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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

1.1. La insuficiencia renal cronica (IRC)

La insuficiencia renal cronica es una enfermedad caracterizada por la
pérdida gradual y progresiva, durante un periodo de meses o anos, de la
capacidad del rindbn para mantener bajos los niveles de productos del
metabolismo de las proteinas, mantener la presion arterial normal, asi como

mantener el equilibrio hidroelectrolitico y el acido-basico (Luke, 2004).

En la guia de practicas clinicas para la IRC (K/DOQI, 2002) de la National

Kidney Foundation (NKF), se define a la enfermedad como:

a) Dano renal durante al menos 3 meses, ya sea por anormalidades
estructurales o funcionales del rindn (con o sin descenso del filtrado
glomerular), que puede ocasionar el descenso del filtrado glomerular (FG),
manifestado por: anormalidades patoldgicas o indicadores de dano en el
rindn, incluyendo anormalidades en la composicion de la sangre o la orina,
o0 anormalidades en pruebas de imagen.

b) Disminucién de la funcién renal con FG menor de 60 mL/min 1,73 m?

durante al menos 3 meses, con o sin dano en los rinones.

El parametro de FG esta corregido para un area de superficie corporal
promedio de 1,73 m? y la superficie corporal se calcula mediante la formula de
Dubois:

SC=P0,425xT0,725x 71,84

SC: Superficie corporal; P: Peso en kilogramos; T: Talla en centimetros

Es necesario resaltar las diferentes funciones que desempenan nuestros
rinones para comprender su vital importancia y aun mas, lo que supone una
disminucion o pérdida de éstas en nuestro organismo. Es por esto que a

continuacion, se presenta un breve repaso de la fisiologia renal.
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1.1.1. Fisiologia renal

La importancia de las funciones del rindn es tal que requiere, para si, el
30% del flujo sanguineo que desciende por la aorta y su consumo de oxigeno
por gramo de tejido es unicamente sobrepasado por el musculo cardiaco. Los
tres tipos de funciones que tiene a su cargo estan encaminadas,
fundamentalmente, a mantener el equilibrio del medio interno y son las

siguientes:

1. Excrecion de productos del metabolismo. Por ejemplo, urea, creatinina,
fosforo, etc.

2. Regulacion del medio interno. Equilibrio hidroelectrolitico y acido-base.

3. Funcién endocrina. Sintesis de metabolitos activos de la vitamina D,
sistema renina-angiotensina, sintesis de eritropoyetina, quininas y

prostaglandinas.

Estas funciones se llevan a cabo en diferentes zonas del rindn. Asi, cada
rindn esta constituido por un conjunto de alrededor de un millon de unidades
funcionales, que son las denominadas nefronas. Cada nefrona esta compuesta
por el glomérulo y su capsula de Bowman y el tubulo (figura1). Las dos primeras
funciones, es decir la excretora y reguladora del medio interno, se consiguen
con la formacion y eliminacion de la orina, cuya composicion se adecua a la
situacion y necesidades del organismo. Tras formarse en el glomérulo un
ultrafiltrado del plasma, el tubulo se encarga en sus diferentes porciones de
modificar la composicion de dicho ultrafiltrado hasta formar orina de
composicion definitiva, que se elimina a traves de la via excretora al exterior.

Esto se puede apreciar en la figura 2.

Por los rinones pasan entre 1.000 y 1.500 mL de sangre por minuto. El
glomérulo tiene una membrana basal semipermeable que permite el libre paso
de agua y electrolitos, pero es relativamente impermeable a moléculas grandes.
En los capilares glomerulares la presion hidrostatica es aproximadamente tres

veces mayor que la presion en otros capilares.
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Glomérulo

Figura 1. Estructura del rifion.

Como resultado de esta gran presion, las sustancias se filtran a traveés de
la membrana semipermeable en la capsula de Bowman, a una velocidad
aproximada de 130 mL/min; a esto se le conoce como indice de filtrado

glomerular (IFG).

Las células sanguineas y las proteinas plasmaticas de gran peso molecular
son incapaces de pasar a traves de la membrana semipermeable. Por lo tanto, el
filtrado glomerular esta formado, esencialmente, por plasma sin las proteinas.
En una persona promedio sana, se forman por dia mas de 187.000 mL de
filtrado. Como la excrecion normal de orina es alrededor de 1.500 mL por dia,
nos indica que solamente cerca del 1% de la cantidad de filtrado formado se

excreta; por lo tanto, el otro 99% debe ser reabsorbido.

En la figura 2 podemos ver un esquema donde se representa el balance

del filtrado glomerular en el rinon, representado por una nefrona.
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BALANCE DE MATERIA EN EL RINON
Se ha representado el rifién por una anica nefrona

Capilar
peritubuiar

Figura 2. Proceso de filtrado glomerular en el rinon

1.1.2. El indice de filtrado glomerular

El indice de FG es un parametro extremadamente importante en el
estudio de la fisiologia renal y, como ya hemos visto, se utiliza para la definicion
y clasificacion de la IRC, siendo fundamental en la evaluacion clinica de la
funcion renal. A continuacion se indican las dos formulas mas comunes que

determinan el indice de FG:

a) Laformula MDRD (modificacion de la dieta en la enfermedad renal)

Esta formula fue propuesta por Levey y colaboradores en 1996 y 1999, y toma

en cuenta los niveles plasmaticos de creatinina, nitrogeno uréico y albumina;
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MDRD /Modification of Diet in Renal Disease) modificada:

(hombre)
FG (mL/min/1,73 m°) = 170 x Cr (mg/dL)**”’ x edad®'’® x NU (mg/dL)*"” x Alb (g/dL)**'®

(mujer)
FG (mL/min/1,73 m’)
(g/dL)o 18

0,762 x 170 x Cr (mg/dL)*’” x edad®'’® x NU (mg/dL)*" x Alb

(raza negra)
FG (mL/min/1,73 m’)
(g/dL)o 18

1,18 x 170 x Cr (mg/dL)*”’ x edad®"® x NU (mg/dL)®"" x Alb

FG: filtrado glomerular; Cr: creatinina plasmatica; NU: nitrébgeno uréico plasmatico; Alb:
albumina plasmatica.

b) La férmula de Crockcroft-Gault.

La ecuacion de Cockcroft y Gault (1976) es sin duda una de las mas
usadas, aunque la misma mas bien determina el aclaramiento de creatinina que
el filtrado glomerular. Debe indicarse que la ecuacion determina con bastante
precision el aclaramiento de creatinina solo en pacientes sin una marcada
insuficiencia renal, ya que esta ecuacion se desarrollo a partir de estudios en
pacientes de asilos geriatricos, con una funciéon renal relativamente normal. En
esta formula se tiene en cuenta la creatinina plasmatica y la aclaracion de
creatinina (K/DOQlI, 2002)

Formula de Cockcroft-Gault:

(hombre)
CICr (mL/min) = (140 — edad) x peso (kg) / 72 x Cr (mg/dL)

(mujer)
CICr [mL/min) = (140 — edad) x peso (kg) x 0,85/ 72 x Cr (mg/dL)

CICr: aclaramiento de creatinina; Cr: creatinina plasmatica

La tabla 1 indica los distintos estadios de la IRC segun el FG, donde
podemos ver un estadio de riesgo aumentado por distintos factores, los cuales
se describen con detalle en la tabla 2. Ademas, la clasificacion menciona el
término insuficiencia renal terminal (IRT), también conocida como enfermedad

renal en fase terminal (por sus siglas en inglés ESRD) y se refiere al ultimo

5
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estadio de la IRC donde el paciente ya se encuentra en un TRS (tratamiento

renal sustitutivo).

Tabla 1. Clasificacion de los estadios de insuficiencia renal cronica de la National Kidney
Foundation (K/DOQI 2002).

CLASIFICACION DE LA INSUFICIENCIA RENAL CRONICA

., . Clasificacion por su
Clasificacién por su severidad .
tratamiento

Estadio Descripcion FG
(mL/min Términos relacionados
1,73 m?
— |Riesgo aumentado 60* *Con factores de riesgo
I Dano renal con FG 590 Albuminuria, proteinuria,
normal o elevado hematuria

Dano renal con

Il disminucion levedel | 60-89  |AlPuminuria, proteinuria,

hematuria
FG
Dano renal con Insuficiencia renal cronica, -trr'asr'mesl;enctgptor para
] disminuciéon moderada 30-59 insuficiencia renal P
del FG temprana

D: si es hemodialisis,

Insuficiencia renal cronica, |~ 2" .
dialisis peritoneal

insuficiencia renal tardia,
pre-insuficiencia renal
terminal (IRT)

Dano renal con
disminucion severa del 15-29
FG

Fallo renal <.],5. . Fallo renal, uremia, IRT
(o dialisis)

FG: filtrado glomerular. Dario renal: alteraciones patologicas o marcadores de dafno, fundamentalmente
una proteinuria/albuminuria persistente (indice albumina/creatinina >30 mg/g, aunque se han propuesto
niveles sexo-especificos en >17 mg/g en varones y 25 mg/g en mujeres); otros marcadores pueden ser las
alteraciones en el sedimento urinario y alteraciones morfologicas en las pruebas de imagen. *Factores de
riesgo: edad avanzada, antecedentes familiares de IRC, hipertension arterial, reduccion de masa renal, bajo
peso al nacer, enfermedades autoinmunes y sistémicas, infecciones urinarias, litiasis, enfermedades
obstructivas de las vias urinarias bajas, uso de farmacos nefrotoxicos, razas afroamericana y otras
minoritarias en Estados Unidos y bajo nivel educativo o social (Levey et al, 2005).

1.1.3. Etiologia de Ia IRC

Las causas mas comunes de la IRC son las enfermedades inflamatorias del
rinon, infecciones, obstrucciones del tracto urinario y desordenes hereditarios,
como los rinones poliquisticos. Sin embargo, esto esta cambiando actualmente

tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo, siendo
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ahora las causas mas comunes: la diabetes y la hipertension, que son tambiéen

las principales causas de la patologia cardiovascular.

Tabla 2. Factores de riesgo para la IRC y su desarrollo (Levey et al, 2003).

FACTORES DE RIESGO PARA LA INSUFICIENCIA RENAL CRONICA Y SU DESARROLLO

Factores de Definicion Ejemplos

riesgo

Factores de Incrementan la susceptibilidad ~ Edad mayor, antecedentes familiares de
susceptibilidad de dano renal IRC, reduccion de la masa renal, bajo peso

al nacer, minorias étnicas o raciales, nivel
de educacion o socioeconomico bajo.
Factores de Inician el darfo renal Diabetes, hipertension, dislipemia,
iniciacion directamente enfermedades autoinmunes, infecciones
sistematicas, infecciones del tracto urinario,
calculos urinarios, obstruccion del tracto

urinario bajo, toxicidad por medicamentos.

Factores de Empeoran el dano renal y Nivel alto de proteinuria, mayor presion
progresién causan un descenso mas arterial, poco control glicémico en
rapido de la funcion renal diabetes, tabaquismo.

después de iniciar el dafo

renal
Factores de fallo  Incrementan la morbilidad y Dosis baja de dialisis (Kt/V)*, acceso
renal mortalidad en la insuficiencia vascular temporal, anemia, nivel bajo de
renal albumina en suero, remision tardia.

* Kt/V: Aclaramiento de urea del dializador multiplicado por tiempo de dialisis dividido por el volumen de

distribucion de la urea (agua corporal total del paciente).

Los individuos aparentemente saludables, a los que se les diagnostica IRC,
tienen al menos 10 veces mas riesgo de morir por una enfermedad
cardiovascular prematura que por desarrollar un fallo renal. Asi, la IRC
contribuye hacia la morbilidad por ECV en unos 12 millones de individuos cada
ano; a nivel mundial estas cifras van en aumento debido a la epidemia global de
la diabetes tipo 2. Ademas, los centros de salud publica han observado un
incremento de una de las condiciones que ponen a la poblacion en riesgo de

sufrir insuficiencia renal: 1a obesidad.

En Espana la diabetes es la principal causa conocida de la IRC aportando,

al menos, el 21% de los nuevos casos (Garcia, 2004). En los paises
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latinoamericanos la diabetes también se mantiene como la principal causa de la
IRC, con los porcentajes de incidencia mas altos en Puerto Rico (65 %), Mexico
(51%), Venezuela (42%) y Colombia (35%), segun el Informe del Registro
Latinoamericano de Dialisis y Trasplante Renal del 2006 (Cusumano y Gonzalez
Bedat, 2008; Cusumano et al, 2009). Aquellas enfermedades que conducen a la
insuficiencia renal cronica hasta su fase terminal se presentan en la tabla 3, de

acuerdo con su frecuencia.

Tabla 3. Causas de la insuficiencia renal cronica (NAC-SEN, 2009).
Principales causas de la IRC Ejemplos ‘

Glomerulopatias:

Primarias Glomeruloneftitis cronica
Glomeruloesclerosis focal
Glomerulonefritis idiopatica
Nefropatia por IgA (inmunoglobulina)
Glomerulonefritis membrano-proliferativa

Nefropatia membranosa

Asociadas a una enfermedad Amiloidosis

sistémica Diabetes mellitus
Sindrome hemolitico-urémico
Glomerulonefritis post-infecciosa
Lupus

Granulomatosis de Wegener

Hipertension Glomeruloesclerosis maligna

Nefroangioesclerosis

Enfermedades hereditarias Nefritis 8ereditaria (sindrome de Alport)
Enfermedad quistica medular

Sindrome una-rétula

RifidNn poliquistico

Nefritis intersticial cronica Asociada a una diversa gama de enfermedades,
incluyendo genéticas, uropatia obstructiva y toxinas

ambientales crénicas o por ciertos farmacos.

Uropatia obstructiva e infeccion Hiperplasia prostatica benigna
urinaria Valvulas uretrales posteriores

Fibrosis retroperitoneal

Obstruccion uretral

Reflujo vésico uretral
Enfermedad renal macrovascular Estenosis de la arteria renal causada por

ateroesclerosis o displasia fibromuscular
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1.1.4. Espectro clinico de la IRC

Durante las etapas iniciales de la enfermedad puede que no se presenten
sintomas. De hecho, la progresion puede ser tan gradual que los sintomas
pueden presentarse solo cuando la funcion renal es ya inferior a la décima parte

de su funcion normal.

Tabla 4. El espectro clinico de la insuficiencia renal cronica (Ortufio Mirete, 2003).

Espectro clinico de la IRC

Trastornos hidroelectroliticos y del equilibrio acido-base
- Inicialmente incapacidad para la concentracion de la orina con alteracion de la
capacidad de dilucion en fases avanzadas.
- Acidosis metabdlica e hiperpotasémia en estadios finales.

Trastornos del metabolismo fosforo-calcico
- Hiperfosforemia, hipocalcemia e hiperparatidoidismo secundario.
- Disminucion de la vitamina D3 [1, 25-(OH); D3]
- Osteodistrofia (osteomalacia, ostetitis fibrosa quistica, osteoporosis,
osteoesclerosis).

Alteraciones digestivas
- Anorexia, hipo, nauseas y vomitos, estomatitis, gingivitis (uremia elevada)
- Fetor urémico (disociacion de urea a amoniaco)
- Pirosis, gastritis erosiva y duodenitis. Hemorragia digestiva.
- Hepatopatia (incidencia de hepatitis virica aumentadal), ascitis, pancreatitis.
- EstreAimiento, diarrea.

Alteraciones endocrinas
- Amenorrea, esterilidad - atrofia testicular, disfuncidén ovarica —, impotencia.
- Intolerancia hidrocarbonada. Hiperlipemia. Hiperparatiroidismo secundario.

Alteraciones cardiorrespiratorias
- Cardiomiopatia: insuficiencia cardiaca y arritmias.
- Neumonitis. Pleuritis fibrinosa. Edema pulmonar atipico.
- Aterosclerosis acelerada: cardiopatia isquémica. Hipertension arterial.
- Pericarditis urémica.

Alteraciones hematologicas
- Anemia normocitica-normocromica. Linfopenia. Coagulopatia.

Alteraciones dermatoldogicas
- Palidez (anemia); piel cérea (deposito de urea); color amarillento (urocromos).
- Prurito y excoriaciones (hiperparatiroidismo; depositos de calcio).
- Equimosis y hematomas (defectos de la coagulacion).
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La insuficiencia renal cronica produce una acumulacion de liquidos y
productos de desecho en el cuerpo, lo que lleva a una acumulacion de
productos de desechos nitrogenados en la sangre (azotemia), pudiendo quedar
afectados multiples organos y sistemas corporales. Un listado de los trastornos y

alteraciones que pueden sufrir los individuos con IRC se refleja en la tabla 4.
1.1.5. Epidemiologia de la IRC

Un aspecto importante que enriquece la perspectiva que podemos llegar
a tener de esta enfermedad, y de su impacto a nivel mundial, es el

epidemiologico.

Asi, la incidencia y la prevalencia son dos conceptos a conocer de la IRC.
La incidencia de la IRC se entiende como el numero de pacientes que iniciaron
por primera vez algun tipo de tratamiento en el curso del periodo de un ano. La
prevalencia de la IRC, se entiende como el numero de pacientes que siguen

algun tipo de tratamiento de dialisis o han recibido un trasplante renal.

En términos generales la IRC representa uno de los principales problemas
de salud publica del siglo XXI, con una incidencia y prevalencia en aumento, un
desarrollo desfavorable y un costo de tratamiento elevado, afectando
principalmente a los paises en vias de desarrollo. Segun la /nternational Society
of Nephrology 'y |a International Federation of Kidney Foundations (ISN y IFKF),
se considera que de 400 a 600 millones de adultos padecen de insuficiencia

renal cronica, esto es 1 de cada 10 adultos (Bakris y Ritz, 2009).

Segun la Sociedad Latinoamericana de Nefrologia e Hipertension
(SLANH]) los indices de prevalencia de la IRC varian enormemente entre estos
paises, con una incidencia de mas de 600 pacientes por millon de habitantes
(pmp) en Puerto Rico, Chile, Uruguay y Argentina, con entre 300 y 600
pacientes por millon de habitantes en Colombia, Brasil, México, Panama y
Venezuela, siendo significativamente menor en el resto de los paises de la zona

(Cusumano y Gonzalez Bedat, 2008; Cusumano et al, 2009).
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En Estados Unidos el numero de pacientes con IRC (bajo tratamiento
con dialisis o trasplantados) ha incrementado dramaticamente de 209.000 en
1991 a 472.000 en el 2004, habiéndose observado incrementos del 43% en la
incidencia ajustada para sexo, edad y raza durante la década posterior a
1991(Bethesda, 2007). En ese pais la IRC fue responsable de la muerte de
45.000 personas en 2006, estableciéndose en el noveno lugar de las principales

causas de muerte (Meloine, 2008).

Segun registros del 2006, los paises con mayor incidencia en Europa son
Alemania, Grecia y Bélgica con 213, 196 y 186 pmp, Espana se situa en séptimo
lugar con 132 pmp, siendo los paises con menor incidencia Finlandia, Noruega
y Holanda con 84, 100 y 112 pmp, respectivamente. En cuanto al orden por
prevalencia, en los primeros lugares se encuentran Alemania, Bélgica y Grecia,

respectivamente, seguidos por Espana en el cuarto lugar (ERA_EDTA, 2006).

El estudio EPRICE de la Sociedad Espanola de Nefrologia (SEN) y el
Misterio de Sanidad estiman que un 11% de la poblacion general en Espana
padece insuficiencia renal cronica, que un 6% de la poblacion general y un 21%
de las personas que acuden a los Centros de Atencion Primaria (estudio
EUROCAP) presentan IRC con funcion renal por debajo del 50% (FG <
60mL/min/1.73m?); ademas, un 40% de la poblacion sin diagnosticar fallece
antes de llegar a la dialisis. En el informe de dialisis y trasplante de la SEN del
2007, se cita una incidencia en Espana de 125 pmp, con la menor incidencia en

Cantabria (92,5 pmp) y la mayor en Canarias con147,1 pmp (SEN, 2008).
1.2. Tratamiento de la IRC

Segun las normas de actuacion clinica (NAC) de la SEN, los tratamientos a
los que se someten los pacientes con IRC varian en relacion a la fase en la que se
encuentra el paciente, teniendo como objetivos mantener al maximo su calidad

de vida. Entre estos objetivos cabe destacar:

+ Detener o retardar el deterioro de la funcion renal

+ Detectar y corregir los factores que deterioran la funcion de forma
reversible

+ Prevenir y tratar las complicaciones urémicas

11
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+ Decidir sobre la inclusion en programa de dialisis/trasplante

+ Seleccionar el método de tratamiento inicial

*+ Educar al paciente y a su familia asi como atender los aspectos
psicologicos y sociales

* Preparar con suficiente antelacion para el tratamiento renal sustitutivo
(TRS)

* Iniciar oportunamente el TRS

A continuacion se indican los tratamientos mas usuales, en funcion del

estado de la patologia. Estos tratamientos los podemos clasificar en dos grupos:

1. Aspectos relacionados con la nutricion.

2. Tratamiento renal sustitutivo (en la fase final de la enfermedad)
1.2.1. Nutricion

1.2.1.1. Ingesta proteica

Una reduccion de la ingesta proteica forma parte del protocolo de
tratamiento de los pacientes con IRC. Aunque la reduccion severa de la ingesta
proteica ha sido objeto de controversia, se recomienda una reduccion
moderada (0,8 g/kg/dia). Esta reduccion es segura y facil de tolerar para la
mayoria de los pacientes. Esta dieta reduce los productos nitrogenados de
desecho que provienen de la degradacion de las proteinas, previene la
aparicion de la acidosis metabolica, mejora la hiperfosfatémia e hiperpotasémia,
e incluso podria retrasar la progresion a la insuficiencia renal terminal (IRT). En
este tipo de dieta, a los pacientes se les proporciona suficientes carbohidratos y

grasas para alcanzar los requerimientos de energia y prevenir la cetosis.
1.2.1.2. Vitaminas

Como las restricciones en la dieta pueden reducir la ingesta de vitaminas,
los pacientes deben tomar un complejo multi-vitaminico que contenga
vitaminas hidrosolubles. La administracion de vitaminas A y E es innecesaria,
mientras que la vitamina D, en forma de 1,25- di hidroxivitamina D (calcitrol) o
sus analogos, se deben administrar de acuerdo a las concentraciones de HPT

(hormona paratiroidea) y de fosfatos.
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1.2.1.3. Liquidos y electrolitos

La ingesta de agua solo se restringe cuando la concentracion de sodio en
suero es < 135 mmol/L. La restriccion de sodio a 2 g/dia beneficia a los

pacientes, especialmente a aquellos con edema, fallo cardiaco e hipertension.

Por lo que respecta a la ingesta de potasio, ésta esta estrechamente
relacionada con la ingesta de carne, vegetales y frutas y, usualmente, no
requiere de ajustes. Sin embargo, se debe evitar la comida rica en potasio
(especialmente sustitutos de sal). La hiperpotasemia es poco frecuente hasta
que se llega a la insuficiencia renal terminal, y es entonces cuando es necesario

restringir la ingesta de potasio.

Frecuentemente, la restriccion de fosfato a <1 g/dia es suficiente para
mantener los niveles 6ptimos de fosfato durante la fase temprana del estadio 3
y 4 de la IRC. Sin embargo, en las fases posteriores con frecuencia es necesaria la
administracion de los denominados fijadores de fosfato, como sales de calcio
(acetato o carbonato, evitando el citrato). No se debe administrar como
fijadores mas de 1.500 mg/dia de calcio elemental (NAC-SEN, 2009).

1.2.2. Tratamiento renal sustitutivo (TRS)

El momento ideal en el cual debe iniciarse un TRS es justo antes o cuando
el paciente empieza a manifestar los sintomas de la uremia; sin embargo, en
pacientes con hipertension, enfermedad cardiovascular o anemia se debe iniciar
el TRS antes de lo previsto. EI TRS tiene tres modalidades de tratamiento:
hemodialisis, diglisis peritoneal y trasplante; cada una con sus propios riesgos y
beneficios. La seleccion del TRS se hace de acuerdo con el cuadro clinico y la
preferencia del paciente. Si el paciente cuenta con un donante voluntario vivo y
compatible, el trasplante puede llevarse a cabo sin hemodialisis o dialisis
peritoneal previa (Tolkoff-Rubin y Goes, 2004); de lo contrario, cuando el
paciente inicie una de las modalidades de dialisis, sera incluido en lista de

espera para trasplante renal de donante cadaver (NAC-SEN, 2009).
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En la figura 3 podemos ver un esquema de las tres modalidades de

tratamiento renal sustitutivo. El tipo de hemodialisis que sera objeto de estudio

en este trabajo es la HD convencional con membranas de bajo flujo.

Antes de entrar a detallar a fondo los sistemas de IRC es conveniente

mencionar el problema que representa el TRS en los sistemas de salud, y por

que es necesario estudiar a fondo los beneficios o desventajas de cada uno de

ellos.

( Trasplante

TRS

Hemodidalisis
< (Membrana artificial)

N—0n—=r—>-0

e Donante vivo

i . Donante cadaver
\
e Ambulatoria
e Intermitente
e (linica continua
Alta eficacia
HD Convencional Alto flujo
(Por difusion) Bajo flujo

Hemofiltracion

(Por conveccion) r
e Biofiltracion libre de

acetato
e Dialisis con filtro doble
e Dialisis con filtro doble
con carbon activado
e HDF enlinea
e HDEF de alto flujo

Hemodiafiltracion
estandar HDF

(Por difusion y <
conveccion)

Figura 3. Modalidades del tratamiento renal sustitutivo.

A nivel mundial, mas de 1,5 millones de personas viven gracias a un

tratamiento renal sustitutivo, con hemodialisis, dialisis peritoneal o trasplante
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renal. Se pronostica que esta cifra se duplicara en los proximos 10 anos con lo
cual se estima que el costo acumulativo mundial para TRS excedera 1 trillon de
dolares (EEUU), lo cual sera un gasto imposible de asumir en los paises que
disponen de un bajo presupuesto destinado a salud publica. De hecho, mas de
un 80% de los individuos que reciben tratamiento renal sustitutivo viven en
paises desarrollados (Alebiosu, 2005; Atkins, 2005; Bakris y Ritz, 2009).

Segun el estudio EPIRCE (Epidemiologia de la Insuficiencia Renal Cronica
Espanola) realizado por la Sociedad Esparnola de Nefrologia y el Ministerio de
Sanidad, para el censo del 2005 se estimaba que mas de 40.000 personas se
encontraban en TRS, con dialisis o trasplante renal, por pérdida completa de la
funcion renal. Se considera que esta cifra crecera al menos un 50% en los
proximos 10 afnos, cambiando asi el panorama, especialmente dado el
envejecimiento de la poblacion y el aumento de la diabetes de tipo Il en la

poblacion general (Garcia, 2004).

En los paises en vias de desarrollo que, ademas, es donde la insuficiencia
renal cronica se manifiesta en edades tempranas (por ejemplo en Guatemala el
40% de los pacientes con IRC tienen menos de 40 anos), el TRS es de dificil
acceso debido a su costo. En India y Pakistan menos del 10% de los pacientes
que requieren el tratamiento lo reciben, y en muchos paises africanos se tiene
poco o ningun acceso al TRS (Alebiosu, 2005; Atkins, 2005; Bakris y Ritz, 2009).

1.2.2.1. Dialisis: fundamentos fisicos

La dialisis es la difusion, o paso, de particulas solubles de una solucion a
otra a través de una membrana semipermeable. El paso de estas particulas solo
sera posible cuando su tamafno sea menor que los poros de la membrana, y se
producira en la direccion determinada por el gradiente de concentracion; es
decir, de mayor a menor concentracion, hasta consequir el equilibrio osmaotico

entre ambas soluciones (NAC-SEN, 2009).

Los principios fisicoquimicos que regulan el paso de estas sustancias son:

El transporte difusivo: movimiento pasivo de solutos a través de una membrana

por la diferencia de gradiente.
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La ultrafiltracién o transporte por conveccion: requiere un gradiente de presion
hidrostatica para el paso simultaneo de agua y solutos a traves de la membrana.
En este ultimo caso, se elimina la sobrecarga de liquidos acumulada durante el
periodo de inter-didlisis y se depuran los solutos que acompanan este

ultrafiltrado del plasma del paciente (Maduell, 2004).

La dialisis se utiliza en medicina como un meétodo de depuracion
extrarrenal, existiendo dos tipos de dialisis, segun la membrana semipermeable
utilizada. La dialisis peritoneal utiliza el peritoneo (membrana natural), mientras
que la hemodialisis emplea dializadores fabricados con membranas artificiales
(acetato de celulosa y otras). En cualquiera de los casos, la sangre del paciente
es una de las soluciones (compartimiento sanguineo) y esta separada por la
membrana semipermeable de la otra solucion (compartimiento del liquido de
dialisis). El tamano de los poros de estas membranas impide el paso de las
células sanguineas y de las proteinas plasmaticas, asi como de las bacterias que
puedan contaminar el liquido de dialisis. La composicion de este ultimo es
similar, electroliticamente, a la de un liquido extracelular normal, al que se
anade glucosa para aumentar su osmolaridad con respecto al plasma. Con ello
se consigue una filtracion adecuada para la dialisis peritoneal (paso de agua y
solutos desde la sangre del paciente al liquido de dialisis). No obstante, también
se puede obtener mediante el aumento de la presion hidrostatica en el
compartimiento sanguineo o produciendo una presion negativa en el
compartimento del liquido de dialisis, por fuerza de conveccion como

habitualmente se hace en la hemodialisis (NAC-SEN, 2009).

Por lo tanto, tenemos que los distintos aspectos que determinan la

eliminacion de sustancias son los siguientes:

a)  El tamano molecular; la eliminacion depende del tamano y es mayor para
moleculas pequenas.

b) El gradiente de concentracion entre la sangre y la solucion de dialisis de
una sustancia en particular, mientras mas grande sea el gradiente de
concentracion mas rapida sera la difusion.

c) El area de la membrana; la transferencia neta del soluto incrementa

conforme incrementa la superficie del area de la membrana.
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d) La permeabilidad de la membrana; ésta viene determinada por las
caracteristicas especificas de la membrana tales como el tamano del poro,
carga y conformacion cuaternaria.

e) Lavelocidad de flujo de la sangre y el dializado; a mayor velocidad de flujo,
mayor eliminacion del soluto, especialmente si el flujo del dializado va en
sentido contrario del flujo de la sangre, lo que permite el maximo

gradiente a traves de la membrana (Tolkoff-Rubin y Goes, 2004).

La figura 4 muestra como tiene lugar el filtrado segun el tamano del poro

de la membrana.

Filtracion segun el tamano del poro de la
membrana.

a) La membrana de poros ultra pequefos
de radio 0,5 nm permite el paso de
particulas como las del agua.

b) La membrana de poros pequefos de
radio de 4-6 nm permite el paso de
moléculas como la creatinina y la urea.

¢} La membrana de poros grandes de mas
de 20 nm permite el paso de moléculas
de mayor tamano, como las proteinas.

Figura 4. Filtrado segun las caracteristicas de la membrana.

1.2.2.2. La hemodialisis convencional

La hemodialisis es un procedimiento que permite depurar la sangre de
sustancias acumuladas, mediante un acceso vascular por el cual se extrae
sangre venosa y se hace circular a traves de una serie de finos tubos o capilares
construidos con un material semi-permeable. Esta red se bafa con en un liquido
de composicion conocida en electrolitos y bases llamado dializado, que circula
en sentido contrario a la sangre. La diferencia de concentracion provoca un
movimiento de urea, potasio, creatina y otras particulas desde la sangre hacia el

dializado y de bicarbonato en sentido contrario. Como sangre y dializado
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circulan en sentidos opuestos a cierta velocidad, el equilibrio no se alcanza a lo
largo de este sistema o filtro y siempre existe un gradiente que favorece el
movimiento de particulas descrito. Aplicada durante un periodo de 3-4 horas al
dia se logra la maxima eficiencia para llevar los niveles de electrolitos y urea a un
rango no peligroso, hasta que la acumulacion de particulas vuelva a hacer

necesaria una nueva sesion (NAC-SEN, 2009).

La figura 5 ilustra el proceso de HD donde podemos ver la interaccion de

la sangre al pasar por la membrana con el dializado.

Figura 5. Esquema del proceso de hemodialisis

La HD convencional es la forma mas econdmica de tratamiento pero en
la actualidad se considera de baja eficacia. La depuracion se realiza casi
exclusivamente por un mecanismo difusivo, utilizando la ultrafiltracion para
eliminar la sobrecarga hidrica y no requiere de liquido de reposicion (Maduell,
2004).
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1.2.2.3. Efectos negativos de la hemodialisis

A pesar de sus ventajas, el proceso de hemodialisis puede suponer una

serie de efectos negativos, como los siguientes:
a) Anemia

El desarrollo de la anemia va paralelo a la progresion de la IRC. La anemia
relacionada con la IRC es usualmente normocromatica y normocitica. Casi dos
tercios de los pacientes que empiezan un tratamiento de hemodialisis tienen los
niveles de hematocrito por debajo del 30%. La anemia sin tratamiento
contribuye a la morbilidad y mortalidad cardiovascular, y esta relacionada con la
capacidad de hacer ejercicio y la habilidad para realizar tareas simples. Un factor
importante en los pacientes con IRC, que contribuye a la anemia, es el descenso

en la produccion de eritropoyetina.

Existen otros factores que pueden contribuir a la anemia, tales como la
reduccion de la vida media de los eritrocitos, inhibidores urémicos de
eritropoyesis, deficiencia de hierro debido a la baja absorcion de éste en el
tracto gastrointestinal, pérdida de sangre debido al muestreo frecuente de
sangre y pérdidas durante la hemodialisis. La dialisis remueve el acido fdlico,
haciendo necesario el remplazo con folato. La intoxicacion por aluminio, ya sea
por contaminacion del abastecimiento de agua de dialisis, o a traves del uso de
captadores de fosfatos que contienen aluminio (para tratar la hiperfosfatemia),
se ha asociado con la anemia microcitica observada en los pacientes con largos
periodos en hemodialisis que tienen reservas normales de hierro (Douthat et al,
2003).

Para el tratamiento de la anemia en la IRC se debe tomar una decision
individual para cada paciente, de acuerdo con la repercusion clinica de la
anemia (tanto en pacientes en HD como en pre-HD), estableciendo una
concentracion de hemoglobina estandar para cada paciente. Para alcanzar y
mantener estas concentraciones de hemoglobina se administra eritropoyetina
(si la anemia es consecuencia de un déficit en su produccion) y hierro (oral y/o

intravenoso). La eritropoyetina (EPO) mejora significativamente la calidad de
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vida de los pacientes, proporcionando sensacion de no tener cansancio,
mejorias en el apetito, la capacidad de trabajo, la tolerancia al ejercicio, la
funcion cardiaca, la funcion cognitiva, la depresion vy, asimismo, normaliza el

ritmo de sueno.

Las transfusiones de sangre estan indicadas en el paciente gravemente
anémicos con signos y sintomas de anemia, por ejemplo: pérdidas sanguineas
agudas que provoquen inestabilidad hemodinamica, o angina grave. También
estan indicadas en pacientes resistentes a la EPO con pérdidas sanguineas cuya
concentracion de hemoglobina disminuya por debajo de los niveles criticos
(NAC-SEN 2009).

b) Malnutricion

La hipoalbuminémia esta asociada con un incremento de la mortalidad
en dialisis. El marcado catabolismo, la anorexia, y las severas limitaciones en la
dieta durante el periodo de predidlisis, tienen como consecuencia la pérdida de
peso. Después de la iniciacion de la hemodialisis, los pacientes por lo general
tienen un mejor apetito; en estos pacientes la ingesta diaria de proteinas y
calorias debe ser regulada, y la ingesta de vitaminas solubles en agua,
incluyendo el acido folico, deben ser complementada ya que se eliminan
durante la dialisis (Tolkoff-Rubin y Goes, 2004).

1.3. Las enfermedades cardiovasculares (ECV) en la IRC

Las ECV son la mayor causa de muerte en la poblacion general, y como
tal no es sorprendente que también lo sea entre los pacientes con IRC en dialisis
(Cheung et al, 2004). Lo que si es diferente de los pacientes con IRC es la
magnitud de las complicaciones cardiovasculares y la casi equivalente
mortalidad cardiaca entre grupos de diferentes edades. Aunque, la mortalidad
cardiaca para los pacientes en dialisis con edades de 45 annos o menos, sea mas
de 100 veces mayor que en la poblacion en general, también en los grupos de

edad mayor, la mortalidad cardiovascular es al menos 5 veces mayor en los
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pacientes con IRC que en la poblacion general (Foley et al, 1998). Existen datos
que sugieren que las complicaciones cardiovasculares se aceleran conforme la
funcion renal se pierde progresivamente, y que un alto porcentaje de casos de
pacientes en dialisis ya cuentan con una carga substancial de ECV al iniciar su

vida en dialisis (Floley et al, 1998; Baigent et al, 2000).

En la ultima década, numerosos estudios epidemioldgicos han intentado
determinar las causas o factores que contribuyen a la alta mortalidad por ECV
en los pacientes con IRC, y dichos estudios han encontrado que los factores de
riesgo tradicionales para la ECV tales como la hipertension y niveles altos de
colesterol no tienen un papel relevante en los pacientes en dialisis (Becker et al,
1997, Cheung et al, 2000). Mas importantes que los factores de riesgo
tradicionales, son los nuevos factores no-tradicionales, como la inflamacion y la

malnutricion, los cuales son dificiles de concretar.

Un resumen con las observaciones epidemioldgicas se cita a

continuacion (Himmelfarb et al, 2002).

1. Las mayores causas de muerte en la IRT (IRC estadio 5) son las ECV (50%)
y las enfermedades infecciosas (25%).

2. La inflamacion, detectada por concentraciones elevadas de proteina C-
reactiva, como medida de la respuesta puntual de fase, esta asociada al
incremento de mortalidad por ECV.

3. Los pacientes con IRT con evidente malnutricion calorica-proteica,
medida por bajas concentraciones de albumina y pre-albumina, tienen
un riesgo relativo mas alto de mortalidad, que incrementa con el grado
de hipoalbuminémia.

4. La inflamacién y la malnutricion estan interrelacionadas, pero cada una
contribuye de forma independiente al riesgo de mortalidad.

5. Los aspectos del TRS que contribuyen a la inflamacion, tales como el uso
prolongado de catéteres para el acceso vascular o el uso de membranas
biocompatibles, también estan asociados al incremento de riesgo de

mortalidad por ECV o por enfermedades infecciosas.

21



INTRODUCCION

6. La hiperhomocisteinémia es altamente prevalente en la uremia y puede

estar asociada con la toxicidad CV.

1.4. Dafo genotoxico en pacientes con IRC

Una de las caracteristicas de los pacientes con IRC es que, como
consecuencia de su enfermedad, se asume que estan sometidos a estrés
oxidativo y carbonilo. Resultado de esta exposicion es que tendran también una
acumulacion de productos finales de la glicacion avanzada (AGE) y productos
finales de la lipoxidacion (ALE). A continuacion se describe la naturaleza y

significado de estas exposiciones.

1.4.1. El estrés oxidativo

El dano o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia
viva a diversas fuentes que producen una rotura del equilibrio que debe existir
entre las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes
encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un deéficit de estas
defensas o por un incremento exagerado de la produccion de especies reactivas
del oxigeno (EROS). Las EROS incluyen a los radicales libres y a otras especies no
radicalicas, pero que pueden participar en reacciones que llevan a la elevacion

de los agentes prooxidantes (Gutierrez y Justo, 2002).
1.4.1.1. Las especies reactivas de oxigeno (EROS)
Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes son:

« Radical hidroxilo (HO)"

e Peroxido de hidrogeno (H;0;)
e Anion superoxido (O3)

e Oxigeno singlete (10;)

e Oxido nitrico (NO)

e Peroxido (ROO))
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Semiquinona (Q)
Ozono (O3)

Los danos ocasionados por las EROS sobre el material bioldégico son

diversos, dependiendo de la especie. Asi, el radical hidroxilo (OH®) es un

potente radical libre, varias miles de veces mas reactivo que el O;. Produce

dano principalmente sobre el DNA, proteinas y lipidos, induciendo la

peroxidacion lipidica y dano sobre membranas, siendo capaz de estimular la

respuesta inflamatoria. Las EROS pueden actuar sobre el DNA, la peroxidacion

lipidica y las proteinas, alterando el equilibrio oxidacion-reduccion, de la

siguiente manera:

Dano sobre el DNA. Se produce alteracion de las bases, roturas de cadena,
intercambios entre cromatidas hermanas y entrecruzamientos entre DNA y
proteinas. Esto puede conducir a la induccion de mutaciones y alteraciones
en el control celular.

Peroxidacion lipidica (PL). Esta es una reaccion en cadena en la cual un OH
quita un atomo de hidrogeno de un grupo metilo de un acido graso de la
membrana celular, transformandolo en un nuevo radical libre (radical
peroxido). Este a su vez, sustrae un atomo de hidrégeno de un grupo
metilo, de un acido graso vecino, proceso que se repite en cadena hasta la
muerte celular.

Dano sobre las proteinas: las EROS alteran la conformacion y la funcion de
las proteinas oxidando aminoacidos especificos, como la lisina, serina,
arginina y prolina. La pérdida de funcion frena procesos celulares e induce
la produccién de anticuerpos.

Senal REDOX (equilibrio oxido-reduccion). La alteracion del balance
REDOX cambia las senales intracelulares pudiendo inducir la proliferacion,

la apoptosis, la desregulacion génica y la necrosis (Andersen et al., 20006).
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1.4.1.2. Estrés oxidativo en la IRC

Estudios realizados en pacientes con distintos grados de IRC, sugieren
que los enfermos renales estan en una situacion de estrés oxidativo al
compararse con individuos sanos. Ademas, el grado de estrés oxidativo se

correlaciona con el grado de IRC (Ong-Ajyooth et al, 1996; Annuk et al, 2001).

El desplazamiento del equilibrio REDOX hacia la produccion de especies
reactivas de oxigeno (EROS) y otras toxinas urémicas de naturaleza oxidante, en
relacion con la capacidad de defensa antioxidante, esta favorecido en los
pacientes con fallos en la funcion renal, por varios factores. Asi el paciente
sometido a hemodidlisis (HD) por lo general tiene reservas deficientes de
vitaminas y minerales que son de importancia fundamental en los mecanismos
de defensa antioxidante. Ademas, la hemodialisis no logra corregir totalmente la
toxicidad urémica y, por el contrario, el propio procedimiento tiene algunos
efectos negativos. Se ha demostrado la acumulacion de sustancias de
naturaleza prooxidante en la sangre, y en otros tejidos, en los pacientes con IRC
(Panzetta et al, 1995; Hashimoto et al, 1996; Bonnefont-Rousselot et al, 1997);
estas incluyen la homocisteina, capaz de generar H,O, durante su metabolismo,
la carboximetilisina y la pentosidina. Estos compuestos se producen como
consecuencia de la glicosidacion y autoxidacion de carbohidratos, lipidos y

proteinas (Saldana et al, 2004).

En la insuficiencia renal cronica y en el proceso de dialisis: el dano tubular
por isquemia/reperfusion esta, en parte, ocasionado por el aumento del estres
oxidativo (Edelstein et al, 1997). Las EROS producen la activacion de la enzima
xXantina-oxidasa y de los neutrofilos, mecanismos importantes del dano renal por
isquemia/reperfusion. El oxido nitrico (NO) parece aumentar en la fase
isquémica y las EROS en la de reperfusion, por lo que el balance NO/EROS
condicionara la magnitud del dano, asi como los donantes de NO tendran un
potencial papel citoprotector frente a la accion de las EROS (Nath et al, 1998).
En las nefritis por formacion de inmunocomplejos, se estimula a los leucocitos
polimorfonucleares y a los macréfagos a producir radicales aniones superoxido.

Por tanto, las EROS juegan un papel importante en el desarrollo del dano renal
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y en la formacion de la proteinuria (Sanaka et al, 1997), al tiempo que la
pérdida de nefronas conduce a una mayor produccion de EROS (Van den
Braden et al, 1997). Se ha visto que en pacientes con IRC existe un aumento de
la peroxidacion de lipidos de la membrana de los globulos rojos, lo cual es un
reflejo del aumento del estrés oxidativo por las EROS (Panzetta et al, 1995;
Ongajooth et al, 1996; Ong-awyooth et al, 1997; Peuchant et al, 1997, Nath et
al, 1998).

Por otro lado, el contacto entre la membrana dializadora, y los
componentes séricos y  polimorfonucleares, produce una activacion del
complemento, junto a la produccion de citoquinas y de EROS. Esta situacion
lleva a la peroxidacion lipidica, una desnaturalizacion de proteinas, dano en las
células endoteliales y a un continuo estres oxidativo (Hashimoto et al, 1996).
Ademas, es conocido que el hierro, utilizado como suplemento en los pacientes
hemodializados, permanece en estado libre algunas horas después de la
administracion endovenosa. En esta condicion cataliza la generacion de
especies reactivas de oxigeno (EROS), pudiendo contribuir de manera
significativa al incremento del estrés oxidativo (Jacobson y Moldeus, 1994;
Michelis et al, 2003; Anraku et al, 2004).

Resumiendo, parece demostrado que las EROS estan implicadas en el
dano renal progresivo, de acuerdo con diversas evidencias (Zorrilla et al, 2004),

tales como:

* EnlaIRC la produccion de EROS esta aumentada

= Distintas estrategias antioxidantes ejercen efectos beneficiosos en modelos
de insuficiencia renal cronica

» El estrés oxidativo puede inducir en el rindn sano cambios similares a los

observados en la IRC (Haugen y Nath, 1999).

1.4.1.3. Mecanismos por los cuales las EROS contribuyen al dano renal

Los mecanismos a traves de los cuales las EROS pueden contribuir a la

progresion de la enfermedad renal son los siguientes:
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* Hemodinamicamente, al danar las propiedades caracteristicas del
glomeérulo.

* [nduciendo respuestas de crecimiento anormal.

* Alinducir la pérdida del fenotipo celular y la apoptosis.

* Promoviendo respuestas inflamatorias agudas y cronicas. Los oxidantes
pueden supraregular la adhesion de ciertas moléculas y medidores
proinflamatorios, la transcripcion de factores y citoquinas fibrogénicas que
estan claramente implicadas en la progresion de la enfermedad renal
(Haugen y Nath, 1999).

» Tras una pérdida de la masa renal, en las nefronas supervivientes se
produce un aumento del consumo de O, lo que implica un aumento del
estres oxidativo potencialmente danino para estas nefronas (Nath et al,
1998).

1.4.1.4. Danos en el DNA inducidos por las EROS

Las EROS inducen un amplio abanico de efectos negativos sobre la
molécula del DNA, algunas de las lesiones citadas son: rotura de una o de las
dos cadenas del esqueleto azucar-fosfato, modificacion de las bases nitrogenadas
(saturacion y fragmentacion del anillo de timina), y la formacién de uniones
cruzadas [cross-links) DNA-DNA o DNA-proteina, a traveés de diferentes

mecanismos (Zorrilla et al, 2004).

De forma mas detallada, estos efectos son:

e Modificacion de bases del DNA: se conoce que el darno en el DNA por
radicales libres (RL) enddgenos ocurre de forma espontanea y existe un
nivel normal de bases modificadas por EROS en el DNA celular. La accion
del OH da lugar a mas de 20 modificaciones y entre ellas la mas
frecuente es la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OH-dG) que tiene un
potencial altamente mutagénico, al igual que la 5-hidroximetil-2-

desoxiuridina (Jaruga y Dizdaroglu, 1996; Okamoto et al, 1996).
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e Depurinacion de bases del DNA: los sitios apurinicos o apirimidinicos
(AP), se generan por rotura del enlace glicosidico, que puede resultar del
ataque al azucar por parte del OH. Estas lesiones presentan adenina
insertada preferencialmente opuesta a la lesion. Los mutagenos que
producen dano oxidativo incluyen las radiaciones ionizantes, el H;O,, la
bleomicina, la neocarzinos-tatina y el complejo Cu-fenantrolina, y estos
son capaces de producir sitios AP por oxidacion de la desoxirribosa del
DNA (Zorrilla et al, 2004).

e Roturas de una cadena del DNA: las roturas de cadena simple (SSB) se
producen por escision del enlace fosfodiester. Ocurren frecuentemente
por ataque quimico o de radicales libres a la porcion desoxirribosa del
esqueleto del DNA. Se ha demostrado que sustancias carcinogenas,
generadoras de ERQOS, provocan la aparicion de roturas de una cadena

en el DNA, ademas de modificaciones de bases (Shi et al, 1996).

e Mutaciones: la no reparacion, o la mala reparacion de las lesiones
anteriores, conduce a la fijacion del danno como mutaciones. En tumores
inducidos por exposicion a agentes que inducen EROS se ha detectado la
presencia de mutaciones independientes, considerandose que el efecto
del ataque al DNA por las EROS desempena un papel importante en el
incremento de estas mutaciones que conducen al cancer (Reid et al,
1991).

e Activaciéon de oncogenes e inactivacion de genes supresores de tumores:
agentes oxidantes como el H;O, O, oxigeno hiperbarico y ozono,
pueden inducir experimentalmente la activacion de oncogenes en
células iniciadas y protegidas (Clemens, 1991; Lo et al, 1996). Es posible
también que conduzcan a la inactivacion de genes supresores de

tumores. De esta forma se modifica la proliferacion celular.

27



INTRODUCCION

1.4.2. El estrés carbonilo

El estrés carbonilo se refiere a la acumulacion de compuestos carbonilo
reactivos (RCO), por ejemplo: el glioxal, el metilglioxal, la arabinosa, el
glicoaldehido, la 3-desoxiglucosona y el deshidroascorbato, que se forman por
la oxidacion de lipidos y carbohidratos, y que conducen indirectamente a una
glicacion o lipoxidacion avanzada de proteinas, dando como resultado los
productos finales de la glicacion y lipoxidacion avanzada (AGE y ALE). En la

tabla 5 podemos ver algunos RCO y sus precursores.

La uremia cronica presente en los pacientes con IRC se asocia a un
incremento de proteinas modificadas por RCO, lo que produce un incremento
en el contenido de AGE y ALE en plasma y tejido. El mecanismo por el cual el
estrés carbonilo esta incrementado en la uremia no se comprende en su
totalidad, pero puede que esta acumulacion sea por una produccion excesiva
de RCO, o por una capacidad disminuida de aclaramiento o de desintoxicacion

de estos compuestos (Miyata et al, 1999).

Tabla 5. Compuestos carbonilo reactivos y sus precursores.

RCO Precursor Referencia
3-Desoxiglucosona Carbohidrato Niwa et al, 1995
Deshidroascorbato Acido ascorbico Miyata et al, 1997
Glioxal Carbohidrato, lipido, aminoacido Odani et al, 1999
Metilglioxal Carbohidrato, lipido, aminoacido Odani et al, 1999
Malondialdehido Lipido Miyata et al, 1998a

Wells-Knecht et al, 1995

Arabinosa Carbohidrato Miyata et al, 2000c

RCO: compuestos carbonilo reactivos freactive carbony! compounds).
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1.4.2.1. Rutas para la generacion y desintoxicacion de RCO

En la figura 6 vemos que el nivel de estrés oxidativo se plantea como
balance entre la produccion total de EROS (K; x [Oy]) y el grado de su
inactivacion por las defensas antioxidantes (K; x [Oz]* x [substrato]), que da
como resultado la formacion de RCO. Los RCO también se forman por
reacciones no enzimaticas (Ks4: €j., metilglioxal). Hay diferentes mecanismos de
eliminacion de estos RCO, ya sea por la denominada desintoxicacion de RCO
(K6 x [RCO]), por una variedad de vias metabdlicas (ej., via glioxalasa), o por
aclarado por el cuerpo (Ky). Posteriormente los RCO reaccionan con proteinas
para formar productos de la glicacion avanzada (AGE) y productos de la
lipoxidacion avanzada (ALE). La acumulacion de RCO en la uremia se da como
resultado de un incremento en su produccion (K3+Ks;+Ks) o de un descenso en

su eliminacion (Ke+Kj7).

Como conclusion de lo anterior, tenemos que tanto los AGE como los
ALE se transforman por la reaccion entre los residuos de las proteinas y los RCO
(Miyata et al, 1996a), y que estos RCO se producen constantemente por el
metabolismo de los carbohidratos, lipidos y aminoacidos, los cuales estan

presentes en abundancia en todo el cuerpo.

Metabolismo

Reacciones
no enzimaticas Desintoxicacion
Aoteina
(Substrato) \
Aclaramiento Degradacion

Figura 6. Rutas para la generacion y destoxificacion de los RCO.
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1.4.3. Los productos de la glicacion avanzada (AGE)

Los productos finales de la glicacion avanzada (advanced glycation end
products, AGE) se generan por una reaccion no enzimatica (reaccion de
Maillard) donde azucares reducidos reaccionan con proteinas, generando
compuestos inestables (glicosaliminas), las cuales subsecuentemente se
reorganizaran para formar productos mas estables (Amidori). Dentro de
semanas o meses las reacciones complejas siguientes o paralelas llevaran a la
formacion de  compuestos estables irreversibles llamados < AGE.
Alternativamente, compuestos carbonilos reactivos, resultantes de reacciones
de la peroxidacion lipidica, de la auto-oxidacion de glucosa, o de varias vias no
oxidativas, pueden reaccionar con grupos de proteinas libres de aminas,
peptidos, aminoacidos, productos Amadori o DNA para formar AGE mas
rapidamente (Sebekova et al, 2007). En la figura 7 podemos ver el esquema de

las vias alternativas para la formacion de AGE.

Esta glicacion avanzada ocurre de manera irreversible y se acumula en
las células, tejidos y fluidos corporales formando parte del proceso de
envejecimiento, de la diabetes, de la insuficiencia renal y de otras enfermedades
degenerativas, tales como el Alzheimer (Brownlee, 1995; Munch et al, 1997). El
reciente progreso en la comprension de este proceso, relacionado con la edad,
ha confirmado que los AGE juegan un papel muy importante en la patogénia
de las complicaciones vasculares aceleradas en la diabetes y en la IRC (Bierhaus
et al, 1998; Dawnay y Millar, 1998; Raj et al, 2000). Como se ve en la figura 7, el
estres oxidativo y carbonilo (incrementado en la uremia) promueve la
produccion de compuestos reactivos carbonilo, estimulando de esta forma la
generacion de AGE (Monnier et al, 1992; Miyata et al, 1998b; 1999). En la tabla
6 se citan aquellos AGE mas frecuentes, indicando los niveles normales, y

aquellos observados en situaciones con elevados niveles de uremia.
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La reaccion Maillard:

pépti

Vias alternativas:

Productos de la

lipidica

Productos de la

azuacares

Vias no oxidativas:

Figura 7. Vias para la formacion de los productos de la glicacion avanzada (AGE).
Modificado de Sebekova et al. (2007).

La eliminacion de los desechos de los AGE se lleva a cabo
predominantemente en los rinones. Es ahi donde los AGE son filtrados
(particularmente la fraccion de bajo peso molecular), son parcialmente
degradados en el sistema tubular, y finalmente el resto es excretado en la orina
(Gugliucci, 1996). Con la disminucion de la funcion renal, los AGE se acumulan
en los tejidos (Monnier et al, 1992; Niwa et al, 1996, Miyata et al, 2000b;
Meerwaldt et al, 2005), mientras que sus niveles en plasma aumentan
progresivamente. Asi, los niveles en suero en pacientes urémicos muestran
incrementos de 3 a 5 veces, en comparacion con controles sanos (Tabla 6). Hay
que senalar que casi todas las estructuras renales (membrana basal, celulas
endoteliales y mesangiales, podocitos, tubulos) son susceptibles a la

acumulacion de AGE (Bucala et al, 1994; Jensen et al, 2005).

En la IRC se cree que los AGE son, al menos parcialmente, responsables

de promover el estrés oxidativo, la inflamacion, la aterosclerosis acelerada, asi
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como de la progresion de la pérdida de la funcion renal, debido a la induccion
de una proliferacion celular anormal, promocion de la fibrosis renal e hipertrofia
(Vlassara et al, 1994; Yang et al, 1995; Sebekova et al, 1998; Raj et al, 2000;
Xiang et al, 2001).

Tabla 6. AGE en condiciones de elevada uremia (Vanholder et al, 2003).

AGE O omal M remica
3-Desoxiglucosoma (mg/L) 0,3+0,1 1,7+ 1,0
Fructosalisina (mg/L) — 58,1 £1,08
Glioxal (ug/L) 67,0 £ 20,00 221.0 £ 28,0
Metilglioxal (ug/L) 47,0 £ 20,0 110,0 + 18,0
(CML) N°*—(carboximetil) lisina (mg/L) 1,1+ 0,3 4,3+1,3
Pentosidina (ug/L) 51,6 £18,8 896,0 £ 448,0

AGE: productos de la glicacion avanzada [advarnced glycation end products).

1.4.3.1. Asociacion entre el dano al DNA y los AGE en la IRC

La elevada reactividad de los AGE los hace candidatos para inducir dano
en el material genético y originar sus subsiguientes efectos. Existe evidencia que
liga la presencia de elevados niveles de CML, que es uno de los AGE listados en
la tabla 6, con un incremento en los danos inducidos en el DNA, medido con un
incremento significativo en la frecuencia de los micronucleos, que miden la

induccion de roturas cromosomicas y/o aneuploidias (Fragedaki et al, 2005).

Esta asociacion en pacientes con IRC, la podemos aceptar en base a los

siguientes puntos:

1) Los AGE se acumulan en los pacientes con IRC.

2) Los AGE y sus precursores reactivos inducen dano genomico.

3) Existe una relacion directa entre los niveles de AGE en plasma y
marcadores de dano genético.

4) Los pacientes con IRC muestran un elevado grado de dano en el
DNA.
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5) Tantos los AGE como los RAGE se expresan en las ceélulas
tumorales.

6) La interaccion AGE-RAGE participa en la actividad invasiva y la
metastasis tumoral.

7) La incidencia de cancer en los pacientes con IRC es mas alta que
en la poblacion general; ademas, entre los pacientes que
desarrollan un cancer existe un mayor grado de dano genomico

en los que padecen IRC, comparado con los que no la padecen.

1.4.4. Los productos de la lipoxidacion avanzada (ALE)

Como se ha visto anteriormente, las proteinas no solo se modifican por
accion de carbohidratos sino tambien por la de los lipidos (Esterbauer et al,
1991), dando como resultado los denominados productos finales de la
lipoxidacion avanzada, conocidos por sus siglas en inglés como ALE. Algunos
de estos compuestos se indican en la tabla 7 donde se indican también sus

precursores.

Tabla 7. Relacion de algunos de los AGE/ALE mas conocidos, asi Ccomo sus precursores.

AGE/ALE Precursor Referencia

Pentosidina Carbohidrato Miyata et al, 1996a y1997
Carboximetil-lisina Carbohidrato, lipido, aminoacido  Miyata et al, 1998a
Malondialdehido-lisina Lipido Miyata et al, 1998a
Imidazolona Carbohidrato Takayama et al,1998
Dimero glioxal-lisina Carbohidrato, lipido, aminoacido  Odani et al, 1998

Dimero metilglioxal-lisina  Carbohidrato, lipido, aminoacido  Odani et al, 1998

AGE: productos de la glicacion avanzada [advanced glycation end proaucts),;

ALE: productos de la lipoxidacidn avanzada /advanced ljpoxidation end products).

Los niveles de AGE y ALE aumentan concomitantemente en el plasma
urémico; asi, la presencia de CML en plasma, que es un compuesto AGE, esta
altamente correlacionada con la presencia de malondialdehido-lisina, que es un

compuesto clasificado como ALE en los pacientes cronicos sometidos a HD
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(Miyata et al, 1998a). Esta observacion apunta hacia una causa comun de
genesis de los AGE/ALE. Ademas, esta conclusion se apoya en los resultados de
un estudio donde se encontro que la peroxidacion lipidica y la glicoxidacion
incrementaban, con una estrecha relacion entre si, en la matriz de colageno de

pacientes con IRC (Meng et al, 1999).

1.5. Inestabilidad gendmica en los pacientes con IRC

La insuficiencia renal terminal, también llamada enfermedad renal en fase
terminal, se refiere al ultimo estadio de la IRC (el 5) donde el paciente ya se
encuentra sometido a un tratamiento renal sustitutivo (TRS) o en preparacion

para iniciarlo.

Diversos estudios han demostrado que los pacientes con IRT, tienen una
incidencia incrementada de enfermedades malignas, comparados con la
poblacion general (Matas et al, 1975; Giacchino et al, 1985; Inamoto et al,
1991; Iseki et al, 1993; Teschner et al, 2002). En un meta-analisis donde se
consideraron un total de 15 estudios, se observo que en 10 estudios (72.484
pacientes con IRT) el riesgo relativo (casos de cancer observados sobre casos de
cancer esperados) promedio fue de 7,6. En contraste, en los 5 estudios restantes
(35.407 pacientes con IRT), el riesgo promedio fue de 0,98 (Marple y
MacDougall, 1993). Se debe resaltar que en varios de los estudios donde no
hubo un incremento en el riesgo de cancer, algunos tipos de tumores, como
linfomas y carcinomas del rindn, prostata, higado y utero mostraron una
prevalencia incrementada, comparada con la de la poblacion en general. Por lo
que respecta al cancer de rinon, distintos trabajos han mostrado su mayor
incidencia en pacientes con IRC. Asi, en el estudio de Port et al (1989) se
observdo un incremento 4 veces mayor de canceres renales en los 4.161
pacientes con IRT del Registro Renal de Michigan. De la misma manera, en un
estudio con una poblacion japonesa, de 88.534 pacientes cronicos en HD, la
incidencia de cancer fue 41 veces mayor. Incrementos similares se han

encontrado en otro trabajo donde se observaron incrementos de 3 a 6 veces
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mas tumores de ceélulas renales en pacientes bajo tratamiento con HD (Levine,
1992; Ishikawa, 1993).

Mas recientemente se ha publicado un amplio estudio de colaboracion
internacional sobre incidencia de cancer en pacientes con IRT en HD. Con el uso
de los registros de dialisis de Estados Unidos, Europa y Australia/Nueva Zelanda
se conformd6 una cohorte de 831.804 pacientes desde 1980 a 1994 y se
comparo el numero de casos observados de cancer, con el de la poblacion
general. Dentro de un periodo medio de observacion de 2,5 anos
(correspondiente a 2.045.035 pacientes ano), se observaron un total de 25.044
canceres primarios (se excluyeron tumores de piel no melanomas) comparados
con 21.185 esperados. La ratio estandarizada de incidencia (REI), calculada
restando los casos esperados de los observados, did un promedio de 1,18. La
prevalencia de cancer mas alta en pacientes con IRC en HD se encontro en
Australia/Nueva Zelanda (REI =1,8) seguida por Estados Unidos (REI =1,2) y
Europa (RElI = 1,1); en las tres cohortes, la mayor incidencia de cancer se
observo en pacientes jovenes (<35 anos) y, conforme incrementaba la edad, el
RIE disminuia, con solo un ligero incremento en el grupo de edad de mayores

de 65 anos (Maissonneuve et al, 1999).

El riesgo incrementado de cancer en pacientes con IRT en dialisis,
demostrado en ese estudio, confirma y amplia el gran numero de estudios con
grupos menores de pacientes (Port et al, 1989; Inamoto et al, 1991; Iseki et al,
1993; Pope et al, 1994; Buccianti et al, 1996; Cuckovic et al, 1996). Se debe
destacar que la inclusion de pacientes con cancer en el periodo de predialisis
(PD) hubiera incrementado aun mas la prevalencia de cancer. Sin embargo, en
este estudio fueron excluidos un total de 44.866 pacientes (correspondientes a
casi un doble incremento del numero de pacientes con cancer en dialisis) con
diagnostico previo de cancer, o aquellos a los que su insuficiencia renal fue
atribuida a enfermedades malignas o amiloidosis. Existe evidencia de que el
riesgo de cancer ya esta favorecido en la fase previa a la IRT. En este estudio de
colaboracion internacional, destaca la alta incidencia de enfermedades
malignas dentro del primer ano de dialisis (comparado con los anos siguientes),

lo que indica la importancia del periodo de PD para el desarrollo de cancer, ya
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que la mayoria de tipos de cancer tienen un periodo de latencia de varios anos.
(Heidland et al, 2000).

Aunque los mecanismos patogénicos responsables del incremento en Ia
incidencia de cancer aun no han sido totalmente aclarados, algunos factores
asociados directa o indirectamente con la insuficiencia renal y los regimenes
terapéeuticos aplicados en el tratamiento de estos pacientes podrian favorecer la
transformacion maligna o la formacion de tumores, como podemos ver en la

tabla 8

Tabla 8. Factores que favorecen la transformacion maligna (Vamvakas et al, 1998).

Mecanismos potenciales de transformacion maligna en la IRT

Funcion deteriorada del sistema inmune
Disminucion de la capacidad antioxidante, concomitante con una incrementada
formacion de especies reactivas de oxigeno

Exceso de la hormona paratiroidea y deficiencia de vitamina D3
Infecciones e inflamaciones cronicas

Medicamentos: terapia inmunosupresora previa, abuso de analgésicos, diuréticos y
bloqueadores de canales de calcio

Acumulacion de compuestos carcinogénicos (aminas heterociclicas y nitrosodiometil-
aminal)

Hipometilacion

Tabaquismo

Factores relacionados con la dialisis

Mala reparacion del DNA

1.5.1 Variaciones en la capacidad de reparacion del DNA en la IRC

El mayor mecanismo de defensa contra el cancer reside en la capacidad
celular de reparacion del dano al DNA (Culotta y Koshland., 1994), y esta
aseveracion general es valida para el caso de pacientes con IRC. Existen diversos
trabajos que han tratado de relacionar el desarrollo de la IRC con alteraciones
en la capacidad de reparacion de las lesiones del DNA. Asi, en el estudio de

Vamvakas et al. (1996) se investigo la reparacion del DNA en linfocitos aislados
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de pacientes con IRC sometidos a HD con y sin cancer, comparandola con
controles sanos y con pacientes con carcinomas con una funcion renal normal.
Como indicador de dano al DNA se consideraron los inducidos por la
irradiacion con luz UV (9 y 18 J/m?) observandose una baja reparacion en el
grupo de pacientes en HD y en el grupo de pacientes que desarrollaron un
carcinoma durante su tratamiento en HD. En los pacientes con menos tiempo
en HD (el de <3 meses y el de 3 a 12 meses) se observo una reparacion
incrementada del DNA, comparada con la de los controles, mientras que en los
grupos de duracion media en HD (60 meses) la reparacion observada fue similar
a la de los controles. Estos resultados son similares a los encontrados por Zevin
etal (1991) en pacientes sometidos a HD durante 45 meses. Otros estudios que
demostraron una menor capacidad de reparacion del DNA en pacientes con
IRC no sometidos a HD son los de Friedman et al. (1988) y de Malachi et al.
(1993). En un estudio mas reciente Herman et al. (2008) se encontro que la
capacidad de reparacion disminuye (debido a estrés oxidativo) en los pacientes

con IRC inmediatamente después de una sesion de HD.

Se conoce que el incremento agudo de los niveles de calcio en linfocitos
inhibe la reparacion del DNA /n vitro, y en los pacientes urémicos la
concentracion celular de calcio es elevada, debido a el exceso cronico de la
hormona paratiroidea y su habilidad para promover la entrada de calcio a las
células (Massry, 1987). Este dato podria ayudar a entender la razén de la

disminucion de la capacidad reparadora observada en pacientes con IRC.

Por lo que respecta a los niveles de dano fijado, se ha encontrado que
existe una mayor incidencia de cromosomas estructuralmente anormales y una
mayor frecuencia de intercambios entre cromatidas hermanas en pacientes con
IRC (Cengiz et al, 1988; Buemi et al, 2006; Pernice et al, 2006). Utilizando el
ensayo de MN se ha encontrado que existe una frecuencia significativamente
mayor de MN en los pacientes con IRC sometidos o no a HD, comparada con la
observada en una poblacion control (Stopper et al, 1999, Kobras et al, 2006;
Shupp et al, 2006; Roth et al, 2008). Otros estudios han encontrado que las
frecuencias de MN son mayores en los pacientes con IRC bajo HD convencional

que en los que estan bajo HD diaria (Fragedaki et al, 2005; Shupp et al, 2008a).
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Recientementre se ha demostrado que mediante la administracion de acido
folico y vitamina B12 se reduce la frecuencia de este biomarcador en pacientes
con IRC, lo que indicaria que los incrementos de MN tal vez se deban a la
reduccion de la homocisteina, una de las toxinas urémicas que se encuentra
elevada en la mayoria de estos pacientes (Shupp et a/, 2008b; Stopper et al,
2008).

Una manera indirecta de medir alteraciones en la capacidad de reparar
las lesiones del DNA, es la observacion de incrementos significativos en los
niveles de dano genomico, ya sea a nivel primario o fijado. Son diversos los
estudios que han dado este enfoque a su trabajo. Estudios donde se determina
el dano genomico midiendo las concentraciones de 8-OHdG, han encontrado
que en los pacientes con IRC sometidos o no a HD los niveles de dano
genomico son mayores que en controles (Tarn et a/, 2000; 2001y 2002); Otros
estudios con la misma técnica han medido el efecto de las infusiones de hierro
que reciben los pacientes bajo HD, encontrado que los niveles de dano son
mayores (con un efecto dosis dependiente) en los pacientes que reciben dichas
infusiones durante la HD, respecto a los que no las reciben (Muller et al., 2004;
Kuo et al, 2008;). Asi mismo, en un estudio, donde se midieron las
concentraciones de 8-OHdG, y se utilizo el ensayo del cometa para medir los
niveles de dano al DNA, se observd que la administracion de vitamina E a
pacientes PD y a pacientes en HD, reducia el dafio en ambos grupos (Domenici
et al, 2005).

Mediante el ensayo del cometa (EC) se ha visto también una relacion
entre el dano al DNA en linfocitos de sangre periférica y el grado de severidad
de la IRC (niveles de creatinina, pacientes predialisis)] o con la duracion de
tratamiento, en el caso de los que se encuentran en HD (Stopper et al, 2001).
Sin embargo, estudios posteriores encontraron que la iniciacion del tratamiento
con HD no supone cambios en los niveles de dano genomico, solo tendencia a
disminuirlos (Kobras et al, 2006; Scupp et al, 2006). Otro estudio con el EC
encontro que el dano disminuye después de 14 semanas de suplementacion
con vitamina E, y que no se hay una asociacion con el tiempo en HD (Kan et al,

2002). En un estudio con el EC se encontro que los niveles de dano genomico
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aumentan inmediatamente despues de una sesion de HD, pero que estos
niveles disminuyen 48 horas despues de la sesion de HD (Bagatini et al, 2008).
Por ultimo, con respecto a los estudio con el EC, se ha realizado un estudio en
nuestro grupo de investigacion (Stoyanova et al., 2009) donde se encontro que
los niveles de dafno genomico son mayores en los pacientes con IRC que en la
poblacion control y que son mayores en los pacientes bajo HD, comparados
con los que aun no han iniciado tratamiento con HD; ademas, se encontro que
dichos niveles de dano se asocian con la progresion (creatinina y ferritina) de la

patologia y disminuyen con el tiempo en HD.

Hay algunos estudios que evaluan el dano inducido en el DNA
mitocondrial mostrado, que existen mayores niveles de dano en los pacientes
con IRC comparados con los controles (Lim et al, 2000; Liu et al, 2001).
Finalmente, también existe un estudio donde se encontro que en pacientes con
IRC, Ia longitud telomérica aumenta con el tiempo bajo tratamiento con HD
(Boxall et al, 20006).

Los resultados anteriores apuntan a que los pacientes con IRC poseen
una menor capacidad de reparar el dano inducido en su DNA; por lo tanto, una
manera de contrastar esta hipotesis consiste en inducir un determinado nivel de
dano y medir el efecto final, una vez se hayan dejado actuar los mecanismos de
reparacion. Entre los distintos agentes que se pueden utilizar para inducir el

dano en el DNA destaca la radiacion ionizante.

Las radiaciones ionizantes (electromagnéticas o particuladas) son
aquellas con energia, longitud de onda y frecuencia tales que al interaccionar
con un medio le transfieren energia suficiente para desligar a un electron de su
atomo. En ese instante en el que el electron se desprende del atomo al que
pertenecia, se produce la ionizacion que es, por lo tanto, la formacion de un par
de iones, el negativo (el electron libre) y el positivo (el atomo sin uno de sus
electrones). La ionizacion producida por una radiacion incidente que
interacciona con la materia (inerte o viva) puede ser directa o indirecta. En el
caso de la célula viva, las modificaciones sufridas por sus atomos y moléculas

tienen importantes consecuencias a nivel biologico.
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e La accion directa se produce cuando la Rl interacciona con una célula y
se producen ionizaciones y excitaciones en moléculas voluminosas como
el DNA, RNA, enzimas, proteinas, etc., que también son conocidas como

moléculas diana.

e La accion indirecta es cuando la interaccion se produce con el medio
(mayoritariamente agua) en el que estan en suspension las estructuras
celulares (el citoplasma) produciendo radicales libres, siendo estos los

que acaban interaccionando con la macromolécula diana.

La importancia de la accion sobre el medio reside en que, debido a que
en la ceélula hay mas cantidad de agua que en cualquier otro componente, la
probabilidad de lesiones mediadas por estos mecanismos es mucho mayor que
la de las lesiones directas sobre las moléculas diana. Ademas, la modificacion
radio-inducida puede producirse lejos del lugar de la interaccion con la
radiacion, ya que los radicales libres pueden difundirse en el medio como
minimo hasta distancias de 40 A, ya que su vida media es del orden de 10 s
(Dubner et al, 1995).

Los efectos que la RI tiene sobre el DNA son los siguientes: pérdida o
cambios de bases, roturas de simple cadena (SSB) y roturas de doble cadena
(DSB); y si estos danos no son reparados, dan lugar a efectos celulares como
aberraciones cromosomicas, necrosis, apoptosis o iniciacion del cancer. La
frecuencia relativa de aparicion de aberraciones varia con la dosis total, la tasa
de dosis y la transferencia lineal de energia (LET: linear enerqy transfer) de la
radiacion. Las roturas simples se producen sobretodo con radiaciones de baja
LET y aumentan con la dosis. Las roturas dobles aumentan con la dosis y con la
tasa de dosis, y predominan con las radiaciones de alta LET (Baverstock y Will,
1989).

Actualmente el sistema internacional de medidas utiliza como unidad de
radiacion absorbida al Grey, que equivale a la energia absorbida por kilogramo

de sustancia irradiada, y es la unidad de medida utilizada en el presente estudio.
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Una vez administrada una dosis de Rl a linfocitos primarios, de sangre
periférica, procedentes e distintos individuos, podemos obtener un gran
abanico de efectos, desde individuos donde la dosis aplicada produce poco
dano, a individuos que muestran elevados niveles de dano. A esta variacion en

su respuesta se le denomina radiosensibilidad.

1.6. Radiosensibilidad individual

La radiosensibilidad individual es una caracteristica inherente al sujeto, se
ha observado que un 5-7% de los pacientes sometidos a protocolos de radiacion
terapéutica desarrollan efectos adversos en los tejidos sanos, incluyendo
radiotoxicidad aguda y/o tardia (con dosis inferiores a la dosis de tolerancia en
tejidos sanos) e induccion de cancer (Twardella y Chang-Claude, 2002). Se
sugiere que la incidencia y severidad de estas reacciones esta influenciada por la
susceptibilidad genética a la radiacion (Thierens et al, 1991; Scott et al, 1998;
1999; 2000; Baeyens et al, 2002; Popanda et al, 2003; Leong et al, 2004; Lou
et al, 2004), aunque diversos factores relacionados con el paciente: estados de
alteracion de la microvasculatura (diabetes, senescencia, ateroesclerosis) y
alteraciones de la respuesta inmune (colagenopatias) pueden modificar la
respuesta tisular a las radiaciones ionizantes. Esta susceptibilidad genética se
asocia fundamentalmente con alteraciones en la capacidad de reconocer y/o

reparar las lesiones inducidas por la RI.

En los ultimos anos ha aumentado el interés en la evaluacion de la
susceptibilidad genética en relacion con la hipersensibilidad al riesgo
carcinogenico y con la hipersensibilidad a los efectos deterministas de la RI.
Probablemente estos dos tipos de hipersensibilidad coexistan en un numero de
situaciones, siendo la misma causa bioldgica (diferencias en la capacidad de
reparacion del DNA) la que puede conducir tanto a un riesgo aumentado de
cancer radioinducido, como a severos efectos deterministas de la radiacion

(Bourguignon et al, 2005b).

Comunmente se usan los linfocitos de sangre periférica para estudiar la

radiosensibilidad (Slonina y Gasinska, 1997; Alsbeih et al, 2000; Kizilian-Martel
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et al, 2003; Dunne et al, 2003; Bourguignon et al, 2005a) siendo el ensayo de
MN uno de los ensayos mas comunes, ya que es rapido y util para estudiar la
radiosensibilidad (Fenech, 2002; Ban et al, 2004), pudiendo medir el dano
cromosomico inducido de una manera mas facil que la requerida para contar

las aberraciones cromosomicas estructurales.

El ensayo de MN se esta utilizado cada vez mas para detectar el dano
cromosomico inducido por la radioterapia (Mozdarani et al, 2005). En pacientes
con carcinoma cervical se ha encontrado que la frecuencia de MN inducidos /n
vitro en los linfocitos es mayor en pacientes que desarrollan reacciones cutaneas
tisular después de la terapia con radiacion, que aquellos que no presentan
reacciones. Ademas, existe una correlacion entre la frecuencia de MN vy la

severidad de estas reacciones (Widel et al, 2003).

Sobre las ventajas del ensayo de MN en los estudios de radiosensibilidad
cabria citar los estudios de Lou et al. (2004; 2008) donde se analizo la respuesta
a la radiacion en los linfocitos, mediante tres ensayos genéticos diferentes: MN,
cometa y mutacion génica en el gen HPRT, encontrandose que la diferencia
entre pacientes con cancer y controles se detectd unicamente con el ensayo de
MN.

1.7. Induccién de dafio genético y su deteccion.

La toxicologia genética o la mutagénesis tienen como objetivo estudiar la
induccion de mutaciones por agentes fisicos, quimicos y bioldgicos, identificar
estos agentes y analizar sus interacciones y mecanismos de accion. Los estudios
de mutagenesis enfocan su atencion sobre niveles de exposicion que no se
consideran toxicos, porque no causan efectos inmediatos identificables
faciimente, pero tienen un efecto sobre el DNA. En 1983 la Comision
Internacional para la Proteccion contra Mutagenos y Carcinbgenos Ambientales
establecio una definicion que limita el uso del término genotoxico a aquellos
agentes que causan danos en el material genético a dosis subtoxicas (ICPEMC,
1983).
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Las alteraciones inducidas en el DNA, como las ocasionadas por las EROS,
son el objeto de estudio de la toxicologia genética, que se sirve de herramientas
especificas para estudiar dichos efectos: los ensayos de genotoxicidad. Asi,
tenemos que los métodos utilizados en esta disciplina son amplios y variados,
dependiendo de los objetivos que se deseen alcanzar. Como el objetivo, en la
mayoria de los casos, es determinar si un agente en particular es capaz de
inducir dano en al DNA, se han desarrollado ensayos para analizar las
modificaciones en el DNA y para detectar las mutaciones antes y despues de las
exposicion al agente de interées. Los ensayos de genotoxicidad se pueden llevar
a cabo /n vivo o in vitro, y los ensayos pueden utilizar un amplio abanico de
complejidad bioldgica abarcando desde bacterias, a cultivos de celulas
eucarioticas, asi como utilizando distintos animales destinados a
experimentacion, incluyendo mamiferos. Ningun ensayo por si solo tiene la
capacidad de detectar todos los agentes genotoxicos, ni los distintos tipos de
dano geneético que se pueden generar, por lo que se hace necesario el empleo
de un conjunto de ensayos que abarquen diferentes sistemas bioldgicos y
marcadores de mutacion; a este conjunto de pruebas se le domina bateria de
ensayos de genotoxicidad, donde cada ensayo permite detectar efectos

especificos, por lo que son denominados biomarcadores de efecto.

Los biomarcadores son una medida cuantitativa de una senal quimica,
celular, molecular, inmunoldgica, genética o fisioldgica, evento o estado
bioldgico, que se pueda medir en el material bioldgico. Los biomarcadores son
una herramienta util para detectar la exposicion a un agente genotoxico, y
contribuyen a que se analice una situacion mas real ya que consideran la
exposicion general, que no solo incluye el agente objeto de estudio, sino

también el ambiente complejo en el que se encuentra.

Los biomarcadores se utilizan para detectar la existencia de una
exposicion y determinar sus consecuencias biologicas, como por ejemplo: un
factor que cause una enfermedad o un factor que proteja contra una
enfermedad, detectar los estados iniciales e intermedios de una enfermedad,
realizar estudios mas rapidos y precisos a nivel preclinico, relacionar la

exposicion individual a la historia particular de cada individuo, identificar a los
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individuos sensibles de una poblacion, y para fundamentar la decision de

intervenir tanto a nivel individual como ambiental (Pena et al, 2001).

Segun Albertini y colaboradores (1996), los biomarcadores se pueden

dividir en tres grupos:

*

Biomarcadores de exposicion, detectan si el agente genotoxico ha
penetrado en el organismo a diferentes niveles, localizando la presencia
de agentes mutagenicos y/o carcinogénicos (o sus metabolitos) en
tejidos y secreciones corporales. Si el compuesto ha penetrado y ha
interaccionado con el material genético, se puede detectar por la
aparicion de aductos en proteinas (albumina y hemoglobina) y en el
DNA, asi como por la formacion de intercambios entre cromatidas

hermanas, lo que refleja una exposicion primaria.

Biomarcadores de efecto, miden el dano genético una vez que ya ha sido
procesado por el organismo. Las lesiones en el DNA, una vez procesadas,
pueden convertirse en cambios permanentes en las células (mutaciones).
Como son efectos fijados, reflejan danos correspondientes a exposiciones
pasadas, por lo que son utiles para detectar dafno acumulativo. Si se
quiere detectar dano cromosodmico se pueden utilizar como
biomarcadores de efecto temprano, ensayos citogenéticos, tales como el
de aberraciones cromosomicas (AC), intercambios entre cromatidas

hermanas o micronucleos (MN), como es el caso de nuestro estudio.

Biomarcadores de susceptibilidad, se basan en identificar aquellas
diferencias interindividuales que hacen que un individuo sea mas
susceptible o responda de una manera diferente, con un mayor riesgo
para su salud, frente a diferentes exposiciones ambientales. La capacidad
de reparacion del dano genético también esta determinada
genéticamente y aquellos individuos deficientes en los mecanismos de
reparacion sufriran mayores niveles de dano genético irreversible, incluso

frente a exposiciones de baja intensidad.
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1.8. Los micronucleos (MN)

Los micronucleos (MN) son masas de cromatina que tienen forma de
pequenos nucleos y que aparecen cerca del nucleo principal de las céelulas
interfasicas. Se pueden originar por la pérdida de fragmentos cromosomicos y/o
cromosomas enteros durante la division celular, ya sea de manera espontanea
O como respuesta a la accion de agentes clastogénicos y/o aneugenicos
(Fenech y Morley, 1985). Las roturas cromosomicas daran lugar a fragmentos
cromosomicos acentricos que, al no disponer de centromero, no se incluiran en
los nucleos hijos durante la division celular, al no poderse unir al huso mitotico
en la anafase. Estos fragmentos se rodean de membrana nuclear y aparecen en
el citoplasma como pequenos nucleos. Si el dano genotoxico ha afectado a las
proteinas del cinetocoro, al centromero o al huso mitotico, lo mas probable es
que se produzca un retraso y por lo tanto un desequilibrio en la distribucion de
los cromosomas, provocando que aquellos cromosomas rezagados se pierdan
durante la anafase y se rodeen de membrana nuclear, como ocurre tambiéen

con los fragmentos cromosomicos acéntricos, originando micronucleos.

En la figura 8 podemos observar la representacion de una célula que,

ademas de su nucleo, contiene dos micronucleos.

Micronucleos

Nucleo

Figura 8. Célula interfasica mostrando dos micronucleos.
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1.8.1. El ensayo de micronucleos

Teniendo en cuenta el origen de los micronucleos, pronto se busco una
manera facil de poderlos detectar y cuantificar, convirtiéndolos en
biomarcadores de efecto genotoxico. En este contexto, la técnica de
micronucleos fue inicialmente desarrollada en 1975 por W. Schmid, y
actualmente es una de las técnicas citogenéticas mas utilizadas para evaluar el
dano genético. Se utiliza tanto en estudios /n vivo como /n vitro, siendo los
eritrocitos de médula 6sea de raton o de sangre periférica, las células con las
que mas se realiza. Desde 1983 éste es el ensayo /7 vivo mas utilizado en la
evaluacion genotoxica de los productos quimicos. Ademas, esta incluido dentro
de la bateria de ensayos de genotoxicidad oficialmente validados (OECD, 1997).
Segun un estudio donde se analizd el numero de trabajos publicados que
utilizaron el ensayo de MN y los que utilizaron el ensayo de aberraciones
cromosomicas, se observa que ultimamente existe una marcada tendencia a

utilizar el ensayo de MN en los estudios de genotoxicidad (Bonassi et al, 2005).

1.8.1.1. Ventajas del ensayo de MN

La amplia difusion del uso del ensayo de MN se debe, sin duda, a sus

multiples ventajas. Algunas de éstas se enumeran a continuacion.

a) El ensayo de MN permite detectar diferentes tipos de lesiones:

*

roturas de doble cadena del DNA.

*+ roturas de cadena simple del DNA (mal reparadas o sin reparar). La
mayoria de los MN derivan de la mala reparacion de diferentes lesiones
(Surrallés et al, 1995), por lo que el ensayo de MN también se podria
utilizar para evaluar la eficacia de la reparacion.

+ Puentes nucleoplasmaticos, generados por la presencia de cromosomas
dicéntricos.

+ Amplificacion génica, que es el mecanismo por medio del cual el DNA

amplificado es eliminado de las celulas. Se puede cuantificar al observar

46



INTRODUCCION

la presencia de un MN que ha sido expulsado del nucleo pero aun esta
adherido a éste por un puente.

+ Apoptosis, mediante la frecuencia de nucleos condensados (Kirsch-
Volders et al, 1997).

b) Es un método preciso y confiable para la medicion de dano genético, siendo
también relativamente rapido y economico (Fenech, 2002).

c) Se puede identificar el mecanismo de induccion de los MN utilizando
técnicas de hibridacion /n situ fluorescente (FISH) y de esta manera
identificar la region cromosomica que se ha perdido o roto.

d) Al no requerir la observacion cromosémica, permite trabajar con diferentes
tipos celulares (céelulas sanguineas, células epiteliales de la mucosa bucal o
nasal, esperma, células uroteliales, etc.).

e) Es posible valorar efectos meses despues de que haya ocurrido la exposicion
(Lee et al, 2002).

1.8.1.2. Inconvenientes del ensayo de MN

Como todo ensayo, el de MN tiene una serie de aspectos que han de
tenerse en cuenta para evitar malas interpretaciones de los resultados
obtenidos. Algunos de los puntos que se ha de tener en cuenta se presentan a
continuacion. Hay que resaltar, sin embargo que la mayoria de objeciones

presentadas se podria también aplicar a otros ensayos.

a) Durante el proceso de analisis de los resultados deben tomarse en cuenta
factores de confusion como la edad y sexo (Migliore et al, 1991), asi
como la tincion utilizada (Surrallés et al, 1995).

b) El tabaquismo, cuando se aplica el ensayo a monitoreo de poblaciones
humana, podria ser en algunos casos un factor de confusion (Bonassi et
al, 2003).

c) En algunos casos la variabilidad intraindividual puede alcanzar hasta un
67% atribuible al error experimental (Fenech y Neville, 1992).

d) La persistencia relativamente baja de los MN en células con elevado

indice de division, ya que los MN provienen de aberraciones
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cromosomicas inestables 'y, por lo tanto, tienden a perderse con el
tiempo (Tucker y Preston, 1996; Ramirez et al, 1999).

e) Las diferencias de protocolo con variaciones entre diferentes laboratorios
son una importante fuente de variabilidad al comparar resultados
(Bonassi et al, 2001).

f) Variabilidad en los criterios de recuento entre distintos laboratorios e
incluso entre personal del mismo laboratorio, 1o que representa el 45%

de la variabilidad total (Bonassi et al, 2001).

1.8.2. Ensayo de micronucleos en linfocitos humanos

La técnica del recuento de MN como medida de dano cromosomico
sobre cultivos de linfocitos humanos fue propuesta por primera vez por
Countryman y Heddle en 1976, cuyo unico requisito era la eleccion de tipos
celulares con gran actividad mitotica. Mas tarde, en 1985, el ensayo de
genotoxicidad fue mejorado por Fenech y Morley, consiguiendo senalar
cuando una célula habia sufrido una division mitotica; para ello desarrollaron la
denominada teécnica del bloqueo de la citocinesis [CBEMN: cytokinesis-block
micronucleus) cuyo fundamento se basa en la utilizacion de un agente quimico
denominado citocalasina-B cuya funcion es impedir la citocinesis celular,
bloqueando la polimerizacion de las fibras de actina, impidiendo la citocinesis
sin afectar la division nuclear, 1o que supone generar células con los dos nucleos

hijos dentro del mismo citoplasma (binucleada).

En la figura 9 se muestra la obtencion de células binucleadas por el

bloqueo con citocalasina-B.

La citocalasina-B es una molécula aislada del hongo Helminthosporum
dematoideum, que inhibe la polimerizacion de la actina, impidiendo la
citocinesis al imposibilitar la creacion del anillo contractil, constituido por
microfilamentos de actina y miosina, necesario para la particion celular en

telofase mitotica. Esta molécula no afecta a las fibras del huso ni a la division del
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Nnucleo, por lo que origina células binucleadas que han sufrido una sola division

(Fenech, 1993; 2000).

Formacion de micronucleos debido a la pérdida de un cromosoma entero
y/0 un fragmento cromosomico de tipo aceéntrico en la anafase mitotica.
El esquema muestra el bloqueo con citocalasina-B y la consecuente
obtencion de células binucleadas, sin el cual se observarian células
mononucleadas con pérdida cromosémica, siendo imposible diferenciar si
se trata de células madres o hijas (Fenech, 1993).

Figura 9. Obtencion de células binucleadas por bloqueo con citocalasina-B.

En la figura 10 podemos ver un esquema que muestra los distintos tipos
de dano causados en células binucleadas debido a la interaccion de un agente

genotoxico.
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Figura 10. Danos al DNA y muerte celular, efectos que puede detectar el ensayo de
micronucleos (Fenech, 2002).
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1.8.2.1. Factores que afectan a la frecuencia de MN en humanos

Existen diversos factores que pueden influir en la frecuencia basal de
micronucleos observada en humanos (Zalacain et al, 2005). Estos los podemos

ver en la tabla 9.

Entre los diversos factores que pueden influir en la frecuencia basal de
MN; la edad ha sido ampliamente estudiada, relacionandose una mayor edad
con un mayor indice de MN (Migliore et al, 1991; Bonassi et al, 2001; Bukvic et
al, 2001). En el caso del analisis del género, las mujeres presentan una
frecuencia basal superior a la de los hombres y el numero de MN incrementa
cuando se superan los 35 anos de edad, se ha visto que este incremento se

debe a una mayor frecuencia de MN originados por pérdida cromosomica.

Tabla 9. Factores que incrementan o disminuyen la frecuencia de MN

FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS

LA INCREMENTAN LA DISMINUYEN

Edad (>edad > MN) Agentes antioxidantes
Geénero (> en mujeres) Vitamina Ey C

Presencia de homocisteina [3-caroteno

Déficit de folato y vitamina B12 Infusiones de ginseng y té

Procesos fisiologicos (menopausia, osteoporosis)
Farmacos citostaticos (tratamientos antitumorales)

Exposicion a agentes toxicos

La presencia de homocisteina en plasma, junto al déficit de folato y de
vitamina B12 también conduce a un incremento de la frecuencia basal de MN
(Fenech, 1993; Fenech et al, 1999, Fenech y Crott, 2002). En el caso de las
mujeres, la entrada en la menopausia y el posible desarrollo de la osteoporosis
se relacionan con un mayor indice de MN (Landi et a/, 2000). Otros estudios
relacionan un descenso del numero de MN al suplementar la dieta con agentes
antioxidantes como la vitamina E, vitamina C, -caroteno, ginseng e incluso

infusiones de té (Xue et al, 1992; Lee et al, 2004).
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Diversos estudios se han centrado en el estudio de los farmacos
citostaticos utilizados en los protocolos antitumorales en pacientes con cancer,
Cuya accion esta dirigida a frenar la proliferacion celular. La exposicion reiterada
a agentes citostaticos puede causar efectos adversos tales como mutaciones,
inmunotoxicidad y cancer debido a que pueden inducir dafos genotoxicos y
alterar los mecanismos de division en células que se multiplican rapidamente. El
resultado de estos trabajos demostro que las combinaciones de farmacos
utilizados incrementan de modo significativo el numero de MN (Migliore et al,
1991, Jagetia et al, 2001).

Con respecto al efecto de los metabolitos toxicos del tabaco, medido
mediante el ensayo de MN, existe una gran controversia, ya que varios trabajos
han demostrado que el habito de fumar no se veia reflejado en la frecuencia de
MN frente a grupos controles no fumadores (Barale et al, 1998; Bukvic et al,
2001; Bolognesi et al, 2002). Al contrario, varias publicaciones han detectado
diferencias entre grupos de fumadores y no fumadores. Asi, en un estudio
realizado en personas expuestas a bajas dosis de radiacion, por su actividad
laboral, se observaron frecuencias de MN significativamente incrementadas en
el grupo de personas expuestas a radiacion que fumaban, frente a los no
fumadores expuestos (Maffei et al, 2002). En un reciente estudio, en el que se
incluyen 24 bases de datos implicadas en el proyecto HUMN, se ratifico la gran
controversia y disparidad de los resultados con respecto al habito fumador y su
implicacion en la formacion de MN. La mayoria de los laboratorios demostraron
que no existian diferencias entre el grupo de fumadores y no fumadores; un
unico laboratorio encontro diferencias significativas entre ambos grupos y otros
dos relacionaron el hecho de ser fumador con una disminucion significativa en
la frecuencia de MN. Por ultimo, la conclusion extraida por la mayoria de
laboratorios fue que los fumadores habituales que consumian 30 o mas
cigarros/dia y que no estaban expuestos a ningun otro agente toxico externo
manifestaban un incremento significativo en el numero de MN; un estudio mas
reciente obtuvo las mismas conclusiones siendo el corte de consumo de tabaco
el de 20 cigarrillos/dia (Bonassi et al, 2003; Wu et al, 2004; De la Chica et al,
2005).
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I OBJETIVOS

La IRC es una patologia que se asocia con una elevada incidencia de
cancer y enfermedades cardiovasculares y se ha propuesto que los pacientes
con IRC poseen un cierto grado de inestabilidad genética responsable, al

menos en parte, de la patologia.

Con esta premisa, la presente Tesis tiene por objetivo general
determinar si en pacientes afectados con IRC, existen niveles anormales de
dano genético y susceptibilidad gendmica. Para cumplir este objetivo general,

se han propuesto diferentes objetivos especificos, como pueden ser:

1. Determinar si la frecuencia de MN se asocia con la progresion de la
enfermedad; para ello, a los pacientes con IRC se les ha clasificado de
acuerdo al parametro de filtrado glomerular (FG).

2. Determinar si en pacientes con IRC sometidos a dialisis, los niveles de
dano genético (MN) son mayores que en los pacientes que no estan
bajo dicho tratamiento.

3. Determinar si hay una correlacion entre el tiempo en HD y la
frecuencia de MN.

4. Determinar si la poblacion con IRC es mas radiosensible que la
poblacion control, sometiendo a los linfocitos de los pacientes con IRC
a una dosis de radiacion de 0,5 Gy.

5. Determinar sila radiosensibilidad esta relacionada con el grado de IRC,

de acuerdo a su FG.
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Il MATERIALES Y METODOS

3.1. Poblacion estudiada

La poblacion estudiada fue reclutada en la Fundacion Puigvert de Barcelona
(Espana) y consta de un total de 258 individuos, clasificados de la siguiente

manera:

1) Una poblacion de 201 pacientes con IRC, de los cuales:
-103 padecen la enfermedad, pero aun no estan bajo HD, y
- 98 estan en el programa de HD convencional con membranas
sintéticas de baja permeabilidad, de la Unidad de Hemodialisis de esta
Fundacion. De los pacientes en HD, 33 fueron analizados por segunda

vez, aproximadamente un ano despues.
2) Una poblacion control de 57 voluntarios.

El estudio fue aprobado por la Comisién de Etica de la Fundacion
Puigvert, y cada paciente leyo y firmo un consentimiento informado en el
momento de proporcionar la muestra de sangre. Mediante una encuesta
realizada a cada voluntario y los historiales médicos de los pacientes, se

obtuvo la siguiente informacion.

Caracteristicas generales, tales como el género, la edad y el habito
tabaquico; desafortunadamente, en la encuesta a los pacientes con IRC no se
ha pedido especificar cuantos cigarrillos al dia consumen los fumadores, y no

se cuenta con informacion acerca de este habito en los controles.

Asimismo se obtuvieron caracteristicas especificas de la poblacion con
IRC, como las causas de la enfermedad, el estadio de la IRC, en su caso, el
tiempo en tratamiento con HD, el numero de pacientes que ha recibido un
trasplante, la frecuencia de patologias asociadas al desarrollo de la

enfermedad, asi como los medicamentos que toman para su control. Otro
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aspecto que caracteriza a esta poblacion es la administracion de suplementos
como parte del tratamiento nutricional, por lo que se obtuvo informacion
acerca de los suplementos administrados. También se realizaron analisis
bioquimicos en el laboratorio de Bioquimica y Hematologia de la Fundacion

Puigvert y se cuenta con estos parametros analiticos.

3.2. Obtenciéon de las muestras

La extraccion de sangre para los distintos parametros analiticos y para
el ensayo de MN fue de 5 mL. En el caso de los pacientes con IRC (no en HD)
se realizd durante su revision medica; en el caso de los pacientes en HD, se
realizo antes de iniciar su sesion de hemodialisis y, en el caso de los controles,
se realizod al reclutarlos durante su visita (por diversas razones ajenas a la

patologia) a las instalaciones de la Fundacion Puigvert.

Las muestras se almacenaron en tubos con heparina de sodio, se
mantuvieron a temperatura ambiente y se trasladaron inmediatamente a los
laboratorios de Grupo de Mutagénesis del Departamento de Genética y de
Microbiologia de la Universidad Autonoma de Barcelona;, donde fueron

procesadas el mismo dia de la extraccion.

3.3. Ensayo de micronuicleos

El ensayo de micronucleos se realizd siguiendo el protocolo

estandarizado del Grupo, tal como se describe a continuacion:

Se agregaron 0,5 mL de sangre completa a 4,5 mL de medio RPMI 1640
con 15% de suero bovino fetal (desactivado con calor), 1% fitohemaglutinina,
1% glutamina y 1% de penicilina-estreptomicina. Después de una incubacion
de 44 horas a 37 °C, se agrego citocalasina B a una concentracion final de 6
ug/mL para bloquear la citoquinesis; los cultivos se incubaron durante otras
28 horas (tiempo total de cultivo: 72 hrs), se cosecharon los cultivos y se

agrego gota a gota 5 mL de solucion hipotonica (KClI 0,075 M a 4 °C),
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posteriormente se fijo tres veces con 5 mL de metanol: acido acético en
proporcion 3:1, agregando de 3 a 4 gotas de formaldehido al 37% en el
segundo lavado. Posteriormente se gotearon las células y se llevo a cabo la
tincion con Giemsa. Se contaron 1000 células binucleadas por individuo,
donde se analizd el numero de MN y el de células binucleadas con MN
(BNMN]). Se evaluo la citotoxicidad contando el numero de nucleos en 500
células y se determind la proliferacion celular utilizando el indice CBPI
(Surrallés et al, 1995). La figura 11 muestra el esquema que representa el

protocolo utilizado en el ensayo de MN en linfocitos de sangre periférica.

82% medio RPMI 1640
15% FBS (bovino) 0,5mLsangre - 44 hrs =P Anadir 10 pL citocalasina B;
1% PHA (fitohemagluinina) 4,5 mL medio concentracion final cultivo 6 ug/mL

1% glutamina
1% penicilina/estreptomicina \ H Aspirar
37°C

@ sobrenadante
800 rpm
72 hrs ——> w

./

+ 5 mL KCl
0,075Ma4°C
20 pL/gota l
OO Aspirar
\ sobrenadante
800
+5mL(3:1) Bmin
l metanol: acido acético €

m. o. Tincion Giemsa
x 1000 €——— 10% tampon fosfato
(PH 6,8) 10 min 3 lavados

+ 3 gotas de formaldheido al 37%
o O en el segundo lavado

Contar 1000 células/individuo

Figura 11. Protocolo del ensayo de MN en linfocitos de sangre periférica.

3.3.1 Criterios para la determinacion de los MN

Como ya se ha mencionado, ésta es una de las partes que representa la
mayor variabilidad en la obtencion de resultados ya que depende mucho del
criterio utilizado por la persona que va a contar. Es por esto que se han

descrito criterios de seleccion para reconocer tanto las células en las que se
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debe realizar el recuento, como criterios para seleccionar los MN que
presenten las caracteristicas necesarias para ser reconocidos como tales y que

el recuento realizado sea fiable y objetivo (Fenech, 2000; Fenech et al, 2003).
Se han utilizado los criterios de seleccion de las células binucleadas
(BN) y de los MN definidos por el proyecto HUMN (Bonassi et al, 2001) y se

describen de forma resumida en la tabla 10.

Tabla 10. Criterios definidos por el HUMN-project para la seleccion de células

binucleadas y micronucleos en células humanas.

Criterios para células binucleadas

Criterios para micronucleos

El citoplasma debe distinguirse
claramente

Las membranas citoplasmatica y nuclear
han de estar intactas

Los nucleos han de tener:
- similar grado de condensacion de la
cromatina

- Igual tamano, forma (ovalados) y patron
de tincion

- Pueden estar unidos por puentes

El diametro oscila entre 1/16-13/3 de la
medida del diametro del nucleo principal

No refractarios
Intensidad de tincion similar a los nucleos
principales

Forma similar a los nucleos de la célula
binucleada

No conectados con ninguno de los

nucleoplasmaticos nucleos de la célula binucleada

Pueden tocar los nucleos de la célula

- Pueden tocarse pero no solaparse ;
binucleada pero no solaparse con ellos

Ninguno de los nucleos debe
encontrarse en etapas de apoptosis

Los linfocitos en cultivo no se dividen de forma sincronizada, de
manera que se pueden encontrar en un mismo cultivo células mono, bi y
multinucleadas, asi como células en vias de apoptosis y necrosis. Por ello es
necesario conocer también las caracteristicas de las celulas en vias de
apoptosis y necrosis para que sean eliminadas del recuento, ya que solo
deben incluirse las celulas viables. Las células en vias de apoptosis se
caracterizan por presentar cromatina condensada, que en etapas tempranas
de la apoptosis puede manifestarse como cromatina marginal y que mas

tarde, conforme avanza el proceso apoptotico, culmina en la fragmentacion
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del material nuclear, quedando éste disperso en el citoplasma y reflejandose

en una tincion mas oscura con respecto a la habitual.

Figura 12. (a), (b), (c) células binucleadas portadoras de microntcleos; tanto las células
como los micronucleos cumplen los criterios de seleccion definidos por el comité
internacional de micronucleos humanos; (dj, (e} y (f] distintos estadios de células en vias
de apoptosis: (g), (h) e (i) células con distintos indices de division nuclear; (g) células
mononucleadas; (h) célula trinucleada portadora de micronucleos; (i) célula
tetranucleada portadora de micronucleos. (j) célula mononucleada con micronuleos.

En el caso de fendmenos necroticos, las células que los sufren muestran
citoplasmas palidos, presencia de vacuolas que se localizan principalmente en
el citoplasma, dano evidente en la membrana citoplasmatica con nucleos
intactos en etapas tempranas de necrosis; en cambio las células en estados
avanzados del proceso necrotico muestran pérdida del citoplasma y dano
irregular en la membrana nuclear, con so6lo una parte de la estructura nuclear
intacta (Fenech, 2000). En la figura 12 podemos ver fotografias con ejemplos
de células que cumplen con los criterios definidos en la tabla anterior, células

en vias de apoptosis y ceélulas con distintos indices de division celular.
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3.4. Determinacion de la radiosensibilidad

3.4.1. Irradiacion de los cultivos de linfocitos

De las 4 réplicas por individuo que se prepararon de acuerdo al
protocolo, se irradiaron dos réplicas, es decir 2 tubos de 5 mL con 0,5 mL de
sangre completa y 4,5 mL de medio. La exposicion a 0,5 Gy de radiacion
gamma se llevo a cabo mediante un irradiador modelo IBL 437 C de Shering
CIS Bio International, (que utiliza el Cesio 137 como fuente de radiacion) en la
Unidad Técnica de Proteccion Radiologica de la Universidad Autonoma de
Barcelona. Se introdujo un cilindro giratorio cargado con la gradilla de
muestras al irradiador, donde al iniciar el proceso el cilindro gira 180°a 18 rpm
para proporcionar una dosis homogénea. El tiempo de exposicion varia de
acuerdo a la vida media del Cesio 137, por lo que se calcula cada vez que se
realiza una exposicion. Durante el periodo de nuestro muestreo, para una
dosis de 0,5 Gy se requirié de aproximadamente 5 segundos de exposicion.
Posteriormente a la irradiacion, se coloco el total de las muestras en

incubacion, para continuar con el protocolo de MN.

3.4.2. Parametros de radiosensibilidad.

Al irradiar las muestras se obtienen dos parametros que miden el efecto de
la radiacion:

a) Elincremento por la radiacion: las BNMN generadas por efecto de la
radiacion.
BNMN 0,5 Gy — BNMN

b) Elincremento relativo: el numero de veces que ha incrementado la

frecuencia de MN basal por los efectos de la radiacion.

BNMN 0,5Gy - BNMN / BNMN
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3.5. Analisis estadistico

e La descripcion y el analisis estadistico de este estudio se realizaron
empleando el programa SPSS, version 17.0.

e Las pruebas de normalidad a las variables citogenéticas, se realizaron
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.

e Lavariable de BNMN se normalizo mediante el Log10.

e Se realizaron 2 analisis multifactoriales, modelo lineal general:
univariante, con las variables citogenéticas de BNMN y con BNMN 0,5
Gy como variables dependientes.

e Se realizaron regresiones lineales de la variable citogenética con
diversas variables continuas, como: los valores de creatinina, el FG, el
tiempo en HD y la edad.

e Para las comparaciones entre poblaciones, entre grupos, y para
muestras dependientes (antes y después de un ano en HD) se

realizaron pruebas ¢ de Student.

Todas las comparaciones positivas se han basado en un nivel de significacion
estadistica del 95%.
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IV RESULTADOS

4.1. Estadistica descriptiva de la poblacion

La tablal1 muestra la descriptiva de las poblaciones que se han utilizado en
este estudio, una poblacion con IRC formada por 201 pacientes, y su

correspondiente poblacion control formada por 57 personas.

Ambas poblaciones tienen proporciones de género similares con un
58% de hombres en el grupo control y 61% en los pacientes, diferencias que

son claramente no significativas (#= 0,70).

En cuanto a las medias de edad, éstas si que son significativamente
diferentes (# < 0,001), siendo mas joven la poblacion control (X = 52 anos)
respecto a los pacientes (X = 65 anos). También existen diferencias de edad
entre el grupo en HD respecto al que se encuentra en una fase menos
avanzada de la patologia (P = 0,002). Con respecto a la distribucion de
fumadores, desafortunadamente no existen datos para la poblacion control,
pero entre los subgrupos con IRC, éstas son similares (#= 0,393). En cuanto al
indice de masa corporal la poblacion control y la de IRC muestran valores
equivalentes (P = 0,147), aunque al comparar los dos subgrupos con IRC,
encontramos que la poblacion de pacientes en HD tiene un IMC

significativamente menor (#=0,015).

Ambas poblaciones se han clasificado de acuerdo al estadio segun el
filtrado glomerular de sus miembros. La clasificacion se hizo en 5 grupos
donde el 1 y el 2 corresponde a los asintomaticos (normales) y el 5
corresponde a los pacientes en la fase terminal de la enfermedad. Hay que
remarcar que el estadio 5 corresponde a tenerun FG<a 15 mL/min 1,73 m? y
en el se encuentran 110 pacientes, de los cuales 12 (11%) se preparan para la
HD pero aun no la han iniciado, mientras que los 98 (89%) restantes han
sufrido un mayor descenso en el FG (8-10ml/min) y son los que corresponden
al 100% de la poblacion en tratamiento con HD. Otro aspecto importante

respecto al estadio de la IRC, es que al analizar los resultados, Nnos
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encontramos que entre los individuos reclutados como controles existe un
23% que presentan un grado 2 de IRC, lo cual se puede atribuir a la edad y es
congruente con los datos epidemiologicos, que indican que gran parte de la
poblacion adulta padece inicios de IRC en la fase asintomatica. Los estadios 3
y el 4 son los que predominan en los pacientes con IRC que aun no pasan a
HD.

En cuanto al periodo de tiempo que llevan en HD los pacientes
seleccionados, podemos ver que existe un rango muy amplio, ya que se
cuenta con pacientes que llevan desde un mes hasta quienes llevan 21,5 anos
en HD. Sin embargo, cabe mencionar que el 50% de la poblacion dializada
esta dentro de un rango de 2 a 5 anos y que despues de los 11 anos solo hay
3 pacientes (con 15, 21y 21,5 anos). Se asume que pocos pacientes llegan a
cumplir tantos anos de tratamiento debido a la alta mortalidad caracteristica
de esta poblacion, o a que reciben un trasplante. Asimismo, podemos ver que
el 28% de esta poblacion ha recibido un trasplante y aun asi requieren de la

HD, dado que dicho trasplante no resulto eficaz.

En la tabla 11 se indica también la incidencia y distribucion de algunas
patologias comunes como  hipertension,  dislipemia,  patologias
cardiovasculares, diabetes y cancer. Aunque en la poblacion control se
pueden detectar algunas de estas patologias, sus frecuencias son
significativamente menores que en los pacientes con IRC, excepto para la
diabetes que esta presente en proporciones similares en ambas poblaciones (~
= 0,557). Entre los subgrupos con IRC (sin HD y HD), la presencia de diabetes
(P = 0,779), hipertension (P = 0,902), dislipemia (P = 0,471) y cancer (P =
0,713) es similar, aunque en el caso de la enfermedad cardiovascular, ésta es
significativamente mas frecuente en el subgrupo de HD (P = 0,013). Estas
patologias estan ampliamente ligadas; recordemos que la hipertension y la
diabetes se consideran factores de iniciacion en la IRC y, junto con la

dislipemia, son también las principales causas de la EVC.
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Tabla 11. Descriptiva de las poblaciones estudiadas.

DESCRIPCION DE LA POBLACIONES ESTUDIADAS

Caracteristicas Controles Pacientes con IRC
Total sin HD HD

N 57 201 103 98
Hombres (%) 58 61 60 60
Mujeres (%) 42 39 40 38
Edad + S.E 52,11+ 1,97 65,06 + 0,94 67,66 £ 1,11 62,33+ 1,49
'c“:)‘:ggr‘a’f masa 27,29 0,93 25,94 £ 0,34 26,78 £ 0,45 25,14 % 0,49
Tabaquismo (%) ND 55 52 58
% en c/estadio de IRC
1/2/3/4/5 77/23/0/0/0 | 0/2,5/23,4/19,4/54,7 0/4,9/45,6/37,9/11,7 0/0/0/0/100

+ +
mfﬁfnea'TqHD e N/A N/A /A 42'(??253)' %
Transplantados (%) N/A 13 0 28
Hipertension 28 89 89 89
Dislipemia 9 60 62 57
ECV 0 51 43 60
Diabetes 16 25 26 24
Cancer 0 21 23 21
Vitamina D 0 38 31 45
Acido folico 0 24 6 44
L-carnitina (Carnicor) 0 25 0 52
Vitaminas By C 0 17 1 35
Hierro (Venofer) 0 54 93 12
Eritropoyetina 0 55 16 96
*IECA ; ARA-II 7 64 84 43
*Estatina 5 61 66 55
*Sevelamer (Renagel) 0 31 0 63

N/A: no aplica; ND: no disponible; IMC: indice de masa corporal; IECA: inhibidor de la enzima de
conversion, bloquea la conversion de angiotensina a una forma mas activa. Se utiliza en el
tratamiento de la hipertension, la insuficiencia cardiaca congestiva y para frenar la progresion de

la insuficiencia renal crénica, sobretodo cuando se asocia a proteinuria. ARA-II: antagonistas del
receptor de la angiotensina Il, farmaco que también actua inhibiendo el sistema renina-
angiotensina; Estatina: farmaco usado para disminuir el colesterol; Sevelamer: farmaco
secuestrador de fosfato, usado para el control de la hiperfosfatémia.

La dislipemia (alteracion del metabolismo de lipidos) esta vinculada a la
diabetes, al hipotiroidismo y a la obesidad patoldgica. Hay que resaltar que la

patologia cancerosa esta presente en un 21% de la poblacion con IRC, lo que
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es congruente con la bibliografia, ya que los pacientes con IRC tienen un

mayor riesgo de cancer que la poblacion general.

Recordemos que como parte del tratamiento de la IRC los pacientes
reciben suplementos nutritivos. Aparte del hierro, que se suministra
fundamentalmente al grupo predialisis, el resto de suplementos se suministra
a la poblacion bajo HD, la vitamina D, acido félico, asi como las vitaminas By C
y la L-carnitina, son suplementos que toman exclusivamente los pacientes en
HD. Este ultimo, es un nutriente responsable del transporte de acidos grasos al
interior de las mitocondrias, su fuente principal son las carnes rojas y su
deficiencia disminuye la produccion de energia y aumento de la masa del
tejido adiposo. Segun los cuestionarios, los individuos de la poblacion control

no toman ningun suplemento.

Aparte de los suplementos nutritivos, que compensan las deficiencias
causadas por la IRC, los pacientes reciben tratamientos cronicos con distintos
farmacos. En la tabla se indican aquellos mas usuales como son la
eritropoyetina, los inhibidores del sistema renina-angiotensina, la estatina y los
controladores de la hiperfosfatémia. Todos estos farmacos se aplican a
practicamente todos los pacientes, aunque hay algun individuos control que

recibe tratamientos con algunos de ellos.

La eritropoyetina (EPO) se usa como parte del tratamiento de la anemia
y contribuye a mejorar la calidad de vida de los pacientes bajo HD, y es
precisamente en este grupo en el que se encuentra mayormente
subministrada. Cabe mencionar que la dosis de EPO aplicada a cada paciente

puede variar significativamente desde los 20 hasta los 120.000 mg/mes.

Los inhibidores del sistema renina-angiotensina: el IECA (inhibidor de la
enzima de conversion angiotensina) y los ARA-Il (antagonistas del receptor de
la angiotensina ll), se administran fundamentalmente a la poblacion que aun
no empieza la HD. Estos se utilizan en el tratamiento de la hipertension, 1a
insuficiencia cardiaca congestiva, asi como para frenar la progresion de la

insuficiencia renal cronica, sobretodo cuando ésta se asocia con proteinuria.
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La estatina, que es un farmaco usado para disminuir el colesterol, se
administra en un porcentaje elevado de pacientes con IRC, aunque con una

frecuencia similar entre ambos subgrupos.

Finalmente, el sevelamer (principio activo del farmaco Renagel), es un
compuesto que previene la absorcion del fosfato y se utiliza para el control de
la hiperfosfatémia. Hasta el momento el sevelamer no esta indicado en pre-
dialisis puesto que puede producir acidosis metabdlica y es por esto que lo

vemos administrado exclusivamente al grupo de HD (a un 63% de ellos).

Las causas que originan la IRC pueden ser muy variadas y en la tabla 12
se indican aquellas que afectan a los pacientes de nuestra poblacion. Como
podemos ver existe un elevado porcentaje que corresponde a causas no

filiadas, con un 25% en el total de la poblacion.

Tabla 12. Etiologia de la poblacion con IRC estudiada
Causas (%) Insuficiencia renal cronica

Total sin HD HD

201 103 98
No filiada 24,9 23,3 26,5
Nefroangioesclerosis 19,9 24,3 15,3
Glomerulopatias 14,9 9.7 204
Diabetes 12,9 12,6 13,3
Nefritis intersticial cronica 10,0 16,5 3,1
Poliquistosis renal 7.5 7.8 7.1
Enfermedad vasculorrenal 5,0 3,9 6,1
Otras 5,0 2,0 8,0

De las causas atribuibles, tenemos en primer lugar la
nefroangioesclerosis con un 20%. Esta se refiere a la necrosis de las arteriolas
renales, como consecuencia de las complicaciones de la hipertension. A

menudo se asocia con otros factores de riesgo cardiovascular como el
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aumento del colesterol y triglicéridos, y el aumento del acido urico o la

glucosa en la sangre.

Como segundo lugar tenemos las glomerulopatias, con una incidencia
mayor en el subgrupo de HD (21%). Se refiere a las enfermedades renales que
afectan fundamental o inicialmente a los glomérulos. Posteriormente pueden
verse implicadas las demas estructuras de la nefrona, es decir, tubos e

intersticio.

La diabetes se encuentra en tercer lugar de las causas atribuibles, con
un 13%. La nefritis intersticial cronica es un grupo de enfermedades que
afectan los tubulos renales y el intersticio con una relativa conservacion de las
estructuras glomerulares y vasculares, en esta poblacion su incidencia
representa un 10% de las causas de la IRC. La poliquistosis renal (7%) es una
enfermedad hereditaria generalmente autosomica dominante, en la que se
forman quistes en los riflones, haciendo que éstos se agranden. ElI 10%
restante se atribuye a otras enfermedades diversas, incluyendo la enfermedad

vasculorrenal (5%).

En la tabla13 se exponen los parametros analiticos medidos en las

poblaciones estudiadas.

Los parametros analiticos sanguineos son una herramienta muy
importante, tanto para el diagnostico como para el control de la progresion
de la IRC y el efecto de los farmacos empleados para tratar las complicaciones
asociadas; ademas, se utilizan para verificar la eficiencia del tratamiento con
HD y asimismo, asignar la frecuencia de sesiones de HD. En general todos los
valores caen dentro del rango considerado como normal con la excepcion de
los valores de proteina C reactiva, homosisteina y folato que se encuentran
elevados en los pacientes con IRC. Hay que recordar que estos pacientes
reciben tratamientos para regular aquellos desequilibrios causados por la

patologia.
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Respecto a la hemoglobina, en la IRC se vigila especialmente sus niveles
bajos ya que indican diversas patologias como: anemia, principalmente por un
déficit en la sintesis de eritropoyetina debido a la enfermedad renal,
desnutricion (deficiencia de hierro, folato, vitamina B6 y Bl12),

sobrehidratacion y destruccion de los globulos rojos, entre otras.

La glucosa y la hemoglobina glucosilada (HbA1C), indican los niveles
medios de glucosa en sangre y se analizan periodicamente para detectar y

controlar la diabetes mellitus.

Las alteraciones lipidicas (como la dislipemia) son muy comunes en la
IRC, aumentando el riesgo coronario y de arteriosclerosis, por lo que es
necesario analizar periddicamente el colesterol total, el colesterol por lipidos
de baja densidad (LDL) conocido también como colesterol malo, el colesterol
por lipidos de alta densidad (HDL) conocido como colesterol bueno y los

triglicéridos.

La albumina es la proteina de mayor concentracion en la sangre y se
analiza para evaluar la posible presencia de enfermedades del rindn o del
higado, o bien que el cuerpo no absorba bien suficientes proteinas. En los
pacientes con IRC se determina para valorar el estado nutricional o déficits

secundarios a la pérdida de proteinas en la orina.

La hormona paratiroidea interviene en la regulacion del metabolismo
del calcio y del fosforo. El déficit de esta hormona produce hipocalcémia
(niveles bajos de calcio en sangre] que puede conducir a la tetania; el
aumento de la secrecion de paratohormona provoca hipercalcémia. El
hiperparatiroidismo secundario (HPTS) es una de las complicaciones mas
graves asociadas a la insuficiencia renal cronica en sus fases avanzadas. Este
trastorno metabolico se produce por un desequilibrio en los niveles de la
hormona paratiroidea y en los niveles de calcio y fosforo en el organismo, por
esto es importante el monitoreo de estos parametros. En la poblacion sana se

observa que los valores de la HTA estan ligeramente por encima de lo ideal en
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una poblacion sana, esto se puede atribuir a una deficiencia de vitamina D y/o

aumento de lipidos en la sangre.

La proteina C reactiva se produce en el higado y su nivel se eleva
cuando hay inflamacion en todo el cuerpo, también puede determinar el
riesgo de cardiopatia. En la poblacion bajo HD este parametro se encuentra

elevado debido a la inflamacion cronica caracteristica de estos pacientes.

El folato, también conocido como acido folico, es una vitamina B que es
esencial para una buena salud. Especificamente, puede ayudar a reducir los
riesgos de padecimientos del corazon y apoplejia al disminuir el nivel de
homocisteina. Con niveles altos, la homocisteina puede danar las arterias
coronarias o facilitar que las células coagulantes de la sangre se agrupen y
formen un coagulo. Esto puede aumentar sus riesgos de infarto o de derrame
cerebral. El folato trabaja con las vitaminas B6 y B12 para ayudar a disminuir
los niveles de homocisteina. La homosisteina se encuentra elevada en la
poblacion en HD y, por esta razon se administra folato a los pacientes como

parte del tratamiento para disminuirla.

Perfil férrico: el hierro se analiza para advertir la presencia de anemia y
controlar su tratamiento. La ferritina es una proteina que almacena hierro, asi
que mide indirectamente los depositos de hierro en sangre. Se encuentra
elevada en la poblacion bajo HD, probablemente porque es un reactante de
fase aguda que se eleva en la inflamacion o debido a la administracion de
complementos de hierro. El hierro es transportado en la sangre adherido a la
proteina llamada transferrina y el indice de saturacion de transferrina (IST) y la
capacidad total de fijacion del hierro miden la capacidad de dicha proteina
para transportar hierro en la sangre, generalmente cuando esta capacidad es

mas alta de lo normal, las reservas de hierro en el cuerpo estan bajas.

El &cido urico por encima de lo normal (hiperuricémia) puede deberse a
diversos factores como: acidosis, diabetes, gota, hipoparatiroidismo, leucemia,
alcoholismo. La urea (que se encuentra incrementada en la poblacion que

aun no pasa a HD) se analiza para valorar la funcion renal en los pacientes
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con IRC. EI Kt/V y el porcentaje de reduccion de urea (PRU) se analizan para
evaluar la eficacia de cada sesion de HD y asi, determinar la frecuencia y

duracion de las sesiones semanales.

La presion arterial elevada (mal controlada) se ha asociado a una
progresion mas rapida de la enfermedad renal hasta el estadio 5 de la
insuficiencia renal; por lo tanto, se debe controlar de forma intensiva (hasta
valores >125/75 mmHg) para intentar frenar la progresion de la enfermedad

renal.

Hay que distinguir la presion arterial sistolica, que corresponde al valor
maximo de la tension arterial en sistole (cuando el corazon se contrae) y se
refiere al efecto de presion que ejerce la sangre eyectada del corazon sobre la
pared de los vasos, de la presion arterial diastolica, que corresponde al valor
minimo de la tension arterial cuando el corazon esta en diastole o entre

latidos cardiacos.

La proteinuria (que se encuentra elevada en la poblacion que no esta
bajo tratamiento con HD) es otro parametro importante que mide la cantidad
de proteina excretada en la orina durante 24 hrs. Una proteinuria inferior a
150-200 mg/24hrs se considera fisiologica, pero la proteinuria superior puede
corresponder a dano glomerular o tubular. En los pacientes con IRC la
proteinuria elevada se asocia a una progresion mas rapida de la enfermedad,
por ello se administran farmacos inhibidores del sistema renina-angiotensina,
que actuan a nivel de la hemodinamica renal para disminuir la proteinuria; un
buen control de la presion arterial también ayuda a disminuir la pérdida de

proteinas en orina.

Por ultimo, los niveles elevados de fibrinobgeno en plasma parecen
asociarse con mayor riesgo de alteraciones cardiovasculares, porque podria
promover estados protromboticos o de hipercoagulacion. En la tabla 13
podemos ver que estos niveles estan elevados en la poblacion que no esta

bajo tratamiento con HD.
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4.2. Dano genético medido con el ensayo de MN

Por lo que respecta a los niveles de dano génetico observados en
nuestro estudio, en la tabla 14 se indican los valores citogenéticos globales
obtenidos, clasificados tanto por el numero total de MN, como por el de
células binucleadas con MN (BNMN). Estos valores se indican para los
controles y para los pacientes con IRC, separando a los pacientes que reciben
tratamiento con HD de la poblacion que no esta en HD. Como se puede
observar las frecuencias de MN y de BNMN son mayores en los pacientes que
en los controles y ambas diferencias son estadisticamente significativas (F <
0,001). Cuando la comparacion se lleva a cabo entre pacientes, se observa
que los mayores niveles de dano se encuentran en los pacientes sometidos a
hemodialisis pero estas diferencias no llegan a ser estadisticamente

significativas para ninguno de los valores citogenéticos evaluados.

Tabla 14. Variables citogenéticas para las poblaciones estudiadas

Pacientes con insuficiencia renal crénica
Controles

el Total sin HD HD
c1togenet|cas
n Media £ E. T. n Media £ E. T. n Media £ E. T. n Media £ E. T.
MN
Hombres 33 6,18+0,98 122 10,07 £ 0,65 62 9,05+0,85 60 11,13+0,98
* % * *
Mujeres 24  892+0,95 79 1471+ 1,42 41  1463+191* 38 1479+214
57 7,33x071 | 201 11,90+0,70*** 103 11,27+095 98 12,55 1,04
Total
BNMN
Hombres
Muieres 33  558%0,77 122 9,38+0,59 62  845+0,77 60 10,33+0,87
J 24 863+094** 79 13,38+ 1,24* 41 1356+ 1,74* 38 13,18%1,78
Total 57  6,86%0,62 201 10,95+0,62*** 103 1049+0,86 98 11,44+0,88
CBPI
Hombres 33 1,61+ 002 122 152+0,15 62  153+0,02 60 1,51+0,02
Muijeres 24 1,70+ 0,32 79 1,50=1,16 41 150+025 38  1,52+0,03
Total 57 1,65+030 201 1,51£0,01** 103 1,52+0,15 98 1,51+ 0,02

La tde student se ha realizado con las variables normalizadas mediante log10.

En cuanto al CBPI, que indica la capacidad proliferativa de los linfocitos,
podemos ver que es significativamente menor (£< 0,001) en los pacientes que

en los controles, y que entre los dos tipos de pacientes es similar.
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En cuanto a las diferencias por género, podemos ver que las mujeres
presentan valores significativamente mas altos en los valores de MN y BNMN,
y esto se observa tanto en la poblacién control, como en la de IRC (global) y
en el subgrupo de pacientes sin HD. Este es un resultado esperado, dado que
es ya conocido que las mujeres presentan una incidencia mayor de MN,
posiblemente debido a una mayor incidencia de problemas en la segregacion

cromosomica.

4.2.1 Pruebas de normalidad de las variables citogenéticas

Aunque algunos autores encuentran que la frecuencia de los MN sigue
una distribucion normal, en nuestro caso solo la poblacion control muestra
una distribucion normal en los parametros de MN y BNMN, pero los pacientes
no presentan una distribucion normal para ambos parametros. En la tabla 15
podemos ver las pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnov para los
parametros citogenéticos, donde podemos observar que las variables de MN y
BNMN no cumplen los criterios de normalidad, y como con la transformacion

logaritmica de los valores se logra obtener una distribucion normal.

Tabla 15. Pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov

Pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov

Controles Pacientes con IRC
Parametros MN BNMN MN BNMN
Media 7,33 6,86 11,90 10,95
Desviacion tipica 5,36 4,70 9,95 8,75
Sig. asintot (bilateral) 0,200 0,146 0,0002 0,0004
Transformacién con log10
Media 0,730 0,711 0,949 0,920
Desviacion tipica 0,380 0,367 0,344 0,332
Sig. asintot (bilateral) 0,146 0,138 0,376 0,275

En las figuras 13 y 14 se aprecian los efectos de la transformacion en las

distribuciones de MN y BNMN para controles y pacientes, respectivamente.
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Aunque tanto la frecuencia de micronucleos (MN) como la de células
binucleadas con micronucleos (BNMN) presentan un comportamiento similar,
todos los andalisis estadisticos se han llevado a cabo utilizando el parametro

BNMN, ya que consideramos que tiene una mayor relevancia biologica.
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Figura 13. Distribucion de los valores de MN y BNMN para la poblacion control antes
y después de la transformacion con log10.
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Figura 14. Distribucion de los valores de MN y BNMN para la poblacion de pacientes
con IRC antes y después de la transformacion con log10.

4.2.2 Analisis multifactorial.

Dado que el parametro BNMN, como cualquier otro que mide dano
genético, puede estar influenciado por distintos factores de confusion, el
analisis estadistico se ha llevado a cabo mediante un analisis univariante
multifactorial, para detectar aquellos factores que modulan la expresion de la
frecuencia de BNMN. Este analisis queda reflejado en la tabla 16, donde se
aprecia que, ademas del estatus control / paciente y el género, que ya se
habian detectado en los resultados generales, la incidencia de cancer y la

edad han mostrado ser también factores involucrados en la expresion de los
MN.
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Tabla 16. Modelo lineal general con Log10 BNMN como variable dependiente

Factores F Sig.
Modelo corregido 9,718 <0,0001
Control o IRC 7,351 0,007
Género 14,552 0,0001
Edad 4,643 0,032
Cancer 3,691 0,056
R”=0,135; R’ corregida = 0,121

A continuacion se evaluan estos factores junto a otros que, aunque no
mostraron un efecto importante en el analisis univariante, son de interes
general ya que distintos estudios han mostrado un posible papel en la

expresion del dano genético.

4.3. Relacion entre dano genético y la IRC

Respecto al efecto que tiene la patologia en los niveles de dano, la tabla
17 muestra las diferencias observadas en la frecuencia de BNMN entre
pacientes y controles. Como se puede apreciar estas diferencias son altamente

significativas.

Tabla 17. Diferencias en cuanto a BNMN entre controles e IRC.

BNMN
Poblacion media+E. T.
Control 57 6,86 £ 0,62
IRC 201 10,95 = 0,62 0,00005

Los niveles de creatinina por si solos, indican el grado de IRC, en la
figura 15 podemos ver la regresion entre el dano genético y los valores de
creatinina (disponibles para controles y pacientes que no estan bajo HD),

donde se observa tambien una correlacion significativa (~< 0,05).

Otra manera de visualizar la relacion entre el dano genético y 1a IRC es
utilizando el parametro de FG para realizar una regresion entre ambos

factores, para toda la poblacion, y ésta la podemos ver en la figura 16, donde
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se observa una correlacion significativa (P < 0,05) con la progresion de la

enfermedad; es decir, mientras menor es el FG, mayor es la frecuencia de

BNMN.
60— o R?=0,035
P =0017
50—
(o)
8
S40-
.8 °
(=]
(=]
S30- e
~ o
P4
s ° °
P4 [e)
00— ()

| | | | | |
0 100 200 300 400 500 600

Creatinina

Figura15. Regresion entre las BNMN y la creatinina (controles e IRC sin HD).
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Figural6. Regresion entre dano genético y el FG (en la poblacion total).
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También se puede ver esta correlacion estratificando el total de la
poblacion en funcion del estadio de la IRC. Asi, en la figura 17 podemos ver
los niveles de dano genético (BNMN) en cada estadio donde, comparando el
primer estadio con el resto, se encontraron diferencias significativas con los
estadios 3 (£=0,05), 4 (P<0,05)y 5 (P<0,05).

N
*
*
*

[e]

Media de BNMN / 1000 células

2 3 4

Estadio de Ia IRC

P <0,05*<0,001 **y <0,0001*** respecto al estadio 1

Figura 17. Grafico de valores de BNMN en cada estadio de la IRC.

Dado que los estadios 1 y 2 (FG > 60 mL/min 1,73 m?) se pueden
considerar como normales ya que es una fase asintomatica de la enfermedad,
y en estos grupos se encuentran los controles, se opto por agruparlos, y como
en el estadio 5 se encuentran tanto pacientes predialisis como pacientes bajo

HD, se separo al grupo bajo HD. Esto se puede apreciar en la figura 18.

Al hacer la comparacion estadistica no se encontré una diferencia
significativa (P = 0,126) entre el estadio 3 y el grupo que comprende el 1y 2;
tampoco se encontré una diferencia significativa entre los pacientes en la fase
terminal de la IRC, es decir el estadio 5 respecto a los tratados con HD (P =

0,375) a pesar de la aparente menor frecuencia de BNMN en los pacientes
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bajo HD. Cabe mencionar que el grupo de estadio 5 que aun no pasa a HD
esta formado por solo 12 pacientes, comparado con los 98 ya en HD, lo que

podria explicar que la diferencia no sea significativa.

BNMN /1000 células
T

Estadios de la IRC

Figura 18. Dano genético de acuerdo al estadio de IRC, y la poblacién en HD

P <0,05*y<0,0001*** respecto al grupo 1y 2; NS: no significativa.

4.4. Efectos del tratamiento con HD

Dado que los pacientes sometidos a HD muestran unos niveles de
dano inferiores a los pacientes que también estan en el ultimo estadio de la
IRC, pero que aun no estan sometidos al tratamiento con HD, parece
interesante analizar como el tratamiento de dialisis afecta la frecuencia de
dafno genotoxico. Para ello, se ha llevado a cabo un analisis de regresion entre

el tiempo en HD y las frecuencias de BNMN.

Estos resultados se muestran en la figura 19, donde se observa que los
niveles de dano tienden a disminuir a lo largo del tiempo en HD, aunque esta
tendencia no es estadisticamente significativa (#= 0,192). Hemos de tener en

cuenta que en nuestra poblacion son pocos los pacientes con periodos de
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tiempo mayores a 11 anos en HD, y esto puede ser debido a que, o bien

reciben un trasplante con éxito, o a la alta mortalidad de esta poblacion.

604 o R’= 0,018
P=0,192
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Figura 19. Dano genético de acuerdo al tiempo en HD.

4.4.1. Efecto de un ano bajo HD

Otra manera de ver el efecto del tratamiento bajo HD consistio en
hacer un segundo muestreo a 33 pacientes (de la poblacion bajo HD)
aproximadamente un ano después. Como podemos ver en la tabla 18 los

valores de BNMN observados después de un ano en HD son inferiores con

respecto al primer muestreo.

Tabla 18. Prueba de ¢ para muestras relacionadas: efecto de 1 afio en HD

Prueba ¢
. BNMN
Pacientes en HD e e
Ter muestreo 33 10,88 £ 1,05
2do muestreo (1 ano despues) 33 8,27 £ 1,08 0,060
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Aunque estas diferencias no llegan a ser significativas (#= 0,060) si que

ratifica la tendencia observada en el analisis de regresion.

Una manera grafica de ver esta tendencia hacia la disminucion del
dano se observa en la figura 20 donde podemos ver los resultados
individualizados para los pacientes objeto de estudio. Los individuos se han
colocado de acuerdo a los valores de BNMN en la primera muestra (color gris);
como se ve, en solo 9 de los 33 pacientes se encontraron valores de BNMN
mayores en el segqundo muestreo (en color negro), los otros 24 muestran que

después de un ano, sus niveles de BNMN disminuyeron.

Hay que senalar que en este segundo muestreo, también se les
realizaron los analisis bioquimicos pertinentes, sin que se encontraran

diferencias significativas entre estos parametros.

30~ Ter muestreo

1 ano después

25—

20—

BNMN / 1000 células
T

5—

[ A O Y N L O P L O |
123 4567 8 91011121314151617 18192021 222324252627 282930313233

Pacientes en HD

Figura 20. Grafico del efecto individual de 1 afo bajo HD en 33 pacientes.
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4 5. Factores de confusion

45.1. Género

Por lo que respecta al género, éste es un factor de confusion para los
MN ampliamente conocido y en nuestro estudio refleja lo establecido por la
bibliografia, ya que las mujeres tienen una media significativamente mas alta
de BNMN que los hombres; esto lo podemos ver tanto en la tabla 14
desglosado para los distintos grupos de poblacion, como en la tabla 19

donde se analiza este efecto en la poblacion total.

Tabla 19. Prueba de ¢: efecto del género sobre BNMN

BNMN
Género media £ E. T.
Hombres 155 8,57 £ 0,51
Mujeres 103 12,27 £ 0,99 0,001

4.5.2. Edad

Otro de los factores de confusion para los MN es la edad y, aunque en
nuestro estudio la poblacion consta de poca variabilidad en cuanto a la edad,
dado que los pacientes son comunmente de edad avanzada, en el modelo
lineal general resulto ser un factor significativo (P = 0,032 ) para las BNMN.
Para analizar el efecto de la edad sobre la frecuencia de BNMN se realizd una
regresion lineal en la poblacion total (N=258) la cual se expresa en la figura
21. Segun los valores de la regresion, la frecuencia de BNMN tiende a

incrementar de manera significativa con la edad.

Para ver si la edad esta correlacionada con la progresion de la IRC, se
clasifico a la poblaciéon de acuerdo a su estadio de IRC. En la figura 22
podemos ver la grafica que muestra la media de edad en cada estadio,
observandose que hay una progresion en la edad, en funcion del estadio 1, 2,
y 3, pero no en los ultimos estadios, 1o que podria indicar dos distintas

progresiones entre los pacientes con IRC. Unos que desarrollan la patologia
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de manera rapida, alcanzando los niveles 4 y 5 a una edad relativamente
temprana, respecto a otros pacientes que tendrian un desarrollo de la

enfermedad mas lento.
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Figura 21. Regresion lineal entre la edad y el dafo genético.
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Figura 22. Grafico de la media de edad en cada estadio de la IRC.
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4.5.3. El indice de masa corporal (IMC)

El indice de masa corporal, es un parametro que esta recibiendo mucha
atencion tanto en relacion con diversas patologias, como respecto a su
posible papel en los niveles de dafno genotoxico. Por lo tanto, hemos llevado a
cabo un estudio de regresion de las BNMN con respecto a este factor, que
resultd no ser significativa (R’= 0,004; P > 0,05). Para visualizar esta relacion,
se clasifico a la poblacion en tres grupos: peso bajo, normal y sobrepeso,
segun su IMC Yy, en la figura 23 podemos ver que apartarse del peso estandar
implicaria frecuencias de dano menor, pero estas diferencias no tienen

significacion estadistica de acuerdo con los valores de ¢ calculados.

12.5—

7.5-

25—

Media de BNMN / 1000 células

0= I I I
Peso bajo Peso normal Sobrepeso

Grupos de peso segun su IMC

Figura 23. Dano genético en los grupos de peso, de acuerdo al IMC.

4.5.4. Presencia de otras patologias

Ademas de la IRC y el cancer, que resultaron tener un efecto sobre el
dano genético en el modelo lineal general, se analizé en la poblacion total el
posible efecto de la presencia de otras patologias, encontrandose que los

pacientes con dislipemia muestran una frecuencia de BNMN
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significativamente mayor que los que no padecen esta enfermedad (~< 0,05).
En la tabla 20 podemos ver la significacion de los valores de ¢
correspondientes al analisis de las diversas patologias consideradas en el total

de la poblacion.

En la tabla 21 se describen las comparaciones segun los distintos
factores disponibles entre la poblacion control y los pacientes con IRC, como
tabaquismo, trasplante, patologias, suplementos y medicamentos. En cuanto a
las patologias, una observacion importante es que en la poblacion con IRC no

se aprecian diferencias significativas en los pacientes con cancer (F< 0,05).

Tabla 20. Pruebas de ¢ para factores de confusion en la poblacion total.

Efecto de las patologias en el dafno genético de la poblacion (N=258)

BNMN

Patologias n e e P
i ion: s 195
Hipertension: i 10,27 £ 0,57 0,088
no 63 9,35+ 1,16
islipemia: i 128
Dislipemia: si 10,98 £ 0,77 0,007
no 130 9,13+ 0,67
. ; 103
ECV: Si 10,18 £ 0,80 0.359
no 155 9,95 + 0,67
; . i 55
Diabetes: Si 9,84 1,22 0.807
no 203 10,10 + 0,56
. : 43
Cancer: Si 13,77 £ 1,82 0,016
no 215 9,30 + 0,48

Un analisis similar se llevd a cabo entre los pacientes con IRC,
separando los que estan bajo HD de los que no estan bajo este tratamiento y
los resultados se aprecian en la tabla 22, donde se observa una disminucion
significativa de las BNMN en los pacientes que padecen EVC dentro de la
poblacion de pacientes sin HD, y la presencia de cancer entre los pacientes
sometidos a HD se asocia con un incremento significativo en la frecuencia de

dano genotoxico.
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4.5.5. Tabaquismo

El analisis de este factor de confusion, que normalmente influye sobre
las BNMN, solo fue posible hacerlo en la poblacion con IRC. En la tabla 21
podemos observar las pruebas de ¢ para este factor en la poblacion con IRC, y
en la tabla 22 las pruebas entre la poblacion de pacientes con IRC con y sin
HD. En ambas podemos ver que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes que no fuman y los

pacientes fumadores.

4.5.6. Trasplante

Se ha analizado este factor ya que entre los pacientes bajo tratamiento
con HD se encuentran casos de pacientes que han vuelto al tratamiento
despuées de haber recibido un trasplante, debido a que ha sido rechazado el
injerto o bien el nuevo 6érgano no funciona adecuadamente, posiblemente
debido a que el érgano proviene de un donante anciano, por tanto, con una
funcion disminuida. Esto indica que el paciente ha recibido una terapia de
inmunosupresion y uno de los efectos secundarios, es que el riesgo a
desarrollar cancer aumenta. Sin embargo, ninguna de las pruebas de ¢
realizadas (en las tablas 21 y 22) indica que los trasplantados tengan una

frecuencia de dano significativamente diferente al resto de pacientes.

4.5.7. Suplementos con antioxidantes

Tanto en la tabla 21, donde se analiza a la poblacion con IRC, como en
la tabla 22, donde se analiza este factor en los pacientes bajo HD, se encontro
que la frecuencia de BNMN de los pacientes que toman L-carnitina es mayor
que en los pacientes que no toman este suplemento, sin que se tenga claro
cual es el sentido de esta asociacion.

Otra observacion importante acerca de los suplementos analizados en
las tablas 21 y 22, es que los pacientes que se suplementan con acido folico

No mostraron una variacion en la frecuencia de BNMN, a diferencia de lo que
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indican distintos estudios, que asumen una relacion inversa entre la
suplementacion de acido folico y el dano genético evaluado con el ensayo de
MN.

4 .5.8. Medicamentos

En cuanto a los medicamentos, no se encontraron diferencias
significativas en las pruebas de ¢ realizadas en los distintos grupos de
poblacion, para ninguno de los medicamentos administrados. La lista de
farmacos administrados se obtuvo, segun los historiales meédicos y las
entrevistas personalizadas que se llevaron a cabo tanto a los pacientes como a

los controles.
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Tabla 21. Pruebas de ¢ para diversos factores en la poblacién control y con IRC

Pruebas ¢ para BNMN (Pcalculada conlog10 BNMN)

Controles
Factores
n Media + E. T. P n Media £ E. T. P (s')
Tabaquismo:  si ND 110 11,90+0,73
no 91 10,16 £ 1,04 0,222 -
Trasplante: Si O - 27 10,41 + 1,52

- 174 11,03+0,67 0,733 -

Hipertension:  si 6,25 £ 0,98 179 10,63 £ 0,60
no 41 7,10+ 0,78 0,723 22 13,55+2,80 0,459 0,008
Dislipemia: si 8 6,88 £ 0,81 120 11,25+£0,810
no 49 6,86 +0,71 0,386 81 10,51 £0,957 0,278 0,263
ECV: Si 0 - 103 10,18 £ 0,80
no 57 - - 98 11,76 £0,95 0,345 -
Diabetes: si 4 8,50 + 3,07 51 9,94 + 1,30
no 53 6,74 £ 0,64 0,764 150 11,29 +0,70 0,226 0,235
Cancer: si 0 - 43 13,77 £ 1,82

158 10,18+0,60 0,113 -

Suplementos

Vitamina D: si 10,56 + 0,95
nho 57 ) ) 126 11,18+081 0820 -

Acido folico: sii 0 - 49 11,47 £ 1,42
no 57 ) - 152 1078+068 0642 -

L-carnitina: si 0 = 51 13,02 + 1,37
no 57 ] - 150 1025+068 0037 -

VitaminasBy C: si 0 - 35 12,20 £ 1,34

166 10,69 +0,69 0,136

Eritropoyetina:  si 111 11,81 +0,95

no 57 - S 90 9,89 +0,71 0,300 -
IECA: ARA-Il: i 4 7,50 £ 1,56 127 10,16 £ 0,66

no 53 6,81 £ 0,66 0,459 74 12,31+1,23 0,472 0,681
Estatina: si 3 5,00+ 0,58 121 10,55+ 0,70

no 54 6,96 £ 0,65 0,930 80 11,55+ 1,13 0,508 0,142
Sevelamer: Si 0 - 62 11,61+ 1,24

no 57 ] - 139 1065+0,70 0747 -

P (si): comparacion de la poblacion control con la que padece IRC. IECA: inhibidor de la
enzima de conversion, ARA-II: antagonistas del receptor de la angiotensina Il, Estatina:
farmaco usado para disminuir el colesterol; Sevelamer: farmaco secuestrador de fosfato.
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Tabla 22. Pruebas de ¢ para diversos factores en los pacientes con IRC, con y sin HD

Pruebas ¢para BNMN (analisis de Pcon log10 BNMN)]

Factores IRC sin HD IRC en HD
N Media+E.T. P N MediazET. 7 (Sl)
Tabaquismo: si 53 991 +1,13 57 10,40 + 0,94
no 50 11,10+ 1,33 0,850 41 1288+ 1,65 0554 0,528
Trasplante: Si 0 - - 27 10,41 +1,52
no 103 11,83+ 1,07 0,999 -

Hipertension: i 10,38 £ 0,92 10,90 £ 0,77
no 11 1136+267 0758 11 1573500 0466 0417
Dislipemia: si 64 10,59 £ 1,21 56 12,00 £ 1,05
no 39 1031+115 038 42 1069+152 0205 0202
ECV: si 44 8,34 0,97 59 11,56+1,17
no 59 1208+129 0037 39 126+136 0°83 0024
Diabetes: si 27 870£2,00 24 11,33+1,60
no 76 11,12+093 0088 74 1147+105 0936 0118
Cancer: si 23 12,04+237 20 1575+2,82
10,04 + 0,89 0874 10,33+ 0,81 0027 0,125
Vitamina D: si 31 974 +1,10 11,14+ 1,43
no 72 1081+1,15 0880 54 1169=+1,11 0706 0611
Acido folico: si 6 5,50 + 0,85 43 1230+1,58
no 97 1079+091 0168 55 1976+09g8 0463 0065
L-carnitina: si 0 - - 51 13,02+1,37
no 103 - - 47 972+104 0056 -
Vitaminas By C: si 1 - - 34 1238+1,37
no 102 10,94+ 1,14 0191 -

Eritropoyetina:  si 13,82 + 3,67 11,45+0,92

no 86 983+074 0414 4  q125+125 0542 0821
IECA; ARA-II: si. 85 10,19+0,87 42 10,10£0,95

no 18 11.89+280 0708 56 12,45+ 1,36 0,446 0,868
Estatina: si 67 9,96 + 1,00 54 11,30+0,98

no 36 1147+165 0775 44 q161+157 0429 0231
Sevelamer: si 0 - - 62  11,61+1,24

no 103 ; - 36 11,14+1,14 0536 -

P (si): comparacion del grupo sin HD con el que esta en HD. IECA: inhibidor de la enzima de
conversion, ARA-II: antagonistas del receptor de la angiotensina ll, Estatina: farmaco usado
para disminuir el colesterol; Sevelamer: farmaco secuestrador de fosfato.
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4.6. Radiosensibilidad

Ademas de los valores basales de dano citogenético, es de interés
valorar la existencia de una posible inestabilidad genomica en nuestros
pacientes, inestabilidad que puede manifestarse como una sensibilidad frente
a los efectos de la radiacion (radiosensibilidad). En la tabla 23 se presentan las
variables citogenéticas resultantes de la induccion de dafno con una dosis de
radiacion de 0,5 Gy, tanto para los controles como para la poblacion total de
pacientes con IRC, asi como para los subgrupos de pacientes con y sin HD.
Hay que senalar que en este estudio, el analisis de la radiosensibilidad solo se
ha podido realizar en una muestra de 53 controles y 124 pacientes con IRC.
Podemos ver que existen diferencias estadisticamente significativas entre los
controles y la poblacion total de pacientes para las variables MN, BNMN y
CBPI (P < 0,001) y que entre el subgrupo de pacientes no se encontraron
diferencias significativas en ninguno de estos parametros, aunque los valores
fueron mas acusados para aquellos pacientes sometidos a HD. Estas variables
solas no nos proporcionan mucha informacion, por lo que se procedio a
tomar en cuenta sus respectivos valores de dano basal para calcular
parametros de relevancia bioldgica, que de alguna forma nos indican la

radiosensibilidad individual.

Para los analisis de radiosensibilidad también se decidié utilizar las
BNMN y segun las pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnov la variable
inducida por radiacion sigue una distribucion normal (P = 0,147). Con esta

variable se han calculado los siguientes parametros:

1. El incremento (inducido por la radiacion), que es la diferencia obtenida

al restar las BNMN basales, a las BNMN inducidas por la radiacion.

2. El incremento relativo, que es el incremento dividido por las BNMN
basales, lo cual podria tener un significado mejor, ya que nos indica el
numero de veces que cada individuo ha multiplicado su dano basal
como consecuencia de la irradiacion. La desventaja es que en cada
poblacion, este parametro agrupa a los individuos en

aproximadamente 10 grupos, es decir aquellos que han multiplicado
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su dano desde 1 vez, 2 veces, etc., hasta 10 veces aproximadamente,

por lo cual es dificil detectar diferencias entre poblaciones. Sin

embargo este parametro se utilizd para ver tendencias y para

comparar casos individuales.

Tabla 23. Variables citogenéticas inducidas por radiacion en cada poblacion

citogenéticas Total sin HD HD

0.5 Gy n Media+ET. n  Meda+ET. n Media+ET. n Medaz+E.T.
MN

Hombres 33 30,10+333 106 4471+227 62 4279+314 44 4741+322
Mujeres 24 3722+332 68 4854+3,17 41 4566+351 27 30,85+594
Total 53 33,19+ 240 174 46,21+1,86 103 4393+234 71 4951 3,00
BNMN

Hombres 30 27.93+260 106 4144+196 62 3974+268 44 4384+284
Mujeres 23 3461+275 68  4488+%277 41 4251+319 27 4848+5,04
Total 53 3083+ 1,93 174 4279+161 103 4084+205 71 4561+259
CBPI

Hombres 30 1,56+ 0,02 = 106 1,43+0,13 62 153+002 44 1,41+002
Mujeres 23 1,58+ 0,02 68 1,41+0,18 41  150+025 27 1,42+0,03
Total 53  157+017 174 143+001 103 144+0,14 71 141 002
Incremento

Hombres 30 2253+ 247 106 3285+1,71 62 19.02+241 44 3514+234
Mujeres 23 2626+ 292 68  31,51+23] 41 1806+282 27 3485%390
Total 53 2415+ 188 174 3233+1,38 103 3047+183 71 3503+ 2,06
Inc. relativo

Hombres 30 1053+ 241 106 6,43 +0,59 62 667+090 44 6,11+064
Mujeres 23 520+ 056 & 68 5,88 + 0,99 41 558+1,18 27 633+176
Total 53 822+142 174  622+0,53 103 624+071 71 6,19+ 077

Incremento: BNMN 0,5 Gy - BNMN; incremento relativo: BNMN 0,5 Gy - BNMN/ BNMN.

4.6.1. Analisis multifactorial para las BNMN inducidas por Ia

radiacion

El primer paso en nuestro estudio ha consistido en analizar cuales son

las variables que influyen de manera significativa sobre los efectos

genotoxicos de la radiacion. Para ello se ha llevado a cabo un analisis

mulltifactorial.
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Al realizar el analisis multifactorial para la radiosensibilidad, lo que se ve
reflejado en la tabla 24, podemos ver que la IRC parece ejercer una influencia
en el dano inducido por la radiacion; sin embargo, ésta se encuentra en el
limite de Ia significacion estadistica. Podemos concluir que ni el género ni la
edad parecen modular la radiosensibilidad en nuestro estudio y, por ultimo,
uno de los resultados esperados que encontramos es que la presencia de
cancer es un indicador de una alta susceptibilidad al dano genético, o de
problemas en la reparacion del mismo, modulando significativamente la

expresion de la radiosensibilidad.

Tabla 24. Modelo lineal general con BNMN 0,5 Gy como variable dependiente

Factores F Sig.
Modelo corregido 6,343 0,000
Control o IRC 7,947 0,005
Género 3,559 0,061
Edad 0,147 0,702
Cancer 7,423 0,007
R?=0,103; R’ corregida = 0,086

4.6.2. Relacion entre radiosensibilidad y la IRC

En concordancia con los resultados globales obtenidos en el analisis
mutifactorial, cuando comparamos el incremento de BNMN como medida de
la radiosensibilidad, entre pacientes y controles, se observan diferencias
claramente significativas, siendo los pacientes con IRC quienes muestran una

mayor radiosensibilidad (tabla 25).

Tabla 25. Diferencias en cuanto al incremento por radiacion.

Incremento BNMN

Poblacién mediaz E. T.
Control 53 24,15+ 1,88
IRC 174 3233+1,38 0,003

Para complementar la informacion acerca del papel de la patologia se
realizd una regresion lineal entre el incremento por radiacion (BNMN 0,5 Gy -

BNMN) y los valores de creatinina, con los pacientes sin tratamiento bajo HD y
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los controles, encontrando que no tienen una correlacion significativa con el

dano inducido por la radiacion (figura 24).
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Figura 24. Regresion del incremento por la radiacion y la creatinina.
(controles y pacientes IRC sin HD)

Se realizé también una regresion lineal entre el incremento inducido
por la radiacion y los valores de FG que, como se menciono anteriormente, es
un parametro que indica el grado de la patologia, es decir mientras menor sea
el indice de filtrado en nuestros rinones mayor sera el grado de la patologia.
Como se observa en el grafico de la figura 25, no existe una correlacion
significativa, lo que nos indica que la radiosensibilidad no aumenta conforme
la progresion de la patologia. Lo cual difiere del resultado obtenido con el

dano basal.
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Figura 25. Regresion del incremento por radiacion con el FG

Cuando se estratifico a la poblacidn de acuerdo a los distintos estadios
de la enfermedad, separando a los pacientes bajo HD (figura 26), se observa
que los pacientes en el estadio 5 presentan una disminucion en el incremento
de dano inducido por la radiacion. No se encontraron diferencias significativas
respecto al estadio 1, con el 2 (P = 0,158), ni con el 5 (P = 0,099). Las
diferencias significativas encontradas fueron entre el estadio 1 y los estadios 3
(P<0,05)y 4 (P<0,05); encontrandose una diferencia altamente significativa
con el grupo de pacientes bajo HD (P < 0,005); ademas, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el estadio 5 y el 5 bajo HD (FP<
0,05), ya que los pacientes bajo HD tienen un mayor nivel de dano inducido

por radiacion que los del estadio 5 sin tratamiento con HD.
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Figura 26. Grafico del incremento por la radiacion en cada estadio de la IRC.
P <0,05*y<0,0001*** respecto al estadio 1; NS: no significativa.

En la figura 27 podemos ver que no hay diferencias en cuanto al
incremento de dano por la radiacion, cuando se agrupo a los estadios 1y 2,y
se comparo con el estadio 3 (P=0,056), el 4 (P=0,126)y el 5 (P=0,693); solo
encontramos diferencias significativas con el grupo de pacientes en estadio 5
bajo HD (P = 0,005). Al comparar los pacientes en el estadio 5 que no estan
bajo HD con los que si, se encontro que el grupo de los pacientes bajo HD

aumento significativamente su respuesta a la radiacion (P= 0,027).

En la figura 28 podemos ver la tendencia que nos indica el parametro
de incremento relativo, y lo mas destacable es que ésta es inversa a la
observada para el incremento absoluto, es decir los individuos en el estadio 1
(con menor dano basal) incrementan una media de mas de 8 veces su dano
basal con la dosis de radiacion, y esto va disminuyendo en cada estadio, hasta
llegar al 5, donde tal vez por una saturacion o por muerte celular su alto dano
basal solo se llega a multiplicar por 4, aproximadamente. Por ultimo vemos
que los pacientes que estan bajo HD llegan a aumentar hasta 6 veces su dano
basal, esto podria ser por la tendencia a mejorar con el tratamiento, que hasta

ahora se ha manifestado en los distintos analisis de nuestro estudio.
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Figura 27. Grafico del incremento por la radiacion, agrupando los estadios 1y 2 de la
IRC. P < 0,005 ** respecto al grupo de estadios 1y 2; P < 0,05 *entre el estadio5y 5
bajo HD.
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Figura 28. Grafica del incremento relativo por radiacion en cada estadio de la IRC
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4.6.3. Relacion entre la radiosensibilidad y la HD

En cuanto al efecto de la HD en la radiosensibilidad se hicieron los
mismos analisis que con las BNMN basales, empezando por una regresion de
las BNMN inducidas por la radiacion con el tiempo en HD y, como se puede
observar en la figura 29, aunque se observa una ligera tendencia contraria a
la encontrada con las BNMN basales, es decir que los individuos con mas

tiempo en HD tienen un incremento mayor, esta tendencia no es significativa.
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Figura 29. Grafico del incremento por radiacion y el tiempo en HD

4.6.3.1. Radiosensibilidad después de un ano en HD

Otra forma de enfocar el estudio de los efectos de la HD fue por medio
del seguimiento de un grupo de pacientes después de un ano bajo HD, y asi
verificar si este periodo de tiempo transcurrido genera algun tipo de
modificacion en el patron de respuesta a la radiacion en los pacientes. Asi, de

los 33 pacientes que se muestrearon por segunda vez después de una ano de
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tratamiento bajo HD, tan solo pudimos incluir a 20 pacientes, ya que el resto
no fueron sometidos a radiacion en el primer muestreo. En la tabla 26
podemos ver los resultados de las pruebas de ¢ para muestras relacionadas,
donde hay una disminucion significativa (~ < 0,05) de las BNMN a una dosis
de 0,5 Gy después de un ano bajo HD, y que el incremento por radiacion

también ha disminuido significativamente (< 0,05).

Tabla 26. Prueba de ¢ para muestras relacionadas: efecto de un anno en HD

Prueba ¢
BNMN 0,5 Gy
Pacientes en HD media £ E. T.
BNMN 0,5 Gy 20 46,80 * 4,05
2do muestreo (1 afo despueés) 28,75+5,19 0,012
BNMN 0,5Gy - BNMN 20 35,35+ 3,77
2do muestreo (1 afio después) 21,15+ 4,30 0,021

En la Figura 30 podemos ver la evolucion de cada uno, de los 20
pacientes en cuanto a su radiosensibilidad después de 1 ano de tratamiento
con HD. Podemos observar que los resultados del primer muestreo se
encuentran deliberadamente en orden ascendente segun sus niveles de
dano, y que solo en 5 pacientes el incremento por radiacion ha aumentado

en el segundo muestreo, disminuyendo en los 15 casos restantes.

Otra forma de ver la evolucion, es realizando el mismo grafico con el
incremento basal. En la figura 31 podemos visualizar el numero de veces que
ha incrementado el dano basal de cada individuo después de un ano bajo
tratamiento con HD. Este parametro nos da una vision mas completa del
efecto de la radiacion en cada individuo. Por ejemplo, si observamos en el
grafico de la figura 30 al individuo 4, podemos ver que éste ha pasado de un
valor equivalente a 20 BNMN, a uno de 60 BNMN, pero en el grafico de la
figura 31 vemos que su incremento relativo de BNMN es el mismo antes y

después de un ano bajo HD.
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Figura 30. Grafico de la radiosensibilidad individual, tras un afio bajo HD
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Figura 31. Grafico del incremento basal individual por radiacion, tras un ano bajo HD
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4.7. Factores de confusion para el incremento por la radiacion

4.7.1. Género

Como se menciond anteriormente, el género no parece influir
significativamente sobre el incremento de BNMN inducidas por la radiacion.
En la tabla 27 podemos ver las pruebas de ¢ para la poblacion total, donde se
puede ver que la induccion de dano no se ve influenciada por el género, a
pesar de los resultados expuestos en la tablas 16 y 19, donde vemos que el

género modula los niveles basales de dano genético medidos como BNMN.

Tabla 27. Prueba de ¢: efecto del género sobre el dafio inducido con la radiacion
BNMN 0,5 Gy - BNMN

Género media £ E. T.
Hombres 136 30,57 = 1,49
Mujeres 91 30,19+ 1,88 0,871
4.7.2. Edad

Una situacion similar a la anterior se encuentra cuando se tiene en
cuenta el efecto de la edad sobre la radiosensibilidad. Asi, al realizar una
regresion entre la edad y los efectos inducidos por la radiacion no se observo

ninguna tendencia significativa, lo cual se visualiza en la figura 32.

4.7.3. El indice de masa corporal (IMC)

En la figura 33 podemos ver las tendencias para ambos factores, el
incremento de BNMN vy el incremento relativo por radiacion, en funcion del
IMC. Aunque ninguna de las pruebas de ¢ entre grupos mostro diferencias
estadisticamente significativas con ninguno de los dos parametros, podemos

ver que el incremento relativo muestra una tendencia proporcional al peso.
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Figura 32. Regresion entre el incremento de BNMN por la radiacion y la edad.
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Figura 33. Graficos de las variables de radiosensibilidad y el IMC
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4.7.4. Presencia de otras patologias

Se ha analizado el efecto de la presencia de otras patologias en la
poblacion total sobre el incremento de BNMN por la radiacion,
encontrandose que los valores de este parametro en los pacientes que,
ademas de IRC, padecen hipertension es significativamente mayor (” = 0,05),
que en los que no la padecen; asimismo, también presentan frecuencias
significativamente mayores aquellos que padecen ECV (P < 0,05) y, como se
reflejo en el analisis multifactorial, los pacientes con patologia cancerosa
tambieén muestran una clara radiosensibilidad (” < 0,05). Los resultados de

estos analisis los podemos consultar en la tabla 28.

Tabla 28. Pruebas de ¢ para distintos factores de confusion en la poblacion total.

Efecto de las patologias en la radiosensibilidad de la poblacion (N=227|

BNMN 0,5 Gy - BNMN

Patologias n media £ E. T.

Hipertension: si 171 31,72+ 1,40 0.050
no 56 26,43+ 1,92 '

Dislipemia: Si 114 32,34 +1,79 0.097
no 113 28,48 + 1,47 '

ECV: si 86 35,14 + 1,93 0.00]
no 141 27,54 + 1,41 '

Diabetes: si 47 29,49 + 2,52 0.685
no 180 30,66 * 1,32 '

Cancer: si 39 38,92 £2,71 0.00]
no 188 28,65+ 1,25 '

También se analizaron estos efectos segun los distintos grupos de la
poblacion indicados en la tabla 29 (pruebas de ¢ para controles y pacientes
con IRC). Podemos ver que la presencia de dislipemia en los controles supone
una frecuencia de BNMN inducidas por la radiacion estadisticamente mayor
(P < 0,05) que aquellos que no la padecen. Asimismo, los pacientes que
ademas de IRC padecen ECV también presentan una frecuencia
significativamente mayor de dano inducido por radiacion (P < 0,05) para el

grupo total de IRC. La patologia cancerosa se asocia con una radiosensibilidad
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significativamente mayor en la poblacion con IRC sin HD (P < 0,05); sin
embargo, en la poblacion bajo HD ésta no fue estadisticamente significativa.
Estos analisis se presentan en la tabla 30 (pruebas de ¢ para pacientes

sometidos o no a HD).

4.7.5. Tabaquismo

Este factor no presentd ningun efecto sobre las frecuencias de dano
genético inducidas por la radiacion en el presente estudio, ni teniendo en
cuenta a la poblacion con IRC total (que es para quienes tenemos disponible
este parametro), ni clasificando a los pacientes en funcion de si estaban

sometidos o no a HD. Estos resultados se encuentran en las tablas 29 y 30.

4.7.6. Trasplante

Al igual que se observo para la variable citogenética basal, el hecho de
haber recibido un trasplante, tampoco parece ejercer efectos sobre la
radiosensibilidad, detectables en nuestra poblacion bajo estudio. Los valores

obtenidos en los distintos analisis estadisticos se indican en las tablas 29 y 30.

4.7.7. Suplementos nutritivos

De los distintos suplementos que se les subministran a nuestros
pacientes, la I-carnitina es el unico que parece ejercer un efecto sobre el dano
genético inducido por la radiacion, presentando wuna frecuencia
estadisticamente mayor en los pacientes que toman este suplemento (P <
0,05), comparada con los que no lo toman en la poblacién de pacientes bajo

HD. Este efecto se aprecia en los analisis mostrados en las tablas 29 y 30.

4.7.8. Medicamentos

Finalmente, el efecto de los distintos medicamentos administrados a

nuestros pacientes, se ha analizado con respecto a sus efectos sobre la
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radiosensibilidad individual. Asi, de todos los medicamentos analizados, tan
solo la IECA en la poblacion control parece aumentar significativamente la
frecuencia de dano inducido por la radiacion (P < 0,05). Hay que senalar que
en este grupo el numero de individuos que toman este medicamento, es

relativamente pequerno (4), comparado con los que no lo toman.
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Tabla 29. Analisis de la radiosensibilidad para la poblacién controly con IRC

Pruebas £para el incremento por radiacion (BNMN 0,5 Gy - BNMN

Controles IRC P
Factores ) ) i
N MediazE.T. P n Media + E. T. P (si)
Tabaquismo: si ND o U bes s
no 77 19,18 2,19 0,082 -
Trasplante: si 0 - Ay EEIEES
no 53 . ) 153 31,99 £ 1,46 0,257 -
Hipertension: si 15 26,33 +4,40 1 St e T
no 38 2329+200 0472 18 3306+385 0858 0234
Dislipemia: si 7 3400%574 107 32,23+1,88
no 46 2265+192 0.040 67 32,47 £ 1,96 0,932 0814
ECV- si 0 § 86 35,14+ 1,93
no | 53 § - 88 29,58 + 1,93 0,043 -
Diabetes: si 4 17,25+4,31 43 30,63+ 2,67
no 49 2471+199 0300 131 32,88+ 1,61 0,481 0,141
Cancer: si 0 _ 39 38,92+2,71
no 53 : - 135 30,42 + 1,56 0,010 -
Suplementos
Vitamina D: si 0 - 58 34,15+ 2,05
no 53 B} § 115 31,55+ 1,80 0,375 -
Acido folico: si 0 = 39 36,18 £ 2,37
no | 53 § - 135 31,21+ 1,63 0,133 -
L-carnitina: si 0 = 32 39,50+ 3,17
no 53 : - 142 30,71+ 1,50 0,013 -
VitaminasBy C: si 0 - 21 37,29 £3,94
no 53 _ - 153 31,65+ 1,46 0,183 -
Medicamentos
Eritropoyetina: si 0 - 85 34,07 + 1,88
no 53 : - 89 30,66 * 2,00 0,217 -
IECA; ARA-II: si 4  4450+514 120 31,01+ 1,67
no 49 2249+1g1 0001 54 35,25 + 2,40 0,154 0147
Estatina: si 3  3300+£5,13 105 31,48+ 1,94
no 50 2362+190 0254 69 33,61+ 1,84 0453 0897
Sevelamer: si 0 = 42 36,21+ 2,62
no 53 : - 132 31,09 £ 1,60 0,112 -

P (si): comparacion de la poblacion control con la que padece IRC. IECA: inhibidor de la
enzima de conversion, ARA-II: antagonistas del receptor de la angiotensina IlI, Estatina:
farmaco usado para disminuir el colesterol; Sevelamer: farmaco secuestrador de fosfato.
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Tabla 30. Analisis de la radiosensibilidad en los pacientes con y sin HD

Pruebas #para el incremento por radiaciéon (BNMN 0,5 Gy- BNMN)

IRC sin HD IRC en HD P
Factores .
N MediazE.T. P N MediazE. T P (si)
Tabaquismo:  si 53 33,30+ 2,54 44 35,86 + 2,33
no 50 27,46 £ 2,60 o111 27 3366390 0,608 0,466
Trasplante: 5 103 - - 20 36,85 + 3,88
no O - - 51 3431+244 0,583 -
| Patologias | |
Hipertension: si 92 30,23 + 1,94 64 35,14 + 2,24
no 11 32,45 + 5,86 0,709 7 34,00 + 4,25 '
Dislipemia: si 64  30,80+257 43 34,37 £ 2,69
no 39 29,92 + 2,41 0818 28 3604+322 0696 0353
ECV: si 44 32,75+ 2,93 42 37,64 + 2,47
no 59 28,76 + 2,33 0,284 29 31244348 127 0208
Diabetes: si 27 31,51 + 3,84 16 29,12 3,23
no 76 30,09 + 2,09 0734 55 36744245 %122 0670
Cancer: si 23 37,61 3,74 16 40,81 + 3,94
no 80 2841+205 0036 55  3334.33, *!30 0568
Suplementos
Vitamina D: si 31 30,93 2,80 27 37,85 £ 2,89
no 72 3026233 0867 4  3329:280 228> 0092
Acido félico: si 6 32,67 £5,52 33 36,82 + 2,63
no 97 30,33+ 1,92 0767 38 3347+370 0421 0534
L-carnitina: si 0 - - 32 39,50 + 3,17
no 103 - - 39 31364258 08 )
Vitaminas By C: si 1 32,00 - 20 3755%4,13
no 102 3045+ 184 0934 51 34,04+237 0447 -
Eritropoyetina: si 17 29,35+ 4,11 68 35,25+ 2,10
no 8  3069:205 078 3  3000+1154 261 0271
IECA; ARA-II: si 85 29,81+ 1,99 35 33,91+3,10
no 18 33554473 0,440 36 3611275 0597 0267
Estatina: si 67 29,27 £ 2,40 38 35,39 + 3,23
no 36 32,69 + 2,75 0375 33 34614244 0850 0129
Sevelamer: si 0 - - 42 36,21 + 2,62
no 103 - - 29 3331£333 492 )

P (si): comparacion de la poblacién control con la que padece IRC. IECA: inhibidor de la
enzima de conversion, ARA-II: antagonistas del receptor de la angiotensina I, Estatina:
farmaco usado para disminuir el colesterol; Sevelamer: farmaco secuestrador de fosfato.
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V. DISCUSION

La insuficiencia renal cronica es una patologia que tiene un amplio
impacto sobre la salud a nivel mundial; ademas, el hecho de estar
estrechamente ligada a patologias consideradas como epidemias del siglo XXI,
como la diabetes tipo I, la ECV, la hipertension y la obesidad, la hace objeto
de numerosos estudios epidemioldgicos ya que existe una gran necesidad de
prevencion de esta patologia cronica, que consume un gran porcentaje del
presupuesto destinado a salud publica. Sin embargo, por lo que respecta a
estudios que tengan por objeto analizar el dano genotoxico presente en la
poblacién con IRC, asi como sus causas y consecuencias, la cantidad de
publicaciones encontradas en la literatura se reduce enormemente. Asi, para
el presente estudio se han encontrado solo 29 publicaciones que versen sobre
estos temas (tablas 31 y 32). Ademas, encontramos que la gran mayoria de
ellos se han realizado con muestras poblacionales muy pequenas, por lo que
sus resultados a menudo quedan en entredicho. Si nos limitamos a estudios
que analicen el dano genético mediante el ensayo de MN, que es el que
utilizamos en nuestro estudio, entonces la cantidad de articulos referenciados
encontrados se reduce, ya que tan solo se han publicado 9 articulos sobre
este tema hasta la fecha, los cuales podemos encontrar referenciados en la
tabla 32. Al analizarlos volvemos a encontrar pequenos tamanos
poblacionales, dado que la mayor poblacion estudiada fue de 40 pacientes
(Roth et al, 2008).

Resulta interesante analizar a una poblacion que padece una
deficiencia en la eliminacion de toxinas y, en general xenobidticos ya que esta
incapacidad podria amplificar los efectos de la exposicion cronica que
normalmente sufrimos frente a una gran cantidad de genotoxinas, originadas
fundamentalmente por exposiciones ambientales. Ademas, esta incapacidad
podria generar situaciones sinérgicas en casos de personas cronicamente
expuestas a elevadas concentraciones de compuestos xenobioticos
potencialmente peligrosos. Estos pacientes acumulan gran cantidad de
toxinas y éstas pueden terminar causando un desequilibrio en todo el

organismo, lo que se podria reflejar de muchas formas, entre las que
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podriamos destacar los incrementos en los niveles de dano basal en el DNA.
Asi, el presente estudio pretende contribuir a incrementar la informacion
existente sobre los niveles de dano genético en los pacientes con insuficiencia
renal cronica, tratando de encontrar razones para explicar el origen de este
dano. Nuestro trabajo se ha llevado a cabo con una poblacion relativamente
grande, con un total de 201 pacientes lo que le da una potencia que no se
encuentra en ninguno de los trabajos realizados hasta la fecha por otros
autores. Ademas, se ha incluido el seguimiento de 33 pacientes después de
un ano bajo HD para poder determinar los efectos de este tratamiento sobre
los niveles de dano genético. Finalmente, se ha llevado a cabo un analisis de
la radiosensibilidad en 174 pacientes, ya que este parametro nos puede
aportar informacion valiosa sobre la cuestion de si el dano genético
observado es una consecuencia de la patologia o es una inestabilidad

genomica inherente, o que da lugar a la patologia.

La alta incidencia de cancer (Port et al, 1989; Inamoto et al, 1991; Iseki
et al, 1993; Pope et al, 1994; Buccianti et al, 1996; Cuckovic et al, 1996;
Maissonneuve et al, 1999) en la poblacion con IRC y los diferentes estudios
que muestran una disminucion en la capacidad de reparacion presente en
estos pacientes (tablas 31 y 32), nos han llevado a incluir en nuestro estudio,
una evaluacion de la capacidad de reparacion del dano genético inducido en
cada uno de los pacientes estudiados. Entre los distintos agentes que se
pueden utilizar para inducir el dafno en el DNA destaca la radiacion ionizante,
ya que al ser un agente fisico su exposicion evita las complejas reacciones que
se producen en la célula cuando es tratada con mutagenos quimicos. Asi
pues, hemos medido la susceptibilidad a los efectos de la radiacion, parametro
que se asocia, fundamentalmente, con alteraciones en la capacidad de

reconocer y/o reparar las lesiones inducidas por este agente.

Resumiendo, en este estudio de biomonitoreo, hemos detectado tanto
el dano basal, como el inducido por la radiacion ionizante en los pacientes
con IRC. Los efectos observados se han correlacionado con la progresion de la
misma y se ha investigado la relacion entre los niveles de dano genético y los

efectos del tratamiento de la patologia con HD convencional.
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5.1 La poblacion estudiada

En la descripcion estadistica de la poblacion analizada, se encontro que
los pacientes con IRC bajo HD tienen un IMC significativamente menor que
aquellos pacientes que aun no inician este tratamiento, lo cual puede deberse
a la anemia y malnutricion ampliamente conocidos como efectos negativos
consecuencia de la dialisis (Douthat et al, 2003; Tolkoff-Rubin y Goes, 2004).
Otra de las similitudes de nuestro estudio con los grandes estudios
epidemioldgicos es la predominancia del sexo masculino en la poblacion con
IRC, ya que es ampliamente conocido que los hombres tienen un mayor
riesgo de desarrollar la enfermedad renal, al tiempo que tienden a
desarrollarla a una edad mas temprana que las mujeres (Shankar et al, 2008).
En nuestra poblacion bajo tratamiento con HD el 28% de los pacientes ha
recibido un trasplante, lo cual es un suceso comun. Se ha documentado que
cada ano, entre el 4-5% de los pacientes pierden su injerto (principalmente
por nefropatia cronica) y vuelven a dialisis al anio de ser trasplantados (CIHI,
2006). Otros estudios indican que, a pesar del trasplante, estos pacientes
continuan presentando las caracteristicas de los pacientes con IRC; asi, el
porcentaje de pacientes trasplantados en el estadio 4 y 5 de la IRC oscila entre
el 14y el 20 % (Karthikeyan et al, 2004).

Existe una relacion directa entre la progresion de la enfermedad vy la
edad, encontrandose una correlacion positiva entre el indice de FG y la edad.
Sin embargo, los pacientes con fallo renal (estadio 5) y pacientes en
tratamiento con HD presentan una edad inferior a la de los pacientes que se
encuentran en estadio 4. Esto contradeciria la propuesta de que existe una
relacion directa entre el empeoramiento de la patologia y la edad, sugiriendo
que existen dos tipos de pacientes, unos de desarrollo lento y otros que
pronto empeoran requiriendo ser incluidos en el programa de tratamiento

con HD.

Las distintas patologias que padece nuestra poblacion estan
ampliamente ligadas a la IRC, siendo comunmente consideradas como

factores de riesgo o de iniciacion de la IRC (Levey et al, 2003; 2005). Asi, cabe
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destacar que en nuestra poblacion, la hipertension es la patologia con mayor
incidencia, lo cual no difiere en cuanto a la epidemiologia normal de la IRC
(Toto, 2005). Asimismo, cabe senalar que la alta incidencia de la patologia
cancerosa normalmente asociada a la IRC (Matas et al, 1975, Giacchino et al,
1985; Port et al, 1989; Inamoto et al, 1991; Iseki et al, 1993; Teschner et al,
2002) coincide con lo observado en nuestra poblacion. Esta alta incidencia de
cancer es lo que nos hace proponer la existencia de inestabilidad gendmica y
de radiosensibilidad asociada a la patologia, lo que constituye una de las

razones subyacentes a la realizacion del presente trabajo.

Otro aspecto particular de nuestra poblacion lo constituye el
tratamiento nutricional incluido en el protocolo de tratamiento para la IRC, y
esto se traduce en seguir una dieta con una reduccion de la ingesta proteica.
Esta previene la aparicion de la acidosis metabolica, y reduce la
hiperfosfatémia e hiperpotasémia; pero, como las restricciones en la dieta
pueden reducir tambien la ingesta de vitaminas, es necesario que los
pacientes tomen un complejo multi-vitaminico que contenga vitaminas
hidrosolubles. Los requerimientos nutricionales de los pacientes aumentan
notablemente al iniciar el tratamiento sustitutivo de dialisis, ya que existen
pérdidas durante las sesiones y, por esta razon, es normal que en nuestra
poblacion sean los pacientes bajo HD los que mayoritariamente toman los
suplementos. La administracion de vitaminas A y E es innecesaria, mientras
que la vitamina D, en forma de 1,25- di hidroxivitamina D (calcitrol) o sus
analogos, se deben administrar de acuerdo con las concentraciones de HPT
(hormona paratiroidea) y de fosfatos. Ademas, para el tratamiento de las
complicaciones adyacentes a la IRC, la poblacion esta bajo tratamiento medico
y, entre los farmacos mas comunmente administrados a nuestros pacientes se
encuentra, la eritropoyetina, que como ya se ha mencionado mejora
notablemente la calidad de vida del paciente en cuanto a sintomas de
malestar y cansancio, los inhibidores del sistema renina-angiotensina, la
estatina para el control del colesterol y los controladores de la hiperfosfatemia
(NAC-SEN, 2009).
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En cuanto a las patologias que se consideran causas de la IRC, en
nuestra poblacion cabe destacar la hipertension, las glomerulopatias y la
diabetes como las principales. Estos resultados observados en nuestra
poblacion, coinciden con lo citado a nivel global (Luke, 2004; Bakris y Ritz,
2009).

A nuestra poblacion se le realizan rutinariamente los analisis quimicos
sanguineos como parte del seqguimiento de la IRC, por lo que se dispone de
una descripcion detallada de los parametros quimicos en cada grupo de
poblacién. Los tres parametros que se salen de los rangos ideales en la
poblacion con IRC, son la proteina C reactiva, la homosisteina y el folato, lo
que no supone una diferencia importante con lo observado en otras

poblaciones de pacientes con IRC.

5.2 Dano genético y la IRC

El primer estudio referente a la asociacion entre dafno genético y la IRC
fue publicado en 1988 y se realizé mediante la técnica de intercambios entre
cromatidas hermanas (SCE: sister cromatid exange ), este ensayo consiste en la
manifestacion citolégica de la rotura de doble cadena del DNA y la reunion
en sitios aparentemente homologos entre cromatidas de un mismo
cromosoma. Aunque no se conoce con exactitud, parece ser que el
mecanismo de formacion de los SCE es consecuencia de errores en la
replicacion del DNA y, aunque no tiene consecuencias biologicas, ni ejercen
efectos letales a nivel celular se toman como indicadores de la presencia de
aductos voluminosos y/o de la interferencia con los mecanismos replicativos.

(Natarajan et al, 1994).
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Tabla 31. Relacion de estudios sobre el dafio genético con otros ensayos en pacientes con IRC (parte 1)

Cengiz et al

Friedman
et al

Zevin et al

Malachi et a/

Vamvakas et
al

Lim etal

Tarng et al

Stopper et al

Tarng etal

Tarng et al

Liu et al

Kan et al

1991

1993

1996

2000

2000

2001

2001

2002

2001

2002

44

21

32

21

60

22

131

64

112

64

162

36

IRC

IRC:10
HD:11

IRC:10
HD:11
DP:11

IRC:11
HD:10

HD

IRC

IRC:22
HD:109

IRC:23
HD:26
HDF:15

HD

IRC: 22
DP:42

IRC

HD

13

22

21

112

24

236

36

Método

SCE

ubDs

ubDs

ubDs

uDS

Deleciones
mitocondriales
en DNA

8-OHdG

EC

8-OHdG

8-OHdG

Deleciones
mitocondriales
en DNA

EC

Conclusiones en cuanto a los niveles de dafo genético

Se correlacionan positivamente con los de creatinina y negativamente con el
aclaramiento de creatinina.

Son mayores (menor reparacion) en pacientes con IRCy con IRC bajo HD, que en
los controles. Dafo inducido por radiacion UV.

Son mayores (menor reparacion) en pacientes con IRC sin HD que en los controles,
y en los pacientes bajo HD son similares a los controles. Dafo inducido por
radiacion UV).

Son mayores (menor reparacion) en pacientes con IRC sin HD que en los controles,
y en los pacientes bajo HD son similares a los controles. Dafo inducido por
radiacion UV y gama.

Son mayores en pacientes con IRC que en controles. Se relacionan inversamente
con el tiempo en HD, y son mayores en los pacientes trasplantados que en
controles

Son mayores en pacientes con IRC que en controles.

Son mayores en pacientes con IRC (sin y con HD) que en controles. Teniendo
mayor dano los pacientes bajo HD, y entre los pacientes HD fue mayor en los que
usan las membranas de celulosa que aquellos que usan las de polimetilmetacrilato
(PMMA) y polosulfonato (PS).

Son mayores en pacientes con IRC que en controles, tendencia a ser mayores en
pacientes bajo HD, los niveles de dano se correlacionan positivamente con los de
creatinina y el tiempo bajo HD.

Son mayores en pacientes bajo HD que en controles, asimismo son mayores en los
pacientes que usan las membranas de celulosa que los que usan las de PMMC, PS o
recubiertas con vitamina E.

Se correlacionan negativamente con aclaramiento de creatinina y son mayores en
los pacientes bajo DP, seguidos de los IRC y finalmente los controles.

Son mayores (mayor inestabilidad genética) en pacientes con IRC sin encontrar
diferencias entre los pacientes bajo HD y DP.

Son mayores en pacientes con IRC bajo HD que en controles y disminuyen después
de 14 semanas de suplementacion con vitamina E. No se encontrd asociacion con
el tiempo bajo HD.
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Tabla 31. Relacion de estudios sobre el dano

20

21

22

23

Muller et a/

Domenici
etal

Boxall et a/

Buemi et a/

Kobras et a/

Schupp etal

Pernice et a/

Kuo et al

Herman et a/

Bagatini et al

Stoyanova et
al

2004

2005

2006

2006

2006

2006

2006

2008

2008

2008

2009

21

51

38

30

30

110

25

141

HD

DP:22
HD:29

HD

HDF

HD:5
HDF:7

HD:5
HDF:7

HD

HD

HD

HD con
T2DM

CRF:64
HD:77

12

20

25

25

20

61

Método

EC

8-OHdGy EC

Longitud
telomérica

SCE

EC

EC

SCE

8-OHdG

usD

EC

EC

genetico con otros ensayos en pacientes con IRC (parte 2)

Conclusiones en cuanto a los niveles de darfio genético

Se encontraron mayores en los pacientes con IRC bajo HD que en controles, siendo
mayores en los que usan membranas de celulosa y en los que reciben infusiones de
hierro durante la HD. No se encontraron diferencias entre membranas PS y
recubiertas con vitamina E.

Son mayores en los pacientes con IRC bajo HD o DP que en controles, y
disminuyen después de 4 semanas de suplementacion con vitamina E.

Aumentan (longitud telomérica disminuye) con el tiempo en HD. No se
encontraron diferencias de entre pacientes y controles.

Son mayores en los pacientes bajo HDF que en los controles.

Mayores en pacientes con y sin tratamiento con HD que en los controles. No se
encontro diferencia entre pacientes solo tendencia a disminuir con la HD. Estos
disminuyen al cambiar de HD a HDF. Se encontraron mayores niveles de AGE en
pacientes que en controles sin ser influenciados por la HD o la HDF.

Son mayores en pacientes con IRC que en los controles, y la iniciacion de HD no
supone ningun cambio, solo la tendencia a disminuirlos y el cambio de HD a HDD
tampoco influye los niveles de dafo.

Son mayores en los pacientes bajo HDF que en los controles y estos niveles
aumentan inmediatamente después de la sesion de HDF y alcanzan los mayores
niveles 24 hrs después de la sesion.

Entre pacientes bajo HD se encontraron mayores en aquellos que reciben
infusiones de hierro, con un efecto dependiente de la dosis (20-500 mg) y del
tiempo después de la infusion (0-4 hrs).

Incrementan (disminuye la reparacion) por estrés oxidativo inmediatamente
después de una sesion de HD.

Son mayores en los pacientes con IRC y diabetes T2 bajo HD que en controles,
aumentan inmediatamente después de una sesion de HD y disminuyen 48 hrs
después de la sesion.

Son mayores en pacientes HD, seguidos de los IRC y controles. Se asocian con la
progresion de la patologia (creatinina y ferritina) y disminuyen con el tiempo en
HD

P: numero de pacientes; C: numero de controles; EP: en prensa; HD: hemodialisis; DHD: hemodialisis diaria; HDF: hemodiafiltracion; DP: dialisis periotoneal; T2DM:
diabetes mellitus tipo II; EC: ensayo del cometa; SCE: sister cromatid exange/ intercambios entre cromatidas hermanas; UDS: unscheduled DNA synthesis/ sintesis del DNA
no programada

NOISNOSId



Tabla 32. Relacion de estudios sobre el dafio genético medido con el ensayo de MN en pacientes con IRC

1| Stopper et al

2| Fragedaki et al

3| Kobras et al

4| Schupp etal

911

5| Schupp etal

6| Schupp etal

7| Stopper etal

-]

Roth et a/

1999

2005

2006

2006

2008

2008

2008

2008

35

25

28

38

27

40

IRC:19
HD:16

HDD:13
HD:12

HD:5
HDF:7

HD:5
HDF:7

DHD:15
HD:13

HD

IRC

HD:20
DP:20

23

ND

40

Método

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN

MN
(mucosa
bucal)

Conclusiones en cuanto a los niveles de dafio genético

Mayores en pacientes con y sin HD que en los controles. No se encontré asociacion
con las concentraciones de creatinina

Son mayores en los pacientes bajo HD que en los que estan bajo HDD (HD diaria),
y esto se atribuye a que también son mayores los niveles de AGEs en los HD.

Mayores en pacientes con y sin tratamiento con HD que en los controles. No se
encontro diferencia entre pacientes, solo tendencia a disminuir con la HD. Estos
siguen igual al cambiar de HD a HDF en cuanto a MN. Se encontraron mayores
niveles de AGEs en pacientes que en controles sin ser influenciados por la HD o la
HDF.

Son mayores en pacientes con IRC que en los controles, y la iniciacion de HD no
supone ningun cambio, solo la tendencia a disminuirlos y el cambio de HD a HDD
tampoco influye los niveles de dafo.

Son mayores en los pacientes bajo HD que en los controles y los pacientes bajo
HDD. No se encontraron diferencias entre pacientes bajo HDD y los controles. El
dano disminuye al cambiar el medicamento angiotensina Il por candesartan, y con
la suplementacion de vitamina B1durante 3 - 4,5 meses.

Disminuyen con la suplementacion (durante 6 semanas) con vitamina B1
(benofitiamine).

Disminuyen con la suplementacion (durante 12 semanas) con acido folico y
vitamina B12, y ain mas con ambas.

Mayores en pacientes bajo HD que en controles, con una correlacion con el tiempo
en HD (mayores en aquellos con 7 afios, que con 6). No se encontraron diferencias
entre pacientes bajo DP y controles.

P: numero de pacientes; C: numero de controles; HD: hemodialisis; DHD: hemodialisis diaria; HDF: hemodiafiltracion; DP: dialisis peritoneal; EC: ensayo del
cometa; SCE: sister cromatid exange/ intercambios entre cromatidas hermanas
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En este primer estudio Cengiz et al. (1988) analizaron a una poblacion
de 44 pacientes con IRC encontrando que la uremia incrementa la frecuencia
de dano, al mostrar una correlacion proporcional entre la incidencia de SCE y
los valores de creatinina, e inversamente proporcional al aclaramiento de
creatinina. Mas adelante Buemi et al. (2006) analizaron a una poblacion de 30
pacientes con IRC bajo tratamiento con hemodiafiltracion (HDF), encontrando
que los pacientes bajo HDF tenian una mayor frecuencia de SCE respecto a los
controles; otro estudio con este ensayo fue el de Pernice et al. (2006) realizado
con una poblacion de 30 pacientes bajo HD donde se encontré que la
frecuencia de SCE era mayor en los pacientes que en los controles y que este
parametro aumentaba después de una sesion de HD, encontrandose los

mayores niveles después de 24 horas de la sesion de HD.

Una forma indirecta de analizar los niveles de dano genético, es
midiendo la capacidad de reparacion mediante el denominado ensayo UDS
(unscheduled DNA sintesis/sintesis del DNA no programada), El ensayo se
basa en la incorporacion de *H-timidina, fuera de la fases donde se asume que
si hay incorporacion de timidina tritiada es porque existe dano que se esta
reparando por el mecanismo de reparacion por escision. Se han encontrado 5
estudios en la literatura que evaluan la reparacion en poblaciones de
pacientes con IRC con este método, el primero es de 1988 por Friedman et al.
donde se analizé a una poblacion de 21 pacientes con IRC de los cuales 11
estaban bajo HD, encontrandose un indice de reparacion del DNA menor en
los pacientes que en la poblacion control. Posteriormente, Zevin et al (1991),
estudiaron una poblacion de 32 pacientes, 10 de ellos con IRC, 11 bajo HD y
11 bajo dialisis peritoneal (DP), encontrando que hay un menor indice de
reparacion en los pacientes sin HD, y que en los pacientes bajo tratamiento de
dialisis, la reparacion es similar a la encontrada en los controles. En el estudio
de Malachi et al. (1993) se llegd a las mismas conclusiones que en el de Zevin
et al en una poblacion de 21 pacientes con IRC de los cuales 10 se
encontraban bajo HD. Vamvakas et al. (1996) estudiaron a una poblacion de
60 pacientes en HD, analizando principalmente las diferencias entre tres
grupos, de acuerdo al tiempo en HD, donde se mostré una disminuida

reparacion del DNA en los pacientes con poco tiempo (< 3 meses) de haber
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iniciado HD, comparados con los que tienen mas de 120 meses bajo HD. Asi
mismo, se analizo el efecto de los inmunosupresores administrados a los
pacientes trasplantados. Por ultimo, recientemente se ha publicado el ultimo
estudio que encontramos con esta técnica (Herman et al, 2008), donde se
analizd a una poblacion de 17 pacientes antes y después de una sesion de
HD, encontrando que los niveles de reparacion del DNA disminuyen

inmediatamente después de una sesion de tratamiento con HD.

Otra forma indirecta en la que se midid dano genético en pacientes
con IRC, fue evaluando la presencia de la 8-OHdG en DNA de leucocitos, un
producto de la oxidacion del DNA. Tarn et al. han publicado tres estudios con
esta técnica; en su trabajo de 2000 estudiaron una poblacion de 131
pacientes con IRC, de los cuales 109 estaban bajo HD, encontrando mayores
niveles de 8-OHdG en los pacientes que en la poblacion control; asi mismo los
pacientes que se encuentran bajo HD, tienen también mayores niveles de
guanina oxidada. En el estudio del 2001, obtuvieron resultados similares en
una poblacion de 112 pacientes bajo HD, encontrando una vez mas que los
pacientes bajo HD tienen mayores niveles de 8-OHdG que los controles.
Finalmente en el estudio del 2002, llevado a cabo con una poblacion de 64
pacientes, de los cuales 42 estaban en DP, encontraron que los niveles de 8-
OHdG se correlacionan negativamente con el aclaramiento de creatinina
siendo mayores en los pacientes bajo DP que en los pacientes sin HD, seguido
de los controles. Domenici et al. (2005) estudiaron una poblacion de 51
pacientes, 22 en dialisis peritoneal (DP) y 20 en HD convencional, observando
que los niveles de 8-OHdG en pacientes bajo DP o HD son mayores que los de
la poblacion control y que éstos disminuyen con la suplementacion de
vitamina E. Por ultimo, Kuo et al (2008) han estudiado a 110 pacientes bajo
HD en los cuales se evaluo principalmente el efecto de las infusiones de hierro
que reciben algunos pacientes durante su sesion de HD, encontrando que en
estos pacientes los niveles de 8-OHdG son dependientes de la dosis de hierro

administrada.

Otro tipo de estudios que se han llevado a cabo con pacientes con IRC

son los que estudian la induccion de dano genético primario usando el
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ensayo del cometa (EC). Este ensayo detecta fundamentalmente, roturas de
simple y doble cadena y sitios alcali-labiles, (Singh et al, 1988; Collins, 2004) y,
debido a su simplicidad y sensibilidad, su uso se esta extendiendo en los
estudios encaminados a detectar genotoxicidad. El primer estudio llevado a
cabo con el EC en pacientes con IRC lo realizaron Stopper et al. (2001),
analizando una poblacion de 64 pacientes de los cuales 26 estaban bajo HD y
15 en HDF. Encontraron una tendencia en los pacientes a tener mayores
niveles de dano geneético que los controles, asi como que el dano se
correlaciona positivamente con los niveles de creatinina y con el tiempo en
HD. En el trabajo de Kan et al (2002) se observaron mayores niveles de dano
genético en 36 pacientes con IRC bajo HD que en una poblacion control,
demostrando que el dano disminuye con la suplementacion con vitamina E
pero, al estudiar la asociacion entre dano y el tiempo en HD, no encontraron
ninguna correlacion significativa. Muller et al. (2004) estudiaron una
poblacion formada exclusivamente por pacientes bajo HD, encontrando que
los niveles de dano son mayores en los que reciben infusiones de hierro y, al
comparar el uso de diferentes membranas, mostraron que los niveles de dano
fueron mayores en los pacientes que usaban las de celulosa. En el estudio de
Schupp et al. (2006) se estudio una poblacion pequena (de 11 pacientes bajo
HD) analizando principalmente los niveles de dano genético al iniciar la HD,
donde solo se encontro una tendencia a disminuir el dano; sin embargo, no
encontraron ninguna diferencia al cambiar de HD convencional a HD diaria.
Kobras et al (2006), también estudiaron una poblacion pequena (de 12
pacientes bajo HD y HDF) en la que no encontraron diferencias al cambiar de
técnica de HD a HDF. Bagatini et al. (2008) analizaron a una poblacion de 25
pacientes que, ademas de IRC también padecian diabetes, mostrando que los
niveles de dano aumentan despuées de una sesion de HD y que estos niveles
disminuyen después de 48 hrs posteriores a la sesion. Por ultimo, un estudio
realizado recientemente en nuestro grupo de investigacion, Stoyanova et al.
(2009) y utilizando el EC en el analisis de una poblacion de 141 pacientes con
IRC, de los cuales 77 estaban bajo HD, ha mostrado una correlacion
significativa entre los niveles de dano genetico y la progresion de la

enfermedad. El trabajo muestra que los niveles de dano son mayores en los
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pacientes bajo HD y estos se correlacionan negativamente con el tiempo bajo
HD.

Otra categoria de estudios sobre el tema, la componen dos estudios
que miden roturas en el DNA no gendmico, evaluando el dafo inducido en el
DNA mitocondrial. Asi, el estudio de Lim et al (2000) incluyendo a 22
pacientes con IRC, mostré que hay una mayor inestabilidad genética en los
pacientes que la observada en una poblacion control. El estudio de Liu et al.
(2001) se llevo a cabo con una poblacion de mayor tamano (162 pacientes)
mostrando también que hay una mayor inestabilidad genética en los
pacientes que en controles; sin embargo, no detectaron diferencias entre los

pacientes bajo HD y los pacientes sometidos a DP.

Por ultimo, se ha encontrado un estudio que evalua variaciones en la
longitud telomérica, que se considera un parametro que mas que dano indica
inestabilidad gendmica. Asi, su disminucion esta relacionada con la edad y la
muerte celular por lo que supone un indice de inestabilidad gendmica Boxall
et al. (2006) analizaron la longitud telomérica de 38 pacientes con IRC bajo
HD, sin encontrar diferencias entre estos y los controles; tan soélo se observo

una correlacion entre el acortamiento telomeérico y el tiempo en HD.

5.3. El ensayo de micronucleos como biomarcador de dano
genético fijado

Como se ha visto en el apartado anterior, practicamente todos los
estudios citados son indicadores de dano genomico primario, sin mucha
relevancia, para la integridad de la célula y el organismo que la porta, dado
que se pueden separar faciimente. Una manera de medir el dano gendmico
con relevancia en salud humana, en terminos de riesgo, es utilizar indicadores
de efecto genotoxico fijado, como pueden ser las aberraciones cromosomicas
y los micronucleos. No se ha encontrado ningun trabajo que haya utilizado la
deteccion de aberraciones cromosomicas en pacientes con IRC, pero si los
micronucleos que, como se ha visto a lo largo del texto, son resultado de dos

mecanismos importantes en toxicologia genética, como la clastogenésis y la
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aneuploidia, y se han revelado como buenos indicadores de riesgo de cancer
(Bonassi et al, 2005; 2007).

El ensayo de MN, debido a su precision, forma parte de la bateria de
ensayos de genotoxicidad reconocida por la OECD (1997). La gran cantidad
de ventajas que ofrece, que se pueden reducir a fiabilidad y bajo coste, han
contribuido a su éxito y adopcion internacional como biomarcador para
estudios sobre dano genético. Especialmente relevante, resulta el hecho de
que se considera un biomarcador capaz de predecir el riesgo de cancer como
ya se ha indicado (Bonassi et al, 2005; 2007). El ensayo de MN, esta
sustituyendo al de aberraciones cromosomicas siendo tambien utilizado para
detectar el dano genético inducido por la radiacion ionizante (Mozdarani et
al, 2005; Lou et al, 2004; 2008). Dada su relevancia en la deteccion de dano
genético, no es extrano que el ensayo de MN se haya utilizado también en

estudios con pacientes con IRC.

La mayoria de estudios publicados hasta la fecha con el ensayo de
micronucleos, respecto a dafno genético en pacientes con IRC, se dedican a
analizar los efectos del tratamiento con HD y otras técnicas alternativas como
la HDD (HD diaria), la HDF (hemodiafiltracion) y la DP (dialisis peritoneal). El
primer estudio encontrado, que utilizo el ensayo de MN fue publicado en
1999 por Stopper et al. donde se analizé a una poblacion de 35 pacientes con
IRC de los cuales 16 se encontraban bajo tratamiento con HD, los resultados
de este estudio mostraron un mayor dano en los pacientes que en los
controles pero, al realizar una regresion entre la frecuencia de MN y los
valores de creatinina, no se encontro ninguna asociacion. Posteriormente en
2005 Fragedaki et al. realizaron un estudio donde compararon 13 pacientes
bajo HDD con 12 pacientes bajo HD convencional, complementando su
estudio con la medicion de los niveles de AGE en los pacientes; sus resultados
mostraron que los pacientes bajo HDD tienen una frecuencia de MN mas baja
que los que estan bajo HD convencional, atribuyendo los resultados a que los
niveles de AGE eran mas altos en los pacientes bajo HD convencional. Kobras
et al. (2006) publicaron un estudio realizado en una poblacion pequena,

comparando solo 5 pacientes bajo HD con 7 bajo HDF, encontrando que
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estos tienen mayores frecuencias de MN que los 4 controles analizados vy,
aunque sus resultados reflejaron una tendencia a disminuir con la HD y que el
cambio de técnica de HD a HDF no supone alteraciones en los MN, se puede
considerar que el numero de pacientes analizados es demasiado pequeno
para dar valor a cualquier tendencia encontrada. Schupp et al. (2006),
también analizaron una poblacion similar (de 5 pacientes bajo HD y 7 bajo
HDF), encontrando que los pacientes presentan una frecuencia de MN mayor
que los controles, y que la iniciacion en HD, o el cambio de HD a HDF no
supone ninguna variacion en los niveles de MN. El mismo grupo publicé dos
estudios en 2008, en el primero se analizd una poblacion de 28 pacientes, 15
en HDD y 13 en HD convencional, observando que los valores de MN son
mayores en los pacientes bajo HD convencional que en los pacientes bajo
HDD, y que en los controles; ademas, encontraron que el dano disminuye con
la suplementacion con vitamina B asi como al cambiar el medicamento
angiotensina Il por el cadesatran. En el segundo trabajo estudiaron a una
poblacion de 38 pacientes bajo HD analizando los efectos de la
suplementacion con vitamina B, mostrando que la frecuencia de MN

disminuye con la administracion de vitamina B en los pacientes bajo HD.

Dos de los estudios encontrados, se enfocan a estudiar el dano
oxidativo, (Schupp et al, 2008 a y b), donde se analiza el efecto de la
suplementacion con vitamina B1 en 38 pacientes bajo HD, encontrando que
la frecuencia de MN disminuye después de 3-6 meses de suplementacion de
este antioxidante. Lo mismo sucede con la suplementacion con acido folico y
vitamina B12, durante 12 semanas que también disminuye la frecuencia de
MN (Stopper et al, 2008).

Finalmente, se ha encontrado un estudio que utiliza el ensayo de MN,
pero no en linfocitos de sangre periférica, sino en células de la mucosa bucal,
Roth et al. (2008). En este trabajo se estudio a 40 pacientes (20 bajo HD y 20
bajo DP), observandose un mayor dano genético en pacientes que en
controles. Al hacer una comparacion entre un grupo de pacientes que lleva 6
anos bajo HD y otro con 7 anos, se concluye que el dano geneético se

correlaciona positivamente con el tiempo en HD.
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De los estudios anteriores, podemos decir que en casi todos los que
incluyen una poblacién control, se encontraron resultados similares a los
nuestros, es decir que los pacientes con IRC (bajo HD o no), tienen mayor
frecuencia de MN. Sin embargo, debemos recalcar que el numero de
pacientes analizados en estos estudios, es muy bajo ya que el mayor fue de

40, y no se llevo a cabo en linfocitos, sino en células de la mucosa bucal.

Aunque existen trabajos que relacionan la patologia de la IRC con un
incremento en el dano genético, el tamano de los grupos de pacientes
estudiados no les permitié encontrar ninguna asociacion con la progresion de
la enfermedad. Gracias al tamano de nuestra poblacion ha sido posible llevar
a cabo la estratificacion de los pacientes en grupos, de acuerdo a su filtrado
glomerular, observando una asociacion positiva con la progresion de la
enfermedad. Esto nos permite concluir que el empeoramiento de la patologia
se asocia con un incremento del dafno genético. Se han propuesto diversas
hipotesis para explicar esta asociacion, ligando los niveles de dano con la
presencia de distintos productos del metabolismo como son los compuestos
carbonilo reactivos (RCO), los productos finales de la glicacion avanzada
(AGE), y los productos de la lipoxidacion avanzada (ALE), que poseen la
capacidad de interactuar con el DNA formando aductos (Fragedaki et al,
2005; Sebekova et al, 2007). Otra posible fuente de dano genético asociado
a la patologia podria ser el dano oxidativo, resultado de un desequilibrio entre
factores pro y antioxidantes, que se ha encontrado en los pacientes con IRC
(Panzetta et al, 1995, Hashimoto et al, 1996, Ong-Ajyooth et al, 1996;
Bonnefont-Rousselot et al, 1997; Annuk et al, 2001; Zorrilla et al, 2004). Esto
ha sido recientemente observado por nosotros utilizando el ensayo del
cometa complementado con enzimas FPG y endo lll, que reconocen lesiones
especificas (de tipo oxidativo) en las bases del DNA (Stoyanova et al, 2009). La
existencia de factores genotoxicos en el plasma de los pacientes con IRC
vendria avalada por la disminucion observada en el indice de proliferacion
celular (CBPI), lo que se considera como una medida indirecta de citotoxicidad
(Surralles et al, 1995). Estos resultados confirmarian el efecto de Ia
acumulacion de toxinas en los pacientes con IRC, ya que el CBPI de los

linfocitos de los pacientes es significativamente menor (P < 0,001) que el
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observado en los controles, y que entre los pacientes, tratados o no con HD,

no existen diferencias.

La correlacion entre el dafio genético y la progresion de la enfermedad
encontrada en nuestro estudio, viene modulada por los niveles de creatinina y
el FG, lo que esta de acuerdo con lo encontrado por Cengiz et al. (1988),
Stopper et al (2001) y Tarn et al. (2002). Aunque, existe un estudio en el que
Nno se encontro ninguna correlacion con las concentraciones de creatinina
(Stopper et al, 1999), esto podria atribuirse al bajo numero de pacientes (35)
incluidos en el estudio. Cabe mencionar que en estos estudios solo se analizo
la creatinina y en ninguno de ellos se ha tomado en cuenta el parametro de
filtrado glomerular (FG), que es el que se utiliza en la evaluacion clinica de la

funcion renal y en la clasificacion por estadios de la IRC (K/DOQlI, 2002).

Los estadios de la IRC van desde un FG que se considera normal o
ligeramente bajo, donde la mayoria de personas que los padece aun no
presentan sintomas, hasta la fase terminal (estadio 5), donde el paciente se
encuentra en un estado de uremia. Para analizar que sucede con los niveles
de dano en las etapas iniciales se han agrupando los estadios 1y 2, y se han
comparado con los pacientes en estadio 3 de IRC, sin que se hayan
encontrado diferencias significativas en la frecuencia de BNMN; cosa que si
sucede al compararse con el estadio 4 y con el 5. Esto podria indicar que las
diferencias en la frecuencia de dano se empiezan a manifestar a partir de que
los pacientes empiezan a sufrir las complicaciones de la patologia, es decir a
partir de la uremia cronica, porque supone un incrementado en el estrés
oxidativo, aumento en los productos carbonilo reactivos (RCO) por
peroxidacion de lipidos o auto-oxidacion de glucosa, que generalmente se
estan presentes en las fases avanzadas de la patologia (Panzetta et al, 1995;
Ongajooth et al, 1996, Ong-awyooth et al, 1997; Peuchant et al, 1997; Nath
et al, 1998; Miyata et al, 1999, Annuk et al, 2001).

A pesar de que hemos encontrado una asociacion directa entre el dano
genomico y el desarrollo de la patologia, es necesario conocer si los pacientes

ya poseen una cierta inestabilidad genética, que seria consecuencia del
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desarrollo de la patologia. Esta propuesta explicaria la elevada incidencia de
cancer observada entre los pacientes con IRC (Port et al, 1989; Levine, 1992;
Marple y MacDougall, 1993; Ishikawa, 1993, Vamvakas et al, 1998,
Maissonneuve et al, 1999). Por lo tanto, es imprescindible conocer si los
pacientes con IRC presentan un grado de inestabilidad genomica mayor que
el de la poblacion control, asi como determinar si esta inestabilidad aumenta

con el desarrollo de la patologia.

5.4. Inestabilidad gendmica en los pacientes con IRC

Existen multiples maneras de evaluar la inestabilidad genomica de un
determinado individuo pero, sin duda alguna, la respuesta frente a una dosis
definida de un agente genotoxico es una de las mas utilizadas. Esta respuesta
frente a una dosis estimuladora de la respuesta nos permite clasificar a un
individuo como resistente, normal, o sensible, en funcion del grado de
respuesta. Aunque en principio cualquier agente genotoxico puede ser
utilizado, el empleo de radiacion ionizante ofrece algunas ventajas dado que
es un mutageno potente y “limpio” en el sentido de evitar las complejas
reacciones que un agente quimico puede tener con los distintos blancos

celulares, fuera del DNA.

Como era de esperar, la dosis de radiacion aplicada incremento
significativamente los niveles de daro (MN), tanto en los controles como en
los pacientes. Sin embargo, los resultados observados en nuestro estudio
muestran que los incrementos obtenidos entre los pacientes con IRC son
mayores que los obtenidos en la poblacion control. Por tanto, nuestros
resultados muestran, por primera vez, que los pacientes con IRC presentan
inestabilidad genomica manifestada como radiosensibilidad frente a la

radiacion ionizante.

Es interesante remarcar que al realizar un analisis multifactorial
tomando en cuenta diversos factores de confusion encontramos que, solo la
patologia influye de manera significativa en el dano genotoxico inducido por

la radiacion. Otros factores de confusion como el género y la edad, que en
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nuestro caso influyen significativamente en la frecuencia basal de BNMN,
como se ha citado por diversos autores (Migliore et al, 1991, Bonassi et al,
2001; Bukvic et al, 2001), no afectan a la radiosensibilidad individual. Por el
contrario, la incidencia de cancer, que es un factor ligado a la inestabilidad
genomica, es un factor con un peso significativo en la radiosensibilidad

observada entre los pacientes analizados

Para tratar de determinar si existia algun factor que modulase la
radiosensibilidad individual, se procedid a analizar el comportamiento de
aquellos factores que habian mostrado un papel significativo sobre los niveles
basales de BNMN, sin embargo, cuando se analizo el papel de la creatinina o
del filtrado glomerular, no se encontré que la radiosensibilidad se asociara a
estos parametros. Algo similar sucede al relacionar la radiosensibilidad con la
progresion de la patologia, ya que aunque los valores de radiosensiblidad
aumentan en el estadio 3, disminuye en los estadios 4 y 5, lo cual se puede
atribuir @ una saturacion del dano o muerte celular. En el analisis del
incremento relativo se encontro que éste sigue una tendencia opuesta al
incremento, ya que en los estadios donde los niveles dano basal son bajos,
estos podran muiltiplicar sus niveles basales mas veces, que los estadios con

niveles de dano basal elevados.

5.5. Papel de la HD en los niveles de dano y la radiosensibilidad

En la mayoria de estudios en pacientes con IRC, uno de los factores que
se analiza con mas énfasis es el papel que juega la HD en los efectos
secundarios de la patologia, incluidos los efectos genotoxicos. Sin embargo,
estos estudios solo incluyen en su poblacion pacientes bajo tratamiento con
HD, por lo cual, no se comparan con pacientes que aun no inician la HD.
Entre ellos podemos destacar los de Vamvakas et al. (1996), Tarn et al (2001),
Kan et al (2002), Muller et al. (2004), Domenici et al (2005), Boxall et al.
(2006), Buemi et al. (2006), Pernice et al. (2006), Kuo et al. (2008), Herman et
al. (2008) Bagatini et al. (2008), Kobras et al. (2006), Scupp et al. (2006; 2008)
y Roth et al. (2008). En algunos estudios se mide el dafo antes y despues de la

HD como sucede en los de Buemi et al. (2006), Pernice et al. (2006) Herman et
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al. (2008) y Bagatini et al. (2008), demostrando que gran parte del dano es
reparable, como se demuestra claramente en el trabajo de Bagatini et al
(2008), donde se observo que el dano incrementa inmediatamente despues
de la sesion de HD, lo que se considera consecuencia de efectos prooxidantes
generados por la HD; pero, lo mas interesante del estudio es que el dano
disminuye significativamente después de 48 horas de la sesion de HD. Esto se
explicaria asumiendo que el dafno inducido es oxidativo, dado que se repara
rapidamente (Gaivao et al, 2009). Basandose en la propuesta de que gran
parte del dano es oxidativo, otros estudios enfocan el analisis del dano
genético en pacientes bajo HD, utilizando la suplementacion con
antioxidantes para reducir los efectos. Realmente esta reduccion se consigue,
confirmando que el dano producido por la HD es verdaderamente oxidativo
(Kat et al, 2002; Domenici et al, 2005; Scupp et al, 2008 a y b; Stopper et al,
2008).

En nuestro estudio hemos analizado este efecto, de tres formas
distintas, la primera aproximacion la hemos hecho comparando al grupo de
pacientes bajo HD con aquellos pacientes que se encuentran en el mismo
estadio de la IRC, pero que no reciben tratamiento con HD. De esta forma
vemos el efecto del tratamiento (no el efecto acumulativo de lo que conlleva
ser paciente y estar bajo HD comparado con una persona sana) y, aunque no
encontramos diferencias significativas entre estos grupos, se refleja una clara
tendencia a disminuir la frecuencia de BNMN con el tratamiento. Este
resultado es similar a los observados por Zevin et al. (1991) y Malachi et al.
(1993) con el ensayo de UDS, y por Kobras et al. (2006) y Scupp et al. (2000)

con el ensayo de MN.

La segunda forma de ver el efecto de la HD, fue analizando en toda la
poblacién bajo HD, la relacion entre la frecuencia de BNMN basales o el
incremento por radiacion y el periodo de tiempo que llevan los pacientes bajo
este tratamiento. No se encontro una correlacion significativa con ninguno de
los dos parametros, y esto puede deberse a que contamos con pPoOCOos
pacientes que lleven periodos largos bajo HD, ya sea por la alta mortalidad en

esta poblacion o porque reciben un trasplante. Sin embargo, como en el caso
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anterior también se pudo apreciar la tendencia de la frecuencia de BNMN a
disminuir con el tiempo en HD. Por el contrario, el incremento de dano por la
radiacion tiende a aumentar con el tiempo en HD. Estudios respecto al tiempo
bajo HD y los niveles de dano basales se han llevado a cabo por Vamvakas et
al. (1996) midiendo el dano genético indirectamente (UDS), al analizar 3
grupos de pacientes con distintos tiempos bajo HD (< 3, 3-12 y >120 meses)
donde se encontro que los pacientes con menos de 3 meses bajo tratamiento
tienen una reparacion del DNA disminuida, comparados con los que tienen
mas de 120 meses. Entre los estudios que evaluaron los efectos del tiempo en
HD respecto al dano genético esta el de Stopper et al (2001), quienes
encontraron una tendencia contradictoria a la nuestra, es decir que el dano
genético incrementaba con el tiempo bajo HD en un grupo de 8 pacientes
conl10 anos en HD; sin embargo, el bajo tamano de la muestra poco valor a
estos resultados. Bagatini et al/. (2008) mostraron que los niveles de dano
aumentan después de una sesion de HD, pero que éstos disminuyen en 48
hrs. Sin embargo estos estudios se han hecho con el ensayo del cometa, que
mide danos distintos al evaluado por los MN. El trabajo de Boxall et al. (2006)
muestra, como medida de inestabilidad genomica, que la longitud telomeérica
aumenta con el tiempo en HD, pero esto puede atribuirse al hecho de que la
longitud telomérica esta correlacionada con la edad como han encontrado
algunos autores (Aubert y Lansdorp, 2008; Oeseburg et al, 2009). Otro
estudio que debe tenerse en consideracion es el de Roth et a/. (2008) quienes
encontraron mayores frecuencias de MN en la mucosa bucal de un grupo de
pacientes con 7 anos bajo HD, al compararlo con otro de 6 anos. Sin
embargo, ninguno de estos trabajos citados incluye un numero tan elevado
de pacientes como el nuestro, lo que les imposibilita el buscar asociaciones
dano/tiempo en HD. En este contexto de tamano de poblaciones se deberia

contemplar la relevancia de nuestros resultados.

La tercera forma de analizar el efecto del tiempo bajo HD, consistio en
analizar nuevamente a 33 pacientes en HD después de un ano; teniendo asi la
oportunidad de hacer comparaciones de un mismo grupo de poblacion a lo
largo del tiempo. En este estudio se encontré que la frecuencia de BNMN

disminuye despues de un ano, aunque la diferencia no llega ser significativa.
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Esto estaria de acuerdo con la tendencia general antes indicada. Analizando
los resultados individuales, encontramos que en la mayoria de los pacientes
(en 24) los niveles de dano disminuyen después de un ano pero, al analizar
detenidamente a los 9 pacientes en los que el daho aumento, encontramos
que cuatro de ellos son pacientes con patologia cancerosa y el resto son
pacientes muy afectados por las patologias adicionales a la IRC, ya que
padecen 2 ¢ 3 de ellas a la vez. Esto confirmaria que el proceso de HD lleva a
una reduccion progresiva del dano, posiblemente por la eliminacion de
aquellos factores genotoxicos involucrados en el dano medido en los

pacientes con IRC.

En cuanto a los incrementos de inestabilidad genomica observados
mediante la radiosensibilidad de los pacientes bajo HD, de los 33 pacientes en
los que se llevo a cabo el seguimiento a lo largo de un ano, solo fue posible
analizar la radiosensibilidad en 20 pacientes encontrando una disminucion
significativa de los efectos de la radiacion despuées de un ano bajo HD, lo que
estaria de acuerdo con la tendencia general observada. Al analizar a los
pacientes individualmente se encontré que el incremento por radiacion
disminuyd en 15 pacientes y aumentd en 5 pacientes, al analizarlos
detenidamente descubrimos que 4 de ellos tienen mas de 70 anos, donde 3
padecen cancer y uno padece de diabetes, dislipemia e hipertension; el otro
paciente que mostré un incremento por radiacion, se trata de un hombre de
43 anos que hasta el momento del muestreo solo padecia hipertension, por lo
cual solo se puede deducir que al ser un individuo con tal aumento en su
radiosensibilidad desarrollado en un ano, probablemente es mas susceptible a

desarrollar un cancer.

5.6. Posibles factores moduladores del dano observado en los
pacientes con IRC

La edad, es uno de los factores que se sabe que influye en la expresion
del dano genetico medido como BNMN (Migliore et al, 1991, Bonassi et al,
2001; Bukvic et al, 2001), y esto se vio reflejado en nuestro estudio. Aunque

nuestra poblacion se encuentra dentro de un rango de edad avanzada, en el
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analisis multifactorial llevado a cabo, mostro tener una influencia significativa
sobre los BNMN, lo que se confirmo al realizar una regresion lineal entre la
edad y la frecuencia de BNMN. Sorprendentemente la edad no ha mostrado
ser un factor que incremente los niveles de dano ocasionados por la radiacion,
ya que en ninguno de los analisis esta radiosensibilidad mostro estar
influenciada por la edad, ni en el analisis multifactorial, ni realizando Ia
regresion entre el incremento de dano y la edad. Nuestros resultados son
interesantes, desde el punto de vista de que parecen corroborar la hipotesis
lanzada por algunos grupos, de que la capacidad de reparacion disminuye
con la edad y eso se reflejaria en incrementos del dano en pacientes con
edades mas avanzadas; pero, si la causa principal fuera la disminucion en la
capacidad de reparar, deberiamos haber observado un incremento de la
radiosensibilidad, cosa que no hemos detectado. Por lo tanto, al menos en los
pacientes con IRC, la edad no parece modificar la radiosensibilidad de los

mismos.

La edad podria ser un factor que influyese en el incremento del dano
en funcion del grado de la IRC, por lo que se analizo su influencia en cada
estadio, observandose que hasta el estadio 3 la media de edad incrementa
con la progresion de la enfermedad, pero en el estadio 4 y el 5, la media de
edad disminuye dejando en evidencia que ademas de la edad debe haber
otros factores que influyen en la progresion de la patologia. Recordemos que
aparte de los factores de iniciacion de la IRC, se encuentran los factores de
progresion, que causan un descenso mas rapido de la funcion renal después
de iniciado el dano renal. Algunos de estos factores son el nivel alto de
proteinuria, mayor presion arterial, poco control glicemico en diabetes y el

tabaquismo, entre otros (Levey et al, 2003).

El IMC es un parametro al que ultimamente se le esta prestando
atencion debido a la creciente epidemia de obesidad, ya que ésta es un factor
de riesgo para enfermedades cronicas (ademas de la IRC) como la ECV, la
diabetes y algunos tipos de cancer como el de endometrio, de mama y de
colon (OMS, 2006). Al clasificar a la poblacion en grupos de infrapeso, peso

normal o sobrepeso, de acuerdo a los valores de IMC senalados por la
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Organizacion Mundial de la Salud, no se encontré ninguna asociacion con la
frecuencia de BNMN vy, aunque el incremento por la radiacion reflejé una
cierta asociacion con el peso, no se encontraron efectos significativos. No
podemos contrastar nuestros resultados con datos bibliograficos ya que no se
han encontrado estudios sobre los efectos a nivel de dano genético respecto
al IMC.

Los pacientes con IRC generalmente, presentan diversas patologias
asociadas que podrian ser parte de la causa del dano genético observado en
estos pacientes, por lo que un estudio de biomonitoreo deberia tenerlas en
cuenta. En nuestro estudio, las patologias que han mostrado tener una
incidencia sobre la frecuencia de BNMN han sido la dislipemia y el cancer. Si
bien el cancer es facilmente atribuible a un incremento en el dano genético,
mas complejo es explicar el papel de la dislipemia. La dislipemia, es un
trastorno en el metabolismo de lipidos, que lleva al paciente a tener elevados
niveles de lipidos, y esto podria ocasionar una mayor produccion de
compuestos carbonilo reactivos (RCO), formados por la oxidacion de lipidos y
carbohidratos, conduciendo indirectamente a una glicacion o lipoxidacion
avanzada de proteinas, llegando a los productos finales AGE/ALE, los cuales
estan asociados a los niveles de dano geneético (Fragedaki et al, 2005). La IRC
causa en el paciente una disminuida capacidad de aclaramiento o de
desintoxicacion de estos compuestos (Miyata et al, 1999). Hay que recordar
que la dislipemia esta claramente asociada con la ateroesclerosis (Ridker et al,
2001) y que las enfermedades cardiovasculares estan asociadas a la IRC y al
dano oxidativo. Por lo tanto, los AGE circulantes en pacientes con IRC pueden
promover la formacion de LDL oxidativo (Bucala et al, 1993) y la peroxidacion
lipidica se conoce que esta ligada al incremento de dano en el DNA (Hadley y
Draper, 1990; Chen et al/, 2000). De esta manera se podria explicar la
asociacion observada entre dislipemia y dano genético medido como

incremento de la frecuencia de MN.

La relacion entre cancer y dano genético, en nuestros pacientes mostro
ser clara; ya sea mediante el analisis multifactorial o como resultado de las

pruebas de ¢ realizadas tanto en el total de la poblacidon como las realizadas
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con la poblacion bajo HD. Como se ha comentado, éste es un resultado
esperado, que se supone asociado con una baja capacidad de reparacion de
los pacientes con cancer, con respecto a los individuos sanos. Una
inestabilidad genomica subyacente, puede ser, entre otros factores, la
responsable del desarrollo del cancer en los pacientes con IRC, y de la mayor
incidencia de BNMN. En el estudio de Bonassi et a/. (2005) se concluye que la
frecuencia de MN es un biomarcador capaz de predecir el riesgo de cancer, o
lo que es lo mismo, que los pacientes con cancer se identifican por su elevada

frecuencia de MN.

Un dato remarcable que se encontro en el analisis de asociacion de la
IRC con diversas patologias fue que en los pacientes con IRC que no estan
bajo HD, aquellos que padecen ECV tienen una frecuencia de BNMN menor.
Lo cual se podria explicar por la presencia de menos niveles de agentes
prooxidantes en el plasma. De acuerdo con la presencia de factores
prooxidantes en los pacientes con IRC, esperabamos que los suplementos con
antioxidantes disminuyeran la frecuencia de BNMN, o que actuaran como
agentes protectores, en cuanto al incremento de dano inducido por la
radiacion. Sin embargo, los tratamientos con acido folico, con las vitaminas B,
C y D no mostraron efectos significativos. En el caso de los suplementos
hidrosolubles (vitaminas B y C) podria ser debido a que la mayoria de
pacientes que las toma se encuentra bajo HD y, como es el caso del acido
ascorbico, éstos se filtran libremente y se pierden en el dializado. Asi, los
niveles en plasma de acido ascorbico se reducen en un 33-50% durante la HD
(Wang et al, 2008; Du Plessis et al, 2002) sumando una pérdida estimada de
hasta 200 mg por semana; por lo cual, estos suplementos no se pueden
considerar como una ingesta adicional, ya que son pacientes que tienen un
déficit de estos suplementos, y que ademas, los pierden en cada sesion de HD.
Por lo tanto, el concepto de suplemento, no tiene por objetivo incrementar los
niveles de antioxidantes en plasma (por encima de los considerados normales
en individuos control), si no tratar de mantener unos niveles minimos de tales
agentes para minimizar la pérdida generada por la HD. Desde este punto de
vista, no es de extranar la falta de asociacion encontrada entre los niveles de

dano genético y los suplementos con agentes antioxidantes.
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Un resultado que requiere explicacion es la alta frecuencia de BNMN y
los elevados valores en el incremento del dano inducido por la radiacion
ionizante que se observaron en los pacientes que toman L-carnitina. La L-
carnitina juega un papel importante en la transferencia de acidos grasos de
cadena larga a traves de la membrana mitocondrial, permitiendo asi la
oxidacion de las grasas. Participa asimismo en la regulacion de la oxidacion de
la glucosa y, al remover el exceso de grupos acil que inhiben algunas enzimas
clave mitocondriales, como la piruvato deshidrogenasa, confiere proteccion a
la estructura de las membranas y participa en los mecanismos de control del
ciclo vital de la célula (Matera et al, 2003). En los individuos sanos su sintesis
es intrarrenal a partir de los aminoacidos metionina y lisina, obtenidos
principalmente de carnes rojas y la IRC reduce su sintesis; la IRC ademas,
afecta la eliminacion de la acilcarnitina, incrementandose esta fraccion en
sangre, con niveles normales o elevados cuando realmente la contenida en
los musculos esta disminuida. Las restricciones dietéticas disminuyen su
consumo, y la HD promueve pérdidas excesivas de carnitina, puesto que el
dializador no permite la reabsorcion de esta sustancia, por lo que es necesaria
la suplementacion (Vernez et al, 2006; Fornasini et al, 2007). Es por eso que
la L-carnitina se utiliza en el paciente renal con la finalidad de mejorar varios
aspectos de la enfermedad como, la anemia, la hipotension, los calambres
musculares, las anormalidades en el perfil de lipidico y la disfuncion cardiaca.
En la biosintesis de carnitina participan la vitamina C, la niacina, la piridoxina,
el hierro y los folatos (Matera et al, 2003); asi, algunos estudios han mostrado
que la suplementacion con L-carnitina, incrementa el hematocrito, disminuye
la dosis de eritropoyetina, mejora la tolerancia al ejercicio, disminuye la
presencia de calambres y mejora las anormalidades de los lipidos (disminuye
triglicéridos y colesterol). Ademas, su uso se ha asociado con la disminucion
de la inflamacion (disminucion de la proteina C reactiva) y mejoria del estado
nutricional en pacientes en hemodialisis (Savica et al, 2005; Sakurabayashi et
al, 2008). Aunque no se ha encontrado ningun estudio que relacione los
niveles de L-carnitina con el dano a nivel gendmico, su papel en la oxidacion

lipidica podria explicar la asociacion encontrada en nuestro estudio.
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En algunos casos, los tratamientos farmacologicos pueden tener
efectos secundarios, manifestados como incrementos en los niveles de dano
genético. No parece ser este nuestro caso ya que ninguno de los farmacos
estudiados ha mostrado influenciar los niveles de dafno genético. Entre los
medicamentos analizados se encuentran a) la eritropoyetina, que se utiliza
para mejorar la calidad de vida del paciente bajo HD mejorando el apetito, la
capacidad de trabajo, la tolerancia al ejercicio, la funcion cardiaca, la funcion
cognitiva, la depresion y el ritmo de sueno; b) los inhibidores del sistema
renina-angiotensina, utilizados como tratamiento de la hipertension y para
frenar la progresion de la IRC; c) la estatina, subministrada para disminuir del
colesterol y el sevelamer, indicado en el control de la hiperfosfatéemia. Como se
ha comentado, ninguno de ellos mostro una influencia sobre la frecuencia de
BNMN en ninguno de los grupos de poblacion estudiados. Sin embargo,
aquellos individuos de la poblacion control que toma inhibidores del sistema
renina-angiotensina  reflejaron  incrementos  significativos  de  la
radiosensibilidad, lo cual se puede atribuir a que se trata de la poblacion que
sufre de hipertension, por lo que podria deberse a la enfermedad, mas que al

tratamiento farmacoldgico per se.

El tabaquismo es un factor clasicamente incluido en los estudios de
biomonitorizacion por lo que también se ha considerado en nuestro trabajo.
No se ha comprobado que el habito tabaquico afecte significativamente a la
frecuencia de MN, habiéndose llegado a la conclusion de que solo se
observan diferencias en los fumadores habituales que consumen 30 6 mas
cigarrillos/dia (Bonassi et al, 2003). En nuestro estudio solo contamos con
informacion acerca del estatus de fumador o no fumador, en la poblacion de
pacientes con IRC y, al analizar el efecto de este parametro en los niveles de
dano geneético, al igual que sucede en la mayoria de estudios no se han
encontraron diferencias significativas en la frecuencia de BNMN basales ni

con el parametro de incremento por la radiacion.

Otra caracteristica asociada a los pacientes con IRC, es la existencia de
individuos sometidos a un trasplante renal, que han vuelto a la HD. Entre los

trasplantados existe un elevado riesgo de generar tumores secundarios entre
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los que destacan los tumores cutaneos, y los trastornos linfoproliferativos
postransplante (TLPT) que afectan entre un 1-10% de los trasplantados y son
la causa mas frecuente de muerte debida al cancer después de un trasplante,
con una mortalidad global superior al 50%. La inmunosupresion
farmacoldgica, sobre todo con ciclosporina, y determinados virus como el de
Epstein-Barr (VEB), estan implicados en su patogénesis. Asi, la inmunidad
gravemente deprimida por la accion de los inmunosupresores incapacita al
organismo para eliminar las ceélulas transformadas en malignas por la accion
de diversos carcinogenos; los mismos inmunosupresores también pueden
danar directamente al DNA o incluso potenciar el efecto de otros agentes
cancerigenos (Penn., 1994; Libertiny et al, 2001; Opelz y Dohler., 2004; Messa
et al, 2008). Algunos de los farmacos inmunosupresores utilizados en los
pacientes con trasplante renal que han mostrado como efecto secundario una
incidencia aumentada de neoplasias son, los esteroides, la azatioprina, la
ciclosporina y los anticuerpos poli o monoclonales (NAC-SEN, 2009). Sin
embargo, estos efectos descritos no se han podido confirmar en nuestro
estudio, ya que al comparar los pacientes que han vuelto a HD tras un
trasplante fallido, con el resto de los pacientes bajo HD, no se encontraron
diferencias significativas en la frecuencia de BNMN, lo que podria ser
explicado porque al perder el injerto, estos pacientes no han estado sometidos

a tratamientos con inmunosupresores durante mucho tiempo.
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VI. CONCLUSIONES

En respuesta a los objetivos planteados, y como fruto de la discusion de

los resultados obtenidos, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. La poblacion con insuficiencia renal cronica estudiada muestra
niveles de dano genodmico, medidos como frecuencia de BNMN,
significativamente mayores que los observados en la poblacion

control.

2. Lafrecuencia de dano genético (BNMN) en los pacientes con IRC, se

correlaciona con la progresion de la patologia (filtrado glomerular).

3. No se han encontrado diferencias en cuanto al dano genomico
(BNMN), entre los individuos de la poblaciéon que tienen un FG
normal (estadios 1 y 2 de IRC) y aquellos que se encuentran en el
estadio 3 de la patologia. Las diferencias se manifiestan al
compararse con los estadios avanzados (4 y 5); por lo que el
desarrollo de la patologia (estado urémico) es el principal

responsable del incremento en la frecuencia de BNMN.

4. Los pacientes con IRC, bajo tratamiento con hemodialisis
convencional, muestran una disminucion en la frecuencia de
BNMN, respecto a los pacientes con estadio 5 no sometidos a

dialisis.

5. En los pacientes con IRC sometidos a dialisis (HD), se encontro una

correlacion inversa entre la frecuencia de BNMN y el tiempo en HD.

6. La tendencia anterior se confirma en aquellos pacientes que se

muestrearon después de un ano bajo HD y mostraron una
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tendencia a disminuir los niveles de dano genético (BNMN) después

de dicho periodo.

7. Los pacientes con IRC estudiados son mas radiosensibles que los

individuos de la poblacion control.

8. No se encontro una correlacion entre la radiosensibilidad de los

pacientes con IRC y la progresion de la patologia.

9. El tratamiento con HD en nuestra poblacion, no supone cambios en

la radiosensibilidad de los pacientes con IRC.
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