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Resum

RESUM

Els pacients amb malaltia renal cronica (MRC) tenen una alta incidéncia de cancer i alts
nivells de dany genetic que poden ser deguts a diverses causes com ara la inestabilitat geneética,
(deguda a defectes en la reparacid del DNA), I'efecte genotoxics d’algunes toxines uremiques,
la reduccidé d’antioxidants i I'estrés oxidatiu causat pel procés de dialisi. Es considera que la
utilitzacid de noves técniques de dialisi i el fet de complementar la terapia amb antioxidants
podria ajudar a reduir el dany genétic dels pacients amb MRC, juntament amb les seves
conseqliencies. En aquest context, I'objectiu principal d’aquesta tesi doctoral ha estat estudiar
el dany genetic en pacients amb MRC i avaluar si les diferents técniques de dialisi poden
modaular el dany observat en aquests pacients. Per aixd ens vam proposar realitzar els quatre
estudis seglients: (I) un estudi transversal, avaluant el dany genetic en una poblacié de 373
malalts amb MRC i 179 controls; (ll) un estudi longitudinal sobre I'efecte que pot tenir el
temps en hemodialisi (HD) en els nivells de dany geneétic de 70 pacients amb MRC sotmesos a
HD; (1) un estudi longitudinal, en una poblacié de 33 individus, sobre els efectes que produeix
en els nivells de dany genetic, el canvi d’hemodialisi a hemodiafiltracid; (IV) un estudi
longitudinal sobre I'efecte que produeix en el dany geneétic i la capacitat antioxidant el canvi de
membranes d’hemodialisi de polisulfona a membranes de polisulfona recobertes de vitamina E.
Els nostres resultats mostren que els pacients amb MRC presenten dany geneétic (valorat com a
freqiéncia de micronuclis, MN, en limfocits de sang periferica) i inestabilitat genomica
(radiosensibilitat). De la mateixa manera hem pogut observar que el temps en hemodialisi
ajuda a disminuir els nivells de dany en el DNA i incrementa I'habilitat de reparacié en els
pacients amb MRC. També hem observat que I'hemodiafiltracié és una bona alternativa a la
HD per disminuir els nivells de dany genétic dels malalts amb MRC i millorar la seva capacitat
antioxidant; pero en canvi I'is de membranes de vitamina E, tot i que redueixen les bases
oxidades del DNA, no han demostrat canvis significatius en la capacitat antioxidant del plasma

ni en la freqiiencia basal de MN, ni en el nombre de trencaments en el DNA.

La reduccid del filtrat glomerular, en els pacients amb MRC, suposa I'acumulacié del que
s’anomenen toxines uremiques. Aquests compostos se suposa que poden estar involucrats
tant en l'evolucid de la malaltia com en els nivells elevats de dany genetic elevat que
presenten aquests pacients. Aixi, aquest ambient urémic i la inflamacié cronica es creu que
poden estar involucrats en la reparacid de ferides, accentuant el dany renal dels pacients. La
fibrosi tubulo-intersticial és el resultat d’una reparacid aberrant on el teixit epitelial és
substituit per una cicatriu produida per I'acumulacié de matriu extracel-lular (Extracellular

matrix, ECM). Per a millorar la comprensié dels efectes de les toxines urémiques en la

Vv
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reparacio de les ferides i en el procés fibrotic, un altre objectiu ha estat avaluar in vitro I'efecte
de quatre compostos resultants de I'estres carbonil (glioxal [GO], metilglioxal [MGO],
malondialdehid [MDA] i hidroxihexenal [HHE]) sobre la capacitat de reparar lesions en I'epiteli
proximal tubular. Cal emfatitzar que aquest ha estat el primer cop que s’avalua I'efecte del
compostos resultants de I'estres carbonil (Reactive Carbonyl Compounds, RCC) en la reparacio
de ferides en el ronyd. Els nostres resultats mostren que els compostos RCC tenen efectes
diferenciats en la reparacié de ferides. Aixi, el MDA i el GO endarrereixen el tancament de les
ferides mitjancant la disrupcié de la vimentina i la desciliacié de les cél-lules del tubul proximal.
En canvi, I'HHE i en menor grau el MGO, produeixen canvis morfologics, transcriptomics i
proteics en les cél-lules epitelials de ronyd compatibles amb I'anomenada transicié epiteli-
mesenquima (Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT). La lleu disrupcid de la vimentina
observada després d’aquests tractaments, evitaria un increment en la capacitat de migracié

propi d’'una completa EMT.

Vi



Abstract

ABSTRACT

The patients suffering from chronic kidney disease (CKD) have high incidence of cancer and
genetic damage levels due to several causes such as genetic instability (due to DNA repair
defects), genotoxic effect of some uremic toxins, antioxidant reduction and oxidative stress
induced by the dialysis process. It is believed that the use the use of new dialysis techniques
and supplement the patient’s therapy with antioxidants could help to reduce DNA damage in
CKD patients and minimize its consequences. In this context, an important objective of this
Thesis was to study the DNA damage of CKD patients and to evaluate whether the different
dialysis techniques can modulate de DNA damage observed in the patients. For this, we
realized the following studies: (I) a transversal study of the DNA damage in a 373 CKD patients
and 179 controls population; (Il) a follow up study about the effect of the time in hemodialysis
(HD) on the DNA damage levels of 70 patients submitted in HD; (1) a follow-up study, in a 33
patients population, about the effects on DNA damage that produced the switch from HD to
hemodiafiltration; (V) a follow-ip study about the effect on DNA damage and antioxidant
capacity that produce the switch from polysulfone HD membrane to vitamin E-coated
polysulfone membranes. Our results show that CKD patients had high levels of genetic damage
(measured as micronucleus, MN, frequency in peripheral blood lymphocytes) and genomic
instability (radiosensitivity). We also observed that the HD helped to reduce DNA damage
levels and increased the repair capacity in CKD patients. Our data showed that
hemodiafiltration is a good alternative to HD to reduce genetic damage levels and increase the
antioxidant capacity of CKD patients. However the use of vitamin E-covered membranes
reduced oxidized DNA bases, it failed to reduce antioxidant capacity and the basal frequency of
MN and DNA breaks.

The glomerular filtration reduction of CKD patients leads to uremic toxins accumulation. These
compounds can be involved both in the progression of the disease and in the high levels of
DNA damage found in this patients. It has been reported that uremic milieu and chronic
inflammation are involved in wound healing and enhanced kidney damage in CKD patients.
Tubulo-interstitial fibrosis results from an aberrant wound-healing ability the normal epithelial
tissue is substituted for scar tissue caused by accumulation of extracellular matrix proteins. To
better comprehend the effect of uremic toxins in wound healing and fibrosis, another
objective of this Thesis was to evaluate, in vitro, the effects of four compounds resulting from
carbonyl stress (Glyoxal (GO), methylglyoxal (MGO), malonyldialdehyde (MDA) and 4-hydroxy-
hexenal (HHE)) on the wound healing capacity of the proximal tubular epithelia. This is the first

study that evaluates reactive carbonyl compounds (RCC) effects on renal wound healing. Our

Vi
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findings showed that RCC differentially affects wound healing in renal proximal cells. Our data
demonstrated that MDA and GO delay wound closure mediated by vimentin disruption and
deciliation. In contrast, HHE treated cells (and MGO in minor degree) exhibited mesenchymal-
like phenotype but we hypothesize that minor vimentin disruption observed prevent migration

enhancement.
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Introduccié

1. INTRODUCCIO

Donat que aquesta Tesi esta feta, fonamentalment, amb malalts amb disfuncié dels seus
ronyons, caldria comencar tenint en compte algunes de les caracteristiques d'aquest organ,

aixi com sobre la patologia i la manera de resoldre-la.

1.1. El ronyé

El ronyd és un organ parell localitzat a la part posterior de la cavitat abdominal un a cada
costat de la columna vertebral que forma el sistema urinari junt amb els uréters, la bufeta i la
uretra. Els ronyons s’encarreguen de filtrar la sang, eliminant I'excés de liquid i els productes
del metabolisme, i tornar-la depurada al torrent sanguini. També realitzen funcions
homeostatiques, com el manteniment de I'equilibri acid-basic i electrolitic, i funcions
endocrines, com la sintesi d’eritropoetina i renina. La Figura 1 mostra |'estructura del ronyo
on es veu que esta format pel parénquima renal (escorga, columnes i medul-la renal), on es

filtra la sang i es modifica el filtrat, i les vies excretores (calze i pelvis renal).

La sang entra en el ronyd per I'artéria renal a una pressié elevada, és ultrafiltrada i surt
del ronyé per la vena renal. Els ronyons generen cada dia 200 litres d’ultrafiltrat, pero la major
part d’aquest és reabsorbit en els tubuls renals, fent que al final només s’excretin menys de 2
litres d’orina al dia. L'orina és recollida pels calzes cap a la pelvis renal i conduida cap a la

bufeta unitaria a través dels uréters.

Escorga renal

Medullarenal &

Calze major
Columna renal

Greix del si renal :

Calze menor N
Pelvisrenal \

Papil-larenal

Capsulafibrosa

Figura 1. Esquema de les parts principals del ronyé.
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1.1.1. La nefrona

Cada ronyd conté més d’un miliéd d’unitats funcionals anomenades nefrones. Aquestes
son les encarregades de filtrar la sang i modificar el liquid de filtrat. Les nefrones estan
formades pel corpuscle renal, el tibul proximal, la nansa de Henle, el tubul distal, el tabul

col-lector i I'aparell juxtaglomerular (Figura 2).

En I'escorca renal es troben els corpuscles renals i els tubuls proximals i distals. En la
medul-la renal trobem les nanses de Henle i els tubuls connectors. Les nefrones corticals tenen
una nansa de Henle curta que esta dins I'escorga renal i només penetra a la zona externa de la
medul-la, en canvi les nefrones juxtamedul-lars tenen una nansa de Henle llarga que penetra

fins la zona interna de la medul-la renal.

Capsulade
Bowman
Corpuscle renal Tubul proximal
Arteriola \\ >
aferent 1

o,

Arteriola

eferent ) & Tubul distal

|

e Tubul distal provinent
d'una altre nefrona

Tibul col-lector

Xarxa de
capil-lars

Nansade Henle/

Figura 2.Esquema de les parts principals d’'una nefrona

La sang es filtra en el corpuscle renal i el liquid de filtrat es modifica en els tabuls renals.
L’aigua i molécules reabsorbides en els tubuls renals passen als capil-lars peritubulars els quals
s’uneixen per formar venules i després venes petites que transportaran la sang depurada fora

del rony6 a través de la vena renal.

El corpuscle renal esta format pel glomérul renal i la capsula que I'envolta (capsula de
Bowman). La sang entra a la nefrona a través de I'arteriola aferent i flueix cap a una xarxa de

capil-lars en forma d’esfera anomenada glomerul. La pressio sanguinia forca I'aigua i els soluts
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a ser ultrafiltrats a través de la paret glomerular cap a la capsula de Bowman i posteriorment
cap al tubul proximal. La sang que no és filtrada surt del glomeérul per I'arteriola eferent.
L’estructura i caracteristiques de la barrera glomerular (formada per cel-lules endotelials,
podocits i lamina basal) determina la permeabilitat d’aquesta. La mida dels porus de la barrera
(8 nm) i la carrega negativa de la membrana permeten que les molécules petites i carregades
positivament siguin filtrades facilment, mentre que les cél-lules sanguinies, plaquetes i

proteines no sdn permeables (Dee Silverthorn, 2014).

Durant aquest procés es filtren ions, glucosa i aminoacids que sén necessaris pel cos i per
tant s’han de reabsorbir del liquid tubular cap els capil-lars peritubulars. En el tabul proximal
es reabsorbeixen dues terceres parts de |'aigua i sal filtrades, tots els soluts organics
(principalment glucosa i aminoacids), el 65% del potassi, el 80% del fosfat i la meitat d’urea. El
tubul proximal esta format per una capa de cel-lules cubiques epitelials molt polaritzades que
presenten microvellositats (vora en raspall) a la part apical que proporcionen una gran
superficie per a la reabsorcid. Aquestes cel-lules també transporten, reabsorbeixen,

metabolitzen i excreten farmacs i toxines urémiques.

La nansa de Henle és el segment de tubul renal en forma de nansa que hi ha entre el
tubul proximal i el tubul distal. El brac descendent de la nansa de Henle és altament permeable
a l'aigua i impermeable als ions. En canvi el bra¢ ascendent de la nansa és impermeable a
I'aigua i permeable als ions. En aquest tram sdn reabsorbits els ions de sodi, potassi, clor,

magnesi i calci.

El tabul distal, en funcié dels nivells d’hormona paratiroidal, aldosterona i peptid

natriurétic atrial, regula els nivells de calci, fosfat, sodi, potassi, hidrogen, amoniac i aigua.

Els tuabuls col-lectors mantenen I'equilibri electrolitic i de fluid mitjancant processos de
reabsorcid i excrecid (d’aigua, bicarbonat i sodi, potassi, hidrogen i clor) regulats per
I'aldosterona i I'hormona antidilirética. Els tdbuls col-lectors surten de I'escorga renal a través
de la medul-lai drenen a la pelvis renal. El liquid de filtrat modificat, anomenat orina, flueix cap

als ureters per la seva excrecio.

L’aparell juxtaglomerular es troba entre I'arteriola aferent i eferent. Regula el pas de sang
cap al glomerul, la concentracié de sodi i la retencié d’aigua del tubul distal mitjancant la

secrecio de renina i adenosina.
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1.1.2. Funcions dels ronyons

Els ronyons realitzen varies funcions basiques que sén vitals per I'organisme. Aquestes

funcions es poden agrupar en tres grans grups (Dee Silverthorn, 2014):

1. Funcid excretora: excrecio i secrecié de productes del metabolisme (urea, creatinina, acid

uric, etc.), hormones, farmacs i toxines exogenes.

2. Funcié homeostatica: manteniment del balang electrolitic (mitjancant regulacié dels nivells
de sodi, potassi, clor, calci i fosfor) i acid-base (mitjancant I'excrecié de H*, bicarbonat o
amoniac) i de la pressié sanguinia i el volum d’aigua (mitjangant moléecules vasoactives o

dilretiques i controlant els nivells de sodi).

3. Funcié endocrina: sintesi i secrecid d’hormones com |’eritropoetina (per a la regulacié de
I’eritropoesi), la renina i les prostaglandines (per al manteniment de la pressid arterial) i el

calcitrol (la forma activa de la vitamina D3).

Degut al gran nombre de funcions que realitza el ronyé, la disminucié de la funcié renal

produeix alteracions en practicament tots els sistemes de |'organisme.

1.1.3. Determinacio de la funcio renal

Per valorar els nivell de funcionament dels ronyons s’utilitza I'index de Filtrat Glomerular
(IFG), que representa la velocitat amb que la sang és filtrada per la membrana glomerular.
L'IGF s’expressa en mL/min/1,73 m?, on 1,73 és un coeficient per ajustar la férmula respecte la
superficie corporal. L'IGF no pot ser mesurat facilment de manera rutinaria en la practica
clinica, és per aixo que I'IGF s’estima a base d’equacions que utilitzen la creatinina serica,
I’edat, la raca, el génere i la superficie corporal. Les férmules més utilitzades per estimar I'lFG
sén: la formula MDRD (Modified diet in renal disease, Modificacié de la dieta en la malaltia
renal) i la seva posterior actualitzacié, la formula CDK-EPI (Chronic kidney disease epidemiology
collaboration, Malaltia renal cronica-col-laboracié epidemiologica) (Levey et al., 1999; Levey et
al., 2009). La férmula MDRD tendeix a infravalorar els nivells de IFG >60 mL/min/1,73m?, ja
que ha estat desenvolupada en poblacié amb MRC moderada o greu; en canvi la férmula CKD-
EPI, desenvolupada per una poblacié d’edat més avancada, és acurada per estimar els valors

d’IFG en poblacié amb IFG>60mL/min/1,73 m?(Levey et al., 2009).

Férmula MDRD
IFG=186 x [creatinina sérica (mg/dL)]™*>* x (edat)®2% x (0,742 si dona) x (1,210 si raca
negra)
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Férmula CKD-EPI
IFG= 141x min(Scr/k,1)* x max (Scr/k,1)+2%° x 0.993%%t x 1.018 [si dona] x 1.159 [si raca

negra]
k= 0.7 si dona
k= 0.9 si home
a=-0.329 si dona
a=-0.411 si home
min= El minim de Scr/k o 1
max= El maxim de Scr/k o 1

Scr= creatinina serica (mg/dL)

Aquestes formules no sén adequades en cas d’index de massa corporal extrems (<19 kg/m?
o0 <35 kg/m?), embaras, dietes vegetarianes o hiperproteiques, malaltia hepatica greu, edema
generalitzat, ascites i edat major de 85 anys. En aquests casos es recomana fer servir altres
meétodes com |'aclariment de creatinina en orina de 24 hores (Gorostidi et al., 2014; Armario

etal., 2012).

1.2. La malaltia renal cronica (MRC)

La malaltia renal cronica (MRC) és un problema global de salut publica amb una prevalenca
en augment. Durant I’Gltima década s’han produit importants millores en el reconeixement de
la incidencia, prevalenca i complicacions de la MRC degut en major part al desenvolupament
de definicions de MRC per la National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality
Intiative (NKF-K/DOQI). L'adopcié internacional de la classificacié K/DOQI, amb émfasis en
I’estimacié rutinaria i automatitzada de I'IFG per la creatinina sérica, ha millorat el
reconeixement de la MRC en poblacions on era préeviament oculta, com en persones d’edat

avancgada i dones (Shafii Coresh, 2010; Alcazar et al., 2008).

L” increment de la consciéncia de la MRC i un criteri de classificacié uniforme ha portat a un
millor enteniment sobre I'amplia prevalenga de les malalties que acompanyen la MRC. Aix0 ha
permeés el desenvolupament de métodes per frenar la progressié de la MRC, efectuant una

deteccio precog i prevenint les complicacions associades al declivi del IFG (Shafi i Coresh, 2010).

La MRC és una malaltia permanent i progressiva. La MRC es defineix com la presencia
d’alteracions en I'estructura o funcié del ronyé durant més de tres mesos i amb implicacions
per la salut. Els criteris de diagnostic de la MRC sén: la presencia d’un index de filtrat
glomerular (IFG) <60 mL/min/1.73 m? o la preséncia demarcadors de dany renal. Els marcadors
de dany renal poden ser alteracions en la composicid de la sang o l'orina (electrolits,
albuminuria, etc.), alteracions patologiques o estructurals detectades per histologia (malalties

glomerulars, vasculars o tubulo-intersticials) o en proves d’'imatge (com la malaltia poliquistica
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renal), o trasplantament renal previ (ja que, encara que I'lIFG sigui > 60 mL/min/1.73 m?, la
majoria de pacients presenta alteracions histopatologiques i tenen un risc incrementat de

mortalitat i fallada renal (KDIGO, 2013).

S’han proposat dos models, mituament no-excloents, de com el dany en el ronyé esdevé
en MRC amb emfasi en el glomerul i el tubul-intersticial, respectivament (Kriz i LeHir, 2005). En
la primera hipotesi, la de la hiperfiltracid o sobrecarrega, el dany en el ronyé produeix una
disminucié en el nombre de nefrones, i les nefrones restants (mitjancant molécules
vasoactives, pro-inflamatories i factors de creixement) manifesten un increment compensatori
en la seva funcié. Aquesta resposta adaptativa d’hiperfiltracié produeix a llarg termini un dany
glomerular que condueix a la progressiva perdua de la funcié renal i proteinuria (Shafi i Coresh,
2010). Alternativament, la hipotesi de la fibrosi suggereix que una gran varietat de lesions
renals inicials (genetics, toxics, metabolics, isquémics, infecciosos) causen una lesid tubulo-
intersticial, que produeix més inflamacié i dany al tubul-intersticial, conduint a la MRC. Es
necessari que es perdin aproximadament tres quarts de la funcid renal perqué la homeostasi
comenci a veure’s afectada (Dee Silverthorn, 2014). En el 1970, Schainuck et al. van trobar que
en biopsies renals de pacients amb varies nefropaties, el declivi de I'lGF estava correlacionat
amb la severitat del dany intersticial i no amb la severitat del dany glomerular. Altres estudis
mostren com el deteriorament de la funcid renal esta correlacionat amb I'increment de volum
i fibrosi intersticial, el descens dels capil-lars peritubulars, canvis morfologics en les cél-lules
tubulars epitelials i els nivells d’inflamacié intersticial (Bohle et al., 1990). Cal, doncs,
assenyalar que la majoria de les nefropaties progressen cap a la perdua definitiva de la funcio
renal i que la progressio de la MRC es caracteritza per un procés inflamatori inicial, seguit per

fibrosi tubul-intersticial i glomeruloesclerosi (Remuzzi et al., 2006).

1.3. La fibrosi renal

La fibrosi tubulo-intersticial té un paper clau en la progressié del dany renal i és la via comu
per la qual diverses patologies renals esdevenen en malaltia renal cronica avancada (Kuncio et
al., 1991; Harris i Neilson, 2006). En aquest procés, després de produir-se una lesié en un teixit
s’activen mecanismes per procurar la seva completa reparacié, tant funcional com estructural.
En el ronyd, la reparacié completa només es produeix en el fetus, mentre que en I'adult el
ronyd es repara parcialment formant-se una cicatriu (Hewitson, 2009). Durant la reparacio
incorrecta es produeix un excés de teixit connectiu (format com a conseqiiencia del
desequilibri entre la sintesi i degradacié de matriu extracel-lular) no funcional que substitueix

I'epiteli tubular, fent aixi que disminueixi la funcié renal (Meran i Steadman, 2011). En els
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ronyons fibrotics I'espai intersticial esta omplert de material fibril-lar que principalment

consisteix en col-lagen 1 i lll, i fibronectina (Zeisberg i Neilson, 2010).

La font principal de generacié de matriu extracel-lular sén miofibroblasts (Zeisberg i Neilson,
2010) que poden provenir d’una gran varietat de fonts com dels fibroblasts residents, dels
fibrocits en circulacid i de les cel-lules epitelials i endotelials a traves del procés de transicié
epiteli-mesenquima (Epithelial-Mesenchimal Transition, EMT) i de transicié endoteli-
mesenquima respectivament (Quan, et al., 2006; Wynn, 2008). Per tant, aquests processos son

essencials a I’'hora d’entendre els mecanismes de fibrosi renal i, per tant, de la MRC.

1.3.1 Transicid epiteli-mesénquima

La transicio epiteli-mesénquima (EMT) és el procés en el qual les cél-lules de I'epiteli tubular
perden marcadors epitelials, com [|'E-caderina, i adquireixen marcadors de ceél-lula
mesenquimal com I’ actina a del muscul llis (alpha smooth muscle actin, a-SMA). Aquestes
alteracions proteiques poden anar acompanyades de canvis morfologics cap a una aparenca
fibroblastoide, aixi com d’un increment de metal-loproteinases de matriu (MMP), de la
capacitat migratoria i de 'acumulaciéo de matriu extracel-lular (Liu, 2010). La disminucié de
I’expressié de marcadors epitelials com les unions adherents (E-cadherina i B-catenina) i les
unions estretes (ZO-1, ocludines i claudines) fa disminuir el contacte entre cél-lules i, com a
conseqgliencia, no es poden mantenir funcions epitelials basiques com la polaritat o

permeabilitat (Hewitson, 2009; Zeisberg i Neilson, 2010).

La EMT que té lloc en el ronyé lesionat és sovint subestimada. Una de les raons és que la
conversio a fibroblast és dificil de definir per la falta d’especificitat dels marcadors fenotipics
disponibles (que poden estar presents en ceél-lules inflamatories i endotelials). El marcadors
mesenquimals comunament utilitzats inclouen: vimentina, a-sma, FSP1 (Fibroblast-Specific
Protein 1), desmina, col-lagen |, fibronectina, N-cadherina, Snail, MMP-2 i MMP-9 (Willis i
Borok, 2007; Zeisberg i Neilson, 2009). A més, les cél-lules epitelials després de la ferida poden
no completar la seva transicio a fibroblasts siné realitzar una EMT parcial , també coneguda
com pre-EMT o EMT in situ, on les cel-lules només canvien un o dos marcadors fenotipics

(Zeisberg i Neilson, 2009; Hertig et al., 2008), el que complica la seva caracteritzacio.

Respecte al paper que juga la EMT en la MRC, cal dir que s’han trobat evidencies de EMT en
varis models animals de MRC amb nefrectomia obstructiva (Yang i Liu, 2001), nefropatia
diabética (Burns et al., 2006), nefrorectomia 5/6, glomerulonefritis (Liu et al., 2000), nefritis

nefrotoxica (Zeisberg et al., 2003) i nefropatia cronica de I'empelt renal (Hertig et al., 2008;
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Bedi et al.,, 2008). Com a estudi complementari, cal citar el model d’obstruccid uretral
unilateral, construit per Iwano et al. (2002), on van demostrar com el 36% dels fibroblasts de

I’espai intersticial s’havien originat a partir de cél-lules del tubul renal proximal.

Pel que fa a estudis clinics utilitzant biopsies humanes, aquests suggereixen que la EMT té
un paper en la patogénesi de la MRC humana. Aixi, s’ha trobat expressié tubular de marcadors
mesenquimals com la vimentina i la FSP1 en pacients amb MRC progressiva causada per
nefropatia diabética (Simonson, 2007), nefropatia IgA (Nishitani et al., 2005), nefropatia lupica
(Rossini et al., 2005) i nefropatia cronica de I'empelt renal (Vongwiwatana et al., 2005; Hertig

et al., 2008). Tot aixo reforcaria la idea de que existeix una relacié important entre EMT i MRC.

1.4. Classificacio de la MRC

La perdua de funcié renal és variable i pot ser continua tot i una optima terapia medica
(Shafi i Coresh, 2010). La malaltia renal cronica es classifica en base a la causa de la malaltia, la
categoria de filtrat glomerular i la categoria d’albuminuria (KDIGO, 2013). La Figura 3 mostra la

classificacié de la MRC en funcid de la causa de la malaltia. Identificar la causa de la MRC és

important ja que el tractament pot necessitar ser ajustat segons |’etiologia, i aquesta influencia

la prognosi i la importancia relativa d’un factor de risc associat a la MRC (KDIGO, 2013).

En la Taula 1 es mostra la classificacio NKF-K/DOQI (National Kidney Foundation., 2002) de

la MRC segons l'index de filtrat glomerular (IGF), aixi com posteriors actualitzacions. La

disminucié inicial de la funcié renal és asimptomatica i les manifestacions cliniques de fallada
renal ocorren quan s’arriba a estadis molt avancats. A partir de I'estadi 3 és quan parlem
d’insuficiencia renal cronica (IRC). S’anomena insuficiencia renal avangada o malaltia renal
cronica avangadala darrera etapa de la malaltia, quan els ronyons no poden funcionar al nivell
necessari per a les activitats habituals de la vida i els malalts han d’iniciar un tractament renal
substitutiu (TRS) com la dialisi o el trasplantament de ronyd. Els malalts poden ser receptors

d’un transplantament de ronyd en qualsevol estadi de la malaltia.

Recentment s’ha modificat la classificacio de la MRC per incloure tres estadis d’albuminuria,

ja que aquesta ha demostrat ser un indicador de prognosi important en nombrosos estudis
(KDIGO, 2013). Mitjangant I'avaluacié del quocient albimina/creatinina (QAC) en una mostra
aillada d’orina, es classifica I'albumindria en els segiients estadis: A1<30 mg/g, albumindria
normal o lleugerament elevada; A2, 30-300 mg/g, moderadament elevada; i A3>300 mg/g,
severament elevada. Aix0 fa pensar que caldria categoritzar I'albumindria en qualsevol estadi

d’IFG.
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Malaltia renal

cronica

Malaltia renal
cronica diabética

Nefropatia diabética

Malaltia renal
cronica no diabetica

Vascular
Amb o sense hematuria o
proteinuria

* Malaltia vascular de gran
vas

* Malaltia vascular de petit
vas

Glomerular
Hematuria o albuminuria

* Nefritis primaria

¢ Trastorns autoimmunes
* Malalties malignes

* Hiperfiltracio

Tubulointersticial
Amb o sense moderada
proteintria o piuria

 Trastorns autoimmunes
* Efectes toxics de farmacs
* Infeccions croniques

* Nefropatia obstructiva

Quistica
Evident en proves
d'imatge

* Malaltia poliquistica
renal

* Lesio renal post-aguda

Figura 3. Classificaciod i causes seleccionades de la malaltia renal cronica (James et al., 2010).

Taula 1. Estadis de la malaltia renal cronica segons la guia NKF-K/DOQI (National Kidney

Foundation., 2002) i actualitzacions (Shafi i Coresh, 2010).

Classificacié K/DOQI Actualitzacions
Estadi
Descripcio KDIGO CARI NICE
IFG
b Lamb FG | “P” si proteinuria i
any rena’am normato >90 indicar taxa de
augmentat L,
progressio
Dany renal amb un discret descens del 60-89
FG
“T" si “P” si 3a (IFG 45-59)
Moderat descens del FG amb o sense 30-59 | trasplantament roteintria
evidéncia de dany renal P P 3b (IFG 30-44)
renal
Descens sever del FG amb o sense
. . 15-29
evidencia de dany renal
Fallada renal <15 “D” si dialisi

CARI, Caring for Australians with Renal Impairment; IFG, index de Filtrat Glomerular (ml/min/1,73 m?); K/DOQI, National Kidney
Foundation’s Kidney Disease Outcomes Quality Initiative, KDIGO, Kidney Disease Improving Global Outcomes; NICE, National Health
Service-National Institute for Health and Clinical Exellence.
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1.5. Epidemiologia de la MRC

La visié epidemiologica de la malaltia renal cronica ha experimentat un canvi significatiu en
els dltims 20 anys. Restringida inicialment a patologies d’incidéncia relativament baixa, com
les malalties glomerulars o nefropaties hereditaries, i a un ambit especialitat d’atencié medica
(nefrologia), la MRC en l'actualitat afecta a un percentatge important de la poblacié i esta
relacionada amb fendmens o malalties d’alta prevalenca com I’envelliment, 'obesitat, la

hipertensio arterial (HTA), la diabetis o la malaltia cardiovascular (Gorostidi et al., 2014).

Les descripcions epidemiologiques de MRC (per pacients que no estan en dialisi)
majoritariament es limiten a estimes de la prevalenca, ja que la documentacié de la incidéncia
de MRC requereix establir un estat previ de no-malaltia seguit d’un llarg periode d’observacié
amb una valoracié repetida de la funcié renal. En canvi, la majoria de paisos desenvolupats
tenen dades de la incidencia i prevalenca de la fallada renal gracies als registres de malalts
renals en TRS (Shafi i Coresh, 2010). Els pacients amb MRC avanc¢ada inclosos en programes de
TRS com dialisis o TR es consideren la part visible de I’ iceberg que constitueix el gran problema

de salut publica que és la MRC (Gorostidi et al., 2014).

1.5.1. Etiologia de la MRC

La MRC pot estar provocada per diferents causes com ara traumatismes, malformacions
que promouen infeccions recurrents, obstruccions de les vies urinaries (per calculs renals o
tumors), diverses malalties (com la diabetis, la hipertensid, la poliquistosi renal, i malalties
autoimmunes) i I'abls de medicaments (com analgesics o antiinflamatoris) o la ingesta de

productes toxics.

Les etiologies de la MRC es determinen gracies als registres de TRS, de manera que els
pacients que no progressen cap a MRC avangada o els pacients que moren abans d’arribar a
tenir MRC avangada no consten en aquests registres. La Figura 4 mostra I'etiologia de la
incidéncia i prevalenga de malalts en TRS a Europa I'any 2012. Pel que fa a la incidéncia, la
nefropatia diabética i les nefropaties d’etiologia desconeguda ocupen el primer lloc de la MRC
avangada (22% i 18%, respectivament), seguides de la hipertensié (11%). En relacié amb la
prevalenga, la patologia glomerular és la causa coneguda més freqlient i afecta un 20% dels

malalts (ERA-EDTA Registry, 2014).

Diversos estudis epidemiologics han demostrat un increment en el risc de tenir MRC en

persones amb algunes de les seglients caracteristiques: majors de 60 anys, hipertensos,

10



Introduccié

diabetics, malaltia cardiovascular, obesitat, malalties autoimmunes, amb antecedents de

insuficiéncia renal aguda o familiars de pacients amb insuficieéncia renal (Alcazar et al., 2008).

No dades No dades

A 2% B 2%
V]

lonefritis /

onefritis

Ronyo
liquistic

2
Malaltia
vascular

renal

Malaltia
vascular renal

Figura 4. Etiologia de la malaltia renal cronica avangada en malalts sotmesos a tractament
renal substitutiu (TRS) a Europa I'any 2012. (A) incidéncia i (B) prevalenca del TRS (modificat
del registre ERA-EDTA, 2014).

1.5.2. Incidéncia de la MRC

La incidencia es defineix com la freqiiencia amb la que es desenvolupen o diagnostiquen
nous casos d’una malaltia en individus que no tenien la malaltia préviament. La incidéncia
d’una malaltia depen de la presencia de poblacié susceptible amb factors etiologics per a
desenvolupar-la. Per exemple, la incidéncia de I'MRC depén de la poblacid amb diabetis,
hipertensid i altres factors de risc. L'envelliment de la poblacié i I'increment de poblacié amb
diabetis, obesitat i hipertensid i malalties cardiovasculars incrementa I'incidéncia de la MRC

(Fox et al., 2004; Hsu et al., 2005; Coresh et al., 2007).

La incidencia de MRC és dificil de determinar ja que requereix establir una poblacié amb un
estat previ de no-malaltia (funcié renal normal a l'inici de I'estudi) seguit d’un llarg periode
d’observacié amb repetides mesures de la funcié renal (Shafi i Coresh, 2010). Com a resultat,
hi ha pocs estudis on s’avalui la incidencia de la MRC i la majoria no poden demostrar la

cronicitat (malaltia renal durant més de tres mesos).

A més a més, no hi ha una definicié acceptada de la incidencia de la MRC. Algunes

alternatives sén: (1) IFG baix (<60 mL/min/1,73 m?); (2) IGF baix o en declivi (>25% del nivell

11
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basal); (3) increment de la creatinina sérica (>0,4 mg/dL); i (4) hospitalitzacié o mort per una

causa relacionada amb la MRC (Bash et al., 2009).

Un total de 2.585 individus de la denominada cohort Framingham (Kannel et al., 1979) van
participar en un estudi per determinar la incidéncia de MRC en la poblacié general en els Estats
Units entre 1978 i 2001. La incidencia de la MRC es va definir com IFG sota el cinqué percentil
especific de cada génere (59,25 mL/min/1,73 m?en dones i 64,25 mL/min/1,73 m? en homes).
Al finalitzar I'estudi un 9,4% dels participants va desenvolupar MRC (Fox et al., 2004). La
incidéncia de la MRC (definida com a hospitalitzaci6 o mort per MRC o increment de la
creatinina sérica a 0,4 mg/dL) també s’ha avaluat en 14.520 individus en I'estudi Athrosclerosis
Risk in Communities (ARIC) en els Estats Units (The ARIC investigators, 1989). Després de 14

anys el 7.3% dels participants de I'estudi va desenvolupar MRC (Hsu et al., 2005).

1.5.3. Prevalenga de la MRC

La prevalenca es defineix com el nombre de casos (antics o nous) d’'una malaltia en una
poblacié i un temps determinat. La prevalenca de la MRC depén de la incidéncia i de la
duraciéo de la malaltia (temps de vida dels malalts, preséncia de malalties associades i
mortalitat ). L'augment de la incidéncia de la MRC i les millores en el tractament de la MRC i la
malaltia cardiovascular (major causa de mort de la MRC) allarguen la vida del malalt

incrementant aixi la prevalenca de la MRC (Coresh et al., 2007; Shafi i Coresh, 2010).

L’estudi EPIRCE (Otero et al., 2010) descriu la prevalenca de la IRC en la poblacié general
espanyola (2.746 participants i edat mitjana de 49,5 anys). La prevalenca de la IRC (estadis 3-5,
IGF<60mL/min) és d’un 6,83%, molt similar a la mediana reportada en una revisid sistematica
de 26 estudis epidemiologics en tot el mén (7,2%) i a la de paisos en el mateix entorn geografic
(4,7-8,1%) (Zhang i Rothenbacher, 2008) . Quan el quocient albimina/creatinina (QAC) es té en
compte, la prevalenga incrementa fins al 9,16% de la poblacié espanyola. Les prevalences
estimades per cada estadi son: 0,99% per 'estadi 1; 1,3% per l'estadi 2; 5,4% per |'estadi 3a;
1,1% per I'estadi 3b; 0,27 per 'estadi 4; i 0,03 per 'estadi 5. Els factors de risc predictors de la
IRC foren I’edat, I'obesitat i la hipertensid. A més a més, s’ha trobat una prevalenca important
de factors de risc cardiovascular classics com la dislipémia (29,3%), obesitat (26,1%),

hipertensio (24,1%), diabetis (9,2%) i tabaquisme actiu (25,5%).
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1.6. Prognosi i risc de progressio

La causa de la MRC, el grau d’IFG, el grau d’albumindria i altres factors de risc o
comorbiditats sén les variables que determinen el risc de complicacions de la MRC. La Figura 5

mostra |'estratificacio del risc de la MRC segons les categories de IFG i albuminduria.

Categories d'albuminuria (mg/g)
descripcié i rang

Al A2 A3
normal a
moderadament| severament
Ileugerament
elevada elevada
elevada
<30 30-300 > 300

_ G1 Normal o augmentat > 90

he)
O © .
w 2 G2 Lleugerament disminuit 60-89

o
% g Lleuger a moderadament 9
2w | G3a |d4isminui 455
0~ & disminuit
BEE ; aisminur
S p G3b Moderat a severament disminuit 30-44
% % S d 15-29

= everament disminuit -
Q d G4

£ G5 Fallada renal <15

Figura 5. Prognosi de la malaltia renal cronica segons les categories de IFG i albumindria. Risc
de complicacions especifiques de la malaltia renal, risc de progressié i risc cardiovascular: verd,
risc de referéncia (no hi ha malaltia renal si no existeixen marcadors definitoris); groc, risc

moderat; taronja, risc alt; vermell, risc molt alt (modificat de Levey et al., 2011).

1.6.1. Progressi6 de la MRC

La complicacié més important de la MRC és el progressiu deteriorament de la funcio renal
gue porta o bé a la mort o a la necessitat de TRS. Com a resultat de la MRC, la mort prematura
(tant per causes cardiovasculars com no cardiovasculars) és més comuna que la fallada renal

(Weiner, 2007).

El descens de I'lGF i I'augment d’albumindria incrementen la taxa de progressid i tenen un
efecte sinergic. La progressid i 'evolucié de la MRC és molt variable entre individus i, a falta
d’evidéncies per identificar quins seran els malalts que tindran una progressié més rapida, es
recomana l'estimacid periodicament de I'IGF i albumindria per estimar si hi ha progressio

(KDIGO, 2013).

La progressio es defineix com el descens sostingut de I'IGF > 5 mL/min/1,73 m? a l'any o al
canvi de categoria de I'lGF (sempre que vagi acompanyada d’una pérdua de I'lGF > 5

mL/min/1,73 m?2). En cas de progressié s’han d’identificar factors de progressié com |’etiologia
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de la MRC, I'edat, el genere, I'étnia, el tabaquisme, I'obesitat, la hipertensié arterial (HTA), la
hiperglucémia, dislipidemia, malaltia cardiovascular (MCV) prévia i exposicio a agents

nefrotoxics i tractar aquells factors que siguin modificables (KDIGO, 2013).

1.6.2. Prevencio de la progressio de la MRC

Tractar els factors de risc de progressié de la MRC, que sén modificables, és essencial per a
disminuir la velocitat amb la que la malaltia avanga i retardar la necessitat d’'un tractament

renal substitutiu. Es recomanen les segilients actuacions en els malalts de MRC (KDIGO, 2013):

- Bloqueig del sistema renina-angiotensina-aldoesterona per reduir la hipertensié arterial i la
proteindria.

- Intensiu control glucemic per tal de mantenir I’hemoglobina glucosilada (HbA1c)<7%.

- Control de la dieta: segons la severitat de la MRC els pacients hauran de modificar la
quantitat de sal, fosfat, potassi i proteines ingerides. Com a conseqiéncia de les restriccions
en la dieta, comorbiditats i tractament renal substitutiu, alguns pacients poden necessitar
complements alimentaris.

- Estil de vida: es recomanable que els pacients amb MRC deixin de fumar, facin exercici fisic i
redueixin I'index de massa corporal (BMI) a uns nivells saludables (entre 20-25 kg/m?).

- Us de medicaments: la dosi s’ha d’ajustar segons I'IGF del pacient i s’han d’evitar

medicaments nefrotoxics o discontinuar-ne I'ds temporalment.

1.7. Complicacions associades a la MRC

Les persones amb MRC tenen tendéncia a desenvolupar una gran varietat de complicacions
que reflecteixen la peéerdua de funcié renal. La incidencia i la prevalenga d’aquestes
complicacions incrementa a mesura que la MRC avancga (Taula 2). El tractament d’aquestes

complicacions també pot frenar la progressié de la MRC.

1.7.1. Anémia

L'anémia es defineix com la reduccid de la concentracié d'hemoglobina en sang, de
I’'hematocrit o de la concentraci6 d’hematies. L'aneémia associada a la MRC deriva

principalment d’una produccio insuficient d’hormona eritropoetina en els ronyons.

Els ronyons sén la principal font d’eritropoetina en adults. En una persona sana, quan els
nivells d’oxigen a la sang disminueixen, el ronyd estimula I'alliberament d’eritropoetina i

aquesta incrementa el nivell d’oxigen en sang estimulant la produccié dels globuls vermells a la
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medul-la 0ssia. Quan la MRC progressa, la produccié d’ eritropoetina als ronyons disminueix, i
per compensar els baixos nivells d’oxigen en sang es produeix una increment compensatori de
la funcié cardiaca (increment del ritme cardiac i volum sistolic). Com a part del procés
compensatori, la geometria del ventricle esquerre esdevé alterada ja que es produeix un
increment de volum del ventricle al final de la diastole i un engruiximent de la paret del
ventricle esquerre. La hipertrofia del ventricle esquerre és un marcador potent de morbi-

mortalitat cardiaca (Weiner, 2007).

Taula 2.Prevalenca de les complicacions de la malaltia renal cronica segons I'lFG (modificat de

KDIGO, 2013).

IFG (mL/min/1,73 m?)

Complicacio
=90 60-89 45-59 30-44 <30
Anémia 4 4,7 12,3 22,7 51,5
Hipertensio 18,3 41 71,8 78,3 82,1
Deficieéncia de vit D 14,1 8,4 9,4 18,1 31,5
Acidosis 11,2 8,4 9,4 18,1 31,5
Hiperfosfatémia 7,2 7,4 9,2 9,3 23
Hipoalbuminemia 1 1,3 2,8 9 7,5
Hiperparatiroidisme 5,5 9,4 23 44 72,5

Vit D, vitamina D. Els resultats s'expressen com al percentatge de la poblacié amb MRC.

Una altre causa de l'anémia en la MRC és la resposta eritropoética deficient a
I'eritropoetina endogena i exogena degut a “I'ambient urémic” (que conté potencials
inhibidors de I’eritropoesi: com poliamines, hormona paratiroidal, citocines inflamatories).
L'anémia també pot ser causada per deficiencia de ferro, vitamina B12, deficiencia de folat,
hemorragies, hemolisi, infeccions o inflamacions, etc. (Brunelli i Berns, 2010). L'anémia es
corregeix amb d’administracié de eritropoetina recombinant i suplements de ferro si son

necessaris.

1.7.2. Alteracions del metabolisme mineral ossi

Les alteracions en el metabolisme mineral ossi poden comencar en els graus inicials de la
MRC i augmentar a mesura que la malaltia empitjora (KDIGO, 2013). Alteracions en els nivells
de calci, fosfor, hormona paratiroidal (PTH) i vitamina D produeixen osteodistrofia renal i

calcificacié vascular o d’altres teixits tous.

En persones amb els ronyons sans, els nivells de fosfor i calci a la sang es mantenen gracies

a la interaccio de tres hormones: la PTH, el calcitriol (metabolit actiu de la vitamina D), i les
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fosfatonines (sent el factor de creixement de fibroblasts 23, FGF-23, el millor descrit). Els
ronyons tenen un paper critic en el manteniment de les concentracions sanguinies de fosfor i
de calci, ja que converteixen la vitamina D en calcitriol i responen a la PTH i el FGF-23 (Moe,
2010). Durant el progrés de la MRC, el cos intenta mantenir els nivells de calci i fosfor a una
concentracié normal modificant I'absorcio intestinal i I’'excrecié sanguinia. Donat que els ossos
son el principal magatzem de calci i fosfor del cos, a cert punt de la malaltia, la resposta
homeostatica pot causar anomalies en el remodelatge, la mineralitzacid, el volum, el
creixement linear o la duresa ossia. Els canvis bioquimics i les anomalies 0ssies contribueixen a
la calcificacié extra esquelética, que pot ocdrrer en la cornia, les articulacions, el sistema

pulmonar, el sistema cardiac i el sistema vascular (Moe, 2010).

La prevencid i tractament de les alteracions del metabolisme mineral ossi sén essencials per
a millorar la qualitat de vida i longevitat dels malalts. Per tractar la hiperfosfatémia es
recomana fer una dieta baixa en fosfor i utilitzar compostos quelants de fosfor per tal de reduir
la seva absorcid intestinal. També es poden utilitzar compostos bifosfonats per el tractament
de I'osteoporosi i suplements de calci o vitamina D, quan el malalt té una deficiencia (KDIGO,

2013).

1.7.3. Malaltia cardiovascular

La malaltia cardiovascular (MCV) és la principal causa de morbi-mortalitat de la MRC. Dintre
els pacients amb MRC hi ha una gran prevalenga de factors de risc cardiovascular com ara
I’edat, la diabetis, la hipertensid, I'anémia, la inflamacid, les alteracions en el metabolisme
mineral ossi o la dislipidemia (alteracié del metabolisme dels lipids). La majoria de factors de
risc de la MCV porten a una aterosclerosi, arteriosclerosi, cardiomiopatia o una combinacio
d’aquestes condicions (Weiner, 2007). Les persones amb MRC tenen més probabilitat de tenir
un accident cardiovascular que de progressar cap a MRC avancada, tenen pitjor prognosi
després de tenir un infart de miocardi i tenen major risc de tenir un infart de miocardi

recurrent, una fallada cardiaca o mort cardiaca sobtada (KDIGO, 2013).

Els pacients amb MRC en risc de patir un accident aterosclerotic han de rebre una terapia
antiplaquetaria. Per modificar els factors de risc de la MCV s’ha de realitzar les segiients
accions: deixar de fumar, fer exercici fisic, reduir el pes corporal, reduir els lipids amb ajuda

d’estatines, fer un control optim de la diabetis, la pressid sanguinia i I'anémia (Weiner, 2007).
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1.7.4. Malnutricié

La malnutricié és comu en malalts amb MRC i esta associada a taxes majors de morbiditat i
mortalitat (National Kidney Foundation, 2005). El ronyd és un dels principals organs involucrats
en el balan¢ nutricional del cos. Pot tenir un paper important en el metabolisme dels
carbohidrats en condicions fisiologiques i patologiques (Gerich et al., 2001) i, a més a més,
s’encarrega de la sintesi, degradacio, filtracid, reabsorcid i excrecié d’aminoacids (Chung et al.,
2012). En la MRC els malalts tenen un increment d’aminoacids no essencials, triglicérids i
lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL) i una disminucié d’aminoacids essencials i
lipoproteines de baixa (LDL) i d’alta densitat (HDL) (lkizler i Pupim, 2010). Un gran percentatge
de pacients amb MRC tenen nefropatia diabetica i, a més a més, els pacients no diabetics
tenen sovint intolerancia a la glucosa causada per resisténcia a la insulina, la qual déna lloc a
una disminucié del magatzem de glucosa en musculs periférics, una disminucié en I'oxidacié de
la glucosa, una supressié defectuosa de la produccié endogena de glucosa i una secrecié
anormal d’insulina (Rigalleau i Gin, 2005). A més a més, els malalts amb MRC tenen una alta
incidencia de deficiencies en vitamines degut a restriccions dietaries relacionades amb la MRC,

anorexia, produccio alterada i interferencies en I'absorcié causades per alguns medicaments.

La malnutricid pot estar causada per diversos factors com ara: I'anoréxia causada per la
urémia, la inflamacidé cronica, acidosi metabolica, alteracions endocrines (resisténcia a la
insulina, hiperparatiroidisme) i comorbiditats (MCV, diabetis, infeccions) (National Kidney
Foundation, 2005). També contribueixen a la malnutricié factors associats al tractament de la
hemodialisi i la dialisi peritoneal com: la dosi inadequada de dialisi, la pérdua d’aminoacids, la
bio-incompatibilitat de membrana HD o la sensacié de sacietat produida pel liquid de dialitzat

en la cavitat peritoneal (lkizler i Pupim, 2010).

Per controlar la malnutricié s’ha de controlar els canvis de pes, i els simptomes de nausees i
anoréexia, aixi com també realitzar determinacions dels nivells d’albimina i creatinina (i
prealbuimina i transferrina, si fos necessari) freqlients. En cas que es detecti malnutricio i calgui
una intervencid, es pot incrementar la dosi de proteines i calories ingerides, incrementar la
dosi de dialisi, suplementar oral o intradialiticament al malalt, tractar I’acidosi, la diabetis
mellitus, la inflamacié i les MCV. L’Us de factors anabolics i estimulants de la gana esta encara

en fase experimental (lkizler i Pupim, 2010).
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1.7.5. Altres complicacions de la MRC

La prevalenca i severitat de l'acidosi metabolica incrementa a mesura que el filtrat
glomerular disminueix, degut a la incapacitat d’eliminar I'acid pels ronyons. El suplement amb
bicarbonat oral és recomanat a les persones amb una concentracié de bicarbonat serica <22

mmol/L per tal de mantenir les concentracions sériques en un rang normal.

En la MRC la inflamacié cronica és comu en malalts tant en dialisi com sense dialisi. La
inflamacidé és deguda a varis factors com: I'entorn urémic, els alts nivells de citoquines pro-
inflamatories en circulacio, I’estrés oxidatiu i carbonil, el descens d’antioxidants, la malnutricio,
les infeccions recurrents, la sobrecarrega de volum i les comorbiditats (Kovesdy i Kalantar-
Zaddeh, 2010). Altres factors, relacionats amb la hemodialisi i la dialisi peritoneal, que poden
produir inflamacié sén: I'exposicié a tubs i membranes d’hemodialisi (Memoli et al., 2002),
qualitat pobre del liquid de dialisi que pot tenir contaminants (Schiffl et al., 2001), i preséncia

de cateters intravenosos que incrementa el risc a patir infeccions (Hung et al., 2008).

La prevalenca de depressio (20-30%), deficiencia neurocognitiva (30%-80%) i trastorns del
son (80% en MRC avancgada) en la MRC sén elevades i varien molt en funcié del metode
d’avaluacio i la poblacié utilitzada (Beaulieu et al., 2010; Cukor et al., 2010). Els pacients que
presenten aquests trastorns tenen un major risc de mortalitat i de no compliment del
tractament de la MRC (com la dialisi, la medicacio, les restriccions dietaries) (Benz et al., 2000;

Hedayati et al., 2008; Hain, 2008).

La sindrome urémica és atribuida a la retencié de compostos que en condicions normals
serien excretats per la orina o metabolitzats en els ronyons. Aquests compostos s’"anomenen
soluts uremics o toxines uremiques quan interaccionen negativament amb funcions
biologiques (Vanholder et al., 2003) En el 2003, I'European Uremic Toxin Work Grop (EUtox)
va generar una recopilacid dels soluts de retencié uremica descrits fins aleshores, identificant
més de 90 compostos diferents (Vanholder et al., 2003). Des de llavors s’han identificat 56
compostos adicionals (Vanholder et al., 2008; Duranton i Cohen, 2012). Una gran part
d’aquests compostos, com els compostos de mida major o els compostos units a proteines, no
poden ser eliminats durant la dialisi ja que el porus de la membrana és més petit que el
compost (Vanholder et al., 2008). L’Us de dialisis utilitzant membranes amb un porus més gran
i/o técniques convectives (OL-HDF) sembla que podria ajudar a eliminar algunes d’aquestes
molécules (Vanholder et al., 2008). Buscar noves estratégies d’eliminacié de soluts alternatives,

com l'adsorcié o conveccid, i terapies farmacologiques per restaurar les vies de senyalitzacio
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activades o bloquejades per les toxines urémiques és fonamental per millorar la salut dels

pacients en dialisi i d’aquells pacients amb MRC progressiva.

1.8.Tractament renal substitutiu

Els malalts que tenen malaltia renal cronica avancada (estadi 5 de I'IFG) necessiten un
tractament renal substitutiu (TRS) per a mantenir-se en vida. Per aixo0 durant I'estadi 4 de la
malaltia se’ls ha de preparar per a la fallada renal. El malalt ha d’estar informat de les
modalitats TRS disponibles (hemodialisi (HD), dialisi peritoneal (DP) o trasplantament de ronyé
(TR) si disposa de un donant viu) i escollir la més adequada per a ell (segons les seves
necessitats, estil de vida i/o requeriments meédics) amb temps per fer els preparatius
necessaris. En cas de dialisi s’"ha de preparar I'accés vascular amb temps adient perque el
pacient pugui tenir un accés permanent funcional abans de l'inici de la dialisi. La fistula
arteriovenosa (unié d’una artéria i una vena) s’haura de realitzar 6 mesos abans de l'inici de
I’'HD perque tingui temps a madurar i 'empelt arteriovends s’ha de realitzar entre 3 i 6
setmanes abans de la HD. En el cas de dialisi peritoneal, el catéter s’haura de posar dues

setmanes abans del inici de la dialisi (National Kidney Foundation, 2006).

El cost del tractament dels malalts en I'ultim estadi de la malaltia és molt elevat i I'any 2010
1.829 milions d’Euros del pressupost espanyol de sanitat es van destinar al tractament aquests
pacients (Villa et al., 2011). Dels quals, 1.327 milions d’euros van ser destinats als pacients en
hemodialisi, 109 als pacients en predialisi i 393 als pacients amb trasplantament de ronyé.
L’any 2010, el cost anual (sense afegir els costs indirectes) per pacient (incidéncia i prevalencga)
va ser de 2.651€i37.968 €en HD, 1.808i25.826 € en DPi38.313 €i6.283 €en TR (Villaet al.,
2011). El primer any de TR és més car que el primer any de HD i DP, pero posteriorment surt

més rentable que els altres tractaments.

1.8.1. Trasplantament renal

El trasplantament de rony6 (TR) és actualment el millor tractament pels pacients en I'Gltim
estadi de la malaltia ja que és el TRS amb major probabilitat de supervivéncia dins la poblacié
espanyola (REER, 2013). El nombre de TR realitzats a Espafia ha incrementat notablement en
els ultims anys, passant de 1.931 TR realitzats I'any 2000 a 2.552 TR realitzats I'any 2013 (REER,
2013). Tot i aixi aquesta modalitat de TRS és la que menys incidéncia té (4,3% del total de la
poblacié espafiola en TRS) degut a la manca de ronyons disponibles per a tots els malalts amb

MRC. Els malalts que tinguin un donant viu disponible podran realitzar el TR abans d’arribar a
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I’'dltim estadi de la malaltia. En canvi, els malalts que no disposin de donant viu, quan iniciin la

dialisi seran inscrits a la llista d’espera per rebre un TR de donant cadaver.

El trasplantament de ronyd és un tractament, no una cura. Els malalts amb TR han de
prendre medicacié i continuar les visites al nefroleg. Les persones amb TR tenen més
possibilitats de patir una fallada renal que una persona que no hagi tingut MRC. Alguns
immunosupressors poden ser nefrotoxics (Betton et al., 2005; Singh et al., 2015; Nakamura et
al., 2015), genotoxics i cancerigens (Robson et al., 2005; Rath i Oliveira-Frick, 2009; Gallagher
et al., 2010). L'any 2013 més d’'un 20% de pacients en TR van morir per cancer mentre que en

pacients en DP i HD la mortalitat per cancer va ser menor al 10% (REER, 2013).

1.8.2. Dialisi

La dialisi és una tecnica de depuracié de la sang extrarenal que supleix parcialment les
funcions renals d’excretar soluts i regular I’equilibri acid-basic i electrolitic. No supleix pero les

funcions endocrines ni metaboliques renals (Lorenzo-Sellarés, 2012).

El moment d’iniciar la dialisi ve donat per la presencia d’indicadors associats al sindrome
urémic (pericarditis, perdua muscular, encefalopatia, neuropatia, malnutricid, pérdua de pes,
diatesi hemorragica o nausees i vOomits) i altres indicadors classics aguts com acidosi
metabolica severa, anomalies d’electrolits i sobrecarrega severa de fluid corporal. La visita
freqlient a urgencies per una hipertensié no controlada o un edema pulmonar associat a
I’empitjorament de la funcidé renal, la perdua de gana o I'empitjorament de la capacitat
cognitiva sén indicadors addicionals menys tangibles per el inici de la dialisi (Rosansky et al.,

2009).

El procés de dialisi es basa en el moviment de soluts (com la creatinina, la urea i diferents
ions) i d‘aigua entre dos compartiments liquids (la sang i el liquid de dialisi) a través d’'una
membrana semipermeable. Aquesta membrana permet el pas de molécules petites i mitjanes,
pero no permet el pas de proteines ni cel-lules sanguinies ja que son més grans que el porus de
la membrana. La Figura 6 mostra els dos principis basics que permeten I'eliminacié d’aquestes
substancies: la difusié i la ultrafiltracio (o transport per conveccié). La difusié consisteix en el
transport passiu dels soluts a través de la membra i es produeix gracies a la diferéncia de
concentracié entre els gradients. Amb aquesta técnica es transfereixen els soluts de mida
petita i gran mobilitat, en canvi 'aigua i els soluts més grans i de poca mobilitat s’eliminen

millor per conveccié. La conveccid permet el pas d’aigua i soluts a través de la membrana de
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dialisi gracies a una pressid hidrostatica (en hemodialisi) o osmotica (en dialisi peritoneal)

(Lorenzo-Sellarés, 2012).
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Figura 6: Esquema del mecanisme de difusid i conveccid per pressid hidrostatica (modificat de

Lorenzo-Sellarés, 2012).

La dialisi es pot realitzar de manera extracorporea utilitzant membranes artificials o dintre

del propi cos, utilitzant el peritoneu com a membrana de dialisi (dialisi peritoneal).

1.8.2.1. Dialisi peritoneal

En la dialisi peritoneal (DP) s'utilitza el peritoneu, que és la membrana que recobreix
I'abdomen, com a membrana natural per filtrar la sang. La Figura 7 mostra un esquema del
procés de dialisi peritoneal. En la dialisi peritoneal s’introdueix, mitjancant un cateter, la
solucié de dialisi en 'abdomen. L’excés de liquid i de soluts de la sang difonen a través del
peritoneu cap al liquid de dialisi el qual és drenat al cap d’'unes hores. Quan el procés ha
acabat es torna a comengar omplint I'abdomen amb solucid de dialisi neta. La dialisi es realitza
continuament al llarg del dia. Les persones obeses o que han patit una cirurgia abdominal

prévia poden tenir dificultats a I’hora de implantar el catéter abdominal.

Existeixen diferents metodes i regims de dialisi peritoneal. Els més comuns sén la dialisi
peritoneal ambulatoria continua (DPAC) i la dialisi peritoneal ciclica continua (DPCC). En la
DPAC no calen maquines de dialisi. La solucid de dialisi es troba en una bossa a 'alcada de

I’espatlla del malalt, el qual es pot dialitzar mentre fa les seves activitats diaries com anar a la

21



Introduccié

feina o a I'escola. La DPCC es realitza a casa mitjangcant una maquina (ciclador) que realitza de
3 a 6 intercanvis nocturns mentre el malalt dorm i un intercanvi dilirn de llarga durada (12-14h)

(Coronel Diaz i Macia Heras, 2012).

Solucio de
dialisi

Membrana
peritoneal

Cavitat
abdominal

Dialitzat

Figura 7: Esquema del procés de dialisi peritoneal (Modificat de National Kidney Foundation,

2007).

Les infeccions son la segona causa de mort en els pacients en dialisi peritoneal (REER, 2013).
Les infeccions en la cavitat peritoneal (peritonitis) i la infeccié del catéter és comu en aquests
pacients. Aquesta infeccid pot comportar I'extraccid del catéter per a la curacid, el pas a
hemodialisi (temporal o permanent), hospitalitzacions i mort (Coronel Diaz i Macia Heras,
2012). La incidéncia de peritonitis ha passat de varis episodis per pacient i any a un episodi per
pacient cada dos anys o més. Aixo ha estat degut a les millores en prevencié d’infeccions del
cateter, el millor entrenament dels malalts i I'Us de noves solucions de dialisi més

biocompatibles que milloren I'estat de defenses peritoneals ( Li et al., 2010; Lai et al., 2012).

1.8.2.2. Dialisi extra-corporia

La dialisi extra-corporia utilitza una membrana artificial per eliminar les substancies de
rebuig i excés de fluid acumulat en els malalts. La Figura 8 mostra un esquema amb les parts
principals del sistema de hemodialisi. La sang surt del malalt per un accés vascular i, per una
linia sanguinia arterial, és bombejada cap el dialitzador on es neteja. Un cop neta retorna al

malalt per una linia sanguinia venosa després de passar per un detector d’aire vends i
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atrapador de bombolles. La pressié de sang en el circuit sanguini i la pressio i temperatura del

liquid de dialisi esta controlada en tot moment.

Dialitzador

Bomb .
d’hzn;riana Detector i

b atrapador de
bombolles

Detector de

bombolles
pinga
J Linia venosa
l’!)
Linia arterial )

Bomba de sang

Accés vascular

Figura 8. Esquema de les parts principals del procés d’hemodialisi (modificat del National

Kidney Foundation, 2013)

En el dialitzador els soluts difonen cap al liquid de dialisi (o dialitzat) a través d’una
membrana semipermeable artificial. La difusié depén de la permeabilitat de la membrana, la
seva area i del gradient de concentracid de soluts entre la sang i el dialitzat. La circulacié del
liquid de dialisi només un cop i a contracorrent permet que les concentracions de soluts entre
els dos compartiments no arribi a igualar-se (Lorenzo-Sellarés, 2012). L’augment mecanic de la
pressid en el compartiment sanguini, for¢a el pas d’aigua i soluts de mida mitjana o poca
mobilitat cap al liquid de dialisi (o ultrafiltrat). Aquests soluts també es poden eliminar
mitjancant la seva adsorcid a la paret de la membrana gracies a interaccions hidrofobes,
electrostatiques i d’enllagos ionics. Com I'adsorcié és dificil de quantificar i regular, per
augmentar la transferéncia de soluts s’ha de recérrer a procediments que potenciin la difusié i

conveccio (Fernandez i Teruel, 2012).

L'eficiéncia de la dialisi es mesura mitjangant el percentatge de reduccié de la urea (PRU)
o0 amb el Kt/Vurea (eliminacié de la urea multiplicat per la duracié de la dialisi i normalitzat per
el volum de liquid en el cos). L’Us del Kt/V per mesurar I'adequacié de la dialisi ha ajudat a
millorar I'eficacia i a estandarditzar el procediment. Malgrat aix0, I'Us de teécniques convectives

i les membranes d’alta eficiéncia i alta permeabilitat fan que el model cinétic de la urea no
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sigui representatiu de la depuracio de soluts de major mida, que poden tenir efectes deleteris
en la morbiditat i mortalitat dels pacients. Es per aixd que calen nous marcadors de les taxes
d’eliminacié de soluts de mida major. Tot i aixi el Kt/V segueix sent un marcador basal util

(Barroso, 2007; Eloot et al., 2013; Vanholder et al., 2015) .

1.8.2.2.1. Tecniques de dialisi extra-corporia

Les tecniques de dialisi es classifiquen en dos grups segons predomini el principi de difusio

(hemodialisi) o el principi de conveccié (técniques convectives).

L’hemodialisi es pot realitzar en un centre de dialisi o a casa. La hemodialisi convencional
consisteix en 3 sessions de dialisi a la setmana de 4 hores cadascuna. Existeixen també altres
régims de dialisi com la dialisi diaria, on es realitzen sessions curtes (1-2 hores) 5 6 6 cops per
setmana o la dialisi nocturna on es realitzen sessions de dialisi lentes i llargues (6-8 hores)

mentre el malalt dorm 3 cops per setmana.

Les técniques convectives utilitzen una membrana de gran permeabilitat i realitzen una
ultrafiltracié superior a la necessaria per eliminar I'excés de liquid acumulat pel malalt durant
les sessions de dialisi. L'excés de volum extret s’ha de reposar amb liquid de substitucié de
composicio fisiologica. En la conveccié classica el liquid de reposicié és un bany de dialisi que
s’esterilitza préviament i es guarda en bosses, mentre en la conveccid en linia s’utilitza el propi
bany de dialisi préeviament tractat, que va generant el monitor de dialisi. Les técniques
convectives poden utilitzar exclusivament el procés de conveccié (com I’hemofiltracid) o ser
tecniques mixtes que utilitzin la conveccié juntament amb la difusié (com I"hemodiafiltracio,

HDF).

L’hemodiafiltracié online és capag d’eliminar toxines de pes molecular mitja (< 40 kD), com
la B-2-microglobulina, que dificilment sén remogudes per difusié (Schiffl, 2007). En els pacients
en hemodialisi la B-2-microglobulina s’agrega en fibres amiloides insolubles que es dipositen
en les articulacions dels malalts. La HDF també millora I’eliminacié de fosfor ja que al ser un i
petit esta rodejat de molecules d’aigua el seu perfil d’eliminacié és similar al de les molecules
de mida mitjana i, per tant, dificil d’eliminar per hemodialisi (Schiffl, 2007; Grooteman, 2012).
Els nivells de la B-2-microglobulina prediuen la mortalitat en els pacients en dialisi (Cheung et
al., 2006) i lI'augment d’eliminaci6 de toxines en la HDF es creu que pot millorar la
supervivencia i reduir les comorbiditats dels malalts. Alguns estudis troben que els malalts en
HDF tenen una major supervivéncia que els malalts en HD (Canaud et al., 2006; Panichi et al.,

2008; Vilar et al., 2009; Maduell et al., 2013) mentre en altres no s’observen diferéncies
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(Locatelli et al., 2010; Grooteman, 2012; Ok et al., 2013). En canvi, I'augment de volum de
substitucid si que esta associat amb una menor mortalitat en els pacients en HDF (Mostovaya

et al., 2014).

1.8.2.2.2. Membranes de dialisi

Les principals diferencies entre els dialitzadors sén el disseny geomeétric de la membrana
(en placa o capil-lars), I'area de la seva superficie i la seva composicié. L’augment de porositat,
la disminucid en el gruix i 'augment de I'area de la membrana incrementaran I’eliminacié de

soluts (Yeun i Depner, 2010).

Les membranes es poden classificar en funcié del material de que estan fetes i les seves
caracteristiques i propietats (biocompatibilitat, permeabilitat, eficiencia depuradora, polaritat,
propietats hidrofiliques i hidrofobiques, etc.). La classificacié més utilitzada en la clinica és

segons la seva composicid i permeabilitat.
Composicio

Hi ha dues classes principals de material de membranes: les membranes cel-lulosiques i les

membranes sintétiques.

Les membranes de cel-lulosa (cuprofan) tenen grups hidroxils lliures, que contribueixen a
la seva capacitat hidrofilica i bioincompatibilitat. En les membranes hidrofiliques es crea una
unié intima entre el polimer i les moléecules d’aigua formant-se un medi homogeni que permet
una difusié optima (SEN, 1999). Malgrat tot aix0, la membrana interacciona amb les cél-lules
sanguinies i proteines activant el complement. En general, quant més hidrofilica és una
membrana major és el transport difusiu i menor la biocompatibilitat (Martin-Malo i de
Francisco, 2012). Per intentar millorar la compatibilitat s’han creat membranes de cel-lulosa
substituida que substitueixen (amb major o menor mesura) els radicals hidroxil amb radicals
amino terciaris (hemofan) o acetat (acetat o triacetat de cel-lulosa). Les membranes de
triacetat de cel-lulosa tenen gairebé tots els grups hidroxil substituits i és la Unica membrana

cel-lulosica que pot tenir una alta permeabilitat.

Les membranes sintétiques (fetes de polimers com la polisulfona, poliamida, policarbonat,
polimetilmetacrilat, etc) tot i ser mes gruixudes, son mes permeables que les membranes
cel-lulosiques i permetent una major eliminacié de soluts i d’aigua (Yeun i Depner, 2010).
Aquestes membranes tenen una matriu esponjosa central (que els confereix resisténcia i
determina les propietats del transport difusiu) que esta recoberta per dues pel-licules poroses

que poden ser hidrofiliques o hidrofobiques (les quals determinen el transport convectiu). Les
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membranes hidrofobiques (polisulfona, poliamida, polimetilmetacrilat) no interaccionen amb
I'aigua, adsorbeixen proteines, sén més poroses, tenen un coeficient d’ultrafiltracié més elevat
i sbn més biocompatibles (Martin-Malo i de Francisco, 2012). Les membranes hidrofobiques

poden ser d’alta o baixa permeabilitat.
Permeabilitat de la membrana

La permeabilitat a I’aigua (i als soluts que I'acompanyen) ve determinada pel coeficient
d’ultrafiltracié (kUf, que és el nimero de mil-lilitres de fluid per hora que travessen la
membrana per mil-lilitre de mercuri de gradient de pressid transmembrana). Existeixen
membranes de baixa permeabilitat (o de baix-flux, kUf <10-12 mL/hora/mm Hg), permeabilitat
intermedia (kUf =12-20) i permeabilitat alta (o d’alt-flux, kUf >20). Les membranes d’alta
permeabilitat permeten [I'eliminaci6 de molécules d’alt pes molecular (com la B-2-
microglobulina) pero tenen l'inconvenient que poden eliminar molécules com I'albumina, el
gue pot agreujar els problemes de malnutricié dels malalts amb un nivell baix d’albamina
serica (Martin-Malo i de Francisco, 2012). En canvi, en malalts amb uns nivells inicials
d’albimina dins del rang normal I'4s de membranes d’alta permeabilitat pot ser beneficiosa ja
que permet I'eliminacid de toxines urémiques unides a I'albimina i proteines oxidades (Krieter

i Canaud, 2003).

La permeabilitat als soluts ve determinada per I'eficacia depuradora de la membrana
mesurada pel coeficient de transferéncia de masses (KoA) que és el producte de la
permeabilitat del dialitzador (Ko) per la seva superficie (A) mesurat per mil-lilitres per minut
(Lorenzo-Sellarés, 2012). El KoA és modulat per la porositat i el gruix de la membrana i és
depenent de la mida del solut i del flux de sang i liquid de dialisi (Martin-Malo i de Francisco,
2012). Segons I'eficacia depuradora trobem membranes de baixa eficacia (KoA<400 mL/min),

eficacia moderada (KoA=400-700) i alta eficacia (KoA >700).
Biocompatibilitat

El contacte de la sang amb la membrana de dialisi i altres components del circuit
extracorpori pot produir una resposta inflamatoria organitzada. Els principals mecanismes que
modulen la biocompatibilitat sén la transformacié de les proteines plasmatiques i I'activacié de

les cél-lules sanguinies.

L'estructura polisacarida de les membranes, en concret dels grups hidroxil produeix
I'activaciéo del complement per la via alternativa. L'alliberacié d’anafilotoxines (C3a, C5a) i
altres productes biologicament actius produeix I'activacié de leucocits periferics, I’alliberament

de B-2-microglobulina per les cél-lules mononuclears de sang periférica, la produccié de
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citocines (IL-1, IL-6, TNF) pels monocits i I'alliberament d’espeécies reactives d’oxigen (Reactive
oxigen species, ROS). Al mateix temps es déna una leucopénia transitoria (deguda a una
leuco-agregacié pulmonar) que s’ha relacionat amb alteracions dels receptors de superficie
dels neutrofils. La interaccio de la sang amb la membrana de dialisi produeix I’activacié de la
via intrinseca de la coagulacié i una major activacid plaquetaria, aixi com l'activacié de la
fibrinolisis per I'alliberament de I'activador tissular plasminogen (Chanard et al., 2003; Martin-

Malo i de Francisco, 2012).

Una membrana és més biocompatible com menys reaccions adverses produeixi. Les
membranes de cel-lulosa sén altament bioincompatibles mentre que les membranes de
cel-lulosa sintetica i substituida son bioincompatibles. Les membranes de triacetat de cel-lulosa
i algunes membranes sintetiques (com el policarbonat) tenen una biocompatibilitat intermedia

mentre que altres membranes sintetiques (poliamida, polisulfona) sén biocompatibles.

1.8.3. Complicacions de la dialisi

Durant les sessions de dialisi o en el periode interdialitic els malalts poden experimentar les
seglients complicacions (Arduino et al., 2010; Liangos i Jaber, 2010; Arenas Jiménez et al.,

2012):

- Hemorragies internes (per excés d’heparina) o externes (per desconnexié de la via). Els
pacients poden experimentar una anémia greu (per la perdua de sang dins el dialitzador o a
les vies) i leucopeénia transitoria (per bioincompatibilitat de les membranes).

- Hipotensid, hipertensid i aritmies cardiaques degut a la rapida eliminacié del fluid i rapides
fluctuacions d’electrolits (que també poden causar rampes musculars).

- Sindrome de desequilibri: els simptomes inclouen mal de cap, vOomit, nausees,
desorientacié, inquietud, etc.

- Reaccions anafilactiques produides per productes de desinfeccid dels dialitzadors o
farmacs intravenosos (ferro, heparina, desferrioxamina).

- Dolor lumbar o toracic i fatiga.

- Infeccié de I'accés vascular i altres infeccions viriques (hepatits B i C) i bacterianes i
fungiques.

- Inflamacié produida per bioincompatibilitat de la membrana, infeccions recurrents,
retencié de citoquines i toxines uremiques prooxidants, contaminacio en I'aigua de dialisi o
I’Gs d’aigua no ultrapura.

- Hipoxémia: la disminucié anormal de pressié parcial d’oxigen en sang arterial pot ser

deguda a la ventilacid/perfusié (com a resultat de la leuco-agregacié pulmonar i augment
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de pressio arterial pulmonar) i a la hipoventilacié per perdua de CO; durant la generacié de
bicarbonat a partir d’acetat.

- Complicacions metaboliques: I'acidosi metabolica i la hipopotassémia durant la sessié de
dialisi son degudes a la pérdua de bicarbonat plasmatic i potassi. L’alcalosi metabolica es
pot produir hores després de la dialisi com efecte de rebot.

- Complicacions nutricionals: durant la dialisi es perden proteines hidrosolubles, aminoacids

i oligoelements.

1.9. Dany en el DNA, inestabilitat genomica i cancer en la MRC

Els malalts de MRC presenten uns nivells de dany en el seu DNA elevat respecte a la
poblacié sana. Aixd ha estat detectat mitjancant diversos marcadors de dany genetic com el
test de micronuclis i I'assaig del cometa (Stopper et al., 2001; Rangel-Lépez et al., 2013).
L'augment de dany en el DNA en la MRC pot ser degut a I'estres oxidatiu i carbonil provocat
tant per un increment de les espécies reactives d’oxigen (Reactive oxygen species, ROS) i de
carbonil (Reactive carbonil compounds, RCC), com per una disminucid de la capacitat
antioxidant. A més, aquests malalts també presenten inestabilitat genomica que pot se
conseqliencia de defectes en el procés de reparacié del DNA observats en pacients en pre-
dialisi després de I'exposicié in vitro a radiacié gamma i ultraviolada (Malachi et al., 1993;
Lialiaris i Mavromatidou, 2010). Recentment s’ha demostrat que els pacients amb MRC tenen
afectada la ruta de reparacidé per escissi6 de bases (Base excision repair, BER) i,
consequentment, mostren un increment en els nivells de trencaments en el DNA i de bases

oxidades (Stoyanova et al., 2014).

El primer estudi sobre dany genétic en pacients amb MRC va ser publicat en 1988 per
Cengiz et al. (Cengiz, et al., 1988). En aquest estudi s’analitzaren mostres d’una poblacié de 44
pacients i controls i s’observa que els pacients amb malaltia renal cronica tenien una
freqiéncia més elevada d’intercanvis entre cromatides germanes que els controls. Des
d’aleshores la investigacié sobre el dany genetic en aquests pacients ha continuat i s’ha
diversificat. Donat que els pacients amb MRC no sén una poblacié homogenia, sind una
poblacié molt heterogenia (on trobem pacients en diferents estadis de la malaltia, que poden
rebre diferents tractaments renals substitutius i diferents suplements i medicaments molt
diferents), cal investigar tots aquells factors que poden modular el dany genetic d’aquests

pacients.
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Aixi doncs, revisant la literatura, trobem els seglients tipus d’estudis sobre el dany geneétic
en aquests malalts: (i) estudis del dany genétic que presenta amb la poblacié general amb MRC;
(i) estudis sobre I'efecte del tractament renal substitutiu en el dany genetic d’aquests pacients;
(iii) estudis sobre I'efecte dels suplements i medicaments en el dany genétic que presenten; (iv)
estudis sobre I'efecte dels polimorfismes genétics d’aquests malalts en el dany genetic que

presenten.

La major limitacié de la majoria dels articles dels tres primers apartats és que consten amb
poblacions de malalts i controls molt reduides i sovint n’és dificil treure conclusions fiables. A
més a més, sovint el dany genétic es mesura utilitzant técniques com |’assaig del cometa o

I'analisi de 8-OHdG que mesuren el dany en el DNA no fixat, que encara pot reparar-se.

Lligat amb els elevats nivells de dany en el seu DNA, els malalts amb MRC també presenten
una elevada incidencia de cancer, no només de cancer de ronyd i tracte urinari, sind també de
cérvix, fetge, tiroides i cancers hematologics (Maisonneuve et al., 1999; Vajdic et al., 2006).
Aguest augment de la prevalenca de cancer s’ha trobat tant en malalts amb MRC com en
malalts amb MRC en tractament renal substitutiu, sent els pacients que han rebut un

trasplantament de ronyd els que tenen una major prevalenca.

La MRC i el cancer estan connectats de diverses maneres. La MRC pot causar cancer i a
I’hora el cancer pot causar MRC, a més a més, ambdues malalties comparteixen factors de risc
com l'obesitat, la diabetis, 'edat i I'habit de fumar. El cancer pot ser la causa de la MRC degut
a diversos factors com la nefrectomia, la nefrotoxicitat produida per la quimioterapia, la
radioterapia i el trasplantament de medul-la 0ssia, la nefropatia paraneoplastica i el mieloma

multiple (Cohen, 2006; Stengel, 2010).

Muiltiples factors associats amb la MRC, o amb el tractament d’aquesta, poden contribuir
directa o indirectament a incrementar la formacié de tumors, com per exemple: analgésics i
immunosupressors; factors associats al tractament de dialisi; un mal funcionament del sistema
immunitari i dels mecanismes de reparacié del DNA i la disminucio de la capacitat antioxidant i,
per tant, I'acumulacié d’espécies reactives d’oxigen i espécies reactives carbonils degut a la
incapacitat del sistema renal per eliminar-les; I'acumulacié de compostos carcinogens (amines
heterocicliques i nitrosodimetilamina) (Vamvakas et al., 1998; Herman et al., 2001). Per
aquesta rad cal posar un cert émfasi en el paper que pot jugar 'estrés oxidatiu i carbonil en la

geénesi de compostos amb potencialitat genotoxica i carcinogena en pacients amb MRC
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1.9.1. Estreés oxidatiu

L'estres oxidatiu és el desequilibri entre la produccié de substancies pro-oxidants i la
capacitat de l'organisme per eliminar els reactius formats, mitjancant enzims antioxidants
(com les peroxidases, catalases i dismutases) o mecanismes no enzimatics (com la vitamina C,
EiA), ireparar el dany. Les principals substancies oxidants que es formen en les cel-lules son
les especies reactives d’oxigen (ROS), les quals sén molt destructives ja que ataquen a altres
estructures moleculars per aconseguir electrons per completar la seva valéncia (Gonzalez-Diez,

2001).

La primera i més important ROS en el cos és I'anid superoxid (Oz-), juntament amb el
peroxid d’hidrogen (H;03) i el radical hidroxil (OH-), el qual és genera durant la fosforilacio
oxidativa i el transport d’electrons al llarg de la cadena respiratoria de la membrana
mitocondrial. A part del mitocondri, altres fonts internes de ROS inclouen: el peroxisoma, les
cél-lules inflamatories, la flavina, la adrenalina, la dopamina, les quinones, la NADPH oxidasa i

el complex citocrom P-450, entre altres (Valko et al., 2006; Sosa et al., 2013;).

Els malalts amb MRC tenen un augment de I'estrés oxidatiu degut a diverses causes com
ara el descens d’antioxidants que presenten aquests pacients, la retencid de toxines
uremiques, |'estat d’inflamacié cronica, les infeccions recurrents i I'activacié del complement
per membranes de dialisi no biocompatibles. A més a més, després de la perdua de massa
renal, les nefrones restants incrementen el consum de O, el que causa un augment d’estres

oxidatiu en aquestes nefrones (Nath et al., 1998).

Les ROS poden interaccionar amb diferents macromolécules com lipids, proteines,
carbohidrats i DNA causant dany en aquestes i en teixits. Els acids grassos poliinsaturats i els
fosfolipids sén extremadament sensibles a I'oxidacid. Les ROS poden iniciar una cascada de
peroxidacid lipidica que pot produir dany en la membrana cel-lular (Hashimoto et al., 1996).
L’oxidacid lipidica produeix aldehids reactius com el malondialdehid (MDA), en hidroxinonenal
(HNE) i I’hidroxihexenal (HHE) els quals poden reaccionar amb el DNA i proteines (Marnett,
1999; Doorn i Petersen, 2003). La interaccié de els ROS amb les proteines causa una oxidacié
dels residus laterals dels aminoacids la qual pot causar una modificacié de la funcié biologica
que realitzen. Aquests aminoacids també es poden modificar mitjancant espécies reactives de
carbonil formades per varies fonts com carbohidrats i lipids mitjancant reaccions oxidatives i

no-oxidatives (Abramowitz et al., 2010).

Les ROS també poden reaccionar amb el DNA causant lesions en aquest, que si no son

reparades correctament produiran mutacions, la qual cosa pot contribuir a la formacié de
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tumors. S’han trobat més de 100 productes diferents de I'oxidacié del DNA. Les ROS poden
danyar el DNA causant enllagos creuats de proteines amb el DNA, trencaments simples i
dobles de cadena, alteracions en les bases puriques i pirimidiniques i en I'esquelet de
desoxiribosa (Dizdaroglu et al., 2002; Gandhi i Abramov, 2012). L'oxidacié trobada més
freqlent és la 8-hidroxi-deoxiguanosina (8-OH-dG) com a producte de I'oxidacié del nucleosid
guanosina pel radical hidroxil (Valavanidis et al., 2009). El dany en el DNA pot produir una
parada en el cicle cel-lular, alteracions en la transcripcid i en les vies de transduccié de senyals,
errors en la replicacié e inestabilitat genetica el que es pot traduir en processos de

carcinogenesi (Marnett, 2000; Cooke et al., 2003).

L’estres oxidatiu cronic té també un paper important en la fase de iniciacid i progressio de
la carcinogenesi de varis tipus de cancer (Gupta-Elera et al., 2012; Nourazarian et al., 2014;
Choudhari et al., 2014; Cardin et al., 2014), podent incrementar I'activitat carcinogenica de
diversos xenobiotics facilitant la seva activacié a compostos reactius (Cardin et al., 2014). En el
procés de transformacié cel-lular les ROS afecten a diferents vies de senyalitzacid, incloent
vies mitogéniques i de factors de creixement, i controlen varis processos cel-lulars, incloent la
proliferacid, aixi estimulen el creixement incontrolat de cel-lules (Nourazarian et al.,, 2014). A
més a més, I'increment d’estrés oxidatiu pot reduir la defensa antioxidant contra I'angiogenesi
i la metastasi en cel-lules canceroses (Nourazarian et al.,, 2014). Finalment cal senyalar que les
ROS intervenen en la motilitat cel-lular i les propietats invasives de les cél-lules tumorals i
contribueixen en la remodelacié de la matriu extracel-lular (Extracellular matrix, ECM),
incrementen la neo-angiogenesi i estan involucrades en la reprogramacido metabolica de les

cél-lules tumorals (Costa et al., 2014).

1.9.2. Estrés carbonil

S’anomena estres carbonil a I'acumulacié de compostos reactius de carbonil (RCC) i al
conjunt de proteines modificades formades per els RCC. Les RCC es poden formar a partir de
diverses fonts com carbohidrats i lipids i aminoacids (Miyata et al., 2001). La peroxidacio
lipidica causada per les ROS genera hidroperoxids i endoperoxids que es fragmenten produint
una gran varietat d’intermediaris reactius anomenats compostos reactius de carbonil (RCC)
com aldehids insaturats (HNE, HHE i acroleina), di-aldehids (MDA i glioxal), i ceto-aldehids

(metilglioxal) (Pamplona, 2011).

Els sucres, i productes de degradacié d’aquests, poden produir RCC per dues vies diferents:
reaccions d’autooxidacié (Wells-Knecht et al., 1995) o reaccions de Maillard a través de

productes d’Amadori) (Thornalley et al., 1999). Alguns RCC, com el metilglioxal (MGO) i el
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glioxal (GO), es poden formar a partir de varies fonts diferents (per exemple carbohidrats i
lipids). La Figura 9 mostra un esquema de les principals vies de formacié i metabolisme del

metilglioxal, com exemple de RCC.
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Figura 9. Esquema de les principals vies de formacié del metilglioxal (Vistoli et al., 2013). Les

linies discontinues indiquen la formacid no enzimatica de MGO.

L’estres carbonil en la MRC pot ser degut tant a I'increment en la produccié de RCC degut a
I’estres oxidatiu, com a la disminucié de la capacitat de metabolitzar els RCC. El metabolisme
del MGO i del GO, per exemple, es realitza principalment pel sistema glioxalasa (depenent de
glutatié (GDH)) i altres enzims com l'aldehid reductasa, l'aldosa reductasa (depenent de
NADPH), etc. La disminucié d’antioxidants, possiblement degut al seu consum per eliminar les
ROS, produeix una incapacitat de metabolitzar RCC i la seva conseqlient acumulacié (Vander et

al., 2003; Workman, 2004; K. Yang et al., 2011).

Respecte al paper que juguen les ROS i RCS en la patologia urémica, es coneix que ambdds
grups de compostos modifiquen I'estructura de diverses proteines éssent responsable de
I’acceleracié d’aterosclerosi en pacients urémics (Baynes i Thorpe, 2000) i també contribuint a
I’'amiloidosi relacionada amb la dialisi (Miyata et al., 1993; Niwa et al., 1995). Els aldehids
reactius poden causar citotoxicitat a I'interaccionar amb proteines i membranes causant la
pérdua de funcié de transportadors de membrana, enzims, components de senyalitzacié

cel-lular, factors de transcripcio, etc. (Sliman et al., 2010; Pillon et al., 2010; Martyniuk et al.,
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2011). També poden causar genotoxicitat (Kasai et al., 1982; Eckl et al. , 1993; Stopper et al.,
2003), induir apoptosi (Kang et al,, 1996; Bae et al., 2011), i activar vies de senyalitzacio
(Akhand et al., 2001).
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Objectius

2.0BJECTIUS

Els pacients amb malaltia renal cronica (MRC) tenen una alta incidéncia de cancer i alts nivells
de dany genétic. Donat que aquests pacients sdn una poblacid molt heterogenia (on trobem
pacients en diferents estadis de la malaltia, i que reben diferents tractaments), cal investigar
tots aquells factors que poden modular el dany genetic d’aquests pacients, indagant en les

Seves causes.

En aquest context, I'objectiu principal d’aquesta tesi doctoral ha estat estudiar el dany genétic
en una poblacié de pacients amb MRC i avaluar, mitjangant estudis longitudinals, si diferents

tecniques de dialisi poden modular el dany observat en aquests pacients.

Per aixo ens vam proposar els seglients objectius:

Avaluar els nivells de dany genetic i radiosensibilitat mitjancant el test de MN en una

poblacié de malalts amb MRC.

e Avaluar I'efecte del temps en hemodialisi en el dany genétic i la radiosensibilitat dels
pacients mitjancant el test de MN.

e Avaluar l'efecte del tractament de hemodiafiltraci6 en el dany genétic, Ia
radiosensibilitat i a capacitat antioxidant dels malalts, mitjancant el test de MN i
|'assaig que mesura la capacitat antioxidant equivalent al Trolox.

e Avaluar I'efecte de les membranes de polisulfona recobertes amb vitamina E en els

nivells de dany genétic, dany oxidatiu, radiosensibilitat i capacitat antioxidant dels

malalts mitjangant el test de MN, I'assaig del cometa i I’assaig que mesura la capacitat

antioxidant equivalent al Trolox.

Per una altra banda, la fibrosi tubulo-intersticial té un paper clau en la progressié del dany
renal i es considera que és la via comu per la qual diverses patologies renals esdevenen en
malaltia renal cronica avancada. La fibrosi tubulo-intersticial és el resultat d’'una reparacio
aberrant on el teixit epitelial és substituit per una cicatriu produida per I'acumulacié de matriu
extracel-lular (Extracellular matrix, ECM). Donat que la inflamacié cronica i 'ambient urémic
estan involucrats en la reparacié de ferides i accentuen el dany renal dels pacients amb
malaltia renal cronica, és necessaria una millor comprensié del paper que les toxines
urémiques juguen en la reparacio de ferides i en la fibrosi, per a trobar mecanismes per a

frenar la fibrosis renal. En aquest context, un altre objectiu plantejat ha estat:
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Avaluar in vitro I'efecte de quatre compostos reactius carbonil (glioxal, metilglioxal,
malondialdehid i hidroxihexenal) sobre la capacitat de reparar lesions en I'epiteli
proximal tubular, mitjancant I'assaig de reparacié de ferides i tecniques moleculars

com la RT-gPCR, western blot, immunofluorescéncia i zimografia.
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3. RESULTATS

Els resultats d’aquesta Tesi Doctoral queden reflectits en el contingut dels seglients manuscrits:

R/
0‘0

Article 1:
Radiosensitivity in patients suffering from chronic kidney disease. International Journal

of Radiation Biology. 2015; 91:172-178.

Article 2:
Time in hemodialysis modulates the levels of genetic damage in hemodialysis

patients. Environmental and Molecular Mutagenesis. 2014; 55: 363—-368.

Article 3:
Genetic damage in patients moving from hemodialysis to online hemodiafiltration.

Mutagenesis. 2015; 00: 1-5. doi:10.1093

Anexe 1:
Does the use of vitamin E-coated dialysis membranes reduce the levels of genetic
damage in hemodialysis patients?

Anexe 2:

RCC impair wound healing by vimentin collapse and loss of the primary cilium
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ARTICLE 1

Radiosensitivity in patients suffering from chronic kidney disease.

Lara Rodriguez-Ribera, Zuray Corredor, Silvia B. Sandoval, Elisabet Coll, Irene Silva,

Juan Manuel Diaz, José Ballarin, Ricard Marcos, Susana Pastor.
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Resultats

3.1 Resum de I’article 1

Radiosensitivity in patients suffering from chronic kidney disease

Antecedents: Els pacients amb malaltia renal cronica (MRC) tenen una alta incidéncia de
cancer i alts nivells de dany genétic. Com a conseqliencia de defectes en el procés de reparacio
s’ha suggerit que aquests malalts presenten inestabilitat cromosdomica. L'objectiu d’aquest
estudi és determinar els nivells d’inestabilitat genomica en una gran poblacié de malalts i
avaluar si la inestabilitat genomica és inherent a la malaltia o esta associada al procediment de
dialisi.

Meétodes: es van avaluat, mitjancant el test de micronuclis (MN) en limfocits de sang periferica,
els nivells basals de dany geneétic i el dany genetic net després d’irradiar la sang dels malalts
amb 0.5 Gy de radiacié gamma. En I'estudi participaren un total de 552 individus; 179 individus

eren controls sans mentre que els altres 373 eren pacients en diferents estadis de la malaltia,

incloent un grup de 173 pacients sotmesos a hemodialisi (HD).

Resultats: El dany genétic net induit per la radiacid era major en malalts que en controls i,
aquest fet, es va observar ja a partir dels primers estadis de la malaltia i fins als ultims. Per
altra banda es va confirmar que el procés de dialisi no indueix més inestabilitat gendomica ja
qgue no s’observaren diferéncies en els nivells de dany net entre malalts en dialisi i malalts en
estadis 4 i 5 (pre-dialisi) de la malaltia. L'index de proliferacié per bloqueig de la citocinesi
(CBPI) suggereix que hi ha una taxa més baixa de replicacié dels limfocits en els malalts, ja que
els malalts en pre-dialisi o HD tenien un CBPI significativament menor que els controls. Es va
observar una correlacié positiva entre el dany basal i la freqliéncia de micronuclis neta tant en
controls com en malalts i malalts en HD. Aquest fet indica que els nivells de dany genétic estan

modulats per un patrimoni geneétic individual subjacent.

Conclusid: Els nostres resultats indiquen que els pacients amb malaltia renal cronica presenten
inestabilitat genomica mesurada com un increment de radiosensibilitat cromosomica davant la

radiacio ionitzant.
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Abstract

Purpose: Patients suffering from chronic kidney disease (CKD)
exhibit a high incidence of cancer, as well as high levels of genetic
damage. We hypothesized that these patients show genomic
instability detected as an increased chromosomal radiosensitiv-
ity in front of the genetic damage induced by ionizing radiation.
Material and methods: The background levels of genetic dam-
age and the net genetic damage after in vitro irradiation with
0.5 Gy were analyzed using the micronucleus (MN) assay in
peripheral blood lymphocytes. A total number of 552 individuals
(179 controls and 373 CKD patients) were included in the study.

Results: The net radiation-induced genetic damage was signifi-
cantly higher in CKD patients than in controls; but no differences
between those patients submitted to hemodialysis and those
in pre-dialytic stages were detected. A positive correlation was
observed between basal and net micronucleus frequencies
in CKD patients what would indicate an underlying genetic
background modulating DNA damage levels.

Conclusions: Our results indicate that CKD patients present
genomic instability, measured as an increased chromosomal
radiosensitivity in front of ionizing radiation.

Keywords: Chronic kidney disease (CKD) patients, micronucleus
assay, uremic state, radiosensitivity
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Time in hemodialysis modulates the levels of genetic damage in hemodialysis
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3.2 Resum de I'article 2

Time in hemodialysis modulates the levels of genetic damage in

hemodialysis patients

Antecedents: Els alts nivells de dany genétic observats en els limfocits dels pacients amb MRC
poden ser deguts a I'alta inestabilitat genética que presenten degut a defectes de reparacio, o
a l'efecte genotoxic d’algunes toxines uréemiques, o a la reduccié dels seus nivells
d’antioxidants. S’assumeix que el tractament de dialisi pot disminuir els nivells de dany genétic
ja que neteja la sang de toxines urémiques que causen estres oxidatiu. Tot i aixi, el procés de
dialisi pot causar estres oxidatiu degut al contacte de la sang amb materials no biocompatibles
del circuit extra-corpori. L'objectiu d’aquest estudi és avaluar I'efecte de |I’"hemodialisi en els

nivells de dany d’aquests malats.

Meétodes: Hem realitzat un estudi longitudinal on s’ha realitzat un seguiment de 70 pacients
en hemodialisi durant una mitjana de 15 mesos (interval 6-30 mesos). Per analitzar els nivells
de dany geneétic s’ha utilitzat el test de micronuclis en limfocits de sang periférica. A més a més,
s’ha analitzat el dany genetic induit per la radiacié ionitzant per avaluar canvis en la

radiosensibilitat d’aquests pacients.

Resultats: Els nostres resultats mostren que, al final de I'estudi, els nivells de dany genétic
basals (9,9 + 1,0 vs 7,6 £ 0,7) i la radiosensibilitat (38,56 + 3,0 vs 27,66 + 2,4) disminuiren
significativament. A l'inici de I'estudi els pacients portaven una mitjana de 35 mesos en
hemodialisi (interval 1-259 mesos). Es demostra que el temps inicial en HD no es correlaciona
amb els nivells de dany basal ni amb els de dany induit net que tenen els pacients. En canvi,
com més temps va transcorrer entre les dues mostres més va disminuir tant la freqliencia de
MN com la freqliencia de MN induits, tot i que aquesta correlacid només era significativa en el

segon cas (r = 0,349, P=0,008).

Conclusid: el procés de dialisi ajuda a millora els nivells de dany en el DNA i incrementar
I’habilitat de reparacié en els pacients amb MRC. Aquests resultats suggereixen que el risc de

dany genetic causat pel procés de HD és limitat.
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Brief Communication

Time in Hemodialysis Modulates the Levels of Genetic
Damage in Hemodialysis Patients
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It is assumed that hemodialysis treatment can
diminish the levels of genefic damage in circu-
lating lymphocytes by cleaning the blood of
uremic foxins that cause oxidative stress. How-
ever, the hemodialysis process by itself may
also induce genomic damage by producing
reactive oxygen species (ROS). We conducted
a follow-up study in a group of 70 hemodialy-
sis patients followed for a mean time of 15
months. We investigated the effect of exposure
time in hemodialysis on the levels of genetic
damage in peripheral blood lymphocytes using
the micronucleus assay. In addition, genetic

damage after in vitro irradiation with 0.5 Gy
was also analyzed to evaluate changes in
radiosensitivity. Our results showed that, at the
end of the study, there was a decrease in both
the basal levels of genetic damage (9.9 +1.0
vs. 7.6*0.7) and radiosensitivity values
(38.5+3.0 vs. 27.6+2.4). We conclude that
hemodialysis procedures may act as an amelio-
rating factor reducing the genetic damage pres-
ent in chronic kidney disease patients. Environ.
Mol. Mutagen. 55:363-368, 2014. © 2014
Wiley Periodicals, Inc.

Key words: CRF patients; micronucleus assay; uremic state; radiosensitivity
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3.3 Resum de l'article 3

Genetic damage in patients moving from hemodialysis to online

hemodidfiltration

Antecedents: L’hemodiafiltracio (HDF) és una tecnica mixta que utilitza la conveccid i difusié
per eliminar les substancies de rebuig i excés de fluid acumulats en els malalts amb MRC.
L'HDF és capac¢ d’eliminar substancies que no s’eliminen o s’eliminen amb una menor
eficiéncia en ’HD convencional. Es per aixd que I"HDF pot ser una bona alternativa a 'HD per

disminuir els nivells de dany genétic que tenen els pacients amb MRC.

Meétodes: Per determinar si I’HDF és una tecnica eficag per a disminuir els nivells de dany en el
DNA del pacients amb MRC hem analitzat la freqiéncia de micronuclis de 33 pacients abans i 6
mesos després de canviar de HD a HDF. A més, s’han mesurat els possibles canvis en

radiosensibilitat i en la capacitat antioxidant del plasma.

Resultats: Els nostres resultats indiquen que canviar de HD a HDF ha causat una reduccié en
els nivells basals de dany geneétic significativa (8,94 + 1,3 vs 5,96 + 0,6) pero no ha afectat a la
inestabilitat genomica. La capacitat antioxidant del plasma ha incrementat, perd no s’ha

observat una correlacié entre I'increment d’aquesta i la disminucid del dany genetic.

Conclusions: Els nostres resultats confirmen la utilitat de ’'HDF com alternativa a I’'HD per
millorar els nivells de dany genétics dels malalts amb MRC. A més a més, la millora de la
capacitat antioxidant suporta els beneficis observats de I’'HDF ja que una part important dels

agents inductors de dany en el DNA sdn el resultat de I'estres oxidatiu.
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Abstract

End-stage renal failure patients exhibit a high incidence of genetic damage and genomic instability.
Part of this genetic damage is assumed to be caused by the hemodialysis (HD) procedure. To
reduce these effects, different alternative HD procedures have been proposed, such as the use
of high efficiency convective therapies to improve the reactive oxygen species/antioxidant ratio.
To determine the efficiency of online hemodiafiltration (HDF) technique on the levels of DNA
damage, we have measured the frequency of micronucleus in peripheral blood lymphocytes of
33 individuals moving from low-flux HD to post-dilution online HDF. In addition to basal levels of
genetic damage, potential changes in radiosensitivity were measured as indicators of genomic
instability. Plasma antioxidant capacity was also determined. Second samples were obtained
after 6 months on the HDF protocol. Results indicate that moving to online HDF therapy produce
a significant reduction of the basal levels of genetic damage, but does not affect the genomic
instability status. In addition, a greater increase in plasma antioxidant capacity was observed. In
spite of the lack of correlation between these parameters, our results confirm the usefulness of the
online HDF technique as a way to reduce DNA damage in HD patients.
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3.4 Resum de ’article 4

Does the use of vitamin E-coated dialysis membranes reduce the levels

of genetic damage in hemodialysis patients?

Antecedents: La disminucié de vitamines i antioxidants és considerada una de les causes de
I"'augment de dany genetic en la poblacid amb MRC. A més, el procés de dialisi també causa
estres oxidatiu degut al contacte de la sang amb materials no biocompatibles del circuit extra-
corpori. L'Us de membranes de dialisi recobertes de vitamina E podria ajudar a eliminar I'estres

oxidatiu d’aquests malalts i aixi aconseguir reduir els seus nivells de dany genetic.

Meétodes: Hem avaluat els canvis en els nivells de dany genétic en malalts que han passat
d’utilitzar membranes de HD de polisulfona (PS) a membranes de polisulfona recobertes de
vitamina E (PSE). El dany geneétic s’"ha mesurat utilitzant I’assaig de micronuclis en limfocits de
sang periférica i I'assaig del cometa en dos periodes de temps, abans i 6 mesos després de

utilitzar PSE.

Resultats: Quan vam utilitzar I'assaig del cometa amb I'’enzim formamidopirimidina DNA
glicosilasa (FPG) varem observar una disminucid significativa dels nivells de dany oxidatiu
després de I'is de membranes de PSE (35,64 + 2,548 vs 22,05 + 2,846). Tot i aix0, ni els nivells
de trencaments de DNA basal (8,65 + 0,735 vs 9,49 + 0,473) ni la freqliéncia de micronuclis
(8,69 = 1,38 vs 10,66 + 1,66) va disminuir a I'utilitzar membranes de PSE. Tampoc es van

observar canvis en la capacitat antioxidant del plasma (0,17 + 0,02 vs 0,15 + 0,02).

Conclusions: Tot i que les membranes de PSE redueixen les bases oxidades del DNA no han
demostrat canvis significatius en la capacitat antioxidant del plasma ni en la freqiéncia basal

de MN ni en els trencaments de DNA.

(El contingut d’aquest manuscrit es troba en I'annex 1)
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3.5 Resum de I'article 5

Reactive Carbonil Compounds impair wound healing by vimentin

collapse and loss of the primary cilium

Antecedents: La fibrosi tubulo-intersticial té un paper clau en la progressié del dany renal i és
la via comu per la qual diverses patologies renals esdevenen en la malaltia renal cronica
avancada. Després de produir-se una lesid en el ronyé les cel-lules epitelials reparen la ferida
mitjancant el procés de transicid epiteli-mesénquima (EMT), que permet a les cél-lules migrar i
re-epitelitzar el lloc de la ferida. La fibrosi tubulo-intersticial és el resultat d’'una reparacio
aberrant on el teixit epitelial és substituit per una cicatriu produida per I'acumulacié de matriu
extracel-lular. La inflamacid cronica i 'ambient urémic se suposa que estan involucrats en la
reparacio de lesions i accentuen el dany renal dels pacients amb malaltia renal cronica. En
aquest article hem avaluat I'efecte que produeixen quatre compostos reactius de carbonil

sobre la capacitat de reparar lesions en |'epiteli proximal tubular.

Meétodes: Els quatre compostos reactius de carbonil utilitzats en aquest estudi van ser el
glioxal (GO), el metilglioxal (MGO), el malondialdehid (MDA) i I’hidroxihexenal (HHE). La
capacitat de reparacié s’analitza mitjancant I'assaig de reparacié de ferida en cel-lules de
I'epiteli proximal tubular (HK-2). 'EMT es va avaluar mitjancant canvis morfologics, proteics i
de I'expressié génica mitjancant microscopia, western blot, zimogrames i RT-gPCR. Mitjangant

immunofluorescéncia es van observar canvis en la vimentina i en els cilis de les cél-lules.

Resultats: Els tractaments amb MDA i GO endarrereixen la reparacié de les ferides mentre els
compostos MGO i HHE no causen aquest efecte. A més, les cél-lules tractades amb MDA i GO
mostren un col-lapse de la vimentina que causa una disminuci6 de mRNAs (Messenger
ribonucleic acid, Acid ribonucleic missatger) de col-lagen. A més, el MDA i GO produeixen la
desciliacié de les cel-lules proximals. EIl HHE produeix canvis morfologics i I'expressié de
marcadors mesenquimals, compatibles amb I'EMT, aixi com també un increment de |'activitat

gelatinasa.

Conclusions: Aquest es el primer cop que s’avaluen els efectes dels compostos RCC en la
reparacid de ferides en cultius cel-lulars de cél-lules de ronyé. Els compostos RCC mostren
efectes diferenciats en la reparacid de ferides. El MDA i el GO endarrereixen el tancament de
les ferides mitjancant la disrupcié de la vimentina i la desciliacid de les cél-lules del tubul

proximal. (El contingut d’aquest manuscrit es troba en I'annex 2)
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4. Discussio

La malaltia renal cronica (MRC) és un problema global de salut publica amb una
incidéncia en augment, degut a I'envelliment de la poblacié i a I'increment de persones amb
diabetis, obesitat, hipertensié i malalties cardiovasculars (Fox et al., 2004; Hsu et al., 2005;
Coresh et al., 2007). L’augment de la incidéncia de la MRC i les millores en el tractament de la
MRC i la malaltia cardiovascular allarguen la vida del malalt, incrementant aixi la seva

prevalenca.

Les persones amb MRC tenen alts nivells de dany en el DNA i presenten inestabilitat
genomica (Tarng et al., 2001; Liu, 2001; Sandoval et al., 2012). Aix0 pot ser degut a I'estres
oxidatiu i carbonil, al descens d’antioxidants i/o als defectes en la reparacié del DNA, observats
ens aquests pacients. El procés de dialisi, a més, es pensa que podria ser una de les causes de
I’estres oxidatiu en aquests pacients incrementant aixi els seus nivells de dany geneétic. L’Us de
noves tecniques de dialisi, noves membranes i la terapia amb antioxidants podrien ajudar a
disminuir el dany genétic en aquests malalts i les seves conseqiiéncies. Es per aixd que en
aquesta Tesi ens hem proposat analitzar el dany geneétic dels pacients amb MRC i avaluar com
les diferents tecniques de dialisi poden modular els nivells de dany en aquests pacients. Hem
realitzat un estudi transversal on hem analitzat els nivells de dany genetic i la radiosensibilitat
dels pacients amb MRC i tres estudis longitudinals, amb els quals hem analitzat I'efecte de I'HD,
I’'HDF i 'HD amb membranes de vitamina E en el dany genetic, en la radiosensibilitat dels

pacients, i en la capacitat antioxidant del plasma.

Els nostres resultats mostren que els pacients amb MRC, des de I'inici de la malaltia,
presenten més dany genétic i inestabilitat gendmica que els controls, de manera que el dany
genetic observat sembla ser degut majoritariament a la inestabilitat genomica i no a altres
factors associats amb la progressid de la malaltia. El temps en hemodialisi ajuda a disminuir els
nivells de dany en el DNA i a incrementar I habilitat de reparacio en els pacients amb MRC.
L‘hemodiafiltracié és una bona alternativa a I'HD per disminuir els nivells de dany genétic dels
malalts amb MRC i millorar la seva capacitat antioxidant, pero en canvi I'is de membranes de
vitamina E, tot i que redueixen les bases oxidades del DNA, no han demostrat canvis
significatius en la capacitat antioxidant del plasma ni en la freqiiencia basal de MN i de

trencaments en el DNA .

Cengiz et al. publicaren en 1988 el primer estudi sobre dany geneétic en pacients amb

MRC. En aquest estudi s’analitzaren mostres d’una poblacié de 44 pacients i controls i
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s’observa que els pacients amb malaltia renal cronica tenien una freqliiéncia més elevada
d’intercanvis de cromatides germanes que els controls. Després del primer estudi de Cengit et
al. s’han publicat diversos estudis avaluant tant el dany genétic com la capacitat de reparacié

en malalts amb MRC. Entre aquest treballs destaquen els seglients:

- 1988-1993: es publiquen tres estudis (amb poblacions de 10 a 11 pacients amb MRC i 10-
11 en HD) on analitzant la sintesi de DNA no programada veuen com els pacients amb MRC
tenen menys capacitat de reparar el dany induit per llum ultraviolada o radiacié gamma
que els controls (Friedman et al., 1988; Zevin et al., 1990; Malachi et al., 1993). Els
resultats difereixen a I'hora de decidir si els pacients en HD tenen una reparacié equivalent
a la dels controls o és reduida com la dels malalts no dotmesos a HD.

- 1996: es publica un estudi amb 60 malalts en HD i 13 controls on els pacients amb HD
mostren una menor capacitat de reparacié que els controls (Vamvakas et al., 1996).

- 2001: Tarng et al. (2001) observen que els pacients amb HD tenen més 8-OHdG que els
controls, en una poblacié de 112 pacients en HD i 112 controls. Stopper et al. (2001)
demostren que els pacients en MRC (N=23) i HD (N=26) tenen més dany genétic, mesurat
amb I'assaig del cometa, que els controls (N=21). Liu et al. (2001) troben més delecions en
el DNA mitocondrial en pacients amb MRC (N=162) que en els controls (N=236).

- 2006: Boxal et al. (2006) observen que els pacients amb MRC presenten major inestabilitat
genomica ja que tenen els telomers més curts que els controls sans.

- 2010 Stoyanova et al. (2010) observen mitjangant I'assaig del cometa que els pacients en
HD (77) tenen més dany que els pacients amb MRC (64) i aquests tenen més dany que els
controls (N=61). Sandoval et al. (2010), en canvi, no observen diferéncies entre els pacients
en HD i els pacients en MRC que encara no han comencat I’'HD, pero si que observen una
major freqiiencia de MN en malalts (N=103) i malalts sotmesos a HD (N=98) que en controls
(N=57).

- 2012: Sandoval et al. (2012) demostren com els pacients amb MRC tenen més
radiosensibilitat que els controls i els pacients en HD sén més radiosensibles que els
pacients amb MRC.

- 2013: Rangel-Lopez et al. (2013) mitjangant 'assaig del cometa i el test de MN troben més
dany en pacients amb MRC que en els controls, perd no observen diferencies entre pacients
en HD i controls.

- 2014: Corredor et al. (2014), mitjangant I'assaig del cometa, observen com 206 pacients
amb MRC tenen més dany que 187 controls. No s’observen diferencies entre els pacients

amb MRC i els pacients amb MRC sotmesos a HD (N=209). Stoyanova et al. (2014)
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demostren que els pacients amb alts nivells de dany en el DNA tenen una capacitat de

reparacio per escissié de bases menor que els malalts amb baixos nivells de dany.

La major limitacié de la majoria dels estudis publicats és que treballen amb poblacions
de malalts i controls molt reduides i sovint n’és dificil treure conclusions fiables. Una altra
limitacid dels estudis és que sovint el dany geneétic es mesura utilitzant técniques com I'assaig
del cometa o I'analisi de 8-OHdG que mesuren el dany en el DNA no fixat, i que encara es pot

reparar.

El nostre grup d’investigacié s’ha dedicat a avaluar els nivells de dany geneétic en
pacients amb MRC des de I’any 2007. Es per aixd que el gran nombre d’individus utilitzats en
les publicacions del nostre grup contrasten amb les dels altres articles on s’utilitzen poblacions
menors ( Sandoval et al., 2010; Stoyanova et al., 2010; Sandoval et al., 2012; Corredor et al.,
2014). Per a mesurar el dany genetic i la radiosensibilitat en els nostres estudis hem utilitzat
I'assaig de micronuclis (MN). Els micronuclis (MN), sdn masses de cromatina envoltades de
membrana nuclear amb forma de petits nuclis que es troben prop del nucli principal de la
cel-lula interfasica. S6n formats durant la telofase mitotica o meiotica quan fragments de
cromosomes aceéntrics (produits per trencaments cromosomics) o cromosomes sencers que no
han migrat cap al fus s’envolten de membrana nuclear. Els MN es poden produir tant de
manera espontania o com a conseqliéncia d’agents genotoxics (quimics o fisics) que
produeixen trencaments en el DNA o aneuploidies. L’assaig de MN en limfocits de sang
periférica, per tant, permet detectar el dany en el DNA fixat produit tant per agents
clastogénics com aneugeénics (Fenech, 2007). Cal dir que la freqiencia de MN en els limfocits
de sang periféerica es considera un bon biomarcador predictiu de risc de cancer (Bonassi et al.,
2007). El test de MN permet mesurar, a més, la sensibilitat a la radiacié ionitzant
(radiosensibilitat), que ens indica la inestabilitat gendmica o la baixa capacitat de reparar dany

en el DNA (Mozdarani, 2005; Chistiakov, 2008; Baeyens i Slabbert, 2010; Bhatia i Kumar, 2014).

En el nostre estudi (article 1) hem avaluat, en una gran poblacid, els nivells basals de
dany genétic i el dany geneétic net després d’irradiar la sang dels malalts a 0,5 Gy amb radiacié
gamma. En I'estudi participaren un total de 552 individus dels quals 179 individus eren controls
sans, mentre que els altres 373 eren pacients en diferents estadis de la malaltia, incloent-hi un
grup de 173 pacients sotmesos a hemodialisi (HD). Els nostres resultats confirmen que els
pacients amb MRC tenen un dany genétic incrementat respecte els controls pero, en contra
del que anteriorment es pensava, el dany genétic no incrementa amb la progressié de la

malaltia sind que esdevé incrementat des de I'inici (Sandoval et al., 2010). Els nostres resultats

73



Discussio

amb l'assaig de MN concorden amb els resultats de Corredor et al. (2014) en |'assaig del
cometa que, en ampliar la mostra poblacional del treball publicat per Stoyanova et al. (2010),
van observar que els nivells de dany en el DNA no estaven relacionats amb la severitat de la
patologia ja que no correlacionaven amb I'index de filtrat glomerular i s’observaven nivells de

dany elevats des de I'inici de la malaltia.

Aixi doncs, el dany genetic observat en aquests pacients amb MRC sembla ser degut,
majoritariament, a la inestabilitat genomica que hem observat que tenen els malalts des de
I'inici de la malaltia i no esta afectat pel procés de dialisi, més que a altres factors associats a la
progressid de la malaltia com ara I'acumulacié de toxines uremiques amb potencial genotoxic
(com els productes finals de glicacié avancada (Advanced glycation end products, AGEs) i els
productes finals de lipoxidacié avancada (Advanced lipoxidation end products, ALEs)),
incrementada especialment en pacients amb malaltia renal cronica avangada, i la possible
produccié de dany oxidatiu en el procés de dialisi (Schinzel et al., 2001; Fragedaki et al., 2005;
Schupp et al., 2010; Rangel-Lopez et al., 2013). La inestabilitat genética pot iniciar el cancer,
augmentar la seva progressié i influir en el pronostic dels pacients afectats (Ferguson et al.,
2015). Estudis prospectius han demostrat que nivells elevats de dany cromosomic estan
associats a un increment en el risc de desenvolupar tumors (Bonassi et al., 2007; Bonassi et al.,
2008). La predisposicié individual a la inestabilitat genomica pot ser deguda a I'existéncia de
polimorfismes en gens, com els de reparacié del DNA, involucrats en el manteniment de la
integritat genomica (Nemec et al., 2010). Els pacients amb MRC tenen menys capacitat de
reparar el dany en el DNA que els controls sans (Malachi et al., 1993), i recentment Stoyanova
et al. (2014) ha demostrat que els pacients amb alts nivells de dany en el DNA tenen menor
capacitat de reparacié, pel mecanisme d'escissid de bases, que els pacients amb nivells de
dany en el DNA menors. Aixo confirma la predisposicié genetica dels pacients amb MRC a tenir
alts nivells de dany en el DNA i concorda amb la correlacié positiva que hem observat entre el
dany basal i radioinduit, tant, en pacients com en controls. Polimorfismes en els gens XPD i
XRCC1 han estat associats amb el risc de desenvolupar MRC en la poblacié egipcia i turca
(Trabulus et al., 2012; Radwan et al., 2015) i polimorfismes en els gens de la via de reparacio
per escissié de bases MUTYH i OGG1 han estat associats amb tenir uns nivells de 8-OHdG
majors en pacients en HD i amb un increment en el risc a desenvolupar MRC en la poblacié
xinesa, el qual suggereix que el dany oxidatiu en el DNA pot estar involucrat en el
desenvolupament de la malaltia (Cai et al., 2012). L’associacié d’'una forma rara de malaltia
renal cronica anomenada nefritis intersticial cariomegalica (KIN) amb mutacions en el gen

FAN1, involucrat en la via de reparacid d’entrecreuaments entre cadenes del DNA, ha
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demostrat la relacié entre la fibrosi renal, el dany en el DNA i la seva reparacié (Zhou et al.,

2012).

Al classificar els pacients segons la preséncia de malalties cardiovasculars (MCV) no
hem trobat diferencies en el dany basal en el DNA pero0 si en els nivells de dany induit. En el
nostre estudi els pacients amb MRC i MCV presentaren més radiosensibilitat que els pacients
sense MCV, fet que s’observa també en els pacients en HD. L'acumulacié de dany en el DNA
s’esta actualment reconeixent com un factor causal en la iniciacié i progressié de
I'aterosclerosi (Sitaraman et al., 2014; Shah i Mahmoudi, 2015; Yoon et al., 2015). A més, tant
factors de risc cardiovasculars com MCV comunes, com aterosclerosi, fallada cardiaca i

hipertensid, s’han associat amb telomers curts en leucocits (Fyhrquist et al., 2013).

Aixi doncs, el dany genétic observat en aquests pacients és degut a la suma de varis
factors com I'efecte genotoxic d’algunes toxines urémiques (Fragedaki et al., 2005; Schupp et
al., 2005), la reduccié d’antioxidants (Vaziri et al., 2003; Stopper et al., 2008; Schupp et al.,
2008) i, on destaca especialment, I'alta inestabilitat genetica que presenten, degut a defectes
en la reparacié (Malachi et al., 1993; Sandoval et al., 2012; Stoyanova et al., 2014). A més a
més, el procés de dialisi també pot causar estrés oxidatiu degut al contacte de la sang amb
materials no biocompatibles del circuit extra-corpori (Jackson et al., 1995; Spittle et al., 2001).
Independentment de I'origen del dany genétic d’aquests pacients, el que des del punt de vista
clinic és interessant és aconseguir reduir el nivells de dany en el DNA d’aquesta poblacié. Per
evitar les seves conseqliencies, el nostre objectiu ha estat veure si les diferents tecniques de
dialisi poden modular el dany observat en aquests pacients. L’ impacte de I’HD en els nivells de
dany genetic ha estat el focus de varis estudis, tot i que no s’ha arribat a conclusions definitives.
Els nostres resultats (article 1) mostren que els pacients en tractament d’'HD no tenen més
dany genetic que els pacients en MRC no sotmesos a dialisi. Malgrat s’ha citat un major dany
en pacients amb HD (Stopper et al., 2001; Stoyanova et al., 2010), recentment, s’ha trobat que
els pacients amb HD no mostren més dany genétic que els controls o que inclus tenen menys
dany que els controls (Rangel-Lépez et al., 2013; Corredor et al., 2014). Aquestes discrepancies
entre els resultats dels diferents estudis poden ser atribuides a mostres de poblacio petites i a
diferéncies existents entre els grups de pacients, com ara suplements dietaris, medicines o
diferéncies en els tractaments de dialisi. Tot i que s’ha trobat una tendéncia, en pacients que
comencen el tractament d’hemodialisi, a reduir el dany genétic (Kobras i Schupp, 2006; Schupp

et al., 2006), Stopper et al. (1999) i Roth et al.(2008) trobaren que els pacients sotmesos
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durant un llarg periode de temps a HD tenen més dany genetic; en canvi, en altres estudis

aquesta associacié no es va trobar (Stopper et al., 2001).

Per tal d’aclarir I'efecte de I’hemodialisi en els nivells de dany en aquests malalts vam
realitzar un estudi longitudinal (article 2) amb 70 pacients en HD. Varem avaluar la freqiéncia
de MN i la radiosensibilitat durant una mitjana de 15 mesos (interval 6—-30 mesos) i es va
observar com el dany genetic basal (9,9 + 1,0 vs 7,6 + 0,7) i la radiosensibilitat (38,56 + 3,0 vs
27,66 £ 2,4) disminuiren significativament. En estudis transversals Stopper et al. (1999) i Roth
et al. (2008) trobaren més dany en pacients que havien estat en HD durant 10 i 7 anys,
respectivament. El fet que en el nostre estudi longitudinal no s’observés aquesta relacid, siné
una reduccid en el dany, podria ser deguda a que els nostres pacients a l'inici de I'estudi
només portaven en HD 2,9 anys. Per tant, els resultats podrien variar si es realitzés un
monitoratge amb pacients que portessin un temps llarg en HD. Tot i que, el temps inicial en HD
no es va correlacionar amb els nivells de dany basal ni amb el dany induit net que tenen els
pacients, com més temps havia transcorregut entre les dues mostres més havia disminuit tant
el dany basal, com el dany induit net, tot i que aquesta correlacié només era significativa en el
segon cas. Els nostres resultats suggereixen que el procediment d’HD pot reduir algunes fonts
d'agents genotoxics (Puchades et al., 2013), disminuint els nivells d’estrés oxidatiu i permetent

gue els enzims de reparacio facin front contra el dany induit en el DNA.

Com s’ha comentat anteriorment I’hemodiafiltracié (HDF) és una técnica mixta que
utilitza la convecci6 i difusio per eliminar les substancies de rebuig i excés de fluid acumulats
en els malalts amb MRC. Tot i que les tecniques convectives comporten una major pérdua
d’albiumina, aquesta pérdua pot tenir un impacte favorable en I'eliminacié de toxines
urémiques unides a proteines (Krieter i Canaud, 2003; Morgera et al., 2003). L'HDF és capag
d’eliminar substancies que no s’eliminen o s’eliminen amb una menor eficiencia en I'HD
convencional (Schiffl, 2007; Penne et al., 2010; Grooteman, 2012). Es per aixd que I'HDF pot
ser una bona alternativa a I’'HD per disminuir els nivells de dany genétic que tenen els pacients

amb MRC.

Per determinar si I’'HDF és una tecnica eficag per a disminuir els nivells de dany en el
DNA del pacients amb MRC nosaltres vam realitzar un estudi longitudinal (article 3) amb 33
pacients en HD que van canviar a HDF durant 6 mesos. L'increment del Kt/V i del percentatge
de reduccié de la urea (PRU) trobat en el nostre estudi indica una major eliminacié de soluts de
mida petita en 'HDF comparat amb I’'HD. En el nostre estudi I'Gs de I'HDF no ha aconseguit

reduir els nivells de fosfat, de PTH, ni la resistencia a I'eritropoetina. Cal a dir que en la
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literatura s’observen resultats contradictoris sobre el benefici de I’'HDF per millorar aquests

parametres (Vilar et al., 2009; Pedrini et al., 2011; Oates et al., 2011; Panichi et al., 2014)

Els pacients en HDF presenten més dany genétic que els individus sans, mesurat amb
I'assaig del cometa i l'intercanvi de cromatides germanes (Buemi et al., 2006; Buemi et al.,
2010). El canvi d’HD a HDF va causar una reduccio significativa en els nivells basals de dany
genetic, pero no va afectar a la inestabilitat genomica. Kobras i Schupp (2006) i Schupp et al.
(2006) avaluaren I'efecte del canvi d’'HD a HDF en el dany genétic en una poblacié reduida
(N=7) i van trobar una disminucid significativa en dany geneétic, mesurat amb I'assaig del
cometa, pero no observaren canvis en la freqiiencia de micronuclis. En el nostre estudi el canvi
d’HD a HDF va causar una reduccio significativa en els nivells basals de dany genétic, fet que
confirma els resultats de Kobras i Schupp (2006) i Schupp et al. (2006). En canvi, si que els

esmentats autors van observar diferéncies en els nivells d'inestabilitat genomica.

Un estudi recent ha demostrat que els nivells de DNA mitocondrial (mtDNA) alliberats
al torrent sanguini, que estan correlacionats amb I'estat d’inflamacié cronica dels pacients en
HD, es veien reduits significativament en pacients que canviaven d’HD a HDF (Cao et al., 2014).
En el nostre estudi, la capacitat antioxidant del plasma va incrementar (sense arribar a nivells
significatius P=0,058), pero no es va observar una correlacié entre I'increment d’aquesta i la
disminucié del dany genétic. Gonzalez-Diez et al. (2008) demostraren que després d’una sessio
d’ HDF els nivells d’antioxidants, i biomarcadors de dany en lipids i proteines eren similars o
millors respecte els nivells en una sessié d’HD. Tot i aixi, els resultats obtinguts en els diferents
assaigs clinics no coincideixen en si I’'HDF millora la inflamacid d’aquests pacients ni si millora la
mortalitat (Panichi et al., 2008; Oates et al., 2011; Maduell et al., 2013; Ok et al., 2013; den
Hoedt et al., 2014).

La disminucio dels nivells de vitamines i de antioxidants és considerada una altra de les
causes de I'augment de dany genétic en la poblacié amb MRC. Hi ha diversos assaigs clinics
que avaluen els nivells de dany després de suplementar els pacients amb vitamines (Schupp et
al., 2008; Stopper et al., 2008). La suplementacié de malalts amb vitamina E durant 4 i 14
setmanes ha demostrat reduir els nivells de dany genetic (Kan et al., 2002; Domenici et al.,
2005) tot i que en altres estudis s’ha vist que la suplementacié durant cinc setmanes amb
vitamina E no aconsegueix millorar I'estrés oxidatiu d’aquests pacients (Hodkova et al., 2006).
Una altra proposta per eliminar I'estres oxidatiu d’aquests malalts, i aixi aconseguir reduir els
seus nivells de dany genétic, és I'is de membranes de dialisi recobertes de vitamina E. En la

literatura trobem resultats contradictoris referents a si les membranes recobertes de vitamina
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E ajuden a reduir els nivells d’inflamacié d’aquests malalts (Satoh et al., 2001; Clermont et al.,
2001; Sanaka et al., 2013; Lines et al., 2014). En el nostre estudi (article 4) hem avaluat els
canvis en el dany geneétic basal, el dany oxidatiu i la capacitat antioxidant del plasma en 29
pacients que van passar d’utilitzar membranes d’HD de polisulfona (PS) a membranes de
polisulfona recobertes de vitamina E (PSE). En aquest article els nivells de dany geneétic es van
mesurar amb el test de MN i I'assaig del cometa. L’assaig del cometa és una técnica rapida,
senzilla i sensible que ens permet mesurar trencaments en el DNA en cél-lules individualitzades
fixades en agarosa mitjancant I’electroforesi (Collins, 2004; Speit i Hartmann, 2006; Burlinson,
2012). L’addicié de formamidopirimidina DNA glicosilasa (PFG), que reconeix purines oxidades
(sobretot la 8-oxoguanina, que és el principal substrat d’aquest enzim), permet mesurar, a

més, el dany oxidatiu.

Tarng et al. (2000) analitzaren el nivells de 8-OHdG en pacients en HD que utilitzaven
membranes de dialisi de diversos materials. En aquest estudi es va observar que els malalts
dialitzats amb membranes de cel-lulosa recobertes de vitamina E tenien uns nivells inferiors de
8-OHdG comparat amb els que utilitzaven només membranes de cel-lulosa, perdo comparat
amb els pacients que utilitzaven membranes biocompatibles com la polisulfona, els nivells de
8-OHdG eren equivalents. Els nostres resultats mostren que els nivells de dany oxidatiu
disminueixen després de I'Gs de membranes de PSE. La correlacié negativa entre els nivells
inicials i finals de dany oxidatiu indicaria que els pacients que més es beneficien de I'Us de les
membranes de PSE sén els pacients que inicialment tenen més dany oxidatiu en el DNA. Aixo
suggereix que el pas de la sang per aquestes membranes de vitamina E podria reduir els nivells
de compostos quimics causants del dany oxidatiu. En canvi, no s’han observat canvis en la
capacitat antioxidant del plasma i el dany oxidatiu no es correlaciona amb la capacitat
antioxidant del plasma. Aixo podria indicar que el mecanisme per reduir I'estres oxidatiu en els
limfocits ocorre en la superficie del dialitzador, on la vitamina E actuaria com a quelant
d’espécies oxidatives, en lloc de tenir un efecte antioxidant sistémic resultant de I’alliberament
de vitamina E de la membrana (Yang et al., 2006). Tot i aix0, ni els trencaments de DNA ni la
freqiiéncia de micronuclis disminueixen quan s’utilitzen membranes de PSE. Només hi ha un
estudi transversal, realitzat amb 9 pacients, que analitza I'efecte de les membranes de
vitamina E en el dany genétic (Mdller et al., 2004). El dany genétic, avaluat en aquest estudi
mitjangant I'assaig del cometa, era menor utilitzant membranes de cel-lulosa recobertes de
vitamina E comparat amb membranes de cel-lulosa no recobertes, pero si els comparaven amb
membranes de polisulfona, els resultats eren equivalents. En aquests moments, el nostre

estudi és I'Unic estudi on s’avaluen els nivells de dany genétic en pacients que utilitzen
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membranes de polisulfona recobertes amb vitamina E comparat amb I'is de membranes de

polisulfona convencionals.

Addicionalment, en el nostre estudi no hem trobat canvis en la majoria dels
marcadors utilitzats per mesurar I'estat de salut dels pacients. Els nivells de proteina C reactiva,
utilitzada com a marcador de la inflamacié (Kao et al., 2006), no varien i la hiperfosfatémia
tampoc millora significativament. Tot i que s’havia proposat que les membranes de PSE
podien millorar I'estat de malnutricid, en el nostre estudi no vam observar variacions en els
nivells d’albumina serica, confirmant aixi els resultats obtinguts en un estudi de meta-analisi
recent (Huang et al., 2015). A més, el parametre Kt/V indica que la HD amb membranes de PS
o PSE tenen la mateixa eficiencia en la eliminacié de soluts de mida petita. Per dltim,
I'increment dels nivells de ferritina i hemoglobina trobat al nostre estudi, indicaria que les
membranes de PSE poden millorar I'anémia, malgrat que la dosi d’eritropoetina/setmana i
I'index de resisténcia a I’eritropoetina (Erythropoietin resistance index, ERI) no va disminuir en
els nostres pacients. En canvi, en el meta-analisi de Huang et al. (2015) I’ERI disminuia mentre
els nivells d’hemoglobina o la dosi d’eritropoetina/setmana no milloraven significativament.
L’estudi de Lines et al. (2014) conclou que mentre les membranes de PSE no redueixen I'ERI,

poden ser Utils pels pacients que tenen els nivells d’ERI més elevats.

Aixi doncs, després de valorar lI'efecte de les membranes de vitamina E, la
hemodiafiltracié i la hemodialisi, podem concloure que la millor manera per reduir els nivells
de dany en el DNA és |'Us d’HDF o d’HD. Aixi, mentre que I’'HDF aconseguia reduir els nivells de
MN en sis mesos de tractament, en I'estudi longitudinal els pacients que es mantenien en HD
es va observar que en els pacients en els quals havia passat més temps entre la primera i
segona mostra de sang, disminuien més els nivells de MN. Aix0 indica la possibilitat de que si
en el nostre estudi els pacients haguessin estat mostrejats tots durant sis mesos, els resultats
de I'estudi podrien variar i, en cas de que s’observés reduccié en el dany genétic, aquest seria

menor al finalment observat.

Com s’ha comentat anteriorment, els compostos reactius de carbonil (RCC) poden ser
els causants de part de la genotoxicitat que observem en els pacients amb MRC (Kasai et al.,
1982; Eckl et al., 1993; Stopper et al., 2003; Fragedaki et al., 2005; Schupp et al., 2005). A més,
aquests compostos poden: induir apoptosi (Kang et al., 1996; Bae et al., 2011), activar vies de
senyalitzacid (Akhand et al., 2001), i causar citotoxicitat a I'interaccionar amb proteines i
membranes (Sliman et al., 2010; Pillon et al., 2010; Martyniuk et al., 2011). La MRC és una

malaltia progressiva on la fibrosi tubulo-intersticial té un paper clau en la progressio del dany
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renal i és la via comu per la qual diverses patologies renals esdevenen en malaltia renal cronica
avancada. Es necessaria una millor comprensié dels efectes de les toxines urémiques en la
reparacio de ferides i en la fibrosi per a trobar mecanismes per a frenar la fibrosis renal. Per
estudiar I'efecte i els mecanismes d’accié d’aquests compostos RCC, donat que no podiem
utilitzar poblacions humanes, vam realitzar estudis in vitro per avaluar I'efecte de quatre RCC
(el glioxal, el metilglioxal, el malondialdehid i I’hidroxihexenal) sobre la capacitat de reparar

lesions en I'epiteli proximal tubular (article 5).

Les ferides que resulten d’estimuls aguts o cronics (incloent infeccions, reaccions
autoimmunes, lesions mecaniques, isquémia, toxines i malalties genetiques) poden accelerar
la fibrosi dels teixits (Pardo i Selman, 2006; Wynn, 2007). En els pacients amb MRC la demora
en la reparacio de ferides s’ha proposat que és causada per I'ambient urémic (Horowitz, 1970;

Dou et al., 2004).

En el nostre estudi hem demostrat per primer cop que |'exposicié a RCC afecta de
manera diferencial a la capacitat de reparar ferides en I'epiteli del tubul proximal. Aixi,
mitjancant I'assaig de reparacié de ferides en cél-lules de I'epiteli proximal tubular (HK-2) vam
observar que el glioxal (GO) i el malondialdehid (MDA) retarden el tancament de les ferides,
mentre que el metilglyoxal (MGO) i I'hidroxihexenal (HHE) no van afectar a la velocitat de
reparacio. El GO i el MDA van causar el col-lapse de la vimentina i la pérdua dels cilis primaris,
els quals juguen un paper important en la correcta reparacid de les ferides. Els nostres
resultats també mostren evidéncia de transicié epiteli-mesénquima (EMT) induida per I'HHE, el

qual indueix canvis en el fenotip cel-lular i en els nivells d’expressié genica.

El procés de EMT permet a les cel-lules migrar i re-epitelitzar el lloc de la ferida. Durant
el procés, les cel-lules epitelials adquireixen un fenotip semblant al de les cel-lules
mesenquimals mitjancant la pérdua d’adhesid, propia de les cél-lules epitelials, i desenvolupen
canvis en el citoesquelet i canvis transcripcionals (Hewitson, 2009; Zeisberg i Neilson, 2009).
Els nostres resultats mostren que el MDA i el GO no afecten a la morfologia cel-lular ni
incrementen els marcadors mesenquimals en les cel-lules del tubul proximal, analitzats
mitjangant RT-qPCR (Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction). Malgrat
aix0, el MDA disminueix I'expressio genica de I'E-caderina i incrementa la MMP-9. En canvi, les
cél-lules tractades amb el MGO i ’'HHE esdevenen elongades i incrementen I'expressid genica
de marcadors mesenquimals. A més a més, les analisis de zimografia mostren que I’activitat

gelatinasa incrementa després dels tractaments amb MGO i HHE.
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Estudis previs han demostrat que la reduccié en glioxalasa 1 (I'enzim que metabolitza
el MGO i GO) retardava la reparacio de les ferides en ratolins vells (Fleming et al., 2013); a més,
els AGEs retardaven la reparacio de la ferida en I'epiteli de la cornia mitjancant la generacié
d’espécies reactives d’oxigen (Shi et al., 2013), i la reparacié de ferides retardada de ratolins
diabétics era restablerta mitjancant el bloqueig dels receptors dels AGEs (Goova et al., 2001).
En el nostre estudi, nosaltres hem demostrat que el GO i el MDA, pero no el MGO o I'HHE,
retarden el procés de reparacid de ferides en cel-lules tubulars renals i, mitjangant I'assaig de

blau tripa, hem provat que el retard no ha estat causat per una menor viabilitat cel-lular.

Una explicacié possible per a la demora en el tancament de la ferida és que el RCC ha
pogut causat pertorbacions en la vimentina. Els filaments intermedis de vimentina indueixen
canvis en la morfologia cel-lular, 'adhesid, migracié i la senyalitzacié en la EMT (lvaska et al.,
2007; Mendez et al., 2010). Eckles et al. (1998 i 2000), han demostrat la importancia de la
vimentina en el procés de curacié de ferides, trobant que la falta de vimentina perjudica a la
mobilitat dels fibroblasts i la curacié de ferides en el ratoli. En un model ex vivo de cirurgia de
cataractes, Menko et al. (2014) van trobar que els filaments de vimentina eren els elements
del citoesquelet dominants en els lamel-lipodis de les cel-lules reparadores del limit de la ferida.
A més, I'exposicié a witaferina A va causar I'agregacié de la vimentina, alterant la distribucié
dels filaments i afectant a la funcidé dels filaments, cosa que retarda la reparacié de ferides
(Menko et al., 2014). A I'analitzar els nivells de vimentina i la seva distribucié cel-lular després
de I'exposicid a RCC (mitjancant western blot i immunofluorescencia, respectivament) vam
observar que mentre els nivells de vimentina romanien estables, els RCC induien el col-lapse
de la xarxa de vimentina, formant agregats en la regié perinuclear, predominantment en els
tractaments amb MDA i GO, perd també en els tractaments de MGO i HHE. Aquesta petita
alteracié de la vimentina, observada en les cél-lules tractades amb HHE, pot ser la rad per la
qual la migracié no ha incrementat malgrat I'evident fenotip de EMT que presentaven les
cél-lules. La literatura suggereix que el col-lapse de la vimentina pot ser degut a I'alt grau de
modificacions en les proteines causades pels RCC que porta a la formacié de I'agregosoma. La
modificacié irreversible de proteines pels RCC pot portar al mal plegament d’aquestes i,
finalment, a I'agregacidé quan es forma |'entrecreuament de proteines, que sén resistents a la
degradacio proteolitica del proteosoma (Stadtman i Levine, 2000; Tyedmers et al., 2010). Per
protegir el medi cel-lular d’especies de proteines potencialment deleteries, les proteines
agregades es transporten via la histona desacetilasa-6 (HDAC6) cap a un compartiment
especific, anomenat agregosoma, localitzat en la regié perinuclear i envoltat per vimentina

(Kawaguchi et al., 2003; Tyedmers et al., 2010). Els nostres resultats concorden amb els
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resultats de Kueper et al. (2007), que van trobar agregacio de la vimentina degut a la glicacié

de proteines causades per I'exposicié a MGO en fibroblasts dermics.

També vam avaluar els nivells d’expressid genica de components de la matriu
extracel-lular (ECM) trobant una disminucid significativa en els nivells de col-lagen-I, després
dels tractaments amb MDA i GO. Aquest resultat concorda amb el paper que té la xarxa de
vimentina en la unié i estabilitzacié dels mRNAs de col-lagen (Challa i Stefanovic, 2011). La
interaccid de la ECM amb les cel-lules és critica per permetre la migracié d’aquestes durant la
reparacid de ferides. La glicacié de la ECM afecta a la migracié de les cel-lules i retarda la
reparacid de ferides en cél-lules periodontals, immunes o fibroblasts dérmics i, a més a més,
disminueix els nivells de mRNA de col-lagen (Murillo et al., 2008; Loughlin i Artlett, 2011;
Haucke et al., 2014). Les nostres dades suggereixen que el GO i el MDA poden inhibir la EMT i
la fibrosi mitjangant la disrupcid dels filaments de vimentina, que impedeix els canvis en la
morfologia de la cél-lula i la sintesi de col-lagen. Malgrat tot, el possible efecte anti-fibrotic del
GO i MDA requereix ser confirmat mitjancant més experiments. L'expressié génica de la
fibronectina va disminuir després del tractament amb GO i va incrementar en el tractament de
HHE. Encara que hem trobat que el MGO no va alterar els nivells de mRNA de fibronectina, en
I’estudi de Ho et al. (2007) els nivells de mRNA de la fibronectina incrementaren després de

I’exposicié a MGO en cél-lules renals mesangials.

Un altre component amb un paper important en la reparacié de ferides és el cili
primari. El cili primari regula la migraciéd direccional de les cél-lules, requerida per re-
cel-lularitzar I'area de la ferida sense distorsionar la seva arquitectura (Verghese et al., 2008;
Jones et al., 2012; Veland et al., 2014). La disfuncié del cili ha estat associada a diverses
malalties, anomenades ciliopaties, incloent la poliquistosi renal (Pazour et al., 2002; Yoder et
al., 2002; Waters i Beales, 2011). A més a més, defectes en la formacid, organitzacio i funcié
dels cilis renals poden comprometre la seva habilitat de reparar ferides (Schneider et al., 2010;
Blitzer et al., 2011). Els cilis primaris sdn susceptibles a agressions ja que estan prolongats lluny
del cos cel-lular cap a 'ambient extern que pot contenir agents nocius (Overgaard et al., 2008).
Nosaltres vam avaluar I'efecte dels RCC en el cili primari mitjangant la immuno-tincié de la
tubulina alfa acetilada i vam observar que el GO i el MDA causaren desciliacié cel-lular i un
increment en la tincié de la tubulina alfa acetilada en el citoplasma, mentre el MGO i I’'HHE no
afectaren als cilis. Els nostres resultats sén similars als observats per Overgaard et al.(2008),
Radford et al (2012) i Lam et al.(2013) els quals després de la deciliacié també observaren un
increment en la tincié citoplasmatica de la tubulina alfa acetilada. Les cél-lules poden perdre el

cili primari per reabsorcié o caiguda (shedding). La caiguda del cili es descriu com una resposta
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rapida a I'estrés ambiental (Quarmby, 2004). Overgaard et al. (2008) van induir la caiguda del
cili quimicament en cel-lules tubulars, confirmat per I'obtencié de I'axonema de tubulina en el
medi de cultiu, i observaren un increment citosolic de la tubulina alfa acetilada ja que no hi
havia axonema on incorporar-la. La reabsorcié del cili, en canvi, és un procés on les cél-lules
gradualment retreuen el cili i pot estar regulat per la desacetilaci6 de I'axonema de
microtubuls (Pugacheva et al., 2007). Aquest, és un procés normal que precedeix a la mitosi,
perd ha estat recentment involucrat en condicions d’estrés com I'exposicié de cel-lules
tubulars a carcinogens, o I'exposicid de cél-lules de la traquea al fum del tabac (Radford et al.,
2012; Lam et al., 2013). S’ha demostrat que I'HDAC6 regula tant la deciliacié6 com |'agregacio
de proteines modificades pel fum del tabac (Figura 10) (Lam et al, 2013). A més, s’ha
demostrat que la sobre-expressié de HDAC6 és suficient per a causar el col-lapse de la
vimentina en fibroblasts i la desciliacié en cel-lules epitelials del conducte biliar (Gradilone et

al., 2013; Rathje et al., 2014).

En el nostre estudi no es van mesurar els nivells de HDACS6, ni la mida dels cilis després
de I'exposicié a RCC, ni la direccid dels cilis en la reparacio de ferides. Per tant, si la pérdua dels
cilis despres de I'exposicié ha estat causada per la caiguda del cili o per la reabsorcié induida
per HDAC6 i la modificacid de proteines, és una qliesti6 que s’haura d’examinar en futurs

experiments..

Les descobertes del nostre estudi poden tenir implicacions més enlla de les
relacionades amb la curacioé de ferides i fibrosi en els pacients amb MRC. Els RCC poden tenir
un paper important també en el retard en la curacié de ferides observat en pacients diabétics i
gent gran (Huijberts et al., 2008; Loughlin i Artlett, 2009; Fleming et al., 2013; Haucke et al.,
2014). A més, els efectes dels RCC en la migracio cel-lular poden donar lloc a noves terapies en
el tractament del cancer. La glioxalasa-1 esta sobre-expressada en diversos tipus de tumors i
causa resistencia a multiples agents quimioterapeutics (Taniguchi et al., 2012). L'4s de MGO
com a tractament anticancerigen inhibeix la migracié i invasid de cel-lules cancerigenes del
fetge, pero incrementa la proliferacid, migracid i invasié de la linia cel-lular de cancer de mama
MDA-MD-231 (Loarca et al, 2013; Sharaf et al.,, 2015). Resumint, els nostres resultats
suggereixen que la terapia amb GO podria obtenir millors resultats que la terapia amb el MGO
ja que el GO afecta a la migracid cel-lular, col-lapsa la vimentina i indueix deciliacié sense

incrementar I'expressié genica de MMP-9.
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Figura 10. Esquema de la ciliofagia induida pel fum del tabac (CS). El fum del tabac indueix
estrés oxidatiu, el qual causa dany en les proteines del cili, mal plegament, ubiquitinitzacié i
formacié d’agregats. L'HDAC6 reconeix els agregats les proteines ubiquitinitzades i els porta a
I’'agregosoma. Les proteines del cili sén llavors conduides al lisosoma per a la seva degradacid i

reciclatge. (Lam et al., 2013).

En conclusié, hem trobat que els RCC afecten a la reparacié de ferides en cél-lules
tubulars de manera diferenciada. El nostre estudi mostra per primera vegada que el MDA i el
GO retarden el tancament de les ferides en I'epiteli tubular mitjangant disrupcié de la
vimentina i desciliacid. Les cél-lules tractades amb HHE, en canvi, mostren un fenotip propi de
la EMT pero la nostra hipotesi és que la menor disrupcié de vimentina és suficient per prevenir
un increment de la migracid. Aquest és el primer estudi que avalua els efectes dels RCC en la
reparacido de ferides en el ronyd. Les nostres dades i el paper publicat de 'HDAC6 en
I’'agregosoma i la desciliacid, indiquen la possibilitat de que HDACG6 tingui un paper clau en el

retard de la reparacié de ferides induit per MDA i GO. Es necessaria una millor comprensié dels
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efectes de les toxines uremiques en la curacid de ferides, la fibrosi i la migracio cel-lular per tal

de buscar mecanismes per a frenar la fibrosi renal.

85






5.CONCLUSIONS






Conclusions

5. Conclusions

Tenint en compte els objectius inicialment proposats i després de la discussio dels

resultats obtinguts, d’aquest treball se’n deriven les seglients conclusions:

Respecte als estudis de dany genétic en pacients amb malaltia renal cronica (MRC),

podem concloure que :

1.

Els pacients amb MRC presenten dany genetic i inestabilitat genomica,

independentment de I'estadi de la malaltia o si estan sotmesos a dialisi.

El temps en hemodialisi ajuda a disminuir els nivells de dany en el DNA i

incrementa |’habilitat de reparacié en els pacients amb MRC.

L’hemodiafiltracié és una bona alternativa a I’'HD per disminuir els nivells de dany

genetic dels malalts amb MRC, i millorar la seva capacitat antioxidant.

L’ds de membranes de vitamina E, per tal de reduir el dany genétic dels pacients
amb MRC, no és aconsellable ja que tot i que redueixen les bases oxidades del
DNA, tenen un preu molt elevat i no han demostrat canviar significativament la
capacitat antioxidant del plasma ni la freqiiéncia basal de MN i trencaments en el

DNA.

Respecte als estudis in vitro sobre |'efecte dels compostos reactius carbonils en la

reparacio de ferides i en la fibrosi en cél-lules epitelials del tdbul proximal, podem

concloure que:

L'estudi de diferents compostos reactius de carbonil ha permés observar que
aquests tenen diferents efectes sobre la reparacié de ferides i sobre la transicio

epiteli-mesenquima (EMT).

El malondialdehid i el glioxal endarrereixen la reparacié de les ferides mitjancant el
col-lapse de la vimentina, que produeix una disminucié de mRNAs de col-lagen, i la

desciliacid de les cel-lules epitelials.
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7. LU'hidroxihexenal, i en menor grau el metilglioxal, produeixen canvis morfologics,
transcriptomics i proteics en les cél-lules epitelials de ronyé compatibles amb
I'EMT. La lleu disrupcid de la vimentina observada després d’aquests tractaments,

evita un increment en la capacitat de migracié propi d’una completa EMT.
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5. Conclusions

Taking into consideration de planned objectives, and after the discussion of the

obtained results we concluded that:

Regarding the studies on the DNA damage in patients with chronic kidney disease

(CKD), we concluded that:

1.

The CKD patients have high DNA damage and genetic instability, independently of

disease stage or whether they are submitted to hemodialysis (HD).

The time in HD helped to reduce DNA damage levels and to increase the DNA

repair capacity of CKD patients.

The hemodiafiltration is a good alternative to the hemodialysis to reduce DNA

damage levels in CKD patients and to improve their antioxidant capacity.

We do not recommend the use of vitamin-E covered membranes to reduce the
DNA damage of CKD because, in spite of the observed reduction in oxidized DNA
bases, they are more expensive than normal polysulfone membranes and failed to

reduce antioxidant capacity and basal frequency of MN and DNA breaks.

Regarding the in vitro studies determinin the effect of reactive carbonyl

compounds (RCC) on wound healing and fibrosis in proximal epithelial tubular cells, we

concluded that:

5.

The study of four different RCC allowed us to observe that RCC differentially

affects wound healing and epithelial-mesenchymal transition (EMT) potential.

Malonyldialdehyde and glyoxal compounds delay wound closure mediated by

vimentin disruption, which induces collagen mRNAs reduction, and deciliation.

4-hydroxy-hexenal treated cells (and methylglyoxal in minor degree) exhibited
mesenchymal-like phenotype. The minor vimentin disruption observed prevent

migration enhancement.
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Annex

ABSTRACT

Background: End-stage renal failure patients present an oxidative stress status that can affect
their genetic material. Although some of this oxidative stress is related to the pathology itself,
those patients submitted to hemodialysis (HD) exhibit an extra input of oxidative stress
resulting from the bioincompatibility reactions induced by contact with the different dialysis
materials (membranes, plastic lines and dialysis fluids). To minimize such effects different
proposals have been set up including the use of polysulfone (PS) membranes coated with

vitamin E (PSE).

Methods: We have evaluated in a set of 29 patients potential variations in the levels of genetic
damage when move from conventional HD to the use of PSE membranes. The level of genetic
damage was measured using the micronucleus (MN) and the comet assay at two sampling

time, before and after 6 months using PSE membranes.

Results: When we used the comet assay complemented with formamidopyrimidine DNA
glycosylase (FPG) enzyme a significant decrease in the levels of oxidative damage was detected
after the use of PSE membranes (35.64 + 2.548 versus 22.05 + 2.846). Nevertheless, no effects
were detected neither in the levels of direct DNA breaks by the comet assay (8.65 + 0.735
versus 9.49 + 0.473), nor by the MN assay when PSE membranes were used (8.69 + 1.38 versus

10.66 + 1.66).

Conclusions: In spite of the ability of PSE membranes to reduce oxidized bases on DNA, we
were unable to demonstrate significant changes in the antioxidant status of the patients as

measured using the trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) assay.

Keywords: Hemodialysis; Vitamin E-coated membranes; Micronucleus assay; Comet assay;

Oxidative damage.
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Annex

ABSTRACT

Background: Tubulo-interstitial fibrosis has an important role in renal function loss and it is the
common end of most nephropathies. This pathology results from an aberrant wound-healing
ability where the normal epithelial tissue is substituted for scar tissue caused by accumulation
of extracellular matrix proteins (ECM). During the wound-healing process, epithelial cells
undergo epithelial-mesenchymal transition (EMT) acquiring a mesenchymal-like phenotype
that allows cells to migrate and re-epithelialize the wound site. It has been reported that
chronic inflammation and uremic milieu are involved in wound-healing and enhanced kidney
damage in chronic kidney disease (CKD) patients. In this study we evaluated reactive carbonyl

compounds (RCC) effects on renal wound healing.

Methods: The compounds resulting from carbonyl stress evaluated in this study were Glyoxal
(GO), methylglyoxal (MGO), malonyldialdehyde (MDA) and 4-hydroxy-hexenal (HHE). Wound
repair hability was evaluated by the wound healing assay using HK-2 cells. EMT was evauated
by morphological, protein and transcriptomical changes using microscopy, western blot,
zimography and RT-gPCR. Changes in the vimentin network and primary cilia were assessed by

immunofluorescence.

Results: Our data demonstrated that MDA and GO delay wound closure mediated by vimentin
disruption, which caused collagen | mRNA decrease, and deciliation. In contrast, HHE
treatment (and MGO in minor degree) induced morphological changes, mesenchymal markers

expression and increased gelatinase activity in HK-2 cells.

Conclusion: In this study, we have demonstrated for the first time that exposure to RCC
differentially affects wound healing in proximal tubular epithelia. Our study shows that MDA
and GO delay wound closure mediated by vimentin disruption and deciliation. HHE treated
cells, in contrast, exhibited EMT-like phenotype but we hypothesize that minor vimentin
disruption observed prevent migration enhancement. A better comprehension of effects of
uremic toxins on wound healing and fibrosis and migration is necessary to seek mechanisms to

slow down renal fibrosis.
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