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1. Objetivos
Los objetivos del presente trabajo son:

= Realizar una bulsqueda bibliografica sobre el problema de la hiperfosfatemia en el
ambito de la insuficiencia renal y sus posibles soluciones.

= Realizar una busqueda bibliografica sobre los principales quelantes de fdsforo, su
clasificacion y mecanismo de accion.

= Realizar una busgueda bibliogréfica sobre los principales métodos experimentales in
vitro e in vivo para evaluar eficacia de los quelantes de fosforo asi como las

metodologias para su determinacion analitica.

= Implementar en el laboratorio un método experimental in vitro para evaluar la eficacia
de quelantes de fosforo.
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2. Introduccidn. La insuficiencia renal: hiperfosfatemia e hipercalcemia

Segln la IUPAC (2014)!, un agente quelante es una molécula en la cual ha de haber dos sitios
de unién como minimo para enlazarse a un solo “4tomo” central, pero también se indica que a
menudo este término se restringe a iones metalicos. En el presente trabajo, el concepto de
quelante de fosforo se usa en su terminologia médica, y no en su sentido estrictamente
quimico, pues clinicamente los quelantes de fosforo se refieren a la quelacion de fosfato en el
tracto gastrointestinal en su forma quimica adecuada segin el pH de trabajo. Asi, en
condiciones fisioldgicas, nos referimos principalmente a los aniones dihidrogenofosfato e
hidrogenofosfato (H2PO4~ y HPO42") siendo los quelantes de fosforo generalmente cationes
que pueden secuestrar el fosfato a nivel gastrointestinal y, a diferencia de su definicion
estricta, la interaccién metal-fosfato tiene lugar por un Unico sitio de unién. Asi pues, cuando
nos referimos a quelantes de fosforo significa simplemente que hay una interaccion entre el
fosfato y un cation para “secuestrarlo”. Para simplificar la nomenclatura, a lo largo de este
trabajo nos referiremos al fosfato secuestrado, en sus diferentes formas quimicas en funcion
del pH, como (P).

El fosforo se puede ingerir por medio de bebidas refrescantes, ya que contienen &cido
fosforico, y por medio de las proteinas de carnes y pescados. Su absorcién se produce por
todo el intestino delgado pero el lugar donde ocurre de manera mas eficaz es en el yeyuno. Lo
hace en forma de H2PO4  y HPO42". Hay dos tipos de mecanismos de absorcién que se han
sugerido. Uno de ellos es mediante un transporte activo, dependiente de Na*, que es
incrementado por la forma activa de la vitamina D y puede ser bloqueado por mercurio,
arseniato y calcitonina. Se da normalmente en el intestino proximal?. El otro mecanismo es un
transporte pasivo que se da principalmente en el yeyuno e ileon?. Es dependiente de la
concentracion de fosfato en el lumen intestinal. Si la concentracion es baja, tiene lugar el
primer mecanismo. Asimismo, la absorcion esta influenciada por el sistema endocrino y por
la interaccion con otras sustancias en el lumen. La forma activa de la vitamina D aumenta la
absorcion de fosfatos? y la hormona paratiroidea (HPT), a su vez, aumenta la sintesis de
vitamina D. Por otra parte, la presencia de Ca2* puede hacer que disminuya la absorcion de
fosfatos al formar un fosfato calcico insoluble. ElI 30 % de los fosfatos ingeridos se excretan
por los excrementos?, siendo el rifién la via principal de excrecion.
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Figura 1. Absorcion intestinal del fosfato.

Los problemas con los niveles de fosforo pueden venir de anomalias o enfermedades de
ciertos 6rganos como pueden ser los rifiones. El grado de anomalia de éstos determinara las
futuras consecuencias que sufrira el organismo y los métodos que se llevaran a cabo para
paliarlas.
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La insuficiencia renal es una enfermedad causada por el mal funcionamiento de los rifiones.
Los rifiones en esta situacion no filtran adecuadamente las toxinas y demés compuestos cuya
eliminaciobn es necesaria (a través de la orina) para no producir intoxicaciones o para
mantener los niveles adecuados. Si los rifiones no cumplen su funcion de filtracidn
correctamente, se puede elevar la presion arterial, retener el exceso de liquidos y producir
menor cantidad de glébulos rojos. La insuficiencia renal puede manifestarse de forma aguda o
cronica.

La insuficiencia renal aguda (IRA)® es mayoritariamente de caracter reversible y
generalmente se da en forma aislada, aunque en algunos casos puede venir acompafiada de
insuficiencias de otros Organos. Se diagnostica cuando los niveles de creatinina o nitrégeno
ureico sanguineo estan anormalmente elevados durante varios dias 0 semanas. La creatinina
es un compuesto producido por la degradacion de la creatina, que es (til en la actividad
muscular, y el nitrogeno ureico es el nitrdgeno perteneciente a la urea, que se forma al
degradarse las proteinas. Normalmente, se trata controlando la entrada y salida de liquidos del
cuerpo insertando un catéter urinario, un tubo flexible de latex que se inserta en la uretra y va
hacia la vejiga.

La insuficiencia renal cronica (IRC)* es irreversible y puede causar dafios cardiovasculares,
anemia o pericarditis. Se da en aproximadamente un 10 % de la poblacién mundial® y en su
Utima fase se trata mediante dialisis para destoxificar la sangre. A diferencia de la IRA, el
aumento de la creatinina en sangre se da progresivamente durante meses o afios. Uno de los
posibles efectos que puede causar la IRC es un aumento en la concentracién de fosfato en
sangre (debido a que no se excreta) que conduce a la enfermedad conocida como
hiperfosfatemia. En IRC hay 5 estadios o fases de desarrollo (siendo 1 la mas leve y 5 la més
grave) y la hiperfosfatemia aparece en los estadios 4 ¢ 5, momento en el cual la homeostasis
del cuerpo ya no puede controlar los niveles de fosforo.

La hiperfosfatemia acelera el proceso de calcificacion cardiovascular®, que consiste en la
deposicion de sales de fosfato de calcio en los vasos sanguineos y el corazon. En presencia de
niveles de calcio y fosfato anormales, puede tener lugar la precipitacion patoldgica de varios
fosfatos de calcio, y de hecho el 80 % de los pacientes en didlisis presentan algin nivel de
calcificacion cardiovascular. La hipercalcemia y la hiperfosfatemia representan la fuerza
motriz (termodinamica) de la calcificacion cardiovascular. No obstante, existen sustancias que
pueden promover o inhibir este proceso desde el punto de vista cinético, como por ejemplo la
fetuina-A®10, Esta calcificacion extraesquelética puede ser en vasos sanguineos, miocardio 0
valvulas cardiacas y se ha encontrado en forma de tres estructuras: hidroxiapatita, whitlockita
y fosfato de calcio amorfoll. Si bien todas son variedades distintas de fosfato calcico, la
whitlockita presenta un cierto nivel de impurezas de magnesio sustituyéndose Ca?* por Mg?*.
En la siguiente tabla se observan los compuestos derivados de fosfatos de calcio que se
producen en los organismos vivos. Los mas insolubles son los que se forman en la
calcificacion cardiovascular.

Tabla 1. Solubilidad de los fosfatos de calcio que se forman en los organismos’.

Ca/P Composicion Nombre PKops
1 CaHPO4 Monetita 6,9
1 CaHPO4-2H20 Brushita 6,59
1,33 Cag(HPO4)(PO4)4-5H.0 OoCP 68,6
1,43 Ca10(HPO4)(PO4)s Whitlockita 81,7
1,67 Ca10(PO4)s(OH)2 Hidroxiapatita 117,2
1,50 Ca1o0(HPO4)(PO4)s(OH) HA defectuosa 85,1
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La calcificacion arterial se produce en la tlnica intima y media®10. La calcificacion producida
en la tinica intima viene acompafiada de la acumulacién de lipidos, pero si lo hace en la
tnica media no es asi. La calcificacion en la tanica media, también llamada tipo Monckeberg,
implica una transformacién de las células del misculo liso vascular en condrocitos u
osteoblastos, es decir, células que producen matriz cartilaginosa y Osea respectivamente. Este
hecho conduce a una rigidez del vaso, lo que provoca un aumento de la presion y velocidad de
la onda del pulso®19, Se han sugerido 4 posibles mecanismos de calcificacion vascular pero el
mecanismo de formacion exacto todavia no se conoce. Los mecanismos sugeridos son:
pérdida de inhibicion de calcificacion, induccion de la formacién Gsea, complejos circulantes
gue son nucleos de calcificacion derivados del hueso en continua remodelacion y la muerte
celular (acttan como nlicleos de cristalizacion)®. Los pacientes con IRC y que presentan
calcificacion en la tinica media suelen ser mas jovenes que los que la presentan en la intima.
Mas de la mitad de muertes por enfermedad renal terminal se deben a enfermedades
cardiovasculares®.

Intimal cakcification adventitiz Medial cakcification

athanosclentic plague

Figura 2. Estructura simplificada de los vasos sanguineos y los tipos de calcificaciones'°.

El calcio, al precipitar junto al fosfato, disminuye sus niveles en sangre y se produce
hipocalcemia. La HPT se encarga de regular los niveles de calcio y fosfato. Si hay deficiencia
de calcio, capta calcio de los huesos haciendo que se pierda masa 6sea. La enfermedad de
pérdida de hueso debida a insuficiencia renal cronica se llama osteodistrofia renal. De esta
manera, el paciente, aparte de sufrir IRC, hiperfosfatemia e hipocalcemia, padece problemas
en la circulacion de la sangre y en los huesos. Pero, aparte de contribuir a la pérdida de masa
Osea, la hormona se ve alterada por todos estos cambios, se convierte en insensible a los
niveles de calcio, y provoca un excesivo transporte de calcio a la sangre que desemboca a
hipercalcemia. Para mitigar este proceso, llamado hiperparatiroidismo secundario, dichos
pacientes son tratados con calcimiméticos que son farmacos utilizados para disminuir los
niveles de HPTO, Por otro lado, hay otras sustancias que regulan la homeostasis del calcio y/o
fosforo que son la vitamina D y la hormona FGF-23 y se han de tener muy en cuenta sus
niveles a la hora de tratar a los enfermos.

La vitamina D se encarga de la absorcion de ambos y de la formacion de hueso a partir de
éstos. Los drganos encargados de activarla son los rifiones y el higado. Por este motivo, la
cantidad de vitamina D que debe consumir un paciente de dialisis debe estar estrictamente
controlada ya que por una parte es necesaria pero por otra puede agravar la hiperfosfatemia.
La vitamina D puede ser activada en el cuerpo a partir de colecalciferol, al recibir rayos
ultravioleta, por lo que la exposicion a la luz solar debe ser controlada. Finalmente, la
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vitamina D inhibe la secrecién de HPT, por lo que su administracion debe ser controlada
minuciosamente.

La hormona FGF-23 (fibroblast growth factor 23) se encarga de la regulacion del fosforo. Es
secretada por los osteocitos cuando hay altos niveles de la forma activa de la vitamina D
(calcitriol). Disminuye la expresiébn de un cotransportador sodio-fosfato en el tdbulo
proximal'2, es decir, en una parte de la nefrona que es la que se encarga de filtrar la sangre en
el rifién. Por tanto, esta hormona evita la reabsorcion de P y aumenta su excrecion cuando hay
niveles elevados de éste. Ademas, también reduce la activacion de la vitamina D, con lo que
disminuye la absorcion intestinal de fosforo y calcio, e inhibe la secrecién de HPT13,
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3. Quelantes de fosforo (P-binders)

3.1. (Qué son?

Los quelantes de fosforo, conocidos también como phosphate binders o P-binders (en inglés),
son farmacos encargados de interaccionar con el fosfato ingerido para formar un producto
insoluble en el tracto gastrointestinal antes de que se absorba principalmente en el intestino
delgado®*. Al no absorberse y, en consecuencia, no ser transportado a la sangre, se excreta a
través de las heces.

3.2. Mecanismo de accion

Los quelantes de fosforo se enlazan al fosfato en el tracto gastrointestinal haciendo que el
producto formado insoluble no interaccione de manera eficaz con las proteinas
transportadoras de la membrana de las células intestinales. Estas células son conocidas como
enterocitos y se encargan de absorber las sustancias deseables para la homeostasis del
organismo Yy transportarlas al torrente sanguineo. Al no producirse la absorcion, el fosfato
quelado sigue a través del tracto gastrointestinal hasta ser excretado por las heces. El fosfato
se absorbe rapido a partir de los alimentos, por tanto los quelantes se han de tomar de forma
concomitante con las comidas®®.

Absorcion de fosfato
hacia la sangre
(N N NN N N N N OO N N N
u
o q Q\ e e /.— ° e
Alimentacion => L. 9 f.— > _‘J —) => Heces
& . . a
D Enterocito
L] Fosfato
"'7 Quelante

Figura 3. Mecanismo de accién de los quelantes de fosfato en el intestino.

3.3. Uso de los P-binders en insuficiencia renal

La primera medida en pacientes con hiperfosfatemia consiste en modificar la dieta para
controlar la ingesta de fésforo. Sin embargo, esta medida es insuficiente para una correcta
homeostasis y, adicionalmente conlleva un riesgo de desnutricion. Por tanto, una estrategia
para regular los niveles de fosfato en sangre en pacientes que sufren IRC en estadio 5 (con
tratamiento de didlisis), 0 a veces también de aquellos con funcion renal normal, es la terapia
con quelantes de fosforo®. Al excretar mayor cantidad de fosfato hace que se pueda absorber
méas calcio en los enterocitos. Méas del 25 % de los pacientes en dialisis todavia tienen niveles
de fésforo en sangre por encima del rango normal a pesar de utilizar quelantes!’.

Existen numerosos quelantes de fosfato que se han sintetizado y probado experimentalmente
en diferentes investigaciones. Al principio se empezd utilizando quelantes basados en calcio;
su eficiencia a nivel de control de la fosfatemia es adecuada, pero existe preocupacion entorno
a su utilizacion debido al aporte de calcio que provocan y su efecto sobre la calcificacion
cardiovascular en general y arterial en particular. Si bien siguen usdndose en mas del 40 % de
enfermos de didlisis, se han buscado otras alternativas'® y siguen abiertas lineas de
investigacion para hallar nuevas sustancias con un perfil adecuado. Sin embargo, aln no
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existen estudios regulatorios que demuestren que la reduccion de fosfato en sangre de
enfermos renales mediante tratamiento farmacoldgico reduce la morbilidad y mortalidad
cardiovascular. Si bien existe una correlacion directa y se sabe que altos niveles de fosfato
aumentan el riesgo de mortalidad, no se ha demostrado todavia que una reduccion de la
fosfatemia pueda prolongar la vida, pero si que hay una asociacidon entre la supervivencia y el
tratamiento con quelantes de fosforol®. En la siguiente figura 4 se ve que hay una relacion de
mayor supervivencia de los pacientes con altos niveles de fosforo en sangre si toman
quelantes de fosforo para disminuirlos.

95+
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Figura 4. Relacion entre la supervivencia de los pacientes con IRC tratados y no tratados con
quelantes de fosforo frente al tiempo.

Mo Phosphorus Binder |

Tampoco hay certeza absoluta sobre si el tratamiento con quelantes debe ser estadios mas
tempranos o tardios de la IRC. Su utilizacion por parte de nefrélogos se ve a veces impedida
por el alto coste que supone y por un tema de prioridad respecto a otras intervenciones.

Por definicion cualquier quelante de fosfato reducird los niveles de fosforo en sangre. La
eleccién de cual utilizar puede depender de otros factores, tales como el coste, la tolerabilidad,
la dosis, la preferencia del paciente y otros beneficios potenciales asociados con ciertos
agentes’’20, Lo que realmente se sabe es que la reduccion es importante para el caso de
hiperfosfatemia extrema ya que produce hiperparatiroidismo secundario (aumento de la HPT
como consecuencia de la disminucion de calcio y vitamina D en sangre) y calcificacion
cardiovascular.
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- \ Formation
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Figura 5. Efecto de los quelantes de fosfato en el cuerpo.
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Para poder ver realmente qué lugar tienen actualmente los quelantes de fosfato en algunos
paises del mundo, se muestran en la siguiente gréfica los datos recogidos por el estudio
DOPPS (Dialysis Outcomes and Practice Patterns Study) en el 201121, que son los Gltimos
datos disponibles.

100.0%
86.5% 88.0%
83.2%
— 20.6% 82.2% 81.3% 81.2%
80.0% : 76.8%
T41%
70.5%
B0.0%
40.0%
20.0%
0.0%
AushZ Belgium Canada France Germany ttaly Japan Spain Sweden UK us
M Ptnts 338 342 354 347 S09 490 1,382 473 449 322 31z
Wigtdd % 86.5% T41% 79.5% B80.6% 82.2% 81.3% 83.2% 81 .2% 88.0% 70.5% 76.8%
Total M 388 449 464 435 617 592 1,656 585 S14 458 3,529

Figura 6. Uso mundial de los P-binders.

Como se puede observar en la figura 6, son muy utilizados en los diferentes paises
desarollados. Los paises que utilizan mas este tipo de farmacos son Suecia (88 %) y Australia
y Nueva Zelanda (86,5 %), mientras que Bélgica (74,1 %) y Reino Unido (70,5 %) su uso es
sensiblemente menor, a pesar de continuar siendo de uso masivo. Nuestro pais esta en la
media con un 81,2 % de uso en pacientes tratados con dialisis.

3.4. Principales P-binders

Hay numerosos P-binders en el mercado actualmente, cada uno con sus propias caracteristicas
y propiedades. Se suelen clasificar de acuerdo a la presencia o ausencia de elementos
metalicos en su estructura, y dentro del grupo de los metalicos, en los que contienen calcio

(Ca) y los que no contienen Ca.

P-binders

Metilicos No metalicos

Contienen Ca No contienen Ca

Figura 7. Clasificacion de los diferentes tipos de P-binders.
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3.4.1. Metalicos

3.4.1.1. Metalicos con Ca
A pesar de que los quelantes basados en calcio pueden acelerar el proceso de calcificacion
cardiovascular, su uso sigue siendo mayoritario debido a su bajo coste economico.

100.0%

80.0%

65.0% 64.9%

61.1% 60.5%

60.0%

46.0%

427%

39.4%

40.0% 37.2%
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Sweden UK us
215

AusMZ
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Belgium Germany

282

taly
166

Japan
N Ptrts 173
Wgtd %

Total M

277 1,072 1,589

B1.1% 60.8% 65.0% 46.0% 47 1% 27.5% 64.9% 32.8% 427% 37.2% 39.4%

338 449 464 435 B17 592 1,656 585 514 458 3,829

Figura 8. Uso mundial de los quelantes de fosforo basados en calcio.

La tabla siguiente pone en la balanza beneficio-riesgo algunos de los principales quelantes de
fosforo basados en calcio que se utilizan en el mercado.

Tabla 2. Riesgos y beneficios de los principales quelantes de fosforo basados en calcio.

Quelantes Riesgos Beneficios

- Hipercalcemia - Tratamiento de primera linea
- Supresion excesiva de HPT actual

- Asociado con calcificacion vascular - Relativamente barato

- Efectos secundarios gastrointestinales - Eficaz en hiperfosfatemia

- Dosis elevada

Acetato de
calcio?2:23:26

- Tratamiento de primera linea
actual

- Hipercalcemia
- Supresion excesiva de HPT

Carbonato de
calcio?4.26

- Asociado con calcificacion vascular
- Efectos secundarios gastrointestinales
- Dosis elevada

- Barato
- Eficaz (menos que el acetato
de calcio) en hiperfosfatemia

Carbonato de
magnesio/Acetato

- Efectos secundarios gastrointestinales
- Incremento del Mg sérico

- Eficaz en hiperfosfatemia
- Barato

- Necesita frecuente monitoreo de

de calcio?>:26 ’
seguridad

Los quelantes metélicos sin calcio, suelen contener Fe, La, Al o Mg principalmente. Algunos
de ellos pueden causar otro tipo de problemas diferentes a los que causan los basados en Ca.
Por este motivo y por su mayor coste no suelen utilizarse como primera linea de tratamiento.
En Bélgica y Japdn no se usan este tipo de quelantes y Estados Unidos, Francia y Suecia lo
hacen de manera muy excepcional. Espafia es de los paises que mas utilizan quelantes
basados en aluminio y en magnesio junto con Australia y Nueva Zelanda, ya que en estos
paises hay restricciones de los costes de los medicamentos y no les permite usar quelantes
libres de calcio y aluminio??,
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Figura 9 y 10. Uso mundial de los quelantes de fosforo basados en aluminio (izquierda) y magnesio

(derecha).

La tabla siguiente resume algunas de las caracteristicas de los principales quelantes de fosforo

metalicos sin Ca.

Tabla 3. Riesgosy beneficios de los principales quelantes de fésforo con elementos metalicossin Ca.

Quelantes Riesgos Beneficios
- Efectos secundarios - Menor cantidad de
gastrointestinales pildoras diarias
Oxohidréxido - Eficaz en hiperfosfatemia

sucroférrico (PA-21)16:27

- Libre de calcio y
aluminio

- No afecta a los
parametros hematoldgicos

Carbonato de
lantano5:20.26

- Caro

- Preocupacion por la acumulacion
de lantano en los tejidos corporales
- Dosis de pildora

- Hipercalcemia

- Efectos secundarios
gastrointestinales

- Calambres

- Mialgia

- Edema periférico

- Eficacia independiente
del pH

- Libre de calcio y
aluminio

- Dosis baja de pildora
- Apetecible, pastilla
masticable

- Seguro

Hidréxido de
aluminio20.26

- Asociado a enfermedades Gseas
(osteomalacia), demencia Y otras.
- Necesita frecuente monitoreo de
seguridad

- Seguridad del nivel de dosis en

cuestion

- Eficaz en hiperfosfatemia
- Barato
- Libre de calcio

Hidroxido de
magnesio20-26

- Efectos secundarios
gastrointestinales

- Hipermagnesemia

- Alteracion de la absorcion de
hierro por via oral

- Eficaz en hiperfosfatemia
- Barato

- Libre de calcio y
aluminio
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Existen otros quelantes de fosforo con elementos metélicos sin calcio que son también
utilizados, algunos de los cuales se listan a continuacion:

»  Fermagato?® ([MgsFe2(OH)12]CO3-4H20)

»=  SBR-7592° (Hierro (111) polimérico)

=  PT20%° (Adipato de éxido férrico)

= JTT-75131 (Hidrato de citrato férrico)

= C-PAM-10%? (maghemita nanocristalina)

»  Fe-EDA-SAMMS?3 (hierro-etilendiamina sobre silice nanoporosa)

»  Sucralfato®*

3.4.2. No metélicos

Los quelantes de fosforo no metalicos mas usados son el clorhidrato y carbonato de
sevelamer, siendo el clorhidrato el més utilizado entre todos los no metalicos. Al no haber
presencia de metales, no causan hipercalcemia, hipermagnesemia, osteomalacia y demas
enfermedades derivadas de éstos. Suecia, el pais con mayor frecuencia de uso de quelantes, es
también el que mas utiliza el sevelamer en comparacion con los demas paises. En cambio, se
ve que algunos de los siguientes paises que mas los usaban, en este caso no son muy
partidarios de su uso. Espafia esta entre los que mas confian en este farmaco?®.

100.0%

B80.0% -

60.0% o

S0.7%

47.1%

432% 43.2%

40.0% -

3N 6% 29 5%

24.0% 59 99y 24.4%

20.9%

20.0% -

0.0%

AusMNZ Belgium Canacla France Germany ftaly Japan Spain Swecden UK us
N Ptrits 102 152 127 197 179 35 443 242 262 102 1,822
Wigtcl % 24.0% 3 6% 22.2% 47.1% 29.5% S0.7% 24.4% 432% S2.7% 20.9% 43.2%
Total M 388 449 464 435 B17 582 1,656 585 514 458 3829

Figura 9. Uso mundial del sevelamer.

3.4.2.1. Clorhidrato de sevelamer

Es una resina polimérica de intercambio anidénico en forma de cloruro débilmente bésica y
que también enlaza el fosfato por medio de enlaces de hidrogeno. Reduce el colesterol y
lipoproteinas de baja densidad. Tiene un efecto antiinflamatorio general. Tiene el riesgo de
producir acidosis metabdlica y enlazarse a vitaminas liposolubles. Su eficacia es elevada y es
relativamente costoso26-3°,

3.4.2.2. Carbonato de sevelamer

Es una forma mejorada del clorhidrato de sevelamer porque evita la acidosis metabdlica. El
carbonato de sevelamer es un polvo para suspension oral y presenta una novedosa alternativa
para el paciente tratado con quelantes de fosforo en forma de tableta. Tiene la misma
seguridad y eficacia que el clorhidrato, pero tiene menos efectos secundarios del tracto
gastrointestinal3®,
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3.4.2.3. Colestipol

Es una resina de intercambio anionico resultado de la copolimerizacion de AEDT vy
epiclorhidrina. Su sintesis es facil y barata y tiene menor riesgo de acidosis en comparacion
con el clorhidrato de sevelamer. Este compuesto también es utilizado para reducir el
colesterol ya que se une a los acidos biliares y al impedir su reabsorcion, el colesterol se
transforma en &cidos biliares3®.

3.4.2.4. Colestilan

Es una resina de intercambio anidnico sintetizado por copolimerizacién de 2-metilimidazol y
epiclorhidrina. Tiene menor riesgo de acidosis en comparacion con el clorhidrato de
sevelamer. También es utilizado para reducir el colesterol ya que se une a los acidos biliares?”.

2.4.2.5. Bixalomer

Es un polimero que se une al fosfato por enlaces i6nicos y de hidrogeno a través de un grupo
amino con carga positiva. Muestra baja absorcién de 4&cidos biliares, acidos grasos y
fosfolipidos. A diferencia del clorhidrato de sevelamer, el bixalomer no contiene cloruros y
evita la acidosis metabolica. Ademas presenta menos efectos secundarios gastrointestinales
que el sevelamer. Es un quelante prometedor para el tratamiento a largo plazo*®.

3.4.2.6. VS-501

Es un derivado de un polimero natural de una planta que se utiliza cominmente en la industria
alimentaria. Provoca menos efectos secundarios gastrointestinales que el sevelamer. Y debido
a su alta densidad se necesita menor cantidad en comparacion al sevelamer3”.

3.5. Determinacion analitica

La determinacion analitica de quelantes de fosforo en muestras bioldgicas se da en el suero de
la sangre y Unicamente se analizan los cationes de los quelantes metélicos ya que las resinas
no son absorbidas en el tracto gastrointestinal debido a su gran tamafio. De hecho, la
farmacocinética clasica, que supone un elemento de gran importancia para la comprension de
la farmacologia de los diferentes medicamentos, pierde relevancia en el caso de los quelantes
de fosforo, pues su accion tiene lugar en el tracto gastrointestinal y es deseable que su
absorcion sea minima, pues de esta forma se evitan posibles efectos secundarios. Sin
embargo, aunque no sea habitual en el desarrollo clinico, en modelos preclinicos, es posible
sequir la farmacocinética del farmaco, marcando el producto radioactivamente y siguiendo la
emision radioactiva a diferentes puntos de tiempo en diferentes 6rganos y tejidos.

En el caso de quelantes de fosforo que contienen calcio y magnesio, al tratarse de cationes
presentes en la sangre, se comprueba con técnicas analiticas de rutina si sus niveles son
anormalmente altos. El calcio existe principalmente en el suero sanguineo, en tanto que los
glébulos rojos contienen muy pequefias cantidades. El calcio y el magnesio en el suero
pueden existir, en parte, ionizados, pero en mayor proporcion, formando complejos. Cuando
se dializa o ultrafiltra el suero, sélo una parte de ambos atraviesan la membrana. Este calcio y
magnesio dializables pertenecen a los ionizables y una parte a los complejados. La mayor
parte del calcio y magnesio existentes en forma de complejos estan unidos a proteinas y, por
tanto, no se difunden a través de las membranas. Determinando el calcio y magnesio
dializables se hallan los existentes en forma ionica y los que estdn unidos a compuestos
organicos de bajo peso molecular. El calcio y magnesio ionizables se pueden determinar, por
valoracion, por precipitacion, o por reaccion con colorantes, pues todas las reacciones en las
que se combinen los iones suponen una intervencién en los equilibrios existentes. Al
disminuir el contenido en calcio y magnesio libres se restituirdn los equilibrios
correspondientes formando mas iones a partir de los complejos. Por tanto, al tratar el suero
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con una disolucion de oxalato, primero precipitan los existentes en forma idnica. A
continuacion se libera calcio y magnesio a expensas de los complejados y precipita a su vez
con el oxalato. Esta reaccion prosigue hasta que ha precipitado la mayor parte del calcio y
magnesio. Sin embargo, una parte del calcio sérico esta tan firmemente unido a las proteinas
que no se puede arrancar en medio neutro por el oxalato. Principalmente existen 2
posibilidades para determinar el calcio en el suero3e:

1) Precipitacion del calcio y magnesio como oxalato en el suero nativo o desproteinizado y
valoracién del precipitado disuelto.

2) Valoracion directa del calcio y magnesio en el suero nativo o desproteinizado.

El método a elegir dependera de las exigencias. Cuando sOlo se quiere tener una idea sobre el
nivel de calcio y magnesio en el suero, sin precisar una especial exactitud, podra valorarse
directamente el calcio y magnesio en el suero. Cuando sea preciso alcanzar una exactitud
especialmente grande, habrd que desproteinizar el suero, precipitar el calcio y magnesio en la
disolucion obtenida y valorarlos una vez que se haya disuelto el precipitado originado.

El hierro sérico se valora con AEDT a pH 2-3 ya que en estas condiciones forma un complejo
muy estable, aunque haya presencia de Cu, Ni, Ca, Mn y Mg, sin interferencia de éstos
porque forman complejos muy débiles38.

Se puede determinar el lantano sérico mediante un espectrometro de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS)3° y el aluminio con un espectrémetro de absorcion
atomica electrotérmico (ETAAS)4,
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4. Modelos experimentales para el estudio de los P-binders
4.1. In vitro

4.1.1. Capacidad de union de fosfato

En este modelo experimental, se prueba la capacidad de los quelantes para adsorber/precipitar
fosfatos a diferentes valores de pH, ya que el quelante cuando esté en el organismo esta
expuesto a distintas condiciones de pH segin la zona del tracto gastrointestinal. El método
consiste en la incubacion del quelante en una disolucion de hidrogenofosfato de sodio (40
mM). Con el objetivo de mantener la homogeneidad de la suspensién durante todo el ensayo,
se trabaja con agitacion constante y todo el sistema se termostatiza a 37 °C durante 2 6 3
horas®241 con el objetivo de trabajar en condiciones lo mas cercanas a las fisiologicas. Una
vez se ha completado la etapa de incubacion, se filtra el quelato formado y el P no quelado se
determina mediante el método del azul de molibdeno. La diferencia entre el P inicial y el no
quelado permite calcular la cantidad de P quelado, y por tanto la capacidad del P-binder de
unirse a fosfato. La determinacion analitica del P libre se basa en la formacion de un complejo
de molibdeno con fosfato en medio &cido que luego, mediante un reductor (ej.: SnCk), forma
oxidos de molibdeno que presentan un color azul, més intenso o menos, dependiendo de la
concentracion de P. El azul de molibdeno presenta el maximo de absorcion en 660 nm. Se ha
de trabajar en condiciones muy controladas y leer la absorbancia de las disoluciones en un
periodo de tiempo fijo puesto que su lectura cambia con el tiempo32.

Si en lugar de hacer el seguimiento del fosfato se miden las concentraciones de P-binder, se
puede utilizar la formula siguiente para medir la capacidad de unién a fosfato3342,
Li) — (L) .
r = [ J) { ) = \I_-’l
Wp

Donde r son los mmoles de quelato por gramo de quelante, [Li] es la concentracién inicial de
quelante (mmol/l), L es la concentracion medida de quelante (mmoll), V: es el volumen de
liquido en el recipiente y Wp es la masa de quelante.

4.1.2. Simulacion del paso gastrointestinal

Una mejora del método anterior, permite simular la capacidad de union a fosfato exponiendo
el P-binder a diferentes condiciones de pH, del mismo modo que ocurre en el tracto
gastrointestinal. De esta forma, y basandose en el mismo principio que el método anterior, se
incuba el quelante en estudio con hidrogenofosfato de sodio (40 mM). El pH del medio se
ajusta inicialmente a 1,2 (condiciones estomacales) mediante un titulador automatico a baja
agitacion a 37 °C. El pH se va aumentando en diferentes puntos de tiempo hasta que se llega
a pH 7,5, condiciones en la parte final del intestino grueso. Se toman alicuotas en diferentes
puntos de tiempo, las cuales se filtran y se determina el fosfato no quelado en la disolucion
fitrado, permitiendo calcular la capacidad quelante en los diferentes puntos de tiempo,
utilizando el mismo método del azul de molibdeno®? descrito en el apartado anterior.

4.1.3. Potencial Z

El potencial Z es una herramienta adicional a las dos descritas en los apartados anteriores.
Una vez calculada la capacidad quelante por alguno de los dos métodos anteriores, es posible
medir la movilidad electroforética de las particulas de quelante a diferentes valores de pH.
Esta técnica permite en primer lugar calcular el tamafio de particula (quelato de fosforo)
formado e investigar la carga superficial de dichas particulas en el tracto gastrointestinal. Con
la movilidad electroforética se determina el potencial Z mediante la ecuacion de Helmholtz-
Smoluchowski:
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¢=1y,
E

Donde T es el potencial Z, n es la viscosidad del medio, € es la permitividad dieléctrica y pe €s
la movilidad electroforética3?:43,

4.2. In vivo

Nos referimos en este apartado a modelos animales, excluyendo los modelos clinicos. Los
modelos animales para determinar la eficacia de los quelantes de fosforo se basan
generalmente en el trabajo con ratas o ratones, y en menor medida en gatos*4.

Los modelos mas usados con diferencia son los modelos de rata. Para poder evaluar el efecto
de quelantes de fosforo se requieren modelos que provoguen hiperfosfatemia. Si bien la
hiperfosfatemia se puede conseguir con dosis elevadas de vitamina D, dicho modelo trabaja
con funcion renal normal, por lo que sus resultados serian menos extrapolables a la préactica
clinica.

Por este motivo, es preferible trabajar con modelos de uremia, donde se induce la
insuficiencia renal a los animales, la cual provoca hiperfosfatemia. La insuficiencia renal
puede inducirse de diversas formas, aunque lo mas habitual es utilizar los modelos de
nefrectomia parcial*>#¢ o bien el modelo de adenina2®44,

La nefrectomia parcial*>4® consiste generalmente en la extirpacion de un rifion del animal y la
eliminacién de dos tercios del otro rifion. Este modelo de reduccion de masa renal se conoce
con el nombre de nefrectomia 5/6. Al tener una funcion renal disminuida, los animales
desarrollan una insuficiencia renal que se refleja en el incremento de los niveles plasmaticos
de creatinina y en un incremento de la calcemia y la fosfatemia, pues la masa renal resultante
no tiene capacidad para filtrar eficazmente la sangre.

En los modelos de adenina2®4’ se administra este producto por via oral. La adenina es
metabolizada por la rata y uno de sus metabolitos se elimina por via renal, con la
particularidad de que a su paso por las nefronas del rifion dicho metabolito cristaliza
rompiendo fisicamente el tejido renal y provocando una insuficiencia renal cronica. Aunque la
induccion de la insuficiencia renal es diferente a la del modelo de nefrectomia, el efecto final
es el mismo, conduciendo a un incremento de los niveles plasméticos de creatinina, calcio y
fosforo, permitiendo en consecuencia el estudio del efecto de los P-binders sobre la
hiperfosfatemia.

Una vez se tiene el modelo puesto a punto, se recogen muestras de sangre a diferentes puntos
de tiempo y se cuantifica el fosfato en la sangre. Estas determinaciones suelen hacerse
habitualmente por métodos colorimétricos?545:46.47  siendo el método del fosfomolibdato el
méas usado, en su version de kit comercial. En algin caso se ha descrito la utilizacion del 1CP-
AES (Inductively coupled plasma-atomic emission spectroscopy)!.
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5. Trabajo experimental con uno de los modelos in vitro

En este apartado se explica el trabajo experimental desarrollado para implementar uno de los
métodos in vitro descritos anteriormente en el capitulo 3.1.1., consistente en medir la
capacidad de union de fosfato de diferentes quelantes de fosforo. Para el desarrollo de este
modelo in vitro se ha trabajado con 3 quelantes de fosforo: hidréxido de aluminio, carbonato
de lantano y carbonato de calcio.

Para cada uno se ellos se han elegido 3 valores de pH para medir esta capacidad quelante: 3,
5’5 y 8, valores que se hallan hallan dentro del rango de pH fisiologico a lo largo del paso por
el tracto gastrointestinal.

Este trabajo pretende reproducir uno de los apartados descritos en la publicacién de Nguyen et
al 2014 con el objetivo de trabajar con una investigacion de publicacion reciente y
complementar el trabajo bibliografico realizado para la presentacion de esta memoria de
trabajo de fin de grado.

5.1. Material y reactivos
El material y los reactivos necesarios para este experimento se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4. Material y reactivos utilizados en el experimento.

Material Reactivos

Matraces aforados de 100, 500 y 1000 mil Acido clorhidrico concentrado~ (Scharlab SL,
Sentmenat, Espafia)

Pipeta aforada de 50 ml Molibdato amonico (Probus SA, Badalona,

Espafia)
Pipetas automaticas de 1y 5 ml y puntas de | Hidrogenofosfato de sodio (Scharlau Chemie
plastico SA, Barcelona , Espafia)

Dihidrogenofosfato de potasio (Probus SA,

Vasos de precipitados de 100, 600 y 1000 ml Badalona, Espafia)

Acido nitrico concentrado (Scharlab SL,

Botella de 100 ml de color topacio Sentmenat, Espafia)

Cloruro de estaiio (1) (Scharlau Chemie SA,

Vidrios de reloj, pesasustancias, espatula Barcelona, Espafia)

Jeringa de plastico de 1 ml y filtros para Hidroxido de aluminio (Sigma Aldrich, St.
jeringa de 0°45 pum Louis, MO, USA)

Carbonato de lantano (Sigma Aldrich, St.

Pipetas Pasteur de pléstico Louis, MO, USA)

Carbonato de calcio (Panreac Quimica SA,

Imanes, agitadores magneéticos, estufa Montcada i Reixac, Esparia)

5.2. Metodologia

5.2.1. Incubacion del quelante de fosforo con la disolucién de fosfato

En primer lugar, se prepara una disolucion de dihidrogenofosfato de sodio 40 mM. Esta
disolucion se ajusta al pH deseado para luego incubar en la estufa a 37 °C. Mediante
agitadores magneéticos se agita constantemente las disoluciones con distintas cantidades del
quelante en estudio. Para ello se pesan con exactitud alrededor de 1, 10, 100 y 1000 mg de
cada uno de los P-binders que se pretenden estudiar.
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Tras 2 horas exactas de incubacion se recoge una alicuota de la suspensién, se filtra con filtros
de 0,45 pm y se realiza la determinacion del fosfato no quelado.

5.2.2. Determinacion colorimétrica del fosfato mediante el método del fosfomolibdato

Se introducen 100 ul del fitrado anterior en matraces de 100 ml. A los matraces se les afiade
10 ml de una disolucion de molibdato amédnico tetrahidratado (1,21:102 M), 2 ml de
disolucién de cloruro estannoso dihidratado (3,55-102 M) y enrasando con agua desionizada.
Pasados 20 minutos después de preparar las disoluciones, se miden sus absorbancias a 660 nm
mediante un espectrofotometro UV-visible (UV-mini 1240, Shimadzu). A este tiempo las
absorbancias estan estabilizadas y se minimiza el error de la variacién de las absorbancias con
el tiempo. Se ha estudiado la variacion de las lecturas de absorbancia con el tiempo usando
uno de los quelantes, con el fin de demostrar esta estabilizacion.

La disolucion de molibdato aménico se prepara disolviendo 15 g de molibdato amonico
tetrahidratado calentdndolo en agua y, una vez disuelto, afiadiendo 350 ml de HCI
concentrado y enrasando hasta un litro.

Para la preparacién de la disolucion de cloruro estafioso afladida se prepara una disolucion
madre. Esta disolucion concentrada consta de 8 g de SnCl2-2H20 disueltos en 50 ml de HCI
concentrado. De ésta se afiaden 5 ml en un matraz de 100 ml y se enrasa con agua
desionizada.

La recta de calibrado se prepara diariamente con disoluciones desde 0 hasta 1,5 ppm de
fosforo. Estas disoluciones son preparadas introduciendo la misma cantidad de molibdato
amonico y cloruro estafioso que las deméas pero con distintas cantidades de una disolucién de
KH2PO4 (50 ppm de fosforo).

5.2.3. Determinacion del fosfato por ICP-AES

Con el objetivo de contrastar los resultados obtenidos por colorimetria, se ha llevado a cabo
una determinacion alternativa de fosfato a través del fosforo total medido por espectroscopia
de emision atomica utilizando un plasma de acoplamiento inductivo (en inglés: inductively
coupled plasma o ICP). Se afade 100 ul del fitrado en matraces de 100 ml, 2 ml de HNOs3
concentrado y se enrasan con agua desionizada. El ICP#® consiste en 3 tubos concéntricos de
cuarzo a través de los cuales fluyen corrientes de argon. Rodeando la parte superior del tubo
mas exterior se encuentra una bobina de induccion, refrigerada por agua, que esta alimentada
por un generador de radiofrecuencia. La ionizacién del argdn que fluye se inicia por medio de
una chispa que proviene de una bobina Tesla. Una vez que se han formado los iones de argon
en un plasma, son capaces de absorber la suficiente energia de una fuente externa como para
mantener la temperatura a un nivel tal que la posterior ionizacién sustente el plasma
indefinidamente; la temperatura puede llegar a ser de 10.000 K. El dispositivo utilizado para
la inyeccion de la muestra es un nebulizador neumatico, aunque pueden ser mediante otros
métodos.
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Figura 10. Fuente de plasma de acoplamiento inductivo.

En esta parte del trabajo experimental se ha trabajado con un ICP-AES de Perkin-Elmer
modelo 2000. Mediante un software adecuado se introducen las concentraciones de las
disoluciones patron y se indica la posicion de las muestras y el elemento o elementos que se
desean analizar (fosforo en este caso).

5.3. Resultados y discusion

En primer lugar se ha estudiado el efecto del tiempo en la lectura de las absorbancias de las
disoluciones en el método del azul de molibdeno desde su preparacion. Se ha demostrado que
a partir de los 10 minutos la lectura la absorbancia apenas varia.
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Figura 11. Variacion de las absorbancias frente al tiempo en el método del azul de molibdeno.

En el estudio de la eficacia de los diferentes quelantes se ha decidido efectuar las lecturas de

absorbancia a los 20 minutos para mantener el mismo protocolo que en la publicacién de
referencia®2.

Aplicando el protocolo descrito en Nguyen et al?, utilizando el método del azul de
molibdeno, se han obtenido los siguientes resultados:
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Tabla 5. Porcentaje de fosforo quelado por diferentes P-binders en funcién del pH, utilizando el
método del azul de molibdeno.

g % P % P % P
Qe guelante pH guelado pH quelado PH guelado
T - i -
10 - 4.3 -
Al(OH 3 55 8
(OH)s 100 10.5 20.1 1.3
1000 97.0 - '
1 2.8 2.4 7.1
10 6.2 - 8.9
L .
a2(CO3)3 100 3 290 55 22.6 8 12.2
1000 59.2 - N
1 3.2 - 16
10 29.0 11.0 3.3
CaCOs 100 3 64.5 > - 8 19.9
1000 82.1 - '

Los vacios en la tabla representan valores que experimentalmente han dado negativos, por lo
que a efectos de interpretacion se considera que no ha habido quelacién de fosfato.

A pH=3 se observan valores razonables de porcentajes de quelacion; sin embargo, a valores
superiores de pH los resultados son erraticos y poco interpretables, debido probablemente a
interferencias espectrales en el método colorimétrico. Por ello, se cuantifico el fosfato en las
mismas disoluciones a través de le determinacion del fésforo total mediante ICP-AES33, que
es un método mucho més robusto y donde las interferencias son menos probables.

Los resultados obtenidos mediante ICP-AES se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 6. Porcentaje de fésforo quelado por diferentes P-binders en funcion del pH, cuantificando el P

por ICP-AES.
mg % P % P %P
Quelante | o erante |P7 | quelado | P7| quelado |PP|  quelado
10 7.4 3.8 -
AlGH)s 100 | [ 266 |>°[ 208 | ° [ 125
1000 88.6 81.7 63.2
10 10.2 3.9 3.7
L22(CO 001 3 360 1% 24 |8 68
1000 748 69.6 26.6
T - - -
10 277 451 -
CaCOs3 100 3 55.7 5.5 52.8 8 33.4
1000 747 765 8.4
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Igual que en el caso anterior, los vacios en la tabla representan valores que experimentalmente
han dado negativos y a efectos de interpretacién se considera que no ha habido quelacién de
fosfato.

La representacion de los resultados anteriores nos permite obtener una vision grafica de los
resultados anteriores. Los resultados del % de P quelado para cada valor de pH se han
representado en funcién de los mg de quelante, y con el objetivo de expandir el eje de
abscisas se presenta también la representacién semilogaritmica, muy habitual en
farmacologia.

100 100
a0 20
80 / 50 /
g -8 3 20 8
B 60 8 60
g [
2 5o Y
[ = iTy) o 40
© —® Al(OH)3 < —® Al(OH)3
30 ° 30
y —® 1a2(CO3)3 —®—a2(C03)3
20 20
o CaCO3 s Cac03
10 ¢ 10g
0 0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1 10 100 1000
mg quelante mg quelante

Figura 12. Representacion del porcentaje de fosforo quelado frente a los mg de quelante a pH 3.
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Figura 13. Representacion del porcentaje de fosforo quelado frente a los mg de quelante a pH 5°5.
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Figura 14. Representacion del porcentaje de fosforo quelado frente a los mg de quelante a pH 8.

Los resultados obtenidos en este caso son bastante consistentes. Hay que remarcar que
simplemente se ha reanalizado la concentracién de P utilizando una técnica analitica distinta,
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pero utilizando las mismas disoluciones, por lo que podemos concluir que el procedimiento de
incubacion y la implementacion del protocolo se ha realizado de forma correcta, pero que hay
algin problema en el uso del método del azul de molibdeno, posiblemente alguna
interferencia espectral. Si bien los resultados a pH=3 son similares con ambas metodologias, a
pH 5,5y 8 solamente se obtienen resultados adecuados con el ICP-AES.

En general, se aprecia como la capacidad quelante disminuye al aumentar el pH. Este hecho
es debido a la disminucion de la solubilidad de los diferentes cationes al aumentar el pH, por
lo que hay menos concentracion efectiva de P-binder para quelar el fosfato. Por tanto, en el
estdbmago (pH = 1-4), estos quelantes interaccionarian muy bien con los fosfatos (hasta un 90
%) y reduciria la cantidad disponible para ser absorbida. Si bien su eficacia disminuye al
aumentar el pH, se sigue produciendo quelacion en el intestino, pues aunque la eficacia del
proceso es menor, la superficie de intercambio es muy elevada, es por eso que un modelo de
simulacién de paso gastrointestinal seria més adecuado.

No se observan grandes diferencias entre los 3 quelantes estudiados, aunque el CaCOs
presenta una mayor eficacia desde 1 hasta 100 mg; sin embargo, el Al(OH)s es el quelante
con idéneo cuando se administran 1000 mg en estas condiciones.
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6. Conclusiones

= Se ha efectuado una busqueda bibliografica sobre la problematica de Ila
hiperfosfatemia y su tratamiento actual con quelantes de fosforo.

= Se ha desarrollado una bulsqueda bibliografica sobre los principales quelantes de
fosforo, su clasificacion, uso y mecanismo de accion.

=  Se ha constatado que el uso de ciertos farmacos esta condicionado no solamente por su
perfil de eficacia y seguridad, sino también por su coste.

= Se ha desarrollado una busqueda bibliografica sobre los métodos experimentales y
analiticos para la determinacién de los quelantes de fosforo y la evaluacién de su
eficacia.

= Se ha implementado una metodologia experimental in vitro para determinar la eficacia
de 3 quelantes de fosforo: hidroxido de aluminio, carbonato de lantano y carbonato
calcico.

= Dicha implementacion ha producido algunos resultados incoherentes, debido
seguramente a interferencias espectrales en la longitud de onda de trabajo (660 nm).

= Se ha optimizado el método experimental anterior cambiando la determinacién de
fosfato descrita en la bibliografia (método colorimétrico) por una determinacion del
fosforo por plasma ICP-OES, evitdndose asi las interferencias espectrales al usar una
técnica més selectiva.

25



Quelantes de fosforo: métodos expermientales y determinacion analitica
Gabriel Gonzélez del Valle Muntaner

7. Bibliografia

1 JUPAC: “IUPAC Compendium of chemical terminology - The gold book”,
(http//goldbook.iupac.org/). Consultado el 1 de abril de 2015.

2 Mataix Verdu, J. “Nutricion y alimentacion humana”. 2* edicion. Madrid: Ed. Ergon, 2009.
ISBN: 978-84-8473-664-6.

3 Schrier R, Wang W, Poole B, Mitra A. Acute renal failure: definitions, diagnosis,
pathogenesis, and therapy. J Clin Invest 114, 5-14 (2004).

4 Mezzano A, Aros C. Enfermedad renal cronica: clasificacion, mecanismos de progresion y
estrategias de renoproteccion. Rev Med Chile 133, 338-348 (2005).

5 hitp://www.kid ney-facts.com/rinones-en-riesgo/enfermedad-renal-cronica/&lang=es.
Consultado el 6 de abril de 2015.

6 Giachelli C. Vascular calcification mechanisms. J Am Soc Nephrol 15, 2959-2964 (2004).

" Driessens F, Verbeeck R. “Biominerals”. 1* edicion. Boca Raton: CRC Press, 1990. ISBN:
0-8493-5280-0.

8 Martin Pardillos, A. Estudios sobre la calcificacion vascular medial: Efecto del
envejecimiento, arsénico y fluor. Tesis Dra. Anat Pat Zaragoza, Universidad de Zaragoza, Fac
Anat Pat, Med Leg y For y Toxic, 2013.

9 Veerly P, D’Haese P. Vascular calcification and bone disease: the calcification paradox.
Trends Mol Med 15, 405-416 (2009).

10 Sinha S, Eddington H, Kalra P. Vascular calcification: mechanisms and management. Br J
Cardiol 15, 316-321 (2008).

11 Moe S, Chen N. Mechanisms of vascular calcification in chronic kidney disease. J Am Soc
Nephrol 19, 213-216 (2008).

12 Fukumoto S. Physiological regulation and disorders of phosphate metabolism — Pivotal role
of Fibroblast Growth Factor 23 —. Inter Med 47, 337-343 (2008).

13 Sanchez-Gonzalez M? C, Salanova L, Ruano P. FGF-23: ¢solo regulador del metabolismo
del fosforo o algo mas? Reumatol Clin 7, S5-S7 (2011).

14 http://lemedicine.medscape.convarticle/241185-treatment#d10. Consultado el 10 de abril de
2015.

15 Carretero Colomer M. Carbonato de lantano. Tratamiento para la hiperfosfatemia. Offram
28, 62-64 (2009).

16 Hutchison A. Novel phosphate binders: plus ¢a change, plus c’est la méme chose. Kidney
Int 86, 471-474 (2014).

17 Locateli F, Dimkovic N, Spasovski G. Efficacy of colestilan in the treatment of
hyperphosphataemia in renal disease patients. Informa healthcare 15, 1475-1488 (2014).

26


http://goldbook.iupac.org/
http://www.kidney-facts.com/rinones-en-riesgo/enfermedad-renal-cronica/&lang=es
http://emedicine.medscape.com/article/241185-treatment#d10

Quelantes de fosforo: métodos expermientales y determinacion analitica
Gabriel Gonzélez del Valle Muntaner

18 Akizawa T, Kameoka C, Kaneko Y, Kawasaki S. Long-term treatment of
hyperphosphatemia with bixalomer in Japanese hemodialysis patients. Ther Apher Dial 17,
612-619 (2013).

19 |sakova T, Gutiérrez O, Chang Y, Shah A, Tamez H, Smith K, Thadhani R, Wolf M.
Phosphorus binders and survival on hemodialysis. J Am Soc Nephrol 20, 388-396 (2009).

20 Mohammed I, Hutchison A. Phosphate binding therapy in dialysis patients: focus on
lanthanum carbonate. Ther Clin Risk Manag 4, 887-893 (2008).

21 http/Avww.dopps.org/annualreport/. Consultado el 22 de julio de 2015.

22 Qunibi W, Hootkins R, McDowell L, Meyer M, Simon M, Garza R, Pelham C, Mark V,
Muenz L, He D, Nolan C. Treatment of hyperphosphatemia in hemodyalisis patients: The
Calcium Acetate Renagel Evaluation (CARE study). Kidney Int 65, 1914-1926 (2004).

23 Delmez J, Tindira C, Windus D, Norwood K, Giles K, Nighswander T, Slatopolsky E.
Calcium acetate as a phosphorus binder in hemodyalisis patients. J Am Soc Nephrol 3, 96-102
(1992).

24 D’Haese P, Spasovski G, Sikole Aleksander, Hutchison A, Freemont T, Sulkova, S,
Swanepoel C, Pejanovic S, Djukanovic L, Balducci A, Coen G, Sulowicz, W, Ferreira A,
Torres A, Curic S, Popovic M, Dimkovic N, De Broe M. A multicenter study on the effects of
lanthanum carbonate (Fosrenol ™) and calcium carbonate on renal bone disease in dialysis
patients. Kidney Int 63, S73-S78 (2003).

25 Neven E, De Schutter T, Dams G, Gundlach K, Steppan S, Biichel J, Passlick-Deetjen J,
D’Haese P, Behets G. A magnesium based phosphate binder reduces vascular calcification
without affecting bone in chronic renal failure rats. Plos One 9, 1-9 (2014).

26 Goldsmith D, Covic A. Oral phosphate binders in CKD — is calcium the (only) answer?.
Clin Nephrol 81, 389-395 (2014).

27 httpsy//www.tga.gov.au/auspar/auspar-sucroferric-oxyhydroxide. Consultado el 29 de julio
de 2015.

28 Mclntyre C, Pai P, Warwick G, Wikie M, Toft A, Hutchison A. Iron-magnesium
hydroxycarbonate (fermagate): A novel non-calcium-containing phosphate binder for the
treatment of hyperphosphatemia in chronic hemodialysis patients. Clin J Am Soc Nephrol 4,
401-409 (2009).

29 Gschwind H-P, Schmid D, Von Blanckenburg F, Oelze M, Van Zuilen K, Slade A, Stitah
S, Kaufmann D, Swart P. Iron uptake and ferrokinetics in healthy male subjects of an iron-
based oral phosphate binder (SBR759) labeled with the stable isotope 8Fe. Metallomics 6,
2062-2071 (2014).

30 Negri A, Urefia Torres P. Iron-based phosphate binders: do they offer advantages over
currently available phosphate binders?. Clin Kidney J 8, 161-167 (2015).

81 Gupta A. Ferric citrate hydrate as a phosphate binder and risk of aluminum toxicity.
Pharmaceuticals 7, 990-998 (2014).

27


http://www.dopps.org/annualreport/
https://www.tga.gov.au/auspar/auspar-sucroferric-oxyhydroxide

Quelantes de fosforo: métodos expermientales y determinacion analitica
Gabriel Gonzélez del Valle Muntaner

32 Nguyen TM-H, Milller R, Taupitz M, Schnorr J, Hamm B, Wagner S. Novel oral phosphate
binder with nanocrystalline maghemite-phosphate binding capacity and pH effect. Int J
Pharmaceut 482, 21-26 (2015).

33 Sangvanich T, Ngamcherdtrakul W, Lee R, Morry J, Castro D, Fryxell G, Yantasee W.
Nanoporous sorbent material as an oral phosphate binder and for aqueous phosphate,
chromate, and arsenate removal. J Nanomed Nanotechnol 5, n° 4 1-24 (2014).

3 Leung A, Henderson I, Halls D, Dobbie J. Aluminium hydroxide versus sucralfate as a
phosphate binder in uraemia. Br Med J 286, 1379-1381 (1983).

35 Spaia S. Phosphate binders: Sevelamer in the prevention and treatment of
hyperphosphataemia in chronic renal failure. Hippokratia 15, 22-26 (2011).

36 Hood C, Wolley M, Kam A, Kendrik-Jones J, Marshall M. A feasibility study of Colestipol
as an oral phosphate in hemodialysis patients. Nephrology (Carlton) 20, 250-256 (2015).

37 Wu-Wong J, Yung-wu C, Gaffin R, Hall A, Wong J, Xiong J, Wessale J. VS-501: a novel,
nonabsorbed, calcium- and aluminum-free, highly effective phosphate binder derived from
natural plant polymer. Pharma Res Per 2, n° 3 1-10 (2014).

38 Holasek A, Flaschka H. “Métodos quelométricos y otros métodos volumétricos de andlisis
clinicos”. 1* edicion. Madrid. Ed: Reverté SA, Barcelona (2006). ISBN: 84-291-1830-6.

39 Handley S, Raja K, Sharpe C, Flanagan R. Measurement of serum lanthanum in patients
treated with lanthanum carbonate by inductively coupled plasma-mass spectrometry. Ann
Clin Biochem 48, 178-182 (2011).

40 D’Haese P, Van de Vywver F,1 de Wolff F, De Broe M. Measurement of Aluminum in
Serum, Blood, Urine, and Tissues of Chronic Hemodialyzed Patients by Use of
Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry. Clin Chem 31, 24-29 (1985).

41 Nakaki J, Yamaguchi S, Torii Y, Inoue A, Minakami S, Kanno T, Murakami M, Tsuzuki
M, Mochizuki H, Suyama K, Miyamoto M. Effect of fatty acids on the phosphate binding of
TRK-390, a novel, highly selective phosphate-binding polymer. Eur J Pharmacol 714, 312-
317 (2013).

42 Braunlin W, Zhorov E, Guo A, Apruzzese W, Xu Q, Hook P, Smisek D, Mandeville W,
Holmes-Farley S. Bile acid binding to sevelamer HCI. Kidney Int 62, 611-619 (2002).

43 Banchelli M, Nappini S, Montis C, Bonini M, Canton P, Berti D, Baglioni P. Magnetic
nanoparticle clusters as actuators of sSDNA release. Phys Chem Chem Phys 16, 10023-10031
(2014).

44 King J, Delport P, Luus H, Erasmus H, Barnes P, Speranza C. Efficacy and acceptability of
the new oral phosphate binder Lenziaren® in healthy cats fed a renal diet. J Vet Pharmacol
Therap 38, 278-289 (2015).

45 Kawata T, Nagano N, Obi M, Miyata S, Koyama C, Kobayashi N, Wakita S, Wada M.
Cinacalcet suppresses calcification of the aorta and heart in uremic rats. Kidney Int 74, 1270-
1277 (2008).

28



Quelantes de fosforo: métodos expermientales y determinacion analitica
Gabriel Gonzélez del Valle Muntaner

46 Guerrero F, Montes de Oca A, Aguilera-Tejero E, Zafra R, Rodriguez M, Lépez I. The
effect of vitamin D derivatives on vascular calcification associated with inflammation.
Nephrol Dial Transplant 27, 2206-2212 (2012).

47 O’Neil W, Lomashvili K, Malluche H, Faugere M-C, Riser B. Treatment with
pyrophosphate inhibits urémic vascular calcification. Kidney Int 79, 512-517 (2011).

48 Skoog D, Holler F, Nieman T. “Principios de analisis instrumental”. 5* edicion. Madrid: Ed.
McGraw-Hill/Interamericana de Espafia S.A.U., 2001. ISBN: 84-481-2775-7.

29



