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RESUMEN.

Los microplésticos, originados a partir de la degradacion de residuos de plastico en el
medio ambiente, son ubicuos y dificiles de detectar debido a su naturaleza diversa. La
determinaciéon de ciertos mondmeros o compuestos derivados del plastico se emplea
habitualmente como un indicador de la presencia de microplasticos. Entre dichos mondémeros,
los més estudiados son los bisfenoles, cuyos efectos deletéreos sobre la salud humana estan
mas que probados. Los bisfenoles tienen una eliminacién fundamentalmente renal, por lo que,
cuando la funcion renal se deteriora, estos tienden a acumularse llegando a un nivel maximo
en los pacientes en hemodialisis, donde ademas existe una exposicion sostenida y directa
derivada del contacto de la sangre con componentes del circuito extracorpéreo que contienen
bisfenoles. La acumulacion de bisfenoles se ha relacionado con incremento del estrés

oxidativo.

El presente trabajo es el primero que busca determinar el efecto de la exposicion a
bisfenoles a través de los dializadores, sobre los niveles de dafio genémico medidos mediante
ensayo de cometa (SCGE) y frecuencia de micronucleos (MN). Se trata de un estudio
prospectivo, intervencionista, en el cual se incluyeron 35 pacientes en hemodialisis que
empleaban un dializador de polisulfona con carcasa de policarbonato (que contiene BPA),
gue se sustituy6 por un dializador libre de BPA, con un periodo de seguimiento de 6 meses.
Se realizaron dos determinaciones (inicial y final) de parametros analiticos clasicos, niveles
de BPAy sus principales sucedaneos (BPS, BPF, BPAF), asi como de dafio genémico (SCGE
y MN). Los principales bisfenoles detectados fueron el BPA (98%), BPF (97%) y BPAF (47%),
observandose un descenso significativo de los niveles de BPAF, mas no asi en el resto de
bisfenoles. El dafio genémico medido mediante SCGE, presentd una reduccion significativa
en su forma basal (total), mas no es la variante oxidativa. En cuanto a la frecuencia de
micronucleos, no se observaron diferencias significativas tras el periodo de seguimiento.
Mediante un modelo de regresién se evidencié que los individuos con niveles mas elevados
de dafio gendmico inicial, antigliedad en dialisis superior a 24 meses y niveles de PCR
mayores a 5 mg/L, presentaron un descenso significativamente mayor del dafio genémico
total. En conclusion, reducir la exposicion a bisfenoles mediante el uso de dializadores libres
de bisfenoles, puede tener un impacto positivo sobre la salud, al disminuir los niveles de dafio
gendmico, constituyendo una potencial estrategia terapéutica para reducir la elevada morbi

mortalidad que caracteriza a la poblacion en hemodidlisis.
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SUMMARY

Microplastics, originating from the breakdown of plastic waste in the environment, are
ubiquitous and difficult to detect due to their diverse nature. The determination of certain
plastic monomers or compounds is commonly used as an indicator of microplastic presence.
Among such monomers, bisphenols are the most studied, with their deleterious effects on
human health well established. Bisphenols are primarily eliminated through the kidneys, so
when renal function deteriorates, they tend to accumulate, reaching peak levels in
hemodialysis patients, where there is also sustained and direct exposure derived from blood
contact with extracorporeal circuit components containing bisphenols. Bisphenol accumulation

has been associated with increased oxidative stress.

This study is the first to investigate the effect of bisphenol exposure through dialyzers
on levels of genomic damage, measured by comet assay (SCGE) and micronucleus (MN)
frequency. Itis a prospective, interventional study that included 35 hemodialysis patients using
a polysulfone dialyzer with a polycarbonate housing (containing BPA), which was replaced by
a BPA-free dialyzer, with a follow-up period of 6 months. Two measurements (initial and final)
of classic analytical parameters, BPA levels and its main substitutes (BPS, BPF, BPAF), as
well as genomic damage (SCGE and MN), were performed. The main bisphenols detected
were BPA (98%), BPF (97%), and BPAF (47%), with a significant decrease observed in BPAF
levels but not in the other bisphenols. Genomic damage measured by SCGE showed a
significant reduction in its basal (total) form, but not in the oxidative variant. Regarding
micronucleus frequency, no significant differences were observed after the follow-up period.
A regression model showed that individuals with higher initial levels of genomic damage,
dialysis vintage over 24 months, and PCR levels greater than 5 mg/L, had a significantly
greater decrease in total genomic damage. In conclusion, reducing bisphenol exposure by
using bisphenol-free dialyzers may have a positive impact on health by decreasing genomic
damage levels, constituting a potential therapeutic strategy to reduce the high morbidity and

mortality characteristic of the hemodialysis population.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Fundamentos de la Enfermedad Renal Cronica.
1.1.2. Definicidn y clasificacion de la Enfermedad Renal Cronica.

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) se define como una alteracién estructural y/o
funcional de los rifiones, sostenida durante al menos 3 meses (1). Se trata de un problema
de salud publica de gran impacto a nivel mundial que muestra un claro incremento desde la
década de los noventa, posiblemente relacionado con el crecimiento y envejecimiento
poblacional, y la mayor prevalencia de patologias cronicas como la hipertension arterial (HTA)
o la diabetes mellitus (DM). Actualmente se estima que entre el 8 y 16% de la poblacién
mundial padece algun grado de ERC, lo que se traduce en 850 millones de personas
aproximadamente, ocasionando entre 5y 10 millones de muertes anuales (2—4). En Espania,
la ERC presenta una prevalencia del 15.1% de la poblacién, con un incremento mas marcado
con la edad (del 4.8% de los 21 a los 44 afios y un 37.3% en mayores de 65 afos) (5). A
pesar de su alto impacto social y econémico, la conciencia de la poblacién general respecto
a la salud renal continta siendo baja, y el diagnéstico de la ERC en estadios precoces sigue
representando un reto para los facultativos a todos los niveles. Se estima que mas del 75 %
de las personas que padecen ERC se encuentran en estadios avanzados, posiblemente
debido a que las etapas tempranas de la enfermedad son habitualmente silentes (6). La falta
de intervencion precoz favorece la evolucién de la ERC con la consecuente aparicion de
complicaciones y la elevada morbi-mortalidad, principalmente cardiovascular en etapas

avanzadas.

Tradicionalmente la funcién renal se mide mediante el filtrado glomerular estimado
(FGe), calculado a partir de la concentracién plasmatica de creatinina mediante la utilizacion
de férmulas de estimacion validadas para distintos grupos poblacionales. De este modo en
2002 la US National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI)
definié la ERC como un descenso del FGe por debajo de 60 ml/min/1.73m? sostenido durante
al menos 3 meses, y establecio el primer sistema de clasificacion de la ERC basado en dicho

parametro, que se resume a continuacion (7,8):
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Tabla 1. Estratificacion de la ERC.

La clasificacién de la ERC se basa en la causa® y en las categorias del FG y de la albuminuria

Categorias del FG

Categoria FGP Descripcion
G1 =90 Normal o elevado
G2 60-89 Ligeramente disminuido
G3a 45-59 Ligera a moderadamente disminuido
G3b 30-44 Moderada a gravemente disminuido
G4 15-29 Gravemente disminuido
G5 <15 Fallo renal
Categorias de albuminuria
Categoria Cociente A/C Descripcion
Al <30 Normal a ligeramente elevada
A2 30-300 Moderadamente elevada
A3 > 300 Muy elevada®

Gorostidi et al. 2014.(1)

La formula actualmente recomendada para la estimacion del filtrado glomerular a partir
de la creatinina es la de CKD-EPI (Chronic Kidney Disease-Epidemiology Collaboration), que
tiene mayor exactitud que la de MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) sobre todo en
estadios precoces (1 y 2) (9). En los afios posteriores se reconocio el peso de la albuminuria
como elemento pronéstico de la ERC, por lo que en 2012 el Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KDIGO) elabor6 una clasificacion revisada en la que se incluyé dicho marcador.
Del mismo modo se establecié la necesidad de identificar otros factores de progresion de la
ERC tales como la etiologia, edad, historia familiar, exposicién a nefrotoxicos o presencia de
comorbilidades (HTA, DM, obesidad, habitos toxicos, etc) (9,10).

Tabla 2. Pronéstico de la ERC segun FGe y albuminuria.

Albuminuria
Categorias, descripcién y rangos

KDIGO 2012
A1 A2 A3
Normal a Moderadamente Gravemente
ligeramente elevada elevada
Filtrado glomerular elevada

Categorias, descripcion y rangos (ml/min/1,73 m?)

< 30 mag/g? 30-300 mg/g? > 300 mg/g®

G1 Normal o elevado >90
G2 Ligeramente disminuido 60-89
G3a Ligera a moderadamente disminuido 45-59
G3b Moderada a gravemente disminuido 30-44
G4 Gravemente disminuido 15-29
G5 Fallo renal <15

Gorostidi et al. 2014 (1).
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1.1.2 Historia natural de la Enfermedad Renal Croénica.

La ERC es una patologia compleja que obedece a mdltiples causas y en la que
intervienen diversos factores de riesgo de inicio y progresion (tabla 3). La DM constituye la
primera causa de ERC, seguida de la enfermedad vascular arteriosclerética relacionada con
la HTA, patologias glomerulares, nefropatias hereditarias, urologicas, etc. Una vez realizado
el diagnostico, es fundamental determinar los factores de progresion de la ERC para
establecer un pronéstico (10). En todos los pacientes con ERC se recomienda al menos una
analitica anual que incluya FGe y albuminuria, y en los grados mas avanzados o con

tendencia a progresar es conveniente un seguimiento mas estrecho. (11).

Tabla 3. Factores de progresion de ERC.

Factores de progresion de ERC.

Proteinuria.

Hipertension arterial.

Diabetes mellitus.

Enfermedad cardiovascular.
Tabaquismo.

Obesidad.

Raza negra o asiatica.
Tratamiento crénico con AINEs.
Obstruccion del tracto urinario.
Acidosis metabdlica.

FRA y nefrotoxicidad.

Ingresos hospitalarios por insuficiencia cardiaca.

ERC: Enfermedad renal crénica, AINEs: Antiinflamatorios no esteroideos, FRA: Fracaso renal agudo.

Garcia-Maset R et al. Nefrologia 2022. (10)

La ERC suele ser asintomatica, las manifestaciones clinicas son mas frecuentes en
los estadios avanzados (G3b en adelante) y son producto de los efectos sistémicos de la

pérdida progresiva de la funcién renal, tales como:

e Hipertensién arterial: ademas de ser un factor de iniciacion y progresion de
ERC, la HTA es una consecuencia de la pérdida de funcién renal. Se debe a
diversos mecanismos fisiopatolégicos entre los que destaca la retencion
hidrosalina y aumento de la produccion de renina.

e Anemia: es mas frecuente cuando el FGe desciende por debajo de 30

ml/min/1.73 m2, suele ser normocitica normocrémica. El principal mecanismo
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fisiopatologico es el déficit de produccion de eritropoyetina (EPO) en el
parénquima renal, ademas de otros como la reduccién de la vida media de los
hematies o la menor movilizacion de los depésitos de hierro. (12).
Alteraciones electroliticas y del equilibrio &cido base: conforme disminuye el
FGe, se reduce también la eliminacion de potasio por via renal. Por tal razon,
los pacientes con ERC avanzada tienen tendencia a la hiperpotasemia,
especialmente los diabéticos, tratados con inhibidores del sistema renina
angiotensina aldosterona o diuréticos ahorradores de potasio. Del mismo
modo existe una reduccién de la excrecion global de acidos que lleva a un
balance positivo de hidrogeniones que se traduce en acidosis metabdlica,
empeorando a su vez la hiperpotasemia. (10,13).

Alteraciones del metabolismo mineral 6seo: la alteracion del metabolismo del
calcio (Ca) y fésforo (P) afecta mdultiples sistemas mas alla del propio hueso.
Existe una propension a la calcificacion vascular y valvular, lo cual incrementa
notablemente la morbimortalidad cardiovascular de estos pacientes. Es
habitual encontrar una sobreproduccion de paratohormona (PTH) en
respuesta a la retenciéon de fésforo, déficit de vitamina D y tendencia a la
hipocalcemia. (14).

Sintomas urémicos: la acumulacién de urea puede ocasionar una amplia gama
de sintomas con distinto espectro de severidad, que van desde la astenia,
nauseas, vomitos, inapetencia y prurito, hasta la pericarditis, encefalopatia o
neuropatia urémica.

Fragilidad: es un sindrome que consiste en la disminucién de la reserva
biolégica y la capacidad de adaptaciéon del paciente frente a estimulos
estresores. Constituye un factor de riesgo de hospitalizaciones y conduce al
declive funcional, dependencia y muerte. (10).

Malnutricion: la malnutricion en hemodidlisis tiene una prevalencia entre 28 y
54%, afectando la calidad de vida e incrementando el riesgo de fragilidad y
muerte. Tiene un origen multifactorial que se remonta a las etapas avanzadas
de la ERC, previo al inicio de didlisis, donde frecuentemente se recomienda
una dieta baja en proteinas para enlentecer la progresion, y suele existir una
ingesta inadecuada derivada del propio sindrome urémico. También se
asocian otros factores como la monotonia alimentaria, el ajuste de la ingesta
a los horarios de dialisis, la inflamacion inducida por la didlisis, la acidosis
metabdlica, alteraciones del gusto, factores psicosociales y econémicos, que
conforman un ecosistema que facilmente conduce a la malnutricién si no existe

un soporte profesional multidisciplinar (15).
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1.2. Hemodialisis.

Cuando se alcanzan los estadios finales de la ERC, se hace necesario implementar

una terapia renal sustitutiva (TRS), es decir, hemodidlisis, didlisis peritoneal o trasplante renal

anticipado. Segun datos del Registro Espafiol de Enfermos Renales, la hemodialisis (HD) es

la modalidad con mayor incidencia, siendo la TRS inicial en casi el 80% de los pacientes, y la

segunda en prevalencia, por detras del trasplante renal (figura 1). Del mismo modo, es la que

presenta la mayor tasa de mortalidad en todos los grupos de edad, situandose entre un 13y

14% anual (figura 2).
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Figura 2.
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Registro Espafiol de Enfermos Renales, informe 2021 (16).

Es una técnica de depuracion extracorporea que sustituye la funciéon renal de

excrecion de agua y solutos, asi como el mantenimiento del equilibrio i6nico y acido base, sin
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suplir las funciones endocrino-metabdlicas del rifion. De forma general, consiste en hacer
pasar la sangre del paciente a través de un circuito extracorpéreo en el cual se pone en
contacto con el liquido de didlisis en dos compartimientos separados por una membrana

semipermeable, a través de la cual se produce el intercambio de solutos y agua.

1.2.1. Principios fisicos de la dialisis.

El intercambio de solutos durante la dialisis se rige por tres principios fisicos

fundamentales: difusion, conveccion y adsorcion (17).

e Difusidn: es el transporte pasivo de solutos de un lado al otro de una membrana
semipermeable por diferencia de concentracion. Esta determinadas por dos factores:
A. Coeficiente de transferencia de masas (KoA), que es el producto entre la
permeabilidad de la membrana (Ko) y la superficie disponible para el
intercambio (A). Habitualmente se usa el KoA de urea para definir la capacidad

de transporte difusivo de una determinada membrana.
B. Gradiente de concentracion: Es la diferencia de concentracion de un
determinado soluto a ambos lados de la membrana, y determina ademas el

sentido en el que se produce el paso de moléculas.

En los apartados siguientes se discuten las caracteristicas de las membranas de

dialisis que determinan su poder difusivo.

e Conveccion: Se define como el paso de solutos a través de una membrana
semipermeable, guiados por una corriente de agua y es el principal mecanismo de
eliminacion de agua y permite la depuracién de moléculas medianas, dificiles de
eliminar por difusién. La conveccién esta determinada por tres factores:

A. Coeficiente de cribado (SC): es la relacion entre la concentracion de un soluto
en el ultrafiltrado y el plasma. Es inversamente proporcional al peso molecular.

B. Coeficiente de ultrafiltraciéon (KUF): Es una medida de la permeabilidad
hidraulica de la membrana, es decir, de su capacidad de transferir solvente.
Se expresa en mililitros de liquidos filtrados por hora, por cada mmHg de
presion.

C. Presién transmembrana (PTM): Es el gradiente de presion que existe a ambos
lados de la membrana.

e Adsorcion: Consiste en el aclaramiento de sustancias de la sangre mediante su

adherencia a la membrana del dializador.
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1.2.2. Membranas de didlisis.

Es la parte fundamental del dializador y la que determina la capacidad de depuracion
de solutos y agua. Segun su composicion se clasifican en celulésicas y sintéticas. Las
membranas celulésicas fueron las primeras en desarrollarse y las mas empleadas en el
pasado. Estdn formadas por polisacaridos con grupos hidroxilo libres, lo cual les hace
hidrofilicas y poco biocompatibles. Con el tiempo han ido evolucionando, sustituyendo los
grupos hidroxilo por radicales acetato hasta llegar a la membrana de triacetato de celulosa
conocida en la actualidad, que ofrece una elevada eficacia depuradora. A pesar de su
evolucion, el uso de membranas celulésicas ha disminuido notablemente a partir del

desarrollo de membranas sintéticas (18).

Las membranas sintéticas fueron desarrolladas en los afios ochenta con la intencién
de cubrir las deficiencias de biocompatibilidad y permeabilidad de las celuldsicas. Poseen una
matriz esponjosa recubierta por dos finas capas porosas. El espesor de la matriz central
determina la capacidad de transporte difusivo, y con el tiempo se han ido disefiando
membranas de menor grosor para optimizar este aspecto. Por su parte la superficie de la
membrana puede ser hidrofilica o hidrofébica, lo cual le confiere ciertas propiedades. Las
hidrofilicas tienen un menor poder trombogénico, por lo que se requiere menos
anticoagulacion, pero son capaces de interactuar con las células y activar el complemento.
Las hidrofébicas son las mas empleadas actualmente (Polisulfona (PS), Polimetilmetacrilato
(PMMA), Poliacrilonitrilo), por ser mas biocompatibles y con mayor coeficiente de
ultrafiltracion (KUF).

Otras clasificaciones frecuentemente utilizadas son:
Segun la permeabilidad convectiva o coeficiente de ultrafiltracion (KUF):

e Bajo flujo: KUF < 12 ml/min/h/mmHg.
e Alto flujo: KUF > 20 ml/h/mmHg.

Segun la permeabilidad difusiva o coeficiente de transferencia de masas (KoA):

e Baja eficacia: KoA < 600 ml/min.

e Alta eficacia: KoA > 600 ml/min.

La tendencia actual es a utilizar membranas de KUF > 40 ml/h/mmHg, con un
coeficiente de cribado de B2 microglobulina > 0.8 y pérdida de albumina < 3.5 gramos por

sesion.
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1.2.3. Materiales y dispositivos de dialisis.

El circuito extracorpéreo de hemodidlisis comienza y finaliza en el acceso vascular del

paciente, y esta compuesto por distintos elementos: las agujas de puncion, lineas de sangre,

el liquido de dialisis y el dializador (figura 3).

Aguijas de puncion: si el acceso vascular del paciente es una fistula arteriovenosa, se
necesitan dos agujas de puncion, una arterial (salida) y otra venosa (retorno). Se
implantan sobre la vena arterializada del paciente y suelen tener un calibre que va
desde los 15 a los 17G. Las mas comuUnmente utilizadas son agujas fenestradas de
15G. También existen agujas romas o0 con un capuchoén de fluoroplastico, menos
utilizadas (19).

Lineas de dialisis: son los conductos por los que la sangre, impulsada por la bomba
de circulacion extracorpérea, viaja hacia el dializador y retorna al paciente. Durante
su recorrido existen distintos elementos de seguridad y control, como puertos de
administracion de medicamentos, biosensores, sensores de deteccion de aire o
codagulos, etc.

Liquidos de dialisis (LD): el LD se forma por la combinacion de agua purificada con
una solucién acida y el tampon de bicarbonato. El principal reto en las unidades de
hemodialisis es la obtencién de agua ultrapura, para lo cual se cuenta con una planta
de tratamiento de agua con altos estandares de calidad que se revisan diariamente.
El concentrado acido determina la concentracion de iones en el LD, puede presentarse
en garrafas o centralizado. Finalmente, el concentrado de bicarbonato suele
presentarse en forma de polvo seco que se diluye con el agua purificada y la solucién

acida.

Dializadores: el dializador es el elemento central del circuito extracorpéreo, donde se
lleva a cabo la depuracion y ultrafiltracion de la sangre. Consiste en una carcasa
cilindrica que contiene un conjunto de fibras huecas o capilares conformando dos
compartimientos (intra y extracapilar) herméticamente aislados entre si. De este
modo, la sangre circula por los capilares y el liquido de didlisis por el espacio
extracapilar a contraflujo, y entran en contacto a través de la membrana capilar
semipermeable. La carcasa exterior suele estar hecha de policarbonato (PC),
poliuretano (PU) o polipropileno (PP).

Monitor de didlisis: Es uno de los dispositivos médicos con mayor nivel de sofisticacion
en el cual se distinguen tres sistemas que funcionan en conjunto: el circuito
extracorporeo, en circuito de liquido de didlisis y los sistemas de biosensores y

monitorizacion del paciente.
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Tomado de: Manual CTO de Enfermeria, Urologia y Nefrologia (20).

1.2.4. Técnicas de didlisis.

Segun la permeabilidad de la membrana al agua se distinguen dos tipos de didlisis:

Didlisis convencional o de bajo flujo: se realiza con dializadores con un KUF inferior
a 20 ml/h/mmHg, y puede ser de baja o alta eficacia segun el KoA. Se trata de una
modalidad de didlisis en desuso, desplazada por las técnicas mas modernas.
Didlisis de alto flujo: se utilizan membranas de alta permeabilidad, habitualmente
con un KUF superior a 40 mli/h/mmHg, lo cual mejora el transporte de solutos de peso
molecular mediano. Habitualmente se realiza con dializadores de alta eficacia,
determinada por un KoA superior a 800 ml/min y un SC de 2 microglobulina mayor
a 0.8. El transporte de solutos es principalmente difusivo, aunque puede existir cierto
grado de retrofiltracion, por lo que es imprescindible un liquido de dialisis ultrapuro.
Técnicas convectivas: descritas por primera vez en los afios sesenta, surgen como
una alternativa para intentar mejorar el aclaramiento de moléculas que se eliminan

mal por difusién. Se denomina hemofiltracion, y consiste en extraer un volumen de
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agua muy superior a la ganancia de peso interdialitica del paciente, y reponer la
diferencia con un liquido de sustitucién con una composicion fisiologica. De esta forma
se multiplica el poder convectivo de la técnica, aumentando la depuracion de

moléculas medianas (21).

La produccion de liquido de sustitucibn ultrapuro es un prerrequisito
indispensable en la realizacion de las técnicas convectivas, ya que este entra
directamente al torrente sanguineo del paciente. Inicialmente el liquido se producia de
forma externa y se almacenaba en contenedores estériles desde los cuales era
infundido en el circuito de dialisis (generacion off-line), suponiendo un elevado coste
que limitaba el uso de la técnica. La produccion de liquido de sustitucion en el propio
monitor (on-line), a partir del bafio de dialisis, supuso sin duda un gran avance que
permitié reducir costes y aumentar la capacidad de infundir grandes volimenes de

reposicion (22,23).

La hemodiafiltracién on-line (HDF-OL), tal y como se conoce en la actualidad,
es una combinacion de difusién con alto poder convectivo, empleando liquido de
sustitucién producido en el propio monitor, a partir del bafio de didlisis. Requiere una
sincronizacién precisa entre la bomba de ultrafiltracion y la de reposicion, para evitar
cambios de volemia, y se realiza con dializadores de alta permeabilidad y eficacia. La
infusion del liquido de sustitucién puede realizarse antes o después del dializador (pre
y post dilucion). En la modalidad pre-dilucional se reduce notablemente el riesgo de
coagulacion del circuito al diluir la sangre antes de su entrada al dializador, no
obstante, se pierde poder difusivo por la misma razén. La modalidad post-dilucional
es la mas empleada debido a que conserva el poder difusivo que permite la
depuracion de particulas pequefias, pero produce hemoconcentracion intradializador,

aumentando el riesgo de coagulacién del circuito. (Figura 4)
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Figura 4. Modelo de HDF-OL pre y post dilucién.
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Tomado de Nefrologia al dia, Sociedad Espafiola de Nefrologia (24).

El estudio ESHOL (2013) demostré6 que la HDF-OL, alcanzando grandes
volumenes de reposicion, reduce la mortalidad por cualquier causa respecto a la
hemodidlisis convencional (25,26). Las guias de practica clinica actuales recomiendan
realizar HDF-OL, intentando llegar a volimenes superiores a 21 litros por sesion en
modo post-dilucién y el doble para pre-dilucién, teniendo en cuenta que la eficacia del

modo pre-dilucién siempre sera menor (27,28).

Hemodialisis extendida (HDx): en los ultimos afios se ha desarrollado un nuevo tipo
de membranas de didlisis con un punto de corte (cut off (CO) mayor, que permiten
eliminar toxinas de mayor peso molecular de forma similar a las membranas utilizadas
en el mieloma mudltiple (high cut off), pero reteniendo la albumina. Dichas membranas
de punto de corte medio se emplean en dializadores disefiados para potenciar el
transporte convectivo interno. De esta manera se consigue una depuracion de

moléculas medianas y grandes incluso superior a los dializadores de alto flujo (29).

1.3. Morbimortalidad en la ERC:

La ERC en estadios avanzados conlleva una reduccién considerable de la calidad de

vida y un aumento significativo de la morbimortalidad, el coste sanitario y social. La principal

causa de mortalidad de los pacientes con ERC son las patologias cardiovasculares,

infecciosas y neoplasicas. De hecho, se sabe que padecer ERC es un factor de riesgo
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independiente de eventos cardiovasculares y que el riesgo se multiplica al combinarse con
otras patologias clasicas como DM, HTA, obesidad etc.(31). A medida que disminuye el FGe,
el riesgo cardiovascular se incrementa de forma lineal, llegando a duplicarse en pacientes
con ERC estadio 3y triplicarse en los estadios avanzados, incluida la didlisis. De igual forma,
la presencia de albuminuria, incluso a niveles bajos se relaciona con un importante aumento
de la mortalidad cardiovascular, tal y como se evidencié hace 2 décadas en el estudio
PREVENT (32,33). El abanico de patologias cardiovasculares relacionadas con la ERC es
amplio, desde ictus, vasculopatia periférica, fibrilacion auricular y principalmente enfermedad
coronaria e insuficiencia cardiaca. Durante mucho tiempo se asumié que la combinacién de
factores de riesgo clasicos con la ERC era el elemento clave, sin embargo, numerosos
estudios han demostrado que la sola presencia de ERC constituye un elemento de riesgo

incluso mas potente que la DM o HTA (34,35).

El mecanismo fisiopatologico que relaciona la ERC con una elevada mortalidad
cardiovascular no esta del todo claro. A los factores riesgo clasicos, se afiaden otros propios
de la ERC tales como la disfuncién endotelial relacionada al estrés oxidativo, anemia,
alteraciones del metabolismo mineral (calcificacién vascular), retencion hidrosalina, toxinas
urémicas, etc. Solo por el hecho de padecer ERC, los pacientes son catalogados como de
alto riesgo cardiovascular, por lo que esta justificado el control estricto de los factores de
riesgo clasicos (obesidad, HTA, tabaco, dislipemia,etc), y la revision periédica de su salud

cardiovascular (10,31)

La relacion entre ERC y la incidencia de enfermedades neoplasicas no esta aln bien
definida. Se sugiere que, en estadios avanzados, los individuos con ERC tienen mayor
incidencia de cancer, llegando al punto maximo en aquellos en hemodidlisis (36). Se ha
descrito la asociacion de la ERC con ciertos tipos de tumor, especialmente renales,
uroteliales, de pulmén, tracto digestivo y hematoldgicos (37,38). En 2016, un metaanalisis de
32.000 pacientes de 6 estudios distintos no encontr6 relacion significativa entre la ERC y la
incidencia global de neoplasias. Sin embargo, si se objetiva un incremento de ciertos tipos de

tumores (uroteliales, tiroides, digestivos) en pacientes en hemodidlisis (37).

A pesar de que la evidencia no es del todo sdlida, se han postulado ciertos
mecanismos fisiopatologicos que pudieran vincular la afectacion renal con el desarrollo de
neoplasias. La disfuncion inmunoldgica relacionada con la uremia podria favorecer el
desarrollo de neoplasias relacionadas con virus, pudiendo estar influenciada por los
tratamientos inmunosupresores de ciertas patologias que conducen a la ERC. Otros
mecanismos sugeridos son las deficiencias nutricionales, la retencién de toxinas urémicas

potencialmente carcinogénicas, y sobre todo la interaccion de estos elementos con los
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factores de riesgo clasicos como el tabaco, rayos UV, enol, etc. Ademas de que la incidencia
de neoplasias pudiera estar aumentada, hay que considerar que la mortalidad por cancer en
los pacientes con ERC es mayor, principalmente debido a la limitacion del arsenal terapéutico

por el compromiso de la funcién renal y al mayor riesgo y peor tolerancia a complicaciones.

1.4. Inflamacion y toxinas urémicas:

El deterioro de la funcién renal trae consigo la retencidon de diversos solutos que de
forma normal serian excretados por la orina. Algunas de estas sustancias ejercen una
interaccion perjudicial con distintos sistemas fisiolégicos del organismo, son las denominadas
toxinas urémicas. Pueden ser de origen exdgeno (derivadas de la ingesta) o endégeno
(derivadas del metabolismo), y hasta la fecha se han identificado cientos de productos de
retencién urémica, siendo imposible estudiar el efecto especifico de la acumulacién de cada
uno de ellos (39). En pacientes con ERC avanzada, la Unica forma de eliminar toxinas
urémicas es mediante la terapia renal sustitutiva. Es por ello que la clasificacion mas
ampliamente utilizada se basa en su aclaramiento durante la hemodialisis que a su vez esta
condicionado al tamafio molecular y la capacidad de union a proteinas plasmaticas,

dividiéndolas en tres grupos, (Tabla 4) (29).

Tabla 4. Clasificacion de las toxinas urémicas y mecanismos de depuracion.

Moléculas medias Moléculas unidas
Moléculas pequefias Medias Grandes a proteinas
PM Daltons <500 500-15.000 15.000-60.000
Urea, creatinina, fosforo, Péptido natriurético Leptina, mioglobina, P-cresol sulfato,
oxalato, purinas, urato, atrial, endotelina, cadenas ligeras, acido indolacético,
guanidina. PTH; B2 interleucina 6, indoxil sulfato,
microglobulina, hepcidina, factor de pentosidina.
cistatina C. necrosis tumoral a.
TDE/mecanismo HD-LF, HD-HF/ difusién. HD-HF/difusion. HDF-OL, Adsorcién, HFR/
depurativo HDF-OL, HDx/ difusién y HDF-OL, HDx/disfucién y disfusién, conveccién
conveccion. HDx/difusion y conveccion. y adsorcion.
conveccion.

HD-LF: hemodidlisis de bajo flujo.

HD-HF: hemodialisis de alto flujo.

HDF-OL: hemodiafiltracién en linea.

HDx: hemodialisis extendida.

HFR: Hemofiltracion con reinfusion de ultrafiltrado.
PM: peso molecular.

Modificado de Pérez-Garcia et al. 2021. (29)
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Se trata de una clasificacion arbitraria basada en los patrones de eliminacion de las
distintas moléculas, que posiblemente debera adaptarse a las nuevas técnicas y membranas

de hemodidlisis que aportan mejores perfiles de depuracién (40-42).

La inflamacién es una respuesta sistémica compleja ante estimulos que resultan
dafinos. La ERC en estadios avanzados favorece un estado inflamatorio crénico, que
constituye la piedra angular del aumento de la morbimortalidad por causas cardiovasculares
y no cardiovasculares de estos pacientes. Los mecanismos gue relacionan la uremia con la
inflamacién son complejos e incluyen fendmenos de inmunoactivacion e inmunosupresion,

asemejandose en muchos aspectos al proceso de envejecimiento natural (43).

En los estadios avanzados de deterioro de funcién renal existe una menor eliminacion
de citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 6 (IL-6) o factor de necrosis tumoral
(TNF), lo cual favorece su acumulacion. Ademds, se ha evidenciado cierto grado de
sobreactivacion del sistema inmunoldgico, especificamente monocitos, que incrementa la
produccion de dichos mediadores de forma similar al patrén secretor de interleuquinas propio
de las células senescentes relacionadas con el envejecimiento, lo cual propicia un proceso

de inflamacién crénica de bajo grado (43-45).

Las alteraciones del metabolismo mineral 6éseo se relacionan estrechamente con el
proceso de inflamacion crénica. La pobre eliminacion produce un aumento del fésforo
inorganico, y la hiperfosfatemia es capaz de inducir disfuncion endotelial mediante la
transformacién de células musculares lisas en células similares a osteoblastos (osteoblast
like cells), fendmeno fundamental en la calcificacion vascular. El mecanismo regulatorio del
metabolismo mineral en la ERC es complejo y comprende distintos ejes de interaccion entre
fésforo, vitamina D, PTH, FGF-23 y su cofactor Klotho (46,47).

Otra via claramente relacionada con la inflamacion urémica es la disfuncién
mitocondrial derivada del estrés oxidativo. Tal y como se discutirA mas adelante, en la ERC
existe un disbalance entre la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y los
mecanismos antioxidantes, afectando distintos procesos bioldgicos (48,49). El factor nuclear
eritroide similar al factor 2 (NRF2) es un factor de transcripcibn que en situacién de
homeostasis se encuentra inhibido pero que, en situacion de estrés oxidativo, codifica la
sintesis de enzimas antioxidantes (50). La ERC se ha relacionado con una menor expresion
de NRF2 que condiciona una disfunciéon mitocondrial, de nuevo similar a la que se produce

de forma natural a edades avanzadas.

Se ha estudiado la relacién entre determinadas toxinas urémicas y la inflamacion. Se

ha demostrado que el indoxil sulfato y p-cresil sulfato (toxinas urémicas unidas a proteinas
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plasmaticas) inducen estrés oxidativo al producir disfuncién mitocondrial, incremento de la
autofagia mitocondrial y senescencia celular, vinculando la ERC con el envejecimiento
acelerado. Un papel similar tienen los denominados productos de glicosilacion avanzada
(PGA), obtenidos durante el proceso de reduccién de azlucares y otras biomoléculas de origen
exdgeno (dieta) o enddgeno (hiperglucemia), cuya acumulacion en la ERC se debe a la
sobreproduccion combinada con una menor eliminacion. (51,52). En resumen, la inflamacion
urémica esta mediada por una serie de mecanismos complejos influenciados por factores
exdgenos y enddgenos, que son capaces de potenciarse entre si, creando un entorno
proinflamatorio crénico que conduce al envejecimiento celular acelerado con las respectivas

consecuencias clinicas.

1.5. Estrés oxidativo.

La respiracion celular es el proceso mediante el cual se degrada la glucosa para
producir energia en forma de adenosin trifosfato (ATP), consumiendo oxigeno y quedando
como productos diéxido de carbono y agua. Estd constituida por tres vias metabdlicas
principales: glucdlisis, ciclo del acido tricarboxilico (ciclo de Krebs) y finalmente la fosforilacion
oxidativa (53).

Especificamente, la fosforilacion oxidativa, también llamada cadena transportadora de
electrones, consiste en el acoplamiento de dos reacciones de oxidacion y fosforilacion
mediante un gradiente de protones en la membrana interna mitocondrial. Dicho proceso
genera un pequefio porcentaje de metabolitos del oxigeno parcialmente reducidos (con un
electron no apareado en su 6rbita) que se caracterizan por ser altamente inestables y tener
mucha afinidad para interactuar con diversas moléculas. Tales metabolitos se denominan
especies reactivas de oxigeno (ROS), siendo el mas importante el radical superédxido, que a
su vez da origen a otras ROS como el peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo, radical
peroxilo, etc. (Figura 5). Ademas de la generaciéon enddgena, también existen diversas
fuentes exdégenas de ROS, producto de la interaccion medioambiental, como la
contaminacion del agua, ingesta de tdxicos (tabaco, drogas, farmacos), consumo de ciertos
alimentos (carnes ahumadas, aceites reutilizados,etc.), radiacion, entre otras (54). Las ROS
pueden tener efectos deletéreos sobre otras moléculas, que van desde la ruptura de enlaces
proteicos, dafio de los fosfolipidos de las membranas celulares, e incluso afectacion de los

acidos nucleicos que constituyen la molécula de acido desoxirribonucleico (ADN) (55-57).
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Figura 5. Produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la respiracion

mitocondrial.
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Tomado de Marotte et al.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2013; 47 (4): 661-74 (58).

Dado que buena parte de la produccién de ROS se debe a una via metabdlica natural
y continua, es de esperar que el organismo haya desarrollado un modo de neutralizar sus
efectos negativos. En efecto, existen diversos mecanismos antioxidantes que actiuan de forma
dindmica para mantener niveles de ROS compatibles con la funcién celular, los cuales se
dividen en procesos enzimaticos y no enzimaticos. Los no enzimdticos son moléculas
antioxidantes como la vitamina E, el acido ascorbico, flavonoides, glutation, bilirrubina, etc., y
las principales enzimas antioxidantes son la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa y la

glutation peroxidasa, cuya expresion esta modulada en si misma por los niveles de ROS (59).

El denominado estrés oxidativo, no es mas que el predominio del efecto deletéreo de las
ROS, bien sea por un exceso de produccion, déficit en los mecanismos antioxidantes o una
combinaciéon de ambas situaciones (49). Niveles elevados de estrés oxidativo se han

relacionado con el desarrollo de patologias de muy diversa indole, tales como (59):

1. Patologias cardiovasculares: Diversos estudios relacionan el estrés oxidativo con el
desarrollo de aterosclerosis, la cual constituye el pilar fundamental de las patologias
cardiovasculares. Especificamente los niveles de lipoproteina de baja densidad
oxidada (oxLDL) se han identificado como el principal responsable de su desarrollo.
El incremento de oxLDL con la edad propicia la aterogénesis, especialmente en

sujetos expuestos a un estado proinflamatorio y oxidativo (54,60,61).
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Enfermedades neurodegenerativas: Se ha sugerido que el estrés oxidativo
desempefia un papel en enfermedades como el Alzheimer y el Parkinson. El tejido
neuronal es particularmente susceptible a los efectos oxidativos de las ROS, y se
conoce su relacion con diversos mecanismos implicados en la patogenia de la
enfermedad de Alzheimer, tales como el depésito de amiloide beta, la
hiperfosforilacion de la proteina tau, etc (62).

Cancer: el dafio oxidativo de &cidos nucleicos, lipidos y proteinas puede ocasionar
la disregulacién de oncogenes y/o genes supresores de tumores, asi como fallos en
la sefializacion de vias de proliferacion celular o en los mecanismos de reparacion o
relacionados con la apoptosis. De este modo el estado inflamatorio crénico (con alta
producciéon de ROS) juega un papel crucial en el desarrollo y progresién de las
patologias tumorales (63).

Enfermedades respiratorias: El estrés oxidativo estd implicado en diversas
patologias respiratorias como el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) y la fibrosis pulmonar (64).

Enfermedades metabdlicas: La propia alteracién del metabolismo de la glucosa en
la diabetes mellitus (DM) representa una fuente de produccién acelerada de ROS. El
dafio oxidativo puede alterar directamente a la célula beta pancreética, al mismo
tiempo que produce disfuncién endotelial, la cual es fundamental en la patogénesis de
la micro y macroangiopatia. De hecho, las estrategias terapéuticas modernas contra
la DM incluyen siempre farmacos con propiedades antioxidantes (65—67). Del mismo
modo, diversos estudios han relacionado la disfunciébn mitocondrial y el estrés
oxidativo con la lesién de los hepatocitos que conduce a la esteatosis hepatica no
alcohdlica, la cual representa la forma mas comun de hepatopatia crénica (68,69).
Enfermedad renal crénica: el estrés oxidativo juega un papel fundamental en la
prevalencia y progresion de la enfermedad renal crénica por distintas vias. En primer
lugar, los pacientes con ERC estan en un estado inflamatorio crénico que incrementa
la produccion de ROS. Especificamente, la sintesis de aniones superéxidos impide la
accion del o6xido nitrico (ON), lo cual altera la capacidad de vasodilatacién
favoreciendo la hipertension arterial. Por otra parte, la disfuncion endotelial mediada
por la oxidacion modifica la permeabilidad vascular y lesiona las estructuras
glomerulares propiciando la aparicién de proteinuria y fendmenos ateroescleroticos.
Finalmente, el dafio oxidativo reduce la elasticidad de la membrana de los hematies,
disminuyendo asi su vida media, lo cual, junto con la sintesis insuficiente de

eritropoyetina, acaban favoreciendo la anemia caracteristica de la ERC (54,70,71).
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7. Envejecimiento: una de las principales teorias del envejecimiento sostiene que la
acumulacién de ROS durante los afios induce la disfuncién de los diversos 6rganos y
sistemas en relacion con la edad (72). Algunos fendmenos subyacentes al proceso de
envejecimiento son el dafio gendmico, acortamiento telomérico, disfuncién
mitocondrial, entre otros. Existe evidencia suficiente para asegurar que ciertos habitos
dietéticos pueden regular dichos procesos y por ende atenuar los efectos del
envejecimiento. En este sentido, la dieta mediterranea, el consumo de alimentos
antioxidantes y la limitacion de la ingesta cal6rica son elementos que pueden atenuar

el dafo oxidativo acumulado (73,74).

1.6. Dafio genomico.

La molécula de ADN esta constantemente expuesta a factores enddgenos que
producen dafios en el ADN, entre ellos, los efectos deletéreos de los radicales libres y ROS
asi como al dafio ocasionado por agentes medioambientales, tales como la radiacion
ultravioleta (UV), rayos X y otros agentes genotoxicos. Gracias a los mecanismos de
reparacion, la mayor parte del dafio en el ADN se repara. El equilibrio entre induccion de dafio
y reparacion es fundamental para preservar la estabilidad gendmica (78). El dafio genémico
(DG) es un factor crucial en el desarrollo de procesos tan importantes como la carcinogénesis
o en la patogénesis de diversas enfermedades que van desde patologias
neurodegenerativas, como la Enfermedad de Alzheimer o Parkinson, hasta la EPOC. Del
mismo modo, ciertas patologias crénicas propician un estado inflamatorio sostenido que
puede acentuar el dafio oxidativo del ADN al mismo tiempo que afecta los mecanismos de
reparacion. En la actualidad existen numerosas técnicas de determinacion del dafio en el
ADN, basadas en distintos principios bioguimicos y con innumerables aplicaciones en

multiples @mbitos relacionados con la salud humana y animal (80,81).

1.6.1. Métodos de medicion del dafio gendmico.

A continuacion, se explican los dos métodos de medicion de dafio genémico empleados en

el presente estudio:

1. Electroforesis en gel de célula simple (SCGE: Single cell gel electrophoresis) o
Ensayo de cometa: La electroforesis de célula simple fue introducida inicialmente
como un método de valoracion del dafio del ADN por radiacion (82), y posteriormente
fue ganando popularidad hasta utilizarse en diversos campos como la toxicologia,
biomonitorizacién, eco-genotoxicidad, estudios de mecanismos de reparacion del

ADN, genotoxicidad de nanomateriales, etc (83—86). En el ambito de la virologia, el
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SCGE es considerado el "gold standard" para el estudio del proceso oncogénico
relacionado con ciertos virus (87). Debido a su gran versatilidad, la técnica ha sido
estandarizada, y actualmente forma parte del conjunto de pruebas de validacién para
el desarrollo de nuevos farmacos, y es considerada un test de primera linea en la

evaluacion del potencial mutagénico de distintos productos (84,88,89).

El ensayo de cometa puede realizarse en cualquier célula, y es una técnica simple,
relativamente rapida y econdmicamente accesible. Permite detectar la ruptura de ADN
de simple y de doble cadena, asi como las porciones alcali sensibles en el ndcleo. La
técnica se basa en la migracién de los fragmentos rotos del ADN sobre un campo
eléctrico en un medio generalmente alcalino (90).

La molécula de ADN se dispone dentro del nacleo formando bucles mediante la union
a las proteinas de la matriz nuclear, que a su vez estan superenrollados alrededor de
ndcleos de proteinas, dando lugar a los nucleosomas. Durante el ensayo de cometa
se lleva a cabo un paso de lisis de dichas proteinas, tras el cual la molécula de ADN
deberia permanecer superenrollada. Si existen rupturas del ADN simples o de doble
cadena, la molécula se relaja y los bucles son atraidos hacia el anodo durante la
electroforesis, dando lugar a la caracteristica imagen de cola de cometa (91,92).
Mediante una tincion fluorescente se obtienen de imagenes de la cola y del nicleo del
cometa permite cuantificar el ADN dafiado.

Figura 6. Esquema ensayo de cometa.
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Se han introducido ciertas modificaciones a la técnica original. De estas, la mas
reportada consiste en utilizar enzimas bacterianas (endonucleasa Il (Endo II)
o formamidepirimidina ADN glicosilasa, (FPG)) que actian como glicosilasas y son
capaces de reconocer pirimidinas oxidadas, o purinas modificadas (8-oxoGua),
cortando el ADN vy relajando la molécula, lo cual permite determinar dafio oxidativo
(49,94-96). Gracias a la versatilidad del ensayo del cometa, ciertas modificaciones

permiten detectar reparacion, enlaces cruzados o apoptosis (97).

Ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN Assay): El ensayo
de micronucleos es un método ampliamente utilizado, tanto en estudios de
genotoxicidad in vitro, como en estudios de biomonitorizacién de poblaciones
potencialmente expuestas a genotodxicos, y constituye de por si un buen marcador
subrogado de riesgo de cancer (98,99). Los micronutcleos (MN) son agregados de
cromatina que aparecen cerca del nucleo principal durante la interfase de la divisién
celular, y se originan a partir de cromosomas enteros o fragmentos cromosémicos que
no consiguen completar el proceso de segregaciéon hacia los polos celulares durante
la mitosis. Pueden formarse por dos mecanismos: rupturas cromosomicas
(clastogénesis) o disrupcién del aparato mitético (aneugénesis) (99,100). La presencia
de MN se describié por primera vez hace mas de cien afios en el estudio de eritrocitos,
relacionandose con ciertas condiciones tales como la anemia de células falciformes,
la exposicién a radiacion ionizante o déficit de folatos o vitamina B12 (101,102).
Posteriormente se demostrd la expresion de MN en células de la médula 6sea y
linfocitos periféricos maduros. El estudio de MN en linfocitos periféricos es el mas
extendido en la actualidad, junto al ensayo del cometa, para detectar dafio genotéxico

en poblaciones expuestas en entornos laborales o0 médicos (103). (Figura 7).
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Figura 7. Micronucleos.
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A: célula binucleada sin microntcleos. B: células bi y trinucleadas obtenidas mediante bloqueo de la
citocinesis. Sin micronucleos. C: célula binucleada con micronucleo.

Cortesia Dra. Susana Pastor, Laboratorio de Mutagénesis UAB.

Para la aparicién de MN es indispensable que se haya completado el proceso
de division celular. En el estudio de linfocitos cultivados en laboratorio, es dificil
distinguir los que han completado la mitosis (y por ende podrian haber originado MN)
de aqguellos que no han iniciado el proceso de division, por lo que la determinacién de
MN seria imprecisa. El ensayo de micronucleos con blogueo de la citocinesis (CBMN)
permite identificar MN especificamente en células que hayan completado la mitosis.
La técnica consiste en inducir la divisién celular y detener la citocinesis. Esto se
consigue gracias al bloqueo de la formacion de los microfilamentos de actina lo cual
evita la division del citoplasma. De este modo, los MN son analizados sélo en las
células que han dividido el nucleo y por lo tanto tienen aspecto binucleado. El bloqueo
de citocinesis y seleccion de células binucleadas se consigue tratando los cultivos
celulares con citocalasina B (Cyt-B), un metabolito obtenido del hongo Drechslera
dematioidea (104). Dicho método ha permitido estudiar otros fenémenos relacionados
con la divisién nuclear, tales como la formacién de puentes de cromatina o nuclear
buds (yemas nucleares) que traducen inestabilidad cromosémica o defectos en los
mecanismos de reparacion del ADN, relaciondndose al final con el proceso de

mutagénesis (105,106)Se ha visto una gran correlacion entre mortalidad y los
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resultados de CBMN por lo que este biomarcador de efecto es uno de los méas

estudiados y utilizados en estudios de biomonitorizacion.

1.6.2. Dafo gendmico y ERC:

La ERC es una patologia claramente relacionada con una carga elevada de estrés
oxidativo y la coincidencia de multiples factores que incrementan el dafio genotéxico, ademas
de una capacidad reducida de reparacion del ADN, lo cual trae como consecuencia la
acumulacion de dafio gendémico (57,107-109). Los niveles elevados de dafio gendmico se
han asociado con la alta incidencia de patologias cardiovasculares y neoplasicas observada
en dichos pacientes, por lo que es imprescindible contar con biomarcadores que permitan

estimar el nivel del dafio e incluso establecer posibles estrategias terapéuticas (110-112).

En las ultimas dos décadas, multiples estudios han intentado establecer la relacion
entre dafio gendmico y ERC, especialmente en pacientes en hemodialisis, asocidndolo con
eventos clinicos de morbimortalidad y finalmente buscando posibles estrategias terapéuticas
para combatirlo. En este sentido, Stoyanova et al. objetivé en 2010 que los niveles de dafio
gendmico medidos por SCGE (Endolll/FPG) se incrementa conforme disminuye el FGe,
siendo su maximo nivel en los pacientes en hemodidlisis (98) . Posteriormente, Sandoval et
al. describié que los pacientes con ERC y en HD tienen una mayor sensibilidad a la radiacion
ionizante, lo cual traduce una menor capacidad de reparacion del ADN (78). En 2013 Coll et
al., en un estudio de 123 pacientes en hemodialisis, consiguié demostrar que el nivel de dafio
gendmico medido por SCGE (Endolll/FPG) se asocia de forma independiente con una mayor

mortalidad por cualquier causa (113)

También se ha relacionado el dafio gendmico con la técnica de dialisis,
demostrandose en varios estudios que el cambio de HD convencional a HDFOL disminuye el
dafio del ADN medido por SCGE (Endolll/FPG) y CBMN (114,115). En el mismo sentido se
han estudiado opciones terapéuticas con resultados interesantes. En 2008 Stopper et al.
estimé que la suplementacion de vitamina B12 y acido félico reduce el dafio genémico (116),
al igual que se ha demostrado que el consumo regular de zumo de uva fermentado (mosto),
rico en flavonoides, disminuye el dafio oxidativo (117). Finalmente, Rodriguez-Ribera et al.
demostraron en 2017 que el uso de membranas de didlisis recubiertas con vitamina E reducen
el dafio gendmico medido por SCGE (Endolll/FPG) y por CBMN (118). En la tabla 5 se
resumen los principales estudios relacionados con dafio gendémico y ERC/hemodidlisis en las

Ultimas dos décadas.
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Tabla 5. Principales publicaciones relacionadas con dafio genémico y ERC en los Gltimos 20

AUTOR/ANO

Schupp et al.

2006 (114)

Stopper et al.

2008 (116)

Stoyanova et al.

2010 (49).

Sandoval et al.

2012 (78).

Coll et al.

2013 (113).

Rodriguez-Ribera
et al. 2014 (119).

Stoyanova et al.

2014 (120).

Corredor et al.

2015 (57).

Corredor et al.

2016 (117).

POBLACION

24 pacientes en HD.

27 pacientes en HD

253 pacientes con
ERC

227 pacientes con
ERC

123 pacientes en HD

70 pacientes en HD

106 pacientes en HD

602 pacientes en
distintos estadios de
ERC

39 pacientes en HD

afos.

OBJETIVOS

Relacionar DG y técnicas de
HD.

Relacion en suplementacién de
VitB12 y folatos con DG.

Relacion entre DG y ERC.

Relacion entre inestabilidad
genémica y radiosensibilidad
en ERC.

Relacién entre dafio genémico
y mortalidad.

Relacién entre DG y tiempo en
didlisis.

Relacién entre capacidad de
reparacion del ADN vy dafio
genoémico.

Relacién entre DG y ERC.

Relacién entre DG y
suplementacién con jugo de
uva no fermentado.

MEDICION DG

SCGE Endolll/FPG

CBMN

CBMN

SCGE
Endolll/FPG.

CBMN en linfocitos
expuestos a
radiacion.

SCGE
Endolll/FPG.

CBMN

CBMN en linfocitos
irradiados.

SCGE Endolll/FPG

SCGE Endolll/FPG

SCGE
Endolll/FPG.

RESULTADOS

Cambio de HD a HDFOL disminuye
DG.

HD diaria disminuye DG.

Reduccién de DG al suplementar
vitB12 y folato.

Aumento de DG con el incremento
de creatinina.

Nivel méximo al inicio de didlisis.

Mayor radiosensibilidad (menor
capacidad de reparacion del ADN)
en ERC y HD.

DG elevado se asocia a mayor
mortalidad por cualquier causa.

Disminucion del DG a mayor tiempo
en HD.

Pacientes con DG elevado tienen
una capacidad de reparacion del
ADN significativamente menor.

DG mayor en ERC que en controles
sanos.

Mayor dafio oxidativo en HD que
preHD.

Disminucion del dafio oxidativo en
el grupo suplementado.
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Rodriguez-Ribera | 373 pacientes con Relacion entre ERC, CBMN Mayor inestabilidad gendémica y

et al. ERC. inestabilidad  genomica y radiosensibilidad en los pacientes
sensibilidad a la radiacion con ERC.

2015 (107). 179 controles. ionizante.

Rodriguez-Ribera | 33 pacientes en HD. Relacion entre DG y cambio de  CBMN Reduccion significativa del DG al

et al. HD a HDF-OL. cambiar de HD a HDF-OL.

2016 (121).

Rodriguez-Ribera | 46 pacientes en HD Relacion entre DG y SCGE Endolll/FPG  Disminucién del DG al utilizar

et al. membranas de dialisis membranas recubiertas con
recubiertas con vitamina E. CBMN vitamina E.
2017 (118).
Corredor et al. 50 pacientes post DG en el postrasplante renal. SCGE Endolll/FPG  Incremento del DG en el
trasplantados postrasplante renal a los 6 y 12
2017 (122). renales. CBMN meses.
Pastor et al. 127 pacientes ERC. Relacién entre dafio genébmico CBMN Los polimorfismos de GST afectan
y polimorfismos de la Glutation la frecuencia de MN
2018 (123). 140 controles S Transferasa (GST)
Pastor et al. 214 pacientes en HD.  Relacion entre tratamiento con SCGE La administracion de carnicor
Carnicor, hierro sacarosa y Endolll/FPG. increment6 de forma significativa el
2018 (124). sevelamer con DG. DG.
CBMN
Corredor et al. 49 pacientes en HD Relacion entre DG y cambio de SCGE Endolll/FPG  Disminucién del DG al cambiar de
HD a HDFOL HD a HDFOL.
2016 (115). CBMN
HD: hemodialisis, HDF-OL: hemodiafiltracion en linea, DG: dafio genémico, Endo Ill: Endonucleasa Ill, FPG:

formamidepirimidina ADN glicosilasa, CBMN: ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis, ERC: enfermedad renal
cronica.

1.7. Microplasticos y salud humana.

El término “plastico” abarca una amplia gama de productos sintéticos o semisintéticos
compuestos por polimeros organicos combinados con aditivos quimicos que les confieren
ciertas propiedades, como la resistencia al calor o a la radiacion ultravioleta, transparencia,
dureza, etc. (125). Debido a su alta versatilidad, desde su descubrimiento, rapidamente han
sustituido a otros materiales como la madera, cristal o0 metales, por lo que la industria del
plastico ha presentado un crecimiento exponencial. De hecho, la produccién mundial de
plastico se ha incrementado de 1.7 a 360 millones de toneladas en los dltimos 70 afios,
mejorando en muchos aspectos la calidad de vida, e infiltrandose en el dia a dia de la especie

humana (126,127). Los plasticos son altamente resistentes a la degradacion, por lo que

49



pueden permanecer en el ambiente durante décadas. La enorme produccion, combinada con
una baja tasa de reciclaje y mal manejo de los residuos, hace que cada afo cientos de
millones de toneladas de plastico se viertan al medio ambiente y se acumulen continuamente.
De este modo, los residuos inertes estdn expuestos a distintos agentes fisicos o quimicos
como la radiacién ultravioleta, corrientes marinas, viento, biodegradacion, etc. que producen
su fragmentacion en particulas de baja densidad capaces de migrar hasta entornos remotos,

con lo que acaban siendo ubicuos (128,129).

De acuerdo con su tamafio, las particulas de plastico menores a 1 um se denominan
nanoplasticos (NPLs), y las comprendidas entre 1 um y 1 mm, microplasticos (MPLs). Segun
su origen los micro y nano plasticos (MNPLS) pueden ser primarios, cuando se han sintetizado
expresamente de ese tamafio, 0 secundarios, cuando son producto de la degradacién de
particulas mas grandes (126). La omnipresencia de los MNPLs ha suscitado cada vez mas
preocupacion en la comunidad cientifica, especialmente por su interaccidén con practicamente
todos los ecosistemas y especies conocidas, y su irrupcién en la cadena alimenticia a todos
los niveles (130,131). Las principales vias de exposicion de los seres humanos a los MNPLs

son: la ingestién de alimentos contaminados, inhalacion de particulas o contacto dérmico.

Se han descrito efectos negativos de los MNPLs sobre diversas especies,
principalmente relacionados con la liberacion de mondmeros o aditivos que tienen un probado
efecto toxico, disruptor endocrino o carcinogénico (126). Por otra parte, los MNPLs pueden
unirse a otros téxicos, como metales pesados, o actuar como vector de ciertos
microorganismos. No obstante, ain no se dispone de suficiente evidencia sobre los efectos
biol6gicos de los MNPLs en mamiferos, y la que existe es contradictoria (133—-135). En
general, se asume que el riesgo potencial de los MNPLs se incrementa conforme disminuye
el tamafio de la particula, y se ha demostrado por ejemplo la capacidad de los NPLs para
atravesar el epitelio intestinal y generar citotoxicidad y dafio oxidativo del ADN, (136,137).
(138).

La diversidad en las fuentes de plastico y los mecanismos de degradacion, hacen que los
MNPLs tengan una amplia variedad de propiedades fisicas, quimicas y biologicas. La
estandarizacion de un método de andlisis de los MNPLs es uno de los principales retos de
los investigadores actualmente, debido a la compleja naturaleza de los mismos en diversos

aspectos (126):

e Amplio rango de tamario.
e Distintas composiciones y tipos de polimeros.

e Distintas formas (esféricas, irregulares, fibras, etc).
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e Diversos aditivos (pigmentos, estabilizantes, retardantes) o toxicos adheridos
(metales pesados, etc).
e Diferentes estados de envejecimiento, carga eléctrica de la superficie.

A pesar de los esfuerzos recientes, ain no se cuenta con una técnica que cumpla con los
requisitos necesarios para detectar MNPLs, por lo que su estudio se sigue basando,
principalmente, en la determinacién de compuestos o aditivos liberados desde las particulas
de plastico, que indican de forma indirecta la presencia de microplasticos. Entre dichos
compuestos, quizas el mas extendido es el estudio de los bisfenoles, en el cual se centra el

presente trabajo.

1.8. Bisfenol A:

1.8.1. Historia y contexto actual.

El bisfenol A (BPA) es un compuesto quimico que ha desempefiado un papel
significativo en la fabricacion de plasticos y resinas desde principios del siglo XX. Sintetizado
por primera vez en 1891 por el quimico ruso Aleksandr Dianin, estd formado por la
combinacién de dos radicales fenol y una molécula de acetona (4,4'-dihydroxy-2,2-
diphenylpropane) (139) (Figura 8). Inicialmente se desconocia del todo sus propiedades, y no
fue hasta la década de los treinta cuando emergié su posible efecto estrogénico y se exploré
su accién como xenoestrogeno. Su papel en este ambito fue rapidamente desplazado al
descubrir la mayor potencia estrogénica del dietilestilbestrol y dos décadas después, en los
afos 50, su valor comercial cobr6 fuerza al incorporarlo en el proceso de fabricacion de
distintos plasticos (140,141).

Figura 8. Estructura quimica del Bisfenol A.
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Desde entonces el uso de BPA para la fabricacion de policarbonato se fue
extendiendo debido a su versatilidad para conferir a los plasticos dureza, transparencia,
ligereza y resistencia a la torsion y temperatura (142). Poco a poco se fue incorporando en la

fabricacion de diversos materiales empleados en la vida cotidiana y en la década de los 70
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ya era mundialmente utilizado. Sin embargo, a medida que aumentaba el uso del BPA,
también surgieron preocupaciones sobre sus posibles efectos en la salud. A partir de la
década de los noventa, varios estudios cientificos empezaron a sugerir que el BPA podria
migrar desde los envases de policarbonato a los alimentos y bebidas, lo que llevé a una mayor
atencion sobre sus posibles efectos disruptores endocrinos (143). Progresivamente se ha ido
acumulando evidencia a favor de los posibles efectos deletéreos del BPA en la salud humana,
lo cual ha llevado a las distintas agencias gubernamentales relacionadas con la salud publica
a regular su uso. En la figura 9, se resumen los principales hitos en la evolucién de las

medidas restrictivas del uso de BPA a nivel mundial:

Figura 9.

Evolucion de las medidas restrictivas del uso de BPA a nivel mundial

1990s: surgen las primeras preocupaciones sobre la seguridad del BPA basadas en estudios cientificos
que sugieren la migracion de BPA desde productos de policarbonato a alimentos y bebidas.

2008: Canada clasifica al BPA como una sustancia toxica y prohibe su uso en biberones de pléstico.

2010: la FDA de los Estados Unidos emite una declaracién de seguridad sobre el BPA, indicando que no
hay suficiente evidencia para respaldar restricciones en su uso, pero sigue evaluando la situacion.

2011: Francia prohibe la fabricacién, importacién y comercializacion de envases alimentarios que
contengan BPA.

2012: la Unidn Europea prohibe el uso de BPA en la fabricacién de biberones.

2018: la Unién Europea restringe atin mas el uso del BPA al prohibirlo en la fabricacién de envases de
alimentos destinados a lactantes y nifios pequefos. Ademas, se establecen limites mas estrictos para la
migracion de BPA en materiales plasticos en contacto con alimentos.

2020: Canada clasifica formalmente al BPA como una sustancia "nociva" y establece limites mas estrictos
para su presencia en productos de consumo.

BPA: Bisfenol A.
FDA: Food and Drug Administration

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety Authority
(EFSA)) también ha ido modificando sus regulaciones de acuerdo a la evidencia cientifica
existente. En 2015 se estableci6 una ingesta diaria tolerable (IDT) de BPA de 4ug por
kilogramo de peso por dia (ug/Kg/d), y se determiné que el nivel de exposicion a BPA por vias
alimentarias y no alimentarias no representaba un problema de salud en la poblacion,
independientemente de la edad. En 2022 se llevo a cabo una re-evaluacion del riesgo y
exposicion al BPA basada en la nueva evidencia y finalmente se publicé un dictamen oficial
de la EFSA en abril de 2023 en el que se establece un IDT de BPA de 0.2 ng/Kg/d, que es
20.000 veces menor que el IDT recomendado en 2015, y que lleva a concluir que la exposicion

diaria a BPA por distintas vias representa un problema de salud publica (144,145).
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1.8.2. Vias de exposicion a BPA.

Los seres humanos estan expuestos a diversas fuentes de BPA, casi todas cotidianas
y ubicuas. La exposiciébn ocupacional de los trabajadores de la industria del plastico, la
contaminacion medioambiental del agua, suelo, cultivos y atmdsfera, son vias relevantes de
exposicion a BPA. No obstante, la ingesta oral de alimentos y productos “contaminados” con
BPA proveniente de sus envases, es la principal fuente reconocida en la actualidad y la que

suscita mayor preocupacion y esfuerzos de investigacion. (146,147). (figura 10)

Figura 10. Vias de exposicion y fuentes de BPA.
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Multiples estudios han establecido una relacion directa entre el consumo de alimentos
enlatados y la elevacion de la excrecion urinaria de BPA (139,148,149). La migracion de
plasticos desde los envases a la comida se ve favorecida por la temperatura, pH extremos,
microondas y tiempo de contacto. Por tal razdn se han establecido unos limites de migracién
especificos (Specific Migration Limit (SML)) para regular el umbral de seguridad de un

determinado material. Para considerar seguro un plastico de cualquier tipo que esté en

contacto con alimentos, este debe tener un SML inferior a 60 mg/kg—1 de alimento (150). El

SML para el BPA establecido por la EFSA es de 0.6 mg/kg de alimento, lo cual garantiza una
exposicion que se situaria por debajo de la IDT fijada en el ultimo dictamen (144,146). A
pesar de la gran acumulacion de evidencia acerca de los potenciales efectos deletéreos del
BPA y sus analogos sobre el ser humano, no existe ain una clara prohibicion de su uso

especialmente en el envasado de alimentos. Este hecho probablemente obedece a que no
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hay ensayos clinicos en grandes poblaciones, la semivida corta y el impacto econémico de

su prohibicién.

1.8.3. Metabolismo del BPA.

El BPA entra en el torrente sanguineo tras la ingesta oral, y sufre rapidamente un
metabolismo de primer paso en intestino e higado. Posteriormente es metabolizado por dos
vias: glucuronidacion y conjugacion con sulfato. Ambas vias generan metabolitos
hidrosolubles del BPA que son eliminados rapidamente por via urinaria con una vida media
de 5 horas aproximadamente (151,152) (Figura 11). En el torrente circulatorio presenta un 75
% de unién a proteinas plasmaticas, lo cual es de gran importancia al condicionar su
eliminacion mediante técnicas de hemodidlisis (153-155). Debido a su eliminacion casi total
por via renal, la poblacién con ERC es objeto de especial preocupacion e interés, por cuanto
se ha demostrado que pueden tener niveles elevados de BPA al comportarse como una toxina

urémica de origen exdgeno.

Figura 11. Toxicocinética del BPA.
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1.8.4. Efectos de la exposicion a BPA.

Existe una clara y abundante evidencia sobre los efectos perjudiciales de la exposicién
al BPA, in vitro, in vivo, en modelos animales y en ensayos con humanos. Esta catalogado
como un disruptor endocrino, al tener la capacidad de estimular o alterar diversas vias
hormonales, a pesar de que su afinidad por el receptor estrogénico es mil veces menor que

la de los estro6genos naturales como el dietilestilbestrol (143,156—159).

En las ultimas décadas, diversos estudios han demostrado la relacién del BPA con la
activacion celular de vias inflamatorias, sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno y
estrés oxidativo. (160,161). Los efectos negativos del BPA observados en modelos animales
se correlacionan bastante bien con los estudios hechos en humanos. A pesar de que la
principal preocupacion siempre ha sido el efecto del BPA sobre el desarrollo perinatal y la
fertilidad, con el tiempo se ha acumulado evidencia de su afectacién en practicamente todos

los 6rganos y sistemas (162).

e Reproduccion: se ha demostrado que el BPA es capaz de alterar la espermatogénesis,
incluso a dosis bajas (163), de la misma forma en que se ha relacionado con diversos
mecanismos que contribuyen a la infertiidad femenina (esteroidogénesis,
foliculogénesis, morfologia ovarica y uterina, etc) (164).

e Sistema endocrino: se ha demostrado su efecto directo sobre la célula beta
pancreatica, con un potencial efecto diabetdégeno. También tiene la capacidad de
impedir la liberacién de adiponectina y favorecer un entorno de interleucinas pro
inflamatorias en el tejido adiposo que impide la lipolisis y favorece el desarrollo de
obesidad (165).

e Sistema cardiovascular: se ha relacionado el BPA con patologias cardiovasculares de
distinta indole, desde arritmias hasta miocardiopatia hipertréfica, siguiendo distintas
vias fisiopatolégicas, como la unién directa a canales de calcio, la sobreproduccion de
neuropéptido Y, o la disfuncién endotelial derivada del estrés oxidativo (165,166).

e Carcinogénesis: el estrés oxidativo y dafio genotdxico inducido por BPA se ha
relacionado con la mutagénesis y por lo tanto con un mayor riesgo de desarrollar
ciertas neoplasias. Especificamente se ha asociado a tumores neurolégicos y cancer
de mama (167,168).

e Neurodesarrollo y neurodegeneracion: diversos modelos animales y celulares in vitro,
han relacionado la exposicion temprana e incluso transgeneracional al BPA con
alteraciones conductuales y del neurodesarrollo infantil, asi como con patologias
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica,

esclerosis multiple (169,170).
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1.8.5. BPAy ERC, causa y consecuencia.

Es de esperar que los pacientes con algun grado de compromiso de su funcién renal
tengan niveles més elevados de BPA en sangre. De hecho, se ha demostrado una correlacion
negativa entre niveles de BPA y FGe, especialmente a partir del estadio 3 de la ERC,
alcanzando niveles maximos en los pacientes en hemodidlisis en los que la diuresis suele
desaparecer (142,171,172).

La acumulacién de BPA, conforme progresa la ERC, viene acompafada de los
potenciales efectos sistémicos ya descritos, no obstante, también se ha demostrado que el
propio BPA constituye un agente nefrotoxico. En 2012 un estudio realizado en China a 3055
individuos relacion6 exposicion a BPA con albuminuria de bajo grado, incluso con funcion
renal preservada (173). En modelos animales, se ha demostrado que el BPA puede inducir
apoptosis de podocitos, ademas de incrementar la sintesis de moléculas clasicamente
relacionadas con la esclerosis glomerular (p27kipl, TGF B, colageno IV, etc) (171,174). Un
estudio reciente realizado en cultivos de podocitos humanos tratados con BPA ha sugerido
gue el mecanismo fisiopatolégico subyacente podria ser una alteracion en la adhesion
podocitaria tras la exposicion a dosis altas de BPA, determinada por la alteracion de proteinas

clave del citoesqueleto (tubulina, podocina, vinculina, cofilina-1, etc.) (175).

También se ha vinculado la exposicién a dosis crecientes de BPA con la aparicién de
hipertension arterial y disfuncién endotelial en modelos animales, mediados por la activaciéon
de genes relacionados con la regulacién vascular (angiotensina Il y calcio-calmodulina cinasa
II), asi como por la menor produccién de 6xido nitrico (ON) y el predominio de las especies

reactivas de oxigeno (171).

La lesién podocitaria conduce a la proteinuria, que es el principal factor de progresion
de ERC conocido, por lo que los niveles de BPA pueden constituir un nuevo indicador
pronostico de la ERC. Un estudio prospectivo de 302 pacientes con HTA esencial consiguio
demostrar que los niveles basales de BPA tenian una fuerte correlacion con la velocidad del
descenso del FGe durante un periodo de seguimiento de 6 afios, sugiriendo que el BPA puede
ser un marcador predictor de progresion de ERC independiente de otros factores clinicos
(176). Otro estudio del mismo equipo investigador obtuvo resultados similares al evaluar el

posible efecto predictor del BPA en la evolucion de la ERC en paciente con DM 2 (177).

1.8.6. BPA y didlisis.
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El BPA se comporta como una toxina urémica exdgena, acumulandose segun
disminuye la funcion renal, y su propia acumulacion tiene un efecto nefrotoxico. Este circulo
de retroalimentacion se amplifica en los estadios mas avanzados de la ERC, alcanzando su
méaximo nivel en los pacientes en didlisis. Ademas, la propia técnica de hemodialisis implica
el contacto de la sangre con materiales sintéticos que pueden contener bisfenoles, por lo que
los pacientes estarian constantemente expuestos a una fuente directa de BPA. De hecho, en
2015 el Comité Cientifico Sobre Riesgos Sanitarios Emergentes y Recientemente
Identificados (Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks
(SCENIHR)) concluyd que existe un riesgo sanitario por la exposicidon sistémica al BPA,

especialmente en pacientes en hemodialisis (178).

En el caso de los dializadores en BPA puede encontrarse en la propia membrana, o
en las carcasas de policarbonato (PC) (140). La migracién del BPA al torrente sanguineo se
ve favorecida por el hecho de que el polimero de plastico esta en contacto directo con la
sangre durante la técnica de hemodidlisis. Diversos estudios han analizado el contenido de
BPA en el efluente de liquido de dialisis para intentar aclarar los patrones de migracion del
mismo. Asi, Murakami et al. demostraron la presencia de BPA en muestras de distintas fibras
huecas de dializadores tratadas in vitro con disolventes, observando niveles especialmente
elevados en fibras de Polisulfonas (PS) y Polyester-polymeralloy (PEPA) (140). Del mismo
modo, en 2001 Yamasaki et al. demostré la presencia de BPA en el efluente de distintos tipos
de dializadores, estableciendo que la mayor migracion ocurre en aquellos con carcasas de
PC, independientemente de la membrana y que la peor combinacién en este sentido es la de
PS con carcasa de PC (179-181).

La elevada union del BPA a proteinas plasmaticas hace que solo la fraccion libre (5-
25%) sea capaz de atravesar la membrana del dializador. En este sentido se ha postulado
gue la HDF-OL, que combina difusion con alto poder convectivo, podria ser superior en cuanto
a la eliminacién de BPA. En 2017, Quiroga et al. demostraron que la HDF-OL es capaz de
reducir los niveles de BPA en una sola sesion de forma significativamente mayor que la
hemodidlisis convencional (182). No obstante, un estudio reciente realizado en 64 pacientes
con ERC en HD, concluye que la HD es poco efectiva en la depuracion de BPA,
independientemente de la técnica utilizada (HD convencional o HDF OL) (147). En la tabla 6

se resumen los principales estudios sobre los efectos del BPA sobre el rifion.
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Tabla 6. Principales publicaciones sobre los efectos del BPA en el rifidn.

BPA en orina y oligoalbuminuria BPAo > 1,4 mg/I: 23% de aumneto de albuminuria. Liet al. Kidney Int, 2014.

BPA en orina y oligoalbuminuria en Aumento de 0,28 mg/g de MA por cada unidad de BPAo. Transande et al., Kidney int,

nifos. 2013.

BPA podocitopatia en modelos BPA ip 50mg/kg induce proteinuria, hiperfiltracion Olea-Herrera et al., Cell

animales. glomerular y podocitopenia. Physiol, 2014.

BPA e hipertension. Correlacion entre BPA e HTA en el estudio NHANES. Shankar et al., Environ Public
Health, 2012.

BPA y progresion de DM tipo II. BPA sérico: correlacion negativa con FGe. Hu et al., Acta Diabetoldgica,
2015.

BPA y funcién renal. BPA sérico: correlacion inversa con el FGe. Krieter et al., Artif Organs,
2013.

BPA sérico en HD. 15 pacientes en HD, aumento de BPA con PS. Murakami et al., Blood Purif,
2007.

BPA sérico y tipo de dializador. BPA aumenta con PS y disminuye con PN. Bosch, J Am Soc Nephrol,
2015.

BPA sérico, inflamacion y oxidacion BPA aumenta la inflamacion y oxidacion en células Bosch, J Am Soc Nephrol,

en HD. mononucleares. 2015.

BPA: Bisfenol A, BPAo: Bisfenol A en orina, FGe: filtrado glomerular estimado, DM: diabetes mellitus, MA: microalbuminuria,
PS: polisulfona, PN: polinefrona. (140,172-174,177,181,183,184)

Tradicionalmente se habia puesto el foco en el BPA proveniente de los materiales del
dializador. Sin embargo, en 2016 Bacle et al. demuestran la presencia de BPA en el agua
ultrapura utilizada para la produccion del liquido de didlisis, describiendo asi otra fuente de
exposicion sistémica al BPA (185). La interaccion del BPA con ciertos desinfectantes clorados
utilizados en la esterilizacion del agua puede dar lugar a los llamados Derivados Clorados del
BPA (CIxBPA) que podrian tener efectos metabdlicos similares. En 2019 se publica el primer
estudio que demuestra la presencia de CIXBPA en el liquido de didlisis y el agua ultrapura,
sugiriendo un riesgo de sobreexposicion al BPA de los pacientes tratados con HDF-OL al

recibir grandes volumenes de liquido de sustitucion endovenoso (185).

Actualmente solo existen pequefias regulaciones puntuales sobre el uso de BPA en
dispositivos médicos, por lo que se continda utilizando en la fabricacion de muchos

dializadores (tabla 7).
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Tabla 7. Contenido de Bisfenoles en las membranas de dialisis.

[:17.% Otros bisfenoles
Polisulfonas SI* BPS
PEPA SI NO
Membranas PMMA NG NO
EVAL NO NO
ANB9 NO NO
Polyflux NO BPS
Polipropilenoc (PP) NO NO
Poliuretano (PU) NO BPF
Carcasas
Policarbonato (PC) BPA NO
Poliestireno (PE) NO NO

PEPA: Polyester polimer alloy.
PMMA: Polimetilmetacrilato.

*Existen dializadores de Polietersulfona libres de BPA. (ELISIO ®,
NIPRO medical)

EVAL: Etilen vinil alcohol copolimero.
BPA: Bisfenol A
BPS: Bisfenaol S.
BPF: Bisfenol F.

1.9 Sustitutos de Bisfenol A:

Modificado de Zahin Haq et al., Toxins, 2023. (186)

La evidencia irrefutable de que el BPA tiene efectos negativos sobre la salud humana,

ha hecho que la industria explore diversas sustancias para intentar sustituirlo en el proceso

de fabricacion de plasticos. De esta manera se han desarrollado anélogos del BPA, siendo
los méas extendidos el bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF) y bisfenol AF (BAF) (187,188). Por

ejemplo, el BPS se emplea en la fabricacion de detergentes, resinas, papel térmico, entre

otros. Se puede encontrar BPF en resinas epoxi y revestimientos de estructuras que

necesitan una elevada resistencia, como tanques de agua, tuberias o suelos (187,189).

También se ha detectado BPS y BPF en productos de uso diario, como jabones, pasta de

dientes, maquillajes, envoltorios de comida, tarjetas de embarque, etc (190).

Figura 12. Estructura molecular de los analogos del BPA.

BPA

BPF

Shane V et al. 2023. (188)

Idealmente un sustituto quimico debe tener un efecto neutro o menos téxico que el

compuesto original, sin embargo, existe cada vez més evidencia acerca de la toxicidad de los
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analogos de BPA. Las similitudes estructurales y metabdlicas que tienen con el BPA hacen
pensar que estos compuestos deben ser catalogados dentro de una misma clase, y ser
tratados con precaucion, no obstante, el marco regulatorio de los sucedaneos de BPA es
escaso y poco claro (figura 12). Se sabe que el BPF, BPE, BPB y BPS tienen cierto efecto
genotoxico y actividad estrogénica similar al BPA, y se ha demostrado en modelos animales
gue el BPAF puede reducir los niveles de testosterona (187,191-194). También se han
relacionado con el desarrollo de obesidad, patologias cardiovasculares, citotoxicidad, cancer,
entre otros (188,195-199).

1.10. Métodos de deteccion de bisfenoles.

La biomonitorizacion de los niveles de bisfenoles en distintos sustratos proporciona
informacion valiosa en el estudio de la exposicidbn humana y los posibles efectos sobre la
salud, permitiendo establecer medidas de intervencién sanitaria. Inicialmente se preferia el
andlisis de la orina, al ser la principal via de eliminacion de bisfenoles y una muestra no
invasiva y facil de recoger. No obstante, debido a la vida media corta de los bisfenoles, el
analisis de orina ofrece informacion limitada en el tiempo, por lo que rapidamente se
abandond su uso con tal fin (200). Los métodos analiticos que combinan Cromatografia
Liquida (LC) o Cromatografia de gas (GC) con Espectrometria de Masas (MS), ofrecen una
alta sensibilidad, selectividad y precision. Especificamente en la GC/MS se requiere una
derivatizacion de la muestra previa a su analisis, lo cual complica su procesamiento, pero
proporcionan una mayor sensibilidad en comparacion con la LC/MS (191). No obstante, al
tratarse de métodos instrumentales, requieren de un equipamiento sofisticado y costoso, una
preparacion compleja de las muestras, asi como personal cualificado y un tiempo largo de

andlisis, lo cual constituye su principal limitacion.

Comparados con los métodos instrumentales, los inmunoensayos tienen la ventaja de
ser mas rapidos, simples y econdémicos, conservando una alta sensibilidad. Se han
desarrollado mdltiples técnicas de inmunoensayo utilizando aptameros (antigenos quimicos),
gue permiten detectar bisfenoles, con resultados prometedores. No obstante, son métodos
gue aun presentan ciertas limitaciones técnicas, por lo que su uso no es generalizado. El
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (Enzime-linked inmunosorbent assay ELISA)
combinado con un analisis de fluorescencia (FELISA) es un método que ha ganado interés
debido a su simplicidad y bajo coste. Se basa en la propiedad fluorescente de los bisfenoles,
y tiene el inconveniente de verse alterado por fenomenos de fluorescencia “ruidos” de fondo,
o0 extincion de la fluorescencia por agregacion (201). Recientemente han surgido alternativas

prometedoras en este campo. Mediante impresidn molecular se puede crear una matriz
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polimérica (molecular imprinting electrochemical sensors) con sitios de reconocimiento del
sustrato a analizar que son complementarios en forma, tamafio y funcionalidad quimica, lo
cual les confiere una elevada selectividad, ain en muestras complejas (200). La union de los
MIES a los bisfenoles produce ciertos cambios eléctricos que luego pueden ser facilmente
medidos mediante un sensor electroquimico. A pesar de la evolucion de los métodos de
deteccion de bisfenoles hacia técnicas mas sofisticadas, rapidas y coste efectivas, en la
mayor parte de los estudios cientificos en este ambito se sigue empleando la LC o GC en

tandem con MS. (Figura 13)

Figura 13. Métodos de deteccidon de bisfenoles empleados en publicaciones de los

ultimos 5 afios.

Il MIES
I HPLC
0 Il GC-Ms
%) 32 (15.7%) | Fluorescence
[ Immunoassay

52 (25.5%)

77 (37.7%)
35 (17.2%)

MIES: molecular imprinting electrochemical sensors. HPLC: High performance liquid chromatography. GC-MS: Gas
chromatogaphy / Mass spectrometry.

Ying Pan et al., Sensors (Basel). 2023 (200).
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2. JUSTIFICACION.

La relacion entre estrés oxidativo, dafio gendémico y ERC, especialmente en
hemodialisis, es clara y evidente. Su impacto clinico sobre la morbimortalidad de estos
pacientes también ha sido estudiado, despertando el interés por explorar estrategias

terapéuticas que permitan combatir sus consecuencias deletéreas.

La exposicion del ser humano a los distintos tipos de bisfenol ha sido motivo de
creciente preocupacion en las ultimas décadas, debido a que se ha ido acumulando evidencia
cientifica que indica que, lejos de tratarse de compuestos inocuos, pueden tener un grave
impacto sobre la salud humana. Dado que la eliminacion de bisfenoles es principalmente
renal, la poblacion con ERC ha sido objeto de especial preocupacion e interés por cuanto se
ha demostrado la acumulacion de bisfenoles conforme disminuye la funcién renal medida por
FGe. Ademas, se sabe que la mayor parte de los dializadores empleados habitualmente
contienen algun tipo de bisfenol, lo cual podria constituir una fuente de exposicion relevante
en estos pacientes al estar en contacto directo con la sangre durante el paso por el circuito

extracorporeo.

Finalmente, existe evidencia del potencial efecto genotéxico de los bisfenoles, no solo
en individuos con ERC o en HD sino también en diversas areas de la medicina e incluso en

otras especies (202—204).

64



3. HIPOTESIS.






3. HIPOTESIS:

1- Los pacientes con ERC presentan una elevada morbimortalidad que aumenta en estadios
avanzados, y llega a su nivel maximo en los pacientes en HD. Ademas de los mecanismos
clasicamente relacionados (inflamacion, malnutricion, sobrecarga de volumen, etc), los
pacientes en HD estan expuestos a determinados factores inherentes a la propia técnica que

pueden contribuir al incremento de la morbimortalidad.

2- Mientras el paciente se dializa, su sangre entra en contacto con el liquido de dialisis y los
dispositivos empleados durante la técnica, los cuales, a pesar de ser cada vez mas
biocompatibles, contienen moléculas como los bisfenoles que tienen una eliminacion
principalmente renal y que son dificiles de depurar con técnicas convencionales al estar muy

unidos a proteinas plasmaticas.

3- La exposicion repetida a bisfenoles durante las sesiones de hemodidlisis puede
incrementar los niveles séricos y contribuir a un mayor dafio sobre el ADN, inestabilidad

gendmica y estrés oxidativo traducido clinicamente en una mayor morbimortalidad.

4- El uso de materiales de didlisis libres de bisfenoles reduce la exposicion del paciente y
puede tener un efecto positivo sobre los niveles de dafio genémico y estrés oxidativo.
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4. OBJETIVOS.

OBJETIVO PRINCIPAL:

Evaluar el efecto de los niveles de bisfenoles sobre los niveles de dafio gendémico de los

pacientes con enfermedad renal cronica en hemodialisis.

OBJETIVOS SECUNDARIQOS:

1. Valorar el impacto de la utilizacion de un dializador libre de BPA en los niveles
plasméaticos de BPA y sus analogos (BPS, BPF, BPAF).

2. Correlacionar la exposicion de BPA con los niveles de otros bisfenoles, BPS, BPF,
BPAF de los pacientes con enfermedad renal crénica en hemodidlisis.

3. Correlacionar la exposicion a bisfenoles con los datos clinico-analiticos de los
pacientes con enfermedad renal cronica en hemodialisis.

4. Estudiar los niveles de dafio genémico e inestabilidad genémica en funcién de la

exposicion a Bisfenoles.
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5. MATERIALES Y METODOS.
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5. MATERIALES Y METODOS.

Poblacion:

Se incluyeron 35 pacientes en programa crénico de didlisis en la Fundacion Puigvert
de Barcelona. Los criterios de inclusion fueron: consentimiento informado, edad mayor a 18
afios, tiempo en didlisis mayor de 3 meses. Se excluyeron pacientes en HDF-OL, dialisis
incremental y aquellos con patologias inflamatorias o neoplasicas graves o con un prondstico
vital estimado inferior al tiempo de seguimiento. Todos los pacientes eran sometidos a
hemodialisis de bajo flujo con una duracién media de 3.5 a 4 horas, 3 dias por semana en un

turno fijo, empleando un dializador de Polietersulfona de bajo flujo (VitaPES ®).

Todos los pacientes firmaron un documento de consentimiento informado, el cual fue
explicado de forma personal por algin miembro del equipo investigador. El proyecto fue
aprobado por el comité de ética e investigacion cientifica de la Fundacion Puigvert IUNA.

Disefio del estudio:

Se trata de un estudio prospectivo intervencionista en el que se compara la poblacién
consigo misma tras un periodo de seguimiento de 6 meses. Una vez firmado el
consentimiento, se recopilaron caracteristicas clinicas, analiticas y demogréficas en el
momento basal del estudio y, para cada paciente, se recogieron muestras de sangre antes
de la sesidn de dialisis (pre- dialisis) para la determinacion de niveles iniciales de bisfenoles
y dafio genotbxico. Posteriormente, se sustituyd el dializador por uno de similares
caracteristicas, pero con una carcasa libre de bisfenoles (ELISIO®), manteniendo la misma

pauta de dialisis, salvo modificaciones derivadas de la practica clinica habitual.

Los participantes continuaron con las didlisis periddicas, utilizando el nuevo dializador
libre de BPA, durante un periodo de seguimiento de 6 meses, en los cuales se produjo el
abandono de 10 pacientes por distintas causas tales como fallecimiento, trasplante o traslado
de domicilio. Finalmente, en los 25 pacientes que completaron el seguimiento, se realiz6 una
recogida final de datos analiticos y una nueva determinacion de niveles de bisfenoles y dafio

genotoéxico. (Figura 14)
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Figura 14. Disefio del estudio

25 pacientes

10 abandonos:

= 7 exitus

= 2 trasplantados

= 1 cambio de domicilio

/7

Criterios de inclusién:

* >18aiios.
Consentimiento informado
HD convencional.
> de 3 meses en didlisis.
Vita PES 180-200.

-
. VitaPES: ELISIO:
Recogida inicial de datos. PES PUREMA * con PES POLYNEPHRON ® Determinacién de pardmetros
Determinacion de parametros carcasade PC. con carcasa de PP. analiticos, Bisfenoles y dafio
analiticos, Bisfenoles y dafio — enémi;o (Comet y MN)
genémico (Comet y MN) BPA‘ : L
free ™
)

\ 6 meses de seguimiento segun practica clinica habitual

*Bisfenoles: BPA, BPS, BPF, BPAF.
**Dafio genémico: Comet Basal y oxidativo, microntcleos en células binucleadas.

HD: Hemodialisis.

Comet: Ensayo de cometa.
MN: Microninleos.

PC: Policarbonato.

PP: Plopropileno.

Todos los pacientes incluidos realizaban una técnica de HD convencional, esto se
debe a varias razones. En primer lugar, debido a la infraestructura de la unidad de didlisis en
el momento del reclutamiento, solo la mitad de los pacientes realizaban HDF-OL en la practica
clinica habitual. Para evitar un sesgo relacionado con la técnica de didlisis, se desestimaron
los pacientes en HDF-OL. En segundo lugar, la técnica de determinacion de MN exige que
las muestras sean procesadas no mas de 3 horas después de su extraccion, y el protocolo
completo requiere 72 horas de seguimiento continuo. Por razones logisticas se descartaron
todos los pacientes que realizaban hemodialisis en turnos de noche, los cuales son a su vez
los que tienen un perfil de comorbilidad algo menor. Finalmente se consiguieron seleccionar

35 pacientes entre los cuales desafortunadamente hubo 10 abandonos por distintas causas.

Materiales y técnica de dialisis:

Inicialmente, todos los pacientes realizaban hemodialisis convencional con un
dializador VitaPES® (PALEX Medical), que cuenta con una membrana de PES (PUREMA®)
con carcasa de PC/PU. Posteriormente se sustituyd por un dializador ELISIO® (NIPRO
Medical Corporation), con una membrana de PES (POLYNEPHRON ®) y carcasa de PP, libre
de BPA. En la tabla 8 se comparan las prestaciones de ambos dializadores. Todas las
sesiones se realizaron con monitores Nikkiso DBB EXA, empleando lineas de sangre DBB
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series (Nikkiso) y agujas fenestradas ‘“rotatable wing” con calibre entre 15y 17 G segun las

caracteristicas del acceso vascular de los pacientes.

Todos los pacientes realizaron HD convencional con un flujo de sangre (Qb) variable

entre 250 y 450 ml/min segun las caracteristicas del acceso vascular, un flujo de liquido de

didlisis minimo de 500 ml/min, y una duracion entre 210 y 240 minutos. Se empled heparina

de bajo peso molecular en dosis Unica para la anticoagulacion del circuito extracorporeo. La

adecuacion de dialisis se midi6 mediante KT/V monocompartimental calculado por la formula

de Daugirdas de segunda generacion. La comorbilidad de los pacientes se estimé mediante

el indice de Comorbilidad de Charlson. (figura 15).

Tabla 8. Dializadores utilizados en el estudio.

Vita PES 200 © ELISIO21 M ®

Aclaramiento urea. 309
(Qb: 300 ml/min)
KUF (miI/h/mmHg) 21
KoA urea 1064
Superficie (m?) 1,9
Membrana PUREMA ©, PES.
Carcasa PC/PU
Esterilizacion Haz de electrones (electron
beam)
Fabricante PALEX Medical

274

27
1450
2,1
POLYNEPHRON ®, PES
PP

Gamma Seca

NIPRO Medical

KUF: Coeficiente de ultrafiltracion.

KoA: Coeficiente de transferencia de masas.
PES: Polietersulfona.

PC: Policarbonato.

PU: Poliuretano.

PP: Polipropileno.

Fuente: ficha técnica de los dializadores.
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Figura 15. indice de comorbilidad de Charlson.

Weight Clinical condition

1 Myocardial infarct
Congestive cardiac insufficiency
Peripheral vascular disease
Dementia
Cerebrovascular disease "
Chronic pulmonary disease Age group Points
Conjunctive tissue disease
ligh |
ﬁl»gertsdnabeles. without complications 0-49 years
Chronic diseases of the liver or cirrhosis 50-59 years
2 Hemiplegia 60-69 years

Moderate or severe kidney disease 70-79 years
Diabetes with complications 80-89 years
Tumors
Leukemia 90-99 years

Lymphoma

OsON-O

3 Moderate or severe liver disease

6 Malignant tumor, metastasis
Aids

Charlson M E, J Chronic Dis 1987;40(5):373-83 (205).

Procesamiento de las muestras:

Las determinaciones de parametros analiticos se llevaron a cabo mediante la practica
habitual. Se obtuvo la muestra directamente del acceso vascular previo a la conexion al
monitor de dialisis. Las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 15 min y se
separaron 4 alicuotas de plasma de 300 pL por paciente, que fueron almacenadas a - 70 °C
en el biobanco de la Fundacion Puigvert.

Las muestras para determinar niveles de dafio genotdxico también se recogieron
directamente del acceso vascular de dialisis, previo a la conexion, y fueron enviadas de forma
inmediata al Laboratorio de Mutagénesis de la Universidad Autonoma de Barcelona UAB,

para su procesamiento.

Determinacién de niveles de bisfenoles:

La determinacion de niveles de BPA ha supuso un reto en nuestro estudio.
Inicialmente se empled un test de ELISA (ANOVA) para las mediciones, tal y como se habia
utilizado en diversas series publicadas (140,181,182), por ser un método a priori sencillo,
rapido y econémicamente accesible. Con dicha técnica se obtuvieron resultados que estaban
por debajo del umbral de deteccién, por lo que se tuvo que adaptar el protocolo del ensayo

(diluciones) para bajar dicho umbral, con lo que se consiguié detectar niveles de BPA en las
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muestras. Ante las dudas que suscitaba la técnica de medicion, y siendo un elemento
fundamental del estudio, se decidi6é confirmar las determinaciones empleando otro método.
Para ello se contactdé con el Laboratorio de Toxicologia y Salud Medioambiental de la
Universidad Rovira y Virgili de Tarragona, que cuenta con una amplia experiencia en
determinacion de bisfenoles en liquidos residuales y matrices bioldgicas (206,207). Se
empleé la GC/MS por ser la técnica disponible en dicho laboratorio, la cual, junto con la LC/MS
son el gold standard actual para la medicion de bisfenoles (200). Con esta técnica se
consiguié ampliar el espectro de medicion a otros tipos de bisfenoles, lo cual ha afiadido valor

al estudio.

Productos quimicos y reactivos: El BPA (pureza del 99%), BPB (pureza del 98%), BPF
(pureza del 98%), BPAF (pureza del 98%) y BPS (pureza del 98%) fueron adquiridos a través
de Sigma-Aldrich (West Chester, PA, EE. UU.). El bisfenol A-d16 y el bisfenol S-13C12 fueron
comprados a Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (Tewksbury, MA, EE. UU.), mientras que
el bisfenol F-13C6 fue adquirido de TRC Canada (Toronto, Canadd). Acetonitrilo (MeCN,
grado de gradiente para HPLC), anhidrido acético (AA, pureza >99%), tetracloroetileno
(TACE, pureza >99%), acetato de amonio (pureza 298%) y acido acético (glacial; 100%)
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich. Carbonato de potasio (grado analitico) fue obtenido de
Panreac Quimica (Barcelona, Cataluha, Espana). B-Glucuronidasa (Tipo 1 de Helix pomatia,

100,000 U/g de glucuronidasa so6lida) fue adquirida de Sigma-Aldrich.

Instrumentacion: El andlisis se llevé a cabo utilizando un cromatografo de gases (GC)
7890A acoplado a un detector de triple cuadrupolo (QgQ) serie 7000, ambos de Agilent
Technologies (Sta. Clara, CA, EE. UU.). La separacion de los compuestos se realizé
utilizando una columna cromatografica HP-5MS Ul, (30 m x 0.250 mm x 0.25 um) (Agilent
Technologies, Sta. Clara, CA, EE. UU.). El helio fue el gas portador, con un flujo constante de
1 mL/min. La inyeccién se realiz6 en modo splitless (tiempo de purga, 60 s) a 280°C. El
programa de temperatura del horno fue el siguiente: 100°C mantenido durante 1 minuto,
aumentado de 280°C a 30°C/min y mantenido durante 8.0 minutos. El tiempo total de
ejecucion fue de 15 minutos. La linea de transferencia de MS se mantuvo a 280°C. Los
parametros espectromeétricos de masa fueron los siguientes: ionizacion electronica con una
energia de 70 eV, fuente de ionizacion a 230°C y temperatura del cuadrupolo MS a 150°C. El
detector funcion6 en modo de reaccion multiple (MRM) y tanto las transiciones como el tiempo

de retencién de los compuestos se muestran en la Tabla 1.

Determinacion de los niveles de BP en muestras de suero: Se determinaron los niveles

totales (libres + conjugados) de bisfenol. Las muestras de suero se descongelaron a
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temperatura ambiente y se mezclaron mediante agitaciobn en vértice. Posteriormente, se
transfirieron 1.5 mL de muestra a un vial limpio y se afiadieron 30 pyL de solucién de B-
glucoronidasa (20,000 U/mL en tampdn de acetato de amonio 1M pH 5.0). Las muestras se
incubaron durante la noche a 37 °C para permitir la hidrélisis. Después de enfriarse a 4°C, se
afiadieron 1.5 mL de acetonitrilo. Luego, cada muestra se fortifico con 20 yL de una mezcla
de estandares internos y se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 minutos después
de agitar en vortex y centrifugar durante 5 minutos a 3500 rpm. Posteriormente, se transfirié
1 mL del sobrenadante a un vial limpio y se anadieron 85 L de tetracloroetileno y 100 pL de
anhidrido acético a la muestra. En un tubo de vidrio con fondo conico, se afiadieron 3 mL de
agua desionizada y 300 yL de K2CO3 (para alcanzar un pH = 10). Rapidamente, se transfirid
la muestra al tubo de vidrio y se agit6é en vortex. Luego, las muestras se centrifugaron a 2100
rpm durante 4 minutos. Finalmente, se transfirieron 70 uL de la fase inferior a un inserto de

100 uL, inyectandole 1 L en el sistema GC-QqQ.

Determinacion de dafio gendmico y cromosémico:

Ensayo de cometa o SCGE (figura 16):

Se midio el dafio al ADN presente en los linfocitos de la sangre periférica mediante el
ensayo cometa alcalino, siguiendo el protocolo estdndar empleado por Stoyanova et al., 2010
(98). Los linfocitos aislados de 2 mL de sangre de cada paciente se criopreservaron en 500
mL de medio que contenia 90% de suero y 10% de DMSO, hasta su uso. El ensayo cometa
se llevd a cabo utlizando peliculas de Gelbond VR (GF) en lugar de portaobjetos
microscOpicos como soporte para el gel de agarosa [McNamee et al., 2000; Azqueta et al.,
2013]. Los linfocitos se aislaron utilizando un gradiente de densidad Ficoll-Paque a partir de
500 mL de sangre entera; las células se ajustaron a una concentracion de 17,800 células en
25 mL de PBS y se resuspendieron cuidadosamente en 225 mL de agarosa de fusion baja al
0.75% (LMA) a 37°C y se depositaron en una GF (10.5 x 37.5 cm). Se colocaron cuarenta y
ocho gotas (7 mL cada una) en cada GF y se corrieron muestras de ocho individuos
simultdneamente, cada uno representado por seis gotas. Los linfocitos se lisaron durante un
minimo de 1 hora a 4°C en una camara oscura que contenia una solucion de lisis fresca y
fria. Para permitir la desnaturalizacién del ADN, el desenrollado y la exposicién de sitios
labiles al &lcali, las GF se colocaron en una cuba de electroforesis de gel horizontal llena con
solucion de electroforesis fresca y fria (4°C) durante 35 minutos. La electroforesis se realizé
en el mismo tampdn durante 20 minutos a 1 V/cm y 300 mA. Después de la electroforesis, las
GF se neutralizaron con dos lavados de 5 minutos con PBS 1X, seguido de 1 minuto de lavado

con agua y luego se incubaron durante la noche en etanol al 100% para la fijacion. Luego, las
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GF se secaron y se almacenaron en la oscuridad a temperatura ambiente hasta el momento
de evaluarlas. Justo antes del analisis microscépico, las GF se tifieron con 20 mL de
SybrGold. Las imagenes se examinaron a una magnificacion de 20x con un sistema de
andlisis de imagenes Komet 5.5 (Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, Reino Unido) equipado con
un microscopio de fluorescencia Olympus BX50. Se analizaron un total de cien células
seleccionadas al azar por paciente y el % de ADN en la cola se utiliz6 como medida de dafio
al ADN.

Para determinar los niveles de bases oxidadas presentes en los linfocitos, las GF se
lavaron dos veces (10 y 50 minutos, 4°C) después de la lisis celular en una solucién tampoén
enzimatica (40 mM de HEPES, 0.1 M de KCI, 0.5 mM de EDTA, 0.2 mg/mL de BSA, pH 8.0)
gue contenia la enzima FPG (glicosilasa de ADN de formamidopirimidina). Cada muestra se
analizo utilizando dos GF. Una GF permanecio en la solucion de lisis celular para evaluar el
dafo basal al ADN. La segunda fue tratada con la soluciéon tampoén enzimética sin FPG, para
controlar cualquier efecto del tampdén solo. Las GF se incubaron con la solucién tampén
enzimatica (con y sin FPG) durante 30 minutos a 37°C. Después de eso, las muestras se
procesaron como en el procedimiento estandar del ensayo cometa alcalino. El dafio oxidativo
neto al ADN se calcul6 restando el dafio evaluado en las muestras incubadas con tampén

enzimatico del dafio en las muestras incubadas con FPG.
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Figura 16. Proceso del ensayo de cometa.
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Determinacién de Microntcleos:

Las muestras de sangre se obtuvieron de cada sujeto mediante venopuncion
utilizando tubos vacutainers heparinizados y se enviaron directamente al laboratorio del
Grupo de Mutagénesis de la Universidad Autbnoma de Barcelona en Bellaterra (Espafia). La
sangre fue procesada no mas de 3 horas después de ser extraida en el hospital. Se
establecieron cultivos de linfocitos agregando 0.5 ml de sangre entera a 4.5 ml de medio
RPMI 1640 suplementado con un 15% de suero fetal bovino inactivado por calor, un 1% de
antibiéticos (penicilina y estreptomicina) y un 1% de L-glutamina (todos proporcionados por
Gibco Life Technologies, Paisley, Reino Unido). Los linfocitos fueron estimulados con un 1%
de fitohemaglutinina (Gibco) a 37°C. Después de 44 horas, se afiadieron 6 pg/ml de
citocalasina B (Cyt-B; Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) al cultivo para detener la citocinesis. A
las 72 horas de incubacion, los cultivos fueron procesados y se centrifugaron a 120 g durante
8 minutos. A continuacion, los cultivos de sangre se sometieron a un tratamiento hipotonico

suave (2—-3 minutos en KCI 0.075 M a 4°C). Las células fueron centrifugadas y fijadas en una
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solucién de metanol:acido acético (3:1 v/v). Se codificaron dos 0 mas portaobjetos y se tifieron
con un 10% de Giemsa (Merck, Darmstadt, Alemania) en tampon fosfato (pH 6.8) durante 10
minutos. Para determinar la frecuencia de células binucleadas con microntcleos (BNMN) y el
namero total de MN, se realiz6 un recuento a ciegas de un total de 1000 células binucleadas
con citoplasma bien conservado (500 por réplica), para cada sujeto, en portaobjetos
codificados. Ademas, se anot6 un total de 500 linfocitos para determinar el porcentaje de
células con uno, dos 0 mas nucleos y se calcul6 el indice de proliferacion celular con bloqueo
de la citocinesis (CBPI).

Andlisis estadistico:

Se analizaron las variables sociodemograficas, clinicas y dafio genémico de los
participantes. Las variables cualitativas se describieron con frecuencias absolutas vy
porcentajes. La descripcién de las variables cuantitativas se realizé mediante la media y la
desviacion estandar (DE). Se utiliz6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la

normalidad de las distribuciones.

Se evaluaron los cambios en biomarcadores y dafio genémico mediante la prueba de
Wilcoxon en el caso de las variables de tipo cuantitativo. Para las variables cualitativas se

utilizé la prueba de Mc Nemar.

A partir de las variables de dafio genémico que habian mostrado cambios
significativos tras la intervencion se procedio a realizar analisis adicionales. Se construyeron
modelos multivariados de regresion lineal por pasos hacia atras para determinar las variables
relacionadas de manera independiente con los niveles basales de comet y de BPAF. Se
incluyeron aquellas variables relevantes desde un punto de vista bibliografico y clinico.
Ademas, se construyeron 2 modelos multivariados por pasos hacia atras para determinar las
variables relacionadas con los cambios pre-post en el comet y BPAF en toda la cohorte. Se
utilizé la misma aproximacién que en los modelos previos. En todos los modelos se aportaron
los coeficientes beta, intervalos de confianza (IC) al 95% y los p valores. Los analisis se
realizaron con el software RStudio (V4.3.3) Para todas las pruebas, la diferencia

estadisticamente significativa se fijé en un valor de p< 0,05.

83



6. RESULTADOS.






6. RESULTADOS.

En el estudio se incluyeron 35 pacientes, de los cuales 25 consiguieron acabar el
periodo de seguimiento. Hubo 7 abandonos por exitus, 2 pacientes trasplantados y 1 traslado
de domicilio. 4 pacientes fallecieron por infeccién complicada por SARS COV 2, y el resto por
otras causas (abdomen agudo complicado, shock hemorragico, neumopatia obstructiva
grave). La poblacion finalmente estudiada tenia una media de edad de 75 afios (+ 14), siendo
un 56% hombres y 44% mujeres, con un indice de masa corporal (IMC) medio de 24 kg/m?
(x 3.9). El 48 % de los pacientes no tenian una causa filiada de su ERC, y entre los
diagnosticados, el 38% eran de origen glomerular.

Todos los pacientes realizaban HD convencional, con una antigiiedad media de 40
meses (rango: 3-240 meses), completando una media de 10.7 (x1.6) horas semanales de
didlisis. El acceso vascular predominante era el catéter venoso central con un 68%, y el 96%
de los pacientes empleaba un dializador Vita PES (PALEX Medical) adaptado a su superficie
corporal. El 72 % de los individuos conservaba una diuresis residual definida como un débito

urinario superior a 500 ml/dia.

Se objetivé una importante carga de comorbilidad en la poblacién, con un indice de
Charlson medio de 7.3 (x2.3). El 96 % de los pacientes eran hipertensos, el 32% diabéticos,
el 76% tenian algun tipo de dislipemia y un 24% explicaba un habito tabaquico activo. 12
pacientes (48%) tenian historia de enfermedad cardiovascular, siendo la cardiopatia
isquémica la forma predominante con un 60%, seguida de la vasculopatia periférica (20%) y
el ictus. El 40 % de los individuos tenia una historia previa de neoplasias, entre las cuales la
mas frecuente era la urotelial (30%), préostata (20%) y mama (20%). Finalmente, un 24% de
la poblacién tenia el antecedente de haber recibido un trasplante renal. (Tabla 9).
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Tabla 9. Caracteristicas de la poblacion de estudio.

n=25 Media (DE) Rango
Edad (afios) 75.00 (14.39) 39-92
Peso (Kg) 65.61 (11.07) 42 — 90
Talla (m) 1.65 (0.08) 1.49 -1.79
IMC (kg/m2) 24.16 (3.90) 15 — 30
Tiempo en HD (meses) 40.96 (47.88) 3-240
Horas semanales HD 10.71 (1.65) 6-—12
Charlson 7.32 (2.36) 3-10
n=25 Si No
TR previo 6 (24%) 19 (76%)
Diuresis residual 6 (24%) 19 (76%)
Tabaquismo activo 6 (24%) 19 (76%)
Ex fumador/a 11(44%) 14 (56%)
HTA 24 (96%) 1 (4%)
DM 8 (32%) 17 (68%)
Dislipemia 19 (76%) 6 (24%)
ECV 12 (48%) 13 (52%)
Neoplasia previa 10 (40%) 15 (60%)
Catéter/Fistula 17 (68%) 8 (32%)

IMC: indice de masa corporal, HTA: hipertension arterial, DM: diabetes mellitus, ECV: enfermedad cardiovascular.

En cuanto al tratamiento farmacolégico (Tabla 10), se observa que la mayoria estaban

tratados con estatinas (72%), y solo un 36 % con inhibidores del sistema renina angiotensina
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aldosterona (ISRAA). En el ambito del metabolismo mineral éseo, el 64% de los individuos

recibia quelantes de fosforo, con una proporcion similar de suplemento de calcidiol (68%).

Durante las sesiones de hemodidlisis, el 20% estaba tratado con paricalcitol y el 12% con

calcimiméticos. Para el control de la anemia, la totalidad de los pacientes requeria EPO en

forma de darbepoetina en régimen semanal, quincenal o mensual, complementada con hierro

endovenoso (60%) y acido folico (32%).

Tabla 10. Principales tratamientos y suplementos.
n: 25 Si No
ISRAA 9 (36%) 16 (64%)
Estatinas 18 (72%) 7 (28%)
Acido félico 8 (32%) 17 (68%)
Vitamina B 1 (4%) 24 (96%)
L-Carnitina 16 (64%) 9 (36%)
Calcidiol 17 (68%) 8 (32%)
Quelantes de fésforo 16 (64%) 9 (36%)
Paricalcitol 5 (20%) 20 (80%)
Calcimimético 3 (12%) 22 (88%)
Suplementos de calcio 6 (24%) 19 (76%)
Hierro endovenoso 15 (60%) 10 (40%)
EPO 25 (100%) -

ISRAA: Inhibidores del sistema renina angiotensina aldosterona, EPO: Eritropoyetina.
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Andlisis de pardmetros analiticos pre-post seguimiento:

En los parAmetros generales como urea, glucosa, glicohemoglobina, sodio, potasio,
bicarbonato, no se aprecian diferencias. Tampoco en los marcadores clasicos de inflamacion
(B2 microglobulina, proteina C reactiva), que permanecen estables. En cuanto al control de
la anemia, no hay cambios significativos en la cifra de hemoglobina basal y final, tampoco en
los niveles de ferritina o la saturacién de transferrina. La necesidad de eritropoyetina y hierro
endovenoso se mantuvo igual al final del seguimiento, asi como las dosis semanales
requeridas. (Tabla 11)

Tabla 11. Andlisis pre y post seguimiento del control de la anemia.

n: 25 Basal Final p-valor
Fe EV No 10 (40.0%) 4 (20.0%) 0.45
Si 15 (60.0%) 16 (80.0%)
Tipo FeEV Sacarosa 15 (100.0%) 14 (93.3%)
n/a
Carboximaltosa 0 (0.0%) 1 (6.7%)
Fe semanal Media (DE) 69.40 (35.91) 110.84 (232.70) 0.272
(mg)
EPO Si 0 (0.0%) 1 (4.8%)
n/a
No 25 (100.0%) 20 (95.2%)
EPO/semana Media (DE) 56.60 (37.21) 58.00 (48.41) 0.864
(mcg)
Hb (g/L) Media (DE) 114.68 (20.09) 115.48 (14.95) 0.881

Fe EV: hierro endovenoso, EPO: eritropoyetina, Hb: hemoglobina. n/a: no aplica.

El metabolismo mineral 6éseo de los pacientes estudiados también mostré6 una
completa estabilidad tras el periodo de seguimiento. De esta forma, no se observaron

cambios significativos en los niveles de calcio, fosforo, paratohormona y calcidiol. (Tabla 12).
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Tabla 12. Andlisis pre y post seguimiento del metabolismo mineral 6éseo.

n: 25 Basal Final p-valor
Calcio Media (DE) 2.23(0.16) 2.22 (0.19) 0.928
(mmol/L)

Rango 1.74 - 2.50 1.97 - 2.67
Fosforo Media (DE) 1.42 (0.43) 1.39 (0.47) 0.689
(mmol/L)

Rango 0.69 - 2.35 0.78-2.61
PTH (ng/L) Media (DE) 196.02 238.47 0.236

(145.77) (193.34)

Rango 18.00 - 702.00 2.50 - 787.00
Calcidiol Media (DE) 26.95 (25.00) 31.00 (23.24) 0.359
(ng/L)

Rango 1.60 - 94.00 9.60 - 84.00

PTH: paratohormona. Test: Wilconxon

En la esfera nutricional, también se objetivo una estabilidad de los parametros

analiticos (tabla 13). No hubo cambios significativos en los niveles de colesterol total y

fraccionado, ni en los triglicéridos. Las proteinas totales y la albumina no variaron

significativamente, y se evidencié un incremento significativo de la prealbumina una vez

finalizado el seguimiento. (p: 0.016).
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Tabla 13. Andlisis pre y post seguimiento de parametros nutricionales.

n: 25 Basal Final p-valor

Albumina (g/L) Media (DE) 39.45 (4.32) 38.90 (4.66) 0.367
Rango 29.2-485 22.2-45.6

Proteinas (g/L) Media (DE) 67.90 (7.43) 66.58 (5.91) 0.253
Rango 49.00, 81.80 52.8 -78.9

Prealbumina (g/L) Media (DE) 0.25 (0.06) 0.28 (0.06) 0.016 *
Rango 0.12 -0.37 0.17 -0.39

Colesterol Media (DE) 3.71 (0.93) 3.65 (0.78) 0.684

(mmol/L)
Rango 247 -6.51 2.49-5.24

LDL (mmol/L) Media (DE) 1.91 (0.78) 1.92 (0.61) 0.877
Rango 0.78 -4.16 0.97 - 3.36

HDL (mmol/L) Media (DE) 1.13 (0.31) 1.07 (0.32) 0.191
Rango 0.69 -1.82 0.54 - 1.86

TG (mmol/L) Media (DE) 1.51 (0.70) 1.55 (0.92) 0.966
Rango 0.52 -3.80 0.60 - 4.86

LDL: lipoproteina de baja densidad, HDL: lipoproteina de alta densidad, TG: triglicéridos. Test: Wilconxon

Andlisis de bisfenoles:

Se consiguié detectar niveles de BPA en el 98% de las muestras analizadas, del
mismo modo, el BPF estuvo presente en el 97% de las muestras y la forma BPAF en el 47%.
El resto de bisfenoles estudiados (BPB, BPS) fueron practicamente indetectables. EI BPF fue
el que present6 una mayor concentracion basal, con una media de 0.97 (+ 1.41) ug/L, seguido
del BPA (0.50 £0.21 ug/L) y el BPAF (0.46 + 0.75 pg/L). En el analisis comparativo pre y post
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seguimiento se observé una reduccion significativa del BPAF (p: 0.025), sin apreciar cambios

significativos en el resto de bisfenoles, y tampoco en la sumatoria de todos los bisfenoles

(Tabla 14). De forma individual, todos los pacientes con niveles detectables de BPAF en el

momento basal presentaron un claro descenso al finalizar el seguimiento. (Figura 17).

Tabla 14. Analisis pre y post de los niveles de BPA y analogos.

n: 25 Basal Final p-valor

BPA (ug/L) Media (DE) 0.50 (0.21) 0.71 (0.68) 0.554
Rango 0.14 - 0.95 0.16 - 3.20

BPAF (ug/L) Media (DE) 0.46 (0.75) 0.14 (0.61) 0.025 *
Rango 0.01-2.79 0.01-3.13

BPF (ug/L) Media (DE) 0.97 (1.41) 0.92 (0.96) 0.439
Rango 0.01 - 6.50 0.00 - 4.24

BPB (ug/L) Media (DE) 0.01 (0.00) 0.05 (0.23) 1
Rango 0.01-0.01 0.01-1.17

BPS (ug/L) Media (DE) 0.10 (0.48) 0.18 (0.41) 0.855
Rango 0.01-2.44 0.01-1.22

SUMA Media (DE) 1.93 (1.39) 1.77 (1.61) 0.6

BISFENOLES

(ug/L) Rango 0.29 - 6.80 0.45-7.45

Test: Wilconxon
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Figura 17. Niveles de BPAF pre y post seguimiento.
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Andlisis de dafio gendmico (Ensayo de cometa y Ensayo de Micronucleos).

En el andlisis del cometa se aprecia un nivel medio de dafio genémico basal de 10.01
(x 1.71) en el momento inicial, con una reduccion significativa al finalizar el periodo de
seguimiento, alcanzando una media de 7.79 (x0.86) (p: <0.001). Por su parte, el analisis del
dafio oxidativo no refleja variaciones significativas al finalizar el estudio. (Tabla 15). De forma
individual, 24 pacientes tuvieron un claro descenso del dafio genémico basal medido por
SCGE (Figura 18).

Tabla 15. Andlisis pre y post de los niveles de dafio gendmico basal y oxidativo,
mediante el ensayo de cometa (SCGE).

n: 25 Inicial Final p-valor
Dafio Media (DE) 10.01 (1.71) 7.79 (0.86) <0.001
BASAL
Rango 7.04 - 14.54 6.12 - 9.54
Dafio Media (DE) 4.99 (1.99) 5.72 (2.60) 0.237
OXIDATIVO
Rango 1.67 - 8.53 1.79 - 14.79

SCGE: Single Cell Electrophoresis. (Ensayo de cometa). Test: Wilconxon
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Figura 18. Niveles de dafio gen6mico basal pre y post seguimiento.
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Por su parte en el andlisis del dafio genédmico mediante micronucleos (MN), se
observé una frecuencia basal de BNMN de 9.44 (+ 5.25) con un CPBI medio de 1.5 (£ 0.18),

sin evidenciarse variaciones significativas después del periodo de seguimiento. (Tabla 16)

Tabla 16. Andlisis pre y post de la frecuencia de micronucleos.

n: 25 Basal Final p-valor
MN Media (DE) 10.20 (5.66) 12.69 (10.35) 0.361
Rango 4.00 - 25.00 2.00 - 46.00
BNMN Media (DE) 9.44 (5.25) 11.35 (8.40) 0.376
Rango 4.00 - 25.00 2.00 - 34.00
CPBI Media (DE) 1.50 (0.18) 1.55 (0.16) 0.157
Rango 1.18-1.89 1.19-1.81

MN: microntcleos, BNMN: microntcleos en células binucleadas, CPBI: indice de proliferacion celular con
bloqueo de la citocinesis. Test: Wilconxon.
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Modelos multivariados.

Se realizé un andlisis multivariado para intentar correlacionar los niveles iniciales de
BPAF y dafio gendmico basal medido mediante ensayo de cometa, con distintas variables
clinicas, terapéuticas y analiticas tales como, edad, tabaquismo, antigiedad en didlisis,
comorbilidades, PCR, albumina, PTH, etc. (Tabla 17). No se objetivd ninguna relacion

significativa entre las variables estudiadas.

Tabla 17. Analisis multivariado para niveles de dafio gendmico basal en el

momento inicial.

n: 25 Coeficiente LI IC 95% LS IC 95% p-valor
Edad 0.03 -0.14 0.19 0.706
Tabaquismo activo -1.67 -9.66 6.32 0.614
t en HD meses (>=24 -1.15 -6.30 4.00 0.592
meses)
Horas de HD semanales 0.56 -2.53 3.66 0.660

(>=12 horas)

Diuresis residual (Si) 0.84 -5.29 6.96 0.740
Diabetes (Si) -0.40 -4.26 3.46 0.802
Neoplasia (SI) -0.49 -3.73 2.74 0.712
Trasplante previo (SI) 0.99 -3.46 5.44 0.593
ECV (Si) 0.14 -3.19 3.47 0.919
Kt/V (>=1.3) -0.49 -4.30 3.31 0.752
PCR (>=5 mg/L) -0.48 -3.51 2.56 0.704
AlbUmina 0.07 -0.39 0.53 0.711
Prealbumina 10.93 -17.60 39.45 0.370
Charlson >=8 0.26 -4.08 4.60 0.884

HD: hemodidlisis, ECV: enfermedades cardiovasculares, PCR: proteina C Reactiva.
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Se realizé un modelo de regresion por pasos (stepwise) para analizar las variables

gue podrian influir en el descenso de los niveles de BPAF observado. No se consigui6

establecer ninguna correlacion entre las variables incluidas en el modelo y el descenso de los

niveles de BPAF. (Tabla: 18)

Tabla 18. Modelo de regresion por pasos para el descenso de BPAF.

n: 11 Coeficiente LI IC 95% LS IC 95% p-valor
Edad -0.01 -0.05 0.03 0.287
Tabaquismo activo -0.45 -1.44 0.53 0.187
t en HD meses (>=24 0.76 -0.22 1.74 0.080
meses)
Horas de HD semanales -0.72 -1.76 0.31 0.095
(>=12)
Diuresis residual (Si) 0.20 -0.25 0.65 0.197
Diabetes (Si) 0.26 -0.20 0.73 0.136
Neoplasia (Sl) -0.19 -0.55 0.16 0.143
Trasplante previo (SI) 0.22 -0.34 0.77 0.232
ECV (Si) 0.05 -0.24 0.34 0.550
PCR (>=5 mg/L) -0.09 -0.44 0.27 0.398
Albumina -0.01 -0.07 0.05 0.495
Prealbumina 0.84 -1.86 3.54 0.313
Charlson >=8 0.62 -0.40 1.63 0.121

HD: hemodidlisis, ECV: enfermedades cardiovasculares, PCR: proteina C Reactiva.

Por su parte, el mismo modelo de regresion, aplicado a la variacion de los niveles de

dafio gendémico basal (SCGE) muestra que los pacientes con niveles iniciales mas elevados

presentan un descenso significativamente mayor al culminar el seguimiento (p< 0.001). Del
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mismo modo, aquellos individuos con una antigtiedad en didlisis superior a los 24 meses, 0
con PCR superior a 5 mg/L, también presentan un mayor descenso de los niveles de dafio
gendmico basal. (p: 0.017) (p: 0.054). Por el contrario, se observa que los pacientes con
antecedentes de enfermedades cardiovasculares tienen un descenso significativamente
menor del dafio basal (p: 0.05), lo cual también se aprecia en los individuos con una

comorbilidad (Charlson) elevada, pero sin llegar a ser significativo. (p: 0.07). (Tabla 19).

Tabla 19. Modelo de regresion por pasos para el descenso de dafio genémico basal

(SCGE).

n: 25 Coeficiente LI 1C 95% LS IC 95% p-valor
Dafio basal inicial 0.85 0.61 1.09 <0.001
(cometa)
t en HD meses (>=24 1.04 0.23 1.84 0.017
meses)
Horas de HD semanales -0.35 -1.01 0.32 0.268
(>=12 horas)
Diabetes (Si) 1.13 0.30 1.96 0.013
Neoplasia (SI) -0.50 -1.21 0.21 0.145
ECV (Si) -0.74 -1.52 -0.04 0.050
Kt/V (>=1.3) 0.34 -0.37 1.05 0.309
PCR (>=5) 0.69 -0.01 1.39 0.054
Prealbumina -3.40 -9.31 2.52 0.226
Charlson >=8 -0.71 -1.51 0.08 0.073

HD: hemodidlisis, ECV: enfermedades cardiovasculares, PCR: proteina C Reactiva.
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7. DISCUSION.

La ERC es un problema de alto impacto socioeconémico a nivel mundial. En las
Gltimas décadas su prevalencia se ha incrementado notablemente, posiblemente debido a la
mayor supervivencia de patologias cronicas como la DM o HTA, y el envejecimiento
poblacional. En la actualidad se estima que existen 850 millones de personas que padecen
algun grado de ERC, de los cuales las dos terceras partes estan en estadios avanzados. En
Espafia, la incidencia de ERC en mayores de 65 afios se sitla en torno al 20%. A pesar del
elevadisimo impacto social y econémico de la ERC, el grado de conciencia colectiva respecto
a la salud renal sigue siendo relativamente bajo. Al ser una entidad practicamente

asintomatica, sobre todo en estadios precoces, existe un alto indice de infra diagndstico.

La principal causa de ERC a nivel mundial es la enfermedad renal diabética, seguida
de la enfermedad vascular aterosclerética asociada a la HTA y las patologias glomerulares.
El deterioro progresivo de la funcion renal produce una serie de efectos sistémicos que
constituyen el conjunto sindrémico de la ERC: hipertension arterial, anemia, alteraciones del
metabolismo mineral 6seo, malnutricion, alteraciones electroliticas, etc. Una vez alcanzado el
estadio final de la ERC, se hace necesario implementar una TRS, siendo la hemodidlisis la
modalidad de inicio mas frecuente en Espafia, por encima del trasplante renal anticipado y la
dialisis peritoneal, con més de 7000 pacientes incidentes en 2021. (registro ER).

La HD es una técnica de depuracion extracorpérea con mucha complejidad técnica,
gue ha evolucionado en las ultimas décadas hasta alcanzar el nivel de sofisticacion actual.
Numerosos avances tecnoldgicos, como la produccion de liquido de dialisis ultrapuro, el uso
de bicarbonato como tampén, el desarrollo de nuevos tipos de membranas de didlisis, la
produccion de liquido de reposicidon “on-line” o el uso de biosensores en los monitores de
didlisis, han permitido perfilar la técnica de dialisis moderna que conocemos en la actualidad.

No obstante, aln existen muchos retos e interrogantes por afrontar.

Los pacientes con ERC en estadios avanzados, especialmente aquellos en HD,
presentan una combinacion de factores endégenos y exégenos que favorecen un estado
inflamatorio crénico que conduce a un proceso de envejecimiento acelerado con una elevada
morbimortalidad, principalmente de causa cardiovascular. El sustrato fisiopatol6gico de dicho
proceso es la acumulacién de toxinas urémicas, las alteraciones del metabolismo mineral

0seo, procesos de inmunoactivacion y el elevado estrés oxidativo.
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El dafio gendmico es la lesién de la molécula de ADN que se produce debido a la
exposicion a elementos medioambientales (ej: radiacidn ultravioleta, sustancias genotoxicas,
etc.) o moléculas endégenas (ROS), de modo que existe un balance constante entre el dafio
y los mecanismos de reparacion del ADN, que preservan la estabilidad gendmica. La
acumulacion de dafio genémico esta claramente relacionada con el desarrollo de patologias
cardiovasculares, y es un sustrato importante para la carcinogénesis. Los pacientes en
hemodialisis presentan niveles elevados de dafio gendmico, derivado del estado inflamatorio

y oxidativo crénico, combinado con una capacidad reducida de reparacion del ADN (93,208).

Dafio gendémico y ERC.

El presente estudio representa el Gltimo paso dentro de una linea de investigacion
desarrollada de forma conjunta entre el Laboratorio de Mutagénesis de la UAB y la Fundacion
Puigvert, en la que se ha estudiado la relacién entre estrés oxidativo, dafio genémico y ERC,
dando lugar a numerosas publicaciones a lo largo de los ultimos 15 afios. Especialmente en
los pacientes en HD, existen mdltiples factores que contribuyen a incrementar el dafio
gendmico, tales como: edad, co-morbilidades, técnica de didlisis, infecciones concomitantes,

tratamientos endovenosos (hierro), etc.

Inicialmente se evalué la presencia de dafio genémico basal y oxidativo en pacientes
con distintos estadios de ERC, y se correlaciond con parametros clinicos en una muestra de
300 pacientes. Se objetivo que el dafio gendmico total y oxidativo (Endolll/FPG) medido por
ensayo de cometa se incrementa de forma lineal conforme disminuye el FGe, llegando a su
maximo nivel en los pacientes en hemodidlisis (49). Posteriormente se demostr6 que el
tiempo en hemodialisis incrementa el dafio genémico acumulado y que los pacientes con
mayores niveles de dafio genémico tienen una capacidad menor de reparacion del ADN,

medida mediante una modificacién del ensayo cometa (120).

Las consecuencias clinicas del dafio gendémico elevado son bien conocidas. En 2013,
Coll et al. evalué6 la mortalidad de 123 pacientes en hemodidlisis, evidenciando que aquellos
con niveles elevados de dafio gendmico tenian una mortalidad significativamente mayor, y
gue solo la edad, la inflamacién y el dafio genémico oxidativo (Endolll) eran factores

independientes de mortalidad (113).

Ante estos hallazgos, se explor6 el uso de distintas estrategias terapéuticas para
reducir el dafio gendmico. Se evalué el efecto de la suplementacion con jugo de uva

fermentado (mosto), rico en flavonoides, sobre el dafio gendmico en 25 pacientes en
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hemodidlisis frente a un grupo control y se observé una reduccion significativa del dafio
oxidativo en los pacientes suplementados con mosto, asi como un descenso significativo del
colesterol LDL (117). También se estudio el efecto de utilizar membranas de didlisis
impregnadas en vitamina E (conocido antioxidante) y se evidencio un descenso significativo
del dafio oxidativo respecto al grupo control, especialmente relevante en aquellos pacientes
con un dafio gendmico inicial muy elevado. Ademas, los pacientes sometidos a dializadores
con vitamina E mejoran el perfil de control de la anemia y los niveles plasméaticos de vitamina
E. Resultados similares se obtuvieron al valorar si el cambio de una técnica de hemodialisis
de bajo flujo a una de alto poder convectivo (HDFOL), podia disminuir el dafio gendmico,

aungue esta vez con menor significacion estadistica (115).

Plasticos y salud humana.

La fabricacién de plasticos a nivel mundial ha tenido un crecimiento exponencial en
las ultimas 5 décadas. Su uso ha simplificado en muchos aspectos la vida cotidiana de la
especie humana, mejorando nuestra calidad de vida y el desarrollo tecnolégico e industrial.
Al tratarse de materiales altamente resistentes, la gran produccion, combinada con una muy
baja tasa de reciclaje, hace que se viertan enormes cantidades de residuos plasticos en el
ambiente. Dichos residuos sufren un proceso de degradacion debido a agentes fisicos y
guimicos, que dan lugar a pequefias particulas denominadas microplasticos, que a su vez
son capaces de migrar a entornos remotos y penetrar en la cadena alimenticia a todos los
niveles. En los seres humanos la principal via de exposicion es la oral, seguida de la
inhalatoria y la dérmica. Se ha demostrado el efecto deletéreo de los MNPLs en distintas
especies, siendo capaces de atravesar incluso diferentes barreras celulares (epiteliales,
placenta, etc.), produciendo citotoxicidad, genotoxicidad e incremento de la produccién de
ROS (209,210).

No existe en la actualidad ninglin método fiable para determinar nanoplasticoss. Esto
se debe a que, por su naturaleza diversa en cuanto a tamafo, forma, composicién, etc. es
dificil agruparlos bajo una misma técnica de deteccion. De este modo, la aproximacion mas
fiable a la deteccion de MNPLs es la determinacion de monémeros o aditivos liberados desde
la molécula de plastico, que indirectamente indican su presencia. Entre estos compuestos,

los més estudiados y utilizados son los bisfenoles, especialmente el BPA.

El BPA es un aditivo empleado en la fabricacion de plasticos para conferirles dureza,
transparencia, resistencia y ligereza. Debido a su estructura molecular, es capaz de

interactuar con el receptor de estrégenos, comportandose como un xenoestrogeno. Su uso
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es generalizado desde la década de los setenta, especialmente en el empaquetado de
alimentos. A partir de los noventa se empez6 a acumular evidencia sobre su migracion hacia
los alimentos y sus posibles efectos sobre la salud, suscitando gran preocupacién en la
comunidad cientifica, y llevando a las autoridades sanitarias a establecer progresivamente
restricciones en su uso. En la actualidad su uso sigue siendo permitido y generalizado,
aunqgue el nivel de IDT se ha reducido notablemente, y es considerado cada vez mas un

problema de salud publica por las distintas agencias gubernamentales.

La presion de la comunidad cientifica y la opinidon publica acerca de los efectos
adversos del BPA, ha llevado a la industria a desarrollar moléculas alternativas que cumplan
una funcién similar con un perfil mas seguro. De este modo han surgido moléculas como el
BPS, BPF, BPAF, disefiadas para tal fin. Los analogos de BPA comparten grandes similitudes
estructurales y metabdlicas, y se han relacionado con una actividad estrogénica y genotéxica
similar, por lo que deberian ser considerados como parte de una misma familia de
compuestos junto con el BPA y ser regulados en consecuencia. No obstante, la normativa
gue regula el uso de sucedaneos del BPA es escasa y ambigua.

Una vez en el torrente sanguineo el BPA es rapidamente metabolizado por dos vias,
glucuronidacion y conjugacion con sulfato, produciendo metabolitos hidrosolubles que se
eliminan principalmente por via renal. Su vida media ronda las 5 horas y tiene una elevada
unién a proteinas plasméticas (151). Quizéas la rapida eliminacién del BPA por via renal sea
el principal argumento por el cual no se ha prohibido radicalmente su uso, no obstante, es
I6gico pensar que en los individuos con algun grado de compromiso de la funcién renal el

BPA puede acumularse.

Bisfenoles y ERC

La relacion entre BPA y ERC es bidireccional. El descenso del FGe favorece la
acumulacion de BPA, observandose una clara correlacidon negativa que se hace mayor en
estadios avanzados. A su vez el propio BPA tiene un efecto nefrotéxico especificamente
sobre la funcion podocitaria, alterando la barrera de filtracién y favoreciendo la aparicion de
albuminuria, llegando a ser considerado como un factor de progresion de ERC (142,171,173).
En los pacientes en hemodidlisis se conjugan diversos factores que hacen que la acumulacion
de BPA cobre importancia. Al tener una diuresis escasa, la eliminacion propia de BPA es casi
nula. La depuracion de BPA mediante las técnicas de didlisis actuales es cuanto menos
insuficiente, debido a su elevada unién a proteinas plasmaticas. Finalmente, el contacto

reiterado de la sangre del paciente con elementos del circuito extracorpéreo que contienen
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bisfenol, en un entorno de temperatura favorable, constituye una fuente de exposicion directa

afnadida a las fuentes medioambientales comunes (147,180).

El elemento central del circuito extracorpéreo es el dializador, el cual esta conformado
por un conjunto de fibras capilares contenidas dentro de una carcasa. La pared de los
capilares constituye la membrana a través de la cual estara en contacto la sangre del paciente
con el liquido de dialisis. En las Ultimas décadas ha habido innumerables avances
tecnoldgicos respecto a las membranas de didlisis, que van desde el uso de materiales mas
biocompatibles, hasta el disefio estructural mediante nanotecnologia de membranas que
facilitan el transporte de solutos y agua. También las técnicas de didlisis han evolucionado
notablemente, especialmente con la implementacion de la HDF-OL que permite grandes
volimenes de transporte convectivo, mejorando asi la depuracién de solutos con peso
molecular medio. A pesar de la evolucién global de la hemodidlisis, la mayor parte de los
dializadores empleados actualmente contiene BPA o algun analogo, bien sea en la carcasa
0 en la propia membrana, y no parece haber una voluntad manifiesta de los fabricantes por
eliminarlo o sustituirlo (186).

El proposito del presente estudio es relacionar, por primera vez, los niveles de
bisfenoles con el dafio genémico en un grupo de pacientes de hemodidlisis. Para ello se ha
sustituido el dializador habitual (que contiene BPA) por uno libre de BPA y, tras un periodo
de seguimiento se ha valorado su impacto. La muestra analizada se considera representativa
de la realidad de la poblacién en hemodidlisis, al tener una media de edad avanzada, elevado
indice de comorbilidad, una antigliedad considerable en didlisis con elevada prevalencia de
patologias cardiovasculares. Se objetivd una prevalencia de enfermedades glomerulares
ligeramente superior a la esperada, asi como de neoplasias uroteliales, lo cual posiblemente
se explica porque el estudio fue desarrollado en un centro monografico de urologia y

nefrologia de alta complejidad.

Andlisis de bisfenoles tras cambiar a un dializador libre de BPA.

Los principales bisfenoles detectados en nuestra poblacion de estudio fueron el BPA
y el BPF, en casi la totalidad de la muestra, seguidos del BPAF en la mitad de los individuos.
No se observaron diferencias significativas en los niveles de BPA después de 6 meses de
seguimiento. En el analisis de los analogos se evidencié un descenso significativo del BPAF
(p: 0.025), que es una molécula estructuralmente similar al BPA en la que se han sustituido
los dos grupos metilo por grupos trifluorometilo (211). No existe informacion en la ficha técnica

de los dializadores empleados acerca de su contenido de BPAF, aunque no es obligatorio su
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especificacion por parte del fabricante, por lo que seria necesario un andlisis quimico de los
componentes para determinar este hecho. De cualquier modo, el descenso significativo de
BPAF hace suponer que existe una diferencia en cuanto a su contenido entre los dializadores
utilizados.

El hecho de no haber diferencias en los niveles de BPA total (libre y conjugado) tras
cambiar a un dializador libre de BPA (segun el fabricante) puede deberse a dos razones
fundamentales. En primer lugar, los niveles basales de BPA son relativamente bajos al
compararlos con otras series publicadas, lo cual resulta contradictorio al tratarse de pacientes
en su mayoria sin diuresis residual, con una técnica de dialisis convencional y una
considerable antigliedad en dialisis. El hecho de partir de niveles mas bajos y de existir una
importante variabilidad, puede justificar que no se aprecien cambios significativos. En
segundo lugar, se ha de tener en cuenta que existen otras fuentes de BPA relacionadas con
los materiales y técnicas de didlisis, sobre las cuales no se realizé ninguna intervencion.
Diversos estudios han demostrado que el BPA se comporta como una toxina urémica,
aumentando su concentracion a medida que disminuye el FGe, llegando su nivel maximo en
los pacientes en didlisis, en los cuales existe ademas una sobreexposicion sistémica a BPA
proveniente de los dispositivos médicos y los liquidos de dialisis (140). Del mismo modo,
Bosch-Panadero et al. demostraron en 2016 que la composicion de la membrana de dialisis
puede modificar los niveles de BPA de forma aguda (tras una Unica sesién) o crénica (tras
meses de seguimiento) (181). Posteriormente varios estudios han sugerido que la técnica de
dialisis puede influir en la eliminacion de BPA, con resultados contradictorios. Quiroga et al.
en 2017 evidencian que la HDF-OL presenta una mayor efectividad en la eliminacion de BPA
respecto a las técnicas convencionales, a pesar de que el descenso obtenido mediante
ambas técnicas es limitado (182). Recientemente se ha publicado un estudio en el que se
analizan niveles de BPA vy derivados clorados segun las distintas técnicas de HD, en el que
los autores no encuentran diferencias significativas en cuanto a la reduccion de BPA en la

HDF-OL respecto a la HD convencional (147).

La evidencia contradictoria hace pensar que el determinar el impacto de una sesion
de didlisis en la eliminacién de bisfenoles no es sencillo. A diferencia de lo que ocurre con
otras toxinas, el balance de bisfenoles pre y post didlisis es producto del equilibrio de la
eliminacion (principalmente de bisfenol libre) y los aportes recibidos durante la propia sesion,
bien sea por el contacto de la sangre con los elementos del circuito extracorpéreo o por
fendmenos de retrofiltracion. EI BPA tiene una elevada union a proteinas plasmaticas
(cercana al 80%), lo cual hace que su eliminacion durante la didlisis sea limitada. En nuestro

estudio, al igual que en otras series publicadas, lo niveles de bisfenoles no se correlacionan
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con los pardmetros de adecuacion de dialisis (KT/V), lo cual refuerza la idea de que la eficacia

de didlisis no se relaciona con la depuracion de bisfenoles (172,181)

En nuestro andlisis multivariado, la variacion de los niveles de BPAF evidenciada no
se correlacion6 con ninguna variable clinica, terapéutica ni analitica, lo cual sugiere que los
cambios observados pueden deberse a la intervencion realizada durante el estudio. (Tabla
17). Al no existir una especificacion por parte del fabricante acerca del contenido de los
distintos tipos de bisfenoles en los dializadores, se realizé un andlisis conjunto de todos los
subtipos de bisfenoles, considerandolos marcadores de presencia de microplasticos, en el

gue tampoco se obtuvieron diferencias significativas.

Actualmente no existe un método de determinacion estandarizado para los MNPLSs,
debido a su naturaleza diversa, por lo que los bisfenoles son uno de los principales
marcadores utilizados para biomonitorizar la exposicién. Probablemente la medicién de
bisfenoles sea solo la punta del iceberg en un problema mucho mayor, que es la interaccion
de los seres vivos con los MNPLs, fundamentalmente a través de su penetraciéon en la cadena
alimentaria. Se han identificado diversos compuestos o aditivos de los MNPLs con potenciales
efectos toxicos. No obstante, es probable que existan alin muchas moléculas sin catalogar o
de las cuales se desconoce el efecto bioldgico, de forma similar a lo que ocurre con las toxinas

urémicas.

Andlisis de los niveles de dafio gendmico después de reducir la exposicion a bisfenoles.

La interaccion de ciertos agentes quimicos, fisicos o biolégicos con el material
genético es un hecho demostrado décadas antes de la descripcién plena de la molécula de
ADN (212-214). El desarrollo de técnicas que permiten medir el poder genotéxico de una
determinada molécula ha sido fundamental en el campo de la biomonitorizacion, eco
toxicologia, nutrigenémica, virologia, validacién de nuevas drogas, etc. En nuestro estudio se
empleé el SCGE y MN por tratarse de dos técnicas de sensibilidad y poder estadistico
demostrado en numerosas series. Dado que el SCGE permite determinar la rotura de
cadenas simples o dobles de ADN, y el estudio de la frecuencia de MN indica dafio
cromosomico, varios autores sugieren que la combinacion de ambas técnicas es el gold

standard actual de los tests de mutagénesis (103,215).

En la poblacién estudiada, los niveles de dafio genémico basal en el momento inicial
eran superiores al observado en poblaciéon sana, tal y como habiamos descrito en estudios

previos, posiblemente debido al perfil de antigiiedad en dialisis, comorbilidad y edad de los
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individuos. El principal hallazgo de nuestro estudio es una reduccion significativa de los
niveles de dafio genémico basal medido por SCGE, después de sustituir el dializador por uno
libre de BPA, y tras 6 meses de seguimiento. No se observaron diferencias significativas en
la frecuencia de BNMN ni en el CPBI. Los niveles iniciales de dafio gendmico basal no se
relacionaron con ninguna de las variables incluidas en el analisis multivariado, no obstante,
en el modelo de regresion se pudo evidenciar que los pacientes con niveles mas elevados de
dafio basal tuvieron un descenso mayor a los 6 meses. Del mismo modo, variables como la
antigiiedad en didlisis o el nivel de PCR, también demostraron una correlacion positiva con el
descenso del dafio genémico basal medido por SCGE. Por el contrario, aquellos individuos
con antecedentes de patologias cardiovasculares tuvieron un descenso menor del dafio
gendmico, tendencia que también se observa en los pacientes con un indice de comorbilidad
elevado. Por otra parte, no se observa ninguna variacion entre los niveles de dafio oxidativo
al inicio y al final del estudio, lo cual nos sugiere que el efecto deletéreo producto de la
exposicion al dializador con BPA no estaria directamente relacionado con el dafio oxidativo
sino que estaria provocando por roturas del ADN, a diferencia de lo observado en series
publicadas en las que se estudid el impacto de ciertas terapias antioxidantes (jugo de uva
fermentado, dializadores impregnados en vitamina E), en las cuales la reduccion del dafio
gendmico fue especialmente significativa en su vertiente oxidativa (117,118).

Respecto a los resultados con el ensayo de MN, no se ha visto un cambio significativo
tras el periodo de seguimiento. A diferencia del SCGE, para que el dafio gendmico se refleje
con MN es necesario que la célula se divida, por lo que, si no se ha producido una reduccion
dréstica del dafio, la aparicion de MN podria demorarse, tomando en cuenta que la vida media
de los linfocitos es de meses. Por su parte el SCGE es un buen biomarcador de efecto
temprano, es decir, que es capaz de detectar alteraciones en el ADN antes que con otras
técnicas, aunque hay que considerar que algunas de estas lesiones se podrian reparar y por

tanto, no serian observables en el ensayo de MN, por ejemplo.

Diversos estudios han intentado valorar el potencial genotdxico de los bisfenoles,
especialmente el BPA, que tradicionalmente ha sido el foco de mayor interés cientifico. Sin
embargo, la evidencia acumulada se basa fundamentalmente en modelos in vitro 0 animales.
En 2006 Takako et al, demuestran el dafio del ADN (SCGE) inducido por el BPA vy la
activacion del receptor de estradiol en un modelo celular (216). Resultados similares se han
obtenido en otros modelos in vitro con células animales que han intentado relacionar la
exposicion al BPA o sus analogos con dafio del ADN (217,218). En humanos, algunos
modelos celulares han demostrado el potencial genotéxico de los bisfenoles, mediante el

cultivo celular y la exposicion in vitro (219-221). Finalmente, en 2023 Karzi et al. han intentado
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reproducir el patrén de exposicion medioambiental a distintos agentes genotoxicos (incluido
el BPA) en una poblacion de conejos, para luego estimar el dafio gendémico mediante SCGE
y micronucleos, concluyendo que el tiempo de exposicion condiciona el nivel de dafio del ADN
(222).

Actualmente, no existen estudios que analicen el potencial genotéxico de los
bisfenoles in vivo en humanos. En tal sentido, y debido a las caracteristicas de la patologia,
la poblacién en hemodidlisis constituye un modelo muy representativo para estudiar dicha
relacién, y nuestro estudio es el primero que evalla la posibilidad de disminuir el dafio
gendmico al reducir la exposicion a bisfenoles en pacientes con ERC en programa de
hemodialisis. Nuestros hallazgos contribuyen a fortalecer la evidencia de que es necesario
sustituir materiales como los bisfenoles en la fabricacion de dispositivos médicos,
especialmente los utilizados en hemodialisis, con el objetivo de intentar reducir la elevada

morbimortalidad que presenta dicha poblacion.

Limitaciones.

Nuestro estudio presenta ciertas limitaciones. En primer lugar, las caracteristicas de
nuestra unidad de didlisis, junto con los protocolos de procesamiento de las muestras para
determinar dafio gendmico, no han permitido seleccionar una muestra de mayor tamafio.
Gran parte de la investigacion se ha llevado a cabo durante la pandemia del SARS-COV?2, lo
cual ha producido un nimero importante de abandonos por fallecimiento, y ha condicionado
notablemente el desarrollo del estudio al vernos obligados a suspender toda actividad de

investigacidn para centrarnos en la emergencia sanitaria.
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8. CONCLUSIONES.






8. CONCLUSIONES

El analisis de los resultados obtenidos, ha permitido dar respuesta a los objetivos planteados

en el estudio, llegando a las siguientes conclusiones:

1. Lautilizacién de un dializador libre de BPA, no tuvo un impacto relevante en los niveles
de BPA, mas si en uno de sus analogos, el BPAF, que presenté una reduccion
significativa.

2. Ladisminucion de los niveles de BPAF no se correlaciond con ninguna variable clinica,
analitica o terapéutica, lo cual indica que dicha variacibn se debe al cambio de
dializador.

3. La utilizacién de dializadores libres de BPA, ha producido una reduccion significativa
del dafio gendmico basal (total) medido por ensayo de cometa, mas no en su vertiente
oxidativa. Dicho hallazgo indica que el dafio sobre la molécula de ADN se produciria
por la rotura directa de cadenas y no mediante la oxidacion de bases nitrogenadas,
tal y como se habia descrito en estudios previos realizados con terapias
antioxidantes.

4. Ciertas caracteristicas clinicas, como la antigiiedad en didlisis, el dafio basal y el grado
de inflamacion de los pacientes, condicionan una mayor disminucion del dafio
gendmico al cambiar el dializador por uno libre de BPA.

5. No se aprecian cambios en el dafio medido mediante ensayo de micronucleos,

posiblemente por tratarse de un marcador de efecto mas tardio.
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9. LINEAS DE FUTURO.
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9. LINEAS DE FUTURO:

El presente proyecto representa la etapa mas reciente dentro de una linea de
investigacion conjunta entre la Fundacié Puigvert y el Laboratorio de Mutagénesis de la UAB,
gue se ha desarrollado en los ultimos 20 afios, y que estudia la relacion entre la ERC vy el
dafio gendmico, haciendo énfasis en las posibles estrategias terapéuticas. El siguiente paso
dentro de nuestra linea es la evaluacion del impacto de las distintas modalidades de
ferroterapia endovenosa en los niveles de estrés oxidativo y dafio genémico en los pacientes

en hemodialisis.

La relaciébn de la exposicibn a bisfenoles con la salud humana es un area de
investigacion en auge desde hace una década, en la que la nueva evidencia genera a su vez
nuevas interrogantes. Especialmente en la poblacién en hemodidlisis, existen muchas
cuestiones sin resolver, empezando por definir las fuentes reales de bisfenoles y derivados
clorados, determinar la eficacia real de las distintas técnicas de dialisis en la eliminacion de
bisfenoles y finalmente intentar correlacionar la exposicién a bisfenoles con consecuencias
clinicas. Posiblemente, el principal objetivo de las investigaciones futuras sea desarrollar una
técnica que nos permita determinar la presencia de MNPLs en distintas matrices bioldgicas
para luego poder evaluar la exposicion de los pacientes en hemodidlisis, y sus potenciales

consecuencias.
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11.1 ANEXO 1. Hoja informativa para participar en el estudio.

HOJA DE INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO TITULADO:

Efectos del Bisfenol A en marcadores de pronéstico v senescencia en pacientes con
enfermedad renal cronica.

La insuficiencia renal cronica es una enfermedad que se caracteriza por tener una gran
comorbilidad asociada. Los pacientes afectos de dicha patologia en fase de tratamiento
sustitutivo con hemodialisis se caracterizan por presentar mna mavor incidencia de
patologia tumoral v cardiovascular, asi como envejecimiento prematuro cuando se les
compara con una poblacidn sana equivalente en cuanto a edad v sexo. El objetivo de
este estudio es profundizar en los mecanismos que infervienen en el desarrollo
exagerado de dichas patologias.

Para este estudio necesitamos su colaboracion de 1a siguiente forma:

51 usted es mno de los pacientes en hemodialisis incluidos en el estudio, se solicita su
consentimiento informado para poder comparar la técnica de dialisis habimal realizada
con dos modelos de filtros distintos durante 6 meses. Los dos filtros son ampliamente
utilizados de forma generalizada v no constifuyen mingin nesgo para su salod
Precisamos de 2 extracciones analificas (pre v post dialisis) separadas & meses enfre si
en las que le extraeremos 10-13 ml de sangre extra para realizar estudios genéticos v de
algunos biomarcadores de su enfermedad.

Durante el desarrollo de dicho estudio, el investigador principal v los
colaboradores que deban trabajar con la informacion personal. trabajarin en la mas
estricta confidencialidad.

Sus datos seran recogidos v tratados de forma disociada de acuerdo a lo que establece la
Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre de proteccion de datos de caracter personal, v
seran usados exclusivamente para los fines de este estudio que se han descrito en el
presente documento de informacion. De acuerdo a lo que establece la legislacion
mencionada usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion oposicion v
cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse al investigador principal del ensayo.
Dra. Elisabet Coll Piera (Fundacio Pmigvert. Servicio de Nefrologia, o/Cartagena 340-
350, 08025 Barcelona. Teléfono de confacto: 934169700).

El acceso a su informacion personal quedara restringido al investigador, personal
autorizado v a las Autoridades Sanitanias. todos ellos sujetos al deber de
confidencialidad.

En el caso de que sus datos se transfieran a otros paises, esto se hara de forma disociada
v el investigador garantizara la aplicacion de todas las medidas necesarias para la
profeccion de dicha informacion de acuerdo con lo establecido en la Legislacion

Espaiola.
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11.2 ANEXO 2. Consentimiento informado para la participacion en el estudio.

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto:
Efectos del Bisphenol A en marcadores de pronéstico v senescencia en pacientes

con enfermedad renal cronica.

Yo,

Declaro:

s Haber leido éste documento de informacion v haber sido informado
cofrectamente.

s Comprendo que nu participacion en este estudio es voluntaria.

s Comprendo que puedo no aceptar mi participacion en este estudio:
Sin tener que dar explicaciones.
Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.
Presto libremente mi conformidad para colaborar en el estudio.

Firma del/ de la participante

Informacién proporcionada por ella

Firma del investigador
Barcelona, a ...de o de .
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBAS GENETICAS EN SANGRE

Titulo del provecto:
Efectos del Bisphenol A en marcadores de prondstico ¥y senescencia en pacientes con
enfermedad renal cromica.

Responsable del provecto: Dra Elisabet Coll

Medico que

mforma

Nombre

Paciente:

COMPEENDO que la decision de participar en este proyecto es completamente voluntana v que
sov libre de parficipar en el mismo

DECLARO bajo mi responsabilidad que he leido 1a hoja de informacion para la realizacion de este
estudio v he comprendido su significado. Me han explicado las caracteristicas v objetivos del
estudio v los posibles riesgos v beneficios esperados. He sido informado suficientemente v estoy de
acuerdo en el tipo de estudio genético en el que voy a participar.

CONSIENTO que la Fundacio Puigvert pueda utilizar estas muestras para el estudio genético de mu
enfermedad. en el propio Hospital v/o en otros centros designados por éste, siempre de acuerdo con
las normas éticas vigentes:

08l CNO

CONSIENTO que 1a Fundacio Puigvert pueda conservar v utilizar la nmestra sobrante para
posibles investigaciones futuras sobre mu enfermedad:

O sl CNO

DESEO ser informado de los resultados obtenidos en caso de que los hallazgos tengan una
implicacion para mi salud:

O sl CNO

COMPRENDO que sov libre de retirar mi consentimiento a la Fundacio Puigvert para conservar v

utilizar mis nmestras con fines de investigacion cuando quiera, sin tener que dar explicaciones v sin
que esto repercufa en mis cuidados médicos.

Barcelona. a de de

Firma del participante Firma del medico que informa

Este consentimiento se formmula de acuerdo con lo establecido en la LEY 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacion biomédica. publicada en el BOE n® 159 del 4 de julio de 2007
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11.3 ANEXO 3. Ficha técnica dializador VitaPES LF (Palex Medical).

MTP Medical Technologies Gmb#
Kunstsedenstralle 4, 01796 Pirna, Germany
Phone + 49 3501 465 910, Fax + 49 3501 520 066
inrfo@mip-pirna.de, www.mip-pirna.de

VitaP VitaPES”® VitaPES® Vita
LF 18 LF 19 20 LF 22

In vitro performance _

Ultrafiltrationskoeffizient tml/h/mmig)

18 19 21 23

Ultrafiltration coefficient {ml/h/mmHg) 2

Clearance: Qg 200 ml/min

Hamstof/ Urea 192 184 195 197
Kreatinin/ Creatining 182 187 189 190
Phosphat/ Phosphate 164 170 173 181
Vitamin B,,/ Vitamin 8,, 105 113 119 125
Hamstofi/ Urea 258 264 266 73
Kroatinin/ Creatinine 231 244 248 253
Phosphat/ Phosphate 202 210 218 234
Vitamin Byy/ Vitamin By 119 129 136 144

T

Hamstof!/ Urea 293 06 309 321
Kreatinin/ Creatinine 260 278 784 250
Phosphat/ Phosphate 223 235 244 267
Vitamin B,/ Vitamin By; 126 138 145 154
¥oA (Harnstoff/ urea) * 930 1027 1064 1114
Membranfiache (m’) 1.5 1.7 19 2.1

Membrane Surface Area {m’)

Wandstarks/ Innendurchmesser (um)

/200
Wall thickness / Internal diameter (pm) o
Fullvolumen (ml)/ Priming volume [ml) g5 95 109 119
Membran/ Membrane PUREMA® Polyethersulfone

Gehhusematerial/ Vergussmaterial

J : ; Polycarbonate/ Polyurethane
Housing materizl/ Potting compound

Stenlisation/ Stetilization Electron Beam

St pro Karton/ Palette 30/960
units per box/ paliet 3

Art.-Nr./ Art.-No. REF 70115818 70115820 70115822
Best.-Nr./ Order No. 7818 7820 7822

\ calculated feem

‘
A seumwerk
mip
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11.4 ANEXO 4. Fichatécnica dializador ELISIO- M (NIPPRO Medical)

ELISIO™-M SERIES

MEDIUM FLUX

PERFORMANCE
Clearance [ml/min)* (by 0 mmin]
200/500 187 1%0 193 194 195 197
300/500 240 249 257 265 268 274
Urea 400/500 275 288 300 311 321 331
400/300 304 320 331 347 352 362
500/300 331 351 347 383 394 404
200/500 178 184 188 192 193 195
3004500 221 234 239 248 253 2460
Creatinine 400/500 246 264 272 288 299 305
400/300 270 290 303 317 328 339
500/300 300 322 331 349 3é1 379
200/500 151 159 167 174 177 181
300/500 173 1B% 200 213 221 228
Phosphate 400/500 188 204 217 323 242 252
400/300 215 232 251 270 284 257
5004800 227 251 264 284 295 314
200/500 95 105 114 124 127 135
300/500 103 114 126 1356 143 156
Vitamin B12 400/500 108 122 136 146 157 165
400/300 112 126 146 157 1468 182
500/300 122 137 155 167 176 191
Ultrafiltration Coefficient
[ KUF [ml/hr/mmHg)* [ s | 17 [ 20 [ 22 [ 25 | 27 |
Sieving Coefficient”
Vitamin B12 0.880
Inulin 0.440
Myoglabin «0.01
Alburmin «0.01
SPECIFICATIONS
Effective surface area [m?] 1.1 1.3 1.5 1.7 19 21
Priming volume [mil] &8 20 51 108 115 128
Effective lenagth [rmm 228 245 259 27 281 250
Inner Diarmeter [pm) 200 200 200 200 200 200
Membrane thickness [pm) 40 40 40 40 40 40
Maxirnurn TMP ImmHal 500 500 500 500 500 300
Membrana Polynephron™
Material Housing and Header | Polypropylene
Potting compound Polyurethane
Sterilization method Ory gamma
Package 24 pesfbox
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