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Los pacientes en hemodialisis crénica (HD) aumentan la
susceptibilidad de los eritrocitos a la hemdlisis y perjudican la
supervivencia celular. Se exploréd si el agua reducida en
electrolitos (REG) podria paliar el deterioro de los eritrocitos
evocado por la EH y la anemia. Cuarenta y tres pacientes
sometidos a EH crénica se inscribieron y recibieron la
administracion de REG durante 6 meses. Se evalud el estrés
oxidativo en sangre y plasma, la actividad de Ila
metahemoglobina eritrocitaria (metHb)/ferricianuro reductasa,
la metHb plasmatica y las citocinas proinflamatorias en los
pacientes crénicos en HD sin tratamiento (n1/4 15) o con
vitamina C

(VC)- (n1/4 15), dializador recubierto de vitamina E (VE) (n1/4 15)
o tratamiento con REG (n1/4 15) durante un curso de HD. Los
pacientes mostraron aumentos marcados (15 veces) en las
especies de oxigeno reactivo a la sangre, principalmenteu,o,,
después de HD sin ningun tratamiento. HD resulté en una
disminucion de VC plasmatica, estado antioxidante total y
actividad de metHb / ferricianuro reductasa de eritrocitos y
aumento de los niveles eritrocitarios de hidroperdxido de
fosfatidilcolina (PCOOH) y metHb plasmatico. El tratamiento con
antioxidantes palid significativamente el estrés oxidativo
inducido por un solo curso de HD, el PCOOH plasmatico y de
glébulos rojos, y los niveles plasmaticos de metHb y metHb en
plasma, y preservo la actividad de metHb / ferricianuro reductasa
en un dializador recubierto de orden VC 4ERW4VE. Sin
embargo, los REG no tuvieron efectos secundarios de la
acumulacién de oxalato facilmente inducida por VC. El
tratamiento con REG a seis meses aumentd el hematocrito y
atenu¢ el perfil de citoquinas proinflamatorias en los pacientes
con EH. En conclusidn, la administracion del tratamiento con REG
es eficaz para paliar el estrés oxidativo evocado por la EH, como
lo indica la peroxidacion lipidica, la hemdlisis y la sobreexpresion
de citocinas proinflamatorias en pacientes con EH.
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En pacientes sometidos a hemodialisis (HD), la interaccion de
la sangre con materiales no biologicos del circuito
extracorporeo puede activar leucocitos polimorfonucleares
para producir cantidades de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que perjudican los tejidos/células vecinas (incluidos
los globulos rojos) y evocan una respuesta inflamatoria.'™ Los
niveles plasmaticos de citocinas proinflamatorias (p. ej.,
interleucina (IL)-1, IL-6, factor de necrosis tumoral-a y
proteina C reactiva) estan significativamente elevados en
pacientes urémicos en dialisis3,5 y la expresion puede
aumentarse aun mas incluso después de una sola sesion de
HD.*»¢ El aumento del estrés oxidativo y las citoquinas
proinflamatorias en pacientes con EH estan relacionados con
la desnutricion7 '@ resistencia al tratamiento con
eritropoyetina& los eventos cardiovasculares9,10y la alta

mortalidad.!!

Cada vez hay mas pruebas de que el estrés oxidativo
desempena un papel clave en la génesis y la gravedad de la
anemia por didlisis.!>'* Reduce la supervivencia de los
eritrocitos15’ deteriora el efecto de la eritropoyetinal6,17 ¥
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aumenta la susceptibilidad a la hemolisis debido a estimulos
inflamatorios, infecciosos y mecanicos.!*!® Durante el proceso
de estrés oxidativo, los globulos rojos estdn sujetos a la
peroxidacién lipidica de la membrana y son susceptibles a la
destruccion.’®?! El aumento de ROS puede oxidar la
oxihemoglobina para producirmo, y metahemoglobina
(metHb)?>? que, a su vez, conduce a hipoxia tisular,24
detencién de células endoteliales G/M y apoptosis.?®
Aumento de 1a expresion de 1 202 Teprimida de metHb reductasa en
células HeLa;?® La deficiencia de la enzima, un rasgo
autosoOmico recesivo, resulta en metahemoglobinemia
hereditaria (hemdlisis).”’” Un sistema de transporte de
electrones de membrana transplasmdtica (por ejemplo,
nicotinamida adenina dinucledtido (forma reducida)-
ferricianuro reductasa y NADH-metHb reductasa) estd
presente en las membranas de globulos rojos y desempefia un
papel para reducir el ferricianuro/metHb citotoxico a
ferrocianuro/oxihemoglobina  funcional.?®?° El dializador
intravenoso recubierto de vitamina C (VC) o vitamina E (EV)
puede mejorar la peroxidacion lipidica de eritrocitos y la
hemolisis potenciadas por la EH mediante la preservacion de
NADH-ferricianuro reductasa y NADH-metHb

reductasa.*

El agua reducida en electrolitos (REG) obtenida por

electrdlisis elimina Q2K wo2yHocazoy protege el ADN del dafio oxidativo. 30 El
mecanismo de proteccion de los REG resulta del hidrogeno
atomico activo con alta capacidad reductora, que puede
contribuir a la actividad de eliminaciéon de ROS, y puede
participar en la regulacion redox de la funcion celular.’® El
hidrogeno activo en los REG puede ser un eliminador ideal
contra las ROS porque no produce moléculas oxidadas
después de la reduccion como otros antioxidantes organicos
(VC, VE vy npolifenoles).’! Nuestros datos anteriores
informaron que la administracion de REG disminuy6 la
actividad de w02 y noci mejorada con HD, minimizd los
marcadores ateroscleroticos, oxidados e inflamatorios, y
restauré parcialmente el estado antioxidante total (TAS)
durante el tratamiento de 1 mes.?> En este estudio, se utilizaron
6 meses de sesion de HD en este estudio como sistema in vivo
para evaluar los efectos de los REG en el estrés oxidativo
inducido por dialisis segiin lo indicado por la peroxidacion
lipidica de eritrocitos, la actividad de la eritrocitos reductasa y
los niveles de metHb (hemolisis).
También se examino el resultado a largo plazo de los REG en
los perfiles de hematocrito, dosis de eritropoyetina y citocinas
proinflamatorias en pacientes con enfermedad renal terminal
(ERT).

RESULTADOS

Formacion de ROS mejorada por EG reducida en la EH Se observo
un aumento promedio de 15 veces en la actividad de ROS en
sangre en pacientes que se sometieron a HD sin tratamiento
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con REG. El reemplazo de los REG podria suprimir
eficazmente la formacion de ROS en un 75714% en pacientes
con EH (Figura la). El dializador recubierto con VC o VE
inhibi6 las ROS mejoradas con HD en 83711 0 49 79%.

Las muestras de sangre post-HD obtenidas del grupo se
utilizaron para examinar los efectos de varios antioxidantes.
Los recuentos sanguineos aumentados de ROS fueron
inhibidos en gran medida por un eliminador de H202, catalasa (en un 68-7870),
y parcialmente deprimidos por la superoxido dismutasa (14-
75%) y la epigalocatequina-3-galato (1675%) (Figura 1b), lo
que indica que la mayor parte de la actividad de ROS en
sangre se derivé deH202. Los REG deprimieron la actividad
de ROS entre un 60 y un 78%.

TAS plasmatico reducido en HD preservado en REG

En el grupo XERW, los niveles plasmaticos de VC y TAS post-
HD disminuyeron significativamente (Figura 2). Esto indica
que la EH puede causar estrés oxidativo agudo y pérdida
aguda de VC plasmatica. En el grupo de VC, la VC
intravenosa aument6 significativamente (Po0,05) los niveles
plasmdticos de VC y TAS en pacientes con ESRD que
recibieron HD. Los pacientes en los que se utiliz6 el dializador
recubierto con VE no parecian haber restaurado los niveles
plasmaticos de VC y TAS. El tratamiento con REG podria
restaurar los niveles plasmaticos de VC y TAS. En los cuatro
grupos, no hubo cambios significativos en las concentraciones
plasmaticas de EV y oxalato. Sin embargo, se encontré una
mayor tendencia de la concentracion de oxalato en el grupo de
VC, lo que sugiere un posible efecto secundario adverso de
VC intravenoso a largo plazo.

Los REG disminuyeron las ROS y PCOOH mejoradas con HD en el
plasma y la membrana de glébulos rojos

En nuestros estudios previos3,4> una sola sesion de HD no
afectd a los niveles de perfiles lipidicos en los pacientes con
ERT. El nivel basal de hidroperéxido de fosfatidilcolina
plasmatica (PCOOH) pre-HD y PCOOH de membrana
eritrocitaria fue similar entre los cuatro grupos de pacientes.
Sin embargo, en el grupo XERW, los niveles plasmaticos de
PCOOH post-HD (205 724 pmol/ml) y PCOOH de membrana
eritrocitaria post-HD (310 739 pmol/ml) aumentaron
significativamente (P00,05) después de HD (Figura 3). La VC
intravenosa previno significativamente (Po0,05) los aumentos
en la PCOOH plasmatica post-HD (1107 15 pmol/ml) y en
los niveles de PCOOH de membrana RBC post-HD (168 725
pmol/ml). En el grupo VE, el dializador recubierto con EV
también disminuyé el aumento en el nivel de PCOOH
plasmatico post-HD (145721 pmol/ml, Po0,05). Por otro lado,
el dializador VEcoated también previno el aumento de los
niveles d¢ PCOOH de membrana RBC post-HD (178729
pmol/ml, Po0,05). En el grupo de REG, el tratamiento con
REG redujo significativamente el tratamiento después de la
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Figura 1 | a) En la formacién paliante de ROS en sangre activada por HD,
se aclaran los efectos de la VC intravenosa, un dializador recubierto de
VE y REG. (b) Se muestran para la comparacién los efectos de la
superoxido dismutasa, catalasa (CAT), epigalocatequina-3-galato (EGCG),
VC, VE o REG sobre la actividad de ROS sanguineas post-HD mejorada in
vitro. Grupo VC (n 1/4 15), pacientes en HD con VC intravenosa; Grupo
EV (n 1/4 15), pacientes en HD con dializador recubierto de EV; Grupo
REG (n 1/4 15), pacientes en HD con tratamiento con REG; y grupo XERW
(n 1/4 15), pacientes en HD sin VC, dializador recubierto de EV o
tratamiento con REG. Pre-HD 1/4 antes de una sesién de HD; post-HD
1/4 después de la sesion de HD (corregido por hemoconcentracion).
*P00.05 vs valor pre-HD; #P00.05 vs grupo XERW.
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Figura 2 | Efectos de la infusidon intravenosa de VC, VE-coated dializador
VE o ERW sobre los niveles plasmaticos de VC, EV, TAS y oxalato
plasmético (oxalato) durante una sesion de hemodidlisis. Grupo VC (n
1/4 15), pacientes en HD con VC intravenosa; Grupo EV (n 1/4 15),
pacientes en HD con dializador recubierto de EV; Grupo REG (n 1/4 15),
pacientes en HD con dializado de REG; y grupo XERW (n 1/4 15),
pacientes en HD sin VC, dializador recubierto de VE o dializado de REG.
Pre-HD 1/4 antes de una sesién de HD; post-HD 1/4 después de la sesion
de HD (corregido por hemoconcentracion). *Po0.05 vs valor pre-HD;
#P00.05 vs grupo XERW.

Niveles plasmaticos de PCOOH HD (134718 pmol/mi,
P00,05) y niveles de PCOOH de membrana RBC postHD
(163719 pmol/ml),

Po0.05).

Los REG reducen la formacién de metHb activada por la EH

Una sola sesion de HD inhibiéo las actividades de la
NADHmetHb reductasa y la NADH-ferricianuro reductasa en
eritrocitos, y aumentd los niveles plasmaticos de metHb
(Figura 4). El tratamiento intravenoso con VC, EV o REG
preservo significativamente las actividades de la ferricianuro
reductasa eritrocitaria y la metHb reductasa de eritrocitos, y
disminuy6 el nivel de metHb aumentada con HD. Estos
hallazgos implican que el tratamiento con REG fue eficaz para
prevenir el estrés oxidativo en los eritrocitos.

Efecto a largo plazo de los REG sobre el estrés oxidativo inducido
por la EH y los marcadores inflamatorios
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Para determinar los efectos a largo plazo de los REG en los
pacientes con ERT sometidos a HD crénica, registramos las
ROS sanguineas post-HD, los niveles post-HD de las
actividades de NADH-metHb reductasa y NADH-ferricianuro
reductasa en la membrana de los eritrocitos, y el nivel
plasmatico de metHb post-HD en el REG-
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Figura 3 | Se muestran los valores medios de los recuentos de H 50,
luminol en sangre pre/POSt-HD y el nivel de PCOOH en plasmay en membrana
de glébulos rojos. Grupo VC (n 1/4 15), pacientes en HD con VC
intravenosa; Grupo EV (n 1/4 15), pacientes en HD con dializador
recubierto de EV; Grupo REG (n 1/4 15), pacientes en HD con dializado
de REG; y grupo XERW (n 1/4 15), pacientes en HD sin VC, dializador
recubierto de EV o tratamiento con REG.

Pre-HD 1/4 antes de una sesidn de HD; post-HD 1/4 después de la sesidn
HD

(corregido por hemoconcentracion). *Po0.05 vs valor pre-HD; #P00.05 vs
grupo XERW.

y pacientes tratados con XERW durante 6 meses. Como se
muestra en la Figura 5, después de 6 meses de tratamiento con
REG en los pacientes con ERT cronica en HD, el aumento de
ROS sanguinea post-HD disminuy6 (Po0.05) en comparacion
con el grupo XERW, mientras que los niveles post-HD de
actividades de NADH-metHb reductasa y NADH-ferricianuro
reductasa aumentaron (P00.05) en comparacion con el grupo
XERW. El nivel plasmatico de metHb post-HD también
disminuy¢ significativamente (Po0,05) en el grupo de REG
en comparacion con el grupo XERW. El resultado a largo
plazo mostrd que el tratamiento con REG a 6 meses aumento
significativamente el hematocrito (de 28,970,7 a 31,570,6%)
a una dosis similar de administracion de eritropoyetina en los
43 pacientes con EH cronica (Figura 6). Sin embargo, las
diferencias del cambio  hematocrito no  fueron
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estadisticamente significativas en el grupo XERW (de 31,0
71,0 a 30,7 7 0,4%) incluso a una dosis similar de
eritropoyetina. Ademas, después de 6 meses de tratamiento
con REG, 26 citocinas plasmaticas criticas para la respuesta
inflamatoria también se regulan a la baja (Figura 7).

DISCUSION
Nuestro estudio indica que la HD activd leucocitos
polimorfonucleares y monocitos para liberar ROS,

principalmente H 20234y se acompaiié de eventos adversos en

pacientes con ESRD, incluyendo (1) aumento de la cantidad

de ROS en la sangre;

(2) peroxidacion de lipidos plasmaticos y lipidos de
membrana de globulos rojos;
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Figura 4 | Efectos de la infusidn intravenosa de VC, dializador recubierto
de EV o tratamiento con REG sobre la actividad de la ferricianuro
reductasa eritrocitaria afectada por la HD, la actividad de la metHb
reductasa y el nivel plasmatico de metHb. Grupo VC (n 1/4 15), pacientes
en HD con VC intravenosa; Grupo EV (n 1/4 15), pacientes en HD con
dializador recubierto de EV; Grupo REG (n 1/4 15), pacientes en HD con
tratamiento con dializado de REG; y grupo XERW (n 1/4 15), pacientes
en HD sin VC, dializador recubierto de EV o tratamiento con REG. Pre-HD
1/4 antes de una sesion de HD; post-HD 1/4 después de la sesiéon de HD
(corregido por hemoconcentracion). *Po0.05 vs valor pre-HD; #Po0.05 vs
grupo XERW.

(3) Inhibicion de la actividad de las reductasas eritrocitarias,
lo que lleva a la hemdlisis. La aplicacion de REG puede
disminuir la producciéon de ROS en sangre mejorada por

Kidney International (2006) 70, 391-398
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la EH, la peroxidacion lipidica de glébulos rojos y la
hemolisis a través de la preservacion de la actividad de la
NADH-ferricianuro reductasa y la -metHb reductasa. Este
resultado beneficioso a largo plazo del tratamiento con
REG de 6 meses puede mejorar el hematocrito sin el
aumento de la dosis de eritropoyetina.

El estrés oxidativo asociado con la uremia se ve exacerbado
por la hemodidlisis, ya que los neutréfilos y monocitos,
activados por el contacto con las membranas de dialisis,
liberan grandes cantidades de ROS.' Los efectos nocivos de
las ROS sobre los carbohidratos, lipidos y proteinas tienen un
papel patolégico en muchas enfermedades inflamatorias, la
mayoria de las cuales son frecuentes en pacientes con EH.>!2
En particular, la oxidacién de éacidos grasos poliinsaturados
sobre la membrana de los globulos rojos®*!? aumenta la
rigidez de los globulos rojos y reduce su deformabilidad32,33-
lo que conduce a una mayor susceptibilidad a la hemolisis4 y
a una menor supervivencia.'” Las ROS pueden causar
—®— REG (n=43)

500 1
» —O— XERW (n=25)
© 400 T
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€ 200 1
§100- i
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oxidacionpesterior y liberacion de otros metabolitos oxidados
y aumentan después de la sesion de HD.** Como producto
primario de peroxidacion de la membrana fosfo-
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Figura 5 | Efectos del tratamiento con REG de 6 meses sobre la actividad
de la ferricianuro reductasa de eritrocitos afectada después de la HD, la
actividad de la metHb reductasa y el nivel plasmatico de metHb en 43
pacientes con ESRD. Veinticinco pacientes con ESRD sin tratamiento con
REG (XERW) se utilizaron como grupo control. MO, antes del tratamiento
de los REG; M1, tratamiento con REG durante 1 mes; M2, tratamiento
con REG durante 2 meses; M3, tratamiento con REG durante 3 meses; y
M6, tratamiento de REG durante 6 meses. *Valor Po0.05 vs MO. lipidos,
el nivel de PCOOH en el plasma y la membrana de eritrocitos
aumento por HD.3"4 Ademas, los aumentos significativos de metHb y la
disminucion de la actividad de dos reductasas de globulos
rojos (NADH-ferricianuro reductasa y -metHb reductasa) en
plasma post-HD vy eritrocitos implican un dafio potencial de
gloébulos rojos secundario a la peroxidacion lipidica. La
oxihemoglobina humana reacciona con Fe(II)(CN)su203 para
producir Hyo, y metHb.?? Ademas, la produccion de metHb
puede acelerarse enmo.** En nuestro estudio anterior, la
formacion de H202 desencadenada por la EH se correlaciono
positivamente con el grado de hemolisis y con los niveles de
metHb.*
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Figura 6 | Efectos del tratamiento con REG de 6 meses sobre la dosis de
hematocrito (Hct) y eritropoyetina (EPO) afectados por la EH en 43
pacientes con ESRD. Veinticinco pacientes con ESRD sin tratamiento con
REG (XERW) se utilizaron en el grupo control. MO, antes del tratamiento
de los REG; M1, tratamiento con REG durante 1 mes; M3, tratamiento
con REG durante 3 meses; y M6, tratamiento de REG durante 6 meses.

Basandose en la interesante mejora clinica de una variedad
de enfermedades por la ingesta de agua reducida desde 1985,
Hayashi 35 propuso la hipdtesis "Teoria de la Regulacion del
Agua'. El eliminador ideal para ROS debe ser el hidrogeno
atdmico activo. El hidrégeno atdmico activo puede producirse
en REG cerca del catodo durante la electrdlisis del agua. Los
REG exhiben un pH alto, oxigeno disuelto bajo, hidrogeno
molecular disuelto extremadamente alto y valores de potencial
redox extremadamente negativos.3’ Shirahata et al.>° sugieren
que la actividad similar a la superéxido dismutasa y catalasa
de los REG no se debe al hidrogeno molecular disuelto sino al
hidrogeno atomico activo con una mayor capacidad reductora
que puede participar en la actividad de eliminacion de ROS.
Happe et al.*® indican que las hidrogenasas, que se encuentran
entre las enzimas mas antiguas (3,8 mil millones de afios),
pueden dividir reversiblemente el hidrogeno molecular para
producir hidréogeno atémico activo, que participa en la
regulacion redox de la funcion celular. La actividad de
eliminacion de ROS de los REG es estable a 41C durante mas
de un mes y no se perdid incluso después de la neutralizacion,
la congelacion y fusion repetidas, la deflacion con sonicacion,
la mezcla vigorosa, la ebullicion, la filtracion repetida o el
autoclave cerrado, sino que se perdié por autoclave abierto o
por autoclave cerrado en presencia de trioxido de tungsteno
que adsorbe eficientemente el hidrogeno atdmico activo.’* El
hidrégeno activo en los REG también puede ser un eliminador
ideal contra las ROS porque no produce moléculas oxidadas
después de la reduccién como otros antioxidantes orgénicos
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(VC, VE y polifenoles).*3! REG, VC y catequinas eliminaron
completamente el ok producido por el sistema hipoxantina-
xantina oxidasa en tampoén fosfato de sodio.*® Ademas, los
REG, la catalasa y el VC podian eliminar directamente

un Antes de los REG
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Figura 7 | Determinacién de la determinacion de multiples citocinas
mediante matriz de anticuerpos contra citoquinas en el plasma pre-HD
de un paciente con ESRD antes y durante el tratamiento con REG de 6
meses. (a) Se muestran los perfiles de citoquinas plasmaticas pre-HD y
(b) diagrama de puntos amplificados de citocinas antes, después de 1 mes
(1M), 3meses (3 M) y 6 meses (6 M) de tratamiento con REG. Obsérvese que
el tratamiento con REG redujo significativamente la intensidad de puntos
de las citoquinas proinflamatorias (a-z) después de6 M de tratamiento
con REG. a: factor de crecimiento de insulina-1; b, IL-13; ¢, IL-15; d, IL-
16; e, IL-1 b; f: IL-1ra; g, IL-2; h: IL-6; I: proteina 2 del cofactor de
membrana; J: proteina 3 del cofactor de membrana; K: proteina 4 del
cofactor de membrana; L: factor estimulante de colonias de macrdéfagos;
m, MDC; n, MIG; o: proteina inflamatoria de macréfagos-1d; p, NAP-2;
g, NT-3; r: factor de crecimiento derivado de plaguetas-BB; s, RANTES; t:
factor de células madre; u, SDF-1; v, TARC; w: factor de crecimiento
tumoral-b1; x, factor de crecimiento tumoral-b3; y, factor de necrosis
tumoral-a; z, factor de necrosis tumoral-b; , punto negativo; p , punto
positivo.

H202.33 Encontramos que los REG vy la epigalocatequina-3-
galato pueden eliminar tanto el 1202 como el HOCL, pero el VC solo elimina
«u202. El mecanismo de eliminacion de ROS por REG puede
deberse a la adsorcion directa de ROS por hidrogeno atdomico
activo, porque no se detectd produccion de antioxidantes por
ensayo TAS en nuestro®perimento anterior 3y en el presente.
Ademads, a pesar de la presencia de REG, nuestro informe
anterior mostré6 un aumento significativo de la PCOOH
plasmatica y una disminucion de la TAS de antes a después de
la dialisis en los pacientes con ERT, mientras que el presente
estudio no mostrd diferencias en la PCOOH y la TAS de antes
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a después de la dialisis en los pacientes con ESRD. Esta
discrepancia puede deberse a un control de la dieta en el
presente estudio, porque un factor dietético aumentd los
niveles de triglicéridos plasmaticos y lipoproteinas de muy
baja densidad, lo que podria conducir a un aumento en el nivel
de PCOOH vy una reducciéon en el TAS desde antes hasta
después de la dialisis incluso en presencia de REG en nuestro
estudio anterior.® Este resultado indica que los REG con una
mayor capacidad reductora y/o actividad directa de
eliminacion de ROS podrian utilizarse en pacientes con EH
por sus caracteristicas estables, gastos mas baratos y fuerte
actividad antioxidante para aliviar el estrés oxidativo evocado
por la EH, preservar la actividad de las reductasas de
eritrocitos y aumentar el hematocrito durante seis meses de
tratamiento. Ademas, es bien sabido que las sobredosis de VC
o el uso a largo plazo pueden causar oxalosis secundaria a
través de un aumento en los niveles plasmaticos de oxalato y
la deposicion de oxalato de calcio en varios tejidos.**” Por lo
tanto, la aplicacion del tratamiento con REG podria prevenir
el aumento del nivel plasmatico de oxalato durante una sola
sesion de HD o después de un tratamiento de seis meses.

Los pacientes con ERT en HD de mantenimiento muestran
inflamacion sistémica debido a uremia y didlisis y sufren
eventos cardiovasculares’!! y anemia severa.’® * hemolisis
aumentada en la EH se ha propuesto como un factor
significativo con respecto a la supervivencia globular acortada
relacionada con la EH.'® suplementaciéon con 28 EV para
pacientes con EH dio lugar a una reduccion de los requisitos
de dosis de eritropoyetina.'® pacientes con EH con niveles
estables de hemoglobina y que no recibieron tratamiento con
eritropoyetina mostraron una mayor actividad de eliminacion
de OH en comparacion con aquellos que necesitaban
eritropoyetina:* se puede argumentar que los incrementos
asociados a la eritropoyetina o anemia en la carga oxidante
pueden ser contrarrestados por un mayor consumo de
antioxidantes como VC. Tarng et al.*® inform6é que se
encontré que la dosis de eritropoyetina, asi como la proporcion
de eritropoyetina/hemoglobina, se  correlacionaban
positivamente con las concentraciones séricas de 8-hidroxi-2
0-desoxiguanosina, un producto de oxidacion del ADN. VC
influy6 en la sintesis renal de eritropoyetina en los rifiones, y
la produccion de eritropoyetina se increment6 en presencia de
coctel antioxidante que comprende vitaminas A, E y C.
Ademas, los prooxidantes redujeron la sintesis de
eritropoyetina en las células de hepatoma humano.*!

Nuestros datos mostraron que 6 meses de tratamiento con
REG antioxidantes aumentaron significativamente el
hematocrito pero no aumentaron la dosis de eritropoyetina en
los 43 pacientes con ESRD. Los antioxidantes como la EV y
los medicamentos antiinflamatorios pueden atenuar los
eventos cardiovasculares cronicos evocados por la EH y la
apoptosis de neutrofilos y células endoteliales.*' ™ Los
resultados  actuales mostraron que 26  citocinas
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proinflamatorias se regulan a la baja después de 6 meses de
tratamiento con REG. Estos hallazgos proporcionan una nueva
vision de los eventos moleculares que resuelven la anemia y
la inflamacién en pacientes créonicos con EH mediante el
tratamiento de REG. Es necesario determinar un nuevo
estudio para aclarar los REG sobre la inmunidad.

En conclusién, nuestros hallazgos demuestran que el
tratamiento con REG es eficaz para paliar el estrés oxidativo
evocado por la EH, como lo indican la hemdlisis y la
peroxidacion lipidica, en pacientes con EH. Los beneficios a
largo plazo de esta nueva terapia se asocian con un aumento
del nivel de hematocrito, una mejora de la capacidad de
respuesta de la eritropoyetina y una regulacion negativa de las
citoquinas proinflamatorias en pacientes con EH cronica.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Para evaluar el grado de estrés oxidativo en sangre de pacientes con
ERT, 25 pacientes (14 hombres y 11 mujeres) sin ningun tratamiento
(grupo XERW), 15 pacientes (sicte hombres y ocho mujeres) con
grupo VC intravenoso (1g en 250 ml de solucion salina infundida
durante 4 h de HD), 15 pacientes (ocho hombres y siete mujeres) con
dializador recubierto con EV (grupo EV), En el estudio de REG se
inscribieron 43 pacientes (28 hombres y 15 mujeres) sometidos a
tratamiento con REG (grupo REG) con 10,870,5 mg/dl de
creatinina, sometidos a HD de mantenimiento en el Hospital Wan-
Hwa durante un periodo de 12 a72 meses después de la obtencion del
consentimiento informado. Los criterios para la seleccion de
pacientes incluyeron la ausencia de habito de fumar, neoplasia
maligna, trastornos inflamatorios, infecciones cronicas o agudas,
suplementacion de VC o EV, y tratamiento con hierro oral o
intravenoso, o medicamentos antiinflamatorios 3 meses antes de la
inscripcion. La edad media fue de 58a 73 afios (media7s.e.m., rango
42-82 afios). Como los sujetos para el estudio de 6 meses fueron
reclutados en los grupos REG y XERW, encontramos que al ingresar
al estudio, el grupo XERW tenia un nivel de hematocrito basal alto,
pero no significativo, que el grupo REG (31.071.0 vs 28.970.7%, P1
/40.097). Un nivel similar en nitrogeno ureico en sangre (63.5 72.7
vs 71.473.3 mg/dl, P1/40.07), creatinina (10.0 70.35 vs 11.070.51
mg/dl, P1/40.10), albumina (3.82 70.05 vs 3.7870.07g/dl, P1/40.57)
y ferritina (395720 vs 373738ng/ml, P1 /40.596 ) se observo en los
grupos REG y XERW. Todos los pacientes con EH excepto el grupo
EV utilizaron hemodializador (biomembrana AM-Bio-HX-90 y AM-
Bio-HX-100: Asahi Kasei Med Co., Tokio, Japon). Un VE-recubierto
EE18 La membrana de Excerbrane® (Terumoc Co., Japon) se utilizd
en el grupo EV. La solucion VC (Tai-Yu Pharmaceutical, Taipei,
Taiwan) se preparo en 1 g /250 ml de solucion salina antes de su uso.
La tasa de flujo sanguineo durante las sesiones de dialisis fue de 250-
300 ml/min y el flujo de dializado de 500 ml/min. El area superficial
de estos dos dializadores fue de 1,5 y 1,8 m? respectivamente, y el
tratamiento del paciente con cualquiera de las membranas durd 6
meses. El kt/v de todos estos pacientes se mantiene entre 1,3 y 1,6.
La causa de la ESRD fue diabetes en 55 pacientes y glomerulonefritis
cronica en 43 pacientes. Los pacientes con EH estaban en una dieta
libre con una ingesta normal y constante de acidos grasos esenciales,
y ninguno de ellos tomd ningiin medicamento con efecto oxidante
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establecido o potencial y ningtin antioxidante como VC o VE durante
6 meses de periodo probado. El permiso del ensayo clinico fue
aprobado por la reunion del Comité de Investigacion Humana del
Hospital Regional Wan-Hwa.

Sistema REG

HD-24K (Nihom Trim Co., Osaka, Japén) se estructur6 como se
describid en detalle anteriormente.3 En resumen, el agua cruda se suministro
después de ser comprimida por la bomba de compresion y se
suministré a un compartimento para la electrdlisis a través de una
valvula solanoide, que se abre y se cierra sincronizandose con la sefial
del sensor de nivel de agua en el tanque de almacenamiento de agua
electrolizada y el sensor de flujo. En el compartimiento eléctrico, el
agua bruta suministrada se electrolizd mediante corriente continua
suministrada a p y placa de electrodo a través del diafragma y en el
lado de la placa del electrodo se redujo el agua que contenia
hidroégeno activo y un valor de potencial redox mas bajo. La serie de
operaciones se lleva a cabo automaticamente de acuerdo con el nivel
del tanque de agua reducido. HD-24K, bomba de compresion, tanque
de agua reducido, tanque de agua acida y computadora personal para
el control se colocan frente al dispositivo habitual de procesamiento
de agua cruda. El agua reducida producida por HD24K se recogio en
un tanque de agua reducido, y luego se suministro al sistema habitual
de procesamiento de agua cruda para HD por compresion con bomba
de compresion. La intensidad de la electrdlisis de HD-24K se ajusta
al "nivel 2" y en este estudio se utiliza el REG que indica pH 9.8 justo
después de tomar de "fuera" de HD-24K. La calidad de los REG para
HD fue aprobada por el Instituto de Investigacion Industrial Yen
Tjing Ling de la Universidad Nacional de Taiwan con el numero
E89A299D277, que es requerido por la Asociacion Americana de
Instrumentos Médicos (AAMI). Los dializados REGW mantienen las
propiedades de menor valor de potencial redox en comparacion con
el del dializado no REGW (15075 29675mV). La calidad
microbiologica de los dializados finales cumple con el estandar
AAMI (obacterias de 200 unidades formadoras de colonias/ml y
concentracién de endotoxinas de 2EU/ml). Debido a que los
resultados del cultivo no estan disponibles durante al menos 48 horas,
tiempo durante el cual las bacterias contintian proliferando, el nivel
final de accion del dializado también cumple con el estindar AAMI
(obacterias y endotoxinas de 50 unidades formadoras de colonias / /
ml y 1EU / ml, respectivamente). El nivel de endotoxinas en el agua
utilizada para la EH es de 0,06170,003 EU/m| medido por un kit
ELISA de endotoxinas (HBTHIT301, Biocompare Inc., South San
Francisco, CA, EUA) y un analizador ELISA automatizado (CODA,
SN10373, Hercules, CA, EUA).

Muestras de sangre y analisis bioquimicos

La sangre (10 ml) se recogid a través de la linea arterial del circuito
HD, antes del inicio y el final de una sesiéon de HD, en un tubo de
ensayo estéril heparinizado y se proces6é en 2 h. En cuanto a los
efectos de la hemoconcentracion durante la HD, los niveles post-HD
de diversos bioquimicos plasmaticos se corrigieron con la siguiente
ecuacion:

Valor post HD corregido 1/4medido después del valor HD

dCpreHD=CpostHDP

El recuento de células de sangre total, incluido el nivel de
hemoglobina y el hematocrito, se determin6 con un autoanalizador
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(Coulter STKS, Hialeah, Finlandia). Los niveles plasmaticos de
nitrégeno ureico y creatinina se determinaron con un autoanalizador
(Hitachi 736-15, Ibaraki, Japon). La concentracion plasmatica de
oxalato se determiné por un método enzimatico.?’

Medicion de la actividad de ROS en sangre total y plasma Para
determinar la actividad de ROS en sangre total y plasma, tomamos
muestras y aislamos plasma de los cuatro grupos de pacientes en
varios puntos temporales durante la primera sesion de HD del
estudio. Después del muestreo, se agregaron inmediatamente 0,2 ml
de sangre total o plasma a la solucion de luminol, y las sefiales de
ROS se midieron como

descrito anteriormente.*

Para identificar los tipos de ROS en la sangre activada por la EH,
estudiamos los efectos de varios inhibidores de ROS, incluida la
superoxido dismutasa (un eliminador de 02k , 30U), catalasa (un eliminador
de H 202, 30U) y epigalocatequina-3-galato (un eliminador de HOCI
y H202, 10 mg). 4 Para probar los efectos in vitro de los REG, también
comparamos las sefiales de ROS en muestras de sangre obtenidas del
grupo N antes y después del tratamiento con REG.

Ensayo de VC plasmdticay EV

Para preservar VC, se desproteiniz6 una alicuota de plasma con 4cido
metafosforico al 10% (1:1, vol/vol), y el sobrenadante se mantuvo a
801C. El VC plasmatico se midié mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (sistema HPLC Hitachi D-7000) con detector
ultravioleta a 254 nm con una columna Cosmosil 5 C 18-MS
(2504,6 mm ID) con un tamafio de particula de 5 mm.*

La EV se midi6, después de la extraccion con etanol y hexano, por
cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion UV a 292nm*
“myuna columna Cosmosil 5Cis-ms (150 4.6 mm ID) con un tamafio de
particula de 5 mm. El software del administrador del sistema (D-
7000, version 3.0; Hitachi) se utiliz6 para la integracion maxima de
VCy VEy la adquisicion de datos.

Las recuperaciones de extraccion de las recuperaciones estandar
de VC y VE dentro del rango de concentracion del ensayo fueron 85
y 96%. Para VC y VE, la variabilidad dentro del dia fue inferior al
13,5%, mientras que la variabilidad entre dias no super¢ el 14,8%.
La variabilidad dentro del dia promedi6 11,472,5% para VC y
6,171,6% para EV. La variabilidad media entre dias fue de
11,972,7% para VC y 6,371,5% para EV.

Mediciones de TAS plasmatico

Medimos el TAS de plasma (20ml) por un kit comercial (kit TAS,
Randox, San Francisco, CA, USA) de acuerdo con el manu-
Instrucciones del fabricante.>*

Medicion de productos de peroxidacion lipidica

Un producto de peroxidacion lipidica, PCOOH, originado a partir de
fosfatidilcolina oxidada es un producto primario de peroxidacion
lipidica,47 que se midié para servir como una indicacion de estrés
oxidativo.>* Las cantidades de PCOOH en plasma y eritrocitos se
determinaron por duplicado mediante cromatografia liquida de alta
resolucion quimioluminiscencia (CL-HPLC, Tohoku Electronic Ind.
Co., Sendai, Japén).
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Evaluacién espectrofotométrica de las actividades de hemoglobina
oxidada y RBC reductasa

El estrés oxidativo inducido por la EH, a través de la peroxidacion
lipidica de la membrana de los eritrocitos, conduciria a la destruccion
de los eritrocitos y la liberacion de hemoglobina. Determinamos la
concentracion plasmatica de metHb espectrofotométricamente, como
se describio anteriormente.>* La puntuacion de hemolisis se
determind mediante medicion espectrofotométrica a 540 nmy con un
contador Coulter (Coulter Onix, Miami, FL, EUA). Una actividad
reducida del sistema de transporte de electrones de membrana
transplasmdtica de glébulos rojos, incluida la ferricianuro reductasa
y la metHb reductasa, podria provocar dafio celular y aumentar la
concentracién plasmdtica de metHb y H2022%?° La actividad de la
ferricianuro reductasa de globulos rojos se midié como se describid
anteriormente, 1# actividad de la reductasa de 48 petHb se ensayd mediante el
uso de 2,6-diclorofenol indofenol como aceptor de electrones.*

Analisis estadistico

Todos los valores se expresan como media7s.e.m. Las comparaciones
dentro del grupo entre los valores pre y post-HD se realizaron
mediante prueba t pareada. Para los datos longitudinales, se utilizo el
analisis de varianza de medidas repetidas con analisis post hoc con el
procedimiento de Bonferroni para analizar las diferencias entre y
dentro del grupo. Po0.05 fue adoptado como indicativo de
significacion estadistica.
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