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Introduccidn

1. INTRODUCCION

Este trabajo trata de buscar posibles asociaciones entre la insuficiencia renal crénica
(IRC) y los niveles de dafo en el DNA. Para entender esta patologia, parece apropiado
empezar haciendo una breve descripcion de la anatomia y fisiologia del aparato
urinario. Este estad compuesto por dos rifiones, dos uréteres, una vejiga y una uretra y
sus funciones estan relacionadas, principalmente, con el mantenimiento del balance
de fluidos y de electrolitos asi como de la excrecion de algunos productos de desecho

del organismo.

1.1. Anatomia de los rifiones.

El rindn es un 6rgano par, cada uno con un tamafo aproximadamente de entre 10-13
cm de largo y 5-7,5 cm de ancho. En la Figura 1 se muestran las caracteristicas

anatoémicas de los rifiones.

Corteza

Figura 1. Estructura de los rifiones (Zieve, 2011).

Junto con la piel y el sistema respiratorio, los rifiones son uno de los principales
organos excretores. Cada rifion estd compuesto por aproximadamente 1.000.000-

1.200.000 de nefronas, que son las unidades estructurales y funcionales del érgano.
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Estas se encuentran agrupadas en unas 10-12 estructuras llamadas piramides renales
que se extienden entre la parte interna y externa de los rifiones, la médula y la corteza

renal. Las nefronas estan formadas por:

a) El corpusculo renal

Este contiene el glomérulo y la cépsula de Bowman, y sus funciones estan
relacionadas con la filtracion. ElI glomérulo filtra las células y las proteinas de la
sangre, mientras que todo el resto de componentes de la sangre pasan a la capsula de

Bowman y de alla a la asa de Henle.

b) La asa de Henle

Sus funciones estan relacionadas con los procesos de reabsorcidon y secrecion. Las
membranas semipermeables que limitan el tubulo permiten el movimiento selectivo de

los componentes de vuelta a la sangre y viceversa.

c) Eltubo colector

Este contiene todas las sustancias que no se han reabsorbido en el bucle y que
posteriormente se incluyen en la orina. La estructura de las nefronas se puede

observar en la Figura 2.

tdbulo contorneado
distal

Glomeérulo arteriola eferente

arteriola aferente
tibulo contorneado

e

———Tubo colector

/
Capsula de

o~
Bowman Vs
cortex renal _ —

-

médula renal

—
—_

e

rama descendente de Henle
/ rama‘ascendente de Henle
La asa de Henle

Figura 2. Estructura de las nefronas (modificado del Oxford Concise Colour Medical
Dictionary).
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1.2. Fisiologia de los rifiones.

Los rifiones tienen un papel fundamental en la regulacién de la composicién y el
volumen de los fluidos extracelulares. Normalmente mantienen la homeostasis a
través de la excrecion en la orina de las cantidades exactas de muchos compuestos,
entre éstos no se encuentran solo sustancias de desecho, sino que también se hallan
sustancias utiles que se encuentran en el organismo en exceso, como resultado de la

alimentacion y el metabolismo.

Los rinones realizan varias funciones muy importantes (Rhoades y Bell, 2009) para el

organismo como:

a) La regulacion de la presion osmotica de los fluidos corporales, a través de la

excrecion de la orina (dependiendo de su concentracion).

b) La regulacion de la concentracion de diferentes iones en el plasma sanguineo Na”,

K*, Ca®*, Mg, CI,, bicarbonato, fosfato, sulfato.
¢) El mantenimiento del balance acido-base a través de la sintesis de amoniaco.

d) La regulacién del volumen de fluidos extracelulares controlando el Na* y la

excrecion del agua.

e) La participacion en la regulacion de la presion arterial con la excrecion de Na®.
f) La eliminacién de distintos productos de desecho del metabolismo, como:

e la urea (el producto nitrogenado resultante del desecho del metabolismo de las

proteinas),
e el acido urico (producto final del metabolismo de las purinas).

¢ la creatinina (se forma como resultado de la degradacion de la creatina, que es un

nutriente para los musculos).
g) La excrecidon de un gran numero de farmacos, sustancias ajenas o téxicas.
h) La produccién de varias hormonas, como:

e |a eritropoyetina, que estimula la formacién de los eritrocitos, y que se produce en

un 90% en los rifiones.
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e |a vitamina D3, que se forma en los rifiones por hidroxilacion enzimatica del

calcifediol, y su funcion es aumentar la absorcion intestinal de Ca 'y P.

e la renina, que es una enzima también llamada angiotensinogenasa y que suele

excretarse en casos de hipotension arterial y de baja volemia.

i) La degradacién de algunas hormonas polipeptidicas, como la insulina, la

glucagona y la hormona paratiroidea.

j) La sintesis de sustancias que afectan al flujo sanguineo y a la excrecion de Na*
(prostaglandinas, tromboxan A2, y la calicreina, que es una proteasa sérica que

libera quininas).

1.3. Determinacion del nivel de funcionamiento de los rifiones.

Dada la importante funcion de los rifiones, es primordial conocer posibles alteraciones
en su funcionamiento. Asi, en la practica clinica hay varias maneras para evaluar el
funcionamiento de los rifones. Un parametro muy importante y ampliamente utilizado
para la estimacion del funcionamiento renal es el denominado indice de filtrado
glomerular (FG), que representa el volumen de fluido filtrado por unidad de tiempo
desde los capilares glomerulares renales hacia el interior de la capsula de Bowman.
Se calcula teniendo en cuenta los niveles de creatinina, la edad, la raza y el género,
entre otros factores. Las técnicas mas ampliamente utilizadas para medir el
funcionamiento renal incluyen la evaluacién de la creatinina, de la urea, el
aclaramiento radioisotépico, etc. Entre los métodos mas ampliamente utilizados

destacan:
a) La estimacion del FG con inulina.

El método se basa en la utilizacion de sustancias que se eliminan solo por filtracion
glomerular. Se toman muestras de sangre y orina del paciente, se le inyecta la inulina,
se espera unos 30-50 min para la difusién de la sustancia y luego se vacia la vejiga; el
ritmo de excrecion es directamente proporcional al indice de filtracion del agua y de los

solutos a través del glomérulo.
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b) El aclaramiento de la creatinina.

La tasa de excrecidn de la creatinina es constante a lo largo del dia y depende
exclusivamente de la filtracion glomerular. EI FG se calcula como M/P (siendo M la
creatinina excretada por unidad de tiempo y P la concentracion de creatinina en el
plasma (Batllé y Batllo, 2001).

c) Estimacién de la funcion renal por formulas.

La estimacion del funcionamiento de los rifiones utilizando férmulas tiene la ventaja de

que estos meétodos no implican la coleccidon de orina durante 24 horas.

e La féormula de Cockcroft-Gault

Estima el aclaramiento de la creatinina. La férmula considera la edad, el género, el
peso y los niveles de creatinina en el suero. Es menos precisa en poblaciones

compuestas por gente mayor y en casos con obesidad.

FG (mL/min) = [(140 - edad) x (peso en kg) x (0,85 si mujer)]

e La ecuacion MDRD (Modificacion de la dieta en la enfermedad renal)

Para estimar el FG la ecuacién considera la edad, el género, la raza y los niveles de

creatinina en sangre.

GFR (mL/min/1,73 m?) = 186 x (Pcr) - 1,154 x (edad) - 0,203 x

(0,742 si mujer) x (1,210 si afroamericano)

Esta ecuacion tiene limitaciones en los casos de masa muscular anormal, pacientes
con malnutricion u obesidad, mujeres embarazadas, etc. (Cockcroft y Gault, 1976;
KDOQI - Guideline 4, 2002; Kuan et al., 2005).

La comparacién entre las dos férmulas muestra resultados contradictorios, basados
sobre todo en la edad, indice de masa corporal y el aclaramiento de la creatinina
(Kuan et al., 2005; Barroso et al., 2006; Wieczorowska-Tobis et al., 2006; Teruel et al.,
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2007). Sin embargo, si se tienen en cuenta estos factores limitantes, las dos férmulas

muestran una precision similar (Vassalotti, 2006).

El filtrado glomerular se expresa en mL/min/1,73 m?, donde el 1,73 m? es un
coeficiente para ajustar la férmula respecto a la superficie corporal. Esta correcciéon se
hace con el calculo de la superficie corporal a través de la formula de DuBois (0,20247
x altura [m] 0,725 x peso [kg] 0,425) (Goémez-Pavén et al., 2010). El filtrado glomerular
en personas sanas tiene valores entre 120-130 mL/min/1,73 m?, disminuyendo con la
edad hasta los 75 mL/min/1,73 m?.

La disminucion del funcionamiento renal se puede manifestar de manera aguda o
cronica. El deterioro renal en la insuficiencia renal aguda (IRA) tiene multiples
etiologias entre las cuales se hallan infecciones bacterianas, insuficiencia cardiaca,
intoxicaciones, lesiones, sobredosis de farmacos, etc. La clasificacion de los grados de
IRA incluye cinco etapas: el riesgo de lesiones, las lesiones, el fallo renal, la
pérdida de la funcién renal, y, por ultimo, la insuficiencia renal terminal (Dirkes, 2011).
El tratamiento de la patologia incluye la correccién del problema que ha provocado la

insuficiencia y, si es necesario, la cirugia (trasplante) o la dialisis.

Por otro lado, la disminucion de las funciones renales por mas de tres meses, con
valores de FGR<60 mL/min/1,73 m? se considera como anomalia patolégica e
indicador de dano renal irreversible, definiéendose como enfermedad renal crénica,
independientemente de la causa (NKF-K/DOQI, 2002).

En la Tabla 1 se presenta la clasificacion de los estadios de la enfermedad renal

cronica segun las guias K/DOQI 2002 (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative).
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Tabla 1. Estadios de la IRC segun el filtrado glomerular (Cabrera, 2004).

Estadio | FG (mL/min/1,73 m?) Descripcion Tratamiento
= 60 con factores de Riesgo aumentado de .
- ) Deteccion
riesgo ERC
1 ~90 Dafo renal* con FG Observacion, control de la
normal presién sanguinea
Dano renal* con FG Control de la presion
2 60-89 : L .
ligeramente disminuido sanguinea.
Funcion renal Diagnéstico y tratamiento
3 30-59 moderadamente 9 ytrata
! de las complicaciones
reducida
4 15-29 Funcién re_nal muy Insuﬂmenga renal
reducida terminal
5 <15 (dialisis) Fallo renal Comienzo del tratamiento
sustitutivo

FG, filtrado glomerular; *Dafio renal: alteraciones patolégicas o marcadores de dafo,
fundamentalmente proteinuria/albuminuria; otros marcadores pueden ser las alteraciones en el

sedimento urinario y alteraciones morfoldgicas en las pruebas de imagen.

1.4. Etiologia de la insuficiencia renal cronica.

La enfermedad renal crénica es un estado fisiopatolégico con amplia distribucion a
nivel mundial. Se considera que la incidencia de IRC en Espafa alcanza entre un
9,16% (en mayores de 18 afios) y un 21% (para los enfermos que acuden a las
consultas), y cerca de 45.000 personas se encuentran en tratamiento renal sustitutivo
(Bermudez et al., 2011). Por lo que respecta a los EE.UU. la enfermedad renal crénica
se presenta en mas del 10% de la poblaciéon (aproximadamente 20 millones de
personas) (National Chronic Kidney Disease Fact Sheet, 2010). Hay que hacer notar
que se ha observado un incremento en la prevalencia de la enfermedad renal cronica,
pasando de un 10% en el periodo entre 1988-1994, a un 13,1% entre los afos 1999-
2004 (Coresh et al., 2007). Asi, para el periodo entre 1982-2003 se ha observado un
incremento de tres veces en la incidencia de la enfermedad renal terminal (Stolzmann
et al., 2005).
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Los factores mas comunes que contribuyen al desarrollo de la enfermedad renal, a

nivel mundial, se indican en la Figura 3, y se comentan a continuacion.

2,3% Enfermedad quistica

2,0% Enfermedades urolégicas

7,6% Glomerulonefritis

\

17,5% Otras

26,8% Hipertension arterial

N\
43,8% Diabetes

Figura 3. Principales causas de fallo renal (modificado de United States Renal Data
System. USRDS 2007 Annual Data Report).

a) La diabetes mellitus (tipo II).

La nefropatia diabética se manifiesta al principio con la aparicion de microalbuminuria
y la disminucién del filtrado glomerular. En los ultimos afos el numero de pacientes
con diabetes tipo Il que desarrolla problemas renales ha aumentado y hoy en dia se ha
convertido en la principal causa de la insuficiencia renal crénica. Sin embargo, el
numero de pacientes con diabetes tipo | se mantiene estable (Akmal, 2001; Harvey,
2003). Varios estudios muestran que el estado de IRC se puede desarrollar como

efecto secundario de la diabetes tipo Il (Burden et al., 1992).
b) La hipertension arterial.

Esta es una patologia que bien puede causar la insuficiencia renal o ser consecuencia
de la misma. La nefroangioesclerosis es un término utilizado para definir el dafio renal

generado por la hipertensién. La hipertension afecta a la microvasculatura
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preglomerular y también reduce el suministro de sangre a los rifiones (entre otros
organos). En estas condiciones, las nefronas dejan de filtrar adecuadamente, hecho
que podria ser causa del aumento de la presion arterial (Mann y Pickering, 1992;
National Kidney Foundation, 2004).

c) La glomerulonefritis (o glomerulopatia).

Esta es una enfermedad inflamatoria que esta relacionada con la pérdida de la funcién
renal y puede causar la aparicion de sangre y proteinas en la orina. Dichos niveles
definen diferentes estadios de insuficiencia renal (Pineda, 2007). La hipertension
arterial puede influir negativamente en el prondstico de la enfermedad (Quirds et al.,
2005). La insuficiencia renal también podria manifestarse como consecuencia del
Lupus ya que éste causa la inflamacién de los glomérulos de manera parecida a la
glomerulonefritis. Esta patologia se manifiesta con proteinuria y causa trastornos en el

funcionamiento de los tubulos renales (Cameron, 1999).
d) La enfermedad renal poliquistica.

Este es un trastorno hereditario que se manifiesta de dos formas: la autosémica
dominante (se desarrolla entre los 30 y los 40 afos) y la autosémica recesiva (mas
tipica de los primeros meses de vida). La enfermedad se caracteriza por el desarrollo
de multiples quistes en ambos rifiones que, en el 50% de los casos, lleva al desarrollo

de la insuficiencia renal (Torres y Harris, 2009).
e) La enfermedad renovascular.

Se presenta dentro de la poblacion hipertensa, aunque con un porcentaje bajo. Se
manifiesta por la oclusién de las arterias y esta relacionada con subsecuentes eventos
coronarios adversos, causando la hipertensién secundaria y la insuficiencia renal
(Edwards et al., 2005).

f) La nefritis intersticial.

La nefritis intersticial créonica se caracteriza por atrofia tubular, inflitracion por células
mononucleares del intersticio y fibrosis intersticial. Clinicamente se caracterizan por
deficit de concentracién y acidificacién. Las causas de nefritis intersticial cronica son:
alteraciones metabdlicas (hiperuricemia, nefrocalcinosis, etc.), patologia obstructiva
(litiasis, tumores, reflujo vesico-ureteral), enfermedades hematolégicas (mieloma
multiple), enfermedades autoinmunes (rechazo injerto renal), farmacoldgico
(analgésicos), etc. En el caso de la litiasis renal, los calculos renales se forman por

distintas alteraciones en la composicién de la orina como cambios en el pH y el
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aumento de la concentracion de algunas sustancias. Si no son tratados a tiempo los
cambios estructurales obstructivos causan un deterioro renal que conduce a la

insuficiencia renal (Gémez Dos Santos y Burgos, 2005).
g) Ofras causas.

Otras posibles causas podrian ser las nefropatias causadas por traumatismos o la

ingestion de distintos farmacos con efecto nefrotoxico.

1.5. Repercusiones del estado urémico sobre los sistemas y los drganos del

organismo.

Las alteraciones bioquimicas y fisiolégicas que surgen durante el desarrollo de la
insuficiencia renal terminal se definen como sindrome urémico. La insuficiencia renal
afecta asimismo a muchos otros érganos y sistemas del organismo. La razén de estos
efectos radica en la presencia de las toxinas urémicas que son moléculas que, segun
su peso, se clasifican como pequefas hidrosolubles (<500 Da como la creatinina, la
urea y el acido urico), moléculas de tamafio medio (>500 Da como la IL6, la B2
microglobulina) y moléculas pequefias unidas a proteinas (<500 Da como la
homocisteina) (Ribes, 2004). Hoy en dia se conocen cerca de 90 sustancias que
pueden actuar como toxinas urémicas (Vazquez et al., 2003). A continuacion se
nombran algunos problemas que el estado urémico puede causar sobre diferentes

sistemas del organismo.

a) Aparato circulatorio. En todos los casos la falta de eliminacién de la orina lleva al
aumento del volumen plasmatico, esto favorece la aparicion de la insuficiencia
cardiaca, a la que ademas contribuye la hipertensién y la anemia. La formacion de
depdsitos de urea en la serosa pericardica (pericarditis urémica) causa dolor y
también alteraciones en el electrocardiograma. Este estado de retencion de
volumen y los niveles elevados de renina favorecen la hipertension arterial que, por
otro lado, lleva a la hipertrofia ventricular izquierda. EI aumento de los niveles
plasmaticos de homocisteina, puede danar al tejido arterial y acelerar la
coagulacion de la sangre. Por estas razones, en la IRC el riesgo de patologias y

complicaciones cardiovasculares es muy elevado.

b) Sistema endocrino. En la IRC se observa hiperparatiroidismo secundario.
Asimismo, en las mujeres se observa una disminucion de los niveles de

estrogenos que causa amenorrea e infertilidad, mientras que en los hombres

10
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c)

d)

e)

f)

¢))

h)

disminuye el nivel de testosterona. Otros efectos suponen anomalias tiroideas, con
rasgos de hipofunciéon, aumento de los niveles de insulina, alteraciones del
metabolismo lipidico, aparicién de hipertrigliceridemia y aceleracion del
catabolismo proteico.

Aparato respiratorio. Se puede desarrollar neumonitis urémica y acidosis

metabdlica, que se manifiesta como respiracion magna.

Alteraciones hematoldgicas. La menor produccion de eritropoyetina renal, el déficit
nutricional y las pérdidas por hemorragias suelen ser las causas de la anemia
presente en la IRC. Este estado aumenta el gasto cardiaco. Por otro lado, la
hemostasia también se ve afectada por la IRC, dando como resultando periodos

de hemorragias mas largos.

Aparato locomotor. El déficit de vitamina D debido a la IRC puede causar
osteomalacia; asimismo, el hiperparatiroidismo secundario también puede ser
causa de alteraciones 6seas. Por otro lado, el aumento de los niveles de Ca-P
hace que éstos precipiten formando hueso en tejidos blandos (osteodistrofia

urémica).

Aparato digestivo. La urea se acumula en las mucosas formando Uulceras;
asimismo, aumenta la colonizacion de Helicobacter pylori y aparece anorexia, junto

a nauseas y diarreas.

Problemas neuromusculares. Diversos problemas neuromusculares se asocian con
la IRC, entre ellos cabe destacarse la alteracién en la capacidad de concentracion,
el insomnio, la irritabilidad neuromuscular, asi como calambres y temblor de

manos.

Piel. La urea puede depositarse en la epidermis formando descamacion. En estos

casos la piel es seca y de color amarillo pajizo (Garcia-Conde et al., 2003).

Malnutricion. Las restricciones en la dieta durante el desarrollo de la insuficiencia
renal son importantes para el control de la enfermedad en la fase de pre-dialisis. El
estado de malnutricion es un parametro importante, dado que esta relacionado con
algunas complicaciones en el estado urémico y también, junto con la inflamacion
sistematica y los desérdenes metabdlicos, influye en la mortalidad de este grupo
(Oliveira et al., 2010).

Elevada mortalidad. Se considera que los pacientes con IRC, tanto los IRC/NT

como los pacientes sometidos a tratamiento sustitutivo, forman una poblacién con

11
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elevados niveles de mortalidad, sobre todo de causa cardivascular. Se considera
que existe una relacion negativa entre el funcionamiento de los rifiones y la
mortalidad de estos pacientes (Tonelli et al., 2006). La supervivencia de los
pacientes sometidos a tratamiento de hemodialisis también difiere
significativamente de la supervivencia de la poblacion sana (O'Riordan et al.,
2003).

1.6. Tratamiento de la insuficiencia renal crénica.

Como ya se ha visto, el dafo renal puede venir causado por una enfermedad que
afecte directamente a los rifiones o bien puede ser consecuencia indirecta de una
patologia que afecte a otros 6rganos. Independientemente de la causa, una vez se ha
detectado la IRC es muy importante empezar un tratamiento adecuado para controlar
el desarrollo del estado urémico. Para ello, se debe tener en cuenta la causa del
deterioro renal para escoger los farmacos adecuados para el tratamiento, evitando la
aplicacién de aquellos con demostrada nefrotoxicidad, como por ejemplo algunos
analgésicos y antiinflamatorios como la aspirina, la indometacina y el ibuprofeno y
también algunos antibiéticos, antineoplasicos e inmunosupresores. El control de la
presion arterial es también muy importante para retrasar el dafio a los rifiones y, para
ello, en la mayoria de los pacientes se emplean inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina (IECA). La dieta correcta del paciente es otro factor importante para
posponer la terapia renal sustitutiva (TRS). Asi, aplicando regimenes de nutricion
bajos en proteinas, limitando la ingesta de liquidos, sal, potasio, fosforo y el consumo
de comidas bajas en grasa y colesterol, se puede ayudar al control de la toxicidad

urémica, al menos durante un tiempo (Bianchi et al., 1978; Soroka et al., 1998).

Sin embargo, una vez se ha alcanzado la IRC irreversible, los Unicos tratamientos que
forman parte de la terapia renal sustitutiva (TRS) son la dialisis y el trasplante renal.
Hay dos tipos principales de didlisis: la hemodialisis y la didlisis peritoneal. Como
variaciones del tratamiento de didlisis se aplican también la hemdfiltracién y la
hemodiafiltracién, que son métodos de purificacion de la sangre de manera
extracorporea, mientras que la didlisis peritoneal utiliza el peritoneo del propio paciente

para filtrar la sangre.

El momento de comenzar el tratamiento sustitutivo es crucial, porque su correcta

eleccion puede prevenir posibles complicaciones relacionadas con la uremia, lo que

12



Introduccidn

esta estrechamente relacionado con la evolucion de los pacientes. Se ha comprobado
que los pacientes con TRS programada tienen menores niveles de morbo-mortalidad
frente a los que empiezan el tratamiento de manera no programada (Molina y
Rodriguez, 2008).

Segun el informe anual de ERA-EDTA 2008 (Registro europeo de recopilacion de
datos sobre la asociacion europea de didlisis y trasplante) en Espafa funcionan cerca
de 151 centros de TRS, de los cuales 45 se encuentran en Catalufia. El promedio de
edad de los pacientes que empiezan un tratamiento sustitutivo por dialisis, tanto en
Espafia como a nivel Europeo, es de entre 61 y 67 afos, siendo los hombres el género

mas afectado.

1.6.1. La hemodialisis.

Entre las técnicas de TRS la hemodialisis es la mas ampliamente utilizada, comparada
con la dialisis peritoneal y el trasplante renal. La primera maquina de hemodialisis
utilizada para tratar humanos, se inventé en 1945 por William J. Kolff (Connor, 1989), y
el proceso de dialisis supone tener en cuenta distintas etapas, como se indica a

continuacion.

1.6.1.1. Acceso a la sangre durante la hemodialisis.

Antes de empezar el tratamiento de dialisis es necesaria la elaboracion de un acceso
vascular comodo. El acceso a la sangre durante la sesion de hemodialisis se puede

realizar mediante:

e Catéter intravenoso central para acceso temporal (CVC), o permanente: El CVC
(Figura 4) es un catéter de material sintético que se inserta a través de la vena yugular
interna, vena subclavia o vena femoral. Se utiliza para pacientes cuya insuficiencia
renal ha progresado rapidamente o ha sido detectada relativamente tarde (estadios 4 y
5) y requieren esta manera de acceso rapido, ya que esta situacion no permite que
madure un acceso permanente (fistula o injerto intravenoso) o en pacientes en los
cuales es imposible realizar una fistula o un injerto. El catéter tiene dos luces y de esa
manera permite el flujo bidireccional de la sangre, uno para extraerla del organismo y
el otro para devolverla después de la filtracion, permitiendo el movimiento de grandes
flujos (Ash, 2008). El acceso a través del catéter intravenoso puede funcionar desde
unas semanas hasta 3 meses (en el caso del catéter temporal), periodo durante el cual
el acceso permanente estd madurando. Las complicaciones que puede causar este

acceso son principalmente el bajo flujo (que influye a su vez a la adecuacién de la
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hemodialisis), las infecciones, la estenosis venosa, la congestion venosa severa
(trombosis), la bacteriemia y sangrados. Todos estos aspectos pueden afectar a la

supervivencia del paciente (Borrego-Utiel et al., 1996; Delgado et al., 2006).

Figura 4. Catéter intravenoso (Taylor et al., 2005).

e Accesos vasculares permanentes: La situacion oOptima para los pacientes en
hemodialisis es tener su acceso vascular permanente, antes de empezar el
tratamiento de didlisis, y utilizar lo menos posible el catéter intravenoso. Hay que
recordar que se requieren unos dos meses para que los accesos permanentes
maduren y puedan ser utilizados (Garcia Cortés, 2005). Entre los accesos

permanentes cabe citar la fistula arteriovenosa (FAV) y el injerto arteriovenos (IAV).

Para la FAV se procede, a través de un procedimiento quirdrgico, a formar una
anastomosis entre una vena y una arteria con localizacién radiocefalica o en

localizacion humerobraquial en uno de los brazos (Figura 5).

Su periodo de maduracién es de entre 1 y 4 meses. Entre las dos opciones de acceso
vascular permanente la fistula arteriovenosa es la mejor variante para los pacientes
que inician terapia de dialisis (Rayner et al., 2004), y el uso de FAV se asocia con
mayor supervivencia y menor tasa de complicaciones, sobre todo a nivel de trombosis
e infecciones (Domiguez et al.,, 1999; Gruss et al., 2006; Stolic et al., 2011). Las
complicaciones mas comunes relacionadas con la aplicacion de FAV son los
aneurismas, la hipertension venosa y el sindrome del robo, que es cuando la fistula
tiene un flujo muy alto y la sangre es atraida dentro de la fistula y retornada a la
circulacion sin entrar en los tubos capilares del miembro; esto puede ser causa de

isquemia en las extremidades (Derakhshanfar et al., 2009).
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Figura 5. Fistula arteriovenosa.

El injerto arteriovenoso (IAV) (Figura 6) es parecido a la FAV, dado que se realiza a
través de cirugia pero, en este caso, para juntar la vena y la arteria se utiliza un trozo
de vena hecha de material sintético. Su ventaja es que madura mas rapido que las

fistulas.

£ Injerto en forma ]
e de puente Arteria

Figura 6. Injerto arteriovenoso.

Entre las complicaciones que podrian surgir tras el IAV estan las tipicas para el FAV,
ademas de la aparicion de estenosis donde el injerto estd unido a los vasos del
paciente. Este injerto muestra mas probabilidades de desarrollar complicaciones
relacionadas con infecciones y trombosis y se practica en pacientes cuya fisiologia no

permite la realizacion de una fistula arteriovenosa (Schild et al., 2008).
1.6.1.2. Descripcién del proceso.

En el proceso de hemodidlisis la sangre del paciente se extrae a través de su acceso
vascular y en un circuito de fluido extracorporeo circula hacia la bomba de sangre de la

maquina de hemodialisis, dirigiéndose hacia la membrana semipermeable. En el
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proceso de extracciéon de la sangre, y antes de que la misma alcance el dializador, se
administra anticoagulante. La membrana semipermeable se encuentra en el dializador
separandolo en dos espacios uno para la sangre y otro para el dializado, que es el
liquido utilizado para “lavar” la sangre. Las fibras de la membrana permiten el paso de
las toxinas urémicas e impiden el intercambio de componentes Uutiles de la sangre (los
linfocitos, los globulos rojos, las proteinas, etc.). El dializado se administra en el lado
opuesto de la membrana y fluye en direccion contraria a la de la sangre, mientras que
las sustancias nocivas como la creatinina, la urea y el potasio se eliminan. La
limitacién en el paso de algunas sustancias se basa en su tamafo; asi, las moléculas
de gran tamafio no pueden atravesar los poros de la membrana. Después de filtrarse
en el dializador la sangre vuelve al cuerpo del paciente. Durante la sesion de dialisis a
través de la maquina se controlan parametros como la presion arterial y venosa del
paciente, la presién de administracion de la solucion de hemodialsis y la deteccion de

aire en el sistema extracorpéreo.

En la Figura 7 se observa la estructura de la membrana de hemodialisis y el esquema

del proceso de filtracion de la sangre.

El tratamiento se puede llevar a cabo tanto en un hospital como en la casa del
paciente. Las sesiones en el hospital normalmente duran 3-4 horas y se realizan tres
veces por semana, mientras que en el caso de hemodialisis en casa se pueden

realizar hasta seis sesiones por semana (Szromba, 2008).
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Figura 7. Esquema del proceso de hemodidlisis y estructura de la membrana (NIH-
National Institute of Health, 2007).
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El proceso de filtracién de la sangre se basa en dos fendmenos fisicos: a) la difusion y

b) la conveccion.

a) La difusion es un proceso fisico irreversible que consiste en la distribucion
homogénea de particulas y disolvente por gradiente de concentraciones, de mayor
a menor concentracion, hasta llegar a concentraciones iguales de los dos lados de
la membrana. EI movimiento se realiza por gradiente de concentracion. Este

proceso se esquematiza en la Figura 8.
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Figura 8. Difusion.

b) La conveccién requiere un desplazamiento de fluido como consecuencia de una
presioén aplicada en una cara de la membrana (Figura 9). El movimiento se realiza

por gradiente de presion.
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Figura 9. Conveccion.

Mientras la HD convencional se basa en el proceso de difusidn, existen otras técnicas
convectivas que utilizan la conveccién o bien la convecciéon en combinacién con la

difusion. Asi, tenemos:

a) la hemofiltracion (HF) que es un método basado en la conveccion, sin utilizar el
bafo de dialisis. No hace falta gradiente de concentracion porque se aplica fuerza

hidrostatica y osmética.
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b)

la hemodiafiltracion (HDF) es un variante de la hemodidlisis realizada con
membranas de alto flujo; esta técnica utiliza para la filtracion de la sangre una
combinacion de difusion y transporte convectivo a través de la membrana. Este
tipo de transporte requiere ultrafiltracion del fluido en una medida que excede el
peso que se quiere eliminar. La hemodiafiltracion puede ser también ABF

(biofiltracion sin acetato) y PFD (filtracion pareada).

Por ultimo, tenemos la hemodiafiltracién on-line (HDF-OL) en la que se realiza la
infusion del liquido de sustitucién en modo postdilucional, predilucional o dilucion
intermedia. Se considera que la capacidad que tiene este método para limpiar
algunas toxinas urémicas es mejor que la de la HD y la HF por separado,
eliminando moléculas de tamafio mediano (la B-microglobulina, la IL-6 etc.) y
grande que se filtran mal por difusiéon, dando la ventaja de poder controlar mas
facilmente algunos parametros como la presion arterial (Maduell et al., 1999; van
der Weerd et al.,, 2008). La HD-OL se considera uno de los avances mas
significativos en el desarrollo de la técnica de hemodialisis en los ultimos 50 afos.
Este tratamiento implica la utilizacién de membranas de alto flujo, agua ultra pura y
maquinas muy precisas. Actualmente en Espafa tan soélo un 22,5% de los
pacientes sometidos a tratamiento de hemodialisis estdn en HD-OL. En la Figura
10 se ilustran los procesos de filtracién de la sangre en las diferentes variantes de

la hemodialisis.

En los distintos tipos de tratamiento de didlisis se pueden utilizar cuatro tipos distintos

de membranas: 1) membranas de celulosa, 2) membranas de celulosa sustituida, 3)

membranas celulosintéticas y 4) membranas sintéticas.

1)

2)

En el caso de la membrana de celulosa: el material se obtiene de algodén
procesado y se puede encontrar bajo distintos nombres como celulosa regenerada,
cupramonio-celulosa, cupramonio-rayén y éster de celulosa saponificada. Durante
las sesiones de hemodialisis con este tipo de membranas, se activa al sistema del
complemento de la sangre que pasa por la membrana y entra en contacto con los

radicales hidroxilo libres de su superficie.

Entre las membranas de celulosa sustituida se encuentran las membranas de
acetato, diacetato y triacetato. En éstas, la mayoria de los abundantes radicales

hidroxilo libres de la superficie estdn quimicamente unidos al acetato.
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3) Las membranas celulosintéticas estan hechas por celulosa y el compuesto
sintético amino-terciario. La biocompatibilidad de este tipo de membranas es
mayor, como resultado de la modificacion de su superficie.

4) Por ultimo, las membranas sintéticas estan hechas de polisulfona, policarbonato,
poliamida, poliacrilonitrilo (PAN) y polimetilmetacrilato (PMMA) y no contienen
celulosa (Daugirdas et al., 2000). Actualmente, tienden a usarse cada vez mas
membranas sintéticas, puesto que son mas biocompatibles y de mayor

permeabilidad hidraulica, ya que permiten eliminar moléculas de mayor tamafio.

Sangre Sangre Sangre
I. LF 30 lros I‘I""‘:'j‘: UF =12 itros I. o
- da reposicitn e MEpossnun
UF = ganancia de peso + gangncia de paso wfha o ! + QRNANCEA de paso ¢ Ty
UQuido =g Liguiiches ———se
2 (halsis s cliaksis
Hemodialisis Hemofiltracian Hemodiafitracién
Sangre
UF =15 Hros 1
¢ OENENCE O pest
HODF-0L : Sangre
I angre
T p— E— posdilucional Sang I
s (idksis IE = B-101; I
R L= tel Ko Bicarbonalo UF = 8-12 litros
+ {Janancia peso
Sangye UF = ganancia de peso .
UF =30 Wros 1
+ ganancia de peso Liguico ===
HOF-OL chir cliilieszs
Liguida — predilucional
de didfsis AFB PFD

Figura 10. Diferentes modalidades de técnicas de dialisis extracorpéreas.

(http://nefrologiadigital.revistanefrologia.com//).

1.6.1.3. Efectos secundarios de la hemodialisis.

Puesto que durante la sesion de hemodidlisis el agua se elimina de la sangre
demasiado rapido, se puede provocar una baja presion arterial debido a hipovolemia.
En algunos casos después de la sesion también se presenta fatiga, dolores de pecho,
calambres o dolor de cabeza. Entre las sesiones se puede observar la sobrecarga de

liquidos acumulados bajo la piel en la zona de los tobillos e incluso en los pulmones.

Otras complicaciones del tratamiento lo constituyen las infecciones, tanto de caracter
viral como de caracter bacteriano. Esto es debido al acceso vascular permanente que
tienen estos pacientes, asi como a la reutilizaciéon de dializadores (lo que sucede en
algunos paises como en los EE.UU.) (MMWR, 2001). También se ha observado alta
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incidencia de hepatitis en los pacientes sometidos a tratamiento de hemodialisis
(Wong et al., 2005; Sulowicz et al., 2007).

La amiloidosis dialitica es otra de las complicaciones mas frecuentes. Esta causada
por la acumulacién de B-microglobulina y afecta a las articulaciones, causando artritis
(Dorland, 2005).

Otra posible complicacion la constituyen las hemorragias, debido a la tendencia de
sangrados en el estado urémico, asi como al uso sistematico de anticoagulantes
durante el tratamiento (generalmente con heparina) y también debido a la
administracion de farmacos para evitar la trombosis de la fistula (Janssen y van der
Meulen, 1996). Por eso, para minimizar estas consecuencias se intenta reducir el uso
de heparina y utilizar anticoagulantes alternativos como la protamina o el citrato
(Holden et al., 2008).

Entre las complicaciones derivadas de la HD también se pueden observar reacciones
alérgicas causadas por el tratamiento. Las reacciones alérgicas agudas normalmente
suceden en los primeros minutos del tratamiento de HD, atribuyéndose al uso de
heparina o el uso de un dializador nuevo (Berkun et al., 2004; Altintas et al., 2009). Las
reacciones en respuesta al diéxido de etileno, utilizado como esterilizante, o el asi
denominado “sindrome del primer uso”; incluye dificultad respiratoria, urticaria,
hipotension, calambres, nauseas y vémitos. Asimismo, contaminaciones bacterianas
del liquido de didlisis también pueden causar reacciones alérgicas y fiebre (Periz y
Sanmartin, 2007).

Finalmente, el exceso de potasio en sangre (hipercalemia), es también una
complicacién frecuente en los pacientes en tratamiento de HD (Putcha y Allon 2007;

Tzamaloukas et al., 2011).

1.6.2. La didlisis peritoneal (DP).

La dialisis peritoneal es una técnica que empezo a utilizarse ampliamente a partir de
los afios 80. Es un tratamiento que da mas libertad al paciente puesto que se puede
realizar en cualquier lugar fuera del hospital. Si se realiza correctamente, este tipo de
tratamiento puede llegar a dar resultados equivalentes a los de la hemodialisis, siendo
también una alternativa para los pacientes cuyo acceso vascular ha fracasado o

también para los que tienen algun inconveniente para empezar tratamiento de HD
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(Rocha et al., 2010). El tratamiento de dialisis peritoneal se esquematiza en la Figura
11.

E
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Figura 11. Esquema de la dialisis peritoneal.

El tratamiento sustitutivo de la DP utiliza como membrana semipermeable el peritoneo;
asi, el agua y los solutos pasan de los capilares peritoneales al liquido de didlisis a
través de esta membrana hasta alcanzar el equilibrio. Las sustancias de bajo peso
molecular como la urea, la creatinina, el potasio, el cloro, el bicarbonato, el acido urico
etc. pueden atravesar la membrana peritoneal, mientras que las de peso molecular
alto se quedan en la sangre (Martin y Sanchez, 2006). Para el acceso al peritoneo se
utiliza el denominado catéter de Tenckhoff que es el que permite el suministro del
liquido de didlisis (generalmente solucion de glucosa y otras sales) (Stowas et al.,
2002).

La membrana peritoneal tiene una red abundante de vasos sanguineos que durante la
didlisis actuan como las fibras de un rifidn artificial (dializador). Para que funcione todo
el proceso, primero hace falta llenar la cavidad abdominal con la solucién de dialisis,
conectando una bolsa de solucion al catéter; después de llenar la cavidad abdominal
el catéter se cierra por unas horas. La diferencia entre las concentraciones hace que
los deshechos de la sangre atraviesen la membrana quedandose en la solucion.
Después el liquido de didlisis se elimina a través del catéter. En la practica se realizan
dos tipos de DP: la dialisis peritoneal ambulatoria continua (DPAC) y la dialisis

peritoneal automatizada (DPA).

La DPAC es un variante de la DP en la cual el paciente sin necesidad de maquina
realiza su dialisis, haciendo 3 - 4 cambios por dia con una duracion de 30 - 40 minutos

por sesidén en los cuales se intercambian unos 1,5 - 3 litros de liquido. La DPA se
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realiza durante la noche, mientras el paciente duerme; el dializado se cambia con la

ayuda de una maquina que llega a intercambiar entre 8 y 12 litros.

La complicacién mas frecuente durante este tipo de tratamiento sustitutivo es la
peritonitis, seguida por las hernias (causadas por la alta presién intraperitoneal
constante), los hematomas, los abscesos retroperitoneales y las fugas de liquido de
dialisis (Cakir et al., 2008).

1.6.3. El trasplante renal.

El trasplante renal es la mejor opcion para el tratamiento de la insuficiencia renal
crénica cuando el paciente se encuentra en el estadio 5 o en insuficiencia renal
terminal, dado que restaura una parte importante de la funcién renal. Este es el
tratamiento que muestra mejores resultados de supervivencia y proporciona mejor
calidad de vida, sobre todo en los pacientes que no han sido tratados con dialisis
anteriormente (Frutos y Cabello, 2010). Sin embargo, la demanda de trasplante renal

excede las disponibilidades de rifiones para su realizacion.

Hay dos tipos de trasplante renal, el de donante cadaver y el de donante vivo. En
Espana, el 90% de los trasplantes realizados son de donante cadaver. Por lo que
respecta al tipo de trasplante de donante vivo, el primero realizado con éxito se llevd a
cabo en 1954 (Murray et al., 1955). Hay que sefialar que en los ultimos afos se
observa un incremento significativo en el nimero de trasplantes de donantes vivos lo
que se debe a sus ventajas frente el trasplante de donante cadaver y también al bajo

riesgo que supone para los donantes (Dominguiez-Gil y Pascual, 2008; Salinas, 2010).

En las personas que ya estan en tratamiento de didlisis, el someterse a un trasplante
tiene algunos aspectos negativos asociados con el retraso en la funcion del injerto, el
rechazo agudo, la enfermedad cardiovascular, el habito de fumar y la edad del

paciente al iniciar la terapia de dialisis (Andrés, 2010).

Independientemente del tipo, los principales inconvenientes relacionados con los
trasplantes renales son la enfermedad cardiovascular y los tumores malignos

causados por el tratamiento con inmunosupresores (Veroux et al., 2009).
1.6.4. Comparaciones entre las técnicas de tratamiento sustitutivo.

Comparando las ventajas, medidas en términos de supervivencia del paciente, de las

técnicas DP y HD se encuentra que éstas dependen de los diferentes grupos de
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pacientes. Asi, se ha demostrado que la DP da mejores resultados sobre todo cuando
éstos mantienen diuresis residual, respecto la supervivencia, para pacientes mas
jévenes y para los que no presentan patologia diabética, mientras que la HD es mejor
para pacientes con diabetes (Rufino et al., 2011). La proporcién de uso de las distintas
técnicas sustitutivas (sin el trasplante renal) depende de distintos factores sanitarios,
geograficos y econdmicos. Se observa que el uso de DP es mayoritario en paises
donde el tratamiento es publico. En el caso de Espaina, hace sélo unos pocos anos
que se ha empezado a prestar mas atencién al tratamiento DP aunque, de momento

no alcanza el nivel de uso del tratamiento con HD (Vega et al., 2005).

Por lo que respecta a la HD-OL, los beneficios que ésta presenta frente la hemodialisis
convencional se relacionan sobre todo con la calidad de vida de los pacientes. La HD-
OL minimiza la sintomatologia inter-dialisis, mejora los parametros bioquimicos (la
albumina, la PCR, etc.), disminuye la necesidad de administracion de eritropoyetina

para el estado de anemia y mantiene mejor la concentracion de Ca y P.

1.7. Dafo genético asociado con la insuficiencia renal cronica.

Los pacientes con insuficiencia renal crénica, tanto en tratamiento de hemodialisis
como los pacientes no tratados con HD (IRC/NT), forman una poblacién con una alta
incidencia de patologia cancerosa, de enfermedades cardiovasculares, de
envejecimiento prematuro y de reduccion en la capacidad de reparar el dafio generado
en el DNA. Asimismo, se ha propuesto que este grupo de pacientes esta bajo
condiciones de inflamacion, estrés oxidativo y estrés carbonilo, sugiriendo que el
estrés oxidativo y la inflamacion son mecanismos ligados con el estrés carbonilo (Li et
al., 2006).

En la poblacion con IRC, tanto en tratamiento de hemodialisis como en los pacientes
con IRC/NT, se ha observado un aumento de la inestabilidad genética, presentando
una alta incidencia de anormalidades cromosdmicas estructurales y también niveles
elevados de intercambios entre cromatidas hermanas (Cengiz et al., 1988; Liu et al.,
2001).

Hay algunos estudios dedicados a la evaluacién del dafio genético en los pacientes
con insuficiencia renal crénica y al estudio de su relaciéon con la progresion de la

patologia renal. Gran parte del dafio en el DNA se asume que es debido a la presencia
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de las toxinas urémicas que en los individuos sanos no estan presentes, dado que se
excretan a través de los rifiones. Algunas de estas toxinas urémicas, aparte de la urea,
presentan propiedades genotéxicas, y se las ha relacionado con la presencia de la alta
incidencia de cancer mostrada por estos pacientes (Robles et al., 1990; Schupp et al.,
2010).

Entre los distintos mecanismo que se han propuesto para explicar la existencia de los
elevados niveles de dafio genético observados en los pacientes con IRC hay que

destacar el dafo oxidativo.

1.7.1. El estrés oxidativo.

De manera espontanea, y durante algunos procesos metabdlicos, se forman en el
organismo las denominadas especies reactivas del oxigeno (EROs), que son
moléculas muy reactivas debido a que poseen electrones desapareados, lo que les
hace reaccionar con otras moléculas organicas en procesos de 6xido-reduccion. Entre
estas moléculas se encuentran los radicales libres, los iones de oxigeno y los
peréxidos (Halliwell y Gutteridge, 1989; Pham-Huy et al., 2008).

Como consecuencia de la falta de equilibrio, entre la generacion de radicales libres y la
capacidad del organismo de eliminarlos, aparece lo que se denomina estrés oxidativo.
Como se ha comentado, las fuentes espontaneas de radicales libres son el
metabolismo celular del organismo junto con las reacciones de oxido-reduccién y de

peroxidacion lipidica.

Puesto que en los organismos vivos estas reacciones se generan continuamente,
éstos se encuentran constantemente bajo el efecto de EROs. Ademas de los de origen
endogeno hay que sefialar que los organismos se encuentran también expuestos a
otras fuentes de EROs de origen exdgeno. Esta situacién ha generado la aparicion de
una respuesta adaptativa constituida por un conjunto de defensas antioxidantes, tanto
de origen enzimatico como no enzimatico. Entre las enzimas mas conocidas

involucradas en la defensa antioxidante cabe destacar (Molina, 2003):

- la superoxidodismutasa (SOD), que convierte el O, en O, y H,0..

- la catalasa (CAT), que convierte el H,O, en O, y agua.

- la GSH-peroxidasa, que cataliza la reduccion de peréxidos (ROOH, inclusive el H,O,

a alcoholes (ROH).
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- las quinonas reductasas y hemo oxigenasas, que previenen la formaciéon de EROs.

Entre los agentes antioxidantes de caracter no enzimatico se encuentran los
hidrofilicos como la vitamina C (ascorbato), el acido urico, la bilirrubina y la albumina,
y los agentes lipofilicos como la vitamina E (alfatocoferol), los carotenoides y las

ubiquinonas.

En el estrés oxidativo las especies reactivas del oxigeno interactuan con diversos
compuestos celulares causando el asi llamado dafo oxidativo. Estas interacciones

tienen lugar, fundamentalmente sobre los lipidos, las proteinas y sobre el DNA.

Mediante una serie de reacciones en cadena los lipidos de las membranas celulares,
se ven afectados, causando la peroxidacion lipidica. En estos casos el radical hidroxilo
actua sobre los acidos grasos de la membrana celular sustrayendo un atomo de
hidrogeno, formando de esa manera el perdxido lipidico y el hidroperéxido (Guerra,
1997). Por lo que respecta al dafo oxidativo sobre las proteinas, la interaccion entre
las EROs y los aminoacidos como la metionina, la serina, la lisina, la tirosina etc.
causa cambios en la estructura y las funciones de las proteinas, afectando la
regulacion redox. La sefializacion redox afecta a las proteinas reguladoras vy, a través
de oxidaciones especificas cambia su actividad de manera reversible (Maccarrone y
Ullrich, 2004).

Sin embargo, en el contexto de esta tesis lo mas interesante son los mecanismos de
induccion de dafio oxidativo sobre la molécula de DNA. Asi, la interaccion de las EROs
(especialmente el OH') con el DNA, puede causar diversas alteraciones en la molécula
del DNA, incluendo tanto alteraciones a nivel cromosémico como genémico (Wiseman
y Halliwell, 1996). Los distintos tipos de dafio en la molécula de DNA pueden

generarse mediante diferentes mecanismos, entre los que podemos destacar:

e Modificacidones de bases en el DNA. La modificacién mas frecuente que ocurre
bajo la accion de los radicales libres enddgenos es la formacion de 8-OH-dG,

producto que posee potencial altamente mutagénico (Stopper et al., 2004).

e Formacion de sitios AP (apurinicos y apirimidinicos). La formacion de los sitios AP
en el DNA es el resultado de “ataques” especificos 0 no especificos de los
radicales libres sobre la desoxiribosa, produciendo oxidaciones en las posiciones
C-1°, C-2° o C-4'. Entre los agentes exdgenos que producen estos efectos
podemos sefalar la bleomicina, la irradiacion gamma, el H,O,, y la o-
phenanthrolina [(OP),Cu’] (Povirk y Steighner, 1989).
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e Roturas en la cadena del DNA. Como resultado de la interaccion entre los

radicales libres y la desoxiribosa se generan roturas de cadena simple.

e Mutaciones causadas por los radicales libres. La oxidacion de las bases del DNA,
produce errores de sustitucion (transiciones o transversiones), que son la principal

fuente de induccion de mutaciones génicas (Jackson y Loeb, 2001).

Independientemente del blanco del ataque oxidativo, existe una relacion clara entre el
estrés oxidativo y el desarrollo de diversas patologias como la ateroesclerosis, el
envejecimiento y el cancer, entre otras. Asi, el incremento de las EROs es un factor
importante para el desarrollo de la ateroesclerosis, mediante la modificacion de las
proteinas de baja densidad en la pared arterial. Estas especies reactivas de oxigeno
se producen no solo por las células endoteliales sino también por la células de los

musculos lisos y las células adventicias (Harrison et al., 2003; Vogiatzi et al., 2009).

Por lo que respecta al envejecimiento, se ha comprobado que los niveles de EROs se
encuentran en concentraciones elevadas en organismos de edad avanzada en
algunos o6rganos importantes como el higado, el corazon, el cerebro y los musculos, tal
y como un incremento significativo en el dano oxidativo en el DNA nuclear y

mitocondrial (Kregel y Zhang, 2007).

Referente al cancer, se ha observado en varios tipos de cancer un desequilibrio en la
sefnalizacion redox celular, demostrandose que las EROs participan en las tres etapas

de la carcinogénesis, la iniciacion, la promocién y la progresion (Manda et al., 2009).

Se conoce que las EROs son capaces de interactuar con las quinasas unidas a la
membrana celular, asi como a factores de crecimiento y sus receptores, y causar de
esta manera la activacién de oncogenes (Sahu, 1990). Ademas, la acumulacion de
EROs puede causar mutaciones en los genes supresores de tumores, anulando de
esa manera funciones como la transcripcion de estos genes, la sintesis de DNA y la

reparacion, la detencion del ciclo celular y la apoptosis (Hussain et al., 2001).

Ademas de los procesos indicados, el dafo oxidativo se encuentra asociado con otras
patologias como la diabetes mellitus, la artritis, la hipertension arterial, la Insuficiencia
hepatica, la catarata senil, la distrofia muscular, las enfermedad de Alzheimer y de

Parkinson y la isquemia cerebral, entre otras (Guerra, 2001).
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1.7.2. El estrés oxidativo en los estados de uremia.

En distintos estudios realizados en pacientes con IRC se sugiere que los diferentes
estadios del estado urémico de esta poblacion estan relacionados con elevado estrés
oxidativo (Annuk et al., 2001; Galle, 2001; Himmelfarb y Hakim, 2003).

El estrés oxidativo en los pacientes con insuficiencia renal se puede generar tanto
como resultado de una disminuciéon en la capacidad antioxidante como por un
aumento en la produccion de EROs. El aumento en la generacion de EROS en los
pacientes con IRC se relaciona con la acumulacion de las toxinas urémicas, resultado
de la propia patologia, asi como debido al contacto con las membranas de dialisis y las
infecciones croénicas, resultado de las reacciones a los accesos permanentes para la
HD. Por lo que respecta a la disminucidn de la capacidad antioxidante se observa que
los pacientes presentan niveles reducidos de SOD en sangre, asi como de catalasa y

de glutation peroxidasa (Vaziri, 2004).

Un marcador ampliamente utilizado para detectar el estrés oxidativo en pacientes con
IRC consiste en medir los niveles de 8-oxo-2'-desoxiguanosina (8-oxo-dG), un
derivado oxidado de la desoxiguanosina que es el mayor producto de oxidacion del
DNA. Este producto causa la transversion G-T, que es un cambio tipico presente en
las mutaciones observadas en los oncogenes y los genes supresores de tumores,
sugiriendo la participacion del dafo oxidativo en el DNA en el desarrollo de varios tipos
de cancer (Marnett, 2000). Se ha observado que los niveles de 8-oxo-dG se
encuentran elevados en los pacientes con IRC, tanto en los tratados con HD como con
DP. Ademas, se ha observado una relacién entre sus niveles y el tipo de membrana
utilizado en el tratamiento sustitutivo (Stopper et al., 2004). Hay que sefalar que los
niveles de 8-oxo-dG dependen tanto de su induccién como de su eliminacién y ésta

depende de la capacidad de reparar del individuo (Haghdoost et al., 2005).

1.7.3. Productos de la glicacion avanzada y compuestos carbonilos reactivos como

mediadores de dano en el DNA.

La acumulacién de sustancias nocivas nitrogenadas en la sangre, que normalmente se
eliminan a través de la orina, se relaciona con la formacién progresiva de los
denominados productos de la glicaciéon avanzada (AGEs). Los AGEs se forman en
una reacciéon espontanea de los carbohidratos con los grupos amino de las proteinas,
pasando por una forma reversible (aductos de base de Schiff) hasta la formaciéon de

los productos de Amadori (los productos estables). Muchos de los AGEs pueden
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formar enlaces cruzados con proteinas y con el DNA. Asi, cultivos de células renales
tratados con AGEs muestran elevados niveles de dafio en el DNA, proporcionales a
las dosis administradas. Como la posterior aplicacion de proteasas tripsina y la
bromelina reduce este dafio genotodxico, se sugiere que el efecto de los AGEs puede
venir mediado por los receptores (Stopper et al., 2004). Ademas, algunos AGEs
uniéndose a los receptores aumentan la produccién de EROs y el estrés oxidativo;
esto supone que parte importante del dafo en el DNA inducido por los AGEs puede
ser eliminado con la aplicacion de antioxidantes (Thornalley, 1996; Schupp et. al.,

2005). Entre los distintos AGEs se puede citar:

a) Ne-(carboximetil) lisina (CML)
b) Ne-(carboxietil) lisina (CEL)

c) Pyrralina

En la Figura 12 se sefialan distintas reacciones de formacién del CML, como ejemplo
de AGE.

El aumento de la induccién de dafio en estos pacientes puede que no se debe sélo a
los AGEs sino también a los productos de lipoxidacion (ALEs), que también se
encuentran elevados en plasma. Myiata et al. (1999), asumen que el nivel de estos

productos depende de la concentracién de sus precursores en el plasma.
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Figura 12. Etapas de formacion de uno de los productos de la glicolizacion, el CML
(Bohlender, 2004).
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Los AGEs normalmente participan en la homeostasis como sefal para la reparaciéon o
para la eliminacién de las moléculas dafiadas. Sin embargo, a concentraciones altas

dafan a los tejidos de dos formas;

¢ Modificando el receptor. La modificacién del receptor supone formar enlaces
cruzados con las enzimas, disminuyendo su actividad catalitica, produciendo epitopes
con caracteristicas inmunologicas nuevas. Este proceso causa dano en el DNA via

induccion de roturas en el DNA, mutaciones puntuales y lugares AP.

e Otro mecanismo implica la interaccion entre los AGEs y RAGE. Estos ultimos son
receptores especificos para los AGEs, pertenecen a la familia de las inmunoglobulinas
y tienen expresion baja. Su concentracion aumenta cuando aumenta la presencia de
AGEs en los tejidos. Cuando se unen AGEs-RAGE se activa el factor nuclear NF-kB
(Sebekova et al., 2007).

Los niveles de AGEs se encuentran elevados en los pacientes en tratamiento de
hemodialisis convencional (tfres veces a la semana), mientras que los tratados con
hemodialisis todos los dias muestran niveles mucho mas bajos, sugiriendo de esa
manera una clara relaciéon entre el estado urémico y la acumulacion de estos
productos (Fragedaki et al., 2005). La formaciéon y acumulacién de productos de la
glicacion avanzada en los pacientes con insuficiencia renal cronica se asocian con las
complicaciones observadas a largo plazo en esta poblacion. Distintos estudios indican
que los niveles de AGEs, sobre todo los de la pentosidina, son mas altos en pacientes
en tratamiento de hemodialisis, pero también se encuentran elevados en los pacientes
tratados con DP (Friedlander et al., 1995, 1996). Los niveles de CML y CEL se
encuentran significativamente elevados en los pacientes con IRC vy las
concentraciones de CEL en el plasma de los pacientes tratados con PD se encuentran
hasta 10 veces mas altos que en la poblacién sana, mientras que en los pacientes en
HD el aumento llega a ser de 22 veces (Thornalley et al., 2003). Esto coincide con lo
encontrado previamente en otro estudio (Degenhardt et al.,1997). La formacion de los
AGEs alcanza niveles elevados como resultado de la hiperglicemia, la hiperlipidemia,
el estrés oxidativo y la escasa eliminacion por el deterioro de la funcién renal en estos
pacientes. Para causar su efecto, los AGEs interactuan con receptores especificos
(RAGE), causando de esta manera dafio a los tejidos y complicaciones. Dado que
interactuan con proteinas y lipidos, e inducen estrés oxidativo e inflamatorio, pueden
llegar a activar el factor de transcripcion NF-kB y causar alteraciones en la expresion

de algunos genes (Aronson y Rayfield, 2002; Meerwaldt et al., 2009).
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Resumiendo, la uremia también se caracteriza por un estado de estrés carbonilo,
como consecuencia del estrés oxidativo o de la falta de inactivacién de los compuestos

carbonilos reactivos (Myiata et al., 1999).

1.8. Inestabilidad genética en pacientes con IRC.

Los organismos eucariotas estan bajo el ataque continuo de agentes que causan
diferentes tipos de dafo en el DNA (roturas de simple y doble cadena, apareamientos

de bases erréneos, modificaciones quimicas en las bases).

Para evitar las consecuencia de la acumulacién del dafio en el DNA y mantener la
integridad del material genético se han desarrollado multiples vias de deteccion y
reparacion, cada una asociada con la reparacién de lesiones especificas. Asi, el
mecanismo de reparacion por escisién de bases (BER, Base Excision Repair), repara
dafio oxidativo en el DNA (Seeberg et al., 1995); el mecanismo de reparaciéon por
escision de nucledtidos (NER, Nucleotide Excision Repair), repara dafo causado por
la radiacion UV, asi, como la mayor parte de los aductos voluminosos (Wood, 1997);
mientras que el mecanismo de reparacion de falsos apareamiento (MMR, Mismatch
Repair) repara las inserciones erréneas y la mala incorporacién de bases (Hart et al.,
2006) (Figura 13).

En condiciones normales se mantiene un cierto equilibrio entre la induccién de dafo
genético y la reparacion del mismo. Este equilibrio se puede romper tanto por la
exposicion a agentes con un elevado potencial genotdxico como por un defecto en la
capacidad de reparar una gran parte de las lesiones inducidas. Asi, la inestabilidad
genética es un mecanismo importante en la etiologia del cancer y en las patologias

relacionadas con la edad.

La reparacion por escision de bases (BER) es el principal mecanismo involucrado en
la reparacion del dafo oxidativo. En este proceso una glicosilasa especifica elimina la
base oxidada formando de esa manera un sitio AP, posteriormente éste se convierte
en una rotura de simple cadena, reconstruida por la accion de una DNA polimerasa
especifica y la ligasa (Evans et al., 2000). En la Figura 14 se visualiza el proceso de

reparacion BER.
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Figura 13. Mecanismos celulares para mantener la integridad del genoma (Krokan et
al., 1997).
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Figura 14. Reparacion por escisidon de bases (Sheila et. al., 2007).

El mecanismo BER elimina tanto bases dafiadas como bases inapropiadas, generadas

de manera enddgena o inducida por genotoxicos. La reparacién por escision de bases
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es la principal y mas simple manera (entre los tres tipos de reparacién por escisién) de
reparar el dafio en el DNA causado por las EROs. La reparacion del dano oxidativo in
vivo implica la participacion de un gran numero de enzimas, incluso algunas
necesarias para la reparacion NER (Mitra et al., 2001; Hegde et al., 2008). El
funcionamiento correcto de la BER es critico para el mantenimiento de la integridad del
DNA vy para ello se han descrito multiples genes involucrados en dicho proceso.
Asimismo, se han descrito diversos polimorfismos en los genes de reparacién BER
asociados con una elevada probabilidad de desarrollar cancer (Rybicki et al., 2004;
Hung et al., 2005; Berndt et al., 2007), lo que indicaria que la inestabilidad genética

podria estar ligada a la presencia de estos polimorfismos.

En los pacientes con insuficiencia renal crénica, tanto los individuos que no estan en
tratamiento con hemodialisis como los pacientes tratados con HD, presentan altos
niveles de dafo en su DNA, asi como una reducida capacidad de reparacion vy,
probablemente, como consecuencia de esto presentan una alta incidencia de cancer
(Stopper et al., 1999; Peces y Garrancho, 2004).

En un estudio realizado con 11 pacientes en DPAC, 11 pacientes en tratamiento de
HD, 10 con IRC/NT y 12 controles sanos se observd que la capacidad de reparar el
dafio inducido por la irradiacion UV estaba reducida de manera muy significativa en los
pacientes DPAC y IRC/NT, mientras que en los tratados con HD la capacidad se
mantenia normal (Zevin et al., 1991). En otro estudio, los pacientes con IRC que no se
encontraban en tratamiento de hemodialisis también mostraban una capacidad
reducida (hasta 60%) de reparar el dano ocasionado en su DNA, hecho que cambia
cuando las células se incuban con el plasma de los controles sanos,
sorprendentemente, la capacidad de reparar de los pacientes en tratamiento de HD
resulta ser mejor que en los pacientes IRC/NT, aunque se ha comprobado que esta
capacidad disminuye después de mas de 10 afos en tratamiento sustitutivo (Malachi
et al.,, 1993; Fragedaki et al., 2005). La inestabilidad genética observada en los
pacientes con insuficiencia renal crénica, como defectos en la reparacién, también se
ha encontrado asociada con un mayor acortamiento de los telémeros (Boxall et al.,
2006) que es un marcador claramente ligado con la inestabilidad genémica (Poonepalli
et al. 2008; Rampazzo et al., 2010).
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1.9. El ensayo del cometa.

Dada la trascendencia de las lesiones en el DNA, tanto espontanea como inducida, se

han disefiado todo un conjunto de técnicas para detectarlas.

Entre dichas técnicas estan las que miden alteraciones citogenéticas como son los
micronucleos (MN), que evaluan dano clastogénico y aneugénico, las aberraciones
cromosomicas y los intercambios entre cromatidas hermanas. Sin embargo, las
técnicas citogenéticas presentan la limitacién de que requieren células proliferativas
para detectar el dafo en el DNA como lesiones visibles microscopicamente. Es por
esto que ultimamente esta creciendo el interés por utilizar el denominado ensayo del
cometa o ensayo de electroforesis en microgeles de células individualizadas (SCGE).
Esta es una técnica rapida, facil de realizar utilizando cualquier tipo de células con
nucleo y muy util para detectar el dafio genético y la reparacion a nivel de células
individualizadas (Hartmann et al., 2003; Rao et al., 2004). Las ventajas del ensayo del
cometa hacen que su uso se esté expandiendo a diversas areas de investigacion
como la biomonitorizacion de poblaciones expuestas, los estudios nutricionales y la
practica clinica. Ademas, pequefias modificaciones introducidas en el protocolo
estandar permiten la evaluacién del dafio oxidativo, asi como la deteccion de la

capacidad de reparar el dafio inducido en el DNA (Dusinska y Collins, 2008).
1.9.1. Desarrollo histérico del ensayo del cometa.

En 1978 Rydberg y Johanson cuantificaron por primera vez roturas en el DNA en
células individualizadas. En su experimento mezclaron linfocitos humanos con agarosa
para preparar geles sobre portaobjetos. A continuacion lisaron las membranas
celulares y desnaturalizaron parcialmente el DNA en condiciones alcalinas. La
cantidad de fragmentos de cadena simple generada durante la desnaturalizacion
depende del numero de roturas del DNA y para su deteccion utilizaron el naranja de
acridina, que es un agente intercalante que al unirse a las roturas de doble cadena da
una tincién de color verde, mientras que cuando se une a roturas de simple cadena da
tinciéon roja. Asi, cuantificando la proporcion de tincion verde y roja estimaron el dafio

genético inducido.

Méas tarde Ostling y Johanson (1984) afadieron un nuevo paso a la técnica,
aumentando de esta manera la sensibilidad de la misma. Asi, tras irradiar las células y
embeberlas en agarosa, realizaron la lisis con una solucién neutra de detergentes (pH

9,5, en el que no se separan las cadenas de DNA). Después aplicaron un pequefio
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campo eléctrico y tifieron con naranja de acridina, que dié una coloracion verde.
Ostling y Johanson comprobaron que el DNA migraba hacia el anodo y que la
extension de la migracion dependia directamente de la dosis de irradiacién. Este
ensayo presentaba dos tipos de problemas: primero, la lisis neutra no degrada el RNA
que por su parte interfiere en la visualizacion correcta del dano al DNA, y segundo, la
sensibilidad estaba limitada por las condiciones utilizadas para la disociacion de la
cromatina, que permite al DNA mantener su estructura terciaria y cuaternaria. Es por
esto que en 1988 Singh y colaboradores introdujeron la técnica de microgel con
electroforesis alcalina (pH >13), que es capaz de detectar roturas de doble y de simple
cadena, ademas de lugares alcali-labiles y roturas transitorias de reparacion por
escision. Las condiciones alcalinas de la lisis (pH 10) permiten la degradacién del RNA
y la desnaturalizaciéon, mientras que una electroforesis posterior a pH 13, permite la
deteccion de roturas de cadena simple, ademas de doble. Fueron estos investigadores
quienes denominaron a esta técnica, electroforesis en gel de células individualizadas.
Dado que las células danadas muestran el aspecto de un cometa con cabeza brillante
y fluorescente y cola cuya longitud e intensidad de fluorescencia depende del numero
de roturas del DNA, pronto esta técnica se popularizé con el nombre de ensayo del

cometa.

Con la finalidad de optimizar la técnica se han ido introduciendo numerosas
modificaciones que la han hecho mas sensible y a la vez mas sencilla de realizar. La
variacion del pH del tampon de electroforesis hace posible la deteccion de diferentes
tipos de roturas. Asi, Olive et al. (1990) realizaron la electroforesis en condiciones
ligeramente alcalinas (pH 12,6) lo que les permitid detectar roturas de doble y simple
cadena, pero no los correspondientes sitios alcali-labiles, que no se pueden convertir
en roturas bajo estas condiciones, en las que sélo se produce la desnaturalizacion del
DNA. Se han hecho también modificaciones relacionadas con el tipo de células
empleadas, concentracién y composicion de las soluciones utilizadas, concentracion y
numero de capas de agarosa, tincion, tiempo de las etapas del ensayo, etc. (Olive et
al., 1992; Fairbairn et al., 1995; Tice y Strauss, 1995; Rojas et al., 1999; Tice et al.,
2000) lo que ha llevado a un aumento en la sensibilidad de la técnica (Fairbairn et al.,
1995; Miyamae et al.,1997a, 1997b; Yendle et al., 1997; Speit et al., 2009).

A partir de los afios 90 la introduccion de sistemas informatizados de analisis de
imagenes supuso un gran avance, produciendo una optimizacion en la interpretacion

de los resultados, e introduciendo un gran numero de parametros para cuantificar el
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dafo, lo que redujo el tiempo necesario para la lectura, en comparacién con las
metodologias previas (Olive et al., 1990; Hellman et al., 1995; McCarthy et al., 1997).

1.9.2. Mecanismos de formacién de los cometas.

Las roturas producen fragmentos de cadena simple cargados negativamente que en
un campo eléctrico migran hacia el anodo. La Figura 15 muestra dos nucleos de

células con diferentes niveles de dafo.

Figura 15. Imagenes de linfocitos aislados en el ensayo del cometa.

Sobre la formacion de la cola del cometa existen dos teorias que suponen que ésta

esta formada por fragmentos de DNA o por bucles relajados de DNA, respectivamente.

Ostling y Johanson (1984) propusieron que las roturas de cadena eran suficientes para
relajar la estructura del nucleo y permitir su migracion bajo la accion del campo
eléctrico y, por tanto, estos autores propusieron que los cometas estaban formados
por lazos de DNA relajados. De la misma manera Mckelvey-Martin y colaboradores
(1993) defendieron la teoria de la relajacion del superenrollamiento, argumentando
que en las células eucariotas la molécula de DNA extendida puede medir entre 50 y
100 cm de longitud y para caber en el nucleo de 5-10 um de diametro es necesario
que la molécula se condense unas 105 veces. Las roturas en la cadena de DNA,
sumadas a unas condiciones alcalinas que permitan la desnaturalizacidon, hacen que
haya una relajacion del superenrollamiento y la consiguiente emisién del DNA fuera

del nucleo.

Asi, segun Fairbairn y colaboradores (1995) la habilidad del DNA para formar cometas
depende del tamafo de la molécula y de sus roturas que, aunque estén ligados a

piezas mas grandes de la molécula, pueden migrar hacia la cola. Estos autores
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afirman que al aumentar el nimero de roturas, los fragmentos de DNA migran mas
libremente. Por lo tanto, segun ellos, la cola del cometa esta formada por fragmentos
de DNA ligados o no a piezas mas grandes de la molécula, es decir esta formada por
bucles de DNA relajados. Resultados similares son los de Klaude et al.,, (1996)
quienes realizaron experimentos con el fin de determinar el mecanismo de formacion
de la cola. Segun ellos, en condiciones neutras, la cola esta formada por lazos
relajados del nucleo, mientras que bajo condiciones alcalinas la cola esta formada por
fragmentos de DNA. Ellos asumen que hay dos tipos de fragmentos después del
tratamiento alcalino: el DNA comprendido entre roturas cercanas de la misma cadena,
que podra desnaturalizarse por completo y migrar como un fragmento libre durante la
electroforesis, y el DNA comprendido entre roturas lejanas, que no podran separase y

solo podra relajarse el superenrollamiento del lazo.

Por udltimo, Collins et al., (1997b) han propuesto un modelo en el que la cola del
cometa esta formada por lazos de DNA relajados y que el numero de lazos en la cola
indica la cantidad de roturas. Este modelo puede explicar que al incrementar el dafo,
el porcentaje de DNA en la cola aumente pero la longitud de la cola se sature. Asi, la

extension del cometa debera venir determinada por la longitud de los lazos.

1.9.3. Medicién del dafio en el cometa.

Los parametros utilizados para detectar el dano en el ensayo del cometa se basan en
medir de forma cuantitativa y/o cualitativa la cantidad de DNA migrada del nucleo

(“cabeza”) a la cola del cometa.

En la evaluacién directa se puede medir el diametro de la cabeza y la longitud del
cometa de diversas maneras. Se puede utilizar una escala calibrada en el ocular del
microscopio o se puede hacer mediante microfotografias (McKelvey-Martin et al.,
1993; McCarthy et al., 1997). La categorizacion subjetiva de los cometas también se
puede realizar en funcion del contenido aparente de DNA en la cola: determinando
cinco categorias de 0 a 4, donde 0 es la ausencia de dano y 4 corresponde a células
muy dafiadas. Este método introduce mucha subjetividad aunque presenta buena
correlacion con los otros métodos (Gedik et al., 1992; Collins et al., 1997a; Collins,
2004).

El uso de equipos de analisis de imagenes da mediciones mucho mas objetivas e
introducen nuevos parametros mas representativos del dafio genético (McKelvey-
Martin et al., 1993; Tice, 1994; McCarthy et al., 1997; Tice et al.,, 2000). Los
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parametros mas utilizados con estos equipos son: la longitud de la cola, el porcentaje
de DNA en la cola y el momento de la cola. En la Figura 16 se indica como se miden
los parametros con el programa de visualizacion. EI momento de la cola fue
introducido por Olive y colaboradores en 1990 y representa la relacién entre la
distancia desde el centro de gravedad de la cabeza al centro de gravedad de la cola.
Aunque el momento de la cola ha sido muy utilizado, actualmente el porcentaje de
DNA en la cola parece ser el parametro mas aceptado porque tiene mas sentido

biolégico.

Figura 16. Medicién de los parametros en el ensayo del cometa.

1.9.4. Tipos de dafo detectable.

El pH es un pardmetro muy importante en la estima del dafio medido por el ensayo del
cometa. Asi, segun los diferentes pH de electroforesis utilizados en el ensayo del

Cometa se pueden detectar varios tipos de dafo.

e a pH 7 - 8 se miden fundamentalmente roturas de cadena doble y enlaces

intracatenarios.

e apH 12,1 lo que se detectan son roturas de simple y de doble cadena, asi como
roturas transitorias de reparacion por escision y enlaces DNA-DNA o DNA-

proteina.

e apH > 13, el dafio mayormente detectado es roturas de simple y de doble cadena,
asi como roturas transitorias generadas durante el proceso de reparacién por

escision.

Los enlaces DNA-DNA o DNA-proteina se pueden detectar aumentando el tiempo de
electroforesis (Olive et al., 1992; Tice, 1994; Spanswick et al., 1999), o mediante la

aplicacién de agentes clastogénicos (como la radiacion ionizante) que inducen
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elevados niveles de roturas segun la presencia o ausencia de enlaces cruzados (Tice,
1994; Singh, 2000).

Las roturas de simple cadena se pueden generar por distintos mecanismos. Asi, la
existencia de lugares alcali-labiles, que son los sitios del DNA donde se ha producido
la pérdida de una base purica o pirimidica, se convierten en roturas de simple cadena
en condiciones alcalinas (Collins et al., 1997a; Horvathova et al., 1998; Tice et al.,
2000). Por otro lado, se pueden generar roturas transitorias de simple hebra durante
diferentes procesos como la reparacién por escision de nucledtidos y de bases, la
escision directa en la estructura del DNA por la accién de agentes quimicos, la
escision luego de la unién de un agente intercalante, por aductos de DNA alcali-labiles
y por la accion de endonucleasas y topoisomerasas (Horvathova et al., 1998). Hay que
sefalar, de todas maneras que, aunque estas roturas de simple cadena son muy
frecuentes en el DNA son facilmente reparables por lo que tienen poca relevancia
bioldgica si la reparacion esta exenta de error; pero si el sistema de reparacion se
satura, en casos de induccién masiva de roturas de simple cadena, se pueden generar
fendbmenos de muerte celular y eventos de mutagénesis, carcinogénesis y

teratogénesis (Singh, 2000).

1.9.5. Ventajas e inconvenientes del ensayo del cometa.

El ensayo del cometa es una técnica de evaluacion del dafio en el DNA muy sensible,
cuantitativa y aplicable en el trabajo con distintos tipos celulares, dando informacién a
nivel de célula individual (Singh et al., 1988; Tice, 1994). Las ventajas de la técnica

son variadas, destacando que:

» La evaluacién se hace individualizada para cada célula. Con el ensayo se pueden
detectar diferencias intercelulares tanto en la induccion de dafio como en su
reparacion. También el ensayo se puede combinar con técnicas de identificacion de

subtipos celulares (Strauss et al.,1994).

» El ensayo se puede llevar a cabo utilizando cualquier tipo de célula eucariota.
Ademas, existen técnicas para obtener células individualizadas a partir de tejidos

compactos (Miyamae et al. 1998; Spanswick et al., 2010).

* La cantidad de células necesarias para el ensayo es relativamente poca.

* No es necesario que las células sean proliferativas, lo que es una gran ventaja frente

otras técnicas, como el ensayo de MN, por ejemplo.
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» Es capaz de detectar diversos tipos de lesiones.

* Es un ensayo simple, rapido, sensible y econdmico (Singh et al., 1988; Tice y
Strauss, 1995; Hellman et al., 1997; Rojas et al., 1999; De Boeck et al., 2000).

En este contexto, hay que sefalar que un estudio llevado a cabo por Monteith et al.
(1995) sobre la sensibilidad del ensayo del Cometa, comparandolo con otros ensayos
de genotoxicidad (AC, mutaciones somaticas, MN y UDS) en diversos tipos celulares y
con dos mutagenos estandar, llegaron a la conclusion de que el ensayo del cometa es
capaz de detectar el dafio observado por los otros ensayos, pero con una mayor
sensibilidad. Ademas, la gran sensibilidad que muestra el ensayo de Cometa le

convierte en una técnica altamente aplicable en los estudios de biomonitorizacion.

Entre los inconvenientes del ensayo cabe indicar la variabilidad de la técnica ya que
hay una gran variabilidad intrinseca de la metodologia (Tice, 1994; Hellman et al.,
1997; De Boeck et al., 2000). Las fuentes de esta variabilidad radican sobre todo, en
las concentraciones de las soluciones de lisis, la electroforesis, la concentracion de la
agarosa, las condiciones de la electroforesis y el observador. Por esto es necesario
introducir controles internos en cada electroforesis para minimizar estos efectos. Sin
embargo, Singh y Stephens (1997) no encontraron variabilidad entre réplicas del
mismo cultivo y calcularon que 100 células por dosis es suficiente para detectar
diferencias significativas entre tratamientos. Se debe de tener en cuenta, sin embargo,

que cada linea celular muestra distinto grado de sensibilidad.

Por otro lado, cuando el ensayo se realiza con linfocitos de sangre periférica, se debe
tener en cuenta la variabilidad intra- e interindividual, que puede estar ocasionada por
los denominados factores de confusion individuales, como puede ser la actividad fisica
del donante, que puede incrementar el numero de roturas del DNA (Hartmann et al.,
1994); la edad, ya que donantes mayores muestran mayor grado de daro (Singh et al.,
1990); la dieta, dado que dietas ricas en antioxidantes disminuyen los niveles de dafio
del DNA (Collins et al., 1997b); el habito de fumar (Piperakis et al., 2000); o diferencias

en la capacidad de reparacion entre individuos.

Otro inconveniente del ensayo cuando se aplica a grupos humanos es que la
poblacién de linfocitos aislados es heterogénea, lo que puede introducir variabilidad

intra- e interindividual.
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1.9.6. Aplicaciones del ensayo.

El ensayo del Cometa se puede aplicar a numerosas situaciones:

- Estudios de genotoxicidad. En este tipo de estudios el ensayo del cometa es una
herramienta importante para la evaluacion de la genotoxicidad in vivo e in vitro de
agentes quimicos y fisicos utilizando diferentes tipos de células (Speit et al., 2009,
Zeiger et al., 2009).

- Aplicaciones clinicas. En los pacientes con cancer se aplica en los estudios de
evaluacion de los niveles de dano en el DNA, asi como en la determinacion de la
capacidad de reparar de los diferentes tipos de células tumorales. Se puede utilizar
también como herramienta para detectar la resistencia o la susceptibilidad de las
células tumorales a la radioterapia, ayudando de esta manera a encontrar la terapia
mas adecuada para ser aplicada (McKenna et al., 2008). El ensayo también ha
encontrado aplicaciones en el diagnostico prenatal de enfermedades como el
xeroderma pigmentosum y la tricotiodistrofia (TTD) en combinacién con otros ensayos
como el UDS (Alapetite et al.,1997); asi como para detectar casos con susceptibilidad
a diabetes mellitus, por la gran sensibilidad de estos pacientes frente al dafio oxidativo
(Collins et al., 1997).

- Estudios de reparacion. El ensayo del cometa ademas de permitir la evaluacién del
dafo basal y oxidativo en células aisladas, con la introduccién de una minimas
modificaciones se puede utilizar también para medir la capacidad de reparar el dafo
inducido en el DNA y para comparar las variaciones intra-individuales en la reparacion
de diferentes tipos de dafio (McKelvey-Martin et al., 1993; Rojas et al., 1999). La
mayoria de los ensayos convencionales para medir la capacidad de reparar dafio en el
DNA se basan en la medicién de la sintesis del DNA no programada (UDS) o en la
eliminacion de bases dafiadas. Estos métodos resultan ser demasiado insensibles en
los casos de bajas concentraciones de los agentes que danan al DNA. Una variante
alternativa es la evaluacién de la capacidad de reparar de un extracto celular
incubandolo con células substrato que llevan incorporado determinado dafio en el DNA
(Collins et al., 2001; Wang et al., 2005; Azqueta et al., 2009; El-Zein et al., 2010).

- Estudios nutricionales y de biomonitorizacién humana. El ensayo del cometa es un
método ampliamente utilizado para detectar genotoxicidad en organismos centinela
por su capacidad de detectar diferentes tipos de dafio. Tiene gran aplicacion en los

estudios de biomonitorizacién ocupacional y exposicion ambiental a agentes toxicos
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(Anderson et al., 1998; Magller et al., 2000; Rigonato et al., 2005), utilizandose también
para la detecciéon de los efectos de los habitos nutricionales sobre los biomarcadores
de algunas enfermedades (Wasson et al., 2008). El ensayo también encuentra
aplicacion en la medicina, para la biomonitorizacion de los niveles basales de dafo en
el DNA en pacientes con cancer (Rajeswari et al., 2000; Palyvoda et al., 2003; Smith et
al., 2003). Los efectos sobre el dafio en el DNA de los diferentes tratamiento del
cancer también se han evaluado con el ensayo de cometa (Johnstone et al., 2000;
Kopjar et al., 2002; Popanda et al., 2002). En los estudios de biomonitorizaciéon hay
que tener en cuenta los factores de confusion que pueden afectar a los resultados del
ensayo, como la edad, el género, los polimorfismos genéticos, el habito de fumar y el
consumo de alcohol. El ensayo detecta roturas temporales, que en condiciones
normales se reparan al cabo de unas horas antes de ser fijadas como mutaciones, por
eso la determinacién paralela de los efectos genotéxicos se ha llevado a cabo con
otros ensayos citogenéticos que han validado los resultados dados por el ensayo del
cometa (Faust et al., 2004).
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2.

OBJETIVOS

Los pacientes con insuficiencia renal, tanto los que estan en tratamiento de didlisis

como los que se encuentran en una etapa previa de la patologia, constituyen una

poblacién con alta incidencia de diferentes patologias, como el cancer y las patologias

cardiovasculares, que se relacionan con la inestabilidad gendmica. Para este tipo de

pacientes también se han observado elevados niveles de dafio oxidativo, incluyendo

dafio en el DNA, posiblemente como consecuencia de una capacidad disminuida de

reparar las lesiones en el DNA.

En este contexto, los objetivos de este trabajo son los siguientes:

La evaluacion del dafio genémico en pacientes con insuficiencia renal cronica, a

través del ensayo del cometa.

La evaluacion del daio oxidativo mediante el uso de las enzimas Endo Il y FPG.

Determinar la posible asociacion entre niveles de dafio genémico y evolucion de la

patologia.

Comprobar la posible relacién entre el tiempo en tratamiento de hemodialisis y los

niveles de dano.

Determinar si con el cambio de técnica de hemodialisis se consiguen
disminuciones en el nivel de dafio en el DNA y en la calidad de vida de estos

pacientes.

Realizar estudios de reparacion con pacientes en tratamiento de hemodialisis
convencional, con el fin de comprobar su capacidad de reparar y su relacion con

los niveles de dafio genémico.

Estudiar la mortalidad en los pacientes en tratamiento de hemodialisis y su

relacion con los niveles de dafio gendmico que presentaban.
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8. Identificar posibles factores involucrados tanto en la génesis de la patologia IRC

como en su desarrollo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Sujetos del estudio.

Este trabajo se ha llevado a cabo evaluando un total de 364 individuos cuya

distribucion en los distintos grupos de estudio vienen definidos en la Tabla 2.

Tabla 2. Individuos incluidos en el estudio.

Pacientes con IRC Controles
IRC/NT HD
121
184 Seguimiento
HD | HD on-line 59
49 18
Total = 364

HD (pacientes en tratamiento de hemodialisis); IRC/NT
(pacientes con insuficiencia renal crénica no tratados
con dialisis); HD on-line (pacientes con tratamiento de

hemodiafiltracion on-line).

Tanto pacientes como controles fueron reclutados en la Fundacié Puigvert. Una
descripcion mas detallada de las caracteristicas de los individuos se indica en la

seccion de Resultados.

3.2. Obtencién de muestras de sangre.

En el presente trabajo se ha utilizado como material primario muestras de sangre
periférica de los donantes indicados. Los pacientes se caracterizan por sufrir distintos
grados de insuficiencia renal crénica (IRC) y los mas afectados se encuentran en un
programa de tratamiento de hemodidlisis. Los controles se escogieron entre los

pacientes que visitaban dicho hospital por afecciones leves que no incluyen la IRC
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(tienen un filtrado glomerular superior al de los pacientes, siendo éste el criterio para

incluirlos en el estudio).

La extraccion de la muestra de sangre se realizé en la Fundacio Puigvert de Barcelona
utilizando tubos Vacutainer con anticoagulante EDTA. Tras la extraccion, las muestras
se transportaron a la Universitat Autbonoma de Barcelona a temperatura ambiente,

donde fue procesada.

Antes de participar en este estudio todos los pacientes y controles firmaron un
consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de dicha

fundacioén.

3.3. Obtencion de linfocitos de sangre periférica.

Para llevar a cabo la determinacién de los niveles de dafio genético de los pacientes
se trabajo con linfocitos aislados segun el siguiente protocolo. Se toman 30 yL de
sangre de cada participante en el estudio y se mezclan con 1 mL de PBS, en tubos de
eppendorf, dejandose durante 20 minutos en hielo. Para conseguir la separacion de
los linfocitos de los distintos tipos de células sanguineas se utiliza un método basado
en las diferentes densidades de los tipos celulares de la sangre. En la Figura 17 se
indican las distintas densidades de los diferentes tipos celulares presentes en la

sangre y en la Figura 18 se esquematiza el protocolo seguido.

eritrocitos

nimaere de cdlulas /

-

'|

genadal giml

Figura 17. Distribucién de las células sanguineas en gradiente de densidad (Boyum,
1968).
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Para realizar la separaciéon de linfocitos, en la parte inferior de cada eppendorf se
colocan 100 uyL de Ficoll (polisacarido hidrofilo de gran masa utilizado como medio
para aislar linfocitos), en la parte inferior de cada eppendorf, evitando que se mezcle
con la sangre. A continuacién, los eppendorfs se centrifugan a 2000 rpm durante 3
minutos y a 4 °C. El Ficoll aglutina los eritrocitos en el fondo del tubo y entre las fases
de Ficoll y plasma se forma un anillo de linfocitos. Después de la centrifugacion, este
anillo de linfocitos se traspasa a un nuevo eppendorf con 1 mL de PBS y se centrifuga
de nuevo bajo las mismas condiciones, para eliminar la posible inclusién de todo

aquello que no sean los linfocitos.

30 pL sangre + 1 mL PES

SS

200 rpm; 3 min

-

plasma

linfocitos

Figura 18. Protocolo de aislamiento de linfocitos.

3.4. Ensayo del cometa.

Para evaluar el dafo genético presente en los linfocitos de los donantes se utilizé la
version alcalina (pH 13,2) del ensayo del cometa, que es una variante muy sensible

para la deteccion de bajos niveles de dafio.

El ensayo del cometa se llevd a cabo segun el método inicialmente descrito por Singh
et al. (1988) con distintas modificaciones desarrolladas en el Grupo de Mutagénesis. El

proceso consta de distintas fases (ver Figura 19):

a) Preparacion de los portaobjetos

Portaobjetos de tamafio 76 x 26 mm se sumergen en alcohol para desengrasarlos y
posteriormente se cubren con una capa fina de agarosa. Para ello se depositan sobre
cada uno de ellos 170 yL de NMA (normal melting agarose) disuelta en agua destilada

y se secan a 65 °C.
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Por cada donante se prepararon 8 portaobjetos (uno para el control negativo, dos para
los tratamientos con enzimas (Endo Il y FPG) y uno para el dafio basal, con sus

respectivas réplicas.

b) Preparacion de las capas de células

A cada uno de los portaobjetos preparados en el apartado anterior se le anadié una
mezcla de linfocitos y LMA. Para ello, los linfocitos recogidos se mezclaron con 140 L
de agarosa LMA (low melting agarose), y se colocaron en forma de dos gotas
separadas de 70 yL sobre los portaobjetos. Las dos gotas se cubrieron con dos
cubreobjetos de tamafio 18 x 18 mm para constituir una capa. Para solidificar la
agarosa las preparaciones se mantienen 10 minutos en la nevera a 4 °C.
Posteriormente se quitaron con cuidado los cubreobjetos para no remover los geles de

la segunda capa.

I

o

Alglamiento de
las linfocitos

Tratamiento
enzimatico; 30min,
aATel

-
Visualizacién

Figura 19. Esquema del protocolo seguido para la realizaciéon del ensayo del cometa.

c) Lisis de membranas

Los portaobjetos preparados se sumergen en una solucién de lisis que esta formada
por: 2,5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 10 mM Tris - HCIl y un 1% Triton X100, afadido
justo antes de utilizar la solucién, ajustando el pH a 10. Esta solucion de lisis
preparada previamente, se mantiene en la nevera a 4 °C (para enfriarse), sobre todo

para asegurar la estabilidad de los geles de agarosa. La lisis se realiza por un tiempo
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que puede variar de 1 hora a 24 horas, segun las necesidades experimentales. La alta
concentracion de sales y detergentes de esta solucion permite la destruccion de las
membranas plasmaticas y nucleares, asi como la pérdida de algunas histonas y restos
citoplasmaticos (Singh, 2000). Los geles que corresponden al control negativo se

mantienen en la solucién de lisis hasta realizar la electroforesis.

d) Desnaturalizacion y electroforesis

Todas las preparaciones se colocan ordenadamente en un tanque horizontal de
electroforesis y se cubren con una solucion de electroforesis durante 40 minutos. Esta
solucion esta formada por 1 mM Na,EDTA y 300 mM NaOH, ajustando a pH 13,2. La
alcalinidad de esta solucion lleva a la disociacion de la doble cadena del DNA.
Después de la desnaturalizacion se realiza la electroforesis bajo las condiciones de 30
minutos a 4 °C, 25V y 300 mA.

e) Neutralizacion y fijacion

Una vez terminada la electroforesis los portaobjetos se lavan 2 veces durante 5
minutos con una solucién de neutralizacion preparada con Tris 0,4 M, y un pH ajustado
a 7,5 para que se pueda neutralizar la alcalinidad de la solucion de electroforesis y
eliminar los restos de detergentes que puedan interferir con el proceso de tincion vy,
consecuentemente, con la posterior visualizacion (McKelvey-Martin et al., 1993). A
continuacion, las preparaciones se lavan durante 10 min con agua destilada y después
se secan al aire. Una vez finalizado este proceso los portaobjetos se pueden

almacenar en cajas oscuras a temperatura ambiente hasta la tincion.

f) Tincion y visualizacion

La tincion se realiza con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol) colocando 20 uL de una

concentracion de 1 ug/mL sobre cada gel y cubriéndolo con un cubreobjetos.

Para la visualizacion se utiliza un microscopio de epifluorescencia (Olympus BX50)
con filtro de excitacion de 480-550 nm, lampara de mercurio de 100 W vy filtro de
barrera de 590 nm, conectado a una videocamara Hitachi Denshi, Ltd. CCD-IRIS. La
obtencion de las imagenes de las células se realiza mediante el programa Komet 5.5

(Kinetic Imagind Ltd.) a un aumento de 40x.

El programa esta disefiado para poder distinguir la cola del cometa del nucleo y puede

cuantificar una gran variedad de parametros. Para cada célula seleccionada la

49



Materiales vy Métodos

videocdmara captura la imagen y cuantifica el dafio observado. En la Figura 20 se

observan nucleos con distintos niveles de dafo genético.

Figura 20. Nucleos con distintos niveles de dafio genético.

Durante todo el proceso las muestras se mantienen en hielo reduciendo de esta
manera la actividad metabdlica y la posible actividad reparadora de los linfocitos. Los
pasos del ensayo, después de la lisis de las membranas celulares, se llevaron a cabo
en un entorno con luz reducida (amarilla) con el fin de evitar posible dano adicional al
DNA.

3.5. Deteccién de dafo oxidativo.

El ensayo del cometa, ademas de medir dafio genético basal (roturas de simple y
doble hebra), también puede medir dafo oxidativo en las bases del DNA, con una
simple variacién del protocolo. Para ello, después de la lisis de las membranas
celulares se realiza un tratamiento con enzimas extraidas de Escherichia coli, de la
familia de las enzimas reparadoras del DNA que reconocen las bases oxidadas de los
nucledtidos y las eliminan por hidrolizacién del enlace N-glicosidico que los adhiere a

la molécula del azicar de la cadena de DNA.
Las enzimas utilizadas han sido:

La FPG (formamidopirimidina DNA glicosilasa), que reconoce purinas oxidadas (sobre
todo la 8 oxoguanina, que es el principal substrato para esta enzima) e hidroliza el

enlace que las une a las desoxiribosas.
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La Endo Ill (Endonucleasa Ill), que reconoce pirimidinas oxidadas y las corta de

manera similar a como ocurre con la FPG.

El uso de estas dos enzimas tiene un efecto sustancial en la medicién del dafio
genético ya que aumenta el indice de dafo observado hasta 4 veces (Collins et al.,

1996), ademas de permitir su cualificacion.

Las enzimas utilizadas en este estudio nos fueron proporcionadas por el Prof. Andrew
Collins del Departamento de Nutricion de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Oslo (Noruega).

Para el tratamiento con las enzimas las preparaciones se lavan previamente dos veces
con el tampon de las enzimas (40 mM HEPES, 0,1 M KCL, 0,5 mM EDTA, 0,2 mg/mL
BSA,) durante 5 minutos cada vez. El tampén se ajusta a pH 8,0 mediante KOH. Una
vez lavados, los portaobjetos se tratan con 50 pL de las enzimas (FPG o Endo lll), a
una concentracion de 5 yL en 500 uL de tampdn, utilizando una soluciéon madre a una
concentracion de 1/3000), y después se cubren con cubreobjetos de tamafo 22 x 22
mm. Posteriormente se realiza una incubacién durante 30 minutos a 37 °C en una

camara humeda.

3.6. Determinacion de la capacidad de reparar bases dafiadas.

La mayoria de los métodos disefiados para medir los niveles de reparacién del DNA
generalmente tienen poca sensibilidad para determinar la respuesta de los linfocitos
humanos frente a dosis bajas de agentes genotéxicos. Un método alternativo consiste
en la medicion de la actividad reparadora in vitro de un extracto celular de un
determinado donante, incubado con un substrato que contiene dafo especifico en el
DNA (Collins et al., 2001). Para llevar a cabo este estudio, se procede como se indica

a continuacion:

a) Preparacion de las células del extracto celular

Se aislan linfocitos a partir de 10 mL de sangre periférica de los distintos pacientes,
realizando la sedimentacion con Limphoprep, seguida de dos lavados con PBS 1x. Las
células obtenidas se resuspenden en 10 mL de tampdn A 3x diluido (45 mM HEPES,
0,4 M KCL, 1 mM EDTA, 0,1 mM ditiotreitol, 10% glicerol, pH 7,8, mas dos volumenes

de H,0). La densidad celular se cuenta en una camara de Neubauer (10 yL de células
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+ 90 pL de Trypanblue). Se realiza una centrifugacion a 700 g, durante 5 min a 4 °C,
descartdndose el sobrenadante y anadiendo 20 yL de tampdn A por cada 106 células.
De esta suspension se preparan alicuotas de 50 yL en crioviales que se congelan de

manera rapida en nitrégeno liquido, para guardarlos después a -80 °C.

b) Preparacion de las células del substrato

A partir de 20 mL de la sangre de un donante sano, obtenida con el anticoagulante
EDTA, se aislan los linfocitos siguiendo el protocolo de Lymphoprep. La cantidad de
células aisladas se reparte en dos tubos, uno de los cuales se trata con el compuesto
fotosensible Ro 19-8022 (Hoffmann- La Roche, Basel, Switzerland) (20 uL de solucién
Ro 1 mM) y se irradia con una lampara halégena de 500 W durante 5 min a una
distancia de 33 cm. Durante el proceso de irradiacion los tubos se mantienen en hielo
para evitar la reparacion. El otro tubo, que sirve de control, también se irradia, pero sin
Ro 19-8022.

Tras la irradiacion, las células se centrifugan a 1500 rpm durante 5 min a 4 °C. Se
cuenta la densidad celular y después de otro centrifugado a 1500 rpm durante 5 min y
a 4 °C se elimina el sobrenadante y las células se resuspenden en medio para
congelar (RPMI 80%, suero 20%, DMSO 10%) a una densidad de 106 células/mL y se

hacen alicuotas de 0,5 mL. Las alicuotas se congelan lentamente a -80 °C.

¢) Incubacion

Para el ensayo se utilizan dos alicuotas de substrato (tratado y no tratado con Ro 19-
8022). A cada tubo se le afiade 1 mL de PBS frio y se transfieren a tubos con 10 mL
de PBS, centrifugando durante 5 min a 1500 rpm y a 4 °C. Se elimina el sobrenadante,
se resuspende el pelet y se afiade PBS hasta un volumen de 2 mL. Se afiaden 60 yL
de la suspension celular a 280 yL de 1% LMP agarosa (disuelta en PBS),
preparandose 12 geles de 5 pL en cada portaobjeto. Para cada experimento se
preparan 4 portaobjetos y en cada uno se colocan 12 muestras, segun se muestra en

la Figura 21.
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Figura 21. Esquema del experimento de reparacion in vitro BER.

+ control positivo (FPG); - control negativo (tampoén F); cada posicion de 1 a 10

corresponde a un paciente (el mismo para los portas control y los tratados con Ro).

Después de preparar los geles, éstos permanecen 5 min a 4 °C y luego se sumergen
en la solucion de lisis durante toda la noche. De las alicuotas obtenidas de cada
paciente se procede a obtener su extracto. Para ello, una vez descongeladas se dejan
en hielo y se les afiaden 12 pL de solucion de 1% de Tritdn en tampén A. Tras 5 min
de tratamiento se centrifuga a una velocidad de aproximadamente 13000 g, durante 5
min y a 4 °C para separar el nucleo y los restos celulares. Se toman 50 L del
sobrenadante y se mezclan con 200 uL de tampdn F (tampdén de enzimas del ensayo
del cometa estandar). Todo el proceso se realiza manteniendo las muestras y las

soluciones en hielo.

Después de la lisis los portaobjetos se lavan 3 veces durante 5 min cada vez con
tampén F a 4 °C. A continuacién, los portaobjetos se colocan en una camara de
incubacién para 12 geles (Severn Biotech) y a cada gel se le anaden 30 uL de extracto
o de tampén F (C-) o de FPG diluido en tampén F (control +). Se cubren con parafiim y

se incuban durante 45 min a 37 °C.

El extracto no utilizado en el tratamiento se guarda a -20 °C vy se utiliza para la
determinacion proteica. Para ello el extracto se diluye 12x, se mezcla con una

solucion de Fluoram y se cuantifica el nivel de proteinas mediante el Nanodrop.

Tras la incubacion se procede con el protocolo estandar del ensayo del cometa. Para

ello los portaobjetos se colocan sobre hielo y se lavan con solucion de electroforesis
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para parar completamente la reaccién. La desnaturalizacién dura 20 min seguida por
una electroforesis de 20 min, a 25 V, 300 mA. Después de la electroforesis las
preparaciones se lavan durante 10 min con PBS y 10 min con agua y luego se secan
durante 15 min en etanol 70% y 15 min en etanol absoluto. Después de secarlos al
aire se pueden tefir en un bafo con 25 mL de tampdén TE con 30 uL de SyberGold 1x
por 40 min, en agitacion y a la temperatura de 4 °C. Se lavan dos veces con agua y se
dejan secar. La visualizacién se realiza con el software Comet IV (Perceptive

Instruments) contandose 30 células por cada gel.

Hay que indicar que las muestras de sangre se obtuvieron en la Fundacié Puigvert, la
preparacion del extracto se realizé en la Universitat Autbonoma de Barcelona, y el
ensayo se ha llevado a cabo en el laboratorio de Prof. Andrew Collins en la

Universidad de Oslo (Noruega).

3.7. Andlisis estadistico.

Para el analisis de los resultados obtenidos en el ensayo del cometa
(independientemente de sus modificaciones) se utiliza el parametro porcentaje de DNA
en la cola, que es un parametro recomendado que proporciona una indicacion clara de
la formacion de los cometas, y por presentar una relacion lineal con la frecuencia de
roturas del DNA (Cederberg et al., 2010). Con todos los valores obtenidos se ha
realizado una base de datos mediante el programa SPSS para que posteriormente se
pueda llevar a cabo el analisis estadistico. Después de comprobar la distribucion
normal de los valores (prueba Kolmogorov-Smirnov), que mostré normalidad, se
decidié utilizar pruebas paramétricas. Las comparaciones entre los grupos se hacen
con la t-Student para muestras independientes y las comparaciones entre las
evaluaciones de dafio del mismo grupo con la t-Student para muestras relacionadas.
Los coeficientes de correlacion entre los diferentes parametros clinico-analiticos y el
dafio en el DNA se calculan a través del test de correlaciones bivariadas de Pearson.
El efecto de los parametros disponibles para estos pacientes, sobre el dafio en el DNA
evaluado, se analizé mediante un modelo lineal general univariante. Ya que los valores
de dafo oxidativo medidos en las pirimidinas seguia una distribucion no normal, el
analisis con estos valores se ha realizado mediante pruebas no paramétricas (la
prueba de Mann-Whitney para las comparaciones entre grupos y la prueba de

Wilcoxon para la comparacion de muestras relacionadas).
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Los resultados se presentan como la media + su error estandar y se consideré

estadisticamente significativa una P inferior a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de la poblacién estudiada.

En el presente estudio han participado un total de 364 individuos de los cuales 121
eran pacientes con insuficiencia renal terminal sometidos a tratamiento de hemodialisis
convencional (HD). De estos pacientes en HD 67 se evaluaron de nuevo al cabo de
aproximadamente un afo para ver su evolucién; de ellos 49 seguian en tratamiento
convencional, mientras que 18 habian cambiado de tratamiento y pasaron a ser
tratados con hemodiafiltracion on-line. Otros 184 eran pacientes con insuficiencia renal
crénica no tratados con dialisis, dado que no han llegado al estadio de insuficiencia
renal terminal (IRC/NT). Finalmente, 59 personas sin sintomas de IRC formaban la
poblacién control. Todos los individuos se reclutaron en la Fundacié Puigvert de
Barcelona y se muestrearon en nuestro laboratorio entre Enero de 2007 y Mayo de
2010. Se recogieron distintos datos demograficos de todos los participantes en este
estudio mediante la revision de sus historias clinicas. Ademas, se obtuvieron toda una
serie de parametros clinico-analiticos, medidos habitualmente en los pacientes con
IRC, como nitrogeno uréico en la sangre (BUN), creatinina, sodio, potasio,
bicarbonato, acido urico, colesterol, calcio, fésforo, glucosa, fosfatasa alcalina,
transaminasas, bilirrubina, colesterol total, ftriglicéridos, albumina, ferritina,
hemoglobina y recuento de leucocitos; también se midieron los niveles de proteina C
reactiva y homocisteina, entre otros parametros. Los analisis para la obtencion de

estos parametros bioquimicos se han llevado a cabo en la Fundacié Puigvert.

En la Tabla 3 se pueden ver algunas de las caracteristicas de las personas que
participaron en el estudio. Como se puede observar, la edad media de la poblacion
control es significativamente mas baja, en comparacién con la edad media de los
pacientes con insuficiencia renal, tanto en hemodialisis como en los no tratados con
terapia sustitutiva (P < 0,001). También se encuentran diferencias en la edad entre el

grupo IRC/NT y el grupo HD, siendo mas alta en la poblacion pre-dialisis (P = 0,020).
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Tabla 3. Caracteristicas de la poblacion estudiada.

IRC/NT Hemodialisis Controles
(n=184) (n=121) (n=59)
Edad (afios) 66,90 + 0,98 *** 63,02 + 1,34 *** 51,80 + 1,90

Género (% hombres/mujeres)

59,8% /40,2% **

62% / 38% **

55,9% / 44,1%

(% si-no)

IMC (Kg/ m?) 26,97 £ 0,35 2476 £ 0,42 *** 27,07 £ 1,01
Tiempo en tratamiento (meses) ND 37,31 £4,09 -
Trasplante renal previo

ND 24,4% - 75,6% ND

Estadio segun filtrado

3 (47,3%); 4

1(76,4%); 2

- = i 0,
glecl)rdniglrilélizr (1-5), 6= tratamiento (41,3%); 5 (11,4%) 6 (100%) (23.6%)
Peso (kg) 73,10 £ 1,05 66,71 +1,18 ND
Evolucion (vivos/fallecidos) ND 68% / 31,9% ND
Enfermedades presentes en la poblacién
Cancer (si-no) 24,6% - 75,4% 28,1% -71,9% 0-100%

Diabetes mellitus (si-no)

251% - 74,9%

29,7% - 70,3%

5,5% - 94,5%

ECV (si-no) 46,4% - 53,6% 64,5% - 35,5% 0-100%
HTA (si-no) 90,5% - 9,5% 88,4% - 11,6% 18,2% - 81,8%
Dislipemia 58,7% - 40,8% 60,3% - 39,7% 12,7% - 87,3%

ECV, enfermedad cardiovascular; HTA, hipertensiéon arterial; IMC, indice de masa corporal; los

valores se presentan como media £+ EE. ND, datos no disponibles. Las comparaciones entre los

grupos se han llevado a cabo mediante la prueba t- Student y chi-cuadrado.

En los dos grupos, de acuerdo con la incidencia de la patologia, predomina la

presencia de hombres: 59,8% en el grupo IRC/NT, 62% en el grupo HD y 55,9% en el

grupo control, siendo significativamente mas alta la presencia de hombres en el grupo
IRC/NT y el grupo HD (P = 0,008).

El indice de masa corporal (IMC = peso (kg)/talla (m?)) también difiere en los grupos

estudiados, siendo mas alto en el grupo control, disminuyendo en los pacientes con
IRC/NT (P = 0,914), alcanzando los niveles mas bajos en el grupo HD (P = 0,037).
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Comparando el IMC entre los pacientes IRC/NT con los pacientes HD se observan
diferencias significativas, probablemente debidas a la malnutricion que tiene lugar
durante el tratamiento de HD (P = 0,001).

La distribucion de los pacientes segun su estadio de insuficiencia renal (representado
por el filtrado glomerular), indica que el 33,2% de las personas de la poblacion
estudiada pertenecen al grupo sometido a tratamiento sustitutivo, con un promedio de
tiempo en tratamiento de didlisis de 37,31 + 4,09 meses, con un rango muy amplio que
va de 1 a 259 meses. So6lo 4 pacientes llevaban mas de 6 anos en HD, probablemente
debido a la elevada mortalidad que se da en este grupo, que en este caso alcanza el
31,9%. La mayoria de los pacientes habian estado sometidos a HD por un periodo de

entre 1y 3 afos.

En el grupo de IRC/NT 47,3% de los pacientes pertenecian al estadio 3, 41,3% al
estadio 4 y 11,4% pertenecian al estadio 5, el ultimo estadio de insuficiencia renal
antes de empezar tratamiento. De la poblacion control un 76,4% pertenecia al estadio
1y 23,6% al estadio 2 (estos estadios son asintomaticos), posiblemente debido a la

disminucion fisiologica de la capacidad de filtrar que acontece con la edad.

Entre los pacientes sometidos a tratamiento de hemodialisis un 28,1% padecian algun
tipo de cancer. En este grupo predominaba el cancer de prostata, seguido por el
cancer renal, el de vejiga, el de mama, el de pulmén, el de piel y linfomas. En la
poblacion IRC/NT un 24,6% de los pacientes padecian cancer, principalmente vesical.
En la tabla también se indican las patologias mas frecuentes que afectan a las
personas estudiadas. Algunas de estas patologias estan presentes también en el
grupo control, pero con una frecuencia mucho mas baja comparada con la poblacion

con insuficiencia renal.

Un 64,5% de los pacientes HD se encuentra afectado por distintas patologias
cardiovasculares, igual que un 46,4% de los pacientes en pre-dialisis. Asimismo, la
hipertension arterial afecta al 88,4% de pacientes en dialisis y al 90,5% de los
pacientes en pre-dialisis, mientras que la diabetes mellitus se encuentra presente en

un 29,7% de los pacientes en dialisis y en un 25,1% de los pacientes en pre-dialisis.
Finalmente, en el grupo control un 18,2% tiene hipertension arterial, un 5,5% tiene

diabetes mellitus, un 12,7% presenta dislipemia mientras que ninguno sufre patologias

cardiovasculares o cancer.
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4.2. Etiologia de la insuficiencia renal en los pacientes seleccionados.

A partir de las historias clinicas se ha analizado las causas subyacentes a la IRC en
los pacientes incluidos en nuestro estudio. Las causas mas frecuentes de la IRC en la

poblacion estudiada se indican en la Tabla 4.

Como se observa en la tabla, para los individuos IRC/NT la causa mas frecuente de la
patologia es la nefroangiosclerosis (24,5%); término que describe las alteraciones
vasculares que se producen en el parénquima renal, como consecuencia de la
hipertension arterial o del envejecimiento progresivo del arbol vascular. Se caracteriza
por hipertrofia de la pared vascular, arteriosclerosis hialina (engrosamiento hialino de
la pared de la arteriola) y cambios isquémicos en los glomérulos. Estas alteraciones en
el parénquima renal, producen insuficiencia renal créonica (IRC) que con el tiempo

progresara hacia una IRC terminal.

Otra causa ligada a la incidencia de la patologia es la nefritis intersticial (19,6%), que
se caracteriza por alteraciones inflamatorias que afectan sobre todo al intersticio y a
los tubulos renales. En algunos casos las complicaciones de esta enfermedad pueden

llevar a la insuficiencia renal.

En el grupo de pacientes sometidos a hemodidlisis las principales causas de la
patologia vienen dadas por trastornos en las funciones glomerulares (23,9%) y
también a la diabetes mellitus (14,9%) y a la nefroangioesclerosis (14%). Otras
patologias que suelen causar la insuficiencia renal en esta poblacién son la

poliquistosis renal y la pielonefritis.
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Tabla 4. Causas mas frecuentes de IRC en la poblaciéon

estudiada.
Causas de IRC

IRC/NT HD
Pielonefritis ND 1,7%
Poliquistosis renal 7,6% 5,8%
Nefroangioesclerosis 24.5% 14%
Diabetes mellitus 15,8% 14,9%
Nefropatia intersticial cronica 19,6% 2,5%
Glomerulonefritis 7,6% 23,9%
Vasculorenal 2,7% 6,6%
Desconocidas 17,4% 23,2%

ND, datos no disponibles.

4.3. Pardmetros clinico-analiticos de los pacientes estudiados.

La determinacion de diversos parametros clinico-analiticos en la sangre y orina de los
pacientes es muy importante ya que nos permite la prevencion, la clasificacion y la
eleccion del tratamiento adecuado. En las primeras fases de pérdida de funcién renal
aun no se manifiesta ninguna sintomatologia (etapa “silenciosa™), pero con el
desarrollo de la enfermedad empiezan a aumentar los valores de nitrégeno uréico y de
creatinina sérica y, con la progresion aparecen manifestaciones clinicas y bioquimicas
como anemia progresiva, edemas, hipertrofia cardiaca, alteraciones cardiovasculares,
retencidn azoada y osteodistrofia renal, hasta alcanzarse el estadio de uremia clasica.
Por eso a los pacientes se les realizan pruebas quimico-analiticas detalladas que
incluyen la mediciéon de la PCR (proteina C reactiva), la f2M (B microglobulina-
proteina eliminada via renal), la albimina, la homocisteina, la urea (el principal
producto terminal del metabolismo de las proteinas), los LDL (lipidos de baja
densidad), los HDL (lipidos de alta densidad), la hemoglobina, la PAS (presién arterial
sistélica), la PAD (presion arterial diastélica) y el Kt/V (eficacia de la dialisis), entre

otras.
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En la Tabla 5 se indican los valores que presentan los pacientes con IRC para distintos
parametros bioquimicos y a continuacion se hace una breve descripcién del significado

de algunos de estos parametros.

Una caracteristica fundamental en el desarrollo de la enfermedad renal es la aparicion
de retencion de productos terminales del metabolismo nitrogenado, como la creatinina
y la urea. El seguimiento de los valores de estos productos ayuda mucho en la

estimacion del grado de disfuncion renal.

La insuficiencia renal puede causar hipertension arterial y, asimismo, ésta podria ser
una causa directa de la enfermedad renal (cerca de 25% de los casos cada afo), por
eso la PAS y la PAD se convierten en parametros importantes para vigilar la evolucion
de la patologia. Su buen control puede retrasar la progresion de la insuficiencia renal
y el comienzo del tratamiento en hemodialisis. Es por esto que un alto porcentaje de
pacientes con IRC se encuentran en tratamiento con farmacos que regulan la presion
arterial (79,1% de los pacientes con IRC/NT y 41,3% de la poblacién en tratamiento de
dialisis). La mayoria de los pacientes se tratan con IECA (inhibidores de la conversion
de la angiotensina) o ARA 2 (antagonistas del receptor tipo1 de la angiotensina 2), que
son una serie de farmacos que regulan el sistema renina-angiotensina-aldosterona y

que han mostrado ser eficaces en frenar la progresion de la IRC.

La anemia es otro factor que acompafia a la insuficiencia renal y su grado aumenta
con la progresion del estado urémico. Aunque la anemia sea multifactorial, en el caso
de los pacientes con IRC se debe sobre todo a la baja capacidad de los rifiones de
producir eritropoyetina. Por eso el 95,9% de los pacientes en dialisis y el 17,4% de los

pacientes IRC/NT reciben tratamiento con eritropoyetina.
Los principales depdsitos de hierro se hallan en forma de ferritina. La ferritina es una

molécula proteica hidrosoluble (apoferritina) unida al hierro. Una ferritina sérica menor

a 12 ng/mL confirma la existencia de ferropenia.
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Tabla 5. Distintos valores analiticos observados en pacientes con IRC/NT y HD, respecto

a los valores considerados normales.

Parametros Valores normales IRC/NT HD
Urea 3,2 - 7,5 mmol/L 15,47 £ 0,52 ND
Creatinina 65 - 110 pmol/L 203,65 * 6,38 559,33 + 51,61
Acido félico 600 - 2350 nmol/L 1,95+ 0,016 1,60 + 0,045
Glucosa 4,2 - 6 mmol/L 6,16 £ 0,12 5,25+ 0,20
Colesterol 3,2 - 5,2 mmol/L 4,73 £ 0,074 3,98 £ 0,08
Triglicéridos 0,30 - 1,80 mmol/L 1,48 + 0,047 1,52 + 0,07
Hemoglobina Mujeres 120 - 160 {g/L) 133,19 £ 1,32 121,67 £ 1,35
Hombres 140 - 180 (g/L)
HbA1C-hemaglobina < 6,5% 4,79 £ 0,14 4,06 £ 0,17
glicosilada
PTH 7 -53 ng/L 138,63 + 8,81 217,05 + 19,20
Albumina 37-47 g/L 42,53 £ 0,29 39,17 £ 0,37
PCR <10 mg/L 7,42 +1,37 13,29 £ 2,30
PAS <140 mmHg 133,65 + 1,50 138,23 + 1,88
PAD <90 mmHg 75,15+ 0,90 78,15+ 1,20
Fe sérico 9,0 - 27 ymol/L 13,16 £ 0,70 11,47 £ 0,46
Ferritina 30 - 300 pg/L 153,83 + 13,68 | 319,86 * 26,30
B12 175 - 750 pmol/L 361,50 £ 15,88 | 415,93 + 21,58
Acido urico 210 - 420 pmol/L 400,19 +7,43 366,76 + 14,01
%TFW (capacidad total 47 - 79 umol/L 50,69 + 1,34 38,10+ 0,78
e fijacion del hierro)
IST - indice de
saturacion de la 12-44 % 0,27 £ 0,019 0,31 + 0,01
transferrina
Fibrinbgeno 2-4qg/L 460 +0,12 4,36 + 0,31
Kt/vV 21,3 - 1,51 £ 0,02
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La proteina C reactiva se produce en el higado en presencia de una infeccion o
inflamacién aguda. Es un marcador de inflamacion que generalmente se encuentra
muy elevado en los pacientes con insuficiencia renal crénica (probablemente bajo la
influencia de infecciones ocultas, del estrés oxidativo, la uremia, exposiciones a
membranas bioincompatibles, etc.). Los valores que se consideran como normales son

los menores de 10 mg/L.

El acido urico es un compuesto formado como consecuencia del metabolismo de las
purinas, se encuentra en la sangre y se excreta a través de los rifiones. Las
concentraciones séricas de acido urico aumentan por dos posibles mecanismos:
aumento de la sintesis o disminucion de la excrecion renal (90%), que es el

mecanismo mas comun.

Las estadisticas a nivel mundial muestran que unas 500.000 personas afectadas por la
diabetes mellitus presentan también complicaciones renales. Ademas, la diabetes se
considera la primera causa de insuficiencia renal: el 43,8% (USRDS, 2007) de las
personas en tratamiento con dialisis, son diabéticos. La hemoglobina glicosilada sirve
para evaluar el control metabdlico en los pacientes con diabetes ya que representa el
nivel de glucemia en los ultimos 2-3 meses antes de la prueba. Se considera un buen

control metabdlico una HBA1c < al 7%.

La alteracion de los lipidos es una complicacion comun en los pacientes con IRC. Por
eso, para el control de la dislipemia es recomendable intentar mantener el nivel de
colesterol mas bajo de 175 mg/dL, las LDL menor de 100 mg/dL, y las HDL superior a
40 mg/dL. Esto se consigue mediante una dieta equilibrada o mediante el suministro
de estatinas, lo que se observa en el 65,1% de los pacientes con IRC/NT y en el

58,7% de los pacientes en hemodialisis.

Los pacientes en tratamiento sustitutivo por hemodialisis deben tomar aporte extra de
vitaminas, sobre todo de las hidrosolubles, ya que éstas se pierden parcialmente
durante el tratamiento de dialisis. El acido félico es una vitamina hidrosoluble del
complejo B, con propiedades antioxidantes y que se utiliza para disminuir los niveles

de homocisteina.
Una cuestion de gran interés es el control de la eficacia del tratamiento de dialisis, ya

que de éste depende el estado nutricional de los pacientes, su peso corporal, y

también el grado de morbilidad y mortalidad de las personas afectadas. El parametro
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que se utiliza para calcular la eficacia de la dialisis es el Kt/V que se calcula a partir de
los niveles de urea pre- y post-didlisis (K es el aclaramiento de la urea, T es la
duracién en minutos de la sesién de didlisis y V es el volumen de distribucion de la
urea). En la practica se intentan obtener valores iguales o superiores a 1,3, que son

los que han llegado a mostrar menor morbimortalidad.

Por ultimo en la tabla se incluye también el habito tabaquico. El tabaco siendo un
factor de riesgo cardiovascular, también influye en la progresion de la insuficiencia
renal cronica, aumentando la presién arterial y, mediante la activacién simpatica,

acelera el desarrollo de la enfermedad.

4.4. Dafio genético en pacientes con insuficiencia renal cronica medido mediante

el ensayo del cometa.

En el presente trabajo se ha llevado a cabo el protocolo estandar, de la version
alcalina del ensayo del cometa, para determinar los valores de dafo en el DNA en los
pacientes con IRC y en el grupo control. Los resultados de las comparaciones entre el
dafo basal de toda la poblacion de pacientes con insuficiencia renal crénica (tratados

y no tratados con HD) y el grupo control se indican en la Tabla 6.

Tabla 6. Comparacion de los niveles de dafo basal

entre el grupo control y los pacientes.

n Dafio basal P
Grupo control 59 15,78 £ 0,72
<0,001
IRC 305 24,63 £ 0,72

IRC = (pacientes IRC/NT + pacientes HD); los valores se
presentan como media * EE; t-Student para muestras

independientes.

Se ha observado que los valores de dafo en el DNA en los pacientes son mucho mas
altos que los observados en la poblacion control, siendo esta diferencia altamente
significativa. En la Figura 22 se pueden ver las diferencias observadas en el dafo

basal entre el grupo control y los pacientes con IRC.

65



Resultados

En la Tabla 7 se indican los valores de dafio basal por separado para los pacientes

con IRC que aun no estan sometidos a tratamiento de hemodialisis y los pacientes HD.

30,007

20,00

10,00

% DNAen la cola (daiio basal)

0,01

T
1

T
2

1= Controles; 2= pacientes con IRC

Figura 22. Dafio basal en el DNA en el grupo control y en los pacientes con IRC.

Diferencias significativas ***P < 0,001. t- Student para muestras independientes.

Tabla 7. Niveles de dafio basal en los grupos estudiados.

Pacientes con IRC

Controles
(n=59) IRC (total) IRC/NT HD .
(n=305) (n=184) (n=121)
Dafio basal |15,67 + 0,69 2463 +0,72 | 22,22+0,83 | 28,30 +1,23 | <0,001

P, comparacion entre dafio basal en IRC/NT y dafio basal en HD; P significativo < 0,05; los

valores se presentan como media + EE. t- Student para muestras independientes.

Se ve que los niveles de dafio basal son mas altos en el grupo HD que en los IRC/NT

y esta diferencia es altamente significativa (P < 0,001).

4.4 1. Relacion entre los distintos estadios de la IRC sobre los niveles de dafio

genético.

El filtrado glomerular, siendo un parametro que indica el grado de funcionamiento de

los rifiones, varia entre una media de 85,86 £ 1,22 en la poblaciéon control y 30,83 *
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1,28 en los pacientes con insuficiencia renal que no se encuentran en tratamiento de
HD.

En la Figura 23 se muestra la correlacion negativa existente entre el FG y los niveles
de dano basal en la poblacion compuesta por los controles y los pacientes IRC/NT.
Asi, los individuos con FG alto, es decir con mejor funcionamiento renal, tienen niveles

de dafo basal significativamente mas bajos (P < 0,001).
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Figura 23. Distribucién del dafio basal segun el filirado glomerular.

También la creatinina en la sangre es un indicador del funcionamiento de los rifiones.
Para la poblacién estudiada, en la Figura 24 se presenta la relacion de los niveles de
creatinina en los grupos control e IRC/NT con respecto al dafio basal. En nuestro
estudio la creatinina aumenta con el desarrollo de la enfermedad renal, afectando los
niveles de dafio basal; asi, los pacientes con niveles altos de creatinina presentan mas

dafo genético, en comparacion con los que mostraban valores bajos (P < 0,001).
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Figura 24. Relacién entre los niveles de creatinina y el dafo basal.

Ademas de clasificar a los pacientes en grandes grupos, también se les ha clasificado
de acuerdo con su estadio de IRC. Asi, en la Tabla 8 se indican los valores de dafio en

el DNA que corresponden a los diferentes estadios de la insuficiencia renal crénica.

Comparando el dafio entre los diferentes estadios de IRC se nota un aumento con el
progreso de la enfermedad renal, siendo el nivel de dano en el DNA mas alto antes de
que los pacientes empiecen el tratamiento de hemodidlisis. Por esta razén tiene
interés observar los valores que se presentan durante el tratamiento de hemodialisis y

su posible relacién con el tiempo y el tipo de tratamiento.

En la Figura 25 se pueden observar los niveles de dafio que corresponden a cada
estadio de IRC. Dado que en el grupo control se encuentran los individuos en estadios

1y 2 (la fase asintomatica de la IRC), en la figura se presentan agrupados.

Los valores de los controles son significativamente mas bajos que los de los estadios 3
(P < 0,001), 4 (P <0,001), 5 (P = 0,002) y que en los pacientes en tratamiento de
hemodialisis (P < 0,001). Sin embargo, no se han observado diferencias

estadisticamente significativas entre los estadios 3, 4, 5y 6.
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Tabla 8. Dafo basal segun el estadio de IRC.

Pacientes con IRC

Controles
(n=59) IRC/NT HD
(n=184) (n=121)
Estadios _ _ _ _ _ _
(FG) 1 (n=44) 2 (n=15) 3 (n=87) 4 (n=76) 5 (n=21) 6 (n=121)
Dafio basal | 14,74 + 0,67 | 18,40+ 1,70 | 21,72+ 1,19 | 21,65+ 1,22 | 26,24 + 2,89 | 28,30 + 1,23

30,00

20,00

10,00

% DNAen la cola (dafio basal)

0,00

estadio de IRC

Figura 25. Efecto del estadio de IRC sobre el nivel de dafio basal. Diferencias

significativas respecto al valor del grupo control: **P < 0,01, ***P < 0,001. t- Student de

muestras independientes.

4.4.2. Factores bioquimicos relacionados con los niveles de dafo gendémico en los

pacientes con insuficiencia renal crénica.

El estadio de insuficiencia renal cronica antes de empezar el tratamiento de

hemodialisis es una etapa importante en el desarrollo de la enfermedad renal, puesto

que el manejo adecuado de este estadio tiene gran importancia para la evolucion
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posterior de los pacientes. A continuacién se presta atenciéon a algunos factores que

tienen influencia sobre los niveles de dafio en el DNA de esta poblacion.

La creatinina, siendo un producto de la degradacion de la creatina (un acido organico
nitrogenado derivado de los aminoacidos), presenta generalmente niveles mas bajos
en mujeres que en hombres, debido a las diferencias en la masa muscular. En los
pacientes del grupo de IRC/NT las diferencias para este parametro entre hombres y
mujeres son significativas (P = 0,011). Asimismo, se ha encontrado una relacion
positiva entre los niveles de creatinina y el dafio genético medido en los pacientes
IRC/NT del estadio 5 (P = 0,006) (Figura 26).

60,007

40,00

% DNA en la cola (dafio basal)

20,007

R? Linear = 0,36

,00 T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550
creatinina estadio 5

Figura 26. Correlacion entre los niveles de creatinina y el dafio medido en el estadio 5
de IRC.

La albumina es una proteina que abunda en la sangre y cuando se encuentra en la
orina indica dafio renal. Ademas la proteinuria es un marcador de progresion de
insuficiencia renal y de dano cardiovascular. En el grupo de pacientes IRC/NT
(estadios 3, 4 y 5) se encontrdé una correlacién negativa entre el dafo basal y los
niveles de albumina en sangre (P = 0,035), es decir cuanto mas altos eran los niveles
de albumina en sangre, menores eran los niveles de dano genético detectado (Figura
27).
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Figura 27. Relacién entre la albumina en sangre y el dafio basal en los pacientes
IRC/NT.

La vitamina B, (cobalamina) es una vitamina hidrosoluble, antianémica que esta
implicada en el metabolismo celular, que participa en la sintesis y en la regulacién del
DNA junto con la vitamina B9 (acido félico). A la poblacion de pacientes IRC/NT se les
ha suplementado con diferentes dosis de esta vitamina. El analisis de regresién indica
que los pacientes que han recibido dosis mas altas tienen niveles de dafio
significativamente mas bajos respecto a los suplementados con dosis menores (P =

0,005). En la Figura 28 se visualiza esta tendencia.
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Figura 28. Correlacion entre los niveles de vitamina Bq, y el dafio en pacientes
IRC/NT.
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4.4.3 Factores que afectan la mortalidad en los pacientes con IRC sometidos a

tratamiento de HD.

Los pacientes con IRC en tratamiento de HD se consideran un grupo de alto riesgo,
debido al incremento progresivo de la edad de los pacientes que inician tratamiento y a
la alta incidencia de diferentes patologias entre ellos. En los ultimos 4 anos, dentro del
grupo de pacientes en tratamiento de dialisis convencional, se ha observado un alto
nivel de mortalidad, llegando a un 31,9%. El analisis de las causas de mortalidad de
nuestra poblacion indica que la enfermedad cardiovascular es la principal causa de
mortalidad, seguida del cancer y de las enfermedades infecciosas. La distribucion de

las principales causas de muerte en estos pacientes se puede observar en la Tabla 9.

Dentro del grupo inicial de HD 81 pacientes seguian vivos al final del estudio, siendo el
promedio de edad de 60,05 + 1,67 contra 38 pacientes que habian fallecido en los
ultimos 3 afos cuyo promedio de la edad era de 68,89 + 1,99 (P = 0,002). Los
pacientes vivos tenian una media de 33,38 + 5,16 meses en tratamiento de HD

mientras la media de los pacientes fallecido era de 46,61 * 6,84 meses (P = 0,138).

En la Tabla 10 se indican los valores de dafio genético basal obtenidos para los

pacientes vivos y fallecidos dentro del grupo en tratamiento de hemodialisis.

Tabla 9. Causas de muerte mas
frecuentes entre los pacientes en
HD.

Causas de muerte %

Enfermedad cardiovascular | 55,3

Cancer 15,8

Enfermedades infecciosas 15,8

Otras 13,1
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Tabla 10. Niveles de dafo basal entre los pacientes HD vivos y fallecidos.

Evolucidon de los pacientes HD y el dafio que presentan

Vivos (n=81) Exitus letalis (n=38) P

% DNA en la cola/dafio basal
26,25 + 1,57 32,36 £+ 1,77 0,011

Los resultados se presentan como media + EE; las comparaciones se han llevado a cabo con la

prueba t- Student de muestras independientes.

De la comparacién de los niveles basales del dafo en el DNA entre los dos grupos se
observa que en el grupo de los pacientes fallecidos los valores son significativamente
mas altos (P = 0,011). Este resultado se considera importante, dado que no se han
encontrado estudios similares en la literatura y, por esto, se considerd interesante
realizar un estudio detallado para comprobar cuales son los posibles parametros a los

que se podria atribuir la alta mortalidad observada en esta poblacion.

Primero se comprobd si la edad y el género tenian influencia. Para eso se llevd a cabo

un analisis univariante multifactorial y los resultados se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11. Relacion entre la edad y el

género con la mortalidad.

Modelo lineal general univariante

Factor F P
Edad 9,278 0,003
Género 1,294 0,258

R?= 0,089; R?ajustado= 0,073

Los resultados indican que el género no esta relacionado con la mortalidad de estos
pacientes (P = 0,258), pero la edad si que mostré ser un factor que tiene una

influencia significativa, indicando que los pacientes fallecidos son los mayores del

grupo.
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También se encontrd efecto positivo de los niveles de PCR sobre la mortalidad, tal y

como se indica en la Tabla 12.

Tabla 12. Relacion de los niveles
de PCR con la mortalidad.

Modelo lineal general univariante

Factor F P

PCR 8,293 0,005

R?= 0,066; R%ajustado= 0,058

PCR, proteina C reactiva.

La proteina C reactiva es una proteina plasmatica que aumenta en respuesta a los
procesos de inflamacion y su efecto sobre la mortalidad en este grupo es significativo.
Los valores de PCR en las personas que siguen vivas son de 8,97 + 1,77, mientras en
los pacientes fallecidos llega a ser de 22,95 + 6,05 (media £ EE). En la Tabla 13 se
observa la relacion existente entre el tratamiento de HD y la mortalidad de los

pacientes.

Tabla 13. Relacién entre el tiempo
en tratamiento de HD vy la

mortalidad.

Modelo lineal general univariante

Factor F P

Tiempo en HD | 1,860 0,009

R?= 0,606; R%ajustado= 0,280

Como se observa, el tiempo en tratamiento en hemodialisis también esta relacionado
con la mortalidad en este grupo. Asi, los pacientes que han fallecido llevaban mas
tiempo en tratamiento sustitutivo que los paciente vivos (P = 0,009). En la Figura 29 se
visualiza esta relacion y se indican los valores (media + EE) del tiempo en tratamiento

sustitutivo.
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Figura 29. Relacion entre la mortalidad y el tiempo en tratamiento de HD. Diferencias

significativas: **P < 0,01.

4.4.4. Efecto del tiempo y tipo de tratamiento de hemodialisis.

Los pacientes en tratamiento de hemodialisis muestran una variacion muy amplia en el
tiempo que llevan sometidos a tratamiento sustitutivo, que oscila entre 1 y 259 meses.
La mayoria de los pacientes de nuestro estudio llevaban en tratamiento de HD un
periodo de entre 1 y 40 meses y solamente 9 personas se mantenian en tratamiento
con HD por un periodo superior a los 100 meses. Dado este amplio rango se optd por
analizar los valores del dafo basal dividiendo la poblacién en subgrupos, separando
los que llevaban menos de un ano y poniendo un punto de corte cada 20 meses. De
esta manera se equilibraba el numero de personas en cada subgrupo. Asi, se
formaron grupos que correspondian a los pacientes tratados por menos de 1 afio,
entre 12-20 meses, entre 20-40 meses, entre 40-60 meses, entre 60-80 meses y por

mas de 80 meses.

Se encontraron diferencias significativas (P < 0,001) entre los pacientes que habian
sido tratados con HD por menos de un afio, en comparacion con el grupo 2 (pacientes
tratados hasta 2 afios). También se ha observado que los valores de dafio en el DNA
de los pacientes del grupo 3 (en tratamiento por un periodo de entre 40-60 meses) son
significativamente mas altos en comparacion con los pacientes tratados por menos de
12 meses (P = 0,013).
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Figura 30. Relacién dafio genético - tiempo en tratamiento en hemodialisis (1: 259

meses).

Los resultados observados indican que los niveles de dafo basal en el DNA para los
pacientes tratados con HD por un periodo menor a 12 meses son significativamente
mas bajos en comparacién con los pacientes tratados por un periodo mayor al
mencionado (P < 0,001) (Figura 30). Después del primer afo en tratamiento se
observa aumento del dafio en el DNA y los valores se mantienen altos en los grupos

tratados por periodos mas largos.

Para determinar el efecto del tiempo en didlisis, se procedi6 a hacer un estudio
especifico de seguimiento a lo largo del tiempo de un grupo de 67 pacientes. A 49 de
estos pacientes en tratamiento de hemodialisis convencional se les realizd una
segunda evaluacion del dafio gendmico al cabo de 18,31 + 7,07 meses; mientras que
a los otros 18 pacientes, que cambiaron de tratamiento convencional a
hemodiafiltracién on-line, se les evalud de nuevo al cabo de un periodo superior a 12

meses después del cambio de tratamiento.

Entre la poblacion estudiada dominaba la presencia de hombres 52,2% en el grupo de
HD convencional y 66,7% en el grupo de pacientes que cambiaron de tratamiento.
Gran parte de las personas presentaban patologias tipicas de estos pacientes; asi, el
24,2% presentaban patologia cancerosa, el 60,6% presentaban enfermedad

cardiovascular, mientras que 89,7% presentaban hipertension arterial. Algunas
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caracteristicas de los pacientes cuya evaluacion de dafio en el DNA ha sido seguida

se indican en la Tabla 14.

En la Tabla 15 se presenta el daino medido en las primeras muestras y en las
evaluaciones repetidas. Las comparaciones entre las primeras y las segundas
muestras de los dos grupos se llevd a cabo mediante la prueba t-Student para

muestras pareadas.

Asi, claramente se pudo observar que en la segunda muestra, tanto de los pacientes
que han cambiado de tratamiento como en la de los que han seguido en tratamiento
convencional, se nota una disminucion significativa del dafio. Se deberia considerar
que el tiempo que los dos grupos llevan en tratamiento sustitutivo es relativamente
poco, 40,65 + 8,02 meses para los de tratamiento convencional y 33,39 £ 8,73 meses
para los de hemodiafiltracion on-line respectivamente, y también se tiene que

considerar la diferencia en el numero de pacientes incluidos en los dos grupos.

Tabla 14. Caracteristicas de los pacientes.

Pacientes HD convencional . ) _
Caracteristicas (n=49) Pacientes HD on-line (n=18)
de la poblacién
a 28 muestra
12 muestra 23 muestra 1 mue;tra
(convencional) (on-line)
Edad (afios) 64,20 + 2,17 68,50 + 2,20 56,17 + 2,97 60,94 + 3,57
H% 52,2% 66,7%
Género
M% 47,8% 33,3%
Tiempo en dialisis
40,65 + 8,02 33,39+ 8,73
(meses)

No se encontraron diferencias significativas entre los valores de dafio gendmico
comparando las segundas muestras de los dos grupos, lo que sugiere que en este
estudio los dos tratamientos dan resultados muy parecidos respecto a la disminucion

del nivel de dafo basal en el DNA.
En las Figuras 31 y 32 se presentan las diferencias entre las primeras y segundas

muestras tanto de los pacientes que seguian en el mismo tratamiento como para los

individuos que cambiaron de técnica.
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Aunque a nivel de eficacia en la reduccion del dafo en el DNA los dos tipos de
tratamientos llegan a niveles muy parecidos, comprobamos si existia algun cambio a
nivel de eficacia del tratamiento de hemodialisis. Para ello se compararon los Kt/V
(férmula que estima la eliminacién de la urea de la sangre, midiendo sus valores antes
y después de la didlisis). Asi, para los pacientes tratados con hemodialsis de alto flujo
se observan diferencias significativas a nivel de eficacia de la dialisis (P = 0,008).

Estas comparaciones se presentan en la Tabla 16.

Tabla 15. Dafo gendmico en primeras y segundas evaluaciones de pacientes con/sin cambio de

tratamiento.

Pacientes HD on-line (n=18) Pacientes HD

convencional (n=49)

12 muestra 28 muestra
(convencional) (on-line)

12 muestra | 22 muestra

% DNA en la cola

~ 30,17 £ 3,10 14,96 + 1,23 (0,001|27,72+1,92| 15,36 £ 0,72 |<0,001
(dafo basal)

Los valores en la tabla se presentan como media + EE; t-Student para muestras pareadas.
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Figura 31. Comparacion entre las 12 y las 22 muestras de los pacientes en
hemodialisis convencional. Diferencias significativas respecto al valor de la primera

muestra: *** P < 0,001.
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Figura 32. Comparacion entre la 1% muestra de los pacientes en hemodialisis
convencional y la 2% muestra HD on-line. Diferencias significativas respecto al valor de

la primera muestra: ***P < 0,001.

Tabla 16. Diferencias en la eficacia dialitica

12HD 22 on-line P 12 HD 22 HD P

Kt/V | 1,43 +£0,06 {1,83+0,10 |0,008 | 1,54 +0,04 | 1,61+ 0,03 |0,054

Kt/V, eficacia dialitica;

4.4.5. Efectos de oftros parametros sobre los niveles de dafio genético en los

pacientes con IRC.

Para los pacientes con IRC, tanto en tratamiento de hemodialisis como los que adn no
han alcanzado el estado terminal, se comprobé si algun otro parametro tenia efecto

sobre los niveles de dafo presentes en dichos pacientes.
En la poblacién IRC/NT la presencia de patologias como el cancer (P = 0,864), la

enfermedad cardiovascular (P = 0,481), la diabetes mellitus (P = 0,818), la

hipertension arterial (P = 0,236) y la dislipemia (P = 0,073) parecen no tener efecto
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significativo sobre los niveles de dafio en el DNA medido en estos pacientes. Lo
mismo sucede en el grupo de pacientes tratados con hemodidlisis, donde tampoco
mostraban efecto significativo sobre los niveles de dafio basal. Asi, los efectos de las
distintas patologias son como se indica: el cancer (P = 0,975), la enfermedad
cardiovascular (P = 0,289), la diabetes mellitus (P = 0,170), la dislipemia (P = 0,673) y
la hipertension arterial (P = 0,603).

Aunque el habito de fumar, se considera un factor de riesgo para las patologias
cardiovasculares y para los niveles de dafio en el DNA en nuestro estudio, no se
encuentra reflejado este efecto en el dafno basal de los pacientes IRC/NT (P = 0,717)

ni tampoco en los pacientes HD (P = 0,971).

Por lo que respecta al papel del trasplante en el grupo de pacientes en tratamiento de
HD se encontraban personas con trasplante renal previo que no les habia funcionado
correctamente y que habian tenido que volver a dializarse. Al analizar el efecto del
trasplante sobre el dano en el DNA se vié que entre los pacientes con y sin trasplante
previo no se encontraron diferencias significativas en los niveles de dafo basal (P =
0,431).

Otro factor estudiado ha sido la suplementacion con L- carnitina. Asi, en los pacientes
en tratamiento de hemodidlisis los individuos sumplementados con L-carnitina

muestran mas dafio basal comparados con los que no reciben L-carnitina (P < 0,001).

La homocisteina es un aminoacido liberado como resultado de la digestion de las
proteinas. Concentraciones altas en sangre se han asociado con complicaciones
cardiovasculares, ateroesclerosis, coagulacion de la sangre, complicaciones en la
diabetes etc. Dado que el control de los niveles de homocisteina normalmente se
realiza con suplementacién de acido folico (vitamina B9), en nuestro estudio
observamos que en los pacientes sometidos a tratamiento de HD se detecta una
correlacion entre los niveles de homocisteina y la suplementacion con acido félico. Asi,
los pacientes en cuya dieta se incluia la vitamina B9 mostraban niveles de

homocisteina mas bajos (P = 0,010) (Figura 33).
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Figura 33. Relacion entre los niveles de homocisteina y las suplementacién con acido

félico. 1 corresponde a pacientes + acido folico; 2 son los pacientes no

suplementados.

Los efectos de distintas patologias sobre los niveles de dafo en el DNA en los
pacientes se presentan en la Tabla 17. Asimismo, en esta tabla se indican los efectos

de algunos medicamentos y suplementos.
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Tabla 17. Factores que afectan los niveles de dafio basal en la poblacién IRC/NT.

Patologias n IRC/NT P n HD P
EcV si 82 2291 +1,22 0.481 75 29,30 + 1,47 0.289
no | 94 21,73 +1,15 ’ 43 26,59 + 2,17 ’
si | 159 22,58 + 0,89 104 28,07 £ 1,29
HTA 0,236 0,603
no 17 19,52 + 2,05 14 30,04 + 3,91
Cancer Si 44 22,19+ 1,68 0,864 34 28,24 + 2,25 0,975
no | 132 22,53 + 0,98 81 28,33 +1,47
' si 44 22,56 + 1,74 38 30,99 £ 2,14
meltus 0818 o
no | 132 22,11+ 0,94 80 27,28 +1,50
. _ si | 104 23,40+1,13 71 27,87 + 1,56
Dislipemia 0,129 0,673
no| 71 20,86 + 1,19 42 28,94 + 2,00
Factores
. si 91 22,42 + 1,24 71 28,34 + 1,57
Tabaquismo |- g3 26,13 1,18 | 00 [ 47 2825:1,97 | 07
Trasplante si - - ) 27 39,99 + 2,71 0431
renal no| - - 89 27,72 + 1,37 ’
Medicamentos, suplementos y factores bioquimicos
si - - 69 29,02 + 1,62 0.492
Renagel - ’
no - - 49 27,30 + 1,88
si | 133 22,79 £ 0,99 69 26,10 + 1,93
IECA no| 46 20,45+1,43 0,181 49 29,83 + 1,57 0,135
Estatinas si | 111 23,31 +1,09 0,093 68 27,52 + 1,64 0,456
no| 68 20,44 + 1,23 50 29,39+1,84
Vitamina D si 52 23,59 + 1,67 0,364 53 29,15 + 1,81 0,544
no| 116 21,89 + 1,01 65 27,64 + 1,67
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4.5. Dafo oxidativo en los pacientes con insuficiencia renal crénica.

Un gran numero de estudios afirma encontrar dafio oxidativo en el desarrollo de varias
patologias como la diabetes (tipo 1 y tipo 2), las patologias cardiovasculares, la incidencia de
numerosos tipos de cancer y el envejecimiento prematuro. La posibilidad de modificar el ensayo
del cometa para poder medir dafio oxidativo nos ha permitido evaluarlo en los pacientes con
insuficiencia renal crénica, asi como relacionarlo con algunas caracteristicas de riesgo en esta
poblacion. Asi, aplicando el uso de las enzimas especificas para la reparacion (la endonucleasa
Ill, que detecta a las pirimidinas oxidadas y la formamidopirimidina DNA glicosilasa, que detecta

a las purinas oxidadas) hemos podido cuantificar el dafio oxidativo.

En la Tabla 18 se presentan los valores de dafo oxidativo obtenidos con las enzimas de
reparacion. Los resultados, calculados como la diferencia entre los valores obtenidos con estas
enzimas y el dafo basal, nos indica el dafio oxidativo para cada grupo del estudio,

respectivamente.

Tabla 18. Dafio en las purinas y las pirimidinas para los grupos

estudiados.

Controles IRC/NT HD

Dario basal 17,72 +0,88 25,28 + 0,92 28,38 + 1,36

Dafio en pirimidinas | 20,45 + 1,07 28,71 £ 0,98 33,98 + 1,66

Dafio en purinas 23,17 £1,02 33,45 + 1,01 37,03 +1,84

Los valores se presentan como media + EE;

4.5.1. Dano oxidativo en pirimidinas.

En la Tabla 19 se indican los valores de dafio oxidativo en las pirimidinas para el grupo control y

para los pacientes con insuficiencia renal cronica.
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Tabla 19. Dafno oxidativo en pirimidinas.

Controles IRC/NT P HD pa pP

DO en pirimidinas | 4,66 + 0,57 | 4,98 £0,35 [{0,919|7,86 £ 0,99 | 0,271 | 0,148

P?, comparacién entre el grupo control y los pacientes HD; P, comparacion entre IRC/NT y HD;
los valores se presentan como media + EE; DO, dafio oxidativo.

Como se ha observado en la tabla, no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y los pacientes con insuficiencia renal que aun no estan en
tratamiento de hemodialisis (P = 0,919). Tampoco se encuentran diferencias entre los valores
de los pacientes HD con la poblacién control (P = 0,271). Asi, los niveles de dafio oxidativo en
las pirimidinas de los pacientes con IRC/NT y los que se encuentran en tratamiento de HD no

parecen ser diferentes (P = 0,148).

Aunque no llegan a ser estadisticamente significativos, los valores de dafio oxidativo en las
pirimidinas aumenta segun el estadio de IRC, siendo mayor en la etapa de tratamiento con

hemodialisis. Los valores encontrados se presentan en la Tabla 20.

Los resultados indican que no hay diferencias significativas en los valores de dafio oxidativo
entre los estadios de IRC/NT; ni entre los estadios 3 y 4 (P = 0,326), ni entre los estadios 4 y 5
(P =0,647) y entre los estadios 3y 5 (P = 0,902). Los valores observados en los pacientes en
tratamiento de HD tampoco eran significativamente diferentes comparados tanto con los
individuos del grupo control (P = 0,271), como con el estadio 3 (P = 0,378), estadio 4 (P =
0,110) y estadio 5 (P = 0,597). Los valores de dafo oxidativo en pirimidinas segun el estadio de

IRC, se visualizan en la Figura 34.
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Tabla 20. Distribucién del dafio oxidativo en las pirimidinas.

Pacientes con IRC
Controles
(n=59) IRC/NT HD
(n=184) (n=121)
Estadios segun 1+2 3 4 5 6
el FG (n=59) (n=87) (n=76) (n=21) (n=121)
DO en
L 4,66+0,57 | 536 +0,57 | 422+0,37 | 6,09+1,38 7,86 + 0,99
pirimidinas

DO, dafo oxidativo; el estadio 6 corresponde a los pacientes que se encuentran en tratamiento

de hemodialisis; los valores se presentan como media + EE.

Figura 34. Distribucién del dafio oxidativo en pirimidinas segun los estadios de IRC. La columna

6 corresponde a los pacientes que se encuentran en tratamiento de HD. NS, diferencia no
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4.5.1.1. Factores moduladores del dafio oxidativo en pacientes con IRC.

Los posibles efectos de la presencia de algunas enfermedades, suplementos y habitos
presentes en la poblacién estudiada sobre el dafio oxidativo en las pirimidinas para los
pacientes con IRC/NT se indican en la Tabla 21. Como se observa, ninguna de las patologias
presentes en este grupo afecta de manera significativa los niveles de dafio oxidativo en

pirimidinas.

Tabla 21. Factores que afectan los niveles de dafo oxidativo en las

pirimidinas en la poblacién estudiada.

Patologias Controles P IRC total P

si - 6,67 £ 0,70

ECV - 0,346
no - 5,47 £ 0,54
si 6,51+ 1,54 591 +0,46

HTA 0,172 0,355
no 3,42 +1,92 7,72 £1,73
si - 6,54 £ 0,86

Cancer - 0,178
no - 5,95 + 0,53
si 6,96 + 1,93 6,00 + 0,59

DL 0,190 0,360
no 4,09 + 0,51 6,23 £ 0,71
si 14,79 4,96 + 0,56

DM 0,200 0,238
no 4,82 + 1,11 6,54 + 0,58

ECV, enfermedad cardiovascular; HTA, hipertension arterial; DL, dislipemia; DM,

diabetes mellitus;

Para los pacientes en tratamiento de hemodialisis los niveles de dafio oxidativo en las
pirimidinas se encontraron relacionados con el tratamiento con inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina y antagonistas del receptor tipo 1 de la angiotensina 2 (IECA y
ARA-2). Asi, los pacientes tratados con IECA o ARA-2 mostraban valores de DO en las
pirimidinas significativamente mas bajos que los pacientes no tratados (P = 0,026). Los valores

se presentan en la Tabla 22.
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Para el mismo grupo de pacientes también se observdo que la diabetes mellitus estaba
relacionada con los niveles de DO en las pirimidinas. Asi, los pacientes afectados por la
enfermedad tenian una media de dafo de 10,04 + 1,88, mientras que los no afectados por la
patologia tenian una media de 6,88 + 1,15. Estas diferencias llegaban al limite de la
significaciéon (P = 0,051), sugiriendo que en esta poblacién hay una cierta relacion entre la

patologia y los elevados niveles de dafio oxidativo.

Tabla 22. Valores de dano oxidativo en las
pirimidinas en pacientes HD sin/con

tratamiento con IECA.

Mann-Whitney

Tratamiento | si | 5,29 £ 1,00
con 0,026
IECA/ARA-2 | no| 9,86 +1,52

Los resultados se presentan como media + EE.

Otro de los factores estudiados ha sido el de la mortalidad en los pacientes en tratamiento de
HD. Para comparar los valores de dafio oxidativo en las pirimidinas entre las personas vivas y
fallecidas en el grupo en tratamiento de HD se llevaron a cabo comparaciones mediante la

prueba de Mann-Whitney. En la Tabla 23 se presentan los resultados.

Tabla 23. Valores de dafo oxidativo en pirimidinas para

pacientes en HD, vivos y fallecidos.

DO en pirimidinas P

Pacientes HD vivos 6,11 + 0,97

0,008
Pacientes HD fallecidos 12,23 £ 2,27

Los resultados se presentan como media + EE.

El analisis demuestra que el dafio oxidativo en las pirimidinas en los pacientes fallecidos es

aproximadamente dos veces mas alto que en los pacientes vivos (P = 0,008). Se debe tener en
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cuenta que los elevados niveles de dafio oxidativo justifican una mayor incidencia de

enfermedades cardiovasculares, que en nuestro caso resultan ser la principal causa de muerte.

Ya que el tiempo en tratamiento de HD mostré ser un parametro que modula los niveles basales
de dano genético, en nuestro estudio hemos evaluado también su efecto sobre los niveles de
dafio oxidativo en pirimidinas. Para ello se ha separado en subgrupos la poblacién en
tratamiento de HD segun el tiempo que llevaban en tratamiento sustitutivo, siguiendo el mismo

criterio utilizado anteriormente. Los resultados obtenidos se indican en la Tabla 24.

Tabla 24. Dano oxidativo en pirimidinas segun

el tiempo en tratamiento de HD.

Tiempo en tratamiento DO total
<12 meses 8,39 + 2,01
12-20 meses 7,86 + 2,66
20-40 meses 4,97 £ 1,91
40-60 meses 9,19 + 3,05
60-80 meses 6,49 + 1,97

80 meses 11,48 £ 2,45

Se observa que el dafio oxidativo en las pirimidinas de los pacientes sometidos a un periodo de
tratamiento en HD entre 1,5 anos y 3 afos tienen los valores mas bajos. En los pacientes
dializados por un periodo de 3 a 5 afnos se produce un aumento significativo del dafio oxidativo
(P = 0,016), aumento que también se encuentra entre los pacientes tratados por mas de 6 anos,

en comparacion con los tratados por un periodo de hasta 3 afios (P = 0,004).

Los posibles efectos del tipo de tratamiento de hemodialisis sobre los niveles de dafo oxidativo
que presentan los pacientes con IRC fue otro de los factores estudiado en este trabajo. Para
ello en el estudio longitudinal se analizaron tanto el efecto del tiempo en HD como el efecto de

cambiar de sistema de HD.
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En la Tabla 25 se presentan los valores del dafio oxidativo en las pirimidinas para los pacientes
en tratamiento de HD convencional y para los que han cambiado de HD convencional a HD on-
line. La comparacion se llevd a cabo mediante la prueba no paramétrica para muestras

pareadas (Wilcoxon).

Los resultados indican que no hay diferencias entre los valores de dafo oxidativo en las
pirimidinas para los pacientes que siguen en tratamiento de HD estandar (P = 0,315), mientras
que para los que han cambiado a ser tratados con la nueva técnica se observan valores mucho

mas bajos en la segunda evaluacion, en comparacion con los valores iniciales (P = 0,028).

Tabla 25. Dafio oxidativo en las pirimidinas en los pacientes sin y con cambio de

tratamiento.

Pacientes HD

Pacientes on-line (n=18) convencional (n=49)

12 muestra 22 muestra

; ) 12 muestra | 28 muestra
(convencional) on-line

19,40 + 6,44 5,21 +0,88 0,028 9,47 +1,83 |531+0,69 | 0,315

DO, dafio oxidativo; los valores se presentan como media + EE.

4.5.2. Dano oxidativo en las purinas.

La utilizacién de la enzima FPG nos permite cuantificar el dafio oxidativo inducido en las
purinas. En la Tabla 26 se indican los valores de dafio oxidativo observado para el grupo control
y para los pacientes con insuficiencia renal cronica. La distribucién de los datos fue normal y el

analisis se llevd a cabo mediante pruebas paramétricas.
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Tabla 26. Dafo oxidativo en purinas.

Controles IRC/NT P HD p® p°

DO purinas | 6,57+ 0,61 |853+0,41| 0,020 | 11,04 +1,38 | 0,004 | 0,086

P?, comparacién entre el grupo control y los pacientes HD; P, comparacion entre IRC/NT y HD;

los valores se presentan como media + EE; DO, dafo oxidativo.

Como se observa, los niveles de dafo oxidativo en purinas son significativamente mas altos en
los pacientes IRC/NT (P = 0,020) y en los pacientes en tratamiento de hemodialisis (P = 0,004)
respecto a los controles. Sin embargo las diferencias entre los pacientes con IRC en tratamiento
de HD y los que no se encuentran en tratamiento sustitutivo no llegan a ser significativas (P =
0,086).

El primer parametro analizado para ver su interaccion con los niveles de dafo oxidativo en

purinas fue el estadio de la patologia. Asi, en la Tabla 27 se presentan los valores de dafio en

purinas que corresponden a los diferentes estadios de insuficiencia renal cronica.

Tabla 27. Distribucion del dafo oxidativo en purinas.

Pacientes con IRC
Controles
n=59 IRC/NT HD
n=184 n=121
1+2 3 4 5 6
(n=59) (n=87) (n=76) (n=21) (n=121)
6,57 £ 0,60 8,54 + 0,61 8,14 £ 0,61 9,75+ 1,35 11,04 + 1,38

DO, dafio oxidativo; el estadio 6 corresponde a los pacientes que se encuentran en

tratamiento de hemodialisis; los valores se presentan como media + EE.

Comparando los niveles de dafo en los diferentes estadios de IRC con los niveles de la
poblacion control, se observa que los valores del dafio en las purinas son significativamente
mas altos en el estadio 3 (P = 0,024), en el estadio 5 (P = 0,016) y en el estadio 6 (P = 0,004)
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que en el control. Las diferencias entre los estadios 3 y 4 no resultan ser significativas (P =

0,646). Estos resultados para los distintos estadios se visualizan en la Figura 35.
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1=grupo control; 3, 4 y 5 = IRC/ND; 6= pacientes HD

Figura 35. Distribucion del dafio en las purinas segun el estadio de IRC. Diferencias

significativas comparando los estadios de IRC con el grupo control: *P < 0,05, **P < 0,01.

4.5.2.1. Relacién entre el daino oxidativo en las purinas y distintos parametros.

Dado que los valores de dafio oxidativo en las pirimidinas para los pacientes fallecidos
resultaban ser significativamente elevados, en comparacion con los pacientes vivos, decidimos

comprobar si esta tendencia también se mantenia para el dafo oxidativo en las purinas.

Para los pacientes en tratamiento de HD se encontré que el dafio oxidativo en las purinas tiene
un efecto significativo sobre la mortalidad en este grupo de pacientes (P = 0,002). Las
diferencias observadas entre los valores de DO en las purinas para los pacientes vivos y

fallecidos se presentan en la Tabla 28.
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Tabla 28. Relacion entre el nivel de
DO en purinas y la mortalidad de los

pacientes HD.

DO purinas P

Vivos 8,68 £ 1,11

0,042
Exitus letalis | 18,98 + 4,64

Los valores se presentan como media + EE.

Como se observa en la tabla, el valor medio del DO en las purinas para los pacientes fallecidos
es mas de dos veces el valor que corresponde a los pacientes vivos, y este incremento es
significativo (P = 0,042).

Otro factor a tener en cuenta respecto a su relacién con el dafio oxidativo en purinas, es el
tiempo transcurrido de tratamiento en HD. Para ver ese efecto hemos separado en subgrupos la
poblacion en tratamiento de HD, segun el tiempo que llevaban en tratamiento sustitutivo. Los

resultados de dano oxidativo obtenidos para cada subgrupo se indican en la Tabla 29.

Tabla 29. Dafio oxidativo en purinas segun

el tiempo en tratamiento de HD.

Tiempo en HD DO purinas
<12 meses 11,82 £ 2,66
12-20 meses 13,46 + 6,34
20-40 meses 7,07 +1,45
40-60 meses 11,65 £ 4,05
60-80 meses 11,03 £ 2,73
80 meses 12,57 + 3,09

Los valores se presentan como media + EE.
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A pesar del valor anormal observado para el periodo 20-40 meses, los niveles de DO en purinas
se mantienen estables conforme aumenta el periodo que los pacientes llevan en tratamiento
sustitutivo. Asi, nuestro estudio indica que no se han encontrado diferencias significativas entre

los valores que corresponden a cada subgrupo.

El cambio del tipo de tratamiento de HD puede ser un factor modulador de los niveles de dafo
oxidativo observados. Para determinar los efectos de este cambio de protocolo de tratamiento
se ha analizado el papel que tiene el cambio de sistema de HD sobre los niveles de dafio
oxidativo en purinas. En la Tabla 30 se presentan los valores observados del dafio oxidativo en
las purinas para los pacientes cuya evaluacién se ha repetido al cabo de aproximadamente un

afio, ya sea sin cambio de tratamiento o cambiando al tratamiento on-line.

Tabla 30. Dafo oxidativo en purinas en los pacientes sin/con cambio de tratamiento.

Pacientes on-line (n=18) Pacientes HD (n=49)

12 muestra 22 muestra P 12 muestra 22 muestra P
convencional on-line HD HD
9,15+ 2,86 3,31 £ 0,46 0,038 5,63+1,24 4,31 £ 0,56 0,339

Como se observa en la tabla los pacientes que seguian en tratamiento de HD convencional no
mostraron cambios en los niveles de dafio oxidativo en purinas en la segunda evaluacion (P =
0,339). Sin embargo, los pacientes que habian cambiado de hemodialisis estandar a
hemodialisis online mostraban una disminucion significativa en el DO en purinas en su segunda
evaluacién (P = 0,038). Estos resultados demuestran que la HD online da mejores resultados

con respecto a los niveles de DO, en comparacion con la HD estandar.

4.5.3. Dafo oxidativo total.
Una vez presentados los valores de dafio oxidativo afectando a pirimidinas y purinas,

independientemente, parece interesante repetir el analisis considerando todo el dafio oxidativo

presente en los pacientes (suma de ambos dafios). Asi, cuando se mira la distribucién de los
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niveles de DO total se ve que este parametro sigue una distribucion normal y, por tanto, los

analisis se llevaron a cabo utilizando pruebas paramétricas.

En la Tabla 31 se indican los valores de dafo oxidativo total (formados como suma de los
valores de DO en las purinas y DO en las pirimidinas), tanto para el grupo control como para los
pacientes con insuficiencia renal crénica en total y por separado para los IRC/NT y los pacientes
en tratamiento de HD.

Tabla 31. Dafio oxidativo total en el grupo control y los pacientes con IRC.

Controles IRC total P IRC/INT p? HD pP p¢

12,06 + 1,19 | 16,42 + 1,05 | 0,086 | 14,13 £ 0,68 | 0,143 | 20,29 + 2,55 | 0,004 | 0,022

P # comparacion entre el grupo control y los pacientes IRC/NT; P b comparacion entre el grupo
control y los pacientes HD; P°, comparacién entre el grupo IRC/NT y HD; los valores se presentan

como media * EE.

Aunque las diferencias en los niveles de dafio oxidativo total entre el grupo control y la
poblacion total con IRC no llegan a ser significativamente diferentes (P = 0,086) sin embargo los
niveles del grupo HD resultan ser significativamente mas altos, tanto comparados con el grupo
control (P = 0,004), como respecto al grupo IRC/NT (P = 0,022). Los pacientes con IRC que aun
no estan sometidos al tratamiento de HD no muestran incrementos significativos de dafio
oxidativo con respecto al grupo control (P = 0,143). Este efecto del desarrollo de la patologia se
observa mejor en la Tabla 32 donde se indican los valores de DO total en los diferentes
estadios de la IRC.
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Tabla 32. Valores DO total segun el estadio de IRC.

Pacientes con IRC

Controles
o IRCINT HD
n=184 n=121
142 3 4 5 6
Estadios segun FG
(n=59) (n=87) (n=76) (n=21) (n=121)
DO total 12,06+ 119 | 14.48+0.99 | 13,06+ 0,89 | 16,13 +2.53 | 20.29 + 2.55

(purinas+pirimidinas)

DO, daio oxidativo; el estadio 6 corresponde a los pacientes que se encuentran en tratamiento de

hemodialisis; los valores se presentan como media + EE.

Cuando se estudiaron los niveles de dano oxidativo total en relaciéon con el estadio de IRC

(Figura 36) se encontré6 que el dafio aumentaba ligeramente en cada estadio (excepto en el

estadio 4 donde se observa una disminucién no significativa comparando con el estadio 3 (P =

0,300), una tendencia que ya se habia observado en el DO en las purinas y el DO en las

pirimidinas por separado. A pesar de este incremento, no se encontraron diferencias

significativas entre los controles y los pacientes en el grupo con el estadio 3 (P = 0,128), el

estadio 4 (P = 0,491), ni el estadio 5 (P = 0,158). Tan solo se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre el DO total del grupo control y los pacientes en HD (P =

0,004).
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Figura 36. Distribucion del DO total segun el progreso de la IRC; 1, grupo control
(estadios 1 + 2); 3, 4 y 5, estadios de IRC/NT; 6, pacientes tratados con HD; Diferencias

significativas comparando los estadios de IRC con el grupo control: **P < 0,01.

4.5.3.1. Relacion entre el dafio oxidativo total y distintos parametros.

Dado que en los pacientes con IRC sometidos a tratamiento de HD se encontré una correlacion
significativa entre el dafo oxidativo (en purinas y en pirimidinas) y la mortalidad, este efecto
también se ha analizado en relacion con el dafo oxidativo total. Los valores obtenidos al

analizar este parametro se presentan en la Tabla 33.

Tabla 33. Dafio oxidativo en pacientes

vivos y fallecidos.

DO total P

Vivos 15,71 £ 2,19

0,023
Exitus letalis 33,96 £ 7,17

Como se puede observar, los pacientes que habian fallecido durante el estudio resultaron ser
los que presentaban niveles de DO total significativamente mas elevados, en comparacion con

los pacientes en tratamiento de HD que seguian vivos (P = 0,023).
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Por otro lado se ha estudiado si la edad o el género jugaban algun papel relevante en los
niveles de dafio oxidativo. Del analisis de estos factores se concluye que los niveles de DO total
no se encuentran relacionados ni con el género (P = 0,473), ni con la edad (P = 0,686), en la

poblacion estudiada.

Dado que el tiempo en tratamiento en HD ha mostrado influenciar los niveles de dafio genético,
se ha analizado su efecto sobre los valores de dafio total oxidativo. Asi, en la Tabla 34 se
indican los valores de dafo oxidativo total, segun el tiempo que los pacientes llevan en

tratamiento de hemodialisis.

Tabla 34. Niveles de dafio oxidativo total segun el

tiempo en tratamiento.

Tiempo en HD DO total

<12 meses 21,22 +4,78
12-20 meses 23,13+9,72
20-40 meses 13,75 + 3,87
40-60 meses 23,05+ 7,64
60-80 meses 17,93 +5,13
80 meses 23,67 £+5,13

Los valores se presentan como media + EE.

Como se observa, no parece que el tiempo en HD sea un parametro importante a la hora de
modular los niveles de dafio oxidativo total. Para su mejor visualizacién, en la Figura 37 se
presentan los niveles de DO total segun el tiempo que los pacientes llevan en tratamiento de

hemodialisis.
Aunque hay una clara disminucién en el dafio oxidativo total en los pacientes tratados con HD

por un periodo de entre 20-40 meses, esta disminucion no parece tener un sentido claro,

teniendo en cuenta la linea de ajuste en la figura.
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Figura 37. Distribucion del dafio oxidativo total segun el tiempo en tratamiento de HD.

El efecto del tiempo y el cambio del sistema de hemodialisis han sido otros factores estudiados
para ver su papel modulador del dafo oxidativo total. Asi, en la Tabla 35 se indican los valores
del dafio oxidativo total para los pacientes muestreados de nuevo al cabo de un afo
aproximadamente, independientemente de si se mantuvieron en HD convencional o si

cambiaron a un sistema de hemodiafiltracién on-line.

De los resultados obtenidos se desprende que en el grupo de pacientes que durante el tiempo
de seguimiento habian seguido en el mismo tratamiento de HD convencional no se observaron
diferencias entre la primera y la segunda muestra (P = 0,472). Sin embargo, en el caso de los
pacientes que habian cambiado de tratamiento de HD convencional a HD on-line los valores de
DO total eran mucho mas bajos después de unos meses de tratamiento con la nueva técnica (P
= 0,036). Estos resultados indican que el tratamiento con la hemodiafiltraciéon on-line podria
estar reduciendo significativamente el dafio oxidativo total, mientras la HD estandar no llega a

influir sobre el estatus oxidativo de los pacientes con insuficiencia renal crénica.
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Tabla 35. Dano oxidativo total en los pacientes sin y con cambio de tratamiento.

Pacientes on-line (n=18) Pacientes HD (n=49)

12 muestra

. 22 muestra on-line 12 muestra HD | 22 muestra HD
convencional

21,52 £ 6,74 9,04 + 1,46 0,036 12,32 £ 2,90 11,21 +1,44 | 0,472

4.5.3.2. Otros factores relacionados con el dafio oxidativo total

De las enfermedades mas frecuentes en la poblacién y algunos de los tratamientos que reciben
los pacientes, algunos resultaron estar relacionadas con los niveles de DO total. Asi, los
pacientes con diabetes mellitus en tratamiento de HD mostraban valores de DO total mucho
mas altos comparados con los individuos que no sufrian de la enfermedad (P = 0,022). Se ha
observado que el tratamiento con los inhibidores de la enzima conversiva de la angiotensina
disminuye el estrés oxidativo. En el grupo de pacientes en HD también parece afectar a los
niveles de DO total, asi en los pacientes tratados con los farmacos que actuan sobre el sistema
renina-angiotensina-aldosterona se observan niveles de dafio oxidativo significativamente

reducidos comparados con los pacientes no tratados con este farmaco (P = 0,040).

En la Tabla 36 se presentan los factores que resultaron estar relacionadas con los niveles de

DO total en la poblacion de los pacientes HD.
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Tabla 36. Relacion entre el dafio oxidativo total y algunos factores disponibles para la poblacién IRC.

Factores HD DO total P IRC/NT DO total P
Patologias
si 27,26 + 5,56 si 14,65 + 1,60
DM 0,022 0,886
no 20,41 +2,78 no 13,98 + 0,74
i 23,19+ 3,7 i 1 + 1
ECV si 3,19+ 3,79 0,366 si 3,89+0,9 0.907
no 15,70 + 2,58 no 14,35 + 0,99
si 19,82 + 2,66 si 13,61 + 0,70
HTA no 24,54 + 8,98 0,619 no 17,75 + 2,21 0,057
i 19,74 + 3,88 i 14,50 + 1,42
Céncer St 0328 | ° 0,998
no 20,48 + 3,18 no 13,94 + 0,75
Factores
, si 20,78 + 3,65 si 14,68 + 0,94
Tabaquismo no | 19,47 + 3,08 0,306 = T 1353+0.98 0,294
si 16,73 + 3,11 si -
Trasplante renal 0,895 -
no 21,46 + 3,25 no -

Medicamentos y suplementos

IECA/ARA 2 si 13,85 + 2,41 0,040 Si 14,14 + 0,82 0,755
no | 2504 +393 no | 1412+118
- si 21,07 £ 3,22 si :
L- carnitina o 25.49 £ 3.80 0,444 o i -
. si 19.76 + 3,60 si 14.28 + 0,83
Estatinas no | 2096 357 0143 = 13.87 £1.19 0,608
- | si 19.74 £ 3,05 077g LS :
enhage no | 25,05 452 : no - )
o si 18,03 2,81 si 1337+ 1,06
Vitamina D no | 2224 +4.08 0.923 T 1240087 0.616

DM, diabetes mellitus; IECA, inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina, ARA 2, antagonistas

del receptor tipo 1 de la angiotensina 2.
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4.6. Inestabilidad gendémica en los pacientes con IRC en tratamiento de hemodialisis.

Tanto en los niveles de dafo basal como en los de dafio oxidativo se observan grandes
diferencias interindividuales, independientemente del grupo en el que se haya clasificado al
paciente. Nuestra hipotesis para explicar estas diferencias es que éstas se deben a la diferente
capacidad de estos individuos de reparar el dafio en el DNA. Por tanto, la capacidad diferencial
de reparar dafo oxidativo puede ser un valor a tener en cuenta para explicar muchas de las

diferencias observadas.

Para medir esta capacidad se seleccion6 un grupo de 21 pacientes, de acuerdo con el nivel de
dafo gendmico que presentaban. Asi, 11 de ellos eran los que presentaban los niveles mas
bajos dentro del grupo de pacientes HD, mientras los otros 10 eran aquellos que mostraban los
valores de dafio genémico mas altos (P < 0,001). El promedio de la edad de los pacientes con
dafio bajo es de 58,72 + 5,60 afios, que es ligeramente mas alto que el promedio de edad del
grupo de dafo alto 55,60 + 5,40 afios (P = 0,694). Entre los dos grupos estudiados se
observaron diferencias significativas para el tiempo que llevaban en tratamiento sustitutivo (P <
0,001). Asi, los de dafio alto llevaban 88,80 + 9,66 meses, mientras que los de dafo bajo
llevaban 30,00 + 4,83 meses. Entre estos pacientes ninguno padecia algun tipo de cancer y la
proporcion hombres/mujeres estaba equilibrada. Las caracteristicas de los pacientes

seleccionados y los niveles de dafo basal que presentaban se indican en la Tabla 37.

Después de realizar el ensayo se obtuvieron los valores de reparacién neta indicados en la
Tabla 38.

Puesto que los valores obtenidos para los dos grupos estudiados con el ensayo de reparacion
seguian una distribucion normal, el analisis estadistico se llevd a cabo mediante pruebas

paramétricas.

Cuando se llevd a cabo la comparacion con la prueba t-Student, entre la capacidad de
reparacion del DNA de los pacientes que mostraban dafio bajo y la de los que mostraban dafio
alto, se encontraron diferencias significativas (P = 0,020) entre los dos grupos, es decir, los
individuos que formaban parte del grupo con bajos valores de dafio basal resultaban ser los que
tenian mayor capacidad de reparar.
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Tabla 37. Caracteristicas de la poblacion estudiada y resultados

obtenidos mediante el ensayo de reparacion.

Grupo dafio| Grupo dafio

Caracteristicas bajo (n=11) alto (n=10)
Edad (afios) 58,73 £ 5,60 55,60 + 5,40
Hombres 6 5
Género
Mujeres 5 5

Tiempo en tratamiento de 3000 +4.83 88.80 + 9.67
dialisis (meses) SR OV Y,

Dafio % DNA basal 12,04 £ 1,41 | 37,75 £ 2,90***

Los valores en la tabla se presentan como media + EE; ***P < 0,001,
significativamente mas alto que el valor observado en el grupo de dafo

bajo.

Tabla 38. Valores de reparacion neta para los dos grupos estudiados.

Grupo dafio bajo Grupo dafio alto .
n n
(reparacion neta) (reparacion neta)
11 18,13+ 1,13 10 12,73 £ 1,84 0,020

Los valores se presentan como media + EE y se calculan segun la férmula indicada

anteriormente.

Dado que la capacidad de reparar podria verse influenciada por distintos parametros se llevo al
cabo un analisis lineal general univariante para detectar la existencia de estos factores, tanto en
el grupo de dafo bajo como en el grupo de dafio alto. Los resultados de este analisis se

presentan en la Tabla 39.
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Tabla 39. Modelo lineal general con la capacidad de reparar del grupo de dafio bajo como

variable dependiente.

Grupo dafio bajo Grupo dafo alto
Factores
F P R?/R? ajustado F P R?/R? ajustado
Edad 0,019 0,894 0,002/-0,109 | 2,501 0,152 0,238/0,143
Género 0,065 0,820 0,007/-0,103 | 5,761 0,043 0,419/0,346

En el grupo de pacientes con dafio bajo, la capacidad de reparacién del dafio en el DNA no esta
afectada por los factores edad y género. En cambio, para el grupo con dano alto, mientras que
la edad no parece afectar la capacidad de reparar, el género si que muestra tener un cierto
efecto (P = 0,043). Asi, los hombres en este grupo muestran una menor capacidad de reparar

(9,15 £ 1,20) comparando con el valor de reparacion obtenido en las mujeres (16,31 + 2,73).

Otro factor que es interesante relacionar con la capacidad de reparar es el tiempo en
tratamiento de hemodialisis. Se observa que en el caso de la poblacion incluida en el ensayo de
reparacion, en el grupo de dafo bajo se encontraban pacientes que estaban tratados con HD
por un periodo de entre 14 y 72 meses mientras que los pacientes del grupo de dafio bajo se
encontraban en tratamiento de HD por un periodo de entre 50 y 126 meses. Las diferencias
entre el tiempo en tratamiento de HD entre los dos grupos era muy significativo (P < 0,001). Se
clasificé la poblacién segun el tiempo que llevaban los pacientes en tratamiento, aplicando un
punto de corte a los 40 meses de tratamiento en HD, a continuacién realizamos la prueba t -

Student. Los resultados obtenidos se indican en la Tabla 40.

Se observa que los pacientes que llevaban mas de 40 meses en tratamiento de HD resultaron
ser los que presentan una capacidad de reparar dafio en el DNA significativamente reducida, en
comparacién con los pacientes que estaban en tratamiento por menos de 40 meses. En la

Figura 38 se presenta la distribucién de la capacidad de reparar segun el tiempo en tratamiento.
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Tabla 40. Comparacién en la capacidad

de reparar entre pacientes que estan en

tratamiento de HD por mas o menos de 40

meses.

Tiempo
en HD

Capacidad de
reparar

240

13,27 £ 1,75

0,041
18,07 £ 1,25

26,840
22,608
22,170
22,145
19,451
18,647
17,623
17,561
17,188
16,292
16,136~
14,410
14,382
13,980
13,880
13,507

8,464

8,313

8,030

7,662

7,417

capacidad de reparar

a

T T T T T T T T T T
14 | 20 | 23 | 30 | 36 | 50 | 64 | 92 | 108 | 124 |
16 22 26 32 39 54 72 100 1 126

16

Tiempo en tratamiento de hemodialisis

grupos

O grupo dafio bajo
A grupo daio alto

Figura 38. Relacion entre la reparacion neta y el tiempo en tratamiento

sustitutivo para cada grupo.
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5. DISCUSION

La insuficiencia renal cronica es un problema de salud publica a nivel mundial. Ademas, la
patologia no esta asociada solamente con problemas relacionados con el sistema urinario sino
que la acumulacion de sustancias nocivas en la sangre llega a afectar a otros érganos y
sistemas del organismo, alterando su estado normal. Actualmente en los EE.UU., por citar un
ejemplo, se encuentran afectados unos 26 millones de personas y se espera una prevalencia

de la enfermedad de aproximadamente un 45% en el afio 2020.

En la bibliografia se encuentran datos indicando que los pacientes con insuficiencia renal
cronica (IRC), tanto aquellos sometidos a tratamiento de hemodialisis como los que todavia no
se encuentran en tratamiento (pacientes pre-dialisis), presentan una elevada incidencia de
patologias cardiovasculares, envejecimiento prematuro, patologia cancerosa y elevados niveles

de estrés oxidativo y carbonilo.

Esta elevada incidencia de cancer (y también el envejecimiento) se ha relacionado con niveles
elevados de dano genético y con la posible reduccién en la capacidad de reparar el dafio en el
DNA. Se ha observado que estos pacientes acumulan gran cantidad de sustancias genotoxicas
en el dializado o en el plasma, debido a la falta de eliminacion de las mismas por el rifidn, y que
podrian ser la causa de la inestabilidad gendmica en los pacientes con IRC. Es por esto que se
requieren estudios para determinar si existe esta inestabilidad, asi como sus posibles causas.
Para estos objetivos, el ensayo del cometa se ha convertido en una herramienta ampliamente
utilizada en la biomonitorizacién de poblaciones ya que permite la evaluacion de roturas de
simple y doble cadena, sitios alcali-labiles y sitios AP, ademas de la opcion que nos da de medir

dafo oxidativo especifico aplicando el uso de las enzimas endo Il y FPG.

Los estudios realizados con pacientes con IRC utilizando el ensayo del cometa generalmente
se han llevado a cabo con poblaciones relativamente pequefas, en comparacion con el tamano
de la muestra utilizada en el presente trabajo. Un total de 305 pacientes con IRC en diferentes
estadios de la patologia es la muestra mayor utilizada en este tipo de estudios y este tamafio
nos permite observar con mayor precision los cambios del dafio basal y oxidativo, segun el
desarrollo de la enfermedad renal, al permitir su estratificacion en funcién de distintos

parametros. Ademas, la evaluacién repetida de 66 pacientes, de los cuales 17 cambiaron de
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tratamiento, nos ha permitido estimar los posibles efectos del tratamiento de hemodialisis y las
diferencias entre distintas técnicas de terapias sustitutivas sobre el estado general de los

pacientes y su esperanza de vida.

Por otro lado, la alta incidencia de cancer y los altos niveles de dafio en el DNA observados en
estos pacientes se atribuyen a la disminuida capacidad de estas personas de reparar este
dafo, lo que aumenta su inestabilidad genética. Por eso, utilizando una modificacién del ensayo
del cometa, hemos medido esta capacidad en un pequeio subgrupo de pacientes en
tratamiento de HD que se encontraban sometidos a tratamiento sustitutivo por diferentes
periodos de tiempo. Esto nos ha permitido observar si el tiempo en tratamiento esta relacionado

con la capacidad de eliminar el dafio presente en el DNA.

Entre las causas mas frecuentes de la IRC en la poblacién estudiada se encuentra la
nefroangioesclerosis, la glomerulonefritis y la diabetes mellitus. Estas causas, junto a la serie de
datos clinico-analiticos disponibles para los pacientes se han utilizado para ver sus posibles
correlaciones con el dafio basal y oxidativo asi como la evolucion de las mismas. Por lo tanto,
también hemos estudiado el efecto de patologias tipicas de la IRC como la diabetes, la

dislipemia, la enfermedad cardiovascular y el cancer sobre los niveles de dafio.

5.1. Dafio genético en los pacientes con insuficiencia renal cronica.

El ensayo del cometa es un ensayo con una amplia aplicacion en los estudios de
biomonitorizacion de poblaciones expuestas a agentes genotdxicos, asi como en aquellas
expuestas a tratamientos con farmacos y/o poseyendo determinadas enfermedades. El ensayo
se ha utilizado también para la evaluacién de los niveles de dafio en el DNA tanto en pacientes
con IRC que aun no se encuentran en tratamiento de HD, como en pacientes sometidos a
diferentes modalidades de tratamiento de HD. Hay que tener en cuenta, como ya se ha
comentado, que la mayoria de los estudios que han evaluado dafio en el DNA de pacientes con
IRC se han realizados con grupos de pacientes relativamente pequefios. Hay que enfatizar que,
a pesar de que el ensayo del cometa es un buen método para medir dafio genético, su
modificacién utilizando enzimas que reconocen el dafno oxidativo mejora su utilidad en los
estudios llevados a cabo con pacientes con IRC, donde el estrés oxidativo ha mostrado ser un

mecanismo que causa efectos secundarios (Stopper et al., 2001). En un estudio llevado a cabo
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por Kan et al. (2002) se comparé el dafo en el DNA de 36 pacientes en HD antes y después de
suplementarles con vitamina E por 14 semanas, encontrando que el dafio antes de la
suplementacion era mayor, indicando que la vitamina E tiene capacidad protectora. En otro
estudio con soélo 5 pacientes pre-didlisis y 7 pacientes que cambian de HD a HDF se ha
encontrado que el comienzo del tratamiento con HD no altera los niveles de dano en el DNA,
mientras que en los que cambian el sistema de hemodialisis (de HD a HDF) se encuentra una
disminucion significativa en los niveles de dafio (Kobras et al., 2006). En otro estudio Schupp et
al. 2006) encuentran que el dafo detectado con el ensayo del cometa es mas alto en los
pacientes que en los controles; sin embargo, en los pacientes en HD diaria (n= 5) este valor es
mas bajo que el observado en los pacientes tratados con HD estandar (n= 7). Por otro lado, los
cambios de pre-dialisis a HD estandar y de HD estandar a HDF no suponen ningin cambio en
los niveles de dano detectado. En otro estudio del mismo grupo (Stopper et al. 2001) se
investiga a un total de 69 pacientes con IRC y se encuentra que el dafio en el DNA incrementa
conforme se desarrolla la IRC siendo mayor en los pacientes tratados con HD por mas de 10
afios. Cuando analizan el dafo observado en los pacientes sometidos a HDF se observa que
éstos muestran valores que se hallan entre los encontrados para los pacientes pre-dialisis y los
tratados con HD. Finalmente, Muller et al. (2004) han llevado a cabo un estudio comparando 12
controles con 21 pacientes en tratamiento de HD, encontrando que los niveles de dafio son

significativamente mas altos en los pacientes.

Para evaluar el dafo genético en los pacientes con IRC también se han utilizado otros
biomarcadores diferentes del ensayo del cometa. Asi, la técnica de intercambios entre
cromatidas hermanas (SCE, sister chromatid exchanges) se ha utilizado en varios estudios con
pacientes con insuficiencia renal cronica. EIl primer estudio se llevé a cabo por Cengiz et al.
(1988), y se realiz6é con 44 pacientes con IRC y 24 controles. Los resultados muestran que la
uremia aumenta la presencia de cromosomas estructuralmente anormales y que estos cambios
citogenéticos pueden desemperfiar un papel en el aumento del riesgo de cancer. Por otra parte
Lialiaris et al. (2010) investigan la frecuencia de SCE en 32 pacientes con IRC y 18 controles.
En este estudio el aumento en la frecuencia de SCE se evalué como un indice de dafio en el
DNA, mientras que la reduccién en los valores de los indices de proliferaciéon celular se tomé
como un indice de ralentizacién celular, y las alteraciones del indice mitético como un marcador
de citotéxicidad. En comparacion con los controles vieron que la frecuencia de SCE aumenta en
los pacientes con IRC mientras que los indices mitéticos se encuentran reducidos. En otro

estudio (Pernice et al.,, 2006) se evaluaron los SCE en 30 pacientes en HD (AFB) y 25
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controles. Las frecuencias de SCE fueron mayores en los pacientes que en los controles, tanto
en las muestras pre-dialiticas, como en las post-dialisis; sin embargo, en las muestras tomadas
24 h después de la didlisis los valores observados eran aun mas altos. En un estudio del mismo
grupo con el mismo numero de pacientes y controles se observd de nuevo que los SCE son
mayores en los pacientes (Buemi et al., 2006). Por ultimo, en un trabajo mas reciente de
Karaman y Keskinler (2009) se confirma que los SCE en 34 pacientes con IRC se encuentran

significativamente elevados en comparacion con 30 controles.

Otro biomarcador analizado en los pacientes con IRC ha sido las alteraciones en el DNA
mitocondrial. Asi, Liu et al. (2001) trabajaron una delecion de 4977(1bp en el DNA mitocondrial
de 162 pacientes (125 en HD y 37 en DP) y 236 controles, y encontraron que la inestabilidad en
el genoma mitocondrial de los pacientes con IRC terminal es significativamente mas alta que en
los controles. De manera similar Lim et al., (2002) encuentran que la delecién ocurre con mayor

frecuencia en los pacientes en comparacion con los controles.

El ensayo de micronucleos (MN), siendo un método que mide dafo en el DNA fijado, se
considera un biomarcador que también ofrece la posibilidad de medir dafo genético (Alati et al.,
1989; Trosic et al., 2004; Thierens y Vral, 2009), por lo que se ha utilizado en distintos estudios
en pacientes con IRC. En un estudio con 20 pacientes en HD, 20 pacientes en DP y 40
controles (Roth et al., 2008) se observa que los pacientes en HD tienen una frecuencia
significativamente mas alta de MN que en los controles pero no respecto a los pacientes
tratados con DP. Esto se confirma en un estudio posterior (Schupp et al., 2006), donde también
se encuentra que la frecuencia de MN es mas alta en los pacientes que en los controles, y que
en los pacientes en HD diaria (n= 5) es mas baja en comparaciéon con los pacientes tratados
con HD estandar (n= 7); ademas, en este estudio se observa que los cambios de pre-didlisis a
HD estandar y de HD estandar a HDF no supone ninguna variacion en la frecuencia de MN. Asi,
en el primer estudio (Fragedaki et al., 2005) se encontré que la frecuencia de MN es
significativamente mas alta en pacientes en HD en comparacion con los 12 controles y mas baja
en los 13 pacientes en HD diaria que en los que se mantenian en HD estandar. Resultados
similares son los encontrados por Schupp et al. (2008) quienes encuentran que los pacientes en
tratamiento de HD diaria (n= 15) tienen disminuida la frecuencia de MN, en comparacion con los
tratados con HD estandar (n= 13). Un enfoque algo distinto es el del trabajo de Stopper et al.
(2008) quienes encuentran en 27 pacientes con IRC en tratamiento de HD una disminucion en

la frecuencia de MN después de la suplementacién con acido félico y vitamina B+,. Por su parte,
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Sandoval et al. (2010) encuentran que la frecuencia de MN en 201 pacientes con IRC es

significativamente mas alta en comparacion con la de 57 controles.

El dafio genémico se puede medir indirectamente como alteraciones en la capacidad de reparar
el dafo en el DNA. En pacientes urémicos se ha utilizado el ensayo de determinacion de la
sintesis de DNA no programada (Malachi et al.,1993) encontrandose que los pacientes con IRC
no en dialisis tienen disminuida la capacidad de reparacidén después de irradiar sus células con
radiacion gamma y UV. Sin embargo, esto no se observa en los pacientes HD. Herman et al.
(2008) utilizan el ensayo FADU (Fluorometric Assay of DNA Unwinding) para medir roturas de
doble cadena en los linfocitos de los pacientes en HD y encuentran que su reparacién aumenta
después de la sesion de HD. Ademas, utilizando la enzima FPG demuestran que una parte muy

importante del dafio inducido es oxidativo.

Como se observa en la gran mayoria de los estudios realizados con pacientes con insuficiencia
renal cronica estos trabajos incluyen relativamente pocos pacientes. En este sentido nuestro
estudio se ha llevado a cabo con una poblacion significativamente mas grande en comparacién

con las poblaciones encontradas en la bibliografia hasta el momento.

5.1.1. Dafo genético en pacientes con IRC medido mediante el ensayo del cometa.

En nuestro estudio se han evaluado los niveles de dafio en el DNA de un total de 305 pacientes
en diferentes estadios de IRC, asi como en 59 controles. Los resultados obtenidos muestran
claramente que el dafio en el DNA se encuentra significativamente elevado en los pacientes en
comparacién con los controles. Sin embargo, en nuestra poblacién no se han encontrado
diferencias significativas entre los valores correspondientes a los pacientes pre-dialisis y los que

se encuentran en tratamiento de HD.

Un aspecto importante de este trabajo ha consistido en juzgar el papel que distintos parametros
caracteristicos de la patologia juegan en la aparicién del dafio en el DNA. Esta aproximacién ha
sido posible gracias al elevado numero de pacientes incluidos en el estudio. El filtrado
glomerular (FG) es un pardmetro ampliamente utilizado para la clasificacion del funcionamiento
renal, y en nuestro estudio hemos encontrado una correlacién negativa entre los valores de FG
y el dafio genético en los pacientes con IRC que aun no se encuentran en tratamiento de HD.

Es decir cuanto menos funcionan los rifiones, mayor es el dafio en el DNA
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Dado el elevado numero de pacientes, nuestra poblacion estaba compuesta por individuos con
diferentes niveles de disfuncion renal. Asi, 87 pacientes (estadio 3) tenian filtrado glomerular
(FG) entre 30 - 59 mL/min/1,73 m?, 76 pacientes (estadio 4) entre 15-29 mL/min/1,73 m?y 21
pacientes (estadio 5) < 15 mL/min/1,73 m?. Ademas, 121 se encontraban en tratamiento de HD.
Nuestros resultados indican que el nivel de dafo en el DNA aumenta con el progreso de la
patologia renal y este es un resultado no observado en ningun estudio previo. Los valores del
dafio en el estadio 3, 4 y 5 y de los pacientes en HD son significativamente mas altos en
comparacion con los controles. No se observaron diferencias significativas entre estadios 3, 4, 5

y pacientes en HD.

Otra manera de evaluar la funcién renal son los niveles de creatinina en sangre. La creatinina
aumenta con el desarrollo de la insuficiencia renal y afecta a los niveles de dafio en el DNA de
los pacientes con IRC/NT. Analizando los valores de dafio en el DNA segun el estadio de IRC
resultd existir una relacién significativa entre los niveles de creatinina en el estadio 5 de IRC/NT
y los niveles de dafio en el DNA, justo en la etapa antes de empezar el tratamiento sustitutivo.
Estos resultados sugieren que el desarrollo de la IRC esta relacionado con un aumento de los
niveles de dafio detectados en el DNA, que por otro lado coincide con los resultados

preliminares observados en otros estudios (Stopper et al., 2000; Muller et al., 2004).

La albumina es la proteina mas abundante en sangre y tiene muchas propiedades fisioldgicas y
bioguimicas ya que participa en el mantenimiento de la presién osmética coloidal y puede influir
en la integridad microvascular y en aspectos de la via inflamatoria (Quinlan et al., 2005). Para
los pacientes en estadios 3, 4 y 5 de la patologia se encontré una correlacién negativa entre las
concentraciones de albumina en sangre y los niveles de dafio en el DNA. Es decir, cuanto mas
se acercaban los valores de albumina a los normales menos dafio en el DNA se observaba, lo

que concuerda con la evolucion de la patologia.

Existen varios estudios que afirman que la sumplementacién con vitamina B4, reduce los niveles
de dano en el DNA. Asi, Fenech et al. (1998) encuentran una relaciéon negativa entre la
frecuencia de MN en mujeres suplementadas con Bi,. En otro estudio (Mahrous, 2009) se
confirman estos resultados, dado que encuentran que la suplementaciéon con vitamina By,
reduce la frecuencia de MN, sobre todo en los individuos con valores iniciales muy altos. Milic et
al. (2010), utilizando como biomarcador la frecuencia de MN, encuentran también que la
frecuencia mas alta de MN se corresponde con el grupo con menores concentraciones de

vitamina B1;; resultados que no se han podido confirmar con el ensayo del cometa. Ademas,
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estd comprobado que el déficit de vitamina Bi, puede causar dano en los cromosomas,
incrementando la formaciéon de MN tanto in vivo (Kazimirova et al., 2006) como en células
humanas in vitro (Fenech, 2001). En nuestro estudio, los pacientes con IRC no en tratamiento
de HD se encontraban suplementados con diferentes dosis de vitamina B, resultando que los
pacientes que recibian dosis mas altas eran los que mostraban niveles de dafo en el DNA

significativamente mas bajos, en comparacién con los pacientes que recibian dosis mas bajas.

El déficit de acido folico y otras vitaminas solubles puede ser resultado del mismo tratamiento
de HD. La hiperhomocisteinemia empieza a aparecer con el deterioro de la funcién renal y se
considera un factor para la mortalidad de los pacientes con IRC terminal y el desarrollo de
problemas cardiovasculares (Sanchez et al., 2007). Se ha sugerido en varios estudios que los
niveles de homocisteina se pueden disminuir significativamente con la aplicacion sélo de acido
félico o en combinacién con otras vitaminas (como la vitamina Bg y B1,) (Chauveau et al., 1996;
Tremblay et al., 2000; Armada et al., 2001). En nuestro estudio también hemos encontrado una
correlacion negativa entre el acido folico y la homocisteina; asi, los pacientes suplementados

con acido félico mostraban niveles de homocisteina significativamente mas bajos.

Las distintas patologias que se encuentran presentes en los pacientes con IRC como el cancer,
la enfermedad cardiovascular, la dislipemia, la diabetes mellitus y la hipertension arterial
parecen no tener efecto significativo sobre los niveles de dafio basal en el DNA, tanto en los
pacientes tratados con HD como en los pacientes con IRC en diferentes estadios que aun no
estan en tratamiento de HD. De estos valores, quizas el mas sorprendente es la falta de
incremento de dafo en los pacientes con historia de cancer, ya que en general, estos pacientes

presentan elevados niveles de dafio (Smith et al., 2003; Halazonetis et al., 2008).

5.2. Dafio oxidativo en los pacientes con insuficiencia renal crénica.

Una elevada presencia de especies reactivas de oxigeno puede ocasionar dafio en las
estructuras celulares, incluyendo los lipidos, las proteinas y el DNA (Schupp et al., 2010). El
estrés oxidativo lo podemos definir como el desequilibrio entre la generacion de oxidantes y la
actividad de los sistemas anti-oxidantes. Esto quiere decir, incrementos en los niveles de
aquellos oxidantes como el anién radical superoxido, el radical hidroxilo y la produccion de

peroxidacion de lipidos, asi como de las defensas antioxidantes como la superéxido dismutasa,
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la catalasa, el glutation (GSH), la peroxidasa, la GSH-S-transferasa, los tioles, el tocoferol, el

ascorbate y los carotenoides, entre otros.

En la enfermedad renal existen evidencias clinicas y experimentales que indican que entre las
manifestaciones de la insuficiencia renal cronica se da un aumento en los niveles de radicales
libres y estrés oxidativo (Tarng et al., 2000). Ademas, se observan niveles incrementados de
estrés oxidativo en pacientes que se encuentran en tratamiento de HD por periodos largos
(Ferretti et al., 2008).

Asi, en un estudio con 78 pacientes en estadios entre 1 y 4 de IRC se observa que el estrés
oxidativo esta aumentado (medido con ensayo inmunoenzimatico) y que el estado antioxidante
total (medido con métodos cromatograficos) disminuye conforme los valores de FG bajan
(Dounousi et al., 2006). Los estudios de Oberg et al. (2004) confirman que el estrés oxidativo
esta significativamente elevado en un grupo de 60 pacientes en estadios entre 3y 5 de IRC y
también encuentran que la proteina C reactiva (como marcador de inflamacién) tiene niveles
significativamente elevados en pacientes con enfermedad cardiovascular y en los que no
reciben IECA. Ademas, también los pacientes con diabetes muestran niveles elevados de
estrés oxidativo y éste también se ha visto que esta relacionado con el estado inflamatorio
asociado a la insuficiencia renal crénica y con el tratamiento de hemodialisis (Witko-Sarsat et
al., 2003).

La existencia de niveles elevados de estrés oxidativo en la insuficiencia renal se confirma por
los niveles altos de productos de la oxidaciéon de proteinas, lipidos y carbohidratos (Miyata et
al., 2000). Asi, los AGEs se consideran marcadores de la oxidacién de proteinas que se forman
a través de reacciones de deshidratacién, condensacion y eliminacién de los productos de
Amadori (Schwedler et al., 2001).

También se ha sefialado que el mismo tratamiento de hemodialisis contribuye a los niveles altos
de estrés oxidativo y a los reducidos niveles de antioxidantes (Galle, 2001). El aumento del
estrés oxidativo durante el tratamiento de hemodialisis se encuentra relacionado con el tipo de
filtros utilizados en el tratamiento y distintos autores sugieren que el uso de membranas
sintéticas y biocompatibles podrian reducir el efecto pro-oxidante del tratamiento (Descamps-
Latscha et al., 2001). En su trabajo, Miyazaki et al. (2000) observan incrementos en los niveles
de LDL oxidadas después de una sesion de hemodialisis realizada con membranas de celulosa;
sin embargo, Koschack et al. (2003) no encuentran relacion entre los niveles de LDL oxidados
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con el tipo de membrana utilizado, pero si que observan que los niveles de antioxidantes en el
plasma se reducen cuando se utilizan dializadores hechos de celulosa regenerada

(Cuprophan).

Dado que se ha observado la existencia de considerables niveles de estrés oxidativo en los
pacientes con IRC en el etapa en el que aun no estan incluidos en tratamiento de hemodialisis
(Puchades Montesa et al., 2009), se sugiere que el estrés oxidativo puede tener un papel
fundamental en el desarrollo y el mantenimiento de la IRC (Modlinger et al., 2004). Asi, los
EROs aumentan de manera gradual en funcion del deterioro renal, observandose una relacion
inversa entre diferentes marcadores de estrés oxidativo y el filtrado glomerular (Dounousi et al.,
2006; Quiroz et al., 2008). Por su parte, Rutkowski et al. (2006) afirman en su estudio que los

niveles de estrés oxidativo aumentan cuando empeora el sindrome urémico.

En nuestro estudio se ha observado que los pacientes con IRC, tanto los tratados con
hemodialisis como los que aun no se encuentran en tratamiento sustitutivo, muestran valores de
dafo oxidativo en las purinas significativamente mas altos en comparaciéon con los controles.
Sin embargo, cuando se mide el dafo oxidativo en las pirimidinas no se encontraron diferencias
entre los pacientes con IRC y los controles. A nivel de dano oxidativo total resulta que los
pacientes en tratamiento de HD muestran valores significativamente mas altos que los valores
de los controles y también mas altos en comparacion con los pacientes con IRC que aun no se
encuentran en tratamiento sustitutivo, lo que confirma la asociacion entre dafo oxidativo y
evolucién negativa de la patologia. Esto esta de acuerdo con lo encontrado por Papaioannou et
al. (2008) quienes indican que el estrés oxidativo aumenta con la progresion de la IRC siendo
mayor en los pacientes sometidos a tratamiento de hemodialisis. Estos valores los obtuvieron
en un estudio realizado con 20 controles y 127 pacientes en diferentes estadios de insuficiencia

renal cronica.

Comparando los niveles de dafio oxidativo segun las etapas de desarrollo de la insuficiencia
renal, a nivel de dafo oxidativo en las pirimidinas, no se encontraron diferencias significativas
conforme bajaban los valores del filtrado glomerular. Por el contrario, el dafio oxidativo en las
purinas se ha encontrado significativamente elevado en los estadios 3 y 5 de la enfermedad, asi
como en los pacientes que se encontraban en tratamiento de HD. Aunque, el dafio oxidativo
total aumenta conforme disminuye el FG, no se llegan a encontrar diferencias significativas

respecto al control excepto para los pacientes que se encuentran en tratamiento de HD.
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Por lo que respecta a otros indicadores de dafio oxidativo, Kolagal et al. (2009) encuentran que
en 51 pacientes con IRC, que aun no se encuentran en tratamiento de HD, los niveles de MDA
(malondialdehido, un marcador para el estrés oxidativo) estaban significativamente elevados en
comparacién con los controles. Asimismo, en otro estudio con 150 pacientes con diferentes
estadios de IRC se observa que los valores de la peroxidacién lipidica aumentan
progresivamente del estadio 2 al estadio 5, sugiriendo que el estrés oxidativo puede estar
involucrado en el desarrollo de la patologia (Nagane et al., 2009).

Otras razones para explicar el dafio oxidativo observado en la IRC podria deberse a los
farmacos aplicados, como los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; entre
éstos se encuentran farmacos como el enalapril, el captopril, el fosinopril, el lisinopril, etc. O los
antagonistas del receptor tipo 1 de la angiotensina Il como el losartan, valsartan, telmisartan,
irbesartan, etc. Estos medicamentos se administran a los pacientes con insuficiencia renal
crénica para controlar la hipertension arterial y actian reduciendo la presion capilar glomerular,
bloqueando los efectos tisulares proliferativos de la angiotensina Il, lo que supone un efecto
antiproteinurico y protector renal afiadido a la propia accion antihipertensiva (Lufio, 2002). En
nuestro caso, el tratamiento con IECA o ARA-2 en la poblacion estudiada resultd reducir
significativamente los niveles de dano oxidativo en las pirimidinas y el dafo oxidativo total en
comparacion con los niveles que mostraban los pacientes que no se medicaban con estos

farmacos.

Varios estudios confirman los resultados que hemos obtenido, tanto en pacientes como en
modelos animales. En ratones se ha comprobado que el efecto del enalapril disminuye la
oxidacion lipidica en los rifiones y el corazén, y sugiere que puede tener efecto sobre el status
oxidante/antioxidante de los tejidos (de Cavanagh et al., 2001). Un estudio realizado con 165
pacientes en tratamiento de dialisis peritoneal tratados con IECA obtiene una importante
reducciéon en la mortalidad de estos pacientes (Fang et al., 2008); mientras que otro estudio
llevado a cabo con 11 pacientes en tratamiento de hemodialisis tratados con IECA (enalapril) y
11 controles se encuentra que los tratados tienen algunas defensas antioxidantes

incrementadas en comparacion con los pacientes no tratados (de Cavanagh et al., 1999).

Como se ha comentado, se considera que los niveles elevados de estrés oxidativo es una
caracteristica de los pacientes afectados por diabetes e insuficiencia renal. En estas patologias
el estrés carbonilo, formado por la produccion excesiva de compuestos carbonilos activos o bien

por la falta de eliminacién del cuerpo de éstos, también actian aumentando el estrés oxidativo
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(Atanasiu et al., 2006). Asi, el elevado estrés oxidativo y las reducidas defensas antioxidantes
en los pacientes con diabetes e IRC aceleran la prevalencia de aterosclerosis y otras
complicaciones cronicas. Ademas, cabe mencionar que la diabetes es la principal causa de la
insuficiencia renal a nivel mundial, y la mortalidad de los pacientes en tratamiento de HD con
diabetes es mucho mas alta que en los pacientes que no sufren de diabetes, debido a la alta
incidencia de enfermedad cardiovascular (Williams, 2009; Satirapoj, 2010; Wang, 2011).
Bagatini et al. (2008) también encuentran que los pacientes con diabetes en HD muestran mas
dafio en el DNA en comparacion con los controles, observando que la sesion de hemodialisis
aumenta significativamente el dafio, que posteriormente se reduce con el paso del tiempo,
posiblemente debido a la reparacion, que en el estudio previo de Blasiak et al. (2004) se sugiere

que puede encontrarse deficiente en estos pacientes.

La presencia de la diabetes mellitus en la poblacion de pacientes con IRC en tratamiento con
hemodialisis resultd tener efecto sobre los niveles de dafo oxidativo. Asi, los pacientes
afectados por la patologia mostraban valores de dafno oxidativo total significativamente mas
altos que los que no la padecian. Esto estaria de acuerdo con el estudio de Dursun et al.
(2005a) quienes en un estudio llevado a cabo con 20 pacientes con diabetes, 20 pacientes con
IRC en tratamiento de HD, 20 pacientes con diabetes y en tratamiento HD y 20 controles
encuentran que los niveles de estrés oxidativo, como resultado de la peroxidacion lipidica, son
elevados en todos los grupos de pacientes, pero mas elevados en los 20 pacientes con
diabetes en tratamiento de HD. Asimismo, en otro trabajo del mismo grupo (Dursun et al.,
2005b) se observa que las proteinas carboniladas se encuentran elevadas en los pacientes
con diabetes y que el tratamiento de HD causa un incremento adicional de estos niveles en los
pacientes, antes y después de la didlisis, en comparacion con pacientes con diabetes no en

tratamiento de dialisis.

5.3. Niveles de mortalidad en el grupo de pacientes sometidos a tratamiento de

hemodialisis.

La insuficiencia renal en su etapa final, cuando requiere la aplicacion del tratamiento de
hemodialisis como terapia sustitutiva, es un problema de caracter médico, econdmico y social.
Aunque la terapia sustitutiva previene la muerte causada por la acumulacion de sustancias

nocivas, como consecuencia de la disminuida funcién renal, la poblacion de pacientes con IRC
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en tratamiento de HD sigue mostrando problemas de supervivencia causados por
complicaciones relacionados con la patologia renal. Generalmente para los pacientes en
tratamiento de HD se calcula una supervivencia alrededor de 7- 11 afios 0 menos, dependiendo
de su edad (Elsharif, 2011). La realizacion no estricta de las sesiones de hemodialisis resultan

ser un factor que influye negativamente a la mortalidad (Saran et al., 2003).

En los ultimos 30 afos se han introducido cambios que han mejorado significativamente el
tratamiento de hemodialisis, como mejoras en las maquinas, la metodologia (nuevas técnicas
convectivas como la HDF on-line pre y post-dilucional), la introducciéon de nuevos tipos de
membranas mas biocompatibles y el aumento del control durante el tratamiento; cambios que
han llevado a la disminucion en la mortalidad de estos pacientes, en comparacion con la que se
observaba en los afios 80. A pesar de todo esto el nivel de mortalidad de estos pacientes se
sigue considerando bastante alto, comparandolo con la poblacién general. Se considera
también que la mortalidad de los pacientes en tratamiento sustitutivo varia segun la region en la
que residen. Una comparacion llevada a cabo con 142 pacientes en HD en los EE.UU., 101
pacientes en Europa y 61 en Japdn muestra mayor mortalidad en los pacientes americanos
(21,7%), seguidos por los europeos (15,6%) y los japoneses (6,6%), resultados obtenidos
durante un afo de seguimiento (Goodkin et al., 2003). Un estudio previo comparando la
mortalidad en las mismas regiones, pero utilizando un nimero mucho mas grande de pacientes
con IRC en tratamiento de HD y durante un periodo de 5 afios, también muestra mayor
supervivencia en los pacientes de Japdn, seguidos por los pacientes de Europa y los EE.UU.
(Held et al., 1990). Por lo que respecta a Espafia, el informe de didlisis y trasplante de la
Sociedad Espafola de Nefrologia y Registros Autonémicos del afio 2000, sefiala un nivel de

letalidad entre los pacientes en tratamiento de HD igual al 13,4% (Amenabar et al., 2000).

El nuestro estudio, el grupo de pacientes cuya supervivencia hemos analizado esta compuesto
por 121 pacientes en tratamiento convencional de hemodialisis (tres veces por semana,
realizando las sesiones de HD con una duracion de 3 horas). En los ultimos tres ainos hemos
observado un nivel de mortalidad igual al 31,9% a nivel de todo el grupo estudiado. Varios
estudios muestran también un porcentaje elevado de mortalidad en los pacientes sometidos a
tratamiento de HD. Asi, el seguimiento de un grupo de 103 pacientes en Libia muestra un
51,4% de mortalidad por un periodo de 5 afios de tratamiento (Buargub, 2008), teniendo en
cuenta también que el riesgo de mortalidad se encuentra mas elevado con la progresién del

deterioro renal (Raymond et al., 2007).
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Entre las causas mas frecuentes de la alta mortalidad en estos pacientes destacan:

a) Laenfermedad cardiovascular.

Las tasas de mortalidad por enfermedad cardiovascular en los pacientes sometidos a
tratamiento de hemodialisis es de 20 a 40 veces mayor que en la poblacién general (Collins et
al.,, 2001). A nivel mundial las enfermedades relacionadas con el sistema cardiovascular
presentan la principal causa de mortalidad entre los pacientes con insuficiencia renal (entre un
10-30% mas que en la poblacion que no presenta IRC) (Parfrey y Foley, 1999; Sarnak y Levey,
2000; London et al., 2003; Weiner et al., 2004; Dhingra et al., 2011). En nuestro estudio el
mayor porcentaje de mortalidad (55,3%) resultd ser consecuencia de problemas
cardiovasculares, incluyendo en este término la enfermedad cardiovascular, el infarto agudo de

miocardio, la bradiarritmia, la isquemia vascular y la enfermedad arterial periférica.

b) El estado inflamatorio.

La IL6 es un mediador en los procesos de inflamacién y es crucial en el inicio de la respuesta
inmunitaria induciendo la liberacién de proteinas de la fase aguda como la proteina C reactiva
(PCR). Los niveles de IL6 y de PCR ademas de indicadores de inflamacién, se encuentran
relacionados con la patogenia de las enfermedades cardiovasculares (Kanda yTakahashi, 2004)

y también se encuentran elevados en los pacientes en tratamiento de HD (Haubitz et al., 1996).

La PCR es una herramienta de diagndstico e indicador de procesos de inflamacion. También se
ha demostrado que el descenso de sus niveles esta asociado con una mayor probabilidad de
supervivencia (Reny et al., 2002; Claeys et al., 2002). En un estudio llevado a cabo con 19
pacientes en HD (Spittle et al., 2001) se observaron diferencias significativas en la
supervivencia a lo largo de 3 afios entre los pacientes con valores altos y bajos de proteina C
reactiva. Por otro lado, en una poblacion de 280 pacientes en HD un 58% de la mortalidad
observada se debe a eventos cardiovasculares y ésta mortalidad esta relacionada con elevados

niveles de PCR (Zimmermann et al., 1999).

Asi, la proteina C reactiva (PCR) es un indicador general de infeccion e inflamacion y, por tanto,
puede utilizarse para determinar el riesgo de sufrir enfermedades cardiacas y, aunque no es un
factor determinante, los niveles de proteina C reactiva pueden ser un indice que ayude a
orientar algunos diagnésticos e indicar el riesgo de sufrir enfermedades cardiacas. Los valores

normales de PCR son los menores de 10 mg/L. La media de los valores para los pacientes en
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tratamiento de HD incluidos en nuestro estudio es de 13,29 + 2,30 (media + EE), mientras que
el valor correspondiente a los pacientes que siguen vivos es de 8,97 + 1,77, pero la media de
los pacientes que han fallecido es de 22,95 + 6,05. Asi, analizando los posibles factores
implicados en la mortalidad de los pacientes en HD se ha encontrado una correlacién positiva
con los niveles de PCR (P = 0,005), sugiriendo de esta manera que se podria utilizar como
predictor de la mortalidad para la poblacion estudiada. Varios estudios realizados con pacientes
en tratamiento de hemodialisis muestran que los niveles de PCR entre otros indicadores de
inflamacién, estan relacionados con la mortalidad causada por enfermedades cardiovasculares
(Maggiore et al., 2005; Tripepi et al., 2005; Honda et al., 2006). Es interesante resaltar el hecho
de que los valores de dafio genético medido mediante el ensayo del cometa en estos pacientes

resultan ser significativamente mas altos en los pacientes que han fallecido.

c) Laedad avanzada de los pacientes en HD.

En los ultimos afios se observa una tendencia de incluir pacientes con edad muy avanzada
(mayores a 75 afos) en tratamientos de hemodialisis, debido por un lado al envejecimiento de
la poblacidon en general y al mejor mantenimiento durante el periodo pre-dialisis. En Nueva
Zelanda, por ejemplo, los pacientes mayores a 75 que necesitan tratamiento sustitutivo ha
incrementado un 396% entre los anos 1991-2001 (Madhan, 2004). No es extrafio pues que la
mortalidad para los pacientes mayores sea mucho mas alevada que la de los pacientes mas
jovenes. Asi, ésta es de 17,3% en el grupo de 45-64, mientras que en el grupo de 65-84 es de
30,8% (McDonald y Russ, 2002) quienes muestran también que los pacientes en HD presentan

tasas de mortalidad mas elevadas que los pacientes en DP.

La alta tasa de mortalidad presente en el tratamiento sustitutivo hace que este tratamiento no
proporcione una elevada calidad de vida, lo que genera la duda de si estos individuos deberian
ser incluidos en programas de tratamiento sustitutivo o si se deberia optar por una terapia
conservativa (Gomez, 2008). Un estudio de Murtagh y colaboradores, hecho con pacientes
mayores de 75 afos, comparando la supervivencia entre pacientes tratados con HD y en
tratamiento conservativo, muestra que ajustando los resultados a la comorbilidad y a la
presencia de cardiopatia isquémica no se aprecia ninguna ventaja del tratamiento sustitutivo
(Murtagh et al., 2007). Analizando los niveles de mortalidad en los pacientes que participaron en
nuestro estudio se encuentra que los paciente fallecidos eran significativamente mayores (68,89
* 1,99 afios) en comparacion con los pacientes vivos (60,05 £ 1,67 afios) y el efecto de la edad

sobre la supervivencia de este grupo también era significativo (P = 0,003).
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d) Eltiempo en tratamiento de HD y la mortalidad.

En diferentes estudios se ha observado una cierta relacion entre el tiempo y la modalidad de
tratamiento en hemodialisis, el género y la tasa de mortalidad de los pacientes. Asi, Bradley
(1987) observa que los pacientes en tratamiento de HD por periodos largos tienen menos
probabilidad de sobrevivir por mas de 15 afios, en comparacion con pacientes que han estado
en HD y han sido trasplantados. Otro estudio (Harris y Brown, 1998) confirma que las
complicaciones, la morbilidad y la mortalidad son muy altas después de 10 afios de tratamiento

de dialisis.

En nuestro estudio el tiempo en tratamiento de hemodialisis se han encontrado que esta
relacionado con la mortalidad de estos pacientes (P = 0,009). Asi, los pacientes fallecidos
resultaron ser los que llevaban mas tiempo en tratamiento sustitutivo (46,61 + 6,84 meses),
mientras que los pacientes vivos se encontraban tratados por menos tiempo (33,37 = 5,16

meses).

5.4. Efecto del tiempo y el tipo de tratamiento de HD.

Dado que ya se ha demostrado que los pacientes con IRC muestran valores de dafo basal y
oxidativo significativamente mayores en comparacion con los pacientes con IRC/NT y los
controles, es interesante comprobar si el tiempo y el tipo de tratamiento sustitutivo tienen alguna

influencia sobre los niveles de dano en el DNA.

Los 121 pacientes con insuficiencia renal crénica en tratamiento convencional de hemodialisis
que fueron evaluados en nuestro estudio mostraban una variacion muy amplia en el tiempo que
llevaban en tratamiento sustitutivo. Separandolos en varios subgrupos, cuyos valores de dafo
en el DNA comparamos posteriormente, observamos que los pacientes tratados con la terapia
sustitutiva por un periodo menor a un afo muestran niveles de dafo en el DNA
significativamente menores en comparacion con los pacientes tratados por un periodo superior
a 2 anos. Stopper et al. (2001) encuentran que los niveles de dafio son mayores en los
pacientes tratados con hemodialisis en comparacion con los controles y con los pacientes con
IRC que no se encuentran en tratamiento sustitutivo. En su estudio, ellos también encuentran
que los pacientes en HD por un periodo mayor a 120 meses (10 afios) presentan niveles de
dafio en el DNA significativamente elevados en comparacion con los pacientes tratados por

menos tiempo.

119



Discusidon

Respecto al dafno oxidativo que presentan estos pacientes, conforme aumenta el tiempo en
tratamiento, se han encontrado las siguientes correlaciones: los valores mas bajos de daino
oxidativo en las pirimidinas se presentan por los pacientes que habian estado sometidos a
tratamiento de HD por un periodo de entre 20-40 meses. Un aumento en el dafo oxidativo en
las pirimidinas se observa para los pacientes sometidos a tratamiento de HD por un periodo de
entre 3 y 6 afos. El dafio oxidativo en las purinas muestra un valor bajo para los pacientes en
tratamiento por un periodo de 20-40 meses, aunque no significativo en comparacion con los
pacientes en tratamiento mas largo. El dafio oxidativo total estudiado segun el tiempo en
tratamiento de HD de estos pacientes también se encuentra disminuido para el tratamiento con
duracién de 20-40 meses, aunque tampoco muestra diferencias significativas con los valores de

dafo oxidativo de los pacientes tratados por periodos mas largos.

Kdken y colaboradores (2004) comparan a 69 pacientes en tratamiento de HD convencional
estratificados en subgrupos segun el tiempo que llevaban en tratamiento de hemodialisis. En su
estudio encuentran que la concentracion de PCs (proteinas carboniladas) en el plasma de los
pacientes en tratamiento por menos de 24 meses se mantiene baja, mientras que los pacientes
tratados por mas de 2 afios muestran un aumento notable. Para los grupos SH (sulfhidrilos),
que actuan como antioxidantes extravasculares y se consumen en los estados de estrés
oxidativo, encuentran una correlacion negativa con relacién al tiempo de tratamiento, es decir
unos valores altos en los pacientes tratados por menos de 24 meses y una disminucion gradual
conforme aumentan el tiempo. Estos autores sugieren que el tiempo en tratamiento de HD
puede ser un factor independiente que contribuye al estrés oxidativo y carbonilo que
acompafian al estado de uremia en los pacientes en tratamiento de hemodialisis (Koken et al.,
2004).

Otro efecto asociado al tiempo en tratamiento es el observado por Boxall et al. (2006) quienes
descubren una relacién entre el tiempo en tratamiento y un elevado acortamiento telomeérico.
Esto estaria de acuerdo con los resultados de Ramirez et al. (2005), quienes observaron que
los pacientes en tratamiento de HD tienen un 40% de acortamiento telomérico mas, en
comparaciéon con los controles. Esta inestabilidad genémica esta de acuerdo con los resultados
de Roth et al. (2008) quienes evaluan el dafio en 20 pacientes en tratamiento de HD mediante
el ensayo de MN y encuentran una relacion entre el tiempo en tratamiento y la frecuencia de
MN. Asi, observan frecuencias significativamente mas bajas en pacientes tratados por menos
de 6 afnos, mientras que los pacientes tratados por mas de 7 afios muestran frecuencias mucho

mas elevadas.
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El efecto del tiempo en tratamiento de HD es discutible puesto que mientras que algunos
estudios encuentran aumento del dafio en el DNA en la terapia sustitutiva a largo plazo
(Stopper et al., 1999), otros no encuentran dicha asociacion (Stopper et al., 2001; Kan et al.,
2002).

a) Comparacion entre dos modalidades del tratamiento de hemodidlisis (HD-HD; HD-HD-
OL).

Como se ha indicado anteriormente en el apartado de Introduccién, las posibles técnicas de
tratamiento de la insuficiencia renal terminal son la hemodialisis, la dialisis peritoneal y el
trasplante renal. Los métodos de reemplazo renal extracorpéreo son la hemodialisis, la

hemofiltracion y la hemodiafiltracion.

Dado que existe cierta controversia sobre las ventajas/inconvenientes de los distintos tipos de
HD en nuestro trabajo hemos analizado los efectos de sustituir el tipo de HD. Los pacientes que
han participado en nuestro estudio se han tratado con hemodialisis convencional. Este
tratamiento se realiza tres veces por semana y tiene una duracion de tres y media-cuatro horas.
Esta es la modalidad de hemodidlisis mas ampliamente utilizada y la mas econdémica. Durante
el proceso, el flujo sanguineo es de 300 mL/min y el flujo del liquido de didlisis es de 500
mL/min. Este sistema elimina bien las moléculas de pequefio tamafio pero tiene dificultades
para eliminar las moléculas de mediano tamafio. En 18 de estos pacientes hemos cambiado el
tratamiento convencional por un tratamiento de hemodiafiltracién on-line. En este caso el flujo
de liquido de dialisis es de 600 mL/min, y el filtro utilizado es de alta permeabilidad. En ambas

modalidades hemos utilizado membranas sintéticas.

Para los 49 pacientes tratados con HD convencional durante su primera y segunda muestra se
encontrd una disminucion significativa en los niveles del dafio basal en el DNA entre la primera
y la segunda muestra. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles

de dafio oxidativo en purinas ni en pirimidinas, ni respecto al dafio oxidativo total.

Por lo que respecta a los 18 pacientes que anteriormente se trataban con HD convencional y
que pasaron a ser tratados con HDF on-line, varios estudios destacan que este tratamiento
presenta algunas ventajas como puede ser una mejor eliminacion de la urea, el fosfato, la p2-
microglobulina, asi como una reduccién de la hipotension y una mejora a nivel de la anemia,

incluso un efecto positivo en la supervivencia de los pacientes (Ronco y Cruz, 2007; Tomo y
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Shinoda, 2011; Locatelli et al., 2011). Otra ventaja atribuida a este tratamiento convectivo frente
a la técnica convencional reside en la preservacion de la funcion renal residual de los pacientes
(Hyodo y Koutoku, 2011).

En los pacientes que investigamos se ha observado una disminucion en el dafio basal que es
altamente significativa. Estos resultados confirman lo que se ha encontrado en otros estudios,
que también indican haber encontrado disminucién en el dafio en el DNA después del cambio
de HD estandar a HDF on-line, cambios significativos confirmados con el ensayo del cometa
pero no con el ensayo de micronucleos (Kobras et al., 2006; Schupp et al., 2006; Sandoval et
al., 2010).

Respecto al cambio de los niveles de dafio oxidativo la HDF ha mostrado en diferentes estudios
que mejora el estado de estrés oxidativo de los pacientes y que también modula la micro
inflamacién (Calo et al., 2009). En comparacion con el tratamiento de HD convencional, la HDF
muestra ciertas ventajas respecto a la reduccion de la peroxidacion lipidica, a la concentracion
de AGEs, y también de productos de la glicacion avanzada ligados a proteinas (Gerdemann et
al., 2002; Vaslaki et al., 2006; Calo et al., 2007; Filipopoulus et al., 2008; Gonzales-Dies et al.,
2008). También, la enzima NADPH (que posiblemente esta relacionada con el elevado nivel de
estrés oxidativo) se encuentra menos expresada en pacientes en tratamiento con HDF (Calo et
al., 2007). También se ha comprobado que los niveles de 8-oxodG medidos después de una
sesion de HDF son menores en comparaciéon con la sesién de HD convencional y asimismo la
técnica HDF causa menos estrés oxidativo (Gonzéles-Dies et al., 2008; Calo et al., 2009). En
los pacientes de nuestro estudio que habian cambiado de tratamiento HD convencional a HDF
se ha observado una disminucion significativa en el dafio oxidativo tanto en las purinas como en
las pirimidinas, asi como en dafo oxidativo total. Estas diferencias no se observaron para el
dafio oxidativo en el grupo de pacientes que seguia en tratamiento convencional, sugiriendo de
esta manera que en la poblacién estudiada el tratamiento convectivo muestra claramente

mejores resultados frente la técnica estandar.

b) Calidad del tratamiento.

Cabe mencionar que en los ultimos afios el desarrollo de las técnicas de filtracion de la sangre
de los pacientes con IRC se asocia no so6lo con la eliminacion de las sustancias nocivas,® como
consecuencia de la disfuncion renal, sino también con la mejora de la calidad de vida y el

bienestar de estos pacientes. Es importante valorar la disminucion de las manifestaciones
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clinicas y de las diversas complicaciones de la patologia, a la vez que se obtiene una buena
depuracion, tolerancia y biocompatibilidad. Esto ofrece al paciente una mejor calidad de vida y
supervivencia a través de la dialisis adecuada (Gozzer et al., 2006). Por eso el parametro Kt/V
(valores normales = 1,3), que es un indicador de la adecuacién de la didlisis, se estudié en los
pacientes cuya evaluacion fue repetida al cabo de un afo. Asi, la diferencia entre el Kt/V de la
primera y la segunda muestra de los pacientes en tratamiento de HD convencional no habia
cambiado, mientras que en el caso de los pacientes que habian cambiado de tratamiento, la
mejora en la segunda muestra era altamente significativa. Esto concordaria con los estudios de
Maduell et al. (2002) quienes observaron un porcentaje de reduccién de la osteocalcina (5,800
Da) del 4% con hemodialisis de bajo flujo, 54% con alto flujo y un 71% con hemodiafiltraciéon on-
line (26,8 L de volumen de reinfusién). Otro compuesto como la beta(2)-microglobulina no se
puede eliminar con la hemodialisis de bajo flujo debido a su tamano (11,800 Da), pero
diferentes estudios afirman que la misma se elimina en un 62,7% y un 72,7% con la
hemodiafiltracion online (Kerr et al., 1992; Lornoy et al.,, 1998) y que disminuye
significativamente en los primeros meses de tratamiento con HDF on-line (Wizemann et al.,
2000). El estudio europeo DOPPS (Dialysis Outcomes and Practice Pattern Study), encuentra
que los pacientes en tratamiento con HDF tienen un 35% de riesgo de mortalidad mas bajo que

los pacientes tratados con HD de bajo flujo (Canaud et al., 2006).

5.5. Inestabilidad genética en los pacientes con IRC en tratamiento de hemodidlisis.

La deteccién y reparacion del dafio en el DNA impide el posible desarrollo de una serie de
enfermedades. Sin embargo, cuando esta reparacion no es eficiente, puede conducir a la
inestabilidad gendémica y el desarrollo de procesos neoplasicos. La estabilidad del genoma de
todos los organismos esta bajo la constante amenaza de agentes tanto de origen enddgeno
como exoégeno, que pueden modificar las propiedades del DNA. Como defensa contra estas
acciones los organismos han desarrollado distintos mecanismos de reparacion. La reparacién
por escision de bases (BER) es la via predominante para hacer frente a una amplia gama de
lesiones resultantes de la oxidacién, la alquilacién y la desaminacién, que modifican las
bases individuales (Baute y Depicker, 2008). BER es el mecanismo predominante para la
reparacion de lesiones causadas por los radicales libres (Slupphaug et al., 2003).
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En la practica existen varios ensayos que permiten la deteccidén de la capacidad de reparacion
de dafio en el DNA. El ensayo del UDS (Unscheduled DNA Synthesis) mide la incorporacién de
la [°H] timidina en el DNA en ausencia de replicacién en células tratadas con agentes
genotoxicos (Lambert et al., 1979). Probablemente la manera mas facil de observar el proceso
de reparacion, es la evaluacién del dafo y la monitorizacién de su eliminacion a lo largo del
tiempo. Para realizar esto, el ensayo mas ampliamente utilizado es el ensayo del cometa. Este
enfoque para la observacion de la cinética de reparacion de roturas del DNA se ha utilizado en
distintos trabajos (Jaloszynski et al., 1997; Leprat et al., 1998; Schmezer et al., 2001). En
nuestro estudio sobre los niveles de reparacion en pacientes con IRC se ha utilizado el ensayo
de reparacion in vitro, que permite la evaluacién de la capacidad de un extracto celular

incubandolo con nucleoides que llevan un dafo especifico (Collins, 2004).

Como se ha comentado repetidamente los pacientes con insuficiencia renal cronica en
tratamiento sustitutivo se consideran una poblaciéon con elevada inestabilidad genética y alta
incidencia de diferentes tipos de cancer, inducidos por numerosos factores. Asimismo,
independientemente de si los pacientes se encuentran o no en tratamiento sustitutivo, varios
estudios encuentran una alta incidencia de patologias cancerosas en estos pacientes en
comparaciéon con la poblacion general (Curtis, 1982; Maisonneuve et al., 1999; Denton et al.,
2002; Peces y Garrancho, 2004; Wada et al., 2006; Khochikar, 2007).

Son distintos los estudios que asumen que los niveles de dafo pueden ser el resultado de
alteraciones en la capacidad de reconocer y/o eliminar las lesiones presentes en el DNA. Asi,
se ha observado una capacidad de reparacion del dafio en el DNA disiminuida al igual que
reducidas defensas antioxidantes (Vamvakas et al., 1998). Esto se ha observado tanto en
pacientes con IRC/NT como para los que se encuentran en tratamiento sustitutivo por un

periodo de tiempo considerable (Malachi et al., 1993; Vamvakas et al., 1996).

Para comprobar las diferencias significativas que se observaban entre los niveles de dafo basal
en el DNA dentro de nuestra poblacién de pacientes en tratamiento de hemodialisis
convencional hemos llevado a cabo un estudio novedoso para determinar la capacidad de
reparacion por escision de bases. Para evitar el sesgo que pudieran suponer las diferencias de
edad en la capacidad de reparar, se incluyeron solo pacientes con edades similares y la
proporciéon hombres-mujeres se mantuvo equilibrada. Dado que en la bibliografia se muestra

que los pacientes con cancer presentan una disminuida capacidad de reparar el dafio en el
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DNA (Abrahams et al., 1998; Rusin et al., 2009), en nuestro estudio de reparacién excluimos a

los pacientes que padecian cancer.

Los resultados del ensayo de reparacion han mostrado que los pacientes que llevaban poco
tiempo en tratamiento tenian la capacidad de reparacion del dafio en el DNA mucho mas alta,
en comparacion con los pacientes de dano alto y tratamiento sustitutivo mas largo. Asi, nuestro
estudio muestra que los pacientes que llevan mas tiempo en tratamiento sustitutivo tienen
niveles de dafio basal mas altos y una capacidad de reparacion significativamente reducida.
Para estos pacientes se ha encontrado que los sometidos a tratamiento por mas de 3 afos
tienen la capacidad de reparar dafio en el DNA significativamente reducida. En su estudio,
Vamvakas y colaboradores (1996), encontraron que al iniciar el tratamiento de hemodialisis
observaban una tendencia a aumentar la capacidad de reparacién que, transcurrido un cierto
tiempo llega a reducirse significativamente; de esta manera estos autores sugieren que existe

una relacioén entre el periodo de tratamiento y la capacidad de reparacion.

Los cambios en la capacidad de reparacion BER se han estudiado en varios experimentos. La
evaluacion de los niveles y la cinética de sitios AP, después de inducir dano en el DNA, muestra
que tanto fibroblastos humanos senescentes como linfocitos aislados de donantes mayores,
presentan un elevado nivel de sitios AP, en comparacién con lo que se observa en células
jévenes (Atamna et al., 2000). De la misma manera, después del tratamiento con MMS y con
H,O,, los niveles de sitios AP aumentan rapidamente en las células jovenes, sugiriendo una
deficiencia en la actividad de la DNA glicosilasa. Por otro lado, Goukassian et al. (2000)
encuentran una disminucién significativa en la capacidad de reparar dimeros de timina y
fotoproductos con la edad de los pacientes. Sin embargo, aunque éste y otros estudios han
encontrado relacion entre la edad y la capacidad de reparar en nuestro estudio no hemos

encontrado correlacion entre la edad de los pacientes y su capacidad de reparar.

Respecto a las diferencias en la capacidad de reparar dependiendo del género se encuentran
resultados contradictorios en la literatura. Asi, mientras Collier et al. (2005) encuentran que la
reparacion incompleta por escision de bases aumenta significativamente de manera dosis-
dependiente con la exposicion al humo de tabaco en los hombres, Janssen et al. (2001) no
encuentran diferencias entre la actividad de la OGG1, enzima involucrada en la reparacion
BER, entre los linfocitos de hombres y de mujeres. De la misma manera tampoco se han
encontrado diferencias en la capacidad de reparar segun el género en el estudio de Muller et al.

(2002). En nuestro estudio observamos que, dentro del grupo de pacientes de dano alto, cuya
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reparacion resultd estar reducida, se encontré que los hombres tenian la capacidad de
reparacion significativamente mas baja que la capacidad de reparacién de las mujeres del
mismo grupo. Este es un resultado interesante dados los pocos estudios que incluyen el efecto

del género como factor modulador de la capacidad reparadora.

Asi, como resumen de este trabajo en la poblacion estudiada se confirma que los niveles de
dafo basal y dafio oxidativo en el DNA de los pacientes con IRC aumenta con el desarrollo de
la patologia siendo mayor en comparacion con los controles. Otro aspecto destacable es que la
modalidad del tratamiento de hemodialisis también se encuentra relacionada con los niveles de
dafno observados en este estudio. Finalmente nuestro estudio indica la presencia de elevada
mortalidad y reducida capacidad de reparar lesiones en el DNA en los pacientes sometidos a

tratamiento de hemodialisis.
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6. CONCLUSIONES

Después del analisis de los datos obtenidos en este estudio, en respuesta a los objetivos

propuestos, y tras la discusion de los resultados se puede concluir lo siguiente:

1. El dafio genético medido en la poblacion de pacientes con insuficiencia renal cronica se

encuentra significativamente elevado en comparacion con el de la poblacioén control.

2. El dano basal en el DNA aumenta con la evolucién de la enfermedad renal,
relacionandose de forma negativa con los valores del filtrado glomerular y siendo mayor
en los estadios 5 y en los pacientes en tratamiento de hemodidlisis. Los valores de
creatinina como un buen indicador de la funcién renal, se encuentran también

relacionados con los niveles de dafio en el DNA de los pacientes con IRC.

3. Los niveles de dano oxidativo observados en los pacientes en tratamiento de HD son
significativamente mayores que los observados en los controles y en los pacientes
IRC/ND. Dado que no se observan diferencias entre los distintos estadios de IRC/ND se

sugiere que el tratamiento sustitutivo esta implicado en el aumento del dafo oxidativo.

4. De los suplementos que recibe la poblacion estudiada, la vitamina B, resulté estar
asociada con la presencia de niveles mas bajos de dafio en el DNA en los pacientes

IRC/NT. Asimismo, el tratamiento con IECA/ARA-2 disminuye el dafo oxidativo.
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La elevada tasa de mortalidad en los pacientes IRC sometidos a tratamiento de HD esta
relacionada con la avanzada edad de los pacientes, con los niveles de la proteina C
reactiva como marcador de inflamacion, con el tiempo en tratamiento sustitutivo y con la

presencia de elevados niveles de dano basal y oxidativo en el DNA.

El dafio basal es mas bajo en los pacientes sometidos a HD por menos de un afio,

respecto a los que llevan mas de 3 anos en tratamiento sustitutivo.

El cambio de la HD convencional a la HDF on-line redujo significativamente los niveles
de dafio oxidativo (en purinas, las pirimidinas y a nivel del dafo oxidativo total), mientras
que esta reduccién no se ha observado en los pacientes que han continuado sometidos

a tratamiento convencional.

El dafio basal en el DNA no parece verse afectado por las patologias presentes en los
pacientes con IRC (como el cancer, las patologias cardivasculares, la dislipemia, etc.).
Sin embargo, los niveles de dafio oxidativo se han encontrado significativamente altos

en los pacientes en HD que padecian diabetes mellitus.

Se ha encontrado que las diferencias en los niveles de dafio observado entre los
pacientes sometidos a tratamiento de HD estan relacionadas con su capacidad de
reparar el dafio presente en el DNA. Asimismo, se observa una asociacion significativa

entre tiempo en HD, nivel de dafo y nivel de reparacion.
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8. ANEXOS







8.1 ANEXO |

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto: Estrés oxidativo en los pacientes con insuficiencia renal cronica: efecto de la

técnica de didlisis y del trasplante renal.

Declaro:

Haber leido éste documento de informacion y haber sido informado correctamente. Comprendo que
mi participacion en este estudio es voluntaria. Comprendo que puedo no aceptar mi participacion en

este estudio:

Sin tener que dar explicaciones

Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para colaborar en el estudio

Firma del/ de la participant

Informacién proporcionada por el/la
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBAS GENETICAS EN SANGRE

Titulo del proyecto:

Responsable del proyecto:

Médico que informa

Nombre Paciente:

COMPRENDO que la decision de participar en este proyecto es completamente voluntaria y que soy

libre de participar en el mismo

DECLARO bajo mi responsabilidad que he leido la hoja de informacion para la realizacion de este
estudio y he comprendido su significado. Me han explicado las caracteristicas y objetivos del estudio y
los posibles riesgos y beneficios esperados. He sido informado suficientemente y estoy de acuerdo en

el tipo de estudio genético en el que voy a participar.

CONSIENTO que la Fundacié Puigvert pueda utilizar estas muestras para el estudio genético de mi
enfermedad, en el propio Hospital y/o en otros centros designados por éste, siempre de acuerdo con

las normas éticas vigentes:

' Si [1NO

CONSIENTO que la Fundacié Puigvert pueda conservar y utilizar la muestra sobrante para posibles

investigaciones futuras sobre mi enfermedad:

7 Si 1NO

DESEO ser informado de los resultados obtenidos en caso de que los hallazgos tengan una

implicacién para mi salud:
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7 Si 1NO

COMPRENDO que soy libre de retirar mi consentimiento a la Fundacié Puigvert para conservar y
utilizar mis muestras con fines de investigacion cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin

que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Barcelona, a de de

Firma del participante Firma del médico que informa

Este consentimiento se formula de acuerdo con lo establecido en la LEY 14/2007, de 3 de julio, de

Investigacion biomédica, publicada en el BOE n° 159, del 4 de julio de 2007
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8.2. ANEXO I
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Oxidative DNA damage in chronic renal failure patients
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Background. Chronic renal failere (CRF) patients present
a high incidence of cardiovascular pathologies and cancer
This his been atinbuted o the existeice of genonie imsta-
hility in these putients, and consequently they should pres.
ent elevated levels of genefic damage.

Methods. To determine the background levels of genctie
damage and i specilie levels of oxadative damage, a lange
population of 253 CRF patients (77 in dialysis) was ana-
lysed using the comet assay, The percentage of DNA in the
tail was used os a measure of basal genetic damage. In ad-
dition, the use of endo 11 and FPG enzymes allowed us to
determing the levels of specific oxidmive damage in [NA
hases.

Resubts, This is the first study that uses endo 1] and FPG
EnZymes o measure oxidative domage in CRF patiems.
Orverall genetic damage, as well as specific oxidative dame-
pge, was higher in dialysis patienis than in the CRF pa-
tients with different stages of uraemic state; genetic
damage increased when serum creatinine levels increxsed.
Genomic damage in dialysis patients decreased in those
patients submitied o dalyvss for a long ime,
Conclusions. Genetic damage inereases when renal fune-
thon decreases, being maximum in haemodialysis patients.
Although part of the observed damage can be attnbuied to
the ursemic state itself, other individeal pemctic factors can
inflyence o state of genomic instability responsible for the
abserved genomic damage.

Keyvwsnh: consct msinc, CRF. hacmodsalbsis meminsent, axidaive
damape; Emomic saic

L
: jarmalls permissons it ocfoedoumaluorg

Introduction

The reactive oxygen species released by the mitochondnal
respimtory chain can damage biomolecules such as lipids,
prodermns and nocleic acuds. To avoad the damage, antioxi-
dant defenecs have evialved o remove most ol these oxe-
dant agents. Even if 0 balance between oxidative domage
and protective mechanisms is usoally kept, there are spe-
cific situations m which the excessive production of free
radicals, or deficiencics in antioxidant defences, leads
the appearance of oxidative stress [1].

Evidence cxists indicating that end-stage rennl discase is
associated with exidative stress. as a result of both in-
creased oxidam production and decrcased antioxidam de-
fences [2-4]. In addition, paticnts with end-stage renal
disepse have been repored as 3 group with 3 high inci-
denee of cardiovascular disease and cancer [5-7], and this
could be related o increased levels of genetic damage.

Chronic kidney discase 15 a pathology charasctenized by
progressive imparment of rennl funcbon over time | the
glomerular filtration rate (GFR) being the hest measure
of kidney function. The early stages of chronic kidney dis-
case (stages 2 and 3) are monifested by mild o moderate
decreased glomerular Nltration rale and are generlly
geymptomatic; but its duagnosis 15 iportnt B et enr-
diovascular risk foctors, 1o delay progression of chronic
kidney discase and to prevent cardiovascalar events. Ad-
vanced swges of chronic renol discase (4 and 3 arg char-
getemzed by severely decrensed glomeralar Niltration rate
gecompinicd by f,'!ill'll;ﬂ.l complications (hypencnsion,
ansemia, bone disease), requinng renal replacement

therapy when end-stage renal discase is reached [8].

[rafiond Umivenity Prea on behall of FRA-FINTA Al fights resived.
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Omidntive stress in ehronie renal failure (CRF) patients
is higher than in huhlwpcqﬂ:.uwdmpldmramﬂiﬂhm-
modialysis tneatment it i higher than in patients with dif-
ferent stages of chronic renal failure [9], This has been
attributed 10 several cawses as uremia [10], reduced ant-
omidant capacity [11] and the oxidizing effcets of the hae-
maodialysis membrones and intravenous iron infusions
[12]. In addition, vanious advanced glyeation end products
{AGEs) and reactive carbonyls {RCOs), which are marked-
ly enhanced in end-stage renal failure [13], are also known
o indisce oxidative siess [14].

Several markers of oxidative damage in cnd-stage renal
disense have been used [15-17]; however, most of them
are transients being metabolized, excreted or eliminated
by dialysis; therefore, these biomarkers do not provide o
good index of oxidative damage. In this context, DNA ox-
iilative demage has been identified as a vseful index of ox-
idative stress and a possible mdicator of cancer nak.
Among the methods to measure axidative damage to
DNA, the comet assay hax been shown to be the maost ac-
cumic method for measuring DNA oxidation [18]. Al-
though the standard comet assay measures only DNA
strand breaks ind alkali-labile sites, s modificabon using
bacterial eneymes acting as glycosylases, recognizing a vi-
ricty of oxidized pyrimidines (endonuclease (11, endolll) or
miodified purines, mainly B-oxoCius (formamidepyrimi-
dina DMA glyessilaze, FPG), allows detection of easily ox-
idized DNA bases [1]

To determine the levels of oxidstive domage in o large
group of CRF patients, the comel assay has been used.
Thus, 253 patients have been evaluated o determing
whether the levels of DMNA oxidative domage were hnked

{CRF patscnls ool oo Babyai), GFR (glooscralar Tiltestion roich, B (body mas sndesd, BT
prosduci b, PTH (paraiineresd

B, TR T reactove prodes), BLD | vilanmin

ti the severity of the pathology, as well as to determine if
patientx in dialysis wemment presem more damage than
those with different stages of CRE

Muaterinls and meilods

Mathenita

mnurwwm-nuummrmuuﬁnw
wiers jatmsia with chronic roml Failurs imcludsd i 8 prograisss of hasio-
dimlysts (M) reament for an merage pormed of 3T months (mnge - 250
tunithes) anall the remaining | were pathents in iifcoress sages (2-51 o
rennl failere. The chamcienshics of all pabonts ane mdicated] m Tabke 1,
mnd ol pd them were recruited o the Puigyven Fosndstion. Bareclona.
Al hsemesdialysas paircnts underwesd comeeninena] haemrodmabysis fod
3.5 o 4 bours, thie times per week, using symbetie low ponseahiling
mcimbrancs, The poicentage of paticets kg vitsnin supplements wis
higghuer i haemodiailysis patiesss. dan in CRF sof oo dialysis (CRFNI
e it distribulion wad ae olkows: T2 W6 mocciving folate, |6 8% rocan-
ing vitamin B amd C geed 144% recoiving vitamin T

Afier an infonmod consent was obmined from the CRF pasents, blood
samples weee collooed weder protecals spprmied by the Pthics Commis-
ree: ol the Pulgven Foumdation, ox well ss chinical dai from their medical
hissary, Milaad anakais included the determination of uee, serum creat-
niser, sadium, potassium, calchum, phosphorus, hload ghicess, cholester-
ol. .

e away

The: commet sisay was perforne] s peevamnsly deseribed by Sangh er al.
[19] wath itiiras manfslsalions Jusdansd Tevwn 30 . ol bloasd
from cach paticnt were cancfully re-suspendad in 140 gL of 1% bow mel-
ing agarnse (LMA)L Byverod onm microscope alides pre-comod with 158
el @l 1% nommal mehing apsenas (NWUA) (dned =i 6370 and coverad
with o covendip, Ten geds wors mounied in each slide. Uoverslips wers
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Cienomde dansage in CRF paisenss

Table . Genetic dsmage and oxidative damage observed in chronk renal Bslune paticnss
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Results

The deseription of the population under siudy is shown in
Table 1. As it can be observed, men are overrepresented in
the samples, reflecting the high incidence of CRF in this
gender, both in dialysis (HDY) and CRF/ND patients. The
average age for dialvsis patients 1= 61.91 & 1.55 vears,
slightly lower than in CRF/MND patients (67.66 £ 0.92).
Simlurky, the BMI was a bie higher in MDD than in dialyses
CRF patients. The classification of the CRE/ND paticnts,
according o the glomerular filtrate mte (GFRY, indicates
that 91 were in stages 2-3 and B3 in stages 4-3, The time
the HD patients had been cnmolled in this therapy, shows g
large variability, with a mnge covenng from 2 10259 months,
As indicated in Table 1, a large proportion (20057 of the
patients undergoing dialysis was proviously submitted to
renal mransplanmtion. The mble also shows the high nci-
dence of cardiovascular and cancer pathologics among
thee CRF patients, independent of whether or not they wene
submitted to HI therapy. In the heemoadulysis group, the

169



]
i By Liraget = 0108
T T T T T T
1,00 200 A 400 500 5.0

prosteinerin 24h

Fig. L Comelation borwomn promwinuria T hours and sssbane demage
{endomnsclease 101}

T
o

0 W0 18 WM 20
il on hemodialysis (months)

Fig. L Comlation between time on hasmodalbyiam and ponoms: damags
{endomkieass (1L

T
xo

f=

causes of end remal dizease were vascular (21%), di-
abetes (16%), glomerular discase | 1 8%), polveyatic Kidey
disease (9%), ubulointersttial nephritis (4%%), others (6%)
and unknown (26%) The causes of CRF in the group with
different stages of renal nsufficiency were vascular (27%),
ahinbetes (13%), glomerular disease (1 1%6), polyevstic kid-
ney disease (6% ), wbuloanterstitial nephnts (18%), others
{1%a) and unknown (24%),

Tabbe | also shows the blood chemistry data of the three
groups. In patients submitod 0 haemaslialysis, increased
vitlugs were observed for several markers (Ca x BB PTH,
femitin, D12, [olate, eic). 1t should be taken into account
thai these patients were receiving different medications that
included phosphate binders, vitamin D, folic acid, viwmins
B and C, ron supplemcnts and crvthropoicsis-stimalating
apgenis.

Table I shows the results obtained in the determination
of the genetic damage observed in CRF patients. It must be
indicated that only 141 CREND weére included in this
sy, Datn indicate the levels of DNA damape, with and

B, Susyanova o af.

without the addition of endo 111 and FMG eneymcs. 1 was
obscrved that DNA damage in HD patnems was higher than
in those that have not been submitted to HD therapy, but no
differences were observed between non dialysed pancits
according o ther GFR. Morcover, a posttive correlation
between serum creatinme levels and genomic domage
wias found (Figure 1) To determine the induced oxidative
DMNA damage (00, the values obtained in the expenments
only with buffer were subtracted from those obinined in the
cxperiments done with enrymes (Table 2). I is observed
that in HD patiends the pynmidineg induced OD 15 sigmifi-
cantly higher than te values observed in CHRF/MND patients.
It must be emphasized that no significant differences are
ahgerved when URF patients are classilicd according 1o
their GFR. whereas profeinuna/24 hours correlated posi-
tively with exidative damape (Figure 2], It is also observed
that the incrcnss in the 1ol oxidative damage in these pa-
thewis s predominantly produced by damage induced in
punnes,

As o reference group we hove included a group of 61
healthy indrvidusals evaluated in o concurment stedy cormed
out in our laboratory (uapublished data). The basal DNA
damage for this groop was 16.32 & 119, while for buffer
wreatments it was 189K & .56, and for the treatment witls
Endolll and FPG 28,08 & 1.6% and 22.84 4 |69, respec-
tively, The values for this group correspond with the values
foumd m reference [22] and were sagrificantly lower with
respect to the results obtamed for both HD and CREND
patienis.

Associations bebween genchic/osidative damage and an-
alytical datn were also evaluated. Positive correlations be-
tween calcium phosphorus product and genomic damage
(R = 0.210, F=0.05), ferritin and genomic damage (R =
L3236, F=0.01), creatining and genomic damage (R =
0288, P<l05) and protemuria and oxidanve damage
(R = 0307, P<0.05) were found. We also found negative
comrelations berween haemoglobin and genomic damage
(R = —0.214, P<0.05), chobesteral total and genomie dam-
age (R = <0 185, Pa,08), albumin and oxidative damage
(R = 023K, P<0,00) and tme in haemodialysis and pe-
nomic domage (R = —0.214, P = (.09} (Figure 3),

Driscussion

The main finding of this study is that chronde renal Gualure
patignts exhibat an increased genomic damoge demonsira-
ted by comet sssay with and without engymes, In addinon,
this damage s positively associated with the progresseon of
kisdney disease, being higher in patients in haemodiabysis.

The comet nssay hos been already used 1o evalume the
lewels of penomic damage i both pre-dialytic amd diglyscd
patients; nevertheless, all these previous studies hove been
carricd oat with small groaps of patents, i comparnson 1o
the large size of our group. It must be pointed out that,
even il the comet assay s i good biomarker fo measune
overnll genetie damage, s complementation with the use
of grevmes recognizing oxidative damage improves s
usefitlness in the study of CRF patients, where oxidative
stress his been proposed as an imporiant mechanism pro-
dueing secondary effects [23],
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In literature. genetic damage in CRF patients has also
been evaluated by using blomarkers different from the
comet Assay. For exumgle, in umemic patients the frequen-
ey of sister chromatid exchanges is markedly higher than
in the genernl population and it increases, preferentinlby, in
those patients with several atherosclerotic plagues [24].
Micronuelei have been another way o measung genomic
damage, where significant inereases in both CRF and
HIY patients were observed [25,26].

In comet studies, Stopper of al. showed significant in-
creases 1 the percentage of DNA an the Bl in 22 CRF
patients, comparcd 1o 21 healthy subjects (23], This per-
centage was higher in a group of 26 paticnis in conven-
tional hacmodialysis. Furthermore, they showed that
DMA damage was increased in those putients with high
creatinine levels, Our results show that gepomic dimage
is associated to both cremtinine and proteinuna levels o
plasma, which would confirm the association between
the degree of renal failure, and s progression, with ge-
nomic e. Although control donors were not specif-
ically included in this study, we have neported data from a
congurrent control carmied out with healthy doners, show-
ing significantly lower genomic damage than in hoth
dialysis and CREND patients; m addition, our reference
results agree with those presented by Moller [22].

The role of dialy=is on genomic damage is under discus-
sion, since conflicring results have been published, Schupp
er al, reported that starung standard dialysis does not in-
duce changes in genomic damage [25], but switching o
hagmodiafilration meatment redoced the percentage of
DA in the tail. Moreover daily dialysis patients showed
a significantly lower degree of genomic damage, sugpest-
ing that the ameloration in the amemic stite would reduce
the degree of genomic damage. The study of Schupp was
carried out with a low number of patients (57 patients),
bit zimilar resuls were also obained by Kobras o ol in
another small group of 3 CRF patients, where the imitution
of HD did not alier the genomic damigee level of the pa-
tients, and switching from standand dinlysis w heemodial-
filtration induced o slight reduction in DA damage [27].
In addivion, the effects of time in HE & conmoversial be-
cause some studies found an increase of DNA damage
with long treatment time [26], whereas others failed to find
this nssoeiption [23,28], In 25 paenie with rype 2 diabetes
mellitus undergoing hacmodintysis, increased levels of
DMNA damage were obained immediately after the haemo-
dialysis seasion; but, 48 h after haemodialysis @ significan
damage removal was observied [29], We have found a neg-
ative association between time in dialvsis and penctic
damage, This could be related to the complementary taut-
ment with antioxidants that our patients receive, as ob-
served in the fevels of some vitamins in the biochemical
analvsis carried out (see Takle 1), or could be the resull of
the cormreetion of some blood alterations (high levels of
urea, hyperphosphataemin, metabolic scidosis) and the
climination of severl urmemic toxins by the fechmique.

Among the several reasons indicated to explain the high
levels of genomic damage in CRF patients, oxidative stress
is one of the most accepled. Dilferent authors have postu-
lated this theory and different approaches have been used
to measure oxidative stress, Some authors evaluated the

KN

oxidant effects indireetly, by using antioxidants, Thus,
K e o, worked with 36 dialysis patients, evaluated be-
fore and after vitamin supplementation, in comparison
with 36 controls. DNA damage determined by the Comet
assay was higher in the irst evaluation, but is reduced after
14 weeks of vitamin supplementwtion [2R]. Sumilar resules
were obtuned in o study with 29 patients in haemodialvsis
and 22 in peroneal dinlysiz, where domage was reduced
after oral vitamin E supplementation [30]. Oxidative dam-
dge has also been measured by using 8-OHEG, the pres-
enee of this adduet being higher in CRF patients than in
controls, but highest in chronie peritonenl dialysis patients
[31]. In geneml, oxidotive stress in CRF patients is higher
than m healthy people, and in pabients undergomg HD i 15
even higher than in CRF/ND [9,32], with oxidetive stress
being atrbuted o reduced antioxedant capacity [11]. In
the literamere, only one study using enzymes with the com-
et aszay on HIY patients has been found. Thus, Muller of al.
carricd ouwt a pilor study with only 21 haemodialysis pa-
therits and 12 controls using the comet issay plus FPG en-
eyme [12]. Although the differences in genctic damage
were marginal (withous FPG, these were clenrly significant
after FPG treatment. Since the effects were observed in
blood before the dialysis session, this would indecate that
it is due to the underlying disease, as well as from repeated
exposun: to dialytis membranes and iron infusion,

Chur resulis clearly show the presence of significant levels
of oxidative domage in both CRF and dialysis patients when
comparing the resuliz with Endo 111 and FPG separately,
This would sugpest that oxidative stress is assocuated 1o
the palology isell, not o the dialysis procedure, even il
ihe dialyais can also induce oxidative damage. The high
damage ohserved in haemodialysis patients can reselr from
the dialysis process, or 1o the fact that those CRF paticnts
who start hacmodialysis have reached the highest levels of
urca and uraemie 1oxins,

Inddividual damage values over the standard background
would indicate a genctie predisposinon, mainly due to the
inability o adequarcly repair DNA lestons, or the chronic
exposune to gensloxic agents. Genetic instability i= charc-
terized by o decreased ability 1o repair DNA lesions and
his has been observed in different stisdics carried out with
CRF patients. DMNA repair was reduced in peripheral blood
lymphoeytes of predialysis patients afier UV or y irrsdia-
tion, but it remains normal in dialytic patients [33,34).
Other studics reported reduced DNA repair ability in a
subgroup of transplanted patients who also had cancer,
nevertheless, in renal ransplant patienis withowt cancer,
this ability did not differ from normal controls [35]. The
presence of genomic instability in CRF patientz has also
been detected as increases of a defined deletion in the mi-
tochondnal BNA from hair follicles [36]. This biomuarker
5 eonsidered useful sinee human miechondnal DNA i4
much more susceptible w damoge, due o the lack of
proofreading and poor [¥NA repair [37]. Genomic instahi-
lity has also been associated with the greater telomere
shortening observed i urnemic patients [38]. This can re-
flect cumulative DNA exposur to oxidative stress that has
been seen to affect telomene stabiliny.

DMNA damage has been related with the development of
cancer, as It waz demonstrated in the ploncer wark of
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Hagmar ef wl,, [39] for the general population, This associ-
ation has alwo been demonstrated for the incidence of car-
diovascular pathologies in the generml population [40],
which iz supported for the monoclonal arigin of cells from
human atherosclerotic plagues in the general popalanon
[41.42].

In end-stage renal dizeise patients the relative nsk of
cancer is enhanced [43]. This cxcess of cancer risk docs
not distnbute eqgually among the different organs, and it
15 especially higher in younger patients [6,44]. Our study
seems to confirm this tendency since 25% of our patienls
havve fwmirs, independent of whether ar nod they are un-
dergoing hacmodialysis treatment. This enhanced inci-
dence of cancer has becn associated 1o the existence of
high levels of genomie damage in these patienis [44]. The
presence of increased levels of genomic damage can be in-
terpreted as the result of proneness fo genetic instability, or
by the presence of genolexic companems resulting from
thee chromic renal pathology.

I addstion, patients with chronie renal fatlere diséase
present an increased nsk of cardiovascular disease, as we
have also found in our study (62% in haemodialysis pa-
nents, 6% i CRF/NL patients). Traditionnl risk facrtors
{Iypertension, diabetes. . § only in part explain the differ-
cntial nisk berween the general population and CRF pa-
tients [43]. Oxidative siress seems to be responsible for
the incrense of cardiovascular discase in CRF paticnis,
sinee there s @ growing amownt of data demonstrating that
oxidative stress-indisced DNA domage plays an imponant
role in the pathogenesis of atherosclernsis [46]. In our
atudy we failed 10 find an association bebween cancer of
cunbiovascular disease moewdence and genetic damage level

A limitation of our stedy s that it is cross-sectional in
natwre and Bot 4 prospective study. It would be very inter-
esting tov nssess the evolution of genetic damage and oxi-
dative damage in a long-term follow-up study and nnalyse
the possible relationship with the clinical evolution of CRF
PEAtienls over e

As o conclusion, we have shown that CRF patients pres-
ent merensed levels of genetic damage, mamly due o ox-
idative damage. Genetic damage increases when renal
function decheases, being maximam in haemodialysis pa-
tigns. Although pan of this damage can be atmbuted to
the wracmic state itself, other factors, such as individual
genetic characteristics, can influence o state of genomic in-
stabality, mesponsible for the observed genome Eumage,

Achnowiedymeats.  Firsl of all we thaek 2l the vohasboom that have par-
ticwpaicd m s shuify. E. Swoyanova eed 5 B Sandonal werne suppetod by
posigradustc fellowshipa from: the Goncralstar de Caialunmya amd the Unie
versidad Awmbnoma de Temadipas, respeetively. This evestigaeion has
been suppareed im pan by ke Geperslits de Corstanys (CIHIT,
HMEMER-725) and the Instiuto de Salud Caebos (11 (FES, PSORAH 5123
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