lipoproteinas séricas,
la PCR, la ferritina, el folato, la 25-OH-vitamina D y la mayor parte de los aminoacidos
libres plasmaticos no esenciales, no se reducirian mas por incrementar el numero de
réplicas. Para el resto de FBRCV evaluados, la amplitud de los IC95% vy, por tanto, la
estimacion de los CV, podria mejorar mediante la aplicacibn de un modelo
experimental en el que se incluyeran un mayor numero de replicas, asi como de

sujetos y de muestras por sujeto?®,

En cuanto a los VRC, aunque estos estan considerados como una herramienta de
gran utilidad en el seguimiento y monitorizacion de pacientes246285287 gy implantacion
en la practica clinica habitual presenta limitaciones; las cuales han sido discutidas
recientemente por Cooper et al*'’’, y abordadas en esta tesis doctoral. Entre estas
limitaciones, destaca la dependencia de los VRC de la distribuciéon de los datos, ya
que el enfoque clasico para su calculo asume una distribucion gaussiana tanto para la
Va como para la VB, Sin embargo, al estudiar la distribucion de los datos de un
nuamero considerable de magnitudes de interés clinico, se ha observado que estas no
se ajustan a un modelo normal o gaussiano®’. Fokkema et al*®’, en un estudio
disefiado para la estimacién de los VRC de los péptidos natriuréticos en individuos
sanos, observaron que los datos analiticos presentaban una distribuciéon no gaussiana;
por lo que, para su adecuada estimacién, desarrollaron un nuevo método logaritmico
para el célculo de los VRC. Este método ha sido ampliamente validado,
recomendandose actualmente su aplicacion en todas aquellas magnitudes en las que
la distribucion observada sea sesgada o no gaussiana®02728 | os datos de

concentracion observados para la mayoria de las magnitudes bioquimicas incluidas en
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el presente estudio seguian una distribucion no gaussiana, por lo que, con fines de
comparacion, se calcularon tanto los VRC convencionales como los VRC asimétricos

derivados de la aproximacién logaritmica.

Otra importante restriccion observada en la aplicacion de los VRC, esté relacionada
con el empleo generalizado de las puntuaciones Z bidireccionales,
independientemente de las caracteristicas de las magnitudes a estudio. Estas
puntuaciones Z solo deberian ser empleadas cuando tanto el incremento como el
descenso en la concentracién de la magnitud evaluada van a ser consideradas como
clinicamente significativas. En aquellos casos en los que la toma de decisiones
clinicas requieran Unicamente la deteccién de un incremento o la de un descenso
significativo, las puntuaciones Z empleadas para el célculo de los VRC deberian ser
las unidireccionales o unilaterales. Katzmann et al*'" fueron los primeros en aplicar
esta hipdtesis en un estudio sobre la VB de las proteinas monoclonales en suero y
orina, en un grupo de pacientes con gammapatias monoclonales estables. Estos
autores constataron que la mejor herramienta para la monitorizacién de la respuesta al
tratamiento en este grupo de pacientes, eran los VRC unilaterales con una
probabilidad del 95%. En consecuencia, y teniendo en cuenta las principales
aplicaciones clinicas de los FBRCV evaluados, en este estudio se han calculado los
VRC unidireccionales (Z = 1,65; 95% probabilidad) para la us-TnT sérica, la albumina
y las vitaminas plasmaticas B12, folato y 25-OH-vitamina D.

A la hora de evaluar los resultados presentados en esta tesis doctoral, es necesario
tener en cuenta ciertas limitaciones en cuanto al disefio del estudio. La edad media de
los sujetos incluidos en la cohorte de individuos sanos fue menor que la de los
pacientes con ERCT, por lo que la comparacién directa de los datos de VB debe
realizarse con precaucion. Asi mismo, tanto el nimero de sujetos y muestras, como el
periodo de seguimiento y el intervalo entre extracciones, fue distinto en individuos
sanos y pacientes con ERCT. Sin embargo, teniendo en cuenta que ambos grupos se
encontraban en una situacién de estabilidad clinica, la influencia de las diferencias en
el periodo de seguimiento podria considerarse menor. Por otra parte, es necesario
tener en cuenta que nuestros datos solo reflejan la situacién pre-HD de los pacientes
con ERCT, por lo que podrian ser necesarios mas estudios que evalien el efecto
agudo de la ultrafiltracion o de la DP, tanto en la concentracion de los FBRCV
evaluados, como en los datos de VB.
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Capitulo 14. Variacion Biolégica de los Lipidos y las

Lipoproteinas Séricas

Las dislipemias se consideran un factor mayor o causal, tanto del desarrollo de
ECV™®, como de la aparicién y progresion de la ERCS8. En consecuencia, las
principales guias clinicas para la Prevencion Cardiovascular®’'#2, y la Evaluacion y
Manejo de la ERC4, recomiendan el estudio y seguimiento del perfil lipidico desde
estadios tempranos de la enfermedad; estableciéndose como principales objetivos
terapéuticos, la disminucion de la concentracidn sérica de c-LDL y c-noHDL.

Las concentraciones de los lipidos y lipoproteinas séricas observadas durante el
periodo de seguimiento en los pacientes con ERCT clinicamente estable, muestran un
limitado grado de cumplimiento de las recomendaciones establecidas por las guias
NCEP ATPIII'** y ESC/EAS®"'2 para la prevencion cardiovascular en individuos de
muy alto riesgo; siendo el porcentaje de pacientes con una mediana de la
concentracion de c-LDL superior a 70 mg/dL, y de c-noHDL superior a 100 mg/dL, del
83% y del 67%, respectivamente. Por contra, las concentraciones observadas en
individuos sanos, podrian considerarse como éptimas segun las recomendaciones

establecidas por estas guias clinicas para individuos de bajo RCV.

Los pacientes con ERCT mostraron una mediana de la concentracion sérica de TG y
c-VLDL significativamente superior a la observada en individuos sanos; mientras que
la mediana de la concentracion de CT fue mas baja, si bien esta diferencia no
alcanzaba significacion estadistica. Estos hallazgos concuerdan con los estudios
publicados sobre dislipemia en pacientes con ERCT, en los que la HD generalmente
se asocia con concentraciones de CT normales o bajas, atribuidas a la elevada
prevalencia de DEP en pacientes en HD?%; e hipertrigliceridemia, consecuencia de
una acumulacioén de lipoproteinas ricas en TG, como el c-VLDL'®. Asi mismo, nuestro
estudio muestra que un mayor periodo en el programa de HD parece estar relacionado
con una disminucion en la concentracion sérica de CT y c-HDL, posiblemente debido a

un mayor deterioro del estado nutricional?®.

A pesar de las diferencias observadas en las concentraciones de los lipidos y las
lipoproteinas séricas, los componentes de VB estimados en pacientes con ERCT e
individuos sanos, fueron semejantes. Los CV,obtenidos para el CT, el c-HDL, el c-LDL

y el c-noHDL en ambos grupos de sujetos, fueron significativamente menores a los
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estimados para los TG y el c-VLDL. Estas diferencias parecen indicar la presencia de
unos mecanismos de regulacion homeostatica menos estrictos para TG y c-VLDL, por
lo que sus concentraciones estarian mas influenciadas por variaciones fisiolégicas o
dietéticas. Por otra parte, el CV, obtenido para el c-LDL directo fue similar al estimado
para el c-LDL calculado mediante la férmula de Friedewald; pudiendo explicarse esta
similitud por el hecho de que la totalidad de los sujetos estudiados presentaban una
concentracion sérica de TG inferior a 400 mg/dL, valor a partir del cual la férmula de
Friedewald pierde validez®'2. Es necesario tener en cuenta que la relativamente baja
concentracion de TG observada en ambos grupos de sujetos, también limita los
resultados obtenidos para el c-noHDL, ya que las principales guias clinicas
recomiendan emplear su estimacion como objetivo terapéutico en aquellos pacientes
con dislipemias mixtas o hipertrigliceridemia®''#244, Por lo tanto, para validar
definitivamente los datos de VB estimados para el c-LDL y el c-noHDL, serian
necesarios estudios adicionales en los que se incluyeran sujetos con concentraciones

séricas de TG que cubrieran un mas amplio rango de concentraciones.

La comparacién de los valores de VB publicados en la base de datos internacional?®
para lipidos y lipoproteinas séricas, con los IC95% de los componentes de VB
obtenidos en nuestro estudio, muestra que los CV, son equivalentes a los publicados;
mientras que los CVg son significativamente mas altos, tanto en pacientes con ERCT
como en individuos sanos. La estimacion de los CVg, a diferencia de la de los CV,, es
independiente del numero de replicas analizadas o del nimero de muestras obtenidas
por individuo, por lo que las diferencias encontradas podrian ser atribuidas al

relativamente bajo nimero de sujetos incluidos en el estudio.

Los Il derivados de los componentes de VB, revelan que los lipidos y las
lipoproteinas séricas presentan una fuerte individualidad®#'-242247 |0 que pone de
manifiesto la escasa utilidad de los VR poblacionales en la interpretacion del perfil
lipidico, y apoya las recomendaciones internacionales sobre el empleo de valores

discriminatorios fijos para el diagndstico de dislipemia®'-142.144,

Al no encontrarse diferencias entre los datos de VB, los VRC obtenidos en individuos
sanos podrian ser aplicados en el seguimiento del perfil lipidico de los pacientes con
ERCT. Cabe destacar que el empleo de los VRC asimétricos permitiria evaluar de una
forma mas precisa la respuesta al tratamiento de los pacientes con dislipemia, tanto en
la poblacién general como en pacientes con ERCT. De acuerdo con esto, para el c-
LDL y el c-noHDL, objetivos terapéuticos claves en la prevencion y seguimiento de la
dislipemia®"'#2144 una adecuada adhesién al tratamiento hipolipemiante se pondria de
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manifiesto con una reduccion en su concentracion sérica de, al menos, un 21,5% y un
24,3%, respectivamente. En pacientes con ERCT, debido a su caracteristico perfil
lipidico'®®, pueden cobrar especial importancia los VRC asimétricos obtenidos para los
TGy el c-VLDL.

El consenso europeo establece que las mejores especificaciones de calidad para
un laboratorio clinico son aquellas obtenidas a partir de los datos de VB?'. A
consecuencia de los bajos CV, estimados para el CT, el c-HDL y el c-LDL, las
especificaciones de calidad analitica deseables calculadas para la imprecision fueron
relativamente estrictas (2,7, 4,7 y 3,7%, respectivamente), aunque éstas son
habitualmente alcanzables por la mayoria de laboratorios clinicos. Por contra, las
especificaciones de calidad deseables para la imprecisién obtenidas para los TG y el
c-VLDL fueron considerablemente més permisibles (12,4 y 14,7%, respectivamente),
por lo que para estas magnitudes el objetivo para la imprecisién deberia ser el
cumplimiento de las especificaciones éptimas (0,25 CV, = 6,2 y 7,3%,
respectivamente). Por otra parte, debido a los relativamente elevados CVg obtenidos,
las especificaciones de calidad deseables derivadas para el ES y el ET fueron
superiores a las publicadas en la base de datos internacional de VB para los lipidos y
lipoproteinas séricas®®. Los criterios para la implantacion de un tratamiento
hipolipemiante estdn basados en valores discriminantes fijos, por lo que el empleo de
estas especificaciones de calidad podria dar lugar a una deficitaria aplicacion del
tratamiento 0 a un inadecuado seguimiento de la respuesta al mismo. Por lo tanto,
tanto para el ES como para el ET, serian necesarias unas metas analiticas mas
estrictas, como, por ejemplo, las recomendadas por la NCEP (3,0% y 8,9% para el CT;
4,0% y 12,0% para el c-LDL, respectivamente)?®.
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Capitulo 15. Variacion Biolégica de los Factores
Bioquimicos de Riesgo Cardiovascular No

Convencionales

1. Proteina C Reactiva

La inflamacion desempena un papel esencial tanto en la iniciacibn como en la
progresion del proceso aterosclerético, representando un vinculo fisiopatolégico entre
la formacién de la placa y su rotura aguda®®, Esta relacién se ve acentuada en la
ERCT, ya que ésta se caracteriza por un estado inflamatorio crénico''26, La PCR
sérica se considera un potente predictor independiente de morbi-mortalidad
cardiovascular, no solo en pacientes con ERCT%°1%6.160  ging también en la poblacién
general®'®34; asociandose al desarrollo de IAM, ACV, enfermedad arterial periférica o

muerte sUbita cardiaca®'®.

Durante el periodo del estudio, el 44% de los pacientes con ERCT clinicamente
estable presentaron una mediana de la concentracion sérica de PCR superior a 5,0
mg/L, limite superior del IR definido para la poblacién general. Estos resultados
concuerdan con los datos publicados en la bibliografia sobre el estado inflamatorio en
la ERCT, en los que la prevalencia de concentraciones elevadas de PCR se estima en
torno al 50%'2>'%6, La etiologia de este estado inflamatorio crénico se relaciona con
factores tan diversos como la disminucion del aclaramiento renal de citoquinas
proinflamatorias, el estrés oxidativo, el DEP o las infecciones crénicas'*''. Sin
embargo, una de las cuestiones mas interesantes en la investigacion sobre la relacion
entre ERC e inflamacion es, probablemente, la posibilidad de que la uremia se
comporte como un estado proinflamatorio'’. Mientras que en la poblacién general un
15-20% de los monocitos circulantes son capaces de producir citoquinas, hasta el 50%
de los monocitos de pacientes en HD producen estas moléculas proinflamatorias®'®.
Por otra parte, se ha observado que el ambiente urémico y la exposicion a las
membranas de didlisis, inducen la activacion de los monocitos circulantes
contribuyendo al proceso inflamatorio'®'3'%; lo que permitiria explicar el incremento en
la concentracién sérica de PCR observado en nuestro estudio en funcién del tiempo en
HD, ya que estos efectos podrian intensificarse con el paso del tiempo.

Como medida de prevencién cardiovascular, en la poblacién general se recomienda

medir la concentracion de PCR sérica en periodos de estabilidad metabdlica;
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estableciéndose tres categorias de riesgo que se corresponden, aproximadamente,
con los terciles de la concentracién media de PCR en la poblacién normal: Riesgo
bajo, <1,0 mg/L; Riesgo Medio, 1,0-3,0 mg/L; Riesgo Alto, >3,0 mg/L®*'*. La mediana
de la concentracion sérica de PCR obtenida durante el periodo del estudio en 9 de los
individuos sanos, fue inferior a 1,0 mg/L; mientras que 11 de los pacientes con ERCT
presentaron una mediana superior a 3,0 mg/L. Es necesario sefalar, no obstante, que
las concentraciones de PCR que predicen un peor prondstico en la ERC aun no estan
claramente establecidas, oscilando ampliamente entre 1,1 y 15 mg/L, segun los

distintos autores55:316:317,

El CV| (= 46%) generado para la PCR sérica, tanto en pacientes con ERCT como en
individuos sanos, fue relativamente alto en relacion a su CVg (= 90%). Estos datos son
similares a los descritos para determinadas citoquinas proinflamatorias, como los de la
IL-6 (CV, = 48,5%)3%'8, lo que era de esperar dada su estrecha relacion fisiopatoldgica.
La comparaciéon de los componentes de VB estimados en ambos grupos de sujetos,
no mostrd la presencia de diferencias significativas, lo que indica que la ERCT no
altera la naturaleza de su VB. Estos resultados concuerdan con los datos de la
bibliografia, en los que, para la mayoria de las magnitudes no especificas de 6rgano,
se observan valores de CV, similares en pacientes y sujetos sanos?®. Asi mismo, los
datos de VB obtenidos en este estudio, estdn en concordancia con los recogidos en
las bases de datos internacionales para individuos sanos?®.

El Il obtenido en individuos sanos muestra que la PCR sérica presenta una fuerte
individualidad?*'-284, resaltando el valor de la comparacion con resultados previos del
propio paciente a través del VRC?°. A consecuencia del elevado CV, estimado tanto
en individuos sanos como en pacientes con ERCT, el porcentaje de cambio necesario
para considerar una variacion en su concentracion sérica como clinicamente
significativa, seria superior al 100%. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que,
en el contexto de un proceso inflamatorio, pueden llegar a detectarse incrementos en
su concentracion sérica de hasta 1000 veces sobre el valor basal'®®'%°. Por otra parte,
el empleo de los VRC asimétricos facilitaria la monitorizacion de la respuesta al
tratamiento de pacientes con inflamaciéon aguda o crénica, de tal forma que la
deteccidén de una disminucién de, aproximadamente, un 70% en la concentracién de

PCR sérica, podria ser considerada como clinicamente significativa.

Las especificaciones de calidad deseables para la imprecision, derivadas de los
datos de VB, fueron considerablemente permisibles (22,7%), asi como facilmente

alcanzables con los medios tecnoldgicos disponibles en la actualidad. Por lo tanto,
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para la PCR sérica el objetivo para la imprecisién analitica deberia ser alcanzar los
estandares de calidad O6ptimos (0,25 CV, = 11,4%)?%277, En cuanto a las
especificaciones deseables para el ES (24,9%) y el ET (62,4%), los resultados
obtenidos en nuestro estudio fueron semejantes a los publicados en la base de datos

internacional de VB para individuos sanos®®.

2. Troponina T Ultrasensible

Junto con la PCR sérica, la us-TnT se considera uno de los FBRCV mas potentes
disponibles en la actualidad'®'®'. La presencia de concentraciones elevadas de TnT
en pacientes con ERCT sin evidencias o sintomas de isquemia miocérdica, ha sido
ampliamente documentada en las dos Ultimas décadas'”®'8181; relacionandose con un
aumento en la morbi-mortalidad cardiovascular y global'®8. E| reciente desarrollo de
los ensayos de alta sensibilidad ha permitido la deteccién de minimos incrementos en
la concentracion sérica de us-TnT, tanto en pacientes con patologias crénicas como
en la poblacion general; facilitando, de esta forma, la identificacion de aquellos sujetos
con ECV silente o infraestimada'®®'’>'"’. Paraddjicamente, este aumento de la
sensibilidad analitica ha planteado dudas sobre la adecuada interpretacién y

relevancia clinica de estos incrementos®'®.

La mediana de la concentracién de us-TnT observada en la totalidad de los
individuos sanos durante el periodo del estudio, fue inferior al percentil 99 de una
poblacién de referencia (14 ng/L); mientras que el 98% de los pacientes con ERCT
clinicamente estable, mostraron concentraciones de us-TnT superiores a este punto
de corte; observandose, asi mismo, un aumento significativo en su concentracion
sérica en funcién del tiempo de permanencia en el programa de HD. Estos resultados
concuerdan con los datos publicados por Willging et al®?°, quienes concluyeron que la
concentracion de TnT presentaba una asociacion directa e independiente con el
tiempo en HD. ElI mecanismo que conduce a la liberacién de TnT cardiaca en
pacientes asintomaticos con ERCT, aun no estad claramente establecido; si bien
actualmente se cree que este incremento se relaciona, fundamentalmente, con la
aparicion o el agravamiento de una coronariopatia severa silente, asi como con el
estrés cardiaco secundario a la HD'83184187 FE| estrés cardiaco de los pacientes con
ERCT es muy superior al de la poblacion general, debido a factores tales como la
HTA, la hipervolemia, la anemia o las alteraciones circulatorias producidas a
consecuencia de las sesiones de HD'8187:189_ Por otra parte, aunque el mecanismo de

eliminacion de la troponina no se conoce con exactitud, actualmente se cree que la

226



Capitulo 15. Variacién Bioldgica de los FBRCV No Convencionales Discusion

TnT podria fragmentarse en moléculas lo suficientemente pequefas para ser
eliminadas por via renal; lo que permitiria explicar la gran prevalencia de
concentraciones elevadas de troponina en pacientes con ERCT'8:18,
Independientemente de las causas que llevan a este incremento crénico en su
concentracion sérica, estos estudios reflejan la conveniencia de considerar a la us-TnT
como un biomarcador para la prevencion primaria de la ECV en los pacientes con
ERCT, especialmente en aquellos con un mayor tiempo de permanencia en el
programa de HD.

El CV, estimado para la us-TnT, tanto en pacientes con ERCT como en individuos
sanos, fue relativamente bajo en relacion al CVg; lo que parece indicar una limitada
tasa de recambio de los miocitos cardiacos, en presencia de tasas de recambio celular
o de aclaramiento renal de TnT que difieren considerablemente entre sujetos. Es
necesario destacar que el CV, obtenido en pacientes con ERCT (14,7%), fue méas del
doble que el estimado en individuos sanos (5,9%), lo que indica que la ERCT modifica
la variacién de la us-TnT alrededor de su punto de ajuste homeostatico. Resultados
similares han sido publicados por Jacobson et al'”® y Mbagaya et al®®', en sendos
estudios en los que se incluyeron 15 pacientes con ERCT, monitorizados durante un
periodo de 6 meses y 10 semanas, respectivamente. Estos autores no proporcionan
estimaciones sobre la VB de la us-TnT en individuos sanos, sin embargo los CV,
estimados para pacientes con ERCT (CV, = 13% y 10,5%, respectivamente) son

semejantes a los obtenidos en nuestro estudio.

Por el contrario, Aakre et al®??, en un reciente estudio en el que incluyeron 20
individuos sanos y 19 pacientes con ERCT, monitorizados durante un periodo de 10
semanas; generaron datos de VB similares a los aqui presentados para individuos
sanos, aunque no encontraron diferencias significativas entre los valores de CV,
obtenidos en ambos grupos de sujetos. Esta discrepancia en los CV, de los pacientes
con ERCT podria estar relacionada con las diferencias en el nimero de muestras
disponibles, asi como en los periodos de seguimiento; lo que conllevaria el riesgo de
subestimar la VB, real de la us-TnT en pacientes con ERCT. La posible influencia de
los distintos periodos de seguimiento en las diferencias observadas en nuestros datos
de VB, podria ser menor considerando la situacion de estabilidad clinica de ambos
grupos; sin embargo, seria necesario la realizacion de estudios adicionales para

confirmar las diferencias observadas.

De forma llamativa, el CV, obtenido para la us-TnT en individuos sanos, difiere
considerablemente de los resultados obtenidos en los primeros articulos publicados a
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este respecto por Vasile et al®?® (19 individuos sanos, 8 semanas de seguimiento) y
Frankestein et al*®* (15 individuos sanos, 4 semanas de seguimiento), quienes
estimaron un CV, del 94% y del 30%, respectivamente; siendo estos ultimos los
valores actualmente referenciados en la base de datos internacional de VB2%. Las
principales causas para estas discrepancias serian las diferencias en el disefio
experimental y, fundamentalmente, la mayor imprecisién analitica descrita en estos
primeros estudios de VB. Un elevado porcentaje de los sujetos seleccionados por
estos autores presentaban concentraciones de us-TnT cercanas o inferiores al LB del
método de medida, rango en el que las mediciones estan habitualmente sujetas a una
gran imprecision. De hecho, Browning et al®?® aconsejan no estimar los datos de VB si
los ensayos disponibles para una determinada magnitud bioquimica no cumplen unos
requisitos analiticos minimos, que aseguren que el componente analitico sea inferior al
20% del SDq. La fuerte influencia de la imprecision analitica en la estimacion de los
datos de VB ha sido recientemente demostrada en el estudio de Reraas et al*®.

El bajo Il obtenido (<0,6) en los individuos sanos muestra que la us-TnT presenta
una marcada individualidad®'?#4, lo que confirma el limitado valor de los IR
poblacionales en el diagndstico de IAM, y apoya la hipétesis de que la realizacién de
determinaciones seriadas es el mejor enfoque para una adecuada interpretacion
clinica de los cambios en la concentracion sérica de us-TnT, tanto en la poblacion

general, como en pacientes con ERCT72173,

El VRC directamente obtenido para la us-TnT en individuos sanos esta en
concordancia con el incremento minimo (20%) recomendado por las principales guias
de practica clinica como evidencia de IAM en sujetos con infartos recurrentes o con
concentraciones cronicamente elevadas de TnT'72; umbral establecido teniendo en
cuenta no la VB de la troponina cardiaca, sino la imprecision analitica descrita para la
mayoria de los ensayos en el rango de concentraciones indicativas de IAM. Sin
embargo, considerando la distribucion asimétrica de los datos de la us-TnT sérica, el
diagnostico de IAM en la poblacion general requeriria de la identificacion de un mayor
incremento en los analisis seriados de la concentracion de us-TnT (29,1% o 35,5%,
para los VRC uni- y bidireccionales, respectivamente). Por el contrario, los VRC
estimados en pacientes con ERCT fueron aproximadamente el doble de ese
porcentaje recomendado, por lo que considerar como clinicamente significativo un
incremento en la concentracion de us-TnT del 20%, estaria asociado a un importante
aumento del numero de falsos positivos. Por lo tanto, para un adecuado seguimiento

clinico de los pacientes con ERCT, en los que el riesgo de SCA es muy elevado,
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deberian emplearse los VRC derivados de sus propios datos de VB; destacando la
utiidad de los VRC asimétricos unidireccionales, al ser un incremento en la
concentracion sérica de us-TnT el Unico cambio considerado como clinicamente
relevante. El incremento potencial del nimero de falsos negativos a consecuencia del
empleo de estos mas amplios VRC propios, podria verse atenuado por el menor
tiempo necesario para el analisis seriado de us-TnT, el cual estd indicado en 3-6 horas

tras la aparicién de los sintomas.

No obstante, los VRC derivados de los datos de VB estimados en individuos sanos,
podrian desempenar un importante papel en la identificacion del dafno miocardico en
estadios tempranos de la ERC, ya que habitualmente ocurre una transicién progresiva
desde estados libres de enfermedad a los estadios patolégicos iniciales. Por otra
parte, medir la concentracion sérica de us-TnT en periodos de estabilidad clinica,
podria llegar a ser un requisito normal con el fin de establecer una concentracion basal
que permitira futuras comparaciones a través de los VRC, facilitando, de esta forma,
tanto el seguimiento clinico de estos pacientes, como el diagndstico de IAM.

A consecuencia del bajo CV, estimado para la us-TnT en individuos sanos, las
especificaciones de calidad analiticas deseables para la imprecision, el ES y el ET
fueron relativamente estrictas, dificiilmente alcanzables teniendo en cuenta las
caracteristicas metodolégicas de los ensayos disponibles en la actualidad. Sin
embargo, las especificaciones de calidad minimas para la imprecisién (0,75 CV, =
4,4%), son habitualmente alcanzables en la mayoria de laboratorios.
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Capitulo 16. Variacion Biolégica de los Factores
Bioquimicos de Riesgo Cardiovascular Especificos de

la Uremia

1. Marcadores Bioquimicos de Desgaste Proteico-Energético

En los ultimos anos ha quedado de manifiesto el importante papel que desempena el
DEP en la morbi-mortalidad, no solo global, sino también cardiovascular, de los
pacientes con ERCT; hasta el punto de que actualmente el DEP es considerado como
un potente factor de RCV'%1%, Aunque las principales guias clinicas sefalan a la
albdmina y, en menor medida, a la transferrina, como los mejores marcadores
bioguimicos disponibles para el seguimiento del estado nutricional '°*1%7 el estudio del
perfil de aminoacidos libres plasméticos podria proporcionar informacion
complementaria acerca del estado de nutriciéon proteica de estos pacientes?'421°,

Durante el periodo del estudio, los pacientes con ERCT clinicamente estable
presentaron concentraciones de albumina y transferrina séricas significativamente
inferiores a las obtenidas en individuos sanos, observandose, ademas, que 14 de los
pacientes mostraban una concentracion media de albumina inferior al objetivo
terapéutico establecido por las guias K/DOQI?%” para el adecuado control nutricional de
los pacientes en HD (4 g/dL). Asi mismo, el porcentaje de pacientes en los que se
identificO una deplecion proteica leve o moderada, atendiendo a la concentracion
media de transferrina sérica®'?, fue del 61% y del 11%, respectivamente. A pesar de
estos resultados, ninguno de los pacientes con ERCT incluidos en el estudio tenia
antecedentes o sintomas clinicos de DEP o malnutricion; datos que se corroboraron al

aplicar los criterios diagndsticos recomendados por la ISRNM'®3,

Como se ha senalado con anterioridad, la mediana de la concentracién sérica de
PCR obtenida en aproximadamente la mitad de los pacientes con ERCT, era sugestiva
de la presencia de un estado inflamatorio crénico. Tanto la albumina como la
transferrina séricas son reactantes de fase aguda de signo negativo®®, por lo que la
relativamente baja concentracibn media observada para estas magnitudes en
pacientes con ERCT, podria estar mas relacionada con una disminucion de su sintesis
hepatica, a consecuencia de esta inflamacion crénica, que con un deterioro nutricional

relevante. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que la transferrina es un
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marcador muy sensible a las alteraciones nutricionales precoces2%2'%, por lo que estos

resultados también podrian indicar la presencia de DEP en estado latente o subclinico.

A diferencia de lo observado para la albumina y la transferrina séricas, la
concentracion media de aminodcidos libres plasmaticos esenciales y no esenciales
obtenida en pacientes con ERCT fue significativamente superior a la observada en
individuos sanos. Estos resultados concuerdan con los publicados por Chuang et al®,
los cuales observaron que la concentracion pre-didlisis de aminoéacidos libres
plasmaticos en 25 pacientes con ERCT, era aproximadamente el doble que la
observada en el grupo control. La disminucion de la filtracion glomerular de los
aminoacidos libres podria explicar el incremento observado en su concentracion
plasmatica; si bien, varios autores sefalan al aumento en la tasa del catabolismo
proteico, como la causa mas probable de esta acumulacién?'#21°326 Diversos factores
asociados a la uremia, tales como la acidosis metabdlica®?’, la activacion de sistemas
proteoliticos como el sistema ubiquitina-proteasoma?®?, la inflamacién crénica®®®, o las
alteraciones de tipo endocrino como la resistencia a la insulina®°, conducen, en su
conjunto, a un importante incremento del catabolismo proteico corporal de los
pacientes con ERC. En pacientes con ERCT, ademas, es necesario tener en cuenta
factores relacionados con la propia dialisis, como la pérdida de sangre o la sobrecarga
de volumen™31%4; |o que permitiria explicar el moderado incremento observado en la
concentracion de los aminoacidos libres plasmaticos con el tiempo de permanencia en
HD, ya que es de esperar que las alteraciones secundarias a la dialisis se acentien
con el paso del tiempo.

Por el contrario, el ratio entre aminoacidos libres esenciales y no esenciales,
obtenido en pacientes con ERCT (0,42), fue del orden del calculado para individuos
sanos (0,44); no observandose, ademas, diferencias en funciéon del tiempo en HD.
Este ratio es considerado como uno de los mejores marcadores de nutricion
proteica®'®, por lo que estos resultados parecen confirmar que los pacientes con ERCT
presentaban una adecuada ingesta nutricional durante el periodo de seguimiento.

Asi mismo, los resultados de nuestro estudio muestran que, mientras que la
concentracion plasmética de fenilalanina observada en pacientes con ERCT, fue
significativamente mas alta que la obtenida en individuos sanos (p<0,05), la
concentracion de tirosina fue significativamente mas baja; siendo el ratio Tyr/Phe
calculado en ambos grupos de sujetos de 0,82 y 1,13, respectivamente. Boirie et al®®',
fueron los primeros autores en observar que los pacientes con ERCT presentaban un
ratio Tyr/Phe significativamente menor al de la poblacién general; atribuyéndose esta
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disminucién a una reduccion de la tasa de conversion de fenilalanina en tirosina. El
rindon desempefa un papel fundamental en la homeostasis de la concentracion
plasmatica de tirosina; siendo el responsable, junto con el higado, de un 50% de la
conversion de fenilalanina en tirosina®®. En la ERCT, la perdida de parénquima renal
conduce a una disminucion de la actividad del enzima fenilalanina hidroxilasa en el
rindn, con la consiguiente acumulacién de fenilalanina y disminucién de la

concentracion plasmatica de tirosina®31:332,

La comparacién de los CV, obtenidos en pacientes con ERCT e individuos sanos, a
través de los 1C95%, no revel6 la presencia de diferencias significativas; lo que sugiere
que la ERCT no altera ni el punto de ajuste homeostatico de los marcadores
nutricionales evaluados, ni la variacion en torno a este punto de ajuste. Los CV,
generados tanto para la albumina y la transferrina séricas, como para los aminoacidos
libres plasmaticos fueron relativamente bajos (< 20%), similares a los publicados para
otras proteinas y marcadores nutricionales en individuos sanos, como la al-
antitripsina®®, las inmunoglobulinas®* o las vitaminas C y B63%. Estos resultados
reflejan la presencia de unos estrictos mecanismos de regulacion homeostatica,
mediante los cuales la concentracion de estas magnitudes varia, en condiciones
fisiolégicas, dentro de unos rangos muy estrechos. En cuanto al perfil de aminoacidos
libres plasmaticos, la histidina, la fenilalanina y la valina presentaron los menores CV,
de todo el perfil de aminoacidos (< 10%) en ambos grupos de sujetos. Sin embargo, el
CV, estimado para los aminoacidos esenciales totales fue similar al obtenido para los
no esenciales, asi como al calculado para el ratio entre amino&cidos esenciales y no
esenciales; lo que sugiere que sus mecanismos de regulacion homeostatica son, en

gran medida, comunes.

Prior et al*®*, en un estudio realizado para la evaluacién de aquellos factores que
afectaban a la concentracidén plasmatica de los aminoécidos libres en mujeres de edad
avanzada sin ERC, generaron valores de CV, para los aminoacidos libres plasmaticos
equivalentes a los obtenidos tanto en nuestros individuos sanos como en los pacientes
con ERCT; mientras que los CVg fueron, en general, inferiores a los estimados en
nuestro caso para ambos grupos. El distinto nimero de sujetos, junto con las
marcadas diferencias entre las caracteristicas de los individuos sanos seleccionados,
permitirian explicar las discrepancias observadas. Mientras que en nuestro estudio se
seleccionaron tanto hombres como mujeres con un amplio rango de edad, las mujeres
seleccionadas por Prior et al*® tenian entre 70 y 79 afios de edad. Se ha

documentado una escasa relacion entre la VB y el sex0?42%, sin embargo, pueden
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encontrarse numerosas referencias sobre los cambios que acontecen en la
concentracion plasmatica de los aminoacidos libres con la edad?'"3%; por lo que, al
haber seleccionado individuos sanos con un mayor rango de edad, era de esperar que
los datos derivados de nuestro estudio reflejaran una mayor VBeg.

En cuanto a los CVg, los valores estimados para la albumina y la transferrina séricas
en pacientes con ERCT, fueron significativamente mayores a los obtenidos en
individuos sanos?®. Estas diferencias, similares a las encontradas por Fraser et al®®
en una cohorte de pacientes con ERC en estadios previos a didlisis, podrian estar
relacionadas con los distintos intervalos de tiempo entre extracciones aplicados®°. Por
contra, los CVggenerados para los aminoacidos libres plasmaticos fueron equivalentes
en ambos grupos de sujetos. Asi mismo, la comparacién de los componentes de VB
estimados para la albumina y la transferrina séricas, con los recogidos en la base de
datos internacional de VB®®, muestra que los CV, estdn en concordancia con los
publicados; mientras que los CVg son significativamente més altos, tanto en pacientes
con ERCT como en individuos sanos, debido, probablemente, al relativamente bajo
numero de sujetos incluidos en nuestro estudio. Los datos incluidos en esta base de
datos para los aminoacidos libres plasmaticos proceden de los resultados presentados
en esta tesis doctoral, los cuales fueron publicados por la revista Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine en el afio 20103,

De acuerdo a los resultados obtenidos para el Il, los marcadores nutricionales
evaluados presentaban una fuerte individualidad (Il < 0,6)?4'?%, lo que refleja la escasa
utilidad de los VR; recomendandose, por tanto, su comparacién con resultados previos

del propio paciente a través de los VRC derivados de los datos de VB2,

La ausencia de diferencias significativas entre los datos de VB estimados en ambos
grupos de sujetos, justificaria que los VRC simétricos unidireccionales y
bidireccionales calculados para la albumina y la transferrina séricas en individuos
sanos, respectivamente, se empleasen en el seguimiento del estado nutricional de los
pacientes con ERCT. Sin embargo, es necesario destacar que, de acuerdo a los
IC95%, los VRC calculados para ambas magnitudes en pacientes con ERCT, fueron
significativamente mas altos que los obtenidos en individuos sanos. No obstante,
teniendo en cuenta la elevada prevalencia de DEP en este grupo de pacientes'6202,
asi como el hecho de que la deteccién de una disminucién clinicamente significativa
en la concentracién de albumina o transferrina no conlleva la realizacién de pruebas

invasivas o la aplicacion de tratamientos farmacolégicos agresivos'®*197207 el empleo
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de los VRC derivados de individuos sanos, al ser estos mas estrictos, podria ser la
opcién mas recomendable para el seguimiento de los pacientes con ERCT.

Por otra parte, de acuerdo a lo esperado, los VRC obtenidos para los aminoacidos
libres plasmaticos, fueron significativamente mas altos que los calculados para la
albumina y la transferrina sérica; estimandose porcentajes préximos o superiores al
30% para todo el perfil de aminoacidos. Estos datos son del orden de los publicados
para otros metabolitos plasmaticos relacionados con la dieta®®, y sugieren una menor
utilidad del perfil de aminoacidos en el seguimiento y monitorizacion del estado
nutricional, tanto de los pacientes con ERCT como de la poblacion general. No
obstante, el empleo del VRC calculado para el ratio entre aminoacidos esenciales y no
esenciales podria completar y clarificar la informacion proporcionada por la albdmina y
la transferrina séricas, especialmente en pacientes con ERCT, ya que su
concentracion plasmatica no se ve influenciada por factores distintos al DEP como la
inflamacién crénica o la anemia?'®, ambas comorbilidades de elevada prevalencia en la
ERC125,126,226_

Debido a los bajos CV, estimados tanto para la albumina y la transferrina séricas,
como para los aminodacidos libres plasmaticos, las especificaciones de calidad
deseables para la imprecision, derivadas de estos datos de VB, fueron
considerablemente estrictas, aunque estas metas analiticas son habitualmente
alcanzables en nuestro laboratorio. Las especificaciones de calidad deseables para el
ES y el ET calculadas para la albumina (1,9 y 5,0%, respectivamente) y la transferrina
(2,2 y 5,4%, respectivamente) séricas, fueron ligeramente superiores a las publicadas
en la base de datos internacional de VB (1,4 y 4,1% para la albumina; 1,3 y 3,8% para
la transferrina, respectivamente). Estas discrepancias estan relacionadas con la mayor
VBs observada en nuestro estudio para ambas magnitudes, consecuencia,

probablemente, del relativamente bajo nimero de sujetos evaluados.
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2. Marcadores Bioquimicos de Anemia

Aunque la deficiencia de EPO es la etiologia mas comun de la anemia en la
ERC™1, las principales guias clinicas recomiendan valorar la existencia de otras
posibles causas que puedan contribuir al desarrollo, mantenimiento y agravamiento del
estado anémico en este grupo de pacientes. Entre ellas destacan por su prevalencia o
influencia en la morbi-mortalidad, el déficit de hierro, y de las vitaminas plasmaticas
folato y vitamina B12225226,

Las concentraciones de transferrina y ferritina séricas obtenidas durante el periodo
de seguimiento, tanto en pacientes con ERCT como en individuos sanos, no eran
sugestivas de una disminucién de la biodisponibilidad o de las reservas férricas'¢®2%,
De hecho, 15 de los pacientes con ERCT, presentaban una mediana de la
concentracion sérica de ferritina, superior al limite superior del IR definido para la
poblaciéon general. La ferritina es un reactante de fase agudo positivo'®®, por lo que
estos resultados podrian ser explicados por el estado inflamatorio crénico observado
en esta cohorte de pacientes. La inflamacion es responsable del mantenimiento y
agravamiento de la anemia en la ERC mediante un proceso mediado por citoquinas
proinflamatorias, como la IL-1 y la IL-6, o el TNFa. Estas citoquinas inhiben la
eritropoyesis y la produccion de EPO, aumentan la sintesis de hepcidina (proteina
involucrada en la regulacion de la reabsorcion de hierro en el organismo) y alteran el
mecanismo de regulacion del hierro, blogueando su liberacion por las células del
sistema reticuloendotelial’®. Por lo tanto, en este contexto los resultados normales
obtenidos tanto para la ferritina como para la transferrina séricas (reactante de fase
aguda negativo), podrian enmascarar la presencia de un estado deficitario de hierro,
especialmente en aquellos pacientes a tratamiento con agentes estimulantes de la
EPO,

Las deficiencias de vitamina B12 y folato se consideran causas poco frecuentes pero
de gran relevancia en el establecimiento del diagndstico y tratamiento de la anemia en
la ERC. Los resultados obtenidos para estas magnitudes durante el periodo de
seguimiento, tanto en pacientes con ERCT como en individuos sanos, sugieren la
ausencia de un déficit vitaminico. Estos resultados concuerdan con los datos de la
bibliografia, donde la prevalencia de anemia megalobléstica, tanto en la poblacion

general como en pacientes con ERCT, se estima en torno a un 5%%224:226,

La comparacion de los componentes de VB estimados para la ferritina sérica y las

vitaminas plasmaticas B12 y folato en pacientes con ERCT e individuos sanos, no
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revelo la presencia de diferencias estadisticamente significativas, lo que sugiere que la
ERCT no altera la naturaleza de la VB de estas magnitudes bioquimicas. ElI CV,
obtenido para la ferritina sérica (= 12%) en ambos grupos de sujetos fue
significativamente mayor al estimado para la transferrina (= 4%), lo que indica que, a
pesar de su relacion fisiologica, estas magnitudes no comparten mecanismos de

regulacion homeostatica, especialmente en su respuesta a la inflamacion.

Basandonos en los 1C95%, el CV, generado para la ferritina sérica en ambos grupos
de sujetos fue equivalente al publicado en la base de datos internacional de VB para
individuos sanos?®; mientras que el CV¢ fue significativamente mas alto. De los 6
articulos referenciados en esta base de datos, cinco de ellos, o bien no proporcionan
datos de CVg, 0 los datos proporcionados habian sido estimados en una cohorte
exclusivamente de mujeres. Van Hoydonck P et al**, por el contrario, estimaron CVg
similares a los generados en nuestro estudio (56%) en un grupo de 25 individuos
sanos de ambos sexos. Estas discrepancias confirman algunas de las limitaciones de

las bases de datos internacionales de VB en su estado actual de revisidén?26%266,

Para la vitamina B12 y el folato, los CV, estimados, tanto en pacientes con ERCT
como en individuos sanos, fueron relativamente bajos en relacién a los CVg;
observandose ademas que la vitamina B12 presentaba una VB, significativamente
inferior a la del folato en ambos grupos de sujetos. Esto sugiere que la concentracion
plasmatica de vitamina B12 esta sujeta una regulacién homeostatica mucho mas
estricta, relacionada probablemente con la alta eficacia descrita para el mecanismo de
conservacion corporal de esta vitamina'®52%, Hasta donde tenemos conocimiento, no
existen datos en la bibliografia sobre la VB de la vitamina B12 y el folato en pacientes
con ERC o ERCT,; siendo el de McKindley et al**' el Gnico estudio disponible en
individuos sanos. Estos autores, en una investigacién disefiada para evaluar la
variacion estacional de la homocisteina total plasmética en un grupo de 20 individuos
sanos durante 1 afio de seguimiento, estimaron valores de CV, para la vitamina B12
(15%) y el folato (24%) ligeramente superiores a los obtenidos en nuestros sujetos (9%
y 19%, respectivamente). Por el contrario, los CVs obtenidos por estos autores son
equivalentes a los estimados en nuestro estudio, tanto en pacientes con ERCT como

en individuos sanos.

Los resultados obtenidos para el |l muestran que la ferritina y las vitaminas B12 y
folato, presentan una elevada individualidad (Il < 0,6), lo que refleja el limitado valor de
los VR poblacionales para distinguir un resultado inusual en un individuo mediante la

realizacién de un analisis aislado. Por lo tanto, una adecuada interpretacién de los
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resultados analiticos de estas magnitudes requerira su comparacion con resultados
previos del propio paciente, siendo la mejor herramienta disponible para ello, los VRC
derivados de los datos de VB.

Al no haber diferencias en los componentes de VB, los VRC calculados en individuos
sanos, tanto para la ferritina como para la vitamina B12 y el folato, podrian ser
empleados para el seguimiento de los pacientes con ERCT. Por otra parte, los VRC
asimétricos bidireccionales calculados para la ferritina sérica deberian utilizarse para
una monitorizacion mas precisa de la respuesta al tratamiento de los pacientes con un
déficit de hierro, tanto en la poblacién general como en los pacientes con ERCT;
siendo un incremento de un 50% sobre la concentracién basal de ferritina, indicativo
de un aumento de las reservas férricas del organismo. Similares conclusiones pueden
extraerse sobre los VRC calculados para la vitamina B12 y el folato, donde el empleo
de los VRC asimétricos unidireccionales, permitiria un mejor seguimiento de los
pacientes con un déficit vitaminico, al ser el descenso o el incremento en su

concentracion sérica, el Unico cambio a considerar en un contexto clinico.

Por ultimo, las especificaciones de calidad derivadas de los datos de VB obtenidos
para la ferritina, la vitamina B12 y el folato, fueron relativamente estrictas;
requiriéndose, para alcanzar un nivel de prestacién analitico deseable, que los
métodos de medida empleados en su determinacion presenten CVa inferiores al 10%.
A pesar de ello, estas metas analiticas son razonablemente alcanzables con la
metodologia disponible en la actualidad. Por otra parte, las especificaciones de calidad
deseables para el ES y el ET calculadas para la vitamina B12 y el folato fueron
similares a los valores recogidos en la base de datos internacional de VB2%%; mientras
que, a consecuencia del mayor CVg estimado en nuestro estudio, las especificaciones
derivadas de los datos de VB de la ferritina sérica (11,7% y 21,7%, respectivamente)
fueron practicamente el doble que los publicados en esta base de datos (5,2% y
16,9%, respectivamente).
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3. Marcadores Bioquimicos del Metabolismo Oseo-Mineral

En individuos sanos los rifiones regulan la homeostasis del calcio y del fosfato a
través de mecanismos activos de reabsorcién tubular. En los pacientes con ERC, sin
embargo, estos mecanismos homeostaticos estan seriamente comprometidos, dando
lugar a una serie de alteraciones del metabolismo 6seo-mineral que producen un

impacto significativo en la morbilidad y en la mortalidad'®.

Las concentraciones de calcio corregido y fosfato séricos observadas en 13
pacientes con ERCT clinicamente estable, cumplian con las recomendaciones
establecidas por las guias SEN para la prevencion y manejo de las alteraciones del
metabolismo 6seo-mineral en la ERC'®. Por contra, el grado de cumplimiento
observado para las recomendaciones sobre la concentracion plasmatica de PTHi fue
unicamente del 28%, siendo el numero de pacientes que presentaban una mediana de
la concentracion de PTHi inferior a 100 pg/mL, de 7. Estas concentraciones de PTHi, si
bien fueron significativamente superiores a las observadas en individuos sanos
(p<0,05), se consideran insuficientes para mantener un adecuado remodelado éseo en
la ERCT; asociandose a la presencia de enfermedad désea adindmica o de bajo
remodelado'®2%’, La prevalencia de la enfermedad ésea adinamica ha ido en aumento
en los ultimos afos, debido, probablemente, a una combinacion de factores, entre los
que destacan el incremento de la edad media de la poblacién en HD, el uso de
dializados con un elevado contenido de calcio o el frecuente empleo de analogos de la
vitamina D#%342, Este tipo de alteracién del metabolismo 6seo-mineral, se relaciona
tanto con un aumento del riesgo de fracturas déseas, como con un importante
incremento del RCV, debido a que la inadecuada incorporacién del calcio y el fosfato
al hueso favorece el desarrollo de calcificaciones vasculares'®®23¢342, De forma
llamativa, nuestro estudio muestra que un mayor periodo de permanencia en el
programa de HD parece estar relacionado con un incremento en la concentracion de
PTHi, posiblemente debido a una disminucién de los receptores VDR a nivel
paratiroideo.

El nimero de pacientes con ERCT y de individuos sanos en los que se detecté una
concentracion de 25-OH-vitamina D deficiente o insuficiente (< 20 ng/mL) durante el
periodo de seguimiento, fue de 9 (50%) y de 3 (27%), respectivamente. Existen
numerosas referencias en la bibliografia sobre la elevada prevalencia de la deficiencia
de 25-OH-vitamina D, tanto en la poblacion general®®, como en pacientes con
ERCT?3342; demostrandose, ademas, que, de acuerdo a lo observado en nuestro
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estudio, los pacientes con ERCT con frecuencia presentan una concentracién de 25-
OH-vitamina D significativamente inferior a la de la poblacion general?33236:342_ Gj bien
los mecanismos que conducen a que la concentracion de 25-OH-vitamina D sea
inferior en pacientes con ERCT que en la poblaciéon general ain no se conocen con
exactitud, estos podrian estar relacionados con la perdida urinaria del complejo de la
25-OH-vitamina D con su proteina especifica®*. Por otra parte, evidencias recientes
muestran que la capacidad del higado para producir 25-OH-vitamina D esta disminuida

en ratas urémicas®*.

Los CV, generados para el calcio corregido y el fosfato séricos, tanto en pacientes
con ERCT como en individuos sanos, fueron considerablemente bajos en relacion a
sus CVe. Estos resultados, similares a los publicados para otros minerales esenciales
como el magnesio o el zinc3%, indican la presencia de unos estrictos mecanismos de
regulacién homeostatica que ejercen, en condiciones fisioldgicas, un férreo control del
metabolismo 0seo-mineral. De acuerdo a los 1C95%, los CV, estimados en los
pacientes con ERCT fueron semejantes tanto a los obtenidos en individuos sanos,
como a los publicados en la base de datos internacional de VB2®¢. Por el contrario, los
CVe obtenidos en ambos grupos fueron significativamente mas altos que los recogidos
en esta base de datos®®, posiblemente debido al relativamente bajo nimero de

sujetos incluidos en el estudio.

El CV, estimado para la PTHi en ambos grupos de sujetos, fue significativamente
mas elevado que el obtenido para el calcio corregido y el fosfato séricos; lo que refleja
que el estricto control homeostatico de estos es consecuencia de la adaptabilidad de la
respuesta paratiroidea a la biodisponibilidad de la vitamina D, de la absorcién intestinal
de Cay P, y del estado de su eliminacién renal. En cuanto a la 25-OH-vitamina D, el
CV, observado en pacientes con ERCT e individuos sanos, fue similar tanto al obtenido
en nuestro estudio para el folato y los aminoacidos libres plasmaticos, como al
publicado para otras vitaminas, como la vitamina C o la B63%; lo que parece indicar
que, en general, los factores y mecanismos implicados en la regulacién homeostatica

de estas magnitudes son, en gran medida, comunes.

La bibliografia disponible sobre la VB de la PTHi plasmatica y la 25-OH-vitamina D
sérica en individuos sanos es muy limitada, siendo los Unicos estudios
especificamente disefiados disponibles hasta la fecha, los publicados por Viljoen et
al*4’348_ Estos autores estimaron, en una cohorte de 20 individuos sanos con similar
rango de edad, periodo de seguimiento (Octubre-Noviembre) e intervalo entre

extracciones al aplicado en nuestro estudio, valores de CV, significativamente mas
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altos para la PTHi (25,3%)%7 y mas bajos para la 25-OH-vitamina D (12,1%)%%. En
cuanto a los CVg, mientras que los valores obtenidos para la PTHi son similares; los
estimados para la 25-OH-vitamina D son aproximadamente la mitad. Estas
discrepancias podrian estar relacionadas con el diferente numero de sujetos, asi como
con el distinto tratamiento estadistico de los datos. Mientras que Viljoen et al3+7348
emplearon las formulas clasicas descritas por Fraser y Harris?*, la estimacion de los
componentes de VB mediante un ANOVA, previa eliminacion de valores aberrantes
intra e inter-sujeto, proporcionaria a nuestros resultados una mayor potencia
estadistica®®®. Por otra parte, teniendo en cuenta la falta de estandarizacion descrita
entre los distintos ensayos de PTHi?3"238 el empleo de métodos de medida diferentes
(Roche Diagnostics vs Beckman Coulter), podria contribuir a explicar las diferencias
observadas entre los CV..

La comparacién de los componentes de VB generados en pacientes con ERCT e
individuos sanos, muestra que los datos de VB obtenidos para la 25-OH-vitamina D
fueron semejantes en ambos grupos; mientras que el CV, estimado para la PTHi fue
significativamente mas elevado en pacientes con ERCT (19,3%) que en individuos
sanos (10,4%); lo que sugiere que la enfermedad subyacente altera la variacion
entorno a su punto de ajuste homeostatico, como ha sido descrito para algunos
marcadores especificos de érgano como, por ejemplo, para la creatinina en pacientes
trasplantados renales®®. Estos resultados concuerdan con los publicados por
Gardham et al**, quienes, en un estudio realizado para evaluar la variabilidad de la
PTHi en 22 pacientes con ERCT en HD, observaron similares diferencias entre los CV,

estimados en pacientes y en el grupo control.

De acuerdo a lo descrito para la mayoria de magnitudes bioquimicas de interés
clinico?®®, todos los marcadores evaluados presentaban una elevada individualidad (Il
< 0,6)%*', lo que pone de manifiesto la limitada utilidad de los IR poblacionales en el
seguimiento de las alteraciones del metabolismo éseo-mineral, tanto en la poblacion
general como en los pacientes con ERCT; recomendandose, por tanto, su

comparacion con resultados previos del propio paciente a través de los VRC?,

Al no haberse observado diferencias entre los datos de VB estimados en ambos
grupos de sujetos, los VRC calculados en individuos sanos para el calcio, el fosfato y
la 25-OH-vitamina D, podrian ser empleados en el seguimiento de los pacientes con
ERCT; recomendandose para la monitorizacién de la respuesta al tratamiento de un
déficit vitaminico, el empleo de los VRC unidireccionales asimétricos calculados para
la 25-OH-vitamina D. Sin embargo, es necesario sefalar que, de acuerdo a los 1C95%,
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los VRC calculados en pacientes con ERCT para el calcio y el fosfato séricos fueron
significativamente mas altos que los obtenidos en individuos sanos. A pesar de estas
diferencias, y teniendo en cuenta la elevada prevalencia de las alteraciones del
metabolismo 6seo-mineral en pacientes con ERCT?3'232 y su gran repercusion en la
morbi-mortalidad global y cardiovascular'®227:229; g| empleo de los VRC mas estrictos
derivados de los datos de VB estimados en individuos sanos, podrian ser la

herramienta mas adecuada para la monitorizacion de estos pacientes.

Por el contrario, para la PTHi plasmatica, a consecuencia de las diferencias
observadas entre los componentes de VB, el empleo de los VRC calculados en
individuos sanos para el seguimiento de los pacientes con ERCT, implicaria un
incremento en el numero de falsos positivos; con la consecuente repercusion en la
toma de decisiones clinicas, como, por ejemplo, en los cambios en la dosis de
tratamiento o en la realizacién de pruebas invasivas?®2%’. Por otra parte, el empleo de
los VRC asimeétricos permitiria una mejor monitorizacién del hiperparatiroidismo
secundario, tanto en la poblacién general como en pacientes con ERCT, pudiendo
considerarse una disminucién en su concentracién plasmatica de un 34% y un 47%,

respectivamente, como indicativa de una adecuada respuesta al tratamiento.

Las especificaciones de calidad deseables derivadas de los datos de VB generados
para los marcadores del metabolismo 6seo-mineral, fueron relativamente estrictas; con
valores recomendados para la imprecision analitica que oscilaban entre el 2 y el 10%.
No obstante, estas metas analiticas son razonablemente alcanzables en la mayoria de
laboratorios. En cuanto al ES y el ET, las especificaciones de calidad deseables
calculadas para la PTHi fueron similares a las recogidas en la base de datos
internacional de VB2%; mientras que, a consecuencia de la mayor VBg estimada en
nuestros individuos sanos, las especificaciones de calidad obtenidas para el calcio

corregido y el fosfato séricos fueron practicamente el doble que las publicadas.
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Capitulo 17. Utilidad Practica de los Valores de

Referencia del Cambio

Desde su introduccién hace mas de 30 anos®®, los VRC se han postulado como
unas herramientas objetivas y fiables para el seguimiento y la monitorizacion
bioquimica de pacientes con patologias crénicas o agudas?+62%, Sin embargo, a pesar
del renovado interés observado en los Ultimos afios tanto en la VB como en los propios
VRC?87:288  existen muy pocos estudios que evallen su eficacia real para el
seguimiento de pacientes con patologias clinicas concretas.

Se ha realizado una evaluacién practica de la utilidad de los VRC para la deteccién y
seguimiento de alteraciones en el estado cardiovascular, nutricional y del metabolismo
6seo-mineral, a corto y medio plazo, en una cohorte de pacientes con ERCT no
estable. Durante un periodo de seguimiento de 6-9 meses, estos pacientes fueron
monitorizados bioquimica y clinicamente; empleandose los VRC mas adecuados para
cada magnitud evaluada: asimétricos, bidireccionales, unidireccionales; teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en el estudio de VB en pacientes estables. En
aquellos sujetos en los que se identific6 un cambio clinicamente significativo en la
concentracion de alguno de los marcadores evaluados, se realiz6 una revision de su
historia clinica con el fin de determinar si estas variaciones se correlacionaban con
cambios relevantes en el estado de salud. En todos los casos se considerd una
alteracion significativa en el estado clinico, cuando ésta habia sido diagnosticada
mediante métodos no basados exclusivamente en los resultados analiticos:
angiografia, tomografia computarizada craneal, ecocardiograma y electrocardiograma
(eventos cardiovasculares); manifestaciones clinicas y técnicas de imagen
complementarias (alteraciones &seo-minerales); parametros antropométricos y
dietéticos (DEP).

Durante el periodo de monitorizaciéon bioquimica, los pacientes con ERCT no estable
presentaron una concentracion de PTHi, PCR y us-TnT significativamente mas alta
que la observada en pacientes estables; mientras que la concentracion de los lipidos y
las lipoproteinas séricas fue significativamente menor. Uno de los principales criterios
aplicados para la seleccion de la cohorte de pacientes clinicamente estables, fue la
ausencia de comorbilidades frecuentemente asociadas al incremento de estos
FBRCV, como las ECV, el hiperparatiroidismo secundario o el DEP; por lo que era de

esperar observar diferencias relevantes entre ambos grupos de sujetos.
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El porcentaje de pacientes no estables con un diagnéstico de ECV previo al inicio del
estudio fue del 40%; datos similares a los publicados sobre la prevalencia de ECV en
pacientes con ERC en estadios G4-G5%°*. El andlisis de los principales FBRCV,
mostré que estos sujetos presentaban una concentracion sérica de PCR y us-TnT,
significativamente mas alta que la observada tanto en pacientes estables como en el
resto de pacientes no estables. Diversos estudios sefialan que la concentracion sérica
de estas magnitudes se correlaciona tanto con el grado de aterosclerosis'®?, como con

la gravedad y extension de la HV/['63.185.186.187

La concentracion de PTHi plasmatica y fosfato sérico era significativamente mas
elevada en aquellos pacientes diagnosticados de hiperparatiroidismo secundario que
en el resto de pacientes con ERCT, tanto estables como no estables; mientras que la
concentracion de calcio y 25-OH-vitamina D era significativamente menor. Aunque
estos pacientes estaban a tratamiento con captadores de fésforo o con vitamina D
sintética; los resultados obtenidos reflejan una inadecuada adhesiéon o respuesta al
mismo, posiblemente debido a la presencia de un hiperparatiroidismo refractario. Este
es muy frecuente en pacientes en HD, y se ha relacionado con una elevada autonomia
de la glandula paratiroidea, que hace que su respuesta a los estimulos fisioldégicos o

farmacolégicos sea practicamente nula?®.

De acuerdo a lo esperado, la concentracibn de los marcadores bioquimicos
relacionados con el estado nutricional fue significativamente mas baja en los pacientes
con DEP que en el resto de pacientes con ERCT, tanto estables como no estables. Asi
mismo, el ratio entre aminoacidos libres esenciales y no esenciales calculado en este
subgrupo de pacientes (0,35), fue significativamente menor al estimado en pacientes
estables (0,42), lo que sugiere un inadecuado aporte dietético?'®; mientas que la
concentracion de PCR sérica fue significativamente mas alta. Los efectos metabdlicos
y nutricionales de la inflamacién cronica son muchos, e incluyen sintomas como la
anorexia urémica, la protedlisis del masculo esquelético y el aumento del catabolismo
proteico corporal®®. Estos mecanismos patogénicos, junto con la insuficiencia de la
ingesta, contribuirian al establecimiento y agravamiento del DEP en este grupo de
pacientes.

La monitorizacién del estado de salud de los pacientes con ERCT no estable,
permiti6 detectar la aparicion de eventos clinicamente relevantes en 16 de los
pacientes evaluados, de los cuales 8 pacientes presentaron eventos de tipo vascular
(2 pacientes con SCA), 5 pacientes presentaron alteraciones nutricionales, y otros 5

pacientes mostraron alteraciones del metabolismo éseo mineral. De forma llamativa,
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de la totalidad de los sujetos en los que se evidenciaron cambios en el estado clinico,
10 presentaban un diagnostico previo de ECV, lo que refleja la elevada morbi-
mortalidad global y cardiovascular asociada a estas patologias4-37-33,

De los 8 pacientes en los que se evidenciaron eventos de tipo vascular durante el
periodo del estudio, unicamente aquellos con un SCA mostraron una variaciéon en la
concentracion sérica de us-TnT superior al VRC estimado para esta magnitud. La
liberacion de TnT cardiaca puede estar relacionada con diversas causas, tanto
cardiacas como no cardiacas'®, sin embargo ésta es un potente marcador de dafo
miocardico por lo que uUnicamente aquellos sujetos con una necrosis miocardica

presentaron incrementos clinicamente significativos en su concentracién sérica.

Con respecto a los pacientes que desarrollaron alteraciones nutricionales, solo en
uno de ellos el cambio en la concentracion de albumina y transferrina era clinicamente
significativo en funcion de los VRC estimados en pacientes con ERCT. Sin embargo, el
empleo de los VRC calculados en individuos sanos, aquellos recomendados teniendo
en cuenta la ausencia de diferencias significativas entre los datos de VB estimados en
ambos grupos, podria aportar un mayor rendimiento diagnostico para la deteccion de
cambios en el seguimiento del estado nutricional de los pacientes con ERCT;
obteniéndose una Se y Sp superiores al 40% y al 80%, respectivamente, para ambas
magnitudes bioquimicas. El rendimiento diagnéstico estimado para el ratio entre
aminodcidos libres plasmaticos esenciales y no esenciales fue semejante al calculado
para la albumina y la transferrina séricas, lo que parece confirmar la utilidad de este
parametro en el seguimiento del estado nutricional proteico de los pacientes con
ERCT. No obstante, debido al limitado tamafo muestral del estudio y a la baja
prevalencia de alteraciones de tipo nutricional, estos resultados, fundamentalmente
aquellos referidos a la Se diagnéstica, deben ser valorados con precaucion; como

queda reflejado en la amplitud de los 1C95%.

Similares razonamientos pueden hacerse con los resultados obtenidos para el calcio
corregido en pacientes con alteraciones del metabolismo éseo-mineral; para los cuales
el empleo de los VRC derivados de individuos sanos, permitiria probablemente
aumentar el numero de sujetos adecuadamente identificados. En cuanto al
rendimiento diagnoéstico, los marcadores del metabolismo 6seo-mineral evaluados
presentaban una adecuada Sp y VPN para el seguimiento y monitorizacién de los
pacientes con ERCT; estimandose valores proximos o superiores al 80%. Asi mismo,
los resultados obtenidos reflejan que, de acuerdo con los datos publicados en la
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bibliografia®22723% |a PTHi es el marcador bioquimico mas sensible para la
monitorizacion de la respuesta al tratamiento del hiperparatiroidismo secundario.

Por otra parte, es necesario sefialar que durante el periodo de seguimiento otros 6 y
9 pacientes con ERCT no estable presentaron cambios clinicamente significativos en
la concentracion de los marcadores nutricionales y de la PTHi, respectivamente, en
funcién de los VRC, aunque de acuerdo a su historia y seguimiento clinico estos
cambios no se correlacionaban con alteraciones relevantes en su estado de salud. Las
guias clinicas recomiendan como principales herramientas diagnoésticas, tanto para el
DEP como para el hiperparatiroidismo secundario, las pruebas bioquimicas evaluadas
en este estudio'®2%, por lo que los cambios observados en estas magnitudes podrian
reflejar la presencia de estas patologias en estado latente o pre-sintomatico. En
consecuencia, los valores de rendimiento diagnéstico estimados para el empleo de los
VRC en el seguimiento del estado nutricional y del metabolismo éseo-mineral podrian
estar infraestimados, especialmente aquellos referidos a la Se y el VPP.
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El método desarrollado para el estudio de la VB, basado en el duplicado de
una Unica muestra por sujeto, parece estimar de forma fiable tanto los CV,
como los VRC en las condiciones reales de matriz y concentracion de las
muestras de los sujetos; al tiempo que permite reducir la carga analitica,
condicionante fundamental para el estudio de magnitudes con largos tiempos

de analisis como los amino&cidos libres plasmaticos.

Los FBRCV evaluados presentan CV, relativamente bajos en relacién a sus
CVg, con valores, en general, inferiores al 20%, tanto en pacientes con ERCT
como en individuos sanos. La principal excepcion se encuentra en la PCR

sérica, para la que se estima unos CV, superiores al 40% en ambos grupos.

Los CV, observados en individuos sanos son similares a los recogidos en las
bases de datos internacionales de VB, excepto para la us-TnT en la que se
estima un CV, cinco veces inferior, probablemente a consecuencia de la
mejorada imprecision analitica del método en el bajo rango de

concentraciones evaluado.

Un mayor periodo en el programa de HD esta relacionado con un incremento
en la concentracion de PCR, us-TnT, PTHi y, en general, de los amino&cidos
libres plasmaticos; asi como con una disminucion en la concentracion de CT
y c-HDL. Sin embargo, no se observan cambios en los patrones de VB de los
FBRCYV a estudio.

La ERCT modifica la variacién de la us-TnT sérica y la PTHi plasmatica
alrededor de su punto de ajuste homeostatico, por lo que, para un adecuado
seguimiento clinico de los pacientes con ERCT, deberian emplearse los VRC
derivados de sus propios datos de VB. Para el resto de FBRCV, la ERCT no
altera la naturaleza de su VB, lo que justificaria el empleo de los VRC

derivados de individuos sanos en estos pacientes.

Dada la distribucion normal de las concentraciones de los marcadores
nutricionales evaluados, los VRC de eleccion para el seguimiento del DEP
son los simétricos unidireccionales calculados para la albumina y los
simétricos bidireccionales estimados para la transferrina y los aminoacidos
libres plasmaticos; destacando la utilidad del VRC del ratio entre aminoacidos
libres esenciales y no esenciales en el seguimiento del estado nutricional

proteico de los pacientes con ERCT.
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Conclusiones

Para los lipidos y las lipoproteinas séricas, la PCR, la ferritina y la PTHi, el
empleo de los VRC asimétricos bidireccionales permiten evaluar de una
forma mas apropiada la respuesta al tratamiento de los pacientes con
dislipemia, déficits de hierro, inflamacion o hiperparatiroidismo secundario,
respectivamente; tanto en pacientes con ERCT como en la poblacién general.

Para la deteccion y seguimiento del SCA, asi como para la monitorizacion del
estado vitaminico, los VRC asimétricos unidireccionales calculados para la
us-TnT sérica y las vitaminas plasmaticas B12, folato y 25-OH-vitamina D son
los mas apropiados para los cambios séricos esperables en estas situaciones

clinicas.

El empleo de los VRC en los marcadores cardiacos, nutricionales y del
metabolismo 6seo-mineral estudiados, puede proporcionar un adecuado
rendimiento diagnostico en el seguimiento y monitorizacion de los pacientes
con ERCT.

Los FBRCV evaluados presentan una elevada individualidad, poniendo de
manifiesto la limitada utilidad de los VR poblacionales para la interpretacion
de los resultados analiticos y corroborando la necesidad de comparar con
resultados previos del propio paciente a través de los VRC.

A consecuencia de los bajos CV, obtenidos en la mayoria de los FBRCV
evaluados en individuos sanos, las especificaciones de calidad derivadas,
tanto para la imprecision como para el ES y el ET, son relativamente
estrictas; si bien estas metas analiticas son, en general, alcanzables con la

tecnologia actual.
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El desarrollo del trabajo de investigacion realizado para la presentacion de esta tesis
doctoral ha dado lugar a las siguientes publicaciones, que se adjuntan en el Anexo | de

la presente memoria:

% Corte Z, Venta R. Biological variation of free plasma aminoacids in
healthy individuals. Clin Chem Lab Med 2010;48:99-104.

% Corte Z, Venta R. Variacion Biologica de Lipidos y Lipoproteinas Séricas
en Individuos Sanos y Pacientes con Enfermedad Renal Crénica
Terminal. Rev Lab Clin 2014;7:88-95.

% Corte Z, Garcia C, Venta R. Biological variation of cardiac troponin T in
patients with end-stage renal disease and in healthy individuals. Ann
Clin Biochem 2014;52:53-60.
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Abstract

Background: Biological variation data for free plasma ami-
no acids are lacking from the more comprehensive databases.
Therefore, we determined the intra- and inter-individual com-
ponents of variation in healthy subjects. These data were
used to define desirable goals for imprecision, bias and total
error, indices of individuality and reference change values.
Methods: Plasma samples were collected from 11 volunteers
at weekly intervals over 5 weeks. Free plasma amino acids
were analyzed by reversed-phase HPLC and analytical and
biological variation data were derived using ANOVA.
Results: Intra-individual coefficients of variation ranged
from 9.5% to 46.4%, with lower values among the essential
amino acids. The mean inter-individual coefficient of varia-
tion was 46.6% and was higher than intra-individual values
for all amino acids. Thus, indices of individuality were below
0.8. Reference change values ranged from 30.9% to 128.4%
and total error values ranged from 15.2% to 61.0%.
Conclusions: Plasma amino acids exhibit relatively low
intra-individual coefficients of variation, with essential ami-
no acids showing tighter homeostatic control. Analytical
quality goals can be reasonably achieved with current meth-
ods. Reference intervals are of limited value in the detection
of unusual results in an individual. Therefore, comparison of
serial results by means of the reference change values is
recommended.

Clin Chem Lab Med 2010;48:99-104.

Keywords: analytical quality specifications; biological var-
iation; plasma amino acids.

Introduction

Measurement of free plasma amino acids has been used as
a useful biochemical parameter for the diagnosis, prognosis
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and clinical management of inborn errors of amino acid
metabolism (1-4). In addition, in adults they are used pri-
marily in the assessment of nutritional status (4—7). In recent
years, the importance of nutritional status in patients with
chronic renal or liver disease has been emphasized by studies
that relate malnutrition with increased morbidity and mor-
tality. Thus, nutritional status as assessed by plasma concen-
trations of amino acids in predialysis patients has been
considered to be a predictor for prognosis in the first period
of dialysis (8—10). Also, nutritional related imbalances of
free plasma amino acids before transplant surgery in patients
with chronic liver disease have been associated with a higher
rate of complications and a decreased overall survival rate
following transplantation (11, 12).

Correct interpretation of changes in the plasma amino acid
profile in these situations would benefit from knowledge of
the inherent random variation in plasma concentrations, usu-
ally termed biological variation. Within-subject or intra-indi-
vidual biological variation could be described as the average
random fluctuation around a homeostatic setting point.
Between-subjects or inter-individual biological variation is
defined as the difference between the set-points of individ-
uals (13, 14). Quantitative data of the components of
biological variation have been used to assess the utility of
population-based reference intervals through the index of
individuality (II) (15, 16), and to calculate the reference
change value (RCV) required for the assessment of the sig-
nificance of changes in serial results from an individual (17,
18). Likewise, it has been suggested that desirable analytical
quality specifications are best based on components of
biological variation (19, 20).

The method commonly employed in clinical laboratories
for the analysis of free plasma amino acids is automated ion-
exchange chromatography (IEC) in combination with post-
column ninhydrin detection. This methodology provides
simplicity in sample preparation and high reproducibility,
being considered the reference method (21, 22). However,
the long analytical run time is the main drawback (22, 23).
Reversed-phase high-performance liquid chromatography
(RP-HPLC) has been used as an alternative due to its higher
sensitivity, versatility and speed of analysis. The most com-
mon RP-HPLC methods involve precolumn derivatization
with phenylisothiocyanate (PITC) or o-phthalaldehyde
(OPA). OPA methods have been proposed for measurement
of primary amino acids in physiological fluids, while PITC
methods have been recommended when both primary and
secondary amino acids are being determined (22).

Objective quality specifications for imprecision (I), bias
(B) and total error (TE) of these measurements have not been
defined. In addition, data regarding the biological variation
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of free plasma amino acids have not been documented in the
more comprehensive biological variation databases (24, 25).
This lack of reliable biological variation data could be related
to technical complications associated with the measurement
of plasma amino acids. In particular, the long analytical run
time in the IEC method may have hampered the application
of experimental models recommended for the study of bio-
logical variation (13).

In the present study, we used a RP-HPLC method with
PITC pre-column derivatitazion to obtain data on biological
variation (intra- and inter-individual) for free plasma amino
acids in apparently healthy persons. The data were used to
define analytical quality specifications (I, B, TE), to assess
the usefulness of population-based reference intervals, to
evaluate the significance of changes in serial results from an
individual, and to establish the number of specimens required
to estimate the homeostatic setting point of an individual
(NHSP).

Materials and methods

Subjects and samples

Eleven apparently healthy volunteers (8 females and 3 males; age
range, 21-50 years) were recruited for this study. During the study
period, all maintained their usual lifestyles. The study was per-
formed in accordance with the Helsinki Declaration and the design
and execution of the experiment were explained thoroughly to the
participants, and informed consent was obtained.

Once weekly for 5 weeks and at the same time of the day
(8:30-10:00), blood samples were obtained from each volunteer
(only 4 weeks in one subject) under standardized conditions to min-
imize sources of preanalytic variation. Samples were collected, fol-
lowing an overnight fast, into evacuated lithium heparin gel tubes
(Vacuette, Greiner Bio-one, Kremansmiinster, Austria), with sub-
jects in a sitting position and avoiding venous stasis. All specimens
were immediately centrifuged at 3500 g for 10 min at room tem-
perature. Plasma samples were aliquoted and stored at —80°C for a
maximum of three months before analysis.

Analytical method

Measurements of amino acid concentrations in heparinized plasma
samples were performed using gradient RP-HPLC with the Pico Tag
method (Waters, Milford, MA, USA) according to manufacturer’s
specifications (26) with a Breeze HPLC analytical system from
Waters. All chemicals and solvents were purchased from Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO, USA) and Merck (Darmstadt, Germany),
respectively. HPLC-grade water was obtained from a MilliQ system
from Millipore (Bedford, MA, USA). A solution of methionine sul-
fone, 400 wmol/L in 0.1 mol/L HCI, was used as internal standard
and the calibration mixture consisted of two commercial solutions
of acid-neutral and basic amino acids in HCI 0.1 mol/L, plus a
solution of glutamine in water. The concentration of each amino
acid in the final mixture was 400 pwmol/L, except for cystine which
had a concentration of 200 pwmol/L.

Prior to analysis, all samples were thawed at room temperature
and mixed to ensure homogeneity. Using pre-rinsed (0.1 mol/L HCI)
filter devices (Microcon Ultracel YM-10, Millipore), 400 L of
each sample, diluted 1:1 with internal standard, were deproteinized

by ultrafiltration through a regenerated cellulose membrane with a
molecular weight (M,) limit of 10,000. Deproteinized samples
(50 wL) were derivatizated with PITC by means of three steps of
evaporation to dryness in a vacuum station (Waters). The first dry-
ing step was performed on the calibration mixture and sample ultra-
filtrates. A second drying step was performed following treatment
with 10 pL of a solution of methanol (1 mol/L sodium acetate-
triethylamine (2:2:1 by volume), and a third step after treatment for
10 min with 20 pL of a derivatization reagent (methanol-triethyl-
amine-water-PITC (Pierce); 7:1:1:1 by volume). After derivatiza-
tion, the phenyltiocarbamyl amino acid derivatives were separated
by gradient RP-HPLC on a Cg Pico-Tag physiological free amino
acid column (300%X3.9 mm (i.d.)) at 46°C, using a stated binary
gradient of Waters eluents 1 and 2 at a flow rate of 1.0 mL/min.
Separation took 65 min.

To remove inter-batch analytical variation, all samples were
assayed in a single continuous batch over 5 days. Daily, after ran-
dom selection, a fifth of derivatized patient samples were dissolved
in 100 wL of the sample diluent (Waters) and 10 WL was injected.
To calculate intra-batch analytical variation, the first sample col-
lected from each subject was deproteinized, derivatized and ana-
lyzed in duplicate. Single lots of reagents, eluents and calibrators
were used and the assay was performed by a single analyst to min-
imize analytical variation. For routine quality control, aliquots of a
lyophilized plasma pool, stored at —20°C, are analyzed with every
batch. The assay is evaluated on a regular basis through participa-
tion in the ERNDIM external quality assessment (EQA) scheme
(http://www.erndimqa.nl).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SPSS software (11.0 for
Windows, SPSS Inc, Chicago, IL, USA). A Gaussian distribution
was assessed using the Shapiro-Wilk test and by verification of the
straightness of a normal plot. Data for free plasma amino acids
showed a Gaussian distribution. Thus, outliers were defined as those
values exceeding 3 SD and tested at two levels: individual data
from every subject (within-subject data) and global data from all
subjects (between-subjects data). After exclusion of outliers, bio-
logical variation data were estimated according to the method pub-
lished by Fraser et al. (13, 14).

Analytical variance (SD,?) was calculated from the differences
between the duplicates according to the formula:

SD,2=3d%2N

where d is the difference between duplicates and N is the number
of duplicates. The SD,” is expressed as relative SD, to the first
sample concentration, analytical coefficient of variation (CV ). For
each free plasma amino acid, one-way analysis of variance was used
to divide the total variance into between-subject (SDg?) variance
and total within-subject variance (SDy,%). Since SDy,;? includes both
biological and analytical components, the within-subject variance
(SD;?) was obtained by subtraction using the formula:

Sy ’= St Z_SA ?

Within-subject and between-subject biological variation was
expressed as the coefficient of variation by the use of the homeo-
static mean of each individual, within-subject coefficient of varia-
tion (CV)) and the overall mean, between-subject coefficient of
variation (CVg), respectively.
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Biological variation data for free plasma amino acids were used
to estimate the desirable quality specifications for I, B and TE, using
the following formulas (19).

1=0.5CV,
B=0.25(CV,2+CV2)"?
TE=1.65(0.5CV,) +0.25(CV,2+CV42)""?

The II, which yields information regarding the utility of popula-
tion-based reference intervals, was calculated as the ratio CV,/CVg4
(16). The RCYV, wich is the difference required for two serial results
measurements to have clinically significantly changed at p<0.05,
was calculated as in (17).

RCV =2'21.96(CV,*+CV,?)"?>=2.77CVy

The NHSP for each amino acid with a statistical confidence of
95% and £20% accuracy was calculated as in (27):

NHSP =[1.96(CV,2+CV,2)"2/20]?

Results

Of the 1350 data points, 44 were classified as outliers. The
number of remaining data points for each amino acid is

shown in Table 1. Data points excluded were below 10% for
each amino acid, and a uniform distribution of these outliers
was observed among samples and subjects. Also shown in
Table 1 are the overall means, ranges, and the CV; and CVq4
for each amino acid. Also shown is the II, RCV and NHSP,
which are derived from the data on biological variation.
Because of the small sample size, significant differences in
the CV between sexes cannot be demonstrated, therefore,
only the totals are presented.

The CV; values observed for free plasma amino acids
ranged from 9.5% to 46.4%, with a median of 15.3%. The
CV values for essential amino acids were generally lower
than that of the non-essential amino acids, for both within-
and between-subjects, indicating tighter homeostatic control.
Mean CVg was 46.6% and CV was higher than CV; for all
amino acids, with values for Pro and Trp over 100%. As a
result, the II values obtained for free plasma amino acids
were below 1 (range, 0.2-0.8), with most being below 0.6.
The RCV values, computed as a significant (p <0.05) change
between serial results, ranged from 30.9% to 128.4%, and
values below 50% were observed for the essential amino
acids. For most of the amino acids, 1-4 samples would be
sufficient to provide an estimate of the homeostatic set point
(within =20% with a confidence of 95%), with the excep-
tion of Trp among the essential amino acids.

Table 1 Components of biological variation and derived parameters for free plasma amino acids.

Amino acid n? Mean, Range, pmol/L CV/y, CV¢S, 1 RCVe, NHSP!
wmol/L % % %
Abu® 52 21.1 9.2-33.2 24.7 32.3 0.8 73.0 7
Ala 54 405.7 215.8-597.7 14.7 55.8 0.3 41.3 2
Arg 51 81.4 45.3-130.1 19.3 34.1 0.6 54.3 4
Asn 54 128.7 85.6-177.4 12.3 28.0 04 35.0 2
Asp 50 29 0.8-5.3 31.2 55.1 0.6 88.2 10
Cit 51 57.6 11.7-84.5 21.4 43.9 0.5 62.7 5
(Cys)," 53 22.2 5.5-44.1 38.3 48.5 0.8 112.3 16
Glu 50 58.8 25.1-155.7 46.4 79.9 0.6 128.4 21
Gln 52 546.3 350.2-676.6 12.1 22.0 0.6 34.0 2
Gly 54 211.1 117.9-338.9 11.8 40.3 0.3 33.0 1
His 53 62.2 40.6-81.5 9.7 27.2 04 36.2 1
Hyp' 50 12.0 0.8-28.6 34.5 56.7 0.6 96.5 12
Ile 53 46.4 27.6-79.4 15.5 45.5 0.3 46.0 3
Leu 53 136.8 85.7-248.4 14.8 44.0 0.3 44.1 2
Lys 53 164.9 102.7-231.0 11.5 38.2 0.3 33.7 1
Met 53 28.3 12.2-42.7 14.7 434 0.3 41.9 2
Orn 53 51.1 25.5-99.9 18.4 54.9 0.3 52.5 3
Phe 52 63.0 38.7-96.1 9.5 40.6 0.2 30.9 1
Pro 52 276.0 137.3-620.2 17.0 104.4 0.2 58.1 3
Ser 52 108.6 56.1-158.0 12.8 42.8 0.3 36.0 2
Taw 53 63.6 32.2-120.9 30.6 44.0 0.7 85.3 9
Thr 54 143.0 82.3-215.6 17.9 33.1 0.5 50.7 3
Trp 52 27.3 7.9-81.9 22.7 152.6 0.2 65.8 6
Tyr 52 73.3 40.4-127.5 10.5 61.0 0.2 31.1 1
Val 51 220.1 128.1-324.9 10.6 40.1 0.3 32.3 1

“n, number of data available for each amino acid after the exclusion of outliers; ®"CV,, within-subject coefficient of variation; “CVg, between-
subject coefficient of variation; °II, index of individuality; RCV, reference change value (bi-directional 95% confidence); ‘NHSP, number
of samples required to estimate the homeostatic setting point (95% confidence, 20% accuracy); #Abu, a-aminobutyric acid; "(Cys),, cystine;

Hyp, hidroxiproline; Tau, taurine.
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Duplicate samples were used to calculate intra-batch
imprecision. The CV, values are shown in Table 2. Differ-
ences in duplicate data for free plasma amino acids showed
a Gaussian distribution with the exception of Pro which
required log-transformation of the raw data. For each plasma
amino acid, the between-batch imprecision from 11 routine
analyses performed over three months and the desirable qual-
ity specifications for I, B and TE derived from biological
variation data are presented in Table 2. The CV, of our lab-
oratory method were less than the desirable imprecision
goals for all amino acids except His and Phe for the intra-
batch imprecision, and His, Phe or Lys for inter-batch impre-
cision. TE values ranged from 15.2% to 61.0%, with a
median of 23.6% for the essential and 30.1% for the non-
essential amino acids.

Discussion

The increasing interest in the application of biological vari-
ation data has prompted the study of several ‘‘esoteric’’ ana-
lytes, such as N-terminal pro-brain natriuretic peptide (28),
blood vitamins (29) or asymmetric dimethylarginine (30).
However, to our knowledge, no previous specifically
designed studies on biological variation have been reported
for free plasma amino acids. We have generated biological
variation data for free plasma amino acids using an experi-

mental protocol which represents a trade-off between the
long analytical run times required per analysis, and the rec-
ommended duplicate examination in a single analytical batch
(13). The random duplicate analysis of the first sample col-
lected from each subject allowed us to estimate the analytical
variation keeping an adequate number of subjects and
specimens.

Free plasma amino acids exhibit relatively low CV/ values,
similar to those reported for other diet related metabolites
such as, plasma vitamins (29). The essential amino acids
showed lower CV; than non-essential amino acids. This
probably reflects differences in metabolic control since the
non-essential amino acids would be more influenced by
potential changes in physiologic conditions between sam-
pling dates (1, 20). Prior et al. (31), in a study of conditions
altering plasma concentrations of amino acids in elderly
women, generated estimates of biological variation and
described equivalent CV; data and similar differences
between the CV, values for essential and non-essential amino
acids. In contrast, our study shows higher CVq values for
the majority of plasma amino acids compared with those
observed by Prior et al. in fasted elderly subjects. Differences
in populations studied and experimental protocols may
explain these discrepancies.

The utility of population-based reference intervals in clin-
ical decision-making depends on the individuality of the ana-
lyte (16), which is expressed as II. When the II is <0.6, the

Table 2 Assay imprecision and desirable specifications derived from biological variation data.

Amino acid CV, intra®, CV, inter®, I¢, B¢, TE,
% % % % %
Abu’ 9.3 9.9 12.3 10.2 30.5
Ala 2.7 4.0 7.3 14.4 26.5
Arg 3.0 3.3 9.7 9.8 25.8
Asn 3.1 4.6 6.1 7.6 17.7
Asp 5.7 6.4 15.6 15.8 41.7
Cit 7.2 7.4 10.7 12.2 47.2
(Cys), 13.3 15.9 19.1 15.4 47.0
Glu 2.6 3.8 23.1 23.1 61.0
Gln 2.1 2.9 6.0 6.3 16.2
Gly 1.4 3.2 59 10.5 20.2
His 5.5 5.5 49 7.2 15.2
Hyph 4.3 8.3 17.3 16.6 45.1
Ile 5.8 6.1 7.8 12.0 24.9
Leu 5.9 6.2 7.4 11.6 23.8
Lys 4.0 9.4 5.7 10.0 194
Met 3.6 7.3 7.3 11.5 23.6
Orn 4.4 9.2 9.2 14.5 29.7
Phe 59 6.0 4.7 10.4 18.2
Pro 1.5 3.0 104 26.4 40.1
Ser 2.3 2.8 6.4 11.2 21.7
Tau' 3.5 4.7 15.3 13.4 38.6
Thr 3.7 4.3 8.9 9.4 24.1
Trp 6.7 8.1 11.4 38.6 48.0
Tyr 3.9 4.0 52 15.5 24.1
Val 5.0 5.0 53 10.4 19.1

3CV, intra, intra-batch analytical imprecision; "CV  inter, inter-batch analytical imprecision; I, imprecision; “B, bias; °TE, total error; ‘Abu,
a-aminobutyric acid; %Cys),, cystine; "Hyp, hidroxiproline; Tau, taurine.
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analyte shows high individuality and a single result com-
pared with the reference interval is considered to have little
diagnostic value. In contrast, when II is >1.4, the analyte
shows low individuality and reference intervals are clinically
useful (13, 14). In our study, the IT was <0.8 for all amino
acids studied, indicating the limited diagnostic utility of ref-
erence intervals in the context of nutritional assessment.
Comparison of serial results from the amino acid profile for
an individual seems to be of most value for appropriate clin-
ical interpretation.

The RCV is an important clinical tool for the assessment
of changes in patients being monitored in pathological situ-
ations (14, 17). The RCVs were high for amino acids pri-
marily due to their within-subject component of variation, a
common finding in other diet-related metabolites studied in
plasma (29). Therefore, relatively large differences between
results of sequential samples would be required, i.e., a dif-
ference of 31% between two consecutive results in hyper-
phenylalaninemia monitoring would be necessary to indicate
significant changes as a result of treatment. Interestingly,
<3-4 sampling days are needed to establish characteristic
concentrations for the majority of the amino acids, according
to biological variation data.

The European consensus established that the best quality
specifications in laboratory medicine are those based on bio-
logical variation (19, 20). Also, a desirable analytical CV of
0.5 times CV; is usually considered because this assay impre-
cision adds only a 12% to the data variability. This desirable
goal for imprecision was widely fulfilled in our laboratory
for free plasma amino acids, except for His, Phe and Lys.
As a consequence of their lower CV,, these essential amino
acids would require more stringent assay performance,
although the measurement easily meets the minimum goal
for imprecision (0.75 CV,). In addition, it has been proposed
(32) that EQA schemes should use TE based on biology for
describing the maximum allowable error for single deter-
minations of quality-control materials. Therefore, it is hoped
that these biological variation data may serve to apply this
approach in the analysis of free plasma amino acids.

In summary, we generated biological variation data for
free plasma amino acids, observing relatively low CV; val-
ues, especially for some essential amino acids like His, Phe
and Val. Analytical quality specifications were derived from
biological variation data, and imprecision goals can be rea-
sonably achieved with current methods. Reference intervals
for free plasma amino acids are of limited value in the detec-
tion of unusual results for a particular individual, and
sequential analysis of the amino acids profile by means of
the RCV is recommended.
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Resumen

Introduccidn: Las enfermedades cardiovasculares constituyen una de las principales causas de
morbimortalidad tanto en la poblacion general como en pacientes con enfermedad renal crénica
terminal (ERCT), siendo las dislipemias uno de los principales factores de riesgo asociados. Una
correcta interpretacion del perfil lipidico solo puede realizarse teniendo en cuenta su variacion
bioldgica. Se han estimado los datos de variacion bioldgica de los lipidos y lipoproteinas séricas
en individuos sanos y en pacientes con ERCT vy, a partir de ellos, calculado el valor de referencia
del cambio (VRC), el indice de individualidad y las especificaciones de calidad deseables.
Material y métodos: Se obtuvieron muestras de suero de 18 pacientes con ERCT, mensualmente
durante un periodo de 6 meses, y de 11 sujetos aparentemente sanos, una vez por semana
durante 5 semanas consecutivas. La estimacion de los datos de BV se realizd mediante un
analisis de la varianza (ANOVA).

Resultados: Las concentraciones de triglicéridos y colesterol VLDL eran significativamente
mayores en pacientes con ERCT que en individuos sanos, mientras que la concentracion de
colesterol HDL era significativamente menor. Sin embargo, no se observaron diferencias signi-
ficativas en los componentes de variacion bioldgica y, en consecuencia, las estimaciones del
indice de individualidad, los VRC y las especificaciones de calidad analitica fueron semejantes.
Conclusiones: Los VRC derivados de individuos sanos son adecuados para el seguimiento de la
dislipemia en pacientes con ERCT. Unos VRC asimétricos, consecuentes con la distribucion no
gausiana de las concentraciones observadas en ambos grupos, permitirian evaluar de una forma
mas exacta la respuesta al tratamiento hipolipemiante en individuos dislipémicos.
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Biological variation of serum lipids and lipoproteins in healthy individuals and in
end-stage renal disease patients

Abstract

Introduction: Cardiovascular diseases are a major cause of morbidity and mortality in both the
general population and in patients with end stage renal disease (ESRD), with dyslipidemia being
the one of the main associated risk factors. A correct interpretation of the lipid profile can only
be made when the within- and between-subject biological variation is taken into account. In
this study the biological variation data has been estimated for serum lipids and lipoproteins in
healthy individuals and ESRD patients, and these data were then used to define the reference
value change (RVC), the index of individuality, and the analytical goals.

Material and methods: Serum samples were collected from 18 ESRD patients in steady-state
conditions, one per month during 6 months, and from 11 healthy volunteers at weekly intervals
over 5 weeks. Biological variation data were derived using ANOVA.

Results: Triglycerides and VLDL cholesterol concentrations were significantly higher in ESRD
patients than in healthy individuals, whereas HDL cholesterol concentration was significantly
lower. However, no differences were observed in the biological variation data and, consequently,
the derived RVCs, index of individualiy and analytical goals were similar.

Conclusions: The use of the RVC derived from healthy individuals is appropriate in the moni-
toring of dyslipidemia in ESRD patients. Asymmetric RVC, according to the non-Gaussian
distribution of serum concentrations in both groups, would enable the response to the hypoli-

pemiant treatment in dyslipidemic individuals to be assessed more accurately.
© 2014 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espafna, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen una
de las principales causas de morbimortalidad en la sociedad
occidental actual, suponiendo su prevencion y tratamiento
en torno al 15% del gasto sanitario total en Espafa’-2. Entre
los principales factores de riesgo cardiovascular (FRCV), el
tabaquismo, el sedentarismo, los inadecuados habitos dieté-
ticos, la hipertension arterial y las dislipemias, se consideran
FRCV modificables. A este respecto, la Organizacion Mundial
de la Salud senala que estos FRCV son responsables del 80%
de los casos de cardiopatia coronaria y de enfermedad cere-
brovascular, y que su prevencion podria reducir hasta en un
75% la mortalidad por ECV>4.

Las dislipemias, fundamentalmente la hipercolestero-
lemia, se consideran factores mayores o causales en el
desarrollo de las ECV®, asi como una de las dianas terapéu-
ticas mas sensibles a las medidas de prevencion y control®’.
Los resultados del Estudio sobre Nutricion y Riesgo Cardio-
vascular en Espafia publicados en el 20128, revelaron que
el 50% de la poblacion espafiola presentaba una concentra-
cion de colesterol total sérico (CT) superior a 200mg/dL,
de los cuales un 45% tenia una concentracion de coleste-
rol ligado a lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) superior
a 130mg/dL, no observandose diferencias importantes por
sexo. Ademas, el 25% de los varones y el 26% de las mujeres
tenian una concentracion de colesterol ligado a lipopro-
teinas de alta densidad (c-HDL) inferior a 40 y 50mg/dL,
respectivamente. Asi mismo, el 23% de los varones y el 12%
de las mujeres tenian una concentracion de triglicéridos
(TG) mayor o igual a 150 mg/dL.

Las principales guias internacionales sobre el Manejo de
las Dislipemias y Prevencion Cardiovascular®'", coinciden en

sefalar como objetivo terapéutico fundamental la reduc-
cion de la concentracion sérica de c-LDL, mientras que los
niveles de c-HDL y TG son considerados como modulado-
res de riesgo, pero no objetivos terapéuticos per se. Una
de las principales novedades incluida en la reciente actua-
lizacion de la Guia Europea de Prevencion Cardiovascular'®
es la identificacion de un grupo de pacientes de muy alto
riesgo vascular, en el que, por primera vez, se incluyen
los pacientes con enfermedad renal crénica (ERC) avan-
zada (estadios 4-5). A pesar del importante incremento en
la morbimortalidad cardiovascular y en la prevalencia de
FRCV descrito en pacientes con ERC terminal en dialisis
(ERCT) en relacion a la poblacion general, tradicionalmente
la ERC no se habia considerado en las recomendaciones
generales para el tratamiento de la dislipemia. Estas nuevas
directrices se producen en consonancia con las recomen-
daciones de las guias internacionales del consorcio Kidney
Disease: Improving Global Outcomes para la Evaluacion y
Manejo de la ERC'2. Ambas guias sugieren que estos pacien-
tes deberian ser objeto de un plan integral y sistematizado
de reduccion del riesgo que incluira, entre otros, el control
optimo de la diabetes, la presion arterial y el perfil lipidico,
siendo la meta terapéutica para el c-LDL una concentracion
< 70mg/dL'%"2,

En este contexto, una correcta interpretacion del perfil
lipidico sera imprescindible para el adecuado diagnostico
y seguimiento de individuos con alto riesgo cardiovascular,
tanto en la poblacion general como en pacientes con ERCT, y
esto solo podra llevarse a cabo desde el conocimiento de la
naturaleza de la variacion bioldgica (VB) de los lipidos y las
lipoproteinas séricas. La VB se define como una fluctuacion
aleatoria inherente a la concentracion sérica de un analito
debida a un equilibrio entre el recambio metabdlico y la
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regulacion homeostatica, pudiendo distinguirse dos com-
ponentes: la VB intraindividual y la VB interindividual. La
VB intraindividual se define como una fluctuacion aleatoria
alrededor de un punto de ajuste homeostatico, mientras
que la VB intraindividual se define como la diferencia entre
los puntos de ajuste homeostaticos de los individuos'® "4,
Estos datos de VB han sido utilizados con diversos pro-
positos, entre los que se encuentran la evaluacion de la
utilidad de los valores de referencia poblacionales a través
del indice de individualidad (1)'>', la obtencion de las
especificaciones de calidad analitica’ y la estimacion del
valor de referencia del cambio (VRC), el cual proporciona
informacion sobre cual es el cambio minimo necesario para
que las diferencias entre dos resultados consecutivos de un
individuo sean consideradas clinicamente significativas'®.
El VRC estimado a partir de individuos sanos se emplea de
forma habitual en el seguimiento de pacientes con patolo-
gias crénicas, si bien, la patologia subyacente puede alterar
tanto del punto de ajuste homeostatico de un analito como
la variacion en torno a ese punto, por lo que su empleo
podria no ser apropiado'’. Por ello, en los Ultimos afos
se han publicado un nimero creciente de estudios sobre
VB para marcadores bioquimicos en diversas condiciones
patologicas, como por ejemplo, en pacientes trasplantados
renales para la deteccion precoz de rechazo'®.

La naturaleza de la variacion bioldgica del CT, c-HDLy TG
ha sido ampliamente estudiada en individuos sanos, encon-
trandose en las bases de datos internacionales de variacion
biolégica'. Sin embargo, y a pesar de su relevancia en la
valoracion del riesgo cardiovascular, la bibliografia disponi-
ble para el c-LDL y el colesterol ligado a lipoproteinas de
muy baja densidad (c-VLDL) es escasa e incompleta en indi-
viduos sanos y, hasta la fecha, inexistente en pacientes con
ERCT.

El objetivo de este estudio ha sido establecer los datos de
VB para el c-LDL y el resto de magnitudes del perfil lipidico
tanto en individuos sanos como en pacientes con ERCT y, a
partir de estos, calcular el VRC, el i1y las especificaciones
de calidad deseables.

Material y métodos
Sujetos y muestras

Para la estimacion de los datos de VB de las magnitudes
del perfil lipidico en ERCT se seleccionaron 20 pacientes (11
mujeres y 9 hombres; rango de edad: 31-75 anos) incluidos
en el programa de hemodialisis (HD) del Servicio de Nefro-
logia del Hospital San Agustin (Avilés, Asturias, Espana). Los
criterios de inclusion en el estudio fueron: edad <75 afos,
ausencia en la historia clinica de eventos cardiovasculares
y tratamientos hipolipemiantes, sin ingresos hospitalarios
durante la duracion del estudio o en los 3 meses previos,
variaciones no significativas en los parametros bioquimicos
empleados en su seguimiento durante el mismo periodo y
un peso seco estable. Durante el periodo de seguimiento,
dos pacientes fueron hospitalizados debido a neumonia y
fiebre de origen desconocido, por lo que fueron eliminados
del estudio. Las principales caracteristicas basales predia-
lisis de los 18 sujetos restantes (11 mujeres y 7 hombres;
rango de edad 31-75 afnos) se muestran en la tabla 1.

Tabla 1 Caracteristicas predialisis de los pacientes con
enfermedad renal cronica terminal
Rango de edad, ahos 31-75
Mujeres, % 61
Etiologia de la ERCT
Nefropatia diabética, % 28
Rindn poliquistico, % 22
Glomerulonefritis primaria, % 5,5
Nefrosclerosis, % 5,5
Otras enfermedades renales, % 17
Indeterminada, % 22
Hipertension, % 38
IMC?, kg/m? 26 (19-32)
Hemoglobina®, mmol/L 7,5 (7,4-9,5)
Creatinina sérica®, mg/dL 8,9 (5,3-10,9)
Proteina C reactiva sérica®, mg/dL 0,6 (0,1-3,0)
ERCT: enfermedad renal cronica terminal; IMC: indice de masa

corporal.
@ Los datos se muestran como mediana (rango).

Con fines comparativos, muestras procedentes de 11 indi-
viduos aparentemente sanos (8 mujeres y 3 hombres; rango
de edad 21-50 afos), reclutados para un estudio previo sobre
VB, congeladas a -80°C, fueron empleadas también en la
estimacion de los datos de VB de los lipidos y las lipoprotei-
nas séricas. Ninguno de estos sujetos tenia antecedentes de
enfermedad cardiovascular, enfermedad renal o dislipemia,
no recibian terapia hipolipemiante y todos ellos mantuvieron
su estilo de vida habitual durante el periodo de estudio.

El proceso de extraccion y manejo de las muestras
fue estandarizado siguiendo un estricto protocolo para
minimizar la variacion preanalitica. Todas las muestras, pro-
cedentes tanto de pacientes con ERCT como de individuos
sanos, fueron extraidas en condiciones de ayuno, a la misma
hora del dia (8.30-10.00), mediante técnicas de venipuc-
tura convencional, utilizando tubos de recoleccion al vacio
(Vacuette, Greiner Bio-one, Madrid, Espafa) y evitando en
lo posible la estasis venosa. Las muestras procedentes de los
pacientes con ERCT fueron extraidas de forma mensual en
condiciones predialisis, obteniéndose una media de 5 mues-
tras por paciente durante un periodo de seguimiento de
6 meses. Las muestras de los individuos sanos fueron toma-
das una vez por semana a lo largo de 5 semanas consecutivas.
Una vez extraidas, todas las muestras de suero, proce-
dentes tanto de pacientes con ERCT como de individuos
sanos, se dejaron coagular a temperatura ambiente durante
30 minutos, se centrifugaron a 3.500¢ durante 10 minutos,
se alicuotaron y se almacenaron a -80 °C durante un maximo
de 11 meses antes de su analisis.

El disefio y la ejecucion del estudio fue claramente
explicado a todos los participantes, obteniéndose su con-
sentimiento informado.

Analisis de las muestras

Las determinaciones de CT, c-LDL, c-HDL y TG se realiza-
ron por métodos enzimaticos colorimétricos en un Cobas 711
(Roche Diagnostic, Barcelona, Espafna). El método empleado
para la determinacién directa de c-LDL permite su medi-
cion selectiva mediante la combinacion de la solubilizacion
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micelar de c-LDL por un detergente no ionico y la interac-
cion de un compuesto carbohidratado con las lipoproteinas
c-VLDL y quilomicrones. Todos los métodos empleados cum-
plen con los requisitos del National Institute of Health y
del National Cholesterol Education Program (NCEP) en lo
relativo a precision y exactitud. Para comprobar el ade-
cuado rendimiento de los métodos de medida, previamente
al analisis de las muestras se procesaron los dos niveles de
control de calidad empleados de forma rutinaria en nues-
tro laboratorio. Asi mismo, los métodos se evallian de forma
regular mediante la participacion en programas externos de
evaluacion de la calidad (SEQC, EQAS).

La concentracion de c-LDL fue calculada también
mediante la formula de Friedwald (c-LDL=CT - c-HDL -
TG/5), empleandose para su estimacion Unicamente las
muestras de los sujetos que presentaban una concentra-
cion de TG <200mg/dL (2,3 mmol/L) (11 sujetos sanos y 13
pacientes con ERCT). La concentracion de c-VLDL se calculo
mediante la formula: c-VLDL=CT - c-LDLm - c-HDL.

Antes de su analisis, las muestras fueron descongeladas a
temperatura ambiente y agitadas durante 30 segundos para
asegurar su homogeneidad. Las muestras de los individuos
sanos por una parte, y de los pacientes con ERCT por otra,
fueron analizadas por duplicado aleatorizado en una misma
serie analitica, eliminandose de esta forma la variacion ana-
litica interserie. Para minimizar la variacion preanalitica,
todo el proceso fue realizado en un mismo instrumento, por
un mismo operador y empleando el mismo lote de reactivos
y calibradores.

Estudio estadistico

El estudio estadistico de los datos se realizo con el programa
SPSS (V15.0). El test de Levene fue empleado para confir-
mar la homogeneidad de las varianzas. La distribucion de las
variables se estudid6 mediante la prueba de Shapiro-Wilk,
observandose que todos los lipidos y lipoproteinas séricas
mostraban una distribuciéon no gaussiana, tanto en indivi-
duos sanos como en pacientes con ERCT. La comparacion de
medianas se realizé mediante el test de Mann-Whitney, con-
siderandose como estadisticamente significativo un valor de
p <0,05. Los test de Cochran y Reed se emplearon en la iden-
tificacion de valores aberrantes en los datos de cada sujeto
(intrasujeto) y en el conjunto de datos de todos los sujetos
(intersujeto), respectivamente.

Si bien el conjunto de datos obtenidos para los lipidos
y lipoproteinas séricas no seguian una distribucion normal,
los datos individuales de cada sujeto presentaban una dis-
tribucion gaussiana. En este supuesto, Fraser y Harris'
desaconsejan la transformacion logaritmica de los datos
para el calculo de los componentes de VB. Por tanto, tras
la eliminacion de valores aberrantes, la estimacion de los
datos de VB se realizo de acuerdo al método publicado por
Fraser y Harris'>'4,

La varianza analitica (SD,2) fue calculada a partir de las
diferencias entre los duplicados muestrales, de acuerdo con
la siguiente formula: SDx2=%d?/2N, donde d es la dife-
rencia entre duplicados y N es el nimero de duplicados.
Se aplicd un analisis de la varianza (ANOVA) para dividir
la varianza total de cada uno de los lipidos estudiados en
dos componentes: varianza interindividual (SDg?) y varianza

total intraindividual o varianza residual (SDy?). La SDr?
incluye tanto la variacion analitica como la bioldgica intrain-
dividual, por lo que la varianza intraindividual se obtuvo
tras sustraer el componente analitico mediante la siguiente
formula: SD2 =SDy2-SD4%. Los componentes de VB intra e
interindividual se expresaron como porcentaje relativo a la
media homeostatica de cada individuo (coeficiente de varia-
cion intraindividual; CV)) y a la media global de todos los
sujetos (coeficiente de variacion interindividual; CVg), res-
pectivamente. Los intervalos de confianza al 95% para los
CV se calcularon de acuerdo a la formula publicada por
Miller?®,

Los datos de VB obtenidos para los lipidos y las lipopro-
teinas séricas tanto en individuos sanos como en pacientes
con ERCT, fueron empleados en la estimacion de las espe-
cificaciones de calidad deseables para la imprecision (1)
[1=0,5CV|], el sesgo (B) (B=0,25x[CV,+CVs]"?) y el error
total (ET) [ET=1,65xI+B], asi como para el calculo del
i [n1=CV,/CVs] y el VRC para una probabilidad del 95%
(VRC=2"2x1,96x [CVaZ + CV,2]"/2). Al presentar los datos una
distribucion ligeramente sesgada, el VRC se evalué también
mediante un método logaritmico descrito por primera vez en
las ecuaciones formuladas por Fokkema et al?', en las que se
emplea el coeficiente de variacion total (CVy) de los datos
sin transformar para calcular el parametro o de la distribu-
cion logaritmica. Este método proporciona un VRC para los
incrementos (VRCpos = [€Xp{1,96x2"/2x5}-1]x100) y otro para
los decrementos (VRCyeq = [€Xp{1,96 X 2'/2 X }-1]x100).

Resultados

La tabla 2 recoge los componentes de VB (CV,, CV;) obteni-
dos para cada una de las magnitudes estudiadas, tanto en
individuos sanos como en pacientes con ERCT, asi como el i,
los VRC y las especificaciones de calidad deseables derivadas
de estos datos de VB. Asi mismo, en la tabla 2 se muestran
la mediana y el rango, el coeficiente de variacion analitica
intraensayo (CV,) y el nimero de datos disponible tras la
eliminacion de outliers. El porcentaje de datos eliminado
fue inferior al 2%, distribuyéndose uniformemente entre los
sujetos.

La mediana de la concentracion sérica de TG (123 mg/dL
[1,4 mmol/L]) y c-VLDL (24,6 mg/dL [0,6 mmol/L])
observada en pacientes con ERCT fue significativamente
superior a la observada en individuos sanos (71,5mg/dL
[0,8 mmol/L]; 14,3mg/dL [0,4 mmol/L]), mientras que
la concentracion de c-HDL fue significativamente infe-
rior (44,1mg/dL [1,1 mmol/L] en pacientes con ERCT;
61,7mg/dL[1,6 mmol/L] en individuos sanos). Sin embargo,
de acuerdo con los IC 95%, no se observan diferencias sig-
nificativas en los componentes de VB (CV, y CVg) v, en
consecuencia, la estimacion del 1, los VRC y las especifi-
caciones de calidad son semejantes en individuos sanos y
pacientes con ERCT. Como era de esperar, los VRC asimé-
tricos (positivo y negativo) calculados a partir del método
logaritmico muestran valores consistentes con el VRC obte-
nido a partir del enfoque tradicional, tanto en individuos
sanos como en pacientes con ERCT.

Para evaluar el potencial efecto del tiempo en trata-
miento de HD sobre la concentracion de los lipidos y las
lipoproteinas séricas, la cohorte de pacientes con ERCT se
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Tabla 2 Datos de variacion bioldgica y parametros derivados obtenidos para los lipidos y las lipoproteinas séricas en individuos
sanos y pacientes con enfermedad renal cronica terminal

Individuos sanos

TG CT c-HDL c-LDL c-LDLc c-VLDL
N 48 54 54 53 48 48
Mediana (IQR), mg/dl  72(48) 191(28) 62(26) 106(32) 105(24) 14(10)
Rango, mg/dL 39-137 156-276 37-96 77-178 77-141 8-32
Mediana (IQR), mmol/L 0,8(0,5) 4,9(0,7) 1,6(0,7) 2,7(0,8) 2,7(0,6) 0,4(0,3)"
Rango, mmol/L 0,4-1,6 4,0-7,1 1,0-2,5 2,0-4,6 2,0-3,7 0,2-0,8

CVa, % 1,8 1,5 1,4 1,4 2,5 1,8
CVi% (IC 95%) 24,7 (19,4-30,0) 5,4 (4,4-6,4) 9,4 (7,6-11,2) 7,3(5,9-8,8) 7,0 (5,6-8,5) 29,3 (22,9-35,8)
CVe% (IC 95%) 58,4 (43,1-73,7) 28,9 (22,9-34,8) 51,4 (39,3-63,5) 43,2 (33,4-52,9) 33,4 (25,9-40,9) 61,0 (44,7-77,2)

Il 0,42 0,19 0,18 0,17 0,21 0,48
VRC, % 68,8 15,5 26,3 20,7 20,7 81,5
VRCpos, % 106,2 20,9 34,8 27,4 30,0 132,3
VRCreg,% -51,5 -17,3 -25,8 -21,5 -23,1 -56,9
1% 12,4 2,7 4,7 3,7 3,5 14,7
B,% 15,9 7,3 13,1 11,0 8,5 17,0
TE,% 36,3 11,8 20,8 17,0 14,3 41,1
Pacientes con ERCT

TG CT c-HDL c-LDL c-LDLc c-VLDL
N 98 97 98 98 73 97
Mediana (IQR), mg/dl  123(94) 176(84) 44(15) 108(74) 100(43) 25(25)
Rango, mg/dL 34-414 116-334 21-74 55-212 55-195 7-83
Mediana (IQR), mmol/L 1,4(1,1)" 4,6(2,2) 1,1(0,4)" 2,8(1,9) 2,6(1,1) 0,6(0,6)"
Rango, mmol/L 0,4-4,7 3,0-8,7 0,5-1,9 1,4-5,5 1,4-5,1 0,2-2,1

CVa, % 2,5 1,1 2,6 1,9 2,1 3,4
CVi% (IC 95%) 20,3 (17,3-23,2) 7,0 (6,0-7,9) 11,4 (9,8-13,1) 9,8 (8,4-11,2) 11,9 (9,9-13,9) 26,7 (22,6-30,7)
CVe% (IC 95%) 74,2 (59,1-89,4) 39,6 (33,2-45,9) 51,56 (42,6-60,5) 53,6 (44,1-63,0) 74,2 (56,7-91,8) 72,3 (57,7-86,9)

I 0,27 0,18 0,22 0,18 0,16 0,37
VRC, % 56,6 19,5 32,5 27,7 33,5 74,5
VRCpos, % 85,7 25,0 47,2 38,2 47,0 125,3
VRCpeq,% -46,2 -20,0 -32,1 -27,6 -32,0 -55,6
1% 10,1 3,5 5,7 4,7 5,6 13,3
B,% 19,2 10,0 13,2 13,6 18,8 19,2
TE,% 36,0 15,8 22,7 21,7 28,6 41,3

B: especificaciones de la calidad deseables para el error sistematico (sesgo); c-HDL: colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad;
c-LDL: colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad; c-LDLc: colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad calculado mediante
la formula de Friedwald (c-LDLc = CT - c-HDL - [TG/5]); CT: colesterol total; CV,: coeficiente de variacion analitico intraserie; CV,:
coeficiente de variacion intraindividual; CVg: coeficiente de variacion interindividual; c-VLDL: colesterol ligado a lipoproteinas de muy
baja densidad estimadas mediante la formula [c-VLDL = CT-c-LDLm-c-HDL]; 1: especificaciones de la calidad deseables para la imprecision;
IC 95%: intervalo de confianza al 95%; i: indice de individualidad; N: nimero de datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes;
(IQR): rango intercuartilico; TE:especificaciones de la calidad deseables para el error total; TG: triglicéridos; VRC: valor de referencia del
cambio bidireccional (Z = 1,96, 95% de probabilidad); VRCpeg: valor de referencia del cambio descendente (negativo) obtenido mediante
aproximacion logaritmica; VRCpos: valor de referencia del cambio ascendente (positivo) obtenido mediante aproximacion logaritmica.
* Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segln el test de Mann-Whitney

dividié en dos grupos. En el primer grupo se incluyeron aque-
llos pacientes con un tiempo en HD inferior a un afo (grupo 1:
8 mujeres, un hombre; rango de edad: 31-75 anos), mientras
que en el segundo grupo se incluyeron aquellos en trata-
miento de HD desde hacia mas de un aio (grupo 2: 3 mujeres,
6 hombres; rango de edad: 34-75 anos). La tabla 3 recoge los
valores de las medianas (IQR), el rango y los componentes de
VB obtenidos en ambos grupos para cada uno de los parame-
tros estudiados. La comparacion de las medianas de los dos
grupos mostro un decremento estadisticamente significativo

en la concentracion de CT y c-HDL en funcion del tiempo en
tratamiento de HD (p <0,05). Por contra, no se observaron
diferencias en los datos de VB obtenidos en ambos grupos.

Discusion

Las ECV constituyen la principal causa de mortalidad y
morbilidad en los paises desarrollados, considerandose un
problema de salud de primer orden. En el caso de pacientes
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Tabla 3 Efecto del tiempo en hemodialisis en la concentracion de lipidos y lipoproteinas séricas y en los datos de variacion
bioldgica

Tiempo en programa de HD <1 afho
TG CT c-HDL c-LDL c-LDLc c-VLDL
Ng 50 50 50 50 33 50
Mediana (IQR), mg/dl  119(87) 197(97) 48(13) 122(86) 90(47) 23(27)
Rango, mg/dL 47-339 116-334 24-74 58-212 58-167 9-68
Mediana (IQR), mmol/L 1,4(1,0) 5,1(2,5) 1,2(0,3) 3,2(2,2) 2,3(1,2) 0,6(0,7)
Rango, mmol/L 0,5-3,9 3,0-8,7 0,6-1,9 1,5-5,5 1,5-4,3 0,2-1,8

CVi%(1C95%)
CV6%(IC95%)

18,2 (15,6-20,9) 8,93 (7,7-10,2) 15,9 (12,6-19,1) 10,6 (9,1-12,1) 11,4 (8,6-14,3) 22,8 (19,4-26,2)
76,9 (60,9-92,9) 50,4 (41,7-59,1) 46,3 (35,3-57,2) 77,6 (61,4-93,4) 72,1 (46,9-97,4) 85,0 (66,2-99,7)

Tiempo en programa de HD >1 ano

TG cT c-HDL c-LDL c-LDLc c-VLDL
Ne 48 48 48 43 40 48
Mediana (IQR), mg/dl  137,5(96) 166,0(81)’ 40(15)° 99,3(50) 95(44) 27,5(19)
Rango, mg/dL 34-414 126-286 21-62 55-195 55-195 7-83
Mediana (IQR), mmol/L 1,6(1,1) 4,3(2,1) 1,0(0,4) 2,6(1,3) 2,5(1,1) 0,7(0,5)
Rango, mmol/L 0,4-4,7 3,3-7,4 0,5-1,6 1,4-5,1 1,4-5,1 0,2-2,1

CV1%(1C95%) 22,2 (18,9-25,5) 8,3 (7,1-9,5) 14,4 (11,5-17,4) 11,1 (9,5-12,7) 12,3 (9,5-15,1) 23,0 (19,6-26,5)
CV%(1C95%) 86,2 (67,1-95,3) 55,7 (45,8-65,7) 53,5 (40,0-67,1) 79,4 (62,6-96,2) 78,9 (52,7-99,5) 80,9 (63,5-98,3)

c-HDL: colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad; c-LDL: colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad; c-LDLc: colesterol
ligado a lipoproteinas de baja densidad calculado mediante la formula de Friedwald (c-LDLc=CT - c-HDL - [TG/5]); CVg: coeficiente de
variacion interindividual; CV,: coeficiente de variacion intraindividual; c-VLDL: colesterol ligado a lipoproteinas de muy baja densidad
estimadas mediante la formula [c-VLDL = CT-c-LDLm-c-HDL]; CT: colesterol total; IC 95%: intervalo de confianza al 95%; N: nimero de

datos disponible tras la exclusion de valores aberrantes; (IQR): rango intercuartilico; TG: triglicéridos.
" Diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) seg(n el test de Mann-Whitney.

con ERCT este problema es alin mas acuciante ya que la tasa
de mortalidad cardiovascular es entre 10y 20 veces superior
a la de la poblacidn general??. Una correcta interpretacion
del perfil lipidico, tanto en la poblacion general como en
pacientes con ERCT, es clave para la correcta identificacion
y seguimiento de individuos de alto riesgo. El VRC, obtenido
a partir de los datos de VB, ha mostrado ser una herramienta
altamente eficaz en la interpretacion de la significacion cli-
nica de los cambios en las magnitudes bioquimicas de un
individuo'>'¢, Sin embargo, el uso de VRC estimados a partir
de los datos de VB obtenidos en individuos sanos puede no ser
apropiado para el seguimiento de pacientes con patologias
cronicas, ya que la enfermedad puede alterar la naturaleza
de la VB de la magnitud estudiada. En este estudio hemos
generado datos de VB para el c-LDL y el resto de magnitudes
del perfil lipidico tanto en individuos sanos como en pacien-
tes con ERCT vy, a partir de ellos, hemos calculado los VRC y
el resto de parametros derivados.

La mediana de la concentracion de c-LDL observada en
individuos sanos se encontraba ligeramente por encima del
valor considerado como dptimo por la guia NCEP ATP Il
para la prevencion de ECV, si bien los valores encontra-
dos para CT y c-HDL podian considerarse 6ptimos para indi-
viduos sin otros FRCV asociados. Las concentraciones de TG
y c-VLDL observadas en pacientes con ERCT fueron significa-
tivamente superiores a las observadas en individuos sanos,
mientras que la concentracion de CT fue inferior, si bien
esta diferencia no alcanzaba significacion estadistica. Estos
hallazgos concuerdan con los estudios publicados sobre disli-
pemia en pacientes con ERCT, en los que la HD generalmente

se asocia con concentraciones de CT y c-LDL normales o
bajas, atribuidas a la malnutricién asociada a la dialisis, e
hipertrigliceridemia, probablemente debida a una acumu-
lacidn de lipoproteinas ricas en TG, como el c-VLDL?. Asi
mismo, nuestro estudio muestra que un mayor periodo en
el programa de HD parece estar relacionado con una dis-
minucioén en la concentracion de CT y c-HDL, posiblemente
debido a un mayor deterioro en el estado nutricional?*.

A pesar de las diferencias en las concentraciones de los
lipidos y las lipoproteinas séricas, no se observaron dife-
rencias significativas en los componentes de VB obtenidos
en los pacientes con ERCT y los individuos sanos. Los CV,
obtenidos para CT, c-HDL y c-LDL fueron significativamente
menores a los encontrados para TG y c-VLDL. Estas dife-
rencias parecen indicar la presencia de unos mecanismos
de regulacion homeostatica menos estrictos, por lo que las
concentraciones de TG y c-VLDL estarian mas influencia-
das por variaciones fisiologicas o dietéticas. El CV, obtenido
para el c-LDL directo es similar tanto al obtenido como al
publicado para el c-LDL calculado mediante la formula de
Friedewald. Esta similitud puede ser explicada por el hecho
de que la mayoria de los sujetos estudiados (11 sujetos
sanos, 13 pacientes con ERCT) presentaban una concentra-
cion de TG inferior a 200mg/dL, valor a partir del cual la
formula de Friedewald pierde validez?®. Por otra parte, este
hecho nos ha impedido estimar los componentes de VB para
el colesterol no-HDL, parametro considerado como segundo
objetivo terapéutico por las principales Guias de Practica
Clinica'®"". Por tanto, serian necesarios estudios adiciona-
les en los que se incluyeran sujetos con concentraciones
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séricas de TG superiores a 200mg/mL, tanto para confir-
mar la transferibilidad de los CV, obtenidos para el c-LDL
por ambos métodos como para estimar los datos de VB para
el colesterol no-HDL.

La comparacion de los valores absolutos de los datos de
VB publicados en las bases de datos internacionales' para
lipidos y lipoproteinas séricas con los IC 95% de los CV, y CVg
obtenidos en nuestro estudio, tanto para individuos sanos
como para pacientes con ERCT, muestra que los CV, son equi-
valentes a los publicados, mientras que los CV¢ observados
son significativamente mayores. La estimacion de los CVg, a
diferencia de la de los CV,, es independiente del nimero de
réplicas analizadas o del niUmero de muestras obtenidas por
individuo?®, por lo que las diferencias encontradas para los
CV; podrian ser atribuidas al relativamente bajo nimero de
individuos incluidos en este estudio.

Los resultados obtenidos para el 1 muestran que los lipi-
dos y las lipoproteinas séricas estudiados presentan una
fuerte individualidad'>', lo que pone de manifiesto la
escasa utilidad de los valores de referencia poblacionales
en la interpretacion del perfil lipidico, y apoya las reco-
mendaciones internacionales sobre el empleo de valores
discriminantes fijos para el diagnostico de hiperlipemia’®-'2.
Al no encontrarse diferencias en los datos de VB, los VRC
obtenidos en individuos sanos podrian ser aplicados en el
seguimiento del perfil lipidico de los pacientes con ERCT.
Estos resultados concuerdan con los datos de la bibliografia,
en la que la mayoria de las magnitudes estudiadas presen-
tan valores de CV, similares en estados patoldgicos y en
individuos sanos, con la excepcion de algunos marcadores
bioquimicos especificos de 6rgano como, por ejemplo, la
creatinina en pacientes trasplantados renales'’>'8. Por otra
parte, el empleo de los VRC asimétricos permitiria evaluar
de una forma mas precisa la respuesta al tratamiento de
los pacientes con dislipemia, tanto en la poblacion gene-
ral como en pacientes con ERCT. Para el c-LDL, objetivo
terapéutico clave en la prevencion y seguimiento de las
dislipemias®~’, una adecuada adhesion al tratamiento hipo-
lipemiante se pondria de manifiesto con una reduccion en
su concentracion sérica de, al menos, un 21,5%. En
pacientes con ERCT, debido a su caracteristico perfil
lipidico?*, pueden cobrar especial importancia los VRC asi-
métricos para TG y c-VLDL.

Por Gltimo, el consenso europeo establece que las mejo-
res especificaciones de calidad para un laboratorio clinico
son aquellas obtenidas a partir de los datos de VB™. A
consecuencia de los bajos CV, obtenidos para CT, c-HDL
y ¢-LDL, las especificaciones de calidad deseables deriva-
das para la imprecision son relativamente estrictas (1=2,7,
4,7 y 3,7%, respectivamente), si bien estas especificacio-
nes son habitualmente alcanzables en nuestro laboratorio.
Por contra, las especificaciones de calidad para la impre-
cision obtenidas para TG y c-VLDL son considerablemente
mas permisibles (1=12,4 y 14,7%, respectivamente), por lo
que para estas magnitudes el objetivo para la imprecision
deberia ser el cumplimiento de las especificaciones dptimas
(1 [0,25CV|]1=6,2 y 7,3%, respectivamente). Por otra parte,
debido a los relativamente elevados CV; obtenidos, las espe-
cificaciones de calidad deseables derivadas para B y ET son
superiores a las publicadas para los lipidos y lipoproteinas
séricas'’. Para la implantacion del tratamiento de las disli-
pemias se utilizan valores discriminantes fijos por lo que el

empleo de estos ET podria conllevar una deficitaria aplica-
cion del mismo. Por lo tanto, para el By el ET, son necesarias
unas metas analiticas mas estrictas, como las recomendadas
por la NCEP'". En conclusion, hemos obtenido los datos de
VB para las magnitudes habituales del perfil lipidico, tanto
en individuos sanos como en pacientes con ERCT. Los lipidos
y lipoproteinas séricas presentan una fuerte individualidad,
lo que pone de manifiesto la escasa utilidad de los valores
de referencia poblacionales, recomendandose su compara-
cion con resultados previos del propio paciente a través del
VRC. No se han encontrado diferencias significativas en los
datos de VB generados para los individuos sanos y para los
pacientes con ERCT, por lo que el empleo de los VRC deri-
vados de individuos sanos es adecuado para la identificacion
y control de las dislipemias en este grupo de pacientes. A
este respecto, el uso de los VRC asimétricos permitiria eva-
luar de una forma mas exacta la respuesta al tratamiento
hipolipemiante en los individuos dislipémicos.
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Biological variation of cardiac troponin T in patients
with end-stage renal disease and in healthy individuals
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Abstract

Background: Serum cardiac troponin T concentrations are important predictors of cardiovascular and all-cause mor-
tality in end-stage renal disease. In patients with end-stage renal disease, assessment of serial results is essential to
distinguish between a cardiovascular event and chronic elevation. We employed a high-sensitivity serum cardiac troponin
T assay to evaluate the long-term biological variation in end-stage renal disease patients and in healthy individuals; these
biological variation data were used to define the reference change value and the analytical goals.

Methods: Serum samples were collected from |8 end-stage renal disease patients in steady-state conditions,
one per month for 6 months, and from || healthy volunteers at weekly intervals over 5 weeks. Biological variation
data were derived using analysis of variance.

Results: Baseline serum cardiac troponin T concentrations in end-stage renal disease patients were above the 99th per-
centile of the healthy population and increased with duration of haemodialysis. For end-stage renal disease patients,
within-subject (CV|) and between-subject (CVg) coefficients of variation were 14.7 and 77.8%, respectively, whereas
these were 5.9 and 30.4%, respectively, for healthy individuals. The derived two-tailed and one-tailed reference change
values were 44.1 and 37.1%, respectively, for end-stage renal disease patients, and 21.6 and 18.2% for healthy subjects.
Conclusions: For appropriate clinical management of end-stage renal disease patients in the context of a cardiovascular
event, regular monitoring of serum cardiac troponin T concentrations could be important in order to allow future
comparison through reference change value. Biological variation data in end-stage renal disease patients were significantly
higher than for healthy individuals; therefore, the use of proper reference change value data is recommended. Moreover,
the observed CV, values provide demanding imprecision goals for current technology.

Keywords
Analytical quality specifications, biological variation, cardiovascular disease, chronic renal disease, high-sensitivity cardiac
troponin T
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stratification of cardiovascular events are key issues in
the clinical management of these patients. More
than 10 years ago, elevations of serum cardiac troponin
(S-cTn) concentrations were reported in ESRD
patients,*> although some of these increases occurred
without evidence of cardiac damage or clinical symp-
toms,®” and no correlations were observed with serum
creatinine concentrations.® Nevertheless, high S-cTn
concentrations have their own clinical relevance, since
they have been proven to be important predictors of
long-term, cardiovascular and all-cause mortality in
ESRD patients.”'”

According to a recent update of the universal defin-
ition of acute myocardial infarction (AMI),!" the diag-
nosis of AMI requires the detection of an increase in
cardiac biomarkers, preferably cardiac troponin I (S-
c¢Tnl) or T (S-cTnT), with at least one concentration
above the 99th percentile limit of a healthy population,
along with clinical or electrocardiographic findings of
acute myocardial ischaemia. This discriminatory limit
has to be measured with less than 10% imprecision.'"'?
The new high-sensitivity (hs) serum troponin assays
(hs-S-cTnl and hs-S-cTnT) are able to quantify concen-
trations of S-cTn in the low ng/L range and have
allowed the concentrations for the 99th percentile cut-
off to be established with optimal imprecision.'*!'*

However, this higher sensitivity has been associated
with an increase in the number of abnormal S-cTn con-
centrations observed in various chronic conditions with
cardiac involvement, such as ESRD, which continues
to hinder the diagnosis of AMI in these patients.
Guidelines endorsed by the National Academy
of Clinical Chemistry, the American College of
Cardiology, the European Society of Cardiology and
the American Heart Association have addressed this
issue'” and, for patients with chronically elevated
S-cTn concentrations, a 20% change from the baseline
concentration 6-9 h after the onset of clinical symptoms
has been recommended as indicative of AMI. This limit
was based on three times the analytical imprecision
described for most S-cTn assays in the concentration
range observed in AMI and not on the biological
variation (BV) of the ¢Tn.

BV has been defined as the inherent random vari-
ation in analyte concentration due to the physiological
balance between metabolic turnover and homeostatic
regulation. Two components, termed within-subject
BV, which is described as the average random fluctu-
ation around a homeostatic set-point, and
between-subject BV, defined as the difference between
the set-points of individuals, have been distin-
guished.'®™'” In mathematical terms, these data are
expressed as coefficients of variation (CV): CV; and
CVg, respectively. Quantitative BV data have been
used for several purposes, including assessing the utility

of population-based reference intervals through the
index of individuality (II)'® and calculating the refer-
ence change value (RCV) required for assessment of the
significance of changes in serial results from an individ-
ual."” Likewise, it has been suggested that desirable
analytical quality specifications are best based on BV
components.

It is common practice to use RCV estimated from
healthy individuals in monitoring the clinical course of
patients in order to discriminate significant changes in
serial analytical results. However, underlying pathology
may alter both the analyte homeostatic set-point and
the variation around that set-point; therefore, the use of
RCYV derived from healthy individuals may not be suit-
able for monitoring patients with chronic advanced dis-
ease. Accordingly, an increasing number of studies of
BV for biochemical markers in different pathological
conditions have been published.?! Of note is the fact
that despite the potential advantages of the use of
RCV in the evaluation of S-cTn changes, the assess-
ment of BV in healthy individuals has not been possible
until the development of the hs assays. Recently, several
studies have been published on the BV for these mar-
kers in healthy individuals** *> and in patients with
stable coronary artery disease;*® however, no specific-
ally designed studies on BV have been reported for
ESRD patients.

In the present study, we used a new hs-S-cTnT assay
to obtain BV data in both ESRD patients and healthy
individuals in long-term steady-state conditions. These
data have been used to assess the II, the RCV and to
define analytical quality specifications for imprecision
(I), bias (B) and total error (TE).

Material and methods
Subjects

To estimate S-cTnT BV data in ESRD, a cohort of 20
patients undergoing chronic conventional HD three
times a week at the Service of Nephrology of San
Agustin Hospital (Avilés, Asturias, Spain) was selected.
The study inclusion criteria were: age <75 years old, no
history of cardiovascular events, no hospital admissions
during the study period or in the previous 3 months, no
significant variations in biochemical monitoring during
the same periods and stable dry weights throughout the
scheduled HD programme. During the follow-up
period, two patients were hospitalized due to pneumo-
nia and unexplained fever; therefore, they were
removed from the study, leaving 18 subjects (11 females
and seven males; age range, 31-75 years).

For comparison, samples from 11 apparently
healthy volunteers (eight females and three males; age
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range, 21-50 years), recruited for a previous BV study,
were used for the estimation of S-cTnT BV data in
healthy individuals. None of the subjects had a history
of cardiovascular disease, renal disease or any other
condition known to affect troponin concentrations.

The study was approved by the institutional review
board and the design and execution of the experiment
were explained thoroughly to the participants, and
informed consent was obtained.

Specimen collection

All samples were collected in plain tubes (Vacuette,
Greiner Bio-one, Madrid, Spain) by conventional vene-
puncture after an overnight fast, with subjects in a sit-
ting position and avoiding venous stasis. Samples from
ESRD patients were collected once a month, before
the HD treatment. An average of five samples per
patient was obtained during a study period of 6
months. Specimens from each healthy volunteer were
obtained once a week for 5 weeks at the same time of
day (8:30-10:00), under standardized conditions to
minimize sources of preanalytical variation. All serum
specimens from both healthy individuals and patients
were allowed to clot for 30 min at room temperature,
centrifuged at 3500 g for 10 min, aliquoted and stored at
—80°C for a maximum of 11 months before analysis;
this temperature has been shown to maintain S-cTnT in
a stable state for up to 12 months.?’

Analytical methods

Measurements of S-cTnT concentrations were per-
formed with the ECLIA Short Turn Around Time hs-
S-cTnT assay in a Cobas e411 analytical system (Roche
Diagnostics, Barcelona, Spain) according to the manu-
facturer’s specifications. The limit of blank (LoB) and
the limit of detection were determined as 3 and 5Sng/L,
respectively, and the 99th percentile concentration for
healthy individuals was 14ng/L."”* Routine internal
quality controls at two concentrations (26 and
1920 ng/L) were processed to assess method perform-
ance. The assay was also evaluated on a regular basis
through participation in a national external quality
assessment scheme.

Before analysis, all samples were thawed at room
temperature and mixed to ensure homogeneity. To
remove interbatch analytical variation, all samples
from the same group, whether healthy individuals or
ESRD patients, were assayed in the same batch. To
calculate intrabatch analytical variation, the first
sample collected from each subject was analysed in
duplicate (thus intrabatch analytical variation has
been calculated in the subject’s samples matrix).
Single lots of reagents and calibrators were employed,

and the whole procedure was performed by a single
analyst to minimize the analytical variation.

Statistical analysis

The statistical analysis was carried out with SPSS soft-
ware (15.0 for Windows, SPSS Inc., Chicago, IL). The
Levene test was used to confirm the homogeneity of
variances. Normal distribution was assessed in both
the overall data-set and each individual data-set by
the Shapiro—-Wilk test and by verification of the
straightness of a normal plot; S-cTnT concentrations
in both healthy subjects and ESRD patients showed a
non-Gaussian distribution. Kruskal-Wallis and Mann—
Whitney test were used for median comparisons, as
appropriate, and p <0.05 was considered statistically
significant. Logarithmic transformations were per-
formed before applying the Cochran test to exclude
outlying values from the individual subjects (within-
subjects data) and the Reed test to eliminate mean
outlying values (between-subjects data).

Overall, the S-cTnT concentrations were not nor-
mally distributed, while individual data-sets from each
subject showed normal distribution. In these situations,
Fraser and Harris'® have discouraged the use of
logarithmic transformations of data to calculate BV
components.

Analytical variance (SD?) was calculated from the
differences between the duplicates according to the for-
mula: SD,?=%d?*2N, where d is the difference
between duplicates and N is the number of duplicates.
The SD,” is expressed as relative SD4 to the mean of
duplicates (CV,). One-way analysis of variance was
applied to divide the total variance into between-sub-
jects (SDg?) variance and total within-subjects variance
(SD+?). Since SD1y? includes both biological and ana-
lytical components, the within-subjects variance (SD;?)
was obtained by subtraction, using the formula:
SD;> =SD>~SDA”. Within- and between-subjects BV
was expressed as CV by the use of the homeostatic
mean of each individual (CV)) and the overall mean
(CVg), respectively. The 95% confidence intervals
(95% CI) for CV were calculated according to the for-
mula from Miller.”®

BV data for S-cTnT in both healthy individuals
and ESRD patients were used to calculate the desir-
able analytical quality specifications as 1=0.5CVy,
B=0.25(CV® +CVg)'"?,  TE=1.65(0.5CV;)+0.25
(CVP2+CVa)'? and I as II=(CV +CVpaH)'Y?
CVg. RCV was calculated as the probability of a rise
or a fall (one-tailed; Z-score =1.65) and as the prob-
ability of a change (two-tailed; Z-score=1.96) at
p<0.05 as RCV=2Y**Z(CVA> +CV{?)'2. Because
the global distribution of S-cTnT data was slightly
skewed, RCVs were also evaluated with the lognormal
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approach that was first described in equations formu-
lated by Fokkema et al.,”> who used the total intrain-
dividual coefficient of variation (CVy;) of non-log-
transformed data to estimate the o parameter of the
lognormal distribution. The asymmetrical limits for
the upward value for the lognormal RCV (RCV,)
and for the downward value (RCV,,,) were determined
as follows: RCV, o =[exp(Z x 2'* x 0)-1] x 100, and
RCV,ep = [exp(-Z x 2" x 0)-1] x 100.

Results

The distribution of S-cTnT results for long-term BV in
ESRD patients and healthy individuals is shown in
Figure 1. Four ESRD patients showed median
S-cTnT concentrations significantly higher (p <0.05).
None of these patients had a medical history of hyper-
tension, arteriosclerosis or echocardiographic findings,
and no large differences in body mass index, mean con-
centration of serum C reactive protein, medication or in
the aetiology of ESRD were found. Two of them had

(a) 140
120
100
80
60

HH

hs ¢TnT, ng/L

40
20

hs ¢TnT, ng/L
[+] [+
—0—

higher mean concentrations of serum triglycerides
(45%), cholesterol (30%) or low density lipoprotein
cholesterol (30%) than the other patients during the
follow-up period. Observed cTnT concentrations were
above the assay LoB, except for one sample from a
healthy subject, which was identified as an outlier and
removed from the study. All data from healthy individ-
uals were below the 99th percentile limit of 14ng/L,
while the 98% c¢TnT concentrations from ESRD
patients were above this clinical decision-making point.

Table 1 presents S-cTnT BV components (CVy,
CVg) for healthy individuals and ESRD patients, as
well as the II, the RCVs and the desirable quality spe-
cifications derived from these BV data. Also shown are
the S-cTnT median and range, the intrabatch analytical
imprecision and the number of data available after the
exclusion of outliers. Less than 2% of data were
excluded and exclusions were distributed evenly
between groups and subjects. As can also be seen
in Figure 1, the subjects showed mild changes in the
S-cTnT concentrations and the median (interquartile

n—..—aﬂ

HH B

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Subjects
M
} 3
: BRI
&
5 6 7 8 9 10 11
Subjects

Figure 1. Serum cardiac troponin T (S-cTnT) concentrations. Data are presented as median concentrations. (a) Biological variation
results for ESRD patients in |8 subjects over a 6-month period. (b) Biological variation results for healthy individuals in || subjects

over a 5-week period.
M: Male.
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range (IQR)) for the range of concentrations measured
within each subject was 1.5ng/L (0.6) in healthy indi-
viduals and 13.2ng/L (11.5) in ESRD patients.

The estimated CV; was 8.1 and 16.2%, and CV4
was 5.1% (duplicate median S-cTnT =8.3ng/L) and
6.0% (duplicate median S-cTnT =43.6ng/L) for
healthy individuals and ESRD patients, respectively.
Median S-cTnT concentrations observed in ESRD
patients (43.2ng/L) were significantly higher than
those in healthy individuals (7.8 ng/L), like the within-
and between-subject BV, according to the 95% CI. Due
to the differences in CVy data, the estimated RCVs for
ESRD patients were more than twice those calculated
for healthy individuals. As expected, the upward and
downward RCVs calculated from the lognormal
approach were consistent with the RCV obtained
from the standard approach for both healthy individ-
uals and ESRD patients.

To assess the potential effect of the duration of HD
treatment on the S-cTnT concentrations or the BV

Table I. Biological variation data and derived parameters for
serum cardiac troponin T in healthy individuals and ESRD
patients.

Healthy Individuals ~ ESRD Patients

N 53 94
Median (IQR) (ng/L)* 7.8 (2.0) 432 (33.5)
Range (ng/L) 46-102 11.6-123.3

CVa (%) 5.1 6.0

CV, (95% Cl) (%) 5.9 (4.8-7.0) 14.7 (12.6-16.9)
CVs (95% Cl) (%) 30.4 (24.0-36.7) 77.8 (61.2-94.4)
Il 0.20 0.20

Two-tailed RCV (%)  21.6 44,

' RCV pos (%) 355 76.6

' RCV neg (%) —262 —434
One-tailed RCV (%) 18.2 37.1

"RCV pos (%) 29.1 61.4

"RCV eg (%) -22.5 —38.1

| (%) 3.0 -

B (%) 7.7 -

TE (%) 12.6 -

B": derived desirable analytical quality specifications for bias; CVa: intra-
batch analytical imprecision; CVg: between-subjects coefficient of vari-
ation; CV|: whitin-subjects coefficient of variation; ESRD: end-stage renal
disease; II: index of individuality; 1™ derived desirable analytical quality
specifications for imprecision; IQR: interquartile range; N: number of data
available after the exclusion of outliers; 95% Cl: 95% confidence interval;
One-tailed RCVs: uni-directional reference change value (Z=1.65, 95%
confidence); RCV,,: downward (negative) lognormal RCV; RCV,.:
upward (positive) lognormal RCV; TE: derived desirable analytical quality
specifications for total error; Two-tailed RCVs: bi-directional reference
change value (Z=1.96, 95% confidence).

*Statistically significant differences at p < 0.05 by Mann—Whitney test.

data, two groups were established within the ESRD
patients: group 1 (<1 year; eight females, one male;
age range 31-75 years), group 2 (>1 year; three females,
six males; HD time range 1-4 years; age range 34-75
years). As presented in Table 2, the median (IQR)
S-cTnT concentrations found in the two established
ESRD groups and the median (IQR) for the range
of concentrations measured within each subject were
35.6ng/L (22.1) and 6.4ng/L (7.4) for group 1
(<1 year on HD treatment), and 47.6 ng/L (23.1) and
18.3ng/L (5.3) for group 2 (>1 year on HD treatment),
respectively. Comparison of the medians of the two
groups showed a statistically significant increase in
the S-cTnT concentration with duration of HD treat-
ment (p < 0.05). Otherwise, no effect was observed on
the BV data.

Discussion

The presence of high baseline ¢Tn concentrations in
ESRD patients without signs of myocardial ischaemia
has been widely documented and is associated with an
increase in morbidity and mortality.”'° The develop-
ment of hs-S-cTn assays has made possible the detec-
tion of mild increases of ¢cTn concentration in patients
with other chronic conditions, as well as in the general
population,* ?® allowing subjects with either silent, or
clinically underestimated, cardiac disease to be identi-
fied. Paradoxically, this increase in analytical sensitivity
has raised concerns about interpretation and clinical
relevance in the clinical setting.*°

The increasing interest in the usefulness of BV data
for the management of patients has encouraged studies
in specific pathologies: for instance, in renal transplant
patients to detect acute rejection’’; in congestive heart
failure for therapeutic monitoring**** or in stable cor-
onary artery disease.”® Despite the need to assess serial
observations of S-cTnT to recognize an acute cardiac
event in ESRD patients, no specifically designed studies
on BV have previously been reported. In this study, we
have generated BV data for S-cTnT in ESRD patients
and compared these with data obtained in healthy indi-
viduals, employing an hs-S-cTnT assay which provides
the required imprecision.

Some limitations of the study design should be con-
sidered when assessing the results shown. The control
group was younger than the ESRD group; therefore,
direct comparison of BV data must be performed with
caution. There are differences in the number of subjects
included and in follow-up periods between healthy and
ESRD subjects; however, it has been reported that the
estimates of BV are usually similar, irrespective of
the time scale of the study and the number of subjects
included.'®!”3* Likewise, the influence of differences in
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Table 2. Effect of the time undergoing haemodialysis in serum
cardiac troponin T concentrations and biological variation data.

Group |* Group 2°

(< lyear) (>1 year)
Number of subjects 9 9
N 49 45
Median (IQR) (ng/L)* 35.6 (22.1) 47.6 (23.1)
Range (ng/L) 11.6-101.7 24.0-123.3
CV, (95% Cl) (%) 16.4 (13.1-19.8) 13.1 (10.3-15.9)

CVe (95% Cl) (%) 89.4 (60.6-1182)  60.7 (44.0-77.4)

*Groups established according to the time undergoing haemodialysis:
<| year and >1 year.

CVg: between-subjects coefficient of variation; CV;: within-subjects coef-
ficient of variation; IQR: interquartile range; N: number of data available
after the exclusion of outliers; 95% CI: 95% confidence interval.
*Statistically significant differences at p < 0.05 by Mann—Whitney test.

the duration of observation could be minor according
to the steady-state conditions in both groups. On the
other hand, our data reflect only the pre-HD-situation;
therefore, further studies may be needed to evaluate the
acute effect of ultrafiltration or that of peritoneal dia-
lysis on S-cTnT concentration and BV data.

S-cTnT exhibited a low CVj value (14.7%) relative
to the CVg (77.8%) in ESRD patients, which might
suggest a limited turnover of cardiac myocytes in the
presence of larger differences in the rates of cell turn-
over or renal clearance among patients. This CV; value
agrees with that reported by Jacobs et al.'*
(CVi=13%) in a 6-month follow-up study of 15
ESRD patients without cardiovascular complications.
Interestingly, the CVy value in our ESRD patients was
twice that obtained in healthy individuals
(CV1=5.9%), indicating that chronic renal disease
modifies the variation of S-cTnT around the homeo-
static set-point, as has been reported for some
organ-specific markers such as creatinine in renal
post-transplantation.’! BV data generated for healthy
individuals differ considerably from the hs-S-cTnT data
previously published by Vasile et al.,*> who reported
CV; and CVg values of 94% in an 8-week follow-up
study on 19 healthy volunteers, and, to a lesser extent,
from a recent study by Frankestein et al.,*® which
assessed the hs-S-cTnT BV data in 15 subjects during
a 4-week follow-up, showing CV; values of 30%.
Despite differences in the kinetics of release and clear-
ance between S-cTnT and S-cTnl,*® our data bear more
resemblance to those reported for hs-S-cTnl by Wu
et al.,** who studied 17 healthy subjects for 8 weeks
(CVi=14%; CVg=063%), and those of Vasile
et al.,>> in 19 healthy subjects for the same period
(CV=2.6%; CVg=41.6%). Potential reasons for
observed discrepancies in hs-S-cTnT BV data include

differences in subject selection and the statistical treat-
ment of data. For instance, the number of serum con-
centrations reported in some studies close to or below
the LoB of the assays might affect the accurate estima-
tion of BV data, since measurements in the very low
range of detection are always associated with increased
imprecision. Thus, Browning et al.*® advise against the
estimation of BV data from an analyte if the available
assays do not fulfil the minimum analytical require-
ments that ensure the analytical component is <20%
of the total variance found. That strong influence was
also shown in the study by Roraas et al.>*

Overall, 98% of the ESRD patients showed S-cTnT
concentrations above the 99th percentile of the healthy
population and a significant increase in these concen-
trations with the duration of HD treatment was
observed. This is in agreement with the data published
by Willging et al.,*” who noted that longer duration of
HD treatment was associated with higher S-cTnT con-
centrations. On the contrary, BV data do not seem to
be affected by the duration of HD treatment in our
patients. The mechanism of serum S-cTnT elevation
in asymptomatic ESRD patients is not clearly estab-
lished, but it has been considered to reflect the onset
or aggravation of a coronary artery disease, congestive
heart failure, left ventricular hypertrophy or microin-
farctions.'®*%3 Therefore, it would be useful to con-
sider S-cTnT as a biomarker in the primary prevention
of cardiovascular disease in those ESRD patients with a
longer time in HD as they appear to be at higher risk.
Moreover, measurements of S-cTnT concentration in
periods of clinical stability could become an essential
requirement in order to establish baseline concentra-
tions that will allow future comparison through the
RCYV and, therefore, an appropriate clinical manage-
ment of these patients.

The low II values obtained in both ESRD patients
and healthy subjects (<0.6) show that S-cTnT has
marked individuality.'® This confirms the limited
value of population-based reference intervals or defined
cut-off decision-making limits in the diagnosis of AMI
and supports the notion that serial testing is the key
approach for an appropriate clinical interpretation of
S-cTnT changes in both populations.

The long-term RCV calculated here for healthy indi-
viduals may support the percentage of increase (20%)
recommended as evidence of AMI in recurrent infarc-
tion'" or in subjects with chronically elevated S-cTnT
concentrations,'> which is based on the common ana-
Iytical imprecision, although higher changes would be
required (29.1 or 35.5% for one- or two-tailed RCV .,
respectively) if skewed distributions of the S-cTnT con-
centrations were considered. However, RCVs obtained
for ESRD patients were twice the recommended
percentage, which means that attributing -clinical
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significance to 20% change may be associated with a
larger number of false positive cases. On the other
hand, the potential increase in false negatives with the
higher RCV obtained in these high-risk patients for
acute coronary syndrome could be attenuated by the
shorter time of hs-S-cTnT reanalysis, indicated at
3-6h after the onset of symptoms.'' It should be
noted that RCVs derived from healthy individuals
play a role in identifying myocardial damage in the
early stages of chronic kidney disease as there is usually
a progressive transition from the non-diseased to dis-
cased states. Nevertheless, for ESRD patients the use of
the RCV derived from advanced disease-specific BV
data seems to be more appropriate, in particular the
more stringent one-tailed RCVs, since a significant
increase is the only change to be considered.*

Finally, the European consensus established that the
best quality specifications in laboratory medicine are
those based on BV.?® As a consequence of the low
CV; value observed for S-cTnT in healthy individuals,
the derived desirable analytical goals for I, B and TE
are quite stringent. Nevertheless, the minimum goal for
imprecision (0.75CV;) 1is usually achieved in our
laboratory.

In summary, BV data for S-cTnT have been gener-
ated by the use of the new hs assay, observing a rela-
tively low CVj in relation to the CVg in both healthy
individuals and ESRD patients. Due to their likely dif-
ferent homeostatic regulation, BV data for ESRD
patients were significantly higher than those for healthy
individuals; therefore, the use of appropriate RCV data
is recommended for the evaluation of changes in serum
S-cTnT. For appropriate clinical management of these
patients in relation to the development of cardiovascu-
lar events, the regular monitoring of the S-cTnT con-
centrations could be important in order to allow future
comparison through the RCV.
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