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RESUMEN

Introduccion: Procesos como la mutagénesis, la carcinogénesis y la teratogénesis son producto
de la interaccién de agentes de origen endégeno como exdgeno que interactian con la molécula
de ADN en forma cronica produciendo rupturas en la doble hélice, y en cromosomas completos
resultando en la inestabilidad gendmica. El estrés oxidativo al que se encuentran sometidas las
células al formarse las especies reactivas de oxigeno (ROS) y también las especies reactivas de
nitrégeno (RNS), que pueden provenir de radicales producidos a consecuencia de la diabetes o
en estados iniciales de la enfermedad renal crénica o como respuesta a procesos inflamatorios en
estados avanzados de estas patologias, actian como agentes genotéxicos enddégenos.Objetivos:
Esta investigacion tuvo como objetivo determinar el dafio basal en la molécula de ADN de pacientes
diabéticos hemodializados, a través del ensayo del Cometa, como un bioindicador de inestabilidad
genomica., durante seis meses de tratamiento. Materiales y métodos: Se planted un estudio
longitudinal prospectivo de cohorte para comparar los diferentes niveles de dafio antes y durante los
primeros seis del tratamiento de hemodialisis. Se evalué con el test del cometa o electroforesis de
células individuales, el dafio basal en muestras de sangre venosa de pacientes diagnosticados con
Diabetes de tipo Il como control negativo y en pacientes diabéticos con enfermedad renal cronica
antes de iniciar el tratamiento de dialisis y luego durante el tratamiento. Se utiliz6 el test de t- Student
para muestras independientes y emparejadas. Resultados: Se observé un aumento significativo
de dafio basal y oxidativo en el material genético de pacientes diabéticos con enfermedad renal
cronica, comparados con los controles negativos (p< 0.005) y se observo, ademas, que el dafio
celular aumenta con el tratamiento de hemodialisis (p<0.005).
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Conclusién: Los resultados obtenidos en esta investigacion permiten concluir que el estrés oxidativo
tiene un efecto genotdxico y que el nivel de dafio genético es un buen bioindicador del avance de
la enfermedad renal crénica y que la hemodialisis induce a un aumento de dafio a nivel del material
genético, aumentando el riesgo de carcinogénesis.

Palabras Clave: Ensayo del cometa, Hemodialisis, Inestabilidad gendmica, Daro oxidativo del ADN.

ABSTRACT

Introduction: Processes such as mutagenesis, carcinogenesis and teratogenesis are the product
of the interaction of agents of endogenous and exogenous origin that interact with the DNA molecule
in a chronic way producing ruptures in the double helix, and in complete chromosomes resulting
in genomic instability. The oxidative stress to which the cells are subjected when reactive oxygen
species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) are formed, which may come from radicals
produced as a result of diabetes or in initial stages of chronic kidney disease or in response to
inflammatory processes in advanced stages of these pathologies, act as endogenous genotoxic
agents. Objectives: This research aimed to determine the basal damage in the DNA molecule of
hemodialyzed diabetic patients, through the Comet assay, as a bioindicator of genomic instability,
during six months of treatment. Materials and methods: For this research, a prospective
longitudinal cohort study was proposed to compare the different levels of genetic damage before
and during the first six of hemodialysis treatment. Baseline damage was evaluated with the comet
test or single cell electrophoresis, in venous blood samples from patients diagnosed with Type Il
Diabetes as a negative control and in diabetic patients with chronic kidney disease before starting
dialysis treatment and then during treatment. Results: A significant increase in basal and oxidative
damage was observed in the genetic material of diabetic patients with chronic kidney disease,
compared to negative controls (p< 0.005) and it was also observed that cell damage increases
with hemodialysis treatment (p<0.005). The t-Student test was used for independent and paired
samples. Conclusion: The results obtained in this research allow us to conclude that oxidative
stress has a genotoxic effect and that the level of genetic damage is a good bioindicator of the
progression of chronic kidney disease and that hemodialysis induces an increase in damage at the
level of the genetic material, increasing the risk of carcinogenesis.

Keywords: Comet assay, Hemodialysis, Genomic instability, Oxidative DNA damage.

INTRODUCCION

La prevalencia de la diabetes, especialmente
la de Tipo 2 ha aumentado en los ultimos afios
en el mundo, la nefropatia diabética ocurre en
mas del 40 % de los pacientes diabéticos y es
una de las causas principales de la enfermedad
renal cronica avanzada. Varios factores afectan
el desarrollo de la nefropatia diabética, la
hiperglucemia incrementa la produccién de
radicales libres, los cuales tienen un importante
papel en el desarrollo de la enfermedad renal
cronica (1).
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La interaccién entre toxicos tanto enddgenos
como exogenos y el ADN se traduce en procesos
como la mutagénesis, la carcinogénesis vy
la teratogénesis entre otros. Estos agentes
interactuan con la molécula de ADN produciendo
efectos genotdxicos, evidenciados como
rupturas en la doble hélice, de una o doble
cadenay de cromosomas completos, originando
fragmentos denominados micronucleos, que
determinan la inestabilidad cromosdmica (2).

Pacientes con patologias renales, en diferentes
etapas de la enfermedad y en particular los
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que se encuentran en tratamiento de dialisis
o trasplantados muestran un incremento en
la incidencia de cancer, especialmente renal
(3,4). Ya en el afio 1988 Cezing et al (5) han
reportado un aumento en la frecuencia de
cromatidas hermanas en linfocitos de pacientes
urémicos. Estudios posteriores realizados en
pacientes renales cronicos, mostraron aumento
de aberraciones cromosémicas, aneugénicas
y clastogénicas asi como una disminucién en
la capacidad de reparacién del ADN, tanto en
pacientes dializados como en no dializados (6-
8).

El dafio al material genético puede estar
causado por el estrés oxidativo al que se
encuentran sometidas las células al formarse
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
también las especies reactivas de nitrégeno
(RNS), producto de procesos fisiolégicos
donde los mecanismos de proteccién contra los
ROS estan desequilibrados con respecto a la
produccion de estos. Tanto los ROS como los
RNS pueden provenir de radicales producidos
en estados iniciales de la enfermedad renal o
como respuesta a procesos inflamatorios en
estados avanzados de la misma enfermedad

9).

Las células inflamatorias generan enzimas
oxidativas que producen grandes cantidades de
ROS y RNS. El estrés oxidativo dafa lipidos,
proteinas y DNA siendo el de mayor capacidad
de dano el radical hidroxilo cuyo target principal
es el ADN. Los dafos que inducen los ROS en
el ADN pueden resultar en la ruptura de la doble
hélice o en la cadena simple, modificaciones
de bases, modificaciones de desoxirribosas,
mutaciones y fallas en la reparacién del ADN
(10,11).

Uno de los ensayos utiles para la deteccion
de dafo a la molécula de ADN tanto de
cadena simple como de doble cadena es la
electroforesis en gel de células individuales
o ensayo del cometa, que permite evaluar
los niveles de dafio en poblaciones celulares
sin necesidad de estudios de proliferacion,
convirtiéendose en una herramienta altamente
sensible para evidenciar dafio genotdxico
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inducido por diferentes agentes en el sitio
de accion de estos (12,13). Este bioensayo
consiste en movilizar las células en estudio en
una capa delgada de agarosa colocada en un
portaobjetos, para luego provocar la lisis de las
membranas, y eliminar las Histonas dejando
al ADN en un estado de superenrollamiento
conectado a la matriz del nucleo. El proceso
de electroforesis produce el desenrollamiento
y desplaza los fragmentos de ADN hacia el
anodo, formando una figura que se asemeja a
la cola de un cometa. El contenido relativo de
ADN en la cola indica la frecuencia de roturas
de la molécula y en consecuencia el nivel de
dafo. El ensayo del cometa puede ademas
medir el dafo oxidativo en las bases del DNA,
haciendo una variacion del protocolo, luego del
paso de la lisis de las membranas celulares, se
realiza un tratamiento con la enzima ENDO I,
que reconoce pirimidinas oxidadas y las corta
dejando sitios Apurinicos o AP que se evaluan
en la cola del cometa (12,14).

La hemodialisis (HD) puede disminuir el dafio
genético en linfocitos al reducir las toxinas
urémicas que producen el estrés oxidativo,
sin embargo, el proceso de hemodialisis por si
mismo produce especies reactivas de oxigeno,
por lo que investigadores durante los ultimos
afios han buscado otros métodos alternativos
que disminuyan el estrés oxidativo y el potencial
riesgo de aumentar el dafio genético en las
células de pacientes con enfermedad renal
cronica (ERC) (15,16). Esta investigacion tuvo
como objetivo  determinar el dafio basal en
la molécula de ADN de pacientes diabéticos
hemodializados, a través del ensayo del
Cometa, como un bioindicador de inestabilidad
gendmica, durante seis meses de tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos del estudio

Participaron de la investigacion pacientes de
ambos sexos, diabéticos y con enfermedad
renal cronica avanzada, estado V (clasificacion
segun grupo Kidney Disease Outcome Quality
Initiative, 2012) (17) que iniciaban el tratamiento
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de hemodidlisis en el centro privado de
hemodialisis de NEFRO SERYV vy pacientes de
ambos sexos diagnosticados con diabetes de
tipo 2, sin enfermedad renal crénica, reclutados
de consultorios privados y del Departamento de
diabetologia del IPS de la ciudad de San Pedro
Ycua Mandyju.

Tratamiento de hemodialisis

Para las sesiones de hemodidlisis se ha
utilizado un filtro o dializador de polisulfona.
Cada una de las sesiones de hemodialisis de
4 horas aproximadamente, requirieron mas de
100 litros de agua. El agua utilizada debi6 ser
purificada, pasando por 3 pre-filtros, de arena
(para particulas grandes), de carbon activado
(para eliminar el cloro) y el ablandador (para
extraer el excedente de calcio). El agua pre-
tratada se llevd a un filiro de 6smosis inversa
para la extraccion de todos los elementos
pequefos (aluminio, estroncio, etc), y obtener
agua pura. El agua pura luego se mezclé con
un liquido especial que contenia los elementos
complementarios (sodio, potasio, magnesio,
bicarbonato, citrato), y finalmente este liquido
se cotejo con la sangre del paciente para el
proceso de dialisis.

Las sesiones de HD se realizaron a través de
catéter central para hemodialisis o por fistulas
arterio-venosas.

Los pacientes fueron medicados y recibieron
anti-hipertensivos, carbonato de calcio,
eritropoyetina humana y hierro parenteral. Las
sesiones de hemodialisis se llevaron a cabo en
numero de 3 a la semana, de 4 horas cada una
durante un promedio de 6 meses.

Instrumentos de
variables.

recoleccion de datos vy

Métodos para la recoleccion de datos y
muestra:

Un cuestionario fue aplicado a los participantes
para considerar factores de confusién como
habitos de fumar, consumo de alcohol, consumo
de medicamentos, drogas o si estuvieron
sometidos a algun tipo de tratamiento médico o
expuestos a rayos X.
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Para la recoleccion de la muestra se tomaron
2 ml de sangre venosa de los pacientes
diabéticos de tipo 2 con enfermedad renal
cronica estadio V, antes de iniciar el tratamiento
de hemodialisis y a los 6 meses de tratamiento
0 luego de 72 sesiones de hemodialisis en
promedio, asi mismo, se tomaron 2 ml de
sangre venosa de los pacientes diabéticos sin
enfermedad renal crénica, como parametro
de control negativo. Las muestras fueron
procesadas en el laboratorio de Genética
Toxicoloégica de la Facultad de Ciencias de
la Salud de la Universidad Catdlica Nuestra
Sefora de la Asuncion. Se aplicd una encuesta
a los pacientes que aceptaron participar de
la investigacion firmando el consentimiento
informado, la aplicacién de la misma fue con
el fin de considerar datos de confusion como
hébitos alimenticios y de fumar, consumo de
alcohol y tratamientos con algunos farmacos.

Variables utilizadas en el estudio

1. Tiempo de tratamiento en hemodialisis. Al
Inicio, y a los 6 meses

2. Dafo en el ADN medido mediante el ensayo
del Cometa y el software Comet Imager de
MetaSystem- Germany

Tail DNA (T DNA): porcentaje de ADN en la cola
del cometa

Tail moment (TM): longitud de la cola del cometa
medida en ym

Tail Moment: dispersién de los fragmentos de
ADN en la cola del cometa medido en pm

Test de cometa y medicion el daiio en el
ADN

La técnica del ensayo del cometa se realizd
segun Singh et al (18) y las consideraciones
de optimizacién de Collins. (12,19) Para lo
cual se obtuvieron 2 ml de sangre venosa de
cada uno de los participantes. Las muestras
fueron suspendidas en 0,5 % de agarosa de
bajo punto de fusiéon (LMP) y pipeteadas en
portaobjetos previamente cubiertos con una
capa de agarosa de punto de fusion normal
(NMP) al 1%. Seguidamente las muestras
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fueron enfriadas a 4° C por 20 minutos y luego
sumergidas en buffer de lisis (2,5M de NaCl,
100 um Na2 EDTA, 10 ym Tris-HCI pH 10,1,
Triton X—=100 y 10 % DMSOQO) por 1 hora a 4 °C
en obscuridad, a los efectos de provocar la lisis
y la descompactacion del ADN. Posteriormente
los portaobjetos se colocaron en buffer alcalino
(1 mM Na2EDTA, 300mM buffer NaOH)
con pH >13 por 20 minutos para facilitar el
desenrollamiento del ADN.

Cada uno de los portaobjetos se sometieron a
electroforesis por 20 minutos a 25 V y 300 mA,
en el mismo buffer, y posteriormente se lavaron
los portaobjetos con buffer 0,4% Tris-HCI (pH
7,5), para eliminar el exceso de alcali y remover
los detergentes. La fijacion de las muestras
se realizd en metanol al 80%. Finalmente,
las laminas se tifieron con bromuro de etidio
(10pg/ml). Se examinaron las laminas bajo
microscopio de Epifluorescencia (ZEISS AXIOS
A1) con un aumento de 200X, utilizando un filtro
de 590 nm.

Mediante el software Comet Imager de
MetaSystem - Germany, del laboratorio de
Genética Toxicolégica de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Catdlica
Nuestra Sefiora de la Asuncion, que

permite determinar el porcentaje de ADN en
las colas de los cometas, indicando de esta
forma, el nivel de dafio en el ADN, se evaluaron
200 cometas por paciente y se midieron tres
parametros para determinar el dafio en las
células; Tail Moment o TM o longitud de la cola
del cometa, el % Tail DNA o % DNA en la cola
y ; Olive Tail Moment u OTM que proporciona
datos sobre la dispersion de los segmentos de
ADN en la cola, Para el analisis estadistico se
tuvo en cuenta el % de ADN en la cola de los
cometas, ya que es el parametro que muestra
con mayor exactitud el nivel de dafio (13,20).
Las mediciones de dichos parametros se
realizaron mediante el software Comet Imager
de MetaSystem- Germany del Ilaboratorio
de Genética Toxicologica de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Catdlica
Nuestra Sefiora de la Asuncion.
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Se compararon los valores medios obtenidos del
porcentaje de ADN en las colas de los cometas
de pacientes diabéticos sin enfermedad
renal con los pacientes diabéticos con ERC
hemodializados y pre hemodializados.

Deteccion de dafo oxidativo

El ensayo del cometa puede ademas medir el
dafio oxidativo en las bases del DNA, haciendo
una variacion del protocolo, luego del paso
de la lisis de las membranas celulares se
realiza un tratamiento con la enzima ECO III,
que reconoce pirimidinas oxidadas y las corta
dejando sitios Apurinicos o AP que se evaluan
en la cola del cometa.

Las preparaciones se lavaron dos veces con
el tampon de las enzimas (40 mM HEPES, 0.1
M KCI, 0.5 mM EDTA, 0,2 mg/ml BSA) a pH 8
durante 5 minutos cada vez. Una vez lavados,
los portaobjetos se trataron con 50 ul de la
enzima, a una concentracion de 5 ul en 500
pl del tampdn, utilizando una solucién, madre
a una concentracion de 1/3000, se cubrieron
con cubreobjetos de tamafio 22x22 mm.
Posteriormente se incubaron en estufa durante
30 minutos a 37 0C en una camara humeda.

En el diseno experimental por cada corrida
de electroforesis han sido incluidos como
un mecanismo de control de calidad de las
corridas laminas de control positivo utilizando al
peréxido de hidrégeno como agente genotoxico
asi mismo laminas con muestras de sangre de
individuos sanos sin patologias de base para
ser utilizados como control negativo en las
respectivas corridas.

Los valores de porcentaje de ADN en la cola
de los cometas son los indicadores de la
medida del dafo. La diferencia entre los valores
obtenidos para él % de ADN con las enzimas
y los valores del dafio basal obtenido en cada
grupo de pacientes determina el dafio oxidativo
para cada uno de ellos.

Analisis de datos

Para el analisis de los resultados obtenidos
en el ensayo del cometa se utilizé el paquete
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estadistico SPSS.23, después de comprobar
la distribucién normal (prueba Shapiro-Wilk),
que mostré normalidad en la mayoria de las
variables, se utilizaron pruebas paramétricas.
Las comparaciones entre los grupos se hicieron
con la t-student para muestras independientes
y las comparaciones entre las evaluaciones
del dafio del mismo grupo con t-student
para muestras relacionadas. Se considerd
estadisticamente significativa una P < 0,05 y el
intervalo de confianza de 95 %.

Cuestiones éticas

La participacion de los pacientes fue de
caracter voluntario, quienes firmaron un
consentimiento informado, en el cual se les
informd de los objetivos de la investigacion,
y cémo se utilizarian las muestras de sangre,
fueron beneficiados con la comunicacién de

RESULTADOS

Caracteristicas demograficas de Ila
poblaciéon

Participaron de la investigacion 40 pacientes
diabéticos tipo 2 sin enfermedad renal cronica,
de los cuales 25 (62,5%) eran de sexo
femenino, la edad promedio de la poblacion fue

los resultados de los analisis de la calidad de
su material genético y todos los pacientes que
iniciaron el tratamiento de hemodialisis tuvieron
la misma oportunidad de participar de la
investigacion. Asi mismo las historias clinicas de
los mismos se mantuvieron dentro del principio
de confidencialidad y se encuentran archivadas
en el centro de didlisis NEFRO SERV y en el
Departamento de diabetologia del IPS de la
ciudad de San Pedro Ycua Mandyju.

El protocolo de investigacion contd con
la aprobacion del comit¢ de Etica de la
investigacion de la Facultad de Ciencias de
la Salud de la Universidad Catolica Nuestra
Sefiora de la Asuncion.

Los autores declaran que no existen conflictos
de interés comercial.

de 62 afos, participaron ademas 40 pacientes
diabéticos con ERC avanzada tipo V, que
iniciaban el tratamiento de HD, de los cuales
31 eran de sexo masculino (77,5%), la edad
promedio de ésta poblacién fue de 65 afos,
como puede apreciarse en la Tabla 1.

sexo
poblacién edad media *
M F
control 15 (37,5%) 25 (62,5 %) 62.6 6.1
pacientes con ERC 31 (77,5%) 9(22.5 %) 65.3+3.9

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la poblacion.

Inestabilidad Gendémica en pacientes
con Enfermedad renal crénica avanzada

Los cometas observados en las células de los
pacientes participantes de la investigacion,
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se pueden apreciar en las Figuras 1 y 2,
donde claramente se visualiza diferencias en
la longitud de la cola de los cometas de los
participantes.
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Figura 2. Imagen de cometa de paciente diabético con ERC y daiio genético.
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Segun se puede apreciar en la figura 3 y en
la tabla 2 los pacientes con enfermedad renal
cronica avanzada estado V pre dialisis (NT),
presentan alto porcentaje de ADN en las colas
de los cometas, lo que se traduce en un dafio
considerable en la molécula del ADN, que

aumenta con la dialisis (HD). Por otro lado, los
pacientes diabéticos que no tienen patologia
renal (control) presentan mucho menor
porcentaje de ADN en las colas de los cometas
analizados.

n Daio basal P valor (Sig. Bilateral)
Grupo control 40 25,38 + 10,27 <0.000
ERC/NT 40 39,88 + 12,12
ERC/HD 40 59,72 + 17,33

* ERCINT + ERC/HD (pacientes con enfermedad crénica pre-didlisis (NT) y pacientes hemodializados HD); los
valores se presentan como media + EE; t- Student para muestras independientes y emparejadas.Se considera

estdisticamente significativa a p < 0.05

Tabla 2. Comparacion de niveles de dafno basal entre el grupo control y los pacientes.

1009

80

B0

20

1

—T
% DMA_DAND BASAL ERCMNT

T
% DMA_DAND BASAL ERCHD

T
GRUPO CONTROL % DMA

Figura 3. Medidas de tendencia central y de variabilidad del dafio basal en el DNA en el grupo control y en
los pacientes con ERC/HD y pacientes con ERC/NT

Daio oxidativo en el ADN

Al tratar las muestras de sangre con la
enzima endonucleasa Eco Il se observa
mayor porcentaje de ADN en las colas de los
cometas en los pacientes diabéticos con ERC
hemodializados comparados conlos parametros
observados en las mediciones realizadas
previas al tratamiento de hemodialisis y en
pacientes diabéticos sin patologia renal, segun
puede observarse en la figura 4.
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El dafio oxidativo calculado como la diferencia
entre los valores obtenidos con la enzima y el
dafo basal en cada grupo, es mayor en los
pacientes hemodializados, p< 0,013 (ERC/
HD + CONTROL) , p< 0,034 (ERC/NT+ERC/
HD) sin embargo, no existen diferencias
significativas entre los valores para pacientes
diabéticos sin patologia renal y pacientes
con ERC no hemodializados, p> 0,103 (ERC/
NT+CONTROL), seguin los datos representados
en la tabla 3.
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Figura 4. Medidas de tendencia central y de variabilidad del dafio oxidativo basal en el DNA en el grupo
control y en los pacientes con ERC/HD y pacientes con ERC/NT.

Daio Oxidativo

P valor (a=0,05)

media * EE (Sig. Bilateral)
Grupo control 40 12,41+ 11,79 p< 0,013 (ERC/HD + CONTROL) Sig.
ERCINT 40 16,06 + 12,91 p< 0,034 (ERC/NT+ERC/HD) Sig.
ERC/HD 40 21,41 £ 17,62 p> 0,103 (ERC/NT+CONTROL) No Sig.

*Los resultados de la tabla se presentan como media + su error estandar y se considera estadisticamente significativa

p inferior a 0,05.

Tabla 3. Distribucién del Nivel de Dafo Oxidativo segun grupo control y pre-dialisis (NT) y luego de la
dialisis (HD).

DISCUSION

El estrés oxidativo es importante en el desarrollo
y progresion de la nefropatia diabética en la cual
estan involucradas varias vias y moléculas. Por
lo que existen numerosos biomarcadores para
detectar el nivel de estrés oxidativo y a qué
nivel molecular esta induciendo este dafio (4).

Nuestra investigacién consisti6 en comparar
los niveles de dafo en el material genético
de pacientes diabéticos de tipo 2 con
pacientes diabéticos con enfermedad renal
cronica avanzada clase V, pre dializados y
hemodializados durante un promedio de seis
meses de tratamiento, medidos mediante el
bioensayo del Cometa, que es un excelente

bioindicador de genotoxicidad (12,21). Hemos
encontrado una diferencia significativa en
el porcentaje de las colas de los cometas
evaluados en de los pacientes diabéticos con
enfermedad renal crénica antes del tratamiento
de la dialisis, comparado con los pacientes sin
patologia renal, (p< 0.005), lo que se interpreta
como mayor dafio en el material genético. Esto
es consistente con otras investigaciones que
reportan mayor dafo genético en pacientes
con ERC, evidenciado por un aumento de
micronucleos y anormalidades nucleares en
linfocitos de estos pacientes, como indicadores
de inestabilidad cromosoémica (6) y un aumento
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de % de ADN en la cola de cometas de células
de pacientes con ERC avanzada (8). Se
observé ademas que el porcentaje de ADN en
la cola de los cometas de las células de los
pacientes aumentaba significativamente luego
de seis meses en promedio de tratamiento de
hemodialisis (72 sesiones aproximadamente),
interpretandose este hecho como un aumento
de dafo en el material genético, estos
hallazgos también coinciden con los obtenidos
por otros autores que encontraron que el dano
aumentaba en los pacientes hemodializados,
utilizando biomarcadores como el test de
MN vy el bioensayo el cometa (4,6,8,22), sin
embargo, contradicen a los resultados de
otras investigaciones que no encontraron
diferencias significativas entre los paciente pre
dializados y los hemodializados y que el dafio
no aumentaba con el tiempo de la hemodiélisis
(23).

Otro de los objetivos propuestos en esta
investigacion fue el de medir el dafio oxidativo
del ADN mediante una modificacion de la técnica
del cometa, utilizando enzimas como la ECO I,
que permite identificar pirimidinas oxidadas en
las colas de los cometas, dado la existencia de
evidencias clinicas y cientificas, de que el estrés
oxidativo y los radicales libres van en aumento
en la enfermedad renal y de que este aumento
es aun mayor en los pacientes en tratamiento
de hemodialisis (1).

En nuestro estudio hemos encontrado que el
dano oxidativo en pacientes en tratamiento
de hemodialisis es significativamente mayor
que antes de iniciar el tratamiento y mayor al
encontrado en los pacientes diabéticos sin
ERC, sin embargo, no encontramos diferencias
significativas de dafo oxidativo entre los
pacientes con ERC predialisis y los pacientes
diabéticos sin ERC. Estos resultados coinciden
conlos resultados de Corredor etal (24), quienes
demostraron que los pacientes pre dializados
tienen dafio oxidativo significativamente menor
que los hemodializados, sin embargo contradice
los resultados de ofras investigaciones
(23) en las que hallaron mayor dafio en
pacientes pre dializados, estos resultados
contradictorios podrian estar relacionados a
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diferentes procedimientos del tratamiento de la
hemodialisis como el uso de diferentes tipos de
membranas y a las caracteristicas individuales
de cada paciente, como estilo de vida y
alimentacion diferentes entre poblaciones
de los distintos paises y a los tratamientos
antioxidantes que suelen ser administrados
a dichos pacientes. Ademas, a diferencia de
otras investigaciones que investigaron el dafo
genoémico en pacientes con enfermedad renal
cronica de diferentes origenes, ésta se centrd
en pacientes diabéticos de tipo 2, con un dafio
genético basal debido al estrés oxidativo al
que estan sometidas las células por la propia
patologia (25).

Por otro lado, el deterioro de la enfermedad
podria aumentar los niveles de estrés oxidativo
ya que durante la HD se puede alcanzar un
desequilibrio entre la produccién de radicales
libres y la pérdida de los eliminadores de éstos.
La hemodialisis si bien es un procedimiento
de depuracion, a la par que se pierden toxinas
urémicas también se pierden sustancias
antioxidantes particularmente las vitaminas,
como la vitamina C (26).

Los resultados obtenidos en esta investigacion,
permiten concluir que el estrés oxidativo
tiene un efecto genotdxico y que el nivel de
dafio genético es un buen bioindicador del
avance de la enfermedad renal crénica y que
la hemodialisis induce a un aumento de dafo
a nivel del material genético, aumentando el
riesgo de carcinogénesis, por lo que seria
recomendable tratamientos antioxidantes que
contrarrestan la produccion del estrés oxidativo,
ya que muchas investigaciones han asociado
los estados avanzados de la enfermedad renal
crénica con la aparicion de diferentes tipos de
cancer (26,27).
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