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1. TRASPLANTE RENAL

1.1 INSUFICIENCIA RENAL CRONICA

La enfermedad renal crénica (ERC) es un grave problema de salud publica, que
se define en las Guias de Préactica Clinica para la Evaluacion y el Manejo de la ERC,
por la presencia de anomalias en la estructura o en la funcion renal de manera sostenida
durante méas de 3 meses®. En las guias KDOQI de 2002, la insuficiencia renal cronica
(IRC)?, se define como la presencia de una funcién renal alterada basada en una
disminucion del filtrado glomerular (FG) <60 mL/min/1.73 m? durante mas de 3 meses.
Mas recientemente, en las Guias KDIGO referidas¥, junto al estadiaje de la IRC por la
tasa de FG, se afiade la presencia de mayor o menor microalbuminuria en orina en tres

categorias y con estos dos parametros, se establece su pronostico (Tablal).

Prognosis of CKD by GFR and albuminuria category

Persistent albuminuria categories
Description and range

A1 A2 A3
Prognosis of CKD by GFR
and Albuminuria Categories: Normal to Moderataly Seversly
KDIGO 2012 in:r\:_ul::ed increasad increased
=30 mg'g 30-300 mg'g =300 mg'g
=3 mg/mmol 3-30 mg/mmol =30 mg/mmol

B‘E G1 | Nomal or high =90
R
=% | a2 | Midy decreased ‘ 60-89

c
z§
E Mildly to moderately
E E 638 | yocreased R
—c
@ o Moderately to .
'% B D severely decreased 3044
> G
2 § G4 | Severely decreased ‘ 15-29
o
x
% G5 | Kidney failure <15

Green: low risk (if no other markers of kidney disease, no CKD); Yellow: moderately increased risk;
Orange: high risk; Red, very high risk.

Tabla 1. Diagndstico de ERC por FG y microalbuminuria segun Kidney Disease
Improving Global Outcomes (KDIGO). Reproducido deKDIGO, 2012,

La identificacion de la presencia y el estadio de la IRC se acomparian de la
evaluacion precisa de la causa de enfermedad y condiciones de comorbilidad asociadas
al paciente®. La IRC se asocia a elevada morbilidad y mortalidad, por lo que el
diagnostico oportuno y tratamiento tiene el potencial de retrasar la progresion de la

enfermedad y reducir las complicaciones®.



La IRC conlleva en muchos casos la pérdida total de la funcion renal, derivando
a una insuficiencia renal crénica terminal (IRCT) que indefectiblemente conduce a la
muerte del paciente si no es reemplazada la funcion renal mediante depuracion

extrarrenal (dialisis) o el trasplante de un rifion.

Es de interés sefialar que en el caso de los receptores de rifion, éstos deben ser
considerados como pacientes con IRC por varias causas: primero, el FG tiende a ser
mas bajo por ser pacientes monorrenos y ademads, la toxicidad de los farmacos
inmunosupresores tales como ciclosporina (CsA) o tacrélimus influye en la disminucién
del FG; en segundo lugar, estudios de biopsias de protocolo demuestran muchas veces
dafio debido a rechazo agudo (RA) tardio y practicamente en todos los injertos esta
presente una atrofia tubular/fibrosis intersticial (AT/FI) en distinto grado, incluso

presentando niveles normales de creatinina en sangre (Crs)®@.

1.1.1 Epidemiologia. Registros de IRC y dialisis

En Estados Unidos, la prevalencia de la IRC se incremento desde 1988-1994 a
1999-2004 del 12 al 14%, pero se ha mantenido estable desde entonces. EI mayor
incremento tuvo lugar en pacientes en estadio 3 de la enfermedad, del 4.5% al 6.0% en
tres periodos de tiempo comparados (Fig 1).

wol 1 Figure i.1 Prevalence of CKD by stage among MHANES
participants, 1388-2012

10

W 198

T
. I B 2007-2012
I IIII

Stage 2 Stage 3 Stage 4 Stage 5

Percent

-

Data Source: National Heaith and Nutrition Examingtion Survey (NHANES),

F|g 1. Prevalencia de isss-isss, 109s-200s & 2005-2012 parsicipants age 205 oider whisker  )S National Health and
lines indicate 95% confidence intervals. Abbreviotions: CKD, chronic kidney

NULFition EXAMINAtION  semsee s g o appears oo iure 2 2. DS, 20140,



La edad supone un importante factor de riesgo para la IRC, lo que supone
implicaciones préacticas para el diagndstico, prevencion, estratificacion de riesgos y
tratamiento. La prevalencia de IRC en pacientes mayores de 65 afios del dltimo registro
americano de enfermos renales (Datos obtenidos del sistema de salud Medicare) de
2012 continuaba ay Vo' Figure i-2 Adjusted odds ratios of eGFR <60 mi/ >0 del 10.4% (periodo 2000-

min/1.73m2 in NHAMES participants by age & other risk
factors, 1998-2012

2012) (F'g 2) (a) Age category
300
M 1985-15534
O 1599- 3504
o W 2007-2012
S
i 200
8
=
2
E
&
=

100

20-39 A0-59 B+

Fig 2. Ratios ajustados de FG <60ml/min/1.73m? segln edad (datos NHANES).
Reproducido de USRDS, 2014®),

Otros importantes y relevantes factores de riesgo de IRC son la presencia de
diabetes mellitus (DM), hipertension arterial (HTA), enfermedad cardiovascular (ECV),
obesidad, hiperlipemias y antecedentes familiares de IRC o fracaso renal agudo
(FRA)® (Fig 3).

Adjusted odds rati

]

[»L0] SR DM HTH SAHTN  SRCVD  BMI30=

Data Source: Notional Healfth and Nutrition Examingtion Survey

Fig 3. Factores de (e isseisms smeaioes oosoizpomioosone s \HANES dle 1988 a 2012,

& older; single-sample estimates of e6FR & ACR. Adf- age, sex, & roce;

Abreviaturas: indi@ eGFR caiculated using the CKD-EPI equation. Whisker lines indicate 95% )), ECV (CVC), DM, HTA

confidence intervais. Abbrevigtions: M, body mass index; CKD, chronic
(HTN) y HTA I’eport kidney disease; CVD, cordiovascular diseass; DM, diabetes mefiitus; HTN,

hypertension; 5R, seif-repart. This graphic olso oppears as Figure 1.9,



Se registran tasas elevadas de mortalidad en pacientes con IRC en comparacion
con la poblacién general y las tasas aumentan con el estadio de la IRC. Ademas, la
concurrencias de DM, ECV e IRC multiplican el riesgo de muerte del paciente®. Al
mismo tiempo, los pacientes con IRC poseen alto riesgo de sufrir ECV y la presencia de
la primera, a menudo complica el tratamiento y el prondstico de la segunda. Asi, la
prevalencia de cualquier ECV definida segun los registros MEDICARE, es dos veces
mas alta para aquellos pacientes con IRC en comparacion con los que no la presentan
(69.8% frente al 34.8%)®).

Respecto al tratamiento sustitutivo de la IRC en estadio 5 o IRCT, es decir,
pacientes recibiendo dialisis o trasplante, en Estados Unidos durante el afio 2012 se
registré un 3.7% menos de nuevos casos respecto al afio anterior, lo que representa una
incidencia de 358.6 de casos por millon de poblacion (pmp) y una prevalencia de
1942.9 pmp al final de 2012. En este mismo afio el nimero de pacientes en dialisis
disminuyd en un 3.8%, a pesar de que aproximadamente 5200 pacientes con injerto no
funcionante volvieron a diélisis. Los datos anuales de los Centros del sistema Medicare
& Medicaid registraron una reduccion total del 4% de pacientes que iniciaban dialisis o

la retomaban en 2012 respecto al afio anterior (Fig 4).
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Fig 4. Total de pacientes inicio/vuelta a diélisis (datos Medicare &Medicaid de 1991 a
2012).

Asi, aunque la prevalencia de la IRCT continGa incrementandose, las ultimas
tendencias indican que la tasa de incidencia puede comenzar a disminuir después de

haber llegado a una meseta durante algunos afios (Fig 5).



wvol 2 Figure i.2 Trends in the number of incident cases of ESRD,
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1.1.2 Registro Nacional de dialisis y trasplante
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1 en la poblacién

Segun el Registro Espafiol de Enfermos Renales, en 2013, iniciaron tratamiento

renal sustitutivo 124.2 pmp. La incidencia global se encuentra estabilizada en los

altimos afios y existe una gran variabilidad entre Comunidades Auténomas (Fig 6).
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2013.

El 78.7% de los pacientes que iniciaron tratamiento renal sustitutivo en 2013 lo

hicieron en hemodialisis (HD), el 17.1% con didlisis peritoneal (DP) y el 4.3%

recibieron un trasplante como primer tratamiento. La mayor incidencia de tratamiento

renal sustitutivo se observa en grupos de mayor edad, siendo del 32% en el rango de 45-

64 afnos 26% en el de 65-74 afios y 30% en los mayores de 75 afios de los tratamientos



iniciados. Los pacientes en tratamiento por IRCT en 2013 suponian una prevalencia de
1122.3 pmp y la modalidad de tratamiento era: HD 42.8%, DP 5.5% y trasplante
funcionante 51.7% (Fig 7).
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Fig 7. Prevalencia global en Espana desde 2006.Reproducido de Registro Espaﬁél de
Enfermos renales, Informe de dialisis y trasplante 2013.

La mayor prevalencia de IRCT se encuentra en el grupo de pacientes con edades

comprendidas entre 65 y 74 afios, hecho repetido en informes anteriores>),

1.2 GENERALIDADES DEL TRASPLANTE RENAL

El trasplante renal es el tratamiento de eleccion para la mayoria de enfermos con
IRCT, ya que se asocia con mayores expectativas de supervivencia y mejor calidad de

vida en comparacion con la dialisis €2,

Existen dos opciones para el trasplante, de donante vivo, emparentado o no y de
donante cadaver. Los trasplantes de donante vivo estan asociados a mejores resultados.
En cuanto a trasplante de donante cadaver, éste debe estar sin evidencia de disfuncion
renal irreversible y sin factores de riesgo conocidos de transmitir una potencial
enfermedad al receptor. Respecto a la edad maxima del donante, esta puede variar,
tendiéndose hoy dia a utilizar rifilones de donantes afiosos, lo que ha dado lugar al

concepto de donante con criterios expandidos (DCE). Es en estos casos cuando la

10



biopsia renal puede ser decisiva para determinar si el rifion es apropiado o no para el
trasplante®.

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), codifica los antigenos
leucocitarios humanos (HLAS) que juegan un papel fundamental en el control de la
respuesta inmune. EI MHC tiene un elevado grado de polimorfismo, los loci HLA que
codifican para los antigenos A, B y DR son los mas comUnmente hallados en el
trasplante renal, cada uno de los cuales presenta diferentes fenotipos (Al, A24, BS,
DRA4...), es por esto que se hace necesario el tipaje HLA de donante y receptor. En un
principio, los antigenos fueron identificados usando antisueros obtenido de mujeres
multiparas, con el tiempo se descubrieron nuevos antigenos que permitian dividir
algunos antigenos HLA en especificidades mas estrechas. Asi, HLA-A9 fue dividido en
HLA-A23 y —-A24, HLA-A10 se dividi6 en HLA-A25, -A26, -A34 y —AG66...etc.
Aunque el nimero de antigenos HLA, alelos y combinaciones es muy grande, las
frecuencias de antigenos individuales, alelos y combinaciones varian
considerablemente, de manera que el antigeno més comin HLA es —A2 encontrado
aproximadamente en el 50% de los individuos del mundo y aproximadamente el 96% de
los caucasicos de ascendencia europea que expresa HLA-A2 tienen el alelo HLA-
A*0201. Por lo tanto, algunos antigenos y alelos son comunes y otros raros, de hecho
aun no se han establecido frecuencias para la mayoria de los alelos. ElI grado de
histocompatibilidad o grado de similitud entre antigenos HLA de donante y receptor
afecta a la supervivencia del injerto a largo plazo, por esa razon la prueba cruzada o
analisis de una muestra de sangre o tejido linfatico del receptor frente a un panel de
antigenos HLA es el paso previo obligado en la seleccién donante-receptor.
El establecimiento de la prueba cruzada de células T citotdxicas como la prueba
inmunoldgica requerida antes del transplante permite la reduccion del rechazo
hiperagudo. Inicialmente, se trataba de una prueba que no era ni especifica ni lo
suficientemente sensible como para definir todos los anticuerpos relevantes, de hecho,
los identifica si un receptor tiene anticuerpos a un solo donante de interés, en
comparacion con el panel de anticuerpos reactivos (PRA), que identifica el porcentaje
de anticuerpos a un grupo de donantes potenciales. Con el tiempo, los ensayos se han
desarrollado para hacer frente a estas limitaciones y la mejora de la sensibilidad ha
conducido a un examen critico de los cuales los anticuerpos identificados por técnicas

mas sofisticadas son predictivos de los resultados clinicos significativos®?. Asi, el test
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del luminex (basado en un método de citometria de flujo con microperlas recubiertas
con antigenos individuales recombinantes HLA) debido a su alta resolucion, es
actualmente la Unica técnica que permite precisar la caracterizacion y porcentaje de
anticuerpos especificos HLA®Y | Este tipo de anticuerpos detectados deben ser usados
en conjuncion con los resultados de compatibilidad cruzada para ayudar a clasificarlos
como immunoldgicamente irrelevante o relevante (alto riesgo de rechazo del injerto o
pérdida, o trasplante contraindicado).

En cuanto al método tradicional de extraccion de rifién, éste ha sido la
nefrectomia abierta, pero la introduccion de la nefrectomia laparoscépica en la donacion
de vivo ha supuesto una gran ventaja en la donacion de érganos. En cualquiera de los
casos, se debe aislar cuidadosamente el rifion para preservar todas las arterias y venas
renales asi como el suministro sanguineo periureteral. Una vez extraido el 6rgano se
mantiene en salino congelado, se quitan los clampajes vasculares y la arteria renal se
irriga con liquido de perfusion frio®®. En el receptor, el injerto renal se aloja
extraperitonealmente en la fosa iliaca izquierda o derecha y la anastomosis vascular se
realiza entre la arteria y vena renal del donante y la arteria y vena iliacas, habitualmente
externas, del receptor. Se sigue con la ureteroneocistostomia (sutura del uréter de

donante a la vejiga del receptor), con técnica antireflujo (Fig 8).

& Diseased Kidneys

Transplanted
Kidney

Fig 8. Anatomia del trasplante renal. Reproducido de BC transplant et al, 2015,

Inmediatamente antes del trasplante, el paciente debe iniciar una terapia
inmunosupresora, siendo el tratamiento estdndar esteroides, tacrolimus y micofenolato

mofetilo. Respecto al riesgo inmunoldgico, los receptores con <20% de anticuerpos
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reactivos y con primer trasplante o trasplante repetido sin RA en el primer afio tienen
bajo riesgo, los receptores con anticuerpos reactivos entre 20-80% constituyen el grupo
de riesgo intermedio y son receptores de alto riesgo aquellos con >80% de anticuerpos
reactivos o con uno o varios RA antes del primer afio en trasplantes previos. En estos
casos se suele suplementar el tratamiento inmunosupresor con basiliximab o

timoglobulina en los primeros dias del trasplante.

Durante el periodo postoperatorio se monitoriza estrechamente al paciente,
fundamentalmente la funcién renal y niveles de tacr6limus. Las complicaciones
tempranas de este periodo incluyen necrosis tubular aguda (NTA), complicaciones
derivadas de la cirugia, tales como fugas urinarias, trombosis vascular, infecciones,

toxicidad por anticalcineurinicos y RA.

Los episodios de RA se dan en menos del 20% de los receptores con bajo riesgo
en las primeras 26 semanas tras la intervencion, siendo en la mayoria de los casos
episodios reversibles. EI RA no presenta sintomas, por lo que el diagndstico se basa en
los incrementos de Crs y se confirma con la biopsia renal®. Hay que diferenciar el
rechazo humoral del celular. EI RA celular es la forma més comun de rechazo
temprano, una de las primeras alteraciones histoldgicas que se manifiestan es un edema
difuso e infiltrado de leucocitos en intersticio y tubulos, que se transforman en linfocitos
(T4 y T8) acompafiado de monocitos y células plasmaticas que provocan cambios
degenerativos en el epitelio o tubulitis'®. A diferencia, el rechazo mediado por
anticuerpos o humoral se caracteriza por la presencia de antigenos donante especificos,
Cd4 positivo en la biopsia y evidencias histopatologicas de lesion mediada por
anticuerpos como es la glomerulitis, capilaritisperitubular y arteritis®®. Existen cuatro
tipos de rechazo, el hiperagudo, acelerado, agudo y crénico; el primero se da cuando el
receptor posee anticuerpos frente a antigenos del donante, aparece de minutos a horas
tras el trasplante y produce lesiones irreversibles, hoy en dia casi inexistente; el rechazo
acelerado es debido a la presencia en el receptor de anticuerpos antiHLA a bajo titulo y
preexistentes al trasplante y suele aparecer en la primera semana postrasplante. La
aparicion de RA celular suele ocurrir entre la primera y la tercera semana postrasplante
y su evolucién es normalmente reversible tras tratamiento con bolus de esteroides.
Aproximadamente en el 10% de los casos apareceria un RA humoral, de peor
pronostico; por ultimo el rechazo crénico, manifestado histolégicamente por AT/FI

aparece mas tarde, tras meses o afios de una funcion renal estable®).
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1.2.1 Registro americano de Trasplantes (USRDS)

En Estados Unidos, la tasa de trasplantes por cada 100 pacientes dializados al
afio esta disminuyendo, mientras que la prevalencia de pacientes dializados en lista de
espera de trasplante renal se he incrementado (Fig 9a). Las causas que probablemente
contribuyen a esto incluyen una prevalencia mas alta de la poblacion en didlisis, con una
supervivencia mas larga, iniciacion de didlisis en pacientes de mayor edad, mas
enfermos que no son candidatos idoneos para trasplante, menor supervivencia del
injerto debido al mayor nimero de incompatibilidades del donante y una demanda que
conduce a trasplante de rifidn con tiempos de espera mas largos. No obstante a todo lo
anterior, el nimero total de trasplantes de rifion se ha incrementado en la Gltima década
(Fig 9b). Durante este periodo, se produjo un incremento general de donaciones de
cadaver, que se ha equilibrado con un descenso que presentan las donaciones de vivo.

wol 2 Figure i.12 Trends in transplantation: unadjusted rates,
wiaiting list counts, waiting time, counts of transplants per year.

{3} Percent of dialysis patients wait-listed and unadjusted and
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En 2011, entre los receptores de rifion procedente de cadaver, la probabilidad de
fallo del injerto (incluyendo muerte con injerto funcionante) durante el primer afo de
seguimiento fue de 0.08%, mientras que en el caso de injerto procedente de donante
vivo, la probabilidad de fallo del injerto fue de 0.03%. La probabilidad de supervivencia
de los receptores de rifion de donante cadaver durante el primer afio postrasplante fue
del 97% en comparacién con el 99% de supervivencia en aquellos que recibieron injerto

procedente de donante vivo®),

1.2.2 Situacion en Espafia. Registro de la Organizacion Nacional de

Trasplantes (ONT)

Durante el afio 2013 se han realizado en Espafia 2552 trasplantes renales. En 10
afios se ha incrementado en un 41.7% la donacion de rifidn. La tasa de trasplante renal
de cadaver estd en 46.1pmp (Fig 10), lo que nos sitta entre los paises con una mayor

tasa en este tipo de trasplantes.

2007 2008 2009 H2010 2011 2012 2013

USA CAN AUSTLGRE POL ITA SWI HUT UK FRA AUS BEL GER DEN SWE POR ESP

Fig 10. Actividad de trasplante renal de cadaver (pmp). Espafia versus otros paises.
2007-2013. Reproducido de Memoria de actividad ONT, 2013.

La actividad de trasplante renal realizada en Espafia ha sido mayoritariamente de
donante cadaver; no obstante, durante el afio 2013 se han realizado 382 trasplantes
renales de donante vivo, lo que supone casi el 15% del total de la actividad
trasplantadora y aunque ha experimentado un aumento significativo durante los Gltimos

afios, sigue siendo baja en comparacién con otros paises de nuestro entorno (Tabla 2).
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Afio 2001 | 2002 ' 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 2010 | 2011 2012 | 2013
Total Tx 1924 | 2032 | 2131 | 2125 2200 | 2157 | 2211 2229 | 2328 2225 | 2498 2551 | 2552
Don. Vivo 31 34 60 61 87 102 137 156 235 240 | 312 361 382
Don. Cadéver 1893 | 1998 | 2071 | 2064 @ 2113 | 2055 | 2074 2073 | 2093 1985 | 2186 2190 | 2170
Blogues 5 8 13 8 3 5 5 4 11 3 7 4 5
Birrenales 24 33 25 31 17 31 23 19 10 22 22 15 9
Asistolia 26 71 80 92 97 78 104 105 148 158 140 201 200
Infantiles 60 66 68 68 72 38 72 62 62 58 63 59 67

Tabla 2.Trasplantes renales en Espafia. 2001-2013. Reproducido de Memoria de
actividad ONT, 2013.

Hoy en dia la situacion global de los pacientes con IRCT se divide en 24322
pacientes en dialisis y 25854 pacientes con un trasplante renal funcionante. La lista de

espera la forman 4332 pacientes, con un 6.9% de hiperinmunizados (Fig 11).

TRASPLANTES
FUNCIONANTES
25,854 (31-12-2012)

LISTA DE ESPERA
4.332 (17,8%)
[

DIALISIS |
24.322 (31-12-2013) |
{

Fig 11. Tratamiento sustitutivo de la IRC en Espafia 2013.Reproducido de Memoria de
actividad ONT, 2013.

*HIPERINMUNIZADOS
(6,9%)

La edad de los donantes vivos adultos se sitUa entre los 26 a 76 afos, con una

media de 52.0£10.5 y la de los receptores adultos entre 16 y 76 afios, con una media de
45.7+13.7(2) (Tabla 3).

Sélo adultos Donantes Receptores
N:358 N:355
| Edad [media (DE)] 52 (10,5) 45,7 (13,7)
Edad [mediana
(%25-%75) 52,5 (46-60) 47 (34-57)
Edad (minima- 26-76 16-76
madxima)

Tabla 3. Edades de donante y receptor en el trasplante renal de donante vivo.
Reproducido de Memoria de actividad ONT, 2013.

En el afio 2006, los pacientes con trasplante funcionante suponian alrededor del
50% del total de pacientes en tratamiento por IRCT, reflejo de la excelente actividad de
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trasplante renal en Espafia, que se sitla en primera posicion mundial en numero de
trasplantes renales realizados pmp con donante cadaver(46pmp)®. En 2013 se llega a la
cifra de 2552 fundamentalmente debido al aumento consistente del trasplante de
donante vivo (15%) y el trasplante de rifiones de pacientes fallecidos en asistolia (7.8%)
(Fig 12).
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Fig 12. Tendencia del trasplante renal desde el ano 2000. Reproaucido de Registro
Espanol de Enfermos renales, Informe de dilisis y trasplante 2013.

1.2.3 Comparacion del trasplante con dialisis en cuanto a supervivencia.

Costes

El tratamiento sustitutivo renal (TSR) es un tratamiento muy costoso, es la
terapia cronica mas cara en atencion especializada, con un coste medio por paciente seis
veces mayor que el del SIDA. Se trata de un tratamiento aplicado a uno de cada 1000
ciudadanos, pero que consume el 2.5% del presupuesto del Sistema Nacional de Salud y
mas del 4% del de la atencion especializada. Aunque no se puedan aplicar facilmente
comparaciones con otras terapias, pues los costes del TSR superan algunas definiciones
de «ineficiencia» como los 35000 a 50000 euros/AVAC (afio de vida ajustado por
calidad)*%¥) si es posible comparar la eficiencia de las tres modalidades de TSR, HD,
DP y trasplante renal, cada una con costes muy diferentes. En la actualidad, un 48% de
los pacientes en TSR en Espafia han sido trasplantados, un 46% estan en HD y un 6%
en DP®,
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Un estudio de costes de las diferentes modalidades de TSR en Espafia, mediante
un modelo de Markov®®, de datos tomados de la base de datos de costes sanitarios
OBLIKUE puso de manifiesto que el coste final por paciente y afio de pacientes con
dialisis ascendia a los 956.6€ en caso de ser programada y a los 4736.6€ en los casos de
dialisis no programada. Mientras el coste de la sesién de HD hospitalaria recogido en
OBLIKUE procedente de un estudio publicado en 2001 se estimaba en 197.4€, el coste
medio de la sesion de DP ambulatoria continua era de 41.0€ y de DP automatizada de
64.2€ segun las tarifas de Boletines Oficiales de diferentes Comunidades Autonomas. El
coste recogido de trasplante en el afio 2006 ascendia a 28764.2€, siendo el coste total
del trasplante el primer afio de 47136.3€. En cuanto a los costes directos que conlleva el
trasplante en los afios sucesivos, se ha obtenido un coste agregado por paciente y afio de
6477.2€.

En Estados Unidos, la declaracion de costes del Medicare en el afio 2012 fue un
3.5% mas alta que en el afio 2011 (28.6 billones de ddlares frente a 27.7 billones de
ddlares). Del gasto total, el correspondiente a pacientes con IRCT se increment6 un
3.2%, pero a pesar de esto continda la tendencia descendente en la fraccion del gasto
Medicare atribuible a pacientes con IRCT desde el pico registrado en 2006, Respecto
al trasplante, los costes anuales despues del primer afio postrasplante son mucho mas
pequefios, siendo los costes promedio registrados en Medicare $14427 y $11157
respectivamente durante el segundo afio. El total, $25584, se espera que se mantenga
estable en los dltimos afios y es aproximadamente de la mitad a un tercio del coste anual
total de la atencion a un paciente de dialisis. Aunque el trasplante de rifion es de todos
los trasplantes de 6rganos sélidos el menos costoso por paciente, los receptores de
trasplante de rifion representan el 64% del total de Medicare(*9).

En cuanto a términos de supervivencia de los pacientes dializados, ésta depende
de multiples factores. Datos del Registro Espafiol indican que las diferencias de
mortalidad se mantienen entre las distintas modalidades de tratamiento de la IRCT. Si
se analizan los datos registrados desde 2002, la Unica modalidad de dialisis que presenta
una clara disminucién de la mortalidad en los pacientes tratados es la DP (la cifra se
reduce del 12.0% en 2002 al 8.9% en 2013), mientras que en el caso de tratamiento por
HD, se produce un incremento de la mortalidad desde 2002 hasta 2013 de un 2.0% (Fig
13). La supervivencia en los pacientes trasplantados es muy superior en comparacion

con la supervivencia de los pacientes tratados por HD y DP, estando situada esta
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diferencia en un 10% en 2002. El fallecimiento en pacientes trasplantados registrados de
2002 a 2013 se mantiene bastante estable, aunque con un ligero incremento en los

altimos afios.
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Fig 13. Mortalidad segin modalidad de tratamiento desde 2002. Reproducido de
Registro Espafiol de Enfermos renales, Informe de dialisis y trasplante 2013.

El anélisis de supervivencia de enfermos renales entre los afios 2004 a 2012, con
una muestra de 40394 pacientes de todos los grupos de edad y con seguimiento de méas
de 3 meses indicaba que los pacientes trasplantados, que suponian el 19.2%, tenian una
supervivencia muy superior a la de aquellos en dialisis (Fig14).
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Fig 14. Analisis de supervivencia por COX univariable: HR 0.092; IC 95% 0.084-
0.100; p<0.000. Verde: trasplantados; azul: no trasplantados. (Datos del Registro de
enfermos renales, Informe de dialisis y trasplante 2013).

Asi pues, el trasplante constituye la terapia de eleccion para los pacientes con

IRCT, ya que proporciona mejores resultados en términos de supervivencia y calidad
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de vida que el tratamiento con didlisis y con un coste menor®?, al tratarse de la técnica

con mejor relacion coste-efectividad .

1.3 HISTOLOGIA DEL TRASPLANTE

El examen histolégico de la biopsia renal sigue constituyendo a dia de hoy la
mejor técnica diagnostica de la patologia del injerto. Su principal valor reside en la
posibilidad de diferenciar de forma detallada la presencia de lesiones sugerentes de RA,
necrosis tubular aguda, nefrotoxicidad por anticalcineurinicos o lesiones de tipo
cronico. La introduccion de los criterios de Banff® y sus respectivas actualizaciones®®
ha permitido disponer de una herramienta con una elevada correlaciéon clinico-
patologica®® e internacionalmente aceptada para la descripcion de las lesiones agudas y
cronicas del injerto renal. Por ello, la biopsia no sélo constituye la mejor alternativa
diagnostica, sino que también es una buena herramienta para la evaluacion pronostica y

de viabilidad del injerto.

1.4 PROBLEMAS DE SUPERVIVENCIA DEL INJERTO
1.4.1 Donante

La disparidad creciente entre el nimero de pacientes en lista de espera para
recibir un trasplante renal y el nimero de injertos disponibles ha propiciado la necesidad
de ampliar los criterios mediante los cuales se considera a un rifion adecuado para el
trasplante®?. Asi, en el 2001, la «United Network for Organ Sharing»(UNOS)definié a
los DCE como aquellos donantes cadaver con una edad >60 afios o bien con una edad
entre los 50 y 59 afios y al menos 2 de los siguientes 3 factores de riesgo: muerte por
accidente cerebrovascular (ACVA), HTA o Crs en el momento de la donacion
>1.5mg/dL??. Estos Organos procedentes de DCE se asocian con una funciéon no

adecuada postrasplante®®24) y menor supervivencia del injerto®>2),

Los esfuerzos relacionados con el donante para reducir la incidencia de
disfuncion inicial del injerto (DII) se centran en la intervencion post-extraccion,

reduciendo los tiempos de isquemia fria, la perfusion y las técnicas de transporte en
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frio®-30), En este sentido se establecen objetivos en la gestion del donante para
optimizar la calidad de los 6rganos, habiéndose analizado el impacto de éstos en el
desarrollo de DIl en receptores de trasplante renal®Y. La adecuada adherencia a estos
objetivos en las 12-18h tras el consentimiento o en cualquier momento antes de la
extraccion del injerto consigue disminuir las tasas de DI, sugiriendo la presencia de una
ventana terapéutica para optimizar el estado del 6rgano del donante en la extraccion y
en los momentos previos al trasplante. De aqui que actualmente se optimicen los
métodos para disminuir la DIl en receptores de rifion procedente de donantes cadaver,
incluyendo el uso de bajas dosis de dopamina en el donante, la minimizacién del tiempo
de isquemia fria, la perfusién pulsatil automatica del 6rgano, la actualizacion de la

seleccion de receptores y la inmunosupresion(?8:32-3%),

Para mejorar la cantidad y calidad de los rifiones donados y asi establecer
criterios generales para los cuidados criticos proporcionados a pacientes con lesiones
cerebrales graves que derivan a potenciales donantes tras la determinacion de muerte
cerebral, se proponen nueve verificaciones que constituyen los objetivos de gestion de
donantes (Tabla 4).

Donor management goals Parameters

1. Mean arterial pressure 60-100 mmHg

2. Central venous pressure 4-10 mmHg

3. Ejection fraction >50%

4. Vasopressors <1 and low dose’

5. Arterial blood gas pH 7.3-1.45

6. Pa0z:FiO; >300

7. Serum sodium 135-155 mEg/L

8. Blood glucose <150 mg/dL

9. Urine output 0.5-3 ce/kg/h over 4 h

Tabla 4. Checklist de las recomendaciones para el manejo de donantes por muerte
cerebral.'Baja dosis de vasopresores se define como dopamina<10ug/Kg/min,
fenilefrina<60ug/Kg/min y norepinefrina <10ug/Kg/min. Reproducido de Malinoski et
al, 2013 @b,

Recientemente, se ha diseflado un modelo para predecir el riesgo de DIl
mediante el andlisis cuantificado de factores de riesgo inherentes a donante y
receptor®). La adherencia a estos objetivos de gestion de donantes se relacion6 con una
menor incidencia de DII en receptores de donante cadaver.

En relacion a la biopsia del rifion del donante como valoracion previa al
trasplante, varios estudios han propuesto que el analisis de biopsias preimplantacién
podria facilitar la seleccion de injertos *27), La presencia de lesiones preexistentes en la

biopsia del donante se asocia con RA, una peor funcion, desarrollo de lesiones cronicas
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posteriores y una supervivencia reducida del injerto®®39. A esto hay que afiadir que
también se ha observado que la implantacion de injertos provenientes de donantes
suboptimos se asocia a un mayor riesgo de mala funcion inicial del injerto, asi como a

una reduccion de la supervivencia del injerto y del receptor a largo plazo®®42),

Hay bastante acuerdo en que el hallazgo en la biopsia en el momento del
implante de lesiones glomerulares, tubulointersticiales y vasculares, representa uno de
los principales factores dependientes del donante que pueden condicionar la evolucion
del injerto renal. Se ha podido demostrar que la presencia en la biopsia del donante de
una glomeruloesclerosis de ~20% se asocia con mala funcién inicial, asi como con una

funcion renal reducida y con la pérdida del injerto a largo plazo®“347.

Hoy dia se utiliza el esquema de Banff 979 para estudiar la viabilidad de los
organos antes del trasplante, ya que tiene un poder predictivo sobre la funcion renal y la

supervivencia del injerto similar a la evaluacién morfométrica (Tabla 5).

1. Glomérulos esclerosados o con atrofia total por quistificacion

0: Ausencia.

1: 0-10%.
2:11-20.

3: Mas del 20%.

Nota: La afectacion subcapsular exclusiva no debe ser considerada como condicion
excluyente del érgano a no ser que esté asociada a patologia relevante vascular,
tubular del parénquima subyacente.

2. Arteriolopatia hialina

0: Ausencia de engrosamiento hialino Pas (+) de las paredes arteriola- res.
1: De leve a moderado engrosamiento hialino Pas (+) en al menos una arteriola.
2: De moderado a intenso engrosamiento hialino Pas (+) en mas de una arteriola.
3: Intenso engrosamiento hialino Pas (+) en la mayoria de las arteriolas.

3. Engrosamiento fibroso de la intima vascular

0: Ausencia de lesiones vasculares crénicas.

1: Menos del 25% de estrechamiento de la luz vascular por engrosamiento miointimal.
2: Incremento de las lesiones descritas en 1 afectando entre el 26-50%de la luz
vascular.

3: Incremento de las lesiones descritas en 2 afectando a mas del 50% dela luz vascular.

4. Atrofia tubular

0: Ausencia de atrofia tubular cortical.

1: Menos del 25% de tibulos corticales atréficos.
2: 26%-50% de tabulos corticales atroficos.

3: Més del 50% de tubulos corticales atréficos.

5. Fibrosis intersticial
0: 5% o menos del area cortical afectada.
1: 6%-25% del area cortical afectada.
2: 26%-50% del area cortical afectada.
3: Més del 50% del area cortical afectada.

Valoracién de la puntuacion total:

Muestra renal con histologia favorable si la puntuacién es < 7.
Tabla 5. Esquema propuesto para la evaluacion de biopsias basado en criterio Banff.
Reproducido de Serdn et al, 2008¢“®),
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1.4.2 Fracaso renal agudo en el trasplante renal

El FRA se define como una disminucidon brusca de la funcion renal que incluye,
pero no se limita a fallo renal. Se trata de un amplio sindrome clinico que abarca
diversas etiologias, incluyendo enfermedades renales especificas (nefritis intersticial
aguda, glomerular aguda y enfermedades renales vasculiticas); condiciones no
especificas (isquemia, lesion toxica); asi como la patologia extrarrenal (azotemia

prerrenal y nefropatia obstructiva postrenal aguda).

El termino "lesion renal aguda/deterioro” se propuso para abarcar todo el
espectro del sindrome de FRA, desde pequefios cambios en los marcadores de la
funcion renal a requerimiento de dialisis. EI FRA o actualmente llamado lesion renal
aguda (AKI del inglés acute kidney injury) y como nos referiremos al FRA desde ahora,
no es equivalente a NTA ni a insuficiencia renal, en su lugar abarca ambos y también
incluye otras condiciones menos severas. De hecho, como un sindrome, incluye
pacientes sin dafio actual en el rifion pero con deterioro funcional en relaciéon con la
demanda fisioldgica. Esto significa que el AKI incluye tanto deterioro funcional como

lesion®,

Los criterios RIFLE (del inglés riesgo, lesion, fallo, pérdida, IRCT) y AKIN
(Organizacion Internacional sobre AKI) estan aceptados para definir el AKI en 6rganos
nativos“®9, Posteriormente, las guias KDIGO combinan los criterios mencionados
para determinar la presencia de AKI de manera préctica de acuerdo a unos niveles
establecidos (incremento de Crs >0.3 mg/dL durante 48h o incrementos de Crs 1.5
veces el nivel basal en los 7 dias anteriores o volumen urinario de 0.5 mL/Kg/h durante
6 horas)®. Estos criterios se basan en el incremento de Crs desde un nivel basal para
definir 3 estadios de AKI®? (Tabla 6).

Stage Serum creatinine Urine output
1 15-1.9 times baseline <05 ml/kg/h for
OR 612 hours

=03 mg/dl (=265 pmol/l) increase

2 20-2.9 times baseline <05 mlfkg/h for
=12 hours
3 3.0 times baseline <03 mlfkgsh for
OR =24 hours
Increase in serum creatinine to OR
z=40mg/dl (=353.6 umol) Anuria for =12 hours

OR
Initiation of renal replacement therapy
OR, In patients <18 years, decrease in
eGFR to <35ml/min per 1.73 m?

Tabla 6. Estadios de AKI segun criterios KDIGO. Reproducido de KDIGO, 20121,
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Los pacientes trasplantados son susceptibles al AKI. Es mas, el injerto renal esta
predispuesto a numerosos insultos agudos derivados de la extraccion y conservacion, la
lesion inmunoldgica, la toxicidad de la medicacion y las complicaciones quirurgicas. En
este caso, se darian todos los posibles tipos de AKI y en cualquier momento del
trasplante, (de manera inmediata, temprana y tardia post-trasplante)®?. Sin embargo, en
el caso de receptores de un trasplante, identificar un nivel basal de funcién renal es
complicado debido a la presencia de IRCT previa, al tratamiento dialitico que se da en
la mayoria de los casos y a las fluctuaciones de la funcion del injerto a lo largo de los
meses posteriores al trasplante. Esto se debe en parte al tiempo variable de recuperacién
de la isquemia reperfusion (I/R), a la posibilidad de un RA y a la medicacion
inmunosupresora aparte de complicaciones vasculares o de la via urinaria. De esta
manera, no existen recomendaciones oficiales en cuanto a criterios diagndsticos

especificos para un AKI establecido en el trasplante de rifion.

En cuanto a la incidencia de AKI en receptores de trasplante renal, Nakamura et
al® publicaron un analisis retrospectivo donde se diagnosticoé AKI en receptores de
donante vivo después de los 3 meses del trasplante utilizando el criterio RIFLE. ElI AKI
tuvo lugar en el 20% de los pacientes incluidos en el estudio, de los cuales en el 64% de
los casos se atribuyo el episodio a complicaciones infecciosas (estos datos contrastan
con las causas de AKI en drganos nativos, donde el diagnostico mas comdn es la
NTA®4). La estimacion de la supervivencia del injerto a 6.5 afios para aquellos con
AKI fue del 54% frente al 85% en los que no sufrieron episodio de AKI. En otro
analisis de la relacion entre el AKI y la consecuente disfuncion renal, Mehrotra et al®®
identificaron durante los 3 afios post-trasplante que un 11.3% de pacientes con al menos
6 meses de supervivencia del injerto fueron diagnosticados de AKI. Asi pues, el AKI es
un hecho comdn en trasplantados y se asocia a una pobre supervivencia del injerto a

largo plazo.

Los pacientes con trasplante renal se pueden dividir en tres grupos segun la
funcién inicial del injerto: pacientes con una funcion inmediata del injerto (FII), que
muestran una rapida recuperacion de la funcion renal y buena diuresis, pacientes que
requieren ser dializados durante la primera semana, que constituyen el grupo de funcion
retardada del injerto (FRI) y los pacientes con una recuperacion lenta de la funcion
renal, definida como una Crs >3mg/dL en el 5° dia postrasplante pero sin necesidad de
dialisis, que constituirian el grupo de pacientes con funcion lenta del injerto (FL1)®®).
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Los factores de riesgo para la FRI son la edad del donante y el tiempo de
isquemia fria®” y su presencia conlleva peores resultados en cuanto a funcién del
injerto, mayor incidencia de episodios de RA y peor supervivencia. Asi se demuestra en
un estudio retrospectivo® donde se dividio al grupo de pacientes segun estos criterios
de Humar®® y se demostré que el grupo de FLI presentaba durante el primer afio
postrasplante una menor supervivencia del injerto, peor funcién renal y una mayor
incidencia de RA en comparacion con el grupo de FIl. La Crs fue peor a los 12 meses
en el grupo de FLI/FRI que en los pacientes de FII, sin mostrar diferencias entre los
grupos FLI y FRI. En resumen, los receptores que desarrollaron FLI y FRI presentaron

de manera similar peores resultados respecto al grupo FlI.

Otro reciente articulo® donde se analiz6 los factores que se correlacionan con la
FRI en receptores de rifion de donante cadaver, demostrd que los receptores que
desarrollaron FRI tuvieron menor supervivencia del injerto y mayor tasa de mortalidad
a 1y 5 afos postrasplante. Los factores que afectan a la FRI se relacionan con la calidad
del injerto, la muerte cerebral del donante y el estrés oxidativo relacionado, variables de
preservacion del érgano, factores inmunoldgicos y variables del receptor®?),

La frecuencia de la FRI varia de 5 a 50% en trasplantados de rifion procedente
de donante cadaver y complica el postoperatorio del trasplante, prolongando la

hospitalizacion del paciente e incrementando la morbilidad y los costes.

Ademas de predisponer a RA, la FRI incrementa el riesgo de AT/FI en el injerto
y pérdida prematura del mismo®+6%-62) Se ha documentado que los pacientes con FRI
tienen un 41% de riesgo incrementado de pérdida del injerto®®.

1.4.2.1 Isquemia/Reperfusion

La I/R se caracteriza por una reduccion del flujo sanguineo al rifion, seguido de
una reperfusion con una consecuente re-oxigenacion y se asocia siempre a la extraccion
del injerto y posterior implante. La etapa final de la lesion por isquemia se produce en la
fase de reperfusion, durante la cual el proceso de reparacidn y regeneracion tiene lugar
junto con la muerte celular®. Es por ello que la I/R tiene un papel relevante en el
trasplante renal. Asi, durante la extraccion del 6rgano, el clampaje de la arteria renal

provoca una corta pero severa isquemia que ademas se acenta durante el tiempo de
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isquemia fria del injerto®%), En el caso de donante vivo, el dafio de la I/R es menos
frecuente y severo debido a la ausencia de las alteraciones que provocan la muerte
cerebral, a pesar de lo cual, el injerto también sufre una isquemia caliente y un corto

tiempo de isquemia fria.

El descenso del suministro de oxigeno induce un cambio del metabolismo
aerdbico a anaerobico® y como consecuencia de la demanda de los tejidos aerdbicos se
produce la rapida caida de ATP intracelular y aparicion de acidosis intracelular. Este
proceso conduce por una parte a la desestabilizacion de la membrana lisosomal vy la
consecuente liberacion de enzimas lisosmales, que producen la descomposicion de la
estructura celular®” y por otra a la inhibicion de la Na*-K*-ATPasa de membrana(®&:9),
Como consecuencia de la deplecion del ATP, los niveles intracelulares de Ca®* se
incrementan®™) y este exceso de Ca?* provoca la activacion de proteasas Ca?*
dependientes que pueden dafiar a las células tras la normalizacion del pH con la

reperfusion(’?,

Ademas de esto, el exceso de Ca®* durante la isquemia provoca la generacion de
gran cantidad de radicales libres mitocondriales que provocan la apertura del poro de
transicion mitocondrial (mPTP) tras la reperfusion, con la apoptosis y la muerte celular
consecuente 7™ (Fig 15).

Ischemia
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Direct injury on signal acthation  Ca-dependant protease

DM oF protelns mcthvation

Disruption of cell structure = Death

Fig 15. Mecan de American
Journal of Physiology, 2015V,

Ademas, en un reciente estudio” se ha demostrado que inmediatamente tras la

extraccion del dérgano hay un alto incremento de genes pro-inflamatorios como
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Interleukina-1B (IL-1B), IL-6, p-selectina y proteina monociticaquimiotactica 1 (MCP-
1). La I/R se asocia a disfuncion microvascular®7, por lo que la I/R se considera un
proceso inflamatorio agudo, ya que la activacion de células endoteliales que se produce
durante la lesion conduce a un incremento de expresion de moléculas de adhesion y
como resultado se produce una disminucién del namero de microvasos en el tejido

renal, proceso conocido como enrarecimiento vascular®®.

Durante la reperfusion como consecuencia del restablecimiento del flujo
renal, ademas de los cambios metabdlicos intracelulares antes expuestos, ocurre una
activacion de la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa y muerte celular,
promoviendo en muchos casos la aparicion de RA®Y82) Dado que la respuesta
inflamatoria que prosigue a la I/R tras el trasplante causa un incremento de la
inmunogenicidad del injerto®, la I/R puede amplificar la respuesta inmune humoral,
incrementando el rechazo mediado por anticuerpos. Ademas, esta presentacion de
anticuerpos por parte de las células dendriticas a las células T también puede potenciar

la inmunogenicidad del injerto conduciendo a un rechazo mediado por células T(7:84),

De lo expuesto, se entiende que la I/R influya en las complicaciones tempranas
mas frecuentes tras el trasplante renal de donante cadaver y que sea la responsable de la
NTA vy la consecuente FRI y del RA. En cuanto a la disfuncion crénica, el desarrollo de
AT/FI se asocia con la I/R®), sin embargo, no esta claro si en un trasplante, la severidad

de la lesidn crénica se debe a la severidad de la I/R®9),

2. DIAGNOSTICO DEL DANO RENAL

2.1 DETERMINACIONES HABITUALES EN CLINICA

2.1.1 Medida de la filtracion glomerular

La filtracion glomerular se puede medir directamente calculando el aclaramiento
de la inulina (sustancia exogena) o de la creatinina (Cr) (aminoécido derivado del
metabolismo de la creatina de la musculatura esquelética y de la captacién de carne en
la dieta), pues ambas sustancias se filtran facilmente y no se reabsorben ni secretan por
el tibulo en gran medida. Actualmente se recomienda, con limitaciones, el uso de

determinadas ecuaciones para valorar la filtracion glomerular. Estas ecuaciones toman
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como base los valores de la Crs, pero los corrigen con ciertos datos antropométricos de
los pacientes, como la edad, el sexo y el peso. Las ecuaciones mas utilizadas son la
Ecuacion de la Modificacion de la Dieta en la Enfermedad Renal o MDRD por sus
siglas en inglés®’, de Cockcroft-Gault en los adultos y la Schwartz en los nifios®®. Otra
ecuacion mas reciente es la CKD-EPI (del inglés Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) que utiliza las mismas variables que MDRD pero es més
precisa®). De forma similar a la Cr, se han desarrollado diversas ecuaciones para
estimar el FG utilizando la cistatina C (CyC). La ventaja de estas ecuaciones es que la
Unica variable es la CyC, sin precisar datos antropométricos. La mas precisa es la
ecuacion de Le Bricon, disefiada en trasplantados renales, aunque la ecuacion CKD-EPI
que incluye CyC también se ha analizado en trasplantados renales (presentando menos
sesgo y mas precision respecto del FG medido por aclaramiento de inulina) y en la
poblacion en general (manifestando mejor prediccion del curso clinico que la ecuacion
derivada de la Cr)©9,

El diagnostico del AKI basado en el incremento de la Crs tiene sus limitaciones.
En primer lugar se trata de un marcador que varia con la masa muscular, edad, sexo,
tratamiento farmacoldgico y estado de hidratacion®V. En segundo lugar, para que se
produzca un incremento de la Crs, es necesario que al menos el 60-70% del FG se haya
perdido tras el AKI®%%), Esto puede explicarse teniendo en cuenta que la funcion
perdida por las nefronas dafiadas es compensada por una hiperfiltracion glomerular por
las restantes nefronas funcionantes®¥. Este mecanismo funciona hasta que la
compensacion de las nefronas no es suficiente para hacer frente a toda la funcion
perdida. En este punto la Crs no ha incrementado de manera paralela, ya que cuando el
FG empieza a descender y menos Cr se aclara por el glomérulo, la secrecién tubular de
Cr aumenta, resultando en un incremento de la excrecion de Crs por lo que se compensa
en parte la pérdida de FG®>%), Durante este periodo, el AKI no se detecta por la Crs a
pesar del dafio sustancial sufrido, ya que se encuentra en la denominada “ventana ciega
de Cr’®", Sélo una vez que la capacidad de secrecion se satura junto con la
disminucion del FG, se traduce en una elevacion de Crs. Por lo tanto, su limitacion méas
importante es que no representa cambios en tiempo real en el FG ante reducciones
agudas de la funcién renal y el tiempo que se requiere para la acumulacion de la Crs
antes de que se detecte como anormal, conduce a un retraso potencial en el diagnostico

del AKI®®, En cuanto a la CyC, se produce de forma estable en las células nucleadas, se
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filtra de forma libre por el glomérulo y se reabsorbe y degrada de forma completa por
las células del tubulo proximal, por lo que sus niveles séricos reflejan casi
exclusivamente la funcion renal y a diferencia de la Crs no depende de la edad, la masa
muscular o la raza. Sin embargo, los valores en sangre de la CyC (CyCs) se pueden
alterar en algunas situaciones como DM, proteinuria...A pesar de esto, en el trasplante
renal se ha visto que por cada 10% de elevacion del indice de masa corporal la CyC se
eleva un 2.3% y que los valores en sangre en mujeres eran un 9% menores, mientras
que la edad, la raza, la proteinuria o el tratamiento inunosupresor no alteraban sus
niveles. Por todo ello, la CyC se asocia mejor con el FG que la Crs y es mejor marcador
de enfermedad renal crénica terminal, pero su coste y falta de disponibilidad hace que

su uso no esté generalizado®,

2.1.2 Estudio de la composicion de la orina

En la practica habitual hay que basarse en la historia del paciente, el examen del
mismo, técnicas de ultrasonidos y determinados datos de laboratorio para determinar la
existencia de AKI y tratar de elucidar su causa: prerrenal, la mayoria de las veces por
hipovolemia; parenquimatosa, que constituiria la NTA con supuesto dafio estructural de
las células tubulares dado que su diagndstico morfoldgico mediante biopsia casi nunca
estd indicado; glomerular, debido a casos de enfermedades glomerulares de rapida
progresion, vasculares por isquemia renal directa; e intersticiales, la mayoria de las

veces por nefrotoxicidad y por ultimo la obstruccion de la via urinaria.

Tradicionalmente se utiliza para el diagnostico y tratamiento del AKI,
determinaciones urinarias de sodio, urea y la presencia de elementos formes o cilindros

por microscopia®®).

La excrecion fraccional de sodio (EFNa) fue uno de los primeros parametros
utilizados para diferenciar AKI prerrenal de NTA, basandose en la premisa de que los
tubulos intactos reabsorben el sodio en AKI prerrenal, con lo que su valor estaria bajo,
mientras que los tabulos lesionados en la NTA no realizan tal reabsorcion y la EFNa
seria elevada®®®19l), | a excrecion fraccional de urea se basa en la misma premisa que la
EFNa, excepto que la reabsorcion de urea estd menos afectada por los diuréticos del asa

y tiazidicos, los cuales actuan distalmente al tabulo proximal (el lugar de mayor
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reabsorcion de urea). Una excrecion fraccional de urea <35% refleja AKI prerrenal,
mientras que valores por encima del 50% reflejan NTA(02103)

El problema que presentan pardmetros en la orina como el sodio y la urea es que
poseen un papel limitado, ya que carecen de sensibilidad y especificidad para la

caracterizacion temprana del AKI1“%% y de valor prondstico®®),

En cuanto a la microscopia de la orina, la visualizacion de cilindros hematicos
en sedimentos de orina es signo inequivoco de gromerulopatia. Numerosos articulos de
revision postulan que la presencia de células epiteliales tubulares renales y cilindros
granulares en orina evidencia NTA, mientras que la presencia de sedimentos sin
anomalias y cilindros hialinos son consistentes con AKI prerrenal. La razén es que un
insulto isquémico o nefrotoxico causa lesion tubular con la resultante apoptosis o
necrosis de las células epiteliales tubulares. Estas células pasan a la luz tubular desde

donde son excretadas y pueden examinarse en el sedimento fresco de orina.

Un importante concepto es que tanto AKI prerrenal como NTA pueden coexistir.
Como tal, es de esperar que el sedimento de orina tuviera mas células con NTA severa
en comparacion con un AKI prerrenal con lesion tubular minima, por lo que pareceria
I6gico evaluar los resultados de orina cuantitativamente, pero esta practica es
relativamente limitada®. En esta sentido, Marcussen et al®® [levaron a cabo un
estudio con 51 pacientes con AKI adquirido en hospital, los cuales tenian AKI prerrenal
y NTA en el que encontraron que el nimero de células urinarias y cilindros granulares

tenian una correlacion positiva con la magnitud del incremento en la Crs,

Por otra parte, la lesion renal también puede ser detectada mediante la
evaluacion de proteinas presentes en la orina.La excrecion urinaria de proteinas se
describe en varios estudios de AKI1%119) y es frecuentemente detectada en enfermos
criticos™Y, La excrecion urinaria de proteinas de elevado peso molecular, como la
albumina, sugiere la existencia de lesiones glomerulares, mientras que la excrecion de
proteinas de bajo peso molecular, como la B2-microglobulina debe hacer sospechar una
lesion del tdbulo proximal. La deteccion temprana de microalbuminuria, sugiere un
incremento de la permeabilidad capilar a proteinas®'?, lo que puede tener valor
predictivo y prondéstico de la enfermedad y de la mortalidad. Sin embargo, ningun
estudio ha evaluado el valor de la microalbuminuria como predictor o como diagnostico
temprano de AKI®®,
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2.2 PERSPECTIVAS EN EL DIAGNOSTICO DELAKI
2.2.1 Nuevos conceptos en el AKI

Una situacion de dafio renal que puede conllevar minimas lesiones tubulares
puede no acompafiarse de signos detectables de disfuncion renal*19), |a situacion
precedente a la lesion renal seria un AKI subclinico, refiriéndose asi a las alteraciones
estructurales y funcionales sin resultar en un incremento de la Crs®*314) a pesar de lo
cual, la Crs sigue siendo el parametro estandar para el diagnostico del AKI en la clinica.
El hecho de que el parametro de la Crs sea un marcador tardio de dafio renal en el AKI
y que salvo contadas excepciones no esté indicada la biopsia renal, ha hecho necesario
la basqueda de marcadores precoces, mas sensibles y con caracteristicas diagnosticas
mas especificas. Asi, en la ultima década se han multiplicado los estudios encaminados
a la busqueda y analisis en la practica clinica de nuevos marcadores para predecir de
manera mas precoz el AKI, asi como tratar de dilucidar su etiologia y su valor

pronostico®®),

La mejora del diagnostico del AKI y por lo tanto su prevencion a corto y largo
plazo requiere un correcto y especifico diagndstico etioldgico y fisiopatoldgico para
proporcionar el tratamiento adecuado al paciente y con una capacidad diagnéstica de
predisposicion de sufrir AKI antes de que suceda el episodio. Por eso, el AKI debe
considerarse desde el mismo momento en que se dan circunstancias para el dafio renal y
el diagndstico funcional debe basarse no sélo en un marcador como la Cr, sino en una
bateria de marcadores que informen de diferentes circunstancias y eventos
fisiopatoldgicos que potencialmente tengan lugar durante todo el episodio de AKI®?,
Sin embargo, aunque existe mucha literatura sobre la aplicacion clinica de
biomarcadores, lo cierto es que se da informacion limitada sobre su uso practico por

parte de los facultativos para la gestion de pacientes con AKI.

El incremento de la Crs o una reduccion en la produccion de orina son en la
actualidad los primeros signos de reconocimiento del AKI. Los biomarcadores que
aparecerian mas precozmente, no se han llegado a aplicar en la clinica de una manera
generalizada y reglada. Esta falta de utilizacion refleja la ausencia de unas
recomendaciones clinicas especificas para aplicar estos biomarcadores emergentes a la

optimizacion del manejo del paciente, ya que para el uso clinico de un biomarcador, los
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facultativos deben tener la certeza de cuando los biomarcadores son necesarios, cual

utilizar y como interpretar los datos y utilizar la informacién para mejorar el
tratamiento®?) (Fig 16).

When are biomarkers needed?

Risk assessment

Which biomarkears should be measurad?
Recognition

Differential diagnosis Functional
Targeted intervention
Prognosis pamage Single varsus mulliple How should data be used for patient
Combination bior!'lfa.rkars » ména'ggm,:n{?' ) S
Positive predictive value
Negative predictive value Refine clinical

Data based on setting

Guide timing and nalure of
interventions

Improve process of care

Fig 16. Necesidades clinicas de biomarcadores para mejorar la gestiéon del AKI.
Reproducido de Murray et al, 201417,

El término biomarcador incluye cualquier sustancia enddgena que es
objetivamente medida y evaluada como indicador de procesos bioldgicos, procesos
patoldgicos o respuestas farmacoldgicas para una intervencion terapéutica®*®). En el
campo de los biomarcadores de AKI se han identificado diferentes moléculas surgiendo
desde la lesion renal y reflejandose ante una funcion renal alterada®'®'?Y), Estas
moléculas van desde proteinas constitutivas que resultan de la lesion renal a moléculas
producidas en respuesta a dafio o productos tisulares de procedencia no renal que son
filtrados, reabsorbidos o secretados por el rifion®?? (Fig 17).
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Estos biomarcadores de dafio renal pueden ser utilizados para delimitar la
naturaleza, magnitud y lugar de la lesion basados en su especificidad. Varios estudios
han descrito su utilidad predictiva en el diagnostico precoz del AKI, diferenciacion de la
naturaleza y severidad de la lesion, proporcionando informacion pronostica en el curso
y resultados del AKI®Z12)  Cambios en los niveles de los marcadores se han
relacionado con el estadio del AKI y evaluado en relacion a su poder predictivo para la
iniciacion de dialisis aguda, mortalidad o recuperacion de la funcion renal®®). Sin
embargo, en la mayoria de los estudios no se analizan las pruebas de especificidad de
los cambios del biomarcador en relacion a la patologia renal. La utilizacion de un
biomarcador, también se ve limitada por la identificacion del mejor para cada propdsito
(riesgo, evaluacion, diagnostico, determinacion de la causa para el diagnostico
diferencial y prondstico) y el convencimiento de que los umbrales pueden ser distintos
para cada uso®”). La utilidad de los biomarcadores para diferenciar el AKI de novo del
AKI en el seno de una ERC subyacente es un area aun no bien establecida; se ha visto
que los niveles de biomarcadores son generalmente mas elevados en pacientes con ERC
y consecuentemente, los umbrales para identificar elevaciones de marcadores son

probablemente distintos®?9),
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El grupo para la Iniciativa de Calidad de la Dialisis Aguda (ADQI), dirigi6 estos
asuntos asignando grupos focalizados en cuatro amplias areas para la utilizacion de
biomarcadores en la gestion del AKI: 1) riesgo estimado, diagndstico y estadio; 2)
diagnostico diferencial; 3) valoracion pronostica y 4) nuevas técnicas incluyendo

imagen.

El conocimiento actual de la fisiopatologia del AKI humano se basa
ampliamente en las nociones aportadas a través de modelos experimentales
extrapolados al area clinica y cuando surgen los biomarcadores, es complicado definir el
mecanismo fisiopatoldgico correspondiente al AKI clinico. En este sentido Murray et
al*¥” proponen que los biomarcadores pueden ser clasificados como aquellos que
representan cambios en la funcion renal, y aquellos que reflejan lesion renal. Esta
clasificacion permite la utilizacion simultanea de biomarcadores de cada categoria para
delimitar el espectro del AKI. Como se muestra en la figura 18, en cualquier momento
los pacientes pueden incluirse en uno de los cuatro cuadrantes basandose en los cambios
representativos de acuerdo a marcadores de funcién y lesion. Ademas, evaluaciones
secuenciales de estos marcadores de funcion y lesion podrian permitir el seguimiento
del curso del AKI y proporcionar informacion de los eventos y mecanismos potenciales
involucrados, basandose en la especificidad del marcador usado para identificar el lugar,

la naturaleza y magnitud de la lesion.

Mo damage Damage present

No functional changes! Damage without Resolution
No functional ,

change

Functional
change

Fig 18. Nuevo concepto de dafio/reparacion. Reproducido de http://www.ADQI.org®!".

Una combinacion simultanea de marcadores de funcion y lesion renal

proporcionaria un facil método para estratificar pacientes con AKI. En un principio los
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pacientes se clasificarian en uno de los cuatro grupos y en la evaluacion en el tiempo se
podrian ver sus transiciones a través de las categorias. Este esquema proporcionaria una
aproximacion para evaluar los pacientes con AKI en relacion con su diagndstico y

estadio, diagnostico diferencial y prondstico.

Por lo tanto, el uso combinado de biomarcadores funcionales y de lesion
proporciona una potente herramienta que permite a clinicos e investigadores la

utilizacion maés efectiva de marcadores en el AKI.

En el caso del trasplante renal, las oscilaciones de la Crs y el hecho de partir de
Crs andmalas en el receptor, hace que la interpretacién de los cambios en la Crs sea méas
compleja, por lo que, la biopsia del injerto sigue siendo el estandar para el diagnostico
de la causa de la disfuncion renal. No obstante, la biopsia del injerto supone un
procedimiento invasivo con una potencial morbimortalidad®?®, por lo que existe gran
interés en identificar nuevos marcadores precoces de diagndstico con técnicas no
invasivas para evidenciar la disfuncién en el trasplante y con una precision que permita
diferenciar sus causas. Reflejo de este interés es el cimulo de estudios que tratan de
relacionar a los biomarcadores de AKI con el prondstico inicial y a medio y largo plazo
asi como con el diagnostico de RA®39),

2.2.2 Una nueva generacion de marcadores sensibles y tempranos al dafio

renal agudo

Los procesos fisiopatologicos caracteristicos del AKI comprenden tanto
mecanismos relacionados con el dafio como con la respuesta reparadora del organismo.
Como ya se ha apuntado en el apartado anterior, durante el dafio de las estructuras
renales, sus componentes o derivados metabolicos, compuestos de degradacion o restos
de ellos se eliminarian por la orina y podrian ser detectados y utilizados como
marcadores de lesién. El contacto directo de los epitelios renales con la orina facilita la
aparicion en ésta de moléculas y fracciones celulares procedentes de estos tejidos. Los
posibles marcadores pueden tener su origen, entre otros, en la sintesis, activacion o
inhibicién de mediadores de los procesos bioquimicos y de constituyentes estructurales
celulares relacionados con procesos como la apoptosis y la regeneracion tisular. Asi

mismo, podrian encontrarse en la orina indicios de la destruccion de los tejidos (células,
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matriz extracelular, membranas basales, etc.), bien sean moléculas enteras, fracciones
de éstas, organelas o restos de ellas y de fracciones celulares o tisulares. La deteccion en
la orina de ciertas enzimas celulares procedentes de la lesion de células renales, es
actualmente el procedimiento para la deteccion temprana del AKI que cursa con dafio

tubular.

Estas enzimas incluyen la lactato deshidrogenasa (LDH), fosfatasa alcalina
(FAL) o gamma glutamil traspeptidasa (yGT) entre otras. La mayor parte de estas
enzimas tienen un valor moderado como marcadores urinarios tempranos y sensibles del
AKI, debido principalmente a problemas de estabilidad e inhibicion por otros

componentes de la orina®3Y,

En la dltima década se ha identificado, validado y desarrollado una nueva
generacion de marcadores sensibles y tempranos en orina, capaces de detectar el dafio
renal agudo en sus fases iniciales. En la tabla 7 se reflejan lo biomarcadores habituales
hoy en dia para el diagnéstico del AKI.

Biomarker Comments

Fatry acid 1. Expressed in proxineal abvele epithelial cells
binding protein 2, Current evidence sugpests clinical weility as a biomarker in
(FARF) CEKD and diabetic neplropathy

3. Additional sudies necessary w derermine urlity in serting of
preclinical and clinical AT

Newrrophil 1. Inivally idemified bound 1o gelstinase in specific granales of
gelatinase the nearrophils but also may be induced in epithelial cells in
associated the seing of inflammadon or maligrancy
lipocalin 2. Expression wpregulated in kidney proximal wbule cells and
(NGAL) urine fallowing schemic or cisplatin induced rensl injury

1. Found o be an carly indicaror of AKI following
cardiopulmonary bypass
4. Specificity for AKT in setting of sepsis; pyuria needs 1o be
further established
Ineerleukin-18 - Cytokine with beoad immunomodulitory propertes,
(IL.-18) particularly in serring of Bschemie injuey
- Constinutively expressed in diswl rubules; sirong immunore-
activity in peoxineal tabules with ransplant rejection
- Elevared wrinary levels found to be early macker of AKT and
independent predicror of moetality in critically ill patiens

b

it

Kidney injury - Type-1 cell membrane glycoprotein wpregulared in
molecule-1 dedifferentated proxinial whbule epithelial cells
(KIM-1) 2. Ectodomain is shed and can be quantitated in urine following
acute kadney injury in preclinical and cliniea] studies
3. Elevared wrinary levels are highly sensitive and specific for
AKT
4. Upregulated following various models of preclinieal and
clinical AKI, fibrosis, renal cell cxreinama, and polycystie
kidney disease
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Alanine
aminopeptidase

[AAF)

. Prowimal rubule brush border enzyme
- Imsashiliny may limie clindcal weiligy

e

Alkaline
phesphatase

(AP}

- Proximal rubule brush border enzyme. Human intestinal
alkaline phosphatase is specific for proximal whalar 53
sepment; human tssee nonspecific alkaline phosphatse is
specific for 51 and 52 segmens

2. Levels may nor correlate with extent of functional injury
3. Inswabiliny may limde clinical weiliny
a-glutathione-5- | 1 Proximal bule eytosolic enzyme
ransferase 2. Requires stabilization buffer for specimen storage and
(ee-GET) processing
3. Upzegulated in AKT and renal cell careinoma
F-glutaomyl 1. Praximal rubule brush border enzyme
ranspeptidise 2. Inswabilicy sequises sameples wo be analyzed quickly alier
[y collection, limiting clinical uiiliny
MN-aceryl-fi- 1. Proimal wbule lysosomal enzvoone
plecosaminidase | 2. More stable than other urinary enzymes
AG) 1. Extensive preelinical and elinieal dara in a vasiery of
conditions {nephrotoxicant exposure, candiopulmonary
bryprsa, delayed renal allogeaf function, eec.)
4. Endogenous urea nray inhibit activiyy
Bz- 1. Ligh ehain of the MHC I moolecele expressed on the cell
miberaglobulin surfaee of all nueleated cells
2. Monomeric form 38 Glered by e plomerulus and
reabsorbed by the prodmal vebule cells
3. Early marker of tubular dysfunction b a vadety of
conditions
4. Instabiliey in acidic urine linis clinical wriling
x- 1. Synthesized by the liver
microglobulin 2. Filtered by the glomerelus and reshsoribed by proximal

tubule cells

. Early marker of ubular dysfunetion; high levels may prediet
POOTET Culeome

- Snable across physiologie urinary pH

™)

Eevinol-hinding
peotzin (RBF)

. Bynthesized by liver, involved in vitamin A transpore

- Filtered by glomeralus and reabsorbed by prodmal whuole
cells

- Early muarker of mubular dyshenction

. Imereased subiliny in seidic urine when compared o
P -microglobelin

L

£ bl

Cystanin O

. Imporane exvracellular inhibdeor of cysicine proteases

. Fileered by the glomerelus and resbsorbed by proximal
tubale cells

3. Elevated urinary levels reflect wehulsr dysfunetion; high

levels may predict poorer outleone

L

Tabla 7. Principales biomarcadores descritos de AKI. Reproducido de Vaidya et al,
2008a3L),

La finalidad de la medida de estos marcadores es el diagnostico inicial del dafio
y la evaluacion del AKI, asi como para distinguir entre los diversos tipos y etiologias
del mismo\?2131-133) | a5 caracteristicas principales que el marcador 6ptimo para
detectar AKI debe reunir son entre otras: no invasivo, coste-efectivo, relacionado con
eventos fisiopatologicos del AKI, preciso y especifico del AKI%22134) Ademaés de ser
generado por las células dafiadas para reconocer el 6rgano especifico, ha de mostrar una

concentracion proporcional a la extension del dafio, que se exprese precozmente tras el
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dafio del 6rgano incluso cuando la lesion ain sea potencialmente reversible, que su
concentracion disminuya rapidamente tras el episodio de lesién aguda para utilizarlo
como herramienta de monitorizacion terapéutica y que permita una rapida

determinacion.

A continuacion, analizamos los biomarcadores mas representativos de AKI

usados actualmente:

- Interleukina 18 (IL-18) es una citoquina proinflamatoria que se produce en las
células tubulares renales y en los macro6fagos. Se conoce que posee un papel activo en
numerosos procesos renales como AKI, I/R, RA, infeccién, condiciones autoinmunes y
cancer®). Varios marcadores se compararon en una muestra de poblacion heterogénea
de alto riesgo para evaluar su poder diagnostico y predictivo de AKI, necesidad de
diélisis y prediccién de mortalidad a los 7 dias en pacientes estratificados segun el
tiempo transcurrido tras el insulto renal, FG y tiempo de admision en UCI®®), CyC, IL-
18 y NGAL resultaron fuertes predictores de dialisis (ABC>0.70) e IL-18

moderadamente predictora de muerte a los 7 dias (ABC=0.68).

- La CyC es una proteasa inhibidora, que penetra en el tdbulo proximal por
filtracién glomerular. La proteina se reabsorbe y se metaboliza en células del tabulo
proximal sanas y s6lo minimas concentraciones se detectan en orina en condiciones
normales. Sus niveles de incrementan cuando la capacidad de reabsorcion de las células
del tubulo proximal se ve dafiada®Y. La CyC se ha propuesto como marcador de AKI,
ya que es un buen predictor de requerimiento de dialisis en pacientes en UCI con AKI
establecido®?. Sin embargo, debido a su falta de sensibilidad resulta menos
convincente como predictor de AKI no severo36-140) En el trasplante, existen escasos
estudio que relacionen la CyC urinaria y la evolucion del injerto, con resultados poco

concluyentes®4Y,

A pesar de los resultados esperanzadores, hoy en dia ninguno de los marcadores
conocidos reune todas las caracteristicas propuestas para marcador 6ptimo, ya que no
son especificos de AKI y en algun caso, no se conoce en profundidad su mecanismo de
aparicion y por tanto lo que revela su presencia. Muchos de ellos ademéas son
marcadores de inflamacion o de respuesta inmune aguda, mecanismos que se sabe estan

involucrados en muchos procesos diferentes al AKI©%142),
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Un hecho positivo es que se ha descrito la aparicion de estos marcadores en
orina, correlacionando su incremento en tejido renal y la lesion renal#314%), De manera
que es dificil esperar que un unico biomarcador contenga todas las caracteristicas
deseables, por lo que parece mas logico pensar que una bateria de marcadores

seleccionados diagnostique con mas precision que un marcador individual®?.

2.2.3 Diagnostico de la predisposicion adquirida al Fracaso Renal Agudo

A pesar de los avances que pueden proporcionar los nuevos marcadores
precoces de dafio renal agudo antes descritos, todavia quedan facetas por explorar que
permitiran mejorar sustancialmente el diagnostico de esta enfermedad y que, como se
comenta mas adelante, pueden abrir nuevas vias para la medicina preventiva y la

medicina personalizada.

Un factor determinante para un manejo clinico exitoso del AKI es la deteccién
temprana, lo cual mejoraria significativamente la intervencion terapéutica y los
resultados®3%:14®) Consecuentemente, una nueva generacion de marcadores, la mayoria
de ellos en orina, estdn en desarrollo asociados a los eventos fisiopatologicos
tempranos subyacentes al AKI incipiente®V). Ademas, en la practica clinica es
necesaria una mejora en el diagndstico que permita poder identificar una causa
especifica entre varios insultos potencialmente nefrotdxicos durante la administracion
de multiples farmacos. Por ello, podrian considerarse de riesgo tanto la exposicion
cronica a agentes como aquellos tratamientos que incluyen varios farmacos por si
mismos potencialmente nefrotéxicos. Por ejemplo, un 0.6-2.3% de los pacientes
sometidos a una radiografia de contraste, sin historia previa de enfermedad renal,
desarrollan algin grado de AKI®?. Algunos de estos pacientes podrian cursar
silenciosamente con un incremento del riesgo al AKI debido a un tratamiento previo
con un nefrotéxico sin ninguna evidencia clinica, ni sintomas de lesiones renales,
donde el FG y los niveles urinarios de marcadores sensibles al dafio renal se
mantienen en los valores normales. Asi, estos pacientes tendrian un riesgo teorico
incrementado, pero dificil de evaluar individualmente. Por este motivo, la
identificacion de marcadores o sistemas de diagnoéstico que sean capaces de
determinar la predisposicion al AKI adquirido mediante tratamientos farmacoldgicos o

agentes potencialmente nefrotoxicos podrian ser de gran utilidad para identificar los
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pacientes de riesgo y estratificar su condicion de una manera personalizada, antes de
someterlos a nuevas intervenciones, procesos o tratamientos que puedan desencadenar

el dafio.

En este sentido, estudios de nuestro laboratorio han evidenciado que ratas que
han sido tratadas con un régimen subtdxico, aparentemente inocuo, de un nefrotoxico,
cuando son expuestos posteriormente a otro agente nefrotdxico (a dosis
subnefrotoxicas también) desarrollan un claro y evidente AKI. Sin embargo, las ratas
que no han estado en tratamiento con dicho agente (sino solamente el vehiculo como
control), tras ser expuestas al segundo agente nefrotdxico no sufren ninguna alteracion
de la funcion renal®&10 Por lo que, se demuestra que la primera exposicion

predispone a sufrir un AKI y la segunda desencadena el dafio.

Otro de los factores de riesgo es la exposicion cronica a sustancias
medioambientales, como puede ser el caso de los metales pesados, cuando un
individuo en esa circunstancia estd sometido a un tratamiento potencialmente
nefrotdxico. La sensibilizacion adquirida al AKI representa un riesgo silente imposible
de diagnosticar de forma preventiva con la tecnologia disponible a nivel clinico. De
manera que un insulto subnefrotdxico y crénico en los rifiones puede dar lugar a una
sensibilizacion cronica adquirida a AKI y esta sensibilizacion cronica podria ser
detectada mediante marcadores urinarios especificos. Con este fin, en otro modelo
experimental de exposicion cronica®® las ratas fueron tratadas con una dosis
subtoxica de un nefrotdxico experimental (nitrato de uranilo) y posteriormente con una
dosis subtdxica de gentamicina. La funcion renal y los dafios del tejido renal fueron
evaluados, observandose un evidente dafio renal (histolégico y funcional) en el grupo
que habian recibido la exposicién cronica al nitrato de uranilo y la gentamicina. Tres
proteinas: albimina, hemopexina y VDBP fueron identificadas en la orina y asociadas

con la aparicién de predisposicion cronica.

Albimina®®, hemopexinal*® y VDBP®%? son proteinas séricas cuyo
incremento en la excrecion urinaria se ha documentado ampliamente en las
enfermedades renales que cursan con alteraciones en la barrera de filtracion
glomerular. Su incremento en orina, ademas de indicar un posible estado de nefropatia
incipiente (en ausencia de marcadores de marcadores de disfuncién renal o lesion),

podria alertar a los facultativos de un mayor riesgo de nefropatia aguda. De manera

40



que estas proteinas podrian ser utilizadas potencialmente como marcadores de una
predisposicion oculta por exposicion cronica, para estratificar adecuadamente y de
manera preventiva a los individuos en funcion de su riesgo especifico a largo plazo, y
para optimizar convenientemente los procedimientos clinicos o tratamientos que
podrian desencadenar la enfermedad. Esto podria reducir la incidencia del AKI, la
gravedad y los costes asociados.

FAA es una enzima celular que se requiere en el metabolismo de la tirosina,
cuyo incremento en sangre se ha relacionado con nefrotoxicidad tubular inducida por
d-serina®>®). En relacion con la predisposicion, el estudio realizado por Vicente et
al.®% pone de manifiesto que la excrecion urinaria de FAA parece correlacionarse con
el grado de predisposicion inducida por cisplatino a dosis subnefrotdxicas. De hecho,
el nivel de FAA en la orina predijo el grado de disfuncién renal cuando se

desencadeno AKI por la administracion de un segundo nefrotéxico (gentamicina).

La posibilidad de que los marcadores antes mencionados pudieran identificar a
los pacientes especialmente susceptibles permitiria estratificar a los pacientes de
acuerdo con su riesgo renal individual. Por ejemplo, una IRC preexistente,
deshidratacion, tratamientos concomitantes con farmacos potencialmente nefrotoxicos
y condiciones que comprometan el flujo renal, son factores de riesgo para sufrir un
AKI. Estos factores son clinicamente relevantes porque plantean variables
interindividuales indeterminadas y riesgos ocultos. Sin embargo, la caracterizacion de
los mismos como herramienta especifica para identificar y estratificar el riesgo
combinado individual planteado por cada factor en cada paciente, se escapa del
repertorio diagnostico actual. Asi por ejemplo, la diabetes se establece como factor de
riesgo en la nefropatia por contraste®541%9), una de las formas mas prevalentes de AKI
por toxicos en el &mbito hospitalario®®. En ausencia de un biomarcador cualitativo
que determine el riesgo renal que supone la presencia de DM, todo diabético es
considerado igualmente sensibilizado a la nefropatia por contraste y
consecuentemente, candidato para un procedimiento alternativo de segunda eleccion.
Un biomarcador que cuantificara el riesgo permitiria al especialista estratificar a los
pacientes diabéticos de acuerdo al riesgo renal individual, derivando a un

procedimiento alternativo solo a aquellos con riesgo real.
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La aplicacion de estos conceptos en el contexto del trasplante renal es clara: los
donantes pueden haber estado expuestos a algun agente nefrotoxico (farmacos,
contrastes, toxicos ambientales) que haya sensibilizado o predispuesto sus rifiones al
AKI, sin que exista ningun signo clinico que lo haga sospechar. Tras el trasplante, el
rindn sufre un proceso de I/R y los pacientes son tratados con farmacos
inmunosupresores (tacrolimus y CsA, reconocidos nefrotdxicos, son los farmacos mas
utilizados en las pautas de inmunosupresion). En estas circunstancias, los pacientes
trasplantados, cuyo rifidon esta sensibilizado, pueden sufrir un AKI, incluso aunque el
inmunosupresor se administre a dosis subtoxicas. Por tanto, es necesario conocer a
priori la calidad del 6rgano que se trasplanta para: 1) ayudar en la evaluacién del
injerto y 2) en caso de que se decida trasplantar, hacer el seguimiento y el manejo

oportuno del paciente.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado en modelos experimentales que
diferentes farmacos y toxicos renales, incluso en dosis subtoxicas, son capaces de
inducir una predisposicion, o sensibilizacion, a sufrir AKI. La relevancia de esta
situacion es que los individuos aparentemente no afectados por los efectos adversos de
un tratamiento, podrian estar, sin saberlo y por lo tanto sin poder hacer nada para
prevenirlo, expuestos a desarrollar AKI en situaciones, o ante circunstancias (otros
tratamientos, contrastes radiologicos, toxicos medioambientales, etc) que no producen
ningun dafio en los individuos no predispuestos. Asociados a esta condicién hemos
identificado marcadores que permiten detectar esta hipersensibilidad adquirida y que
podrian ser una herramienta para estratificar a los pacientes o a los 6rganos de forma

preventiva y personalizada, de acuerdo con el riesgo individual que van adquiriendo.

En este contexto, los donantes de rifion pueden haber estado expuestos a alguin
agente nefrotdxico que haya predispuesto a sus rifiones a sufrir AKI, sin que existan
signos clinicos que lo detecten. Esta circunstancia pudiera ser puesta en evidencia

mediante estos marcadores de predisposicion.

Por su parte, los rifiones procedentes de donantes estan expuestos durante su
extraccion y posterior implante en el receptor a un proceso de I/R y al tratamiento con
inmunosupresores, los cuales son potencialmente nefrotdxicos. Estos procesos,
inherentes al trasplante, pudieran desencadenar AKI en pacientes que reciban un rifion

previamente predispuesto.

43



OBJETIVO 1

Estudiar y caracterizar en un modelo experimental, la capacidad de la CsA,

administrada a dosis subtdxicas, de desencadenar AKI en ratas previamente
predispuestas.

OBJETIVO 2

Estudiar en donantes de rifion (vivo o cadaver), desde el momento previo al
trasplante y posteriormente en el receptor, en los dias 1 y 3 postrasplante, la relacion de
marcadores de dafio renal temprano y de predisposicion (previamente identificados en

modelos preclinicos), con la presencia de disfuncién inmediata del injerto y con la
evolucion al afio del trasplante.
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Este estudio se llevO a cabo en la Unidad de Fisiopatologia Renal y
Cardiovascular de la Universidad de Salamanca y en el Servicio de Nefrologia del

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV), Santander.

1. FASE PRECLINICA

1.1 MODELO EXPERIMENTAL

En este trabajo se utilizaron 16 ratas Wistar macho de unos 200g de peso
aproximadamente, procedentes del Servicio de Experimentacion Animal de la
Universidad de Salamanca. Tanto el material como los métodos experimentales
empleados con los animales de laboratorio se rigieron de acuerdo a las recomendaciones
recogidas en el Real Decreto 53/2013, del 1 de febrero, por el que se establecen las
normas béasicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en

experimentacion®®?),

Los animales se mantuvieron en el animalario en condiciones ambientales
constantes: temperatura de 20 °C, humedad del 60% aproximadamente, tiempo diario de

luz (fotoperiodo) de 12h y sistemas de renovacion y filtracion de aire y olores.

Se planted un modelo de predisposicién ya establecido en la Unidad de
Fisiopatologia Renal y Cardiovascular de la Universidad de Salamanca®*®. El modelo
utiliza como nefrotoxico la gentamicina en un régimen que no desencadena ninguna
alteracion, ni de la funcién, ni de la estructura renal (50 mg/Kg durante 6 dias), sin
embargo es capaz de predisponer o hacer mas sensibles a los animales de
experimentacion al AKI, que se manifiesta cuando se administra un segundo
nefrotoxico a dosis subtoxicas también. Concretamente se ha demostrado con ioexol,

cisplatino y nitrato de uranilo®49),

En nuestro estudio se utiliza el modelo antes descrito para comprobar si la CsSA,
un anticalcineurinico con conocidas propiedades nefrotoxicas, podria desencadenar AKI
cuando se administra a dosis subtoxicas. El interés de utilizar CsA como agente
desencadenante de un dafo renal oculto pudiera tener gran importancia en el contexto

del trasplante.
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Para ello se disefiaron 4 grupos (Fig 19):

Grupo control (C): no se administrd ningun farmaco durante el periodo

experimental.

Grupo Gentamicina (G): se administré durante la primera semana (dias 1-6) una

dosis de 50 mg/kg/dia de G por via intraperitoneal.

Grupo Ciclosporina (CsA): se administro durante la segunda semana (dias 7-15)

una dosis de 15 mg/kg/dia de CsA por via subcutanea.

Grupo Gentamicina+Ciclosporina (G+CsA): se administré durante los dias 1-6

de experimento una dosis de 50 mg/kg/dia de G por via intraperitoneal, y durante los
dias 7-15 una dosis de 15 mg/kg/dia de CsA por via subcutanea.

Ve
Joe
ovta
I IKIKIKIKI/IKIKIKIKIKIJ”I/IKI;”IKI Control
o 7 Sacrificio
Vd
ED
I IKIJIJIJIKIK’IJIKIF’ It’lx’r” I./ IKIKI Gentamicina
] 7 Sacrificion
R
Pl
Ecy
gy gy Sy g g T g 8 : :
I_H_I_I_l_H_l_I_H_H_I_H Ciclosporina
LY 7 Sacrificio
5
JoF
203
b'f .I!'# .u-/ f .s/ u/ . . i i g "4 "4 "
I [ I I I I I I I I I l I I I I I Gentamicina + Ciclosporina
1] 7 Sacrifucia

Fig 19. Disefio experimental
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1.2 TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS

Como se detalla en el modelo experimental descrito, a los animales se les
administré gentamicina, un antibidtico del grupo de los aminoglucosidos con efectos
nefrotdxicos ampliamente descritos y CsA, un agente inmunosupresor utilizado en el
trasplante renal perteneciente al grupo de inhibidores de la calcineurina y con toxicidad

asociada y conocida.

Gentamicina: La gentamicina (Sigma, St Louis, USA) se disolvio en NaCl al
0.9% a la concentracion de 50 mg/mL. EI volumen inyectado a los animales (grupos G
y G+CsA) fue de 1 mL/Kg. A los animales de los grupos C y CsA se les inyecto el

mismo volumen de solucién salina al 0.9%.

Ciclosporina: Para realizar el tratamiento con CsA en los grupos experimentales
CsA y G+CsA, se utilizé la especialidad farmacéutica Sandimmun® 250 mg/5mL,
concentrado para solucion de perfusion. La composicién de dicha especialidad es la
siguiente: CsA 50 mg/mL, etanol 33.18%, aceite de ricino polietoxilado. Se prepar6 una
dilucion 1:2 de Sandimmun® en solucion salina 0.9% (16.7 mg/mL de CsA), la cual fue
administrada a los animales. El volumen de esta solucion inyectado a los animales fue
de 0.9 mL/Kg. La dilucion de CsA se preparé diariamente, debido a su baja estabilidad
en forma diluida (24 h a 4°C).

También se prepard una solucion que simulaba el vehiculo de la CsA, con la
misma concentracion de etanol que la dilucién 1:2 de Sandimmun® (11.1% de etanol en
solucion salina al 0.9%). De igual modo, se inyect6 a los animales de los grupos C y G,

0.9 mL de esta solucion por Kg de peso corporal.

13 RECOGIDA DE MUESTRAS EN  ANIMALES DE

EXPERIMENTACION
Se recogieron muestras de sangre y orina los dias 0 (basal), 7 (después del

tratamiento con gentamicina) y a partir de aqui de manera diaria hasta el dia 16 del

experimento.
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Muestras de orina

Las ratas se colocaron en jaulas metabélicas individuales®®®, en las cuales
tenian libre acceso a la comida y a la bebida. Tras un dia de acostumbramiento a su
nuevo entorno, se recogid la orina durante 24h (muestras de orina basal), libre de
comida y heces, en probetas graduadas que contenian 1mL de aceite mineral, para evitar
la evaporacion y 100uL de azida sodica (0.1%) para minimizar la contaminacion

bacteriana.

Se volvié a introducir a las ratas en jaulas metabdlicas el dia previo a la primera
administracion de CsA (dia 6) y se mantuvo a los animales en estas jaulas hasta el fin
del experimento para la recoleccion de las muestras de orina a distintos tiempos, ademas

de controlar otros parametros, como la ingesta de agua y comida.

La orina obtenida se centrifugd durante 8min a 800g, para separar bien la fase

oleosa (el aceite mineral). Se extrajo la orina limpia para su analisis posterior.

Muestras de sangre

Se recogieron muestras de sangre de la punta de la cola en capilares
heparinizados de 75uL. Para facilitar la extraccion, se produjo vasodilatacion mediante
la aplicacion previa de calor. Se extrajeron dos capilares de sangre por rata, y tras sellar
uno de los extremos con plastilina, se introdujeron en el frigorifico con el fin de que ésta
se endureciera y de esta manera poder centrifugar las muestras en microcentrifuga a
11600g durante 3 min. Una vez centrifugada la sangre se partieron los capilares por el

limite células-plasma. Se extrajo el plasma, y se guardo para su posterior analisis.

Al final de experimento (dia 16), los animales se sacrificaron y se extrajeron los
rifiones para estudios post mortem. Para ello, las ratas se anestesiaron con pentobarbital
sodico por via intraperitoneal a la dosis de 50mg/Kg de peso. Para acceder a la cavidad
abdominal, se practicd una laparotomia media y se separd la masa intestinal para
proceder a canular la aorta, en la bifurcacion iliaca. A través de la canula, se recogieron
unos 2mL de sangre, y a continuacion se perfundieron 5-10mL de solucién salina
heparinizada (1mL/L). Después, los rifiones se desencapsularon, se extrajeron, se

pesaron y se seccionaron sagitalmente en dos mitades. Un rifién y la mitad del otro se
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congelaron instantdneamente en nitrogeno liquido y se guardaron a -80°C. La otra mitad
se introdujo en formaldehido al 3.7% tamponado a pH 7 y estabilizado con metanol,

para estudios de histologia.

2. FASE CLINICA

2.1 DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio prospectivo observacional, en pacientes incluidos en el
programa de trasplante renal y que fueron sometidos a un trasplante renal y seguidos
durante un afio en el Servicio de Nefrologia del HUMV de Santander.

Para la realizacion del estudio se disefid un protocolo normalizado que fue
aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de Cantabria. Este estudio se ha
realizado de acuerdo a los principios de la Declaracion de Helsinki. Los datos obtenidos
en el presente estudio se archivaron en una base de datos disefiada “ad hoc” y se
analizaron informaticamente, siguiendo las regulaciones espafiolas sobre el manejo de
datos computarizados (Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de
Datos de Caracter Personal®®y el Real Decreto 1720/2007 de 21 de diciembre*®?), La
base de datos se anonimizo asignando a cada individuo del estudio un cddigo numérico,
que es el que se transfirié a la base de datos de soporte informatico. No se transcribio
ningun dato personal, por lo que no se puede identificar a los pacientes salvo con la lista

maestra del investigador responsable de la fase clinica.

2.1.1 Sujetos de estudio

Se incluyeron todos los pacientes consecutivos que cumplieron los criterios de
inclusion, dieron su consentimiento y a los que se les realizé trasplante renal durante el
periodo comprendido entre el 26 de mayo del 2013 al 1 de septiembre del 2014, asi
como a sus correspondientes donantes (vivo o cadaver) tras el consentimiento del
donante vivo o de los familiares o representante legal del donante cadaver, cuyol/s
rifdn/rifones fueron trasplantados en el HUMV. El seguimiento de los pacientes
trasplantados fue de un afio, hasta el 1 septiembre de 2015. Todo el procedimiento se
realiz6 de acuerdo a las guias de préctica clinica de la ERA (European Renal

Association®®V), La informacion recogida de cada individuo incluye: antecedentes
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personales, comorbididades, causa de muerte en el caso de los donantes cadaver,
caracteristicas antropometricas, medicacion inmunosupresora habitual, parametros
bioquimicos estandares del protocolo de trasplante del Servicio de Nefrologia, CyCs,
biopsias realizadas y los datos de la evolucién de la funcion del injerto caracterizados
como FII, FLI y FRI®® RA, NTA y toxicidad por anticalcineurinicos (ACN)

confirmadas por biopsia del injerto (Tabla 8).

DATOS OBTENIDOS DE LOS SUJETOS

Caracteristicas antropométricas
Edad
Sexo
Raza
Caracteristicas clinicas
Etiologia de la enfermedad renal**
Comorbilidades (DM/HTA)
Causa de muerte*
Tiempo el lista de espera**
Tiempo en dialisis**
Numero de trasplantes previos**
Caracteristicas del trasplante
Incompatibilidades HLA
Tiempo de isquemia fria
Determinaciones bioquimicas
Crs
CyCs
Albamina
Proteinas
MDRD/CKD-EPI
Histologia del injerto
Niveles de farmacos
Evolucion del injerto**
FII/FLI/FRI
RA/NTA/Toxicidad ACN

Tabla 8. Datos recogidos de los sujetos para la elaboracion de la base de datos. *Datos
exclusivos de donantes, **datos exclusivos de receptores.

Ademas se analizaron los datos de biomarcadores de predisposicion y de dafio
renal temprano obtenidos de las muestras de orina procedentes de los sujetos. El estudio
no influyé de ninguna manera en el procedimiento clinico y terapéutico a seguir en

relacion con el paciente trasplantado.
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Criterios de inclusion

1.- Todos los sujetos que reunian los requisitos para la condicion de donante de

rifidn (vivo o cadaver).

2.- Pacientes con IRCT en lista de espera de trasplante renal del Servicio de

Nefrologia del HUMV, a los que se les realizo la cirugia del trasplante renal.

Criterios de exclusion

Se consideraron excluidos del estudio los pacientes que recibieron trasplante
combinado (més de un dérgano en el mismo acto quirargico) en el estudio, por suponer

gue presentarian factores especificos que pudieran influir en la evolucion posterior.

Retirada de los pacientes

Durante el periodo de estudio, todo participante o responsable legal del
individuo incluido en el ensayo, fue libre de abandonarlo de forma voluntaria si asi lo

decidiera, de lo cual se le inform6 en el momento de firmar el consentimiento.

2.2 TOMA DE MUESTRAS DE LOS PACIENTES Y EVALUACION

CLINICA

Antes del trasplante, se recogieron muestras de orina y sangre de los donantes y
receptores. En caso de trasplante de vivo, se tomaron las muestras basales antes de la
realizacion del angioTAC con contraste yodado en los donantes y previo al inicio de
tacrolimus pretrasplante en los receptores. En caso de trasplante de cadaver, las
muestras basales se recogieron de manera previa a la extraccion del érgano en el
donante y en el momento del ingreso del receptor para realizarle el trasplante. Después
del trasplante, se recogieron orina y sangre tanto del receptor y como del donante (en
caso de donante vivo) hasta un afio tras el trasplante segun la pauta que se muestra
(Tabla 9).
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INDIVIDUO MOMENTO DE LA TOMA DE MUESTRA MUESTRA

Donante cadaver Antes de la extraccion del rgano Visita -1
Donante vivo Antes del estudio con contraste Visita -6
El dia del trasplante Visita 0

Dia 1 post-trasplante Visita 1

Dia 2 post-trasplante Visita 2

Dia 3 post-trasplante Visita 3

Al alta médica (dia 7) Visita 4

Al mes del trasplante Visita 7

Al medio afio Visita 10

Al afio del trasplante Visita 12

Receptor de cadaver Antes del trasplante Visita -1
Receptor de vivo Antes de inicio de inmunosupresor Visita -6
Receptor de vivo/cadaver Dia del trasplante (3h post-trasplante) Visita 0
Dia 1 post-trasplante Visita 1

Dia 2 post-trasplante Visita 2

Dia 3 post-trasplante Visita 3

Al alta médica (dia 7) Visita 4

A los 10 dias Visita 5

A los 15 dias Visita 6

Al mes del trasplante Visita 7

A los dos meses Visita 8

A los tres meses Visita 9

Al medio afio Visita 10

A los nueve meses Visita 11

Al afo del trasplante Visita 12

Tabla 9. Descripcion de las muestras y tiempos de recogida de las mismas para los
diferentes sujetos del estudio.

Se utilizd un volante de recogida de muestras y posteriormente los datos de los

sujetos fueron transferidos a un soporte informatico.

3. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

3.1 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

A continuacion se detallan las determinaciones bioquimicas realizadas en las
muestras recogidas. Aunque el fundamento de cada determinacion sea el mismo, la
metodologia empleada difiere en el uso clinico y preclinico. Por ello se describen en dos

secciones separadas.
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3.1.1 Determinaciones en animales de experimentacion

3.1.1.1 Determinacién de Cr

Fundamento

Esta técnica se basa en el método de Jaffé1®?, que utiliza acido picrico como
agente generador de un complejo coloreado en presencia de Cr cuya intensidad puede
medirse por espectrofotometria a una longitud de onda comprendida entre los 490-
530nm. La absorbancia medida es directamente proporcional a la concentracion de Cr

en la muestra.

Procedimiento

™
Se utilizd un kit Quanti Chrom  de BioAssay Systems, tanto para la

determinacion de Crs como en orina (Cro).

En ambos casos se elabord previamente una recta patron de concentraciones
conocidas. En una placa de 96 pocillos, se pipetearon 30uL de la recta patrén preparada
y 30uL de cada muestra. Se utiliz6 el plasma sin diluir para la determinacion de Crs y
una dilucién 1:10 de las muestras de orina con agua destilada para la determinacion de
Cro.

Se afiadid a cada pocillo 200pL del reactivo (mezcla 1:1 de hidroxido sédico y
acido picrico). Se midio la absorbancia a tiempo 0 y a los 5 minutos a 491nm. Con los
datos obtenidos se calculd el incremento de absorbancia entre los tiempos de medida y

se generd la recta patrén y las concentraciones de Cr de cada muestra.

3.1.1.2 Determinacion del aclaramiento de creatinina (CCr)

Los valores obtenidos de Crs, Cro y el volumen de orina recogido en 24h (flujo

urinario), se utilizaron para calcular el CCr mediante la formula:

FU x Cro

CCr =
r Crs
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Siendo CCr el aclaramiento en creatinina (mL/min); FU el flujo urinario
(mL/min); Cro la concentracion de creatinina en orina y Crs la concentracion de

creatinina en plasma (mg/dL).

3.1.1.3 Determinacién de la concentracion de urea plasmatica

Fundamento

Este método se basa en el método de Jung™®® que utiliza un reactivo
cromogénico que forma un complejo coloreado con urea cuya intensidad es medida a
491nm. La absorbancia medida es directamente proporcional a la concentracion de urea

en la muestra.

Procedimiento

™
Se utiliz6 un kit Quanti Chrom  de Bio Assay Systems. Se elabord en primer
lugar una recta patron y a continuacion se realizo una dilucién 1:10 con agua destilada

de las muestras.

En una placa de 96 pocillos se afiadi6 SuL de la recta patron y Syl de las
muestras diluidas. A continuaciéon se afiadieron 200pL de reactivo (mezcla 1:1 o-
ftalaldehido y acido sulfurico). Se dejo incubar durante 12min y se midid la absorbancia
a491nm.

3.1.1.4 Determinacidn de la concentracion de proteinas en orina

Fundamento

La cantidad de proteina total excretada diariamente en la orina se determina por
el método colorimetro de Bradford®®¥, que se basa en la formacion de un complejo
entre las proteinas y el azul de Coomassie G-250, dando un color azul intenso con

absorcion a 595nm.
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Procedimiento

Se prepard un estandar con albumina sérica bovina (BSA) en agua destilada a
una concentracion de 2mg/L, y a partir de ésta concentracion se hicieron diluciones

seriadas para realizar una recta patron.

Se diluy6 la orina 1:10 con agua destilada. En una placa de 96 pocillos se
afladieron por triplicado 4uL de la muestra en cada pocillo. A continuacion se adiciond
196uL del reactivo Bradford (Azul de Coomasie 0.1%, etanol 5%, acido o-fosforico
8.5%) en cada pocillo. Tras 10-15 minutos y se midié la absorbancia en el
espectrofotometro a 595nm. Con la media de las absorbancias y la recta patrén, se

determind la concentracion de proteinas.

La excrecion urinaria de proteinas (EUprot) en 24h se calculé a partir de la

concentracion de proteinas obtenida y el FU, mediante la formula:

EUprot = Cprot * FU

Siendo Cprot la concentracion obtenida por extrapolaciéon con la recta patron
(mg/L) y FU el flujo urinario de 24h (mL/dia).

3.1.2 Determinaciones en muestras clinicas

3.1.2.1 Determinaciones bioguimicas

Las muestras de sangre y orina procedentes de los pacientes incluidos en el

presente estudio se procesaron en varias etapas.

Las muestras fueron recogidas bajo la supervision del Servicio de Nefrologia
del HUMV. Con ellas se llevaron a cabo las determinaciones bioquimicas rutinarias
segun el protocolo de trasplantes, es decir, determinaciones de niveles séricos de
glucosa,COsH" y CI', Na*, K*, Ca?*, urea, Crs y Cro, proteinas y osmolalidad en sangre
y orina. Adicionalmente se realizaron determinaciones seriadas de CyCs.

Todas las determinaciones mencionadas se realizaron utilizando un analizador
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Beckman Coulter®de la serie AU para uso de diagndstico in vitro, que permite realizar
multiples determinaciones bioguimicas simultaneamente en pocos minutos y utilizando
diferentes métodos analiticos, como colorimetria, turbidimetria, aglutinacion en latex y
métodos indirectos entre otros. Las cuantificaciones utilizadas se basaron en diferentes

métodos seguin el compuesto a determinar (Tabla 10).

Sustancia Método Fundamento
4(162)
Jaffé En un medio alcalino, la Cr forma con el acido picrico un compuesto
Cr (Prueba de coloracién amarillo-anaranjado. La velocidad del cambio de la
colorimétrica absorbancia a 520/800nm es proporcional a la concentracién de Cr en
cinética). la muestra.

La urea se hidroliza en presencia de agua y ureasa para producir
amoniaco y diéxido de carbono. El amoniaco resultado de la primera
reaccion se combina con 2-oxoglutarato y NADH en presencia de
glutamato-deshidrogenasa (GLDH) para producir glutamato y NAD+.
La disminucion de la absorbancia de NADH por unidad de tiempo es
proporcional a la concentracién de urea.

Urea Prueba UV cinética.

Combinando rojo de pirogalol y molibdato se obtiene un complejo
Prueba rojo con una absorbancia maxima de 470nm. El analisis se basa en el
cambio de absorcidn resultante de la fijacion del complejo de rojo de
pirogalol y molibdato a grupos aminicos basicos de moléculas de
proteinas. Se forma un complejo azul-purpura con una absorbancia
maxima de 600nm. La absorbancia de este complejo es directamente
proporcional a la concentracion proteinica de la muestra.

Proteinas colorimétrica.

Las particulas de poliestireno cargadas con anticuerpos especificos
Inmunonefelometria contra CyC humana forman agregados al mezclarse con las muestras
CyC que contienen CyC. Estos agregados van a dispersar la luz incidente.
. L La intensidad de la dispersion es proporcional a la concentracion de la
intensificadoras. correspondiente proteina en la muestra. La valoraciéon se hace
mediante comparacidn con un estandar de concentracion conocida.

con particulas

Tabla 10. Fundamento de las determinaciones bioquimicas realizadas en HUMV cuyos
datos se analizaron en los sujetos de estudio.

Parte de la orina recogida fue procesada para la realizaciéon de las
determinaciones especificas de este estudio en el Laboratorio de Investigacion de
Nefrologia e Inmunologia del Trasplante, donde se centrifugd y segregd el pellet del
sobrenadante de la orina. El sobrenadante de orina se envio a la Unidad de
Fisiopatologia Renal y Cardiovascular de la Universidad de Salamanca, donde se
cuantificaron los biomarcadores objeto de este estudio segun las técnicas que se

explican més adelante.
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La toxicidad del tratamiento inmunosupresor y el tratamiento concomitante que
requiere un trasplantado, que en casos puede modificar las concentraciones plasmaticas
de farmaco, obliga a monitorizan los niveles de farmacos inmunosupresores. Se
analizaron los niveles de tracrolimus en los receptores para establecer una posible
relacién con la funcién renal inicial y una posible predisposicion manifestada con los
marcadores determinados en orina. Los niveles séricos de tacrolimus se determinaron
por el Servicio de Farmacologia del HUMV mediante inmunoensayo magnetico
quimioluminiscente (CMIA) de Abbott ARCHITECT® (de Abbott Laboratories,
Chicago, Illinois, Estados Unidos).

3.2 TECNICAS ANALITICAS DE CUANTIFICACION DE MARCADORES

En las muestras de orina de los pacientes incluidos en el estudio se determinaron
de manera seriada los niveles de marcadores urinarios de predisposicion y los
considerados precoces de dafio tubular, tanto de las muestras obtenidas en la fase

pretrasplante como de las muestras procedentes de los sujetos trasplantados.

Las determinaciones de marcadores se realizaron mediante las técnicas apropiadas

para cada parametro independientemente del origen de las muestras:

v Por la técnica Western Blot se determind la expresion de los marcadores de

predisposicion identificados previamente, ademas de un marcador de dafio renal.

v" Por la técnica de ELISA se determind la excrecion urinaria de un marcador

temprano de dafio renal.
v' Por métodos fotométricos de cuantificacion de enzimas se determind la
excrecion de otros marcadores en la orina de los pacientes.

3.2.1 Western blot

El Western blot es una técnica semicuantitativa que permite la separacion de

proteinas de una muestra y su posterior identificacion.
a) Preparacion de la muestra
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Se tomo6 una muestra de 21uL de orina, se le afiadié el tampon de carga (Tris
base 125 mM, glicerol 10%, Sodio Dodecil Sulfato(SDS)2%, B-mercaptoetanol 1%,
azul de bromofenol 0.1% pH 6.8), y se calenté a 95-100°C durante 3-5min. De esta
manera se desnaturalizan las proteinas, para que posteriormente en la electroforesis

migren en funcién de su masa, sin que influya la estructura tridimensional.

b) Electroforesis en gel

Las proteinas se separaron mediante electroforesis vertical en gel SDS-PAGE
(Sodio Dodecil Sulfato Poli-acrilamida Gel Electroforesis), en funcion de su carga y

peso molecular, en respuesta a la aplicacion de un campo eléctrico (Fig 20).

e J'..p,j B Fig 20. Esquema de la electroforesis.

La electroforesis que se usd se basa en un sistema discontinuo, en el que se
requiere un gel concentrador (stacking) y un gel separador (running). Estos tienen
distinto pH y concentracion de acrilamida, y el objetivo es que las muestras se
concentren en una zona muy reducida entre ambos geles, para que posteriormente se

desplacen todas de manera uniforme a través del gel separador.

Una vez preparados los geles, y con las muestras cargadas, se introdujeron en
una cubeta a la que se le afiadio tampon de electroforesis (Tris 25mM, glicina 192mM y
SDS 1.7mM) y se aplico una corriente de 130V durante aproximadamente una hora y

media.

c) Transferencia

Una vez se separaron las proteinas en el gel, se transfirieron a una membrana de
PVDF (difluoruro de polivinilideno), que previamente habia sido activada

humedeciéndola en metanol.
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La transferencia se realizd a un voltaje de 400V y un amperaje constante de
400mA durante aproximadamente 1h y 30min por membrana. El método se basa en
aplicar una corriente eléctrica en tampon de transferencia, para que las proteinas migren
del gel a la membrana. Para ello se colocaron los siguientes elementos (del polo positivo
0 anodo al negativo o catodo): esponja, papeles de filtro, membrana, gel, papeles de

filtro y esponja (humedecidos en tampdn de transferencia) (Fig 21).

Esponja

Papeles de filtro
Membrana de PVDF
Gel de acrilamida

Papeles de filtro Fig 21. "Sandwich" para transferencia
Esponja

Anpdn

d) Bloqueo e incubacion con anticuerpos.

Una vez realizada la transferencia y con las proteinas en la membrana, se
procedio al blogueo de los lugares de la membrana no ocupados con proteinas. Para
ello, tras lavar la membrana con tampodn de lavado (Tween 20 0.1%, NaCl 150mM, Tris
20 mM pH 7.5) se incubd con tampdn de bloqueo (BSA en tampdn de lavado, a una
concentracion del 5%), durante al menos 2h a temperatura ambiente en agitacion. A
continuacion, la membrana se incub6 con el anticuerpo primario, que se une a la
proteina, a la dilucion adecuada (ver tabla 11), durante toda la noche y a 4°C. Tras la
incubacion, se hicieron tres lavados de 6min con tampo6n de lavado, y se incub6 con el
anticuerpo secundario correspondiente, que reacciona frente al primario y que lleva
conjugada la peroxidasa de rabano picante (HRP), 45min a temperatura ambiente. Esta
enzima, al afadirle posteriormente el sustrato, produce una sefial luminica, que permite

localizar las proteinas y semi-cuantificar la proteina presente en la muestra.
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Tabla 11. Relacién de anticuerpos utilizados para Western Blot. En la tabla se
especifica el peso molecular de cada proteina y se detallan las referencias y diluciones
de los anticuerpos correspondientes. AcP: Anticuerpo policlonal

e) Revelado

Para detectar las proteinas se utilizd un sistema basado en la oxidacion del
luminol por la HRP y potenciado con fosfo-iodofenol (Fig 22). La membrana se
incubd durante un minuto con el reactivo de revelado (Tris 0.1 pH 9.3, luminol y
fosfo-iodofenol), e inmediatamente, en la oscuridad se impresiond la membrana en una

pelicula y se introdujo en la maquina de revelado. Por ultimo, la pelicula se digitalizé y

se cuantifico la densidad optica de las bandas con el programa Scion Image.

Amplificacion de
la sefial quimica
~' | luminiscente

= ) Mot

Proteinas ‘__IJ"’— R-ﬂml\ne
Inbapecificas Peroxidase
o Dt e

R =0 Fig 22. Mecanismo de revelado

&  fntemre

=] Pml‘ﬂ'!uu
Inespecificas
3.2.2 ELISA

Fundamento

La prueba se realiza en una placa de micropocillos cuyo fondo estéa cubierto con
un anticuerpo. La unién de marcador presente en la muestra al anticuerpo se detecta con
un segundo anticuerpo monoclonal conjugado con HRP. Al afadir el sustrato de la

peroxidasa, los pocillos en los que el marcador esta presente adquiriran un color cuya
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intensidad puede medirse por espectrofotometria a una longitud de onda de 450nm. La
absorbancia medida sera directamente proporcional a la concentracion de marcador en

la muestra.

Procedimiento

Se realiz6 la determinacion mediante el Rapid ELISA Kit® de Bioporto

Diagnostics.

El kit viene provisto con una recta patron de concentraciones 0, 0.2, 2.5, 10 y
20ng/mL. Se diluyen las muestras 1:50. Se anade en cada pocillo 50uL de anticuerpo
conjugado con HRP. A continuacion, se afiade la recta y las muestras diluidas (50uL),

se cubren los pocillos y se incuba a temperatura ambiente durante 30min.

Una vez pasados los 30min se lavan los pocillos 3 veces con la Solucion de
Lavado incluida en el kit y se anaden 100uL de la solucidn sustrato. Se incuba durante
15min a temperatura ambiente protegido de la luz. Finalmente, se afiaden 100uL de
Solucién de Parada y se mide la absorbancia a 450nm. Se utilizan los valores de
absorbancia tanto para hallar la recta patron como para calcular la concentraciéon de

marcador en las muestras.

3.2.3 Determinacién de otros marcadores

Fundamento

La actividad del marcador renal es determinada por la medida
espectofotométrica de la aparicion del producto resultante de la reaccion de escision

enzimatica directa de un sustrato sintético de la enzima.

El  2-metoxi-4-(2’nitrovinil)-fenil  2-acetamido-2-deoxi-D-glucopiranosa es
hidrolizado por la enzima liberando 2-metoxi-4-(2’-nitrovinil)-fenol. El producto

obtenido desarrolla color en presencia de tampdn alcalino (Fig 23).
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(MNP-GIcNAC)
Enzima l
2-metoxi-4-(2’-nitrovinil)-fenol
Tampon alcalino l

Color

Fig 23. Reaccion de escision enzimatica del sustrato colorimétrico.

El producto obtenido de esta reaccion absorbe a una longitud de onda de 505nm.

Procedimiento

La determinacion se realizo con el kit de Laboratorios DiaZyme® para la

determinacioén de la actividad enzimética en orina.

En una placa de 96 pocillos se pipeted 10uL. de muestra de orina y de las
soluciones patréon. Se anadieron 150ul de sustrato comercial en cada pocillo y se

incubd 5min a 37°C.

Se afadieron 50uL de un tercer reactivo a cada pocillo y se midi6 la absorbancia
a 505nm.La concentracidn problema presente en las muestras se interpola de la recta de

calibracion preparada a partir de soluciones patrén.

3.3 ANALISIS DE OTROS PARAMETROS CLINICOS
3.3.1 Estudio de biopsias

Se realizé un estudio de las biopsias realizadas a los rifiones de los donantes
incluidos en el estudio en el Departamento de Anatomia Patologica del HUMV y se
aplico el Score histoldgico referido en la introduccion®® para establecer una posible
relacién entre la calidad del injerto y la evolucion a corto plazo (30 dias) y medio plazo

(un afio) de la funcion del injerto y de los receptores correspondientes.
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Segun protocolos internos del Servicio de Nefrologia del HUMV, se realiza una
biopsia del 6rgano previa a la implantacion en el receptor en aquellos casos en los que el
donante es cadaver y supera los 55 afios. En los informes obtenidos de Anatomia
Patoldgica se evallan entre otros parametros la esclerosis glomerular, enfermedad
arteriolar hialina, fibrosis miointimal, atrofia tubular y fibrosis intersticial. Todos ellos
se computan en el pardmetro Score total y para que el injerto se valore como candidato

para trasplantar debe obtener un valor de Score total <7.

Se analizaron las biopsias en los receptores en el periodo postrasplante para su
diagndstico segun los criterios de Banff®). Asi, se analizaron las biopsias realizadas en
los receptores segun indicacion clinica por el Servicio de Nefrologia del HUMV. La

biopsia determind en su caso la presencia de RA, NTA o toxicidad por CsA.

3.3.2 Estudio de la funcién renal del donante

Se realizd un estudio de la funcién renal en los donantes a través de la medida
del FG calculado a partir de la ecuacion ya descrita CKD-EP1¢%9), Se clasifico al grupo
de donantes segiin FG <60mL/min/1,73 m?o FG >60mL/min/1,73 m?.

Se compararon estos grupos con diferentes variables entre las que se incluyen
los marcadores presentes tanto en donante, como en receptor al primero y tercer dia
postrasplante para establecer una posible relacion con la evolucion del injerto, asi como

una prediccion de la funcion por parte de los marcadores encontrados en la orina.

3.3.3 Riesgo de Funcién Retardada del injerto

De acuerdo al calculo validado por Irish et al®® se determin6 el riesgo de sufrir
FRI segun factores de donante (Cr terminal, edad, peso, donante vivo o cadaver, muerte
cardiaca o no, antecedentes de HTA y causa de muerte asociada a ACVA y a anoxia),
de receptor (anticuerpos reactivos, tiempo en didlisis, indice de masa corporal, raza,
sexo, trasplantes previos, presencia de DM, transfusiones pretrasplante, edad y
trasplante combinado) y del propio trasplante (correlaciones HLA, tiempos de isquemia

fria y caliente y perfusion del 6rgano). Mediante una férmula matematica se ponderan
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cada uno de los parametros considerados dando valor numerico (%) al riesgo de ese

receptor.

Para aplicar este calculo fue necesario obtener de manera previa los anticuerpos
reactivos en el receptor. Esto se realizd mediante el programa virtual PRA Calculator
version 3.0, que permite definir el PRA en porcentaje cuando los antigenos anti HLA
son definidos en screening de anticuerpos especificos HLA (HLA-A, B, C, DR Y DQ).

3.3.4 Estudio de la funcion inicial del injerto a corto y largo plazo

Se realiz6 un estudio de la funcién inicial del injerto en los receptores en los
primeros 7 dias postrasplante y a largo plazo hasta completar el primer afio mediante el

analisis de los valores de Crs.

Tal y como se ha descrito en la introduccion, segiin Rodrigo et al®® los pacientes
trasplantados pueden dividirse en grupos de acuerdo a la evolucion inicial del injerto
basandose en los valores de Crs el dia 5 postrasplante y en la necesidad de dialisis en la
primera semana postrasplante. De acuerdo a esto, se clasifico a los receptores del
estudio como grupo con FIl a aquellos en los que la Crs el dia 5 fue <3mg/dL, mientras
que los receptores con Crs >3mg/dL el quinto dia postrasplantefueron clasificados como
FLI y segun la necesidad de dialisis durante la primera semana se clasificaron como
grupo con FRI. La evolucion de la funcién renal a largo plazo se realizé de acuerdo a
los valores de Crs al afio del trasplante: se clasifico a los receptores como con buena
funcién renal al afio si el valor de Crs que presentaban era <3mg/dL, mientras que si los
valores de Crs superaban los 3mg/dL o se habia perdido el injerto, se incluyeron en el

grupo de mala funcion renal al afio.

Con estos grupos se buscaron relaciones con la presencia de marcadores en

donante atiempo pretrasplante y receptor el dia 1 y 3 postrasplante y demas variables.
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4. ANALISIS BIOESTADISTICO

Todos los datos recopilados se almacenaron en soportes informéaticos empleando
el software de Microsoft Office Professional 2007 para Windows®. Todos los datos se
analizaron mediante el empleo de la aplicacion estadistica SPSS software, version 20
(IBM SPSS Statistics 20, Chicago, IL, USA) para Windows®.

En primer lugar se estudid si los datos presentaban una distribucion normal
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Las variables cuantitativas se expresan como
medias = desviacion estandar de la media (DS) en el caso de que siguieran una
distribucion normal, y como medianas y rango intercuartil (RIC) en el caso de datos con

distribuciones no paramétricas.

Las comparaciones entre 2 grupos de variables se realizaron mediante la t de
Student para distribuciones normales o mediante la U de Mann-Whitney en el caso de
gue no sigan una distribucion normal. Para comparar 2 0 mas grupos de variables,
cuando los datos presentaban una distribucion normal, se aplico el test de Levene para
detectar la homogeneidad de las varianzas, y en caso de que estas resultaran ser
homogeéneas, se utilizo el andlisis de la varianza (ANOVA). En los casos en que los
datos no presentaban distribucion normal o las varianzas eran heterogéneas, se utilizo el
test de Kruskal-Wallis.

Las variables cualitativas se expresan como nimero de casos (n) y porcentaje, la

comparacion entre los grupos se realizé mediante el test de Chi-cuadrado.

4.1 ANALISIS DE FRECUENCIAS

Con los datos de marcadores en orina de donantes (a tiempo pretrasplante) y de
receptores (a los dias 1 y 3 postrasplante), se dividié a los sujetos de estudio segun el
nivel de marcador se encontrara por encima o por debajo del percentil 70 y se realiz6 un
andlisis de frecuencias a través de tablas de contingencia.

Se representaron las diferencias entre las frecuencias observadas (reales)
lesperadas (teoricas si las variables fueran independientes) de las variables FIl, FRI y

FLI segln el percentil del marcador cuantificado (ya fuera de predisposicion o dafio
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temprano) fuera superior o inferior del percentil 70.

Como el grado de relacion existente entre las variables no puede ser establecido
simplemente observando las frecuencias de la tabla de contingencia, para determinar la
asociacion entre nivel de marcador con la funcion del injerto en el individuo se
acomparfio de la correspondiente prueba de significacion Chi cuadrado. Esto contrasto la

hipdtesis de que las variables patologia/marcador eran independientes.

4.2 CORRELACIONES

Se establecieron correlaciones entre los datos para determinar el grado de
variacion conjunta existente entre las variables marcador en donante pretrasplane y
receptor el dia 1 y 3 postrasplante y la variable Crs en receptor a la semana, al mes y al
afio. Se utilizé el coeficiente de correlacion rho de Spearman para establecer el grado de
correlacion. La prueba de significacion permitié contrastar la hipétesis nula. Por altimo,
para establecer el tipo de relacion entre variables se realizd diagramas de dispersion,
cuya forma dio una idea sobre la relacidn existente entre las variables: relacion lineal
positiva al comparar con valores de Crs 0 negativa en el caso de comparaciones con
ACrs.

4.3 ANALISIS MULTIVARIANTE

Se realiz6 un andlisis de regresion logistica univariante y multivariante para
analizar si las variables incluidas en el estudio de los diferentes pardmetros considerados
pudieran influir de forma independiente en la evolucién inicial o a largo plazo del
injerto. Este analisis permitio obtener el valor correspondiente del hazard ratio (HR) con

su significacion.

4.4 SIGNIFICACION ESTADISTICA

La significacién estadistica en todas las pruebas se considerd para una p<0.05 y

el analisis se hizo con prueba bilateral o de dos colas.
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1. FASE PRECLINICA

1.1 CARACTERIZACION DE LA FUNCION RENAL

1.1.1 Cambios fisiopatologicos en los animales de experimentacion

Como se puede observar en el grafico 1 a lo largo del estudio se observé un
incremento del peso corporal en el grupo C, apareciendo diferencias significativas tanto
respecto al nivel basal del mismo grupo en los dias 7 y 9, como respecto al resto de
grupos desde el dia 11 al final del experimento. La evolucion del peso corporal en el
grupo G transcurre de forma paralela al grupo C. Si bien en el grupo CsA aparece una
leve disminucién del peso al inicio del tratamiento (dia7), éste se estabiliza
manteniéndose en valores similares de peso respecto al grupo G desde el dia 11 hasta
final del estudio. En los animales a los que se les administrd gentamicina y
posteriormente CsA se observa una disminucion acusada de peso desde el inicio del
tratamiento con el inmunosupresor (dia 7) hasta el final del experimento (dia 16),

apareciendo ya en el dia 9 diferencias significativas respecto del grupo C.

Peso corporal
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Graéfico 1. Evolucion del peso corporal (g) de los animales de experimentacion durante
el estudio. Grupo C, CsA 'y G+CsA (n=4) y grupo G (n=3). Tiempos representados:
basal, dia 7, 11, 13, 15y 16. Los datos se representan como medias+EEM. Diferencias
significativas (p<0.05) coco “especto al control al mismo tiempo, sese respecto  al
basal del mismo grupo.
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1.1.2 Creatinina plasmatica

Como se puede observar en el grafico 2, hasta el dia 7 del estudio no se observan
diferencias en los niveles de Crs en ninguno de los grupos.

La administracion tanto de gentamicina, como de CsA por separado no
manifiesta ninguna alteracion importante en los niveles de Crs, que se mantuvieron en
valores fisioldgicos durante todo el tiempo y niveles similares a los del grupo C, aunque
si se observan diferencias significativas en los niveles de Crs del grupo tratado con
gentamicina respecto al grupo C (dia 9), a pesar de aparecer de manera retardada a la

administracion del aminoglucésido con una posologia tedricamente subtoxica.

En el grupo G+CsA se empieza a observar un incremento en los valores de Crs
con diferencias significativas a partir del inicio del inmunosupresor (dia 7) llegando a

un pico maximo el dia 13 que triplica los valores para el mismo tiempo respecto del
grupo C.

Creatinina plasmatica

3 - e===Control

== (entamicina

[ X Neo]

2,5 1 ===Ciclosporina
=== Gentamicina + Ciclosporina
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0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Tiempo (Dias)

Concentracion creatinina (mg/dL)

Gréfico 2. Evolucion de la Crs (mg/dL) en los grupos de experimentacion durante el
periodo de estudio. Grupo C, CsA y G+CsA (n=4) y grupo G (n=3). Tiempos
representados: basal, dia 7, 11, 13, 15 y 16. Los datos se representan como
medias+EEM. Diferencias significativas(p<0.05): coco  respecto al control al mismo
tiempo, eeee respecto al basal del mismo grupo.
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1.1.3 Urea plasmatica

El grafico 3 muestra los niveles de urea plasmatica a lo largo del periodo de
estudio en los cuatro grupos y como se puede apreciar el perfil es similar al encontrado

en la Crs.

En el grupo G aparecen diferencias significativas a los tiempos dia 11 y 15
respecto al control. Igual ocurre con el grupo CsA que presenta diferencias
significativas a los tiempos dia 13, 15 y 16 respecto al grupo C. Sin embargo,
consideramos que estas diferencias no tienen interés fisiopatoldgico porque los niveles

de urea plasmatica en estos grupos se mantienen dentro del rango normal en rata.

En el grupo G+CsA con la administracion del inmunosupresor como tratamiento
adicional al grupo tratado previamente con G, se produjo un pico de concentracion de
urea plasmatica, que alcanza valores hasta tres veces el nivel del resto de los grupos y
que hace que aparezcan diferencias significativas en este grupo respecto al control hasta
el final del periodo de estudio.
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Gréfico 3. Concentracién de urea plasmatica (mg/dL) en los grupos durante el periodo
experimental. Grupo C, CsA y G+CsA (n=4) y grupo G (n=3). Tiempos representados:
basal, dia 7, 11, 13, 15y 16. Los datos se representan como medias+EEM. Diferencias
significativas (p<0.05): coco ‘especto al control al mismo tiempo, eeserespecto  al
basal del mismo grupo.
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1.1.4 Aclaramiento de creatinina

Tal y como se observa en el grafico 4, en el modelo se manifesté que tanto en el
grupo C, como en los grupos tratados con un solo farmaco no hay modificaciones
importantes en cuanto al CCr durante la mayor parte del experimento, aunque si
aparecen diferencias significativas respecto al control al final del estudio los dias 15
(grupo G) y 16 (grupo G y grupo CsA). Sin embargo, en el grupo G+CsA si aparece una
clara disminucion del CICr a partir del inicio de administracion del inmunosupresor,
llegando a ser estadisticamente significativo el dia 13 del experimento. Este grupo
G+CsA también muestra diferencias significativas respecto al grupo control al final del

estudio, tal y como se manifestaba en los otros grupos.
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Gréfico 4. Evolucion del CICr (mL/min) en los grupos durante el periodo experimental.
Grupo C, CsA y G+CsA (n=4) y grupo G (n=3). Tiempos representados: basal, dia 7,
11, 13, 15y 16. Los datos se representan como medias+EEM. Diferecias significativas
(p<0.05): cooo specto al control al mismo tiempo, re s« al basal del mismo grupo.

1.1.5 Proteinuria

En el grafico 5 se puede observar codmo la proteinuria se mantiene estable en los
grupos C y CsA, aunque éste ultimo presente una disminucion a partir del dia 9 y con
diferencias significativas respecto al grupo C al final del estudio (dias 15 y 16). Sin
embargo, los grupos G+CsA y G presentan un perfil similar, con un aumento de la
proteinuria hasta llegar a un pico maximo el dia 9, a partir del cual comienza a
disminuir de manera gradual en ambos casos hasta el final del experimento. Cabe

destacar que esta elevacidn no es estadisticamente significativa en el caso del grupo
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tratado s6lo con G, mientras que si lo es en el tratado con ambos farmacos al inicio del
tratamiento con CsA (dia 7), durante el pico maximo vy al final del estudio (dias 15 y
16).

Proteinuria
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Gréfico 5. Excrecion urinaria de proteinas (mg/dia) en los grupos durante el periodo
experimental. Grupo C, CsA y G+CsA (n=4) y grupo G (n=3). Tiempos representados:
basal, dia 7, 11, 13, 15y 16. Diferencias significativas (p<0.05): ooco respecto  al
control al mismo tiempo, eese respecto al basal del mismo grupo.

1.2 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Se realizé un estudio histopatolégico con el objeto de caracterizar los efectos
que causan los diferentes farmacos sobre la estructura histologica del rifion. En los
cortes histoldgicos pertenecientes a ratas de los grupos C, G o CsA no se detectaron

alteraciones de la corteza renal (Fig 24 a, b y c).

En los cortes histologicos de ratas del grupo G+CsA (Fig 25 d) se puede apreciar
una dilatacion de la luz en muchos de los tubulos proximales, con un notable
estrechamiento del epitelio de la pared, llegando en ocasiones a presentar epitelio

simple plano y material hialino acidéfilo en la luz.
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RESULTADOS

& o 2 r §y _. % 'y "?
Fig 24.Cortes histoldgicos de los rifiones de los animales de experimentacion; a: grupo
C; b: grupo G; c: grupo CsA,; d: grupo G+CsA. Tincion de H/E. 40x
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2. FASE CLINICA

2.1 DISTRIBUCION DE SUJETOS Y MUESTRAS

En el estudio se reclutaron 93 sujetos, de los cuales 54 fueron receptores y 37

fueron donantes (englobando 5 donantes vivos y 32 donantes cadaveres). Hubo dos

exclusiones de pacientes en el grupo de receptores, por no realizarse finalmente el

trasplante. La tabla 12 recoge la distribucion de sujetos asi como las relaciones injerto-

receptor, segun se utilizara un solo rifidn del donante para un receptor o los dos rifiones

del donante para dos receptores.

Distribucion de sujetos de estudio N(%)
Donante Vivo 5(13.5)*
Donante cadaver 32(86.5)*
Donacién un rifidn 20 (54.1)*
Donacién ambos rifiones 17 (45.9)*
Receptor vivo 5(9.3)**
Receptor de cadaver 49(90.7)**
Relacién 1R-1D 20(37.0)**

Tabla 12. Distribucién de donantes (D) y receptores (R). *Datos calculados para los
donantes (n=37), **datos calculados para los receptores (n=54).

La muestra del donante cadaver previa a la extraccion se obtuvo en un 53% de

los casos (n=17), mientras que en el caso de donante vivo, se recolectd la muestra previa

a la extraccion en el 100% de los casos (n=5) (Fig 25).

Fig 25. Distribucion de las muestr:
recolectadas pretrasplante en todos
donantes (n= 37).
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2.2 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LOS PACIENTES

2.2.1 Datos de los donantes

La tabla 13 muestra las principales caracteristicas demogréaficas de los donantes.

La edad minima de los donantes fue 23 y la maxima 76 afos.

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS N(%)
Numero de Pacientes 37 (100)
Edad (afios) 57.6+14.0*
Hombres 19(51.4)
Mujeres 18 (48.6)
Histologia pre-Tx 16 (43.2)
Rifion | 12(48.0)
Rifion D 13(52.0)
Comorbilidades **
DM 3(8.1)
HTA 11 (29.7)
Causa de muerte ***
ACVA 22 (68.8)
TCE 6 (18.8)
Anoxia cerebral 1(3.1)
Asitolia 2(6.3)
Desconocida 1(3.1)
FG (mL/min/1.73m?) 85.8+27.3*

Tabla 13. Datos demograficos de donantes.*mediatDS, ** datos calculados para el
total de los donantes (n=37), *** datos calculados para donantes de cadaver (n=32).
DM: Diabetes mellitus. HTA: Hipertension arterial. ACVA: Accidente cerebro-vascular
agudo. TCE: traumatismocraneo-encefalico.

2.2.2 Datos de receptores

En la tabla 14 se recogen las principales caracteristicas demogréaficas de los

receptores. La edad minima de los receptores fue de 33 y la maxima de 75 afos.
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CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

N(%)

Numero de Pacientes 54 (100)
Edad (afios) 55.2+12.4*
Hombres 34 (63.0)
Mujeres 20(37.0)
Etiologia Enf. Renal
Glomerular 18 (33.3)
Otras*** 36 (66.7)
LE (afios) 1.3 (7.2)**
Dialisis (afios) 3.4 (12.3) **
NuUmero de trasplante
Primero 28(51.9)
Segundo 21(38.9)
Tercero 5(9.3)
Incompatibilidades HLA
A (0/1/2) 6/23/25
B (0/1/2) 3/14 /37
DR (0/1/2) 5/32/17
Ac maximos 38.5£42.7*
Clase | 8(15.1)
Clase I 10 (18.9)
Isquemia fria (h) 17.048.1*

Tabla 14. Caracteristicas demogréaficas de los receptores.*mediatDS, **mediana
(RIC), ***congénita, intersticial, sistémica, vascular, desconocida. LE: Lista de espera.

2.3 CARACTERIZACION DE LA FUNCION RENAL DE LOS

DONANTES

2.3.1 Niveles séricos de cistatina C y creatinina

Los niveles basales de Crs (mg/dL) encontrados en los donantes (n=37) no
seguian una distribucién normal y la mediana se encontr6 en 0.8 mg/dL (RIC de 0.4),
siendo el valor méximo de 3.8 mg/dL y el minimo de 0.1 mg/dL. En cuanto a los
valores de CyC determinados en los donantes (n=19) se movieron en un intervalo de
0.2- 1.2 mg/L, siendo el valor medio 0.7£0.2 mg/L.
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2.3.2 Descripcién del score biopsia de donante

Se realizo6 biopsia pretrasplante en 25 injertos procedentes de donantes cadaver.
En un total del 64% de los injertos el score histologico obtenido se encontré en los
valores 0 y 1, el reparto de donantes con score 2-5 fue de uno a tres individuos y solo en

uno de los casos se trasplanto un injerto con el score maximo permitido de 7.

La tabla 15 detalla los score de injertos biopsiados y posteriormente

trasplantados.

N (%)

7 (28.0)
9 (36.0)
2 (8.0)
1 (4.0)
3 (12.0)
2 (8.0)
1 (4.0)

Score total

Nou b~ wNNEeEe O

Tabla 15. Valoraciones de las biopsias de cada rifion donante en numero de casos y
porcentaje.

2.4 CARACTERISTICAS DESCRIPTIVAS DEL TRASPLANTE

2.4.1 Determinaciones analiticas (creatinina y cistatina C en sangre)

En el grafico 6 se representan los valores medios de Crs en el receptor (tomando
como valor basal pretrasplante el valor de Crs en el donante) a lo largo de la evolucion
en el tiempo a los dias 1 y 3, al mes, a los 3 meses, 6 meses y al afio. Como se puede
observar, los valores inmediatos al trasplante que se estabilizan aproximadamente al
mes en torno a unos niveles de 0.5 a 1.7 mg/dL) y se mantienen asi hasta el afio
postrasplante. Se observa que se llegan a recuperar los niveles de Crs hasta llegar a
valores proximos a los de partida en el donante (1 mg/dL donante vs 1.7 mg/dL receptor

al afo).
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7.0 l Evolucion creatinina en receptor
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Gréfico 6. Evolucion de la Crs en el receptor desde el momento pretrasplante (valor
correspondiente a Crs en donante) hasta el afo. Los datos se representan como
medias+EEM. Rojo= valor Crs donante a tiempo pretrasplante (n=37); azul= valores
Crs receptor a tiempos postrasplante dias 1, dia 3, 1 mes, 3 meses, 6 meses y 1 afio
(n=54).

De manera similar ocurre con los valores de CyC. EIl grafico 7 representa los
valores medios de CyC en el receptor (tomando como niveles basales la CyC
pretrasplante en donante) a lo largo de la evolucion a un afio, representando los tiempos
postrasplante dia 1 y 3, al mes, a los 3 meses, 6 meses y al afio. Se observa que los
niveles iniciales de CyC postrasplante son elevados y que con el tiempo se estabilizan
en torno a valores normales (0.53-0.95 mg/L). Aunque no alcanzan los niveles basales
encontrados en el donante (0.7 mg/L en donante vs 1.5 mg/L en receptor) si se
aproximan a ellos. Sin embargo, si se comparan con los valores medios de Crs en la
evolucion al afo los valores de CyC presentes en el receptor tardan mas en estabilizarse.

Asi en el caso de la CyC hay maés dispersion de los valores hasta el tercer mes.
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Gréfico 7. Evolucion de la CyC en el receptor desde el momento pretrasplante (valor
correspondiente a CyC en donante) hasta el afio. Los datos se representan como
medias+EEM. Rojo= valor CyC donante a tiempo pretrasplante (n=37); azul= valores
CyC receptor a tiempos postrasplante dias 1, dia 3, 1 mes, 3 meses, 6 meses y 1 afio
(n=54).

2.4.2 Evolucién inicial del injerto

De los 54 receptores, en 12 casos se realizd biopsia antes de un mes
postrasplante. La biopsia evidencié RA en el 50% de los receptores (6 casos), NTA en
un 8.3% (1 caso) y sin embargo no se registré ningun caso de nefrotoxicidad asociada al
uso de inmunosupresor.

Para evaluar la funcion inicial del injerto se evalud la evolucion de Crs en
relacién al score de donante durante el primer mes postrasplante tal y como se
representa en el grafico 8. Se observa que el score de 7 (valor limite de referencia para
trasplantar el 6rgano), tiene una evolucién mas lenta del injerto con valores iniciales de
Crs mayores durante la primera semana. A partir de la primera semana no hay

diferencias entre la Crs y el score del donante.
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Correlacion calidad del injerto-evolucion un mes
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De la misma manera, en el grafico 9 se relaciona la CyCs con el score de la
biopsia del donante. La situacién anterior parece repetirse: a mayor score (peor calidad
del injerto) los valores de CyCs tardan méas tiempo en alcanzar niveles estables, con un

repunte de la CyC al mes.

Correlacion calidad del injerto-evolucion un mes

Em esfi=»Score 0
£ el Score 1
o

S esjli==Score 2

= el Score 3

esjiis»Score 4
esi=»Score 5
27 31 e=fi==»Score 7

Dia

Se produjo FIl en 30 receptores (55.5%), FLI en 4 casos (7.4%) y FRI en 20
pacientes (37.1%). Estos datos se relacionan con los célculos®® realizados para estimar
el riesgo de sufrir FRI segin un score basado en datos del donante y del receptor. Se
obtuvo un valor medio de riesgo del 27.8% +14.2, de manera que el riesgo medio de
FRI estimado se encuentra en el 28% y la necesidad de dialisis la primera semana

postrasplante se evidencia en el 37% de los sujetos.
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2.5 ANALISIS DE LOS BIOMARCADORES ESTUDIADOS

2.5.1 Andlisis de las correlaciones de los biomarcadores en donante con los

valores de Crs en receptor

El estudio de la correlacion de los biomarcadores en orina de los donantes a
tiempo pretrasplante con los niveles de Crs en los receptores a los tiempos postrasplante
dia 1, dia 7 y al mes se presentan en la tabla 16 (solo las significativas o casi
significativas). Se realizaron diferentes correlaciones tratando los datos de donante y
receptores tanto de manera global, como segregando los datos segun el origen de
donante vivo o cadaver. En la tabla 16 se describe la relacion de los datos (teniendo en
cuenta gque una correlacion positiva indicaria buena evolucion para el caso de valores
aislados de Crs y una correlacién negativa seria buena evolucion de la funcion del
injerto en el caso de usar los ACrs), con el coeficiente de correlacion de Spearman y la

significacion estadistica encontrada en las correlaciones de biomarcadores estudiadas.
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Tiempos de Crs DO%%NNTN?'EE\)/?\\//(ER Y DONANTE CADAVER DONANTE VIVO
Crsdial Coeficiente de correlacion .092 .202 .243 -.399 -.364 -.100 -.397 .900 .900
Sig. (bilateral) .628 .284 .196 .048 .074 .633 .049 .037 .037
N 30 30 30 25 25 25 25 5 5
Crsdia?7 Coeficiente de correlacion .361 .365 .397 .158 141 .248 212 .900 .900
Sig. (bilateral) .050 .047 .030 451 .501 231 .309 .037 .037
N 30 30 30 25 25 25 25 5 5
ACrs dia 1-dia 7 (%) Coeficiente de correlacion -.157 -131 -.056 -.398 -.310 -.204 -.342 -.900 -.400
Sig. (bilateral) .408 491 770 .049 131 .329 .095 .037 .505
N 30 30 30 25 25 25 25 5 5
Crs 1 mes Coeficiente de correlacion 291 .230 417 271 197 .466 .267 .900 .900
Sig. (bilateral) 119 221 .022 190 .344 .019 .198 .037 .037
N 30 30 30 25 25 25 25 5 5
ACrs dia 1-dia 30 (%) Coeficiente de correlacion .080 129 123 -.425 -.373 -.325 -.374 -.900 -.600
Sig. (bilateral) .673 497 .517 .034 .066 113 .065 .037 .285
N 30 30 30 25 25 25 25 5 5

Tabla 16. Correlaciones de Spearman para marcadores presentes en orina de donantes (n=30) y Crs a tiempos dia 1, 7 y 30, asi como
para el correspondiente descenso de la Crs respecto al primer dia postrasplanteen los mismos tiempos. En amarillo se muestran las
correlaciones significativas encontradas (p<0.050).
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2.5.2. Correlacion de los biomarcadores analizados precozmente en receptor

y correlacion con la Crs

2.5.2.1 Biomarcadores a dia 1 postrasplante vy su relacién con los niveles de Crs

En la tabla 17 se detalla la correlacién de los biomarcadores en orina de los
receptores el dia 1 postrasplante con los datos de Crs en los tiempos dia.7, al mes y al
afio, asi como con los diferentes ACrs calculados (tanto para el grupo de los receptores
de manera global, como separando a los mismos de acuerdo al tipo de donante). Como
se puede observar, en la tabla 17 se describe la relacion de los datos (positiva o
negativa), el coeficiente de correlacion y la significacion estadistica encontrada en las

correlaciones de marcadores estudiadas.

Tiempos de Crs DONANTE CADAVERY || ponaTE CADAVER | WIVO.
Crsdia?7 Coeficiente correlacion .526 330 -.211 .335| .339 .233 ATT .500| -.600
Sig. (bilateral) .003 .080| .273 .076| .106 273 .018 .391| .285
N 29 29 29 29 24 24 24 5 5
ACrs Coeficiente correlacion -.286 -463|-.161| -.415]|-.416 -463| -.428 -.900 | 0.000
<(:|0|'/0a) dia7 gy (bilateral) 133 011| .404| .025| 043 023| 037 .037 | 1.000
N 29 29 29 29 24 24 24 5 5
Crs 1 mes Coeficiente correlacion 430 113 -.142 .312| .309 -.039 401 .500| -.600
Sig. (bilateral) .020 559 .462 .099| .141 .857 .052 391 .285
N 29 29 29 29 24 24 24 5 5
ACrs Coeficiente correlacion .146 .006|-.406| -.127|-.237 -.103| -.084 -.800| -.400
<(:|0|/0a) 1-dia 365 gy (vilateral) 460  .977| .032| 520 266|  .632| .695| .200| .600
N 28 28 28 28 24 24 24 4 4

Tabla 17. Correlaciones de Spearman para marcadores presentes en orina de
receptores el dia 1 postrasplante (n=29) y Crs a tiempos dia 1, 7, 30 y 1 afio, asi como
para el correspondiente descenso de la Crs respecto al primer dia postrasplanteen los
mismos tiempos. En amarillo se muestran las correlaciones significativas encontradas
(p<0.050).
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2.5.2.2 Biomarcadores a dia 3 postrasplante vy relacién con niveles de Crs

Se describe en la tabla 18 la significacion estadistica encontrada en el estudio de
la correlacion de los biomarcadores en orina de los receptores el dia 3 postrasplante con
los datos de Crs a los tiempos dia 7, al mes y al afio, asi como los diferentes ACrs
calculados (tanto tratando a los receptores de manera global, como separando los grupos
de acuerdo al donante). Como se puede observar, en la tabla 18 se describe la relacién
de los datos (positiva o negativa), el coeficiente de correlacién y la significacion

estadistica encontrada en las correlaciones de marcadores estudiadas.
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Tiempos de Crs DONANTE CADAVER Y DONANTE VIVO DONANTE CADAVER

Crsdia?7 Coeficiente de correlaciéon .395 .276 .241 -.3321-.088| .449| .450 .357 .405 -.263| .043 .458

Sig. (bilateral) .019 .109 .164 .051| .614| .007| .013 .053 .026 161| .821 .011

N 35 35 35 35 35 35 30 30 30 30 30 30
ACrs dia 1-dia 7 Coeficiente de correlacién -.427 -.513 -.492 -.0171-.187| -.345| -.489 -.515 -.521 -.0211-.226 -.380
(%)

Sig. (bilateral) .011 .002 .003 .921| .283| .042| .006 .004 .003 912| .229 .038

N 35 35 35 35 35 35 30 30 30 30 30 30
ACrs dia 1-dia 30 Coeficiente de correlacion -,103 -,238 -,197 -,2571-,267| ,050]-,188 -,223 -,148 -,288 | ,073 -,333
(%)

Sig. (bilateral) ,655 , 169 ,255 36| ,122| ,777] ,321 ,236 ,435 , 123 ,701 ,073

N 35 35 35 35 35 35 30 30 30 30 30 30
ACrs dia 1-dia 365 Coeficiente de correlacion -.007 -.222 -.267 -4401-.326| .110|-.095 -.200 -177 -.4091 -.270 .002
(%)

Sig. (bilateral) .970 .215 .133 .010| .064| .541| .625 .298 .357 .028| .156 .992

N 33 33 33 33 33 33 29 29 29 29 29 29

Tabla 18. Correlaciones de Spearman para biomarcadores presentes en orina de receptores el dia 3 postrasplante (n=35) y Crs a tiempos dia 1,
7, 30 y 1 afio, para el correspondiente descenso de la Crs respecto al primer dia postrasplante en los mismos tiempos. En amarillo se muestran
las correlaciones significativas encontradas (p<0.050).
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2.5.3 Andlisis de frecuencias

Los gréaficos 10a y 10b muestran las diferencias de frecuencias
encontradas/esperadas comparando dos grupos separados por el percentil 70 del valor
del biomarcador en el primer y tercer dia postrasplante y la funcién inicial del injerto

segun FII, FLI o FRI.

dial dia 3
p=0.005 p=0.167
5
0 <Perc 70 <Perc 70
>Perc 70 >Perc 70
5 2 LI
dial dia 3
p=0.005 p=0.016
59 5
0 <Perc 70 0 I t<Perc 70
= >Perc 70 >Perc 70
5 FRI FLI 5 FRI e/
dial dia 3
p=0.008 p=0.167
2 R 57
0 14_5‘_-.}{;2?5%0 0 Sperc 70
2 4 Pl R ——
4 :\\/H__ 3 -5

Gréfico 10a. Relacion entre la diferencia de frecuencias encontradas/esperadas en el
percentil 70 de marcadores de predisposicién en el dia 1y 3 postrasplante y la funcién
inicial del injerto.
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Gréfico 10b. Relacién entre la diferencia de frecuencias encontradas/esperadas en el
percentil 70 de marcadores de dafio en el dia 1 y 3 postrasplante y la funcion inicial

del injerto.

2.6 ANALISIS DE LOS BIOMARCADORES AGRUPANDO A LOS
PACIENTES RECEPTORES DEL INJERTO RENAL SEGUN DIFERENTES

PARAMETROS

2.6.1 Analisis segun el filtrado glomerular del donante

Se dividi6 a los donantes (n=37) segln que el FG fuera mayor o menor de 60

mL/min/1.73m?.

En el 81% de los casos (n=30) la funcion glomerular fue

>60mL/min/1.73 m? y <60mL/min/1.73 m? en el 19% de los casos (n=7).
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En la tabla 19a se muestran las caracteristicas de los donantes de dichos injertos.
Se trata de grupos homogéneos, excepto como cabia esperar por el valor de la Crs, mas

elevada en el grupo con funcién glomerular <60 mL/min/1.73 m? (p<0.001).

Variable estudiada en donante FG>60mL/min/1.73m?> FG<60mL/min/1.73m?

N(%) N(%)
Edad 63.3 (13)** 54 (28)** 0.064
Causa de muerte (trauma /otra) 6 (15) / 35 (85) 3(23)/10(77) 0.477
HTA (No/Si) 30(73)/ 11 (27) 9 (69) /4 (31) 0.782
DM (No/Si) 37 (90) / 4 (10) 11 (85) / 2 (15) 0.574
Crs (mg/dL) 0.7 (0.3)** 1.5 (0.8)** 0.000
Score biopsia 1(2)** 2.5 (4.8)** 0.205

Tabla 19a. Caracteristicas del donante estudiadas en los grupos de receptores en
relacion al filtrado glomerular del donante > o < de 60 (n=37). Los datos se
representan como *mediaxzDS y **mediana (RIC). Diferencias significativas entre
grupos (p<0.05) HTA: Hipertension arterial. DM: Diabetes mellitus.

En la tabla 19b se muestran las caracteristicas de los receptores de injerto renal
(n=54) agrupados segln que el FG donante haya sido > 6< de 60 mL/min/1.73 m?. Se
comprobd mejor funcién inmediata en el grupo de receptores que recibieron el injerto
de un donante con FG> 60 mL/min/1.73 m?, (p=0.038). En cuanto al resto de las

caracteristicas analizadas del receptor ambos grupos resultaron homogéneos.
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Variable estudiada en el FG>60mL/min/1.73m?> FG<60mL/min/1.73m?

receptor en donante en donante
N(%) N(%)

Casos 41 (76) 13 (24) -
Edad (afios) 55.4+12.8* 54.6+11.3* 0.686
Isquemia fria (h)& 17.7+8.3* 14.8+7.4%* 0.109
Trasplante 20 (49) / 21 (51) 8(62) /5 (38)* 0.422
(Primero/Sucesivos)
LE(afios)& 2.3 (8.6)** 1.1(7.4)** 0.863
Dialisis (afios)® 3.9 (14.8)** 1.1 (8.3)** 0.275
PRA (<45% / >45%) 29 (71) / 12 (29)* 12 (92)/ 1 (8)* 0.113
Total Incompatibilidades (€2/ 5 (12) /36 (88)* 0(0) / 13 (100)* 0.186
>2)
Enf. de base (GN/otras) 13 (32) / 28 (68) 5(38) /8 (62) 0.653
Nivel tacrélimusdia 1 (ng/mL) 14.4 (14.3)** 14.3 (12.3)** 0.708
Riesgo FRI 25.8+12.3* 34.0+18.4* 0.191
ACrs (24h-48h)100/24h% 7.9426.0* 3.2+17.1* 0.772
ACrs (24h-7 dias)100/24h* 40.9+32.7* 27.5+40.9* 0.260
ACrs (24h-1Mes)100/24h 66.2+18.6* 65.5+17.1* 0.909
ACrs (24h-3Mes)100/24h& 64.9+18.3* 64.4+18.9* 0.918
ACrs (24h-12Mes)100/24h% 68.2+20.9* 67.6114.5* 0.664

Buena f”(:ic/'ﬂz)';med'ata 23 (56) / 18 (44) 3(23) /10 (77) 0.038
Buena funcion al afio (si/no) 36 (88) vs 5 (12)* 13 (100) vs O (0)* 0.186

Tabla 19b. Caracteristicas del receptor (n=54) segun el FG del donante Datos
expresados como*mediaxDS y **mediana (RIC). Diferencias significativas (p<0.05).
LE: Lista de espera. PRA: porcentaje de anticuerpos.

2.6.2 Analisis segun la evolucion inicial del injerto

El anélisis de la Crs el quinto dia junto con la necesidad de dialisis en la primera
semana permitio clasificar inicialmente a los receptores segin una buena o mala funcién

inmediata del injerto.

La tabla 20a muestra las variables estudiadas en los donantes del injerto renal
para ambos grupos de receptores. El grupo de pacientes con mejor funcion inicial
recibieron injertos procedentes de donantes con FG >60 mL/min/1.73m? en el 88% de
los casos, mientras que en el grupo de receptores con peor funcién inicial del injerto el

64% de los donantes presentaban FG >60 mL/min/1.73m? resultando estas diferencias
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significativas con una p=0.038. En cuanto al resto de las caracteristicas analizadas en
los donantes (edad, causa de muerte por trauma o no, presencia de comorbilidades

previas como HTA o DM) no se encontraron diferencias entre ambos grupos de

receptores con mejor o peor funcion inicial del injerto.

Variable estudiada en Buena funcién Mala funcién
donante inmediata en receptor inmediata en receptor
N(%) N(%)

Edad 61.5 (17.5)** 62.5 (21.3)** 0.952
Causa de muerte

trauiiig four) 5(19) /21 (81) 4 (14) / 24 (86) 0.600
HTA (No/Si) 17 (65) /9 (35) 22 (79) /6 (21) 0.300
DM (No/Si) 23 (88) /3 (11) 25(89) /3 (11) 0.900
Crs (mg/dL) 0.9 (0.3)** 0.8 (0.7)** 0.788
Score biopsia 1(1.7)** 1(4.5)** 0.652
FG (>60mL/min/1.73 m?/

<60mL/min/1.73 m2)% 23 (88)/3(12) 18 (64) / 10 (36) 0.038

Tabla 20a. Caracteristicas del donante estudiadas en los grupos de receptores con
buena y mala funcién inmediata (n=37). Los datos se representan como *mediatDS y
**mediana (RIC). Diferencias significativas entre grupos (p<0.05). HTA Hipertension
arterial. DM: Diabetes mellitus.

La tabla 20b presenta la distribucion de las variables estudiadas en el grupo de

receptores (n=54) y comparadas segun el criterio de buena funcién inicial o no.

Como se puede observar, al menor tiempo de isquemia fria 14.5+8.8 vs 19.3+6.8
en horas, p=0.036 aparece mejor funcion inicial del injerto renal, estos datos contrastan
con el tiempo en lista de espera 4.2 (15.1) vs 0.8 (3.4) en afios, p=0.032 y de dialisis 7.9
(16.3) vs 1.9 (7.4) en afios, p=0.032, o el que se trate de trasplantes sucesivos 16 (62%)
vs 10 (36%), p=0.058, que no influyen negativamente para una buena funcion inmediata
del injerto. También encontramos, un mayor porcentaje de descenso de la Crs en las
primeras 48h (21.4+20.6 vs -7.2+18.3) y en la primera semana (60.7£14. 9 vs
15.5+34.5) postrasplante (p<0.001 en ambos casos) en el grupo de receptores con buena
funcion inicial del injerto. Ademas, al afio encontramos buena funcién del injerto en el
100% de los pacientes con buena funcion inicial, y solo en el 82% de los pacientes con

peor funcion inicial del injerto (p=0.024).
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Buena funcion Mala funcion

Variable estudiada en el receptor

inmediata inmediata
N(%) N(%)
Casos 26 (48) 28 (52) -
Edad (afios) 56.4+12.4* 54.1+12.5* 0.467
Isquemia fria (h)& 14.5+8.8* 19.3+6.8* 0.036
Trasplante (Primero/Sucesivos) 10(38)/16(62)* 18(64)/10(36)* 0.058
LE(afios)& 4.2 (15.1)** 0.8(3.4)** 0.032
Dialisis (afios) 7.9 (16.3)** 1.9 (7.4)** 0.054
PRA ( <45% / >45%) 19 (73)/7 (27)*  22(79)/6 (21)* 0.637

4 (15) / 22 (85)*
11 (42) / 15 (58)

1(4)/ 27 (96)* 0.135
7 (25) /21 (75) 0.200

Total Incompatibilidades <2 / >2
Enf. de base (GN/otras)

Nivel tacrélimusdia 1 (ng/mL) 12.1(12.7)** 16 (15.5)** 0.294
Riesgo FRI 23.9+11.5* 31.4415.7* 0.127
ACrs (24h-48h)100/24h% 21.4+20.6* -7.2418.3* 0.000
ACrs (24h-7 dias)100/24h% 60.7+14.9* 15.5+34.5* 0.000
ACrs (24h-1Mes)100/24h 64.4+14.8* 67.6120.9* 0.162
ACrs (24h-3Mes)100/24h& 59.2+20.4* 70.2+14.3* 0.030
ACrs (24h-12Mes)100/24h% 59.1+20.2* 76.3114.0* 0.001

Buena funcién al afio (si/no)® 26 (100) / 0 (0) 23 (82)/5(18) 0.024

Tabla 20b. Caracteristicas del receptor estudiadas en los grupos con buena y mala
funcion inmediata (n=54). Los datos se representan como *mediatDS y **mediana
(RIC). Diferencias significativas entre grupos (p<0.05). LE: Lista de espera. PRA:
porcentaje de anticuerpos.

2.6.3 Analisis segun la evolucién al afio del injerto

La tabla 21a muestra las variables de los donantes estudiadas segun la funcion al
afo en dos grupos de receptores definidos por el criterio del valor de Crs al afio superior
a 3 mg/dL junto con la pérdida del injerto o exitus del paciente, con la comparativa
entre ambos. A diferencia de la funcion inmediata no aparecen diferencias significativas
entre las variables comparadas en los grupos en los que se estudio la funcion al afio. De
igual manera que se observaba precozmente, la funcion renal a largo plazo en el
receptor no aparece que esté influida por la presencia de comorbilidades en el donante.
Sin embargo, en este caso aparece peor funcion a largo plazo en aquellos receptores

cuyo donante era de mayor edad (p=0.028).
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. . Buena funciéon al  Mala funcion al
Variable estudiada en donante

afo enreceptor  afo en receptor

N(%) N(%)
Edad & 62.0 (20)* 70.0(9)* 0.028
Causa de muerte (trauma /otra) 9 (18) /40 (82) 0(0) /5 (100) 0.294
HTA (No/Si) 36 (74) /13 (26) 3 (60)vs2 (40)  0.522
DM (No/Si) 43 (88)/6(12) 5(100)vs0(0)  0.407
Crs (mg/dL) 0.9 (0.5)* 0.7 (0.4)* 0.117
Score biopsia 1 (3)* 0(21.6)* 0.062
fnc';/(:gg::b/rr:l'://ll;: - 36 (74)vs 13 (26) 5(100)/0(0)  0.186

Tabla 21a. Caracteristicas del donante estudiadas en los grupos de receptores con
buena y mala funcién a largo plazo (n=37). Los datos se representan como *mediaxDS
y **mediana (RIC). HTA Hipertension arterial. DM: Diabetes mellitus.

Al final del estudio, en 49 receptores (90.7%) el injerto permanecia funcionante
y con valores de Crs inferiores a 3 mg/dL, mientras que en los otros 5 casos (9.3%) se
produjo la pérdida del injerto en 4 casos y mala funcién por valores de Crs>3 mg/dL en
1 caso. De los casos que perdieron el injerto, 2 (5.6% del total de receptores/60% de los
no funcionantes) fallecieron antes del primer afio postrasplante. Durante el primer afio
postrasplante se registraron 15 casos de RA (51.7% del total de receptores) confirmado
por biopsia, 1 de NTA (3.4%) y 1 de toxicidad (3.4%).

El analisis comparativo de diferentes variables en ambos grupos de receptores
segun la clasificacion de buena o mala funcion del injerto a largo plazo (afio
postrasplante), mostré que los que tienen mejor funcion al afio habian presentado mejor
funcién inicial en el 53% de los casos (p=0.024) y porcentajes de descenso de Crs mas
acusados. El resto de las caracteristicas de los receptores fueron similares en ambos
grupos (tabla 21b).
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Variable estudiada Buena funcion al ano  Mala funcidn al afio

N(%) N(%)

Casos 49 (91) 5(9) -
Edad (afios) 55.0+12.1* 57.4+16.6* 0.644
Isquemia fria (h) 16.7+7.9* 19.8+10.7* 0.209
Trasplante (Primero/Sucesivos) 25 (51) / 24 (49) 3 (60) /2 (40) 0.702
LE(afios) 2.3 (8.2)** 0.2(1.9)** 0.062
Dialisis (afios) 3.8 (13.2)** 2.3(12.7)** 0.917
PRA (<45% / >45%) 37 (76) / 12 (24) 4 (80) /1 (20) 0.823
Total Incompatibilidades( <2/ 5(10) / 44 (90) 0(0) /5 (100) 0.453
>2)

Enf. de base (GN/otras) 18 (37) / 31 (63) 0(0)/ 5 (100) 0.097
Nivel tacrélimusdia 1 (ng/mL) 14.3 (13.5)** 14.7(17.8)** 0.570
Riesgo FRI 27.5+14.6* 30.44+11.5* 0.581
ACrs (24h-48h)100/24h% 8.9+23.3* -18.7419.8* 0.034
ACrs (24h-7 dias)100/24h 39.3+35.3* 16.9+24.7* 0.099
ACrs (24h-1Mes)100/24h& 68.3+14.4* 38.5+35.6* 0.042
ACrs (24h-3Mes)100/24h& 66.3+17.7* 45.7+15.6* 0.026
ACrs (24h-12 Mes)100/24h 66.8+17.8* 83.7+32.6* 0.074
Buena funcidn inicial (si/no)® 26 (53)/ 23 (47) 0(0) /5 (100) 0.024

Tabla 21b. Caracteristicas del receptor estudiadas en los grupos con buena y mala
funcion a largo plazo (n=54). Los datos se representan como *media+DS y **mediana
(RIC). Diferencias significativas entre grupos (p<0.05). LE: lista de espera. PRA:
porcentaje de anticuerpos.

2.7 ANALISIS UNIVARIANTE Y MULTIVARIANTE EN RELACION A
LA EVOLUCION DEL INJERTO

2.7.1. Evolucion inicial del injerto

Mediante regresion logistica univariante se estudid qué variables pueden
predecir la buena o mala evolucion inicial del injerto encontrando diferencias
significativas en la isquemia fria (p=0.038), el tiempo en lista de espera (p=0.012), el
tiempo en dialisis (p=0.018), el FG del donante (categorizado como > 6 < 60
mL/min/1.73 m?) (p=0.047), el ACrs a las 48 h del trasplante o a la semana (p<0.001 en

ambos casos).

Las siguientes variables se acercaron a la significacion: primer trasplante vs

sucesivo (p=0.061) y riesgo de funcion retrasada (p=0.061).

92



Se realiz6 un andlisis multivariante para estudiar qué variables pueden influir de
forma independiente en la buena o mala evolucién inicial del injerto encontrando que
las variables isquemia fria, tiempo en lista de espera y FG del donante (categorizado

como > 6 < 60 mL/min/1.73 m?) tienen significacion independiente (Tabla 22).

Variables p HR
Isquemia Fria (horas) 0.009 1.125
Tiempo en LE (afios) 0.017 0.843
FG Donante 0.032 6.466
Constante 0.079 0.200

Paso 12

Tabla 22. Modelo de anélisis multivariante 1, segln evolucion inicial del injerto. LE:
Lista de espera; FG: Filtrado glomerular (referencia para FG >60mL/min/1.73 m?).

Un modelo que incluya las variables isquemia fria, tiempo en lista de espera, FG
del donante y ACrs a las 48h nos deja como variable predictiva de buena o mala funcién

inicial el ACrs en las primeras 48h (p=0.018) (Tabla 23).

Variables p HR
A Crs 48h* 0.018 0.913
Paso 4?2
Constante 0.153 3.855

Tabla 23. Modelo de analisis multivariante 2, segun evolucién inicial del injerto.
Variables introducidas en el paso 1: Isquemia Fria, Afios en lista de espera, Filtrado
glomerular del donante, A Crs 48h. * A Crs 48h = porcentaje de descenso de creatinina
a las 48 h del trasplante.

Se estudiaron varios modelos incluyendo distintas variables sin obtener ninguna

otra variable independiente con significacion estadistica robusta.
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2.7.2 Evolucidn del injerto al afio del trasplante

Mediante regresion logistica univariante se estudiaron las variables que pueden
predecir la buena o mala funcién del injerto al afio del trasplante, encontrando como
significativas el ACrs en las primeras 48 horas (p= 0.043), ACrs al mes (p=0.037), ACrs
al tercer mes (p=0.050). Ninguna de las otras variables (isquemia fria, tiempo en lista de
espera, tiempo en didlisis, niveles maximos de anticuerpos, FG del donante) resultaron
mediante este andlisis significativamente predictivos de la buena o mala funcion del

injerto al afio.

Se realizaron diferentes modelos de analisis multivariante con combinaciones de
variables sin obtenerse ninguna variable predictora independiente con robustez

estadistica suficiente.
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Se presenta un estudio en dos fases. En la primera fase se ha realizado, un
modelo experimental de predisposicion a sufrir AKI que simulara la posible
sensibilizacion del donante en el contexto del trasplante. Al mismo tiempo, se ha
realizado un estudio clinico sobre 54 trasplantes sucesivos, en los que aparte del
seguimiento y tratamiento rutinario para estos casos, se han determinado en orina de
manera seriada los biomarcadores de predisposicion y los biomarcadores de dafio
tubular temprano, para tratar de buscar la relacion de éstos de manera precoz con la

evolucion ulterior del injerto.

La predisposicion a sufrir AKI, puede ser calificada como un “riesgo oculto” ya
que el dafio renal que conlleva no es detectado por las pruebas bioquimicas, funcionales
o histologicas habituales en la clinica. En los ultimos afios nuestro grupo de
investigacion en Salamanca ha desarrollado modelos experimentales de predisposicion
en los cuales ha demostrado que diferentes farmacos y toxicos renales, incluso en dosis
completamente subtoxicas, son capaces de inducir una predisposicion o sensibilizacién
a sufrir AKI. En estos modelos, se administra o expone a los animales de
experimentacion a un nefrotoxico a dosis subtoxicas que no generan dafio renal;
posteriormente, los animales son expuestos a un segundo evento (administracion o
exposicion a un nefrotoxico a dosis subnefrotoxicas) que aisladamente no constituiria
lesion renal, pero que sin embargo, desencadenan AKI. Por tanto, con la primera
exposicion se predispone y con la segunda se desencadena el dafio. Asociados a esta
condicion hemos identificado marcadores urinarios que denominamos “marcadores de
predisposicion”, los cuales son capaces de detectar el riesgo de sufrir AKI antes de que
éste se produzca, es decir, una vez que ha habido exposicién o tratamiento con agentes
nefrotdxicos a dosis que no producen dafio renal medido por las técnicas

convencionales(148-150:166)

La extrapolacion de esta situacion a la clinica es que individuos aparentemente
no afectados por los efectos adversos de un tratamiento, podrian estar expuestos a
desarrollar un AKI en aquellas circunstancias que conlleven un segundo evento
potencialmente nefrotoxico. En el contexto del trasplante, la posible predisposicion del
donante pudiera conllevar un AKI en el receptor cuando éste es sometido a los distintos
procesos del trasplante que son potencialmente perjudiciales para el rifion, como la I/R o

el tratamiento con inmunosupresores.
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En este estudio se plante6 primeramente probar si uno de los factores
potencialmente nefrotdxicos asociados al trasplante como es el tratamiento con
anticalcineurinicos pudiera desencadenar AKI cuando hay una predisposicion previa.
Para ello se planted un modelo experimental ya establecido en nuestro laboratorio, el
cual utiliza como nefrotdxico de predisposicion la gentamicina y en el cual se han

identificado marcadores especificos de esta condicion.

Los resultados obtenidos, por wuna parte confirman, segin estudios
anteriores481%) que la gentamicina predispone a AKI cuando se administra un
segundo nefrotoxico y por otra, demuestran, como parte de nuestros objetivos, que la

CsA es capaz de actuar como farmaco desencadenante del AKI.

En nuestro modelo, las administraciones tanto de gentamicina, como de CsA por
separado no produjeron alteraciones en los valores de Crs, urea y proteinuria, asi como
del CCr, que se mantuvo en valores fisioldgicos normales e iguales a los del grupo C.
La determinacion de estos parametros en el grupo al que se administrd gentamicina y
posteriormente CsA evidencio un claro FRA que se acompafié con una pérdida de peso

posiblemente debido al deterioro en su estado de salud.

Cabe destacar, que a pesar de que se administr0 la gentamicina con una
posologia tedricamente subtdxica, se observé una alteracion en los niveles de Crs en el
grupo tratado Unicamente con gentamicina y aunque es estadisticamente significativa
respecto al grupo C, no se considera de relevancia clinica, ya que es un incremento
temporal que no se acompana de la alteracion de otros marcadores. La urea plasmatica
sigue en paralelo la evolucion de la Crs. En cuanto al CCr, se observa que a partir del
dia 13 hay un aumento importante del aclaramiento en el grupo C que hace que en el dia
16 encontremos diferencias significativas en todos los grupos respecto a éste. Se ha
considerado que posiblemente se deba a algun artefacto experimental relacionado con la

recogida del flujo urinario y se ha descartado que sea un dato relevante funcionalmente.

La proteinuria es también un indice de dafio renal. Puede deberse tanto a un dafio
tubular que altere los mecanismos de reabsorcion de las proteinas, como a una
alteracion en la barrera de filtracion glomerular, que tenga como consecuencia un
aumento de la permeabilidad de las proteinas, o también a una combinacién de ambos

mecanismos16”.
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Como se observa en el gréfico 5, la excrecidn urinaria de proteinas presenta un
aumento tanto en el grupo tratado sé6lo con gentamicina como en el tratado con los dos
farmacos respecto al grupo C. Dicho aumento continta hasta el dia 9, donde se observa
un pico a partir del cual comienza a disminuir;esta elevacién no es estadisticamente
significativa en el caso del grupo tratado sélo con gentamicina, mientras que si lo es en
el tratado con ambos farmacos. Dado que esta alteracion se produce tanto en el grupo
gentamicina como en el grupo tratado con gentamicina y CsA, debemos imputar dicha
alteracion a la gentamicina y no a la CsA. Esto es congruente con las acciones
ampliamente conocidas de la gentamicina en las que como consecuencia del dafio
tubular se alteran los mecanismos de reabsorcion tubular que producen proteinuriat®®),
En este modelo de dafio subtoxico la proteinuria podria indicar cierta alteracion tubular,

ya que no se acompariia de una disminucién del CCr.

Es destacable también la disminucién de la proteinuria en el grupo CsA; estos
resultados son coincidentes con otros estudios en los que también se ha observado
disminucion de la proteinuria por tratamiento con CsA, como el publicado por el grupo
de Wasilewska et al®® que propone que la disminucién de la proteinuria unida al
tratamiento con CsA podria deberse a la accion de éste farmaco sobre la sinaptopodina,
una proteina de union a actina expresada en los podocitos y activada por fosforilacion.
Se ha demostrado que la calcineurina provoca la desfosforilacién y con ello la
degradacion de ésta proteina, dando lugar a proteinuria. En esta situacion, la CsA
provoca la estabilizacion del citoesqueleto, preservando la fosforilacion de la

sinaptopodina.

En general, nuestros resultados sugieren que se produjo un dafio oculto desde el
punto de vista funcional y morfoldgico, ya que los resultados histopatoldgicos son
también coherentes con los hallazgos funcionales. Dicha condicion predispone al dafio
renal y se manifiesta mediante la disminucion del umbral de toxicidad de un segundo
nefrotdxico (CsA). Esta predisposicion concreta (por gentamicina) puede ser detectada
mediante la determinacion de dos marcadores de predisposicion, los cuales no han sido
determinados en la fase preclinica puesto que ya estaban ampliamente ratificados en
nuestro laboratorio y nuestro objetivo fue demostrar que el tratamiento con ciclosporina,

como evento potencialmente nefrotoxico, podia desencadenar AKI.
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En el contexto del trasplante no debemos olvidar por una parte,la heterogeneidad
de los donantes y el desconocimiento de los factores de predisposiciéon a los que han
podido estar expuestos a lo largo de su vida y por otra, que existen multiples factores
que podrian desencadenar dafio en el rifion trasplantado, como el proceso de I/R,
inherente al trasplante, o la administracién de otros agentes nefrotdxicos (antibidticos
aminoglucoésidos, contrastes iodados...). Por este motivo, la posibilidad de detectar la
predisposicion mediante marcadores se realiz6 con una bateria de los mismos,

identificados en trabajos anteriores de nuestro laboratorio:48:14%:166),

En la fase clinica de este estudio analizamos de manera prospectiva la evolucion
del injerto desde la fase de donante en una cohorte de pacientes consecutivos con IRCT
a los que se realiza un trasplante renal, en un periodo comprendido entre 26 de mayo del
2013 al 1 de septiembre del 2014, seguidos todos ellos tras el trasplante hasta completar
un afio de evolucion. Al no haber relacion precedente a usar biomarcadores de
predisposicion, inicialmente el tamafio muestral se condiciondal reclutamiento abierto
de los sujetos trasplantados en un Gnico centro, el HUMV, con una prevision de 49
pacientes teniendo en cuenta el promedio anual de trasplantes de los Gltimos 5 afios. En
todo lo relacionado con las variables estudiadas se tuvo en cuenta la donacion doble,

considerando el donante en este caso duplicado para cada uno de los dos receptores.

Las caracteristicas de los donantes de cadaver respecto a su distribucion no
difieren del de otros centros y registros. El porcentaje de DCE fue de 56.7%, porcentaje
similar al encontrado en otros grupos®?. La cifra maxima de Crs de un donante fue de
3.8 mg/dL. En este sentido, hoy dia existe bastante evidencia de que, a pesar de mayor
incidencia de FRI, se demuestra una aceptable evolucion de la funcién del injerto a

largo plazo a pesar de usar rifiones de donantes que desarrollan AKI370-172),

Respecto a la CyC, se estd empezando a utilizar para valorar la funcion renal del
donante y la evolucion posterior de la funcion del injerto. En nuestro caso, la CyC
presentd mas oscilaciones que la Crs hasta el tercer mes, lo que dificultaria su
interpretacion y por tanto las decisiones terapéuticas. En este sentido la valoracion de la
funcién renal del donante segun la CyC es poco utilizada hoy dia y su significado con

respecto a la evolucion inmediata y a largo plazo no esta bien estudiada. Nuestro grupo
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ha liderado recientemente un consenso sobre la medida del FG en el trasplante,

incluyendo el uso de la CyC vy las férmulas usadas para estimar el FG©),

Respecto a la realizacion de la biopsia del rifion de donante, se realiz6 en 25
injertos procedentes de donantes cadaver, siendo su score menor de 2 en el 64% de los
casos. El uso de criterios histoldgicos para evaluar la viabilidad del 6rgano estd muy
analizado, si bien el anélisis del score en relacion con la evolucion a largo plazo da
lugar a multiples resultados; asi una revision de El-Husseini®® de 16 estudios con
8,122 trasplantes, concluye que la influencia de la AT/FI, glomeruloesclerosis y
cambios vasculares sobre la funcion del injerto a largo plazo varia de un estudio a otro.
Otra revision sistematica de Wang“’® indica que los mdltiples estudios realizados no
son concluyentes y no se puede sacar una conclusion definitiva. En nuestro caso, la
evolucion de la funcion del injerto medida por Crs es similar al mes para todos los
rangos del score, aunque en el caso de la CyC, ésta parece discernir una peor evolucion

del paciente con score de 7.

En cuanto a los receptores, se trata de una poblacién con un alto porcentaje de
retrasplantes, un 48.2% y con un 25% de ellos hiperinmunizados. La isquemia fria
media fue de 17h, con un maximo de 25h, lo que supone un riesgo elevado de

disfuncion del injerto.

El uso de los biomarcadores de predisposicion a AKI es la primera vez que se
realiza en la valoracion de la situacion del 6rgano en el propio donante antes y en el

receptor después de la extraccion.

Lo primero que llama la atencion son los niveles basales de los biomarcadores
en el donante que, tanto los de predisposicion como los de dafio renal temprano, estan
en valores bajos respecto a los valores en el primer dia postrasplante, siguiendo todos
una evolucion similar y disminuyendo claramente al tercer dia. Esto indica la
sensibilidad de los marcadores ante el insulto de la I/R, pero no la especificidad de los
biomarcadores de predisposicion, ya que el patron basal, al primer dia y al tercer dia
postrasplante es superponible. En el caso de los biomarcadores precoces de dafio renal
son escasos los trabajos en los que han sido comparados desde la fase donante*7%176) y
son mas numerosos los analizados en el receptor postrasplante®’’18)  En nuestro

estudio, la evolucién de estos biomarcadores, desde la fase donante y al dia 1y 3
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postrasplante es superponible a la evolucion de los biomarcadores de predisposicion
(datos no mostrados).

En cuanto a la relacion encontrada entre los biomarcadores del donante y los
valores de Crs en receptor, hay que tener en cuenta que el grupo de receptores de
donante vivo lo constituyen sélo 5 sujetos, con lo que las conclusiones en este grupo

deben considerarse con todo tipo de cautela.

Los valores de los biomarcadores en el donante y la posterior elevacion de sus
valores en el primer dia es de suponer que en el caso del rifion del donante cadaver, los
insultos derivados del proceso de mantenimiento en la UCI, los fendbmenos acaecidos
tras la muerte cerebral, el dafio de la I/R y la isquemia fria, hace que los fenGmenos de
predisposicion puedan quedar superados por el intenso dafio maltiple consecuencia de la
I/R, con la activacion de multiples vias de inflamacion y activacion de la respuesta
inmune®. Dicho de otro modo, la posible predisposicion al dafio renal en el donante,
reflejado en unos valores determinados de estos biomarcadores, se veria sobrepasada
por el dafio derivado de la I/R de una manera generalizada y de enorme capacidad
lesional. Tampoco podemos estimar valores de corte como para poder discernir por
encima de cuales pudiera considerarse realmente la existencia de una predisposicion a
dafio més profundo en el postrasplante inmediato, que derivara en funcién no adecuada

del injerto.

Analicemos los resultados de otros investigadores con biomarcadores precoces
de dafio tubular, si bien no existen en la literatura estudios con biomarcadores de
predisposicion y los estudios con biomarcadores precoces de dafio tubular son variados
en cuanto a su metodologia. Existen algunos trabajos recientes sobre el analisis del
biomarcador en el donante o peritrasplante. Isaac E. Hall ), en otro estudio, sin
analizar biomarcadores, concluye que aunque la presencia de AKI en el donante se
asocia con FRI, la evolucion de la funcion del injerto a los 6 meses no difiere con
respecto a los donantes sin AKI y posteriores estudios han corroborado estos hechos de
buena evolucién utilizando donantes con AKI establecido. Un interesante trabajo de
Hoogland®™ analiza la seguridad de prediccion de los biomarcadores a-GST, LDH,
FABP, hierro activo e IL-18 entre otros a la hora de predecir la viabilidad de los

injertos. Bhangoo™®) realiza una buena revision sistematica sobre el analisis de
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biomarcadores en dos medios, el liquido de la maquina de perfusion y de la orina del
donante, y analiza las posibles asociaciones, lo que abriria un nuevo campo de estudio a

la hora de determinar la validez o no del 6rgano.

Dada la inexistencia de referencias bibliograficas para los valores que se
pudieran considerar de referencia para indicar dafio tubular y tampoco para discernir la
evolucion inicial del injerto, dividimos los valores de los biomarcadores en el donante y
en el receptor en los dias 1 y 3 postrasplante en dos grupos segun su percentil 70. El uso
del percentil 70 fue debido a que consideramos que la n de nuestro estudio es
relativamente pequefia para realizar un analisis de frecuencias y asi, al hacer el corte de
los valores del biomarcador en el 70 percentil en lugar del 75, como plantean la mayoria
de los estudios, se consigue tener un mayor nimero de datos en el grupo de valores altos
de biomarcador. Segln este criterio analizamos el comportamiento de los
biomarcadores estudiando, mediante un anélisis de frecuencias, el nimero de casos
segun distintos grados de funcién renal inicial en los dos grupos. Para ello dividimos a
los pacientes segun la funcion inicial del injerto fuera buena (FII), lenta (FLI) o diferida
(FRI) segun los criterios establecidos en la introduccién y basados en modelo analizado
previamente por nuestro grupo®. Se comparé la frecuencia analizada segin la
diferencia entre valores observados/esperados en los dos grupos separados por los

valores del percentil 70 del biomarcador.

Como vemos, salvo en un caso, todas las diferencias de frecuencias encontradas
en el dia 1 pierden el valor significativo en el dia tres postrasplante, por lo que a la hora
de predecir el tipo de FII, con sus limitaciones, en nuestro caso solo tienen valor los
biomarcadores del primer dia postrasplante. Dado el escaso nimero de casos, sobre todo
en los grupos de FLI'y FRI (24), no consideramos que el valor del punto de corte para
cada biomarcador del dia 1, pudiera ser utilizado como valor de referencia para indicar
con certeza que por encima o por debajo de dicho valor definiera la evolucidn inicial del

injerto.

Vamos a comentar ahora los resultados obtenidos cuando se formaron dos
grupos de pacientes segun distintos criterios. En cuanto al FG del donante, se dividieron
a éstos seguin su FG fuera > 6 < 60 mL/min/1.73 m2. Segln este criterio, los donantes
eran grupos homogéneos respecto a pardmetros clinicos. Las caracteristicas de los
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receptores son similares en cuanto a la distribucion de los érganos con FG disminuido o
no. Los valores de los biomarcadores de predisposicion y de dafio precoz se reparten
uniformemente, sin haber diferencias segin esta agrupacion de receptores (datos no

mostrados).

Separando ahora los grupos de receptores segun el criterio de mala evolucion
inicial, es decir, seglin la Crs del quinto dia fuese >3 mg/dL, junto con el criterio de FRI
permitié clasificar inicialmente a los receptores segun una buena o mala funcién
inmediata del injerto. Teniendo en cuenta las variables estudiadas en los donantes del
injerto renal para ambos grupos de receptores, el grupo de pacientes con mejor funcion
inicial recibieron con mas frecuencia injertos procedentes de donantes con FG >60
mL/min/1.73m?; en este caso, se puede decir que un FG <60 mL/min/1.73 m?
condiciona una peor evolucion inicial del injerto. No se encontraron diferencias en el
resto de las variables analizadas, incluidos los biomarcadores de predisposicion y

precoces de dafio tubular analizados (datos no mostrados).

En el caso de las variables analizadas en los receptores divididos segin buena o
mala funcion inicial el menor tiempo de isquemia condiciona una mejor funcion inicial
del injerto, con un mayor descenso de la Crs en las primeras 48 h, primera semana y al
afio postrasplante. Este hecho coincide con los resultados publicados por nuestro
grupo®®. El analisis realizado en este caso uniendo la FLI y la FRI en el grupo de mala
evolucion inicial esta basado en los resultados de un estudio de nuestro grupo®®, en el
gue demuestra que los pacientes que desarrollan FLI tienen una peor supervivencia del

injerto, peor funcién renal y mas RA al afio que el grupo con FlI.

Por altimo, se llevo a cabo un analisis univariante y tras ello multivariante para
tratar de cuantificar el pronostico mediante el HR, agrupando las variables en distintos
conjuntos de 5 para adecuarlo al tamafio muestral. El andlisis multivariante con los
grupos segun buena o mala funcion inicial del injerto confirma la significacién
estadistica de isquemia fria, nUmero de trasplantes, tiempo en LE, tiempo en dialisis, FG
del donante <60 mL/min/1.73 m?, la diferencia de Crs del primer y segundo dia, y la del

primer dia y el afio.
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Todos los modelos multivariantes confirmaron la independencia de las variables
Isquemia Fria (h), tiempo en LE (afios), FG Donante y diferencia de Crs del primer y

segundo dia postrasplante.

Se analizaron mediante regresion logistica univariante las distintas variables
segun buena o mala funcidn al afio, encontrando como significativas la diferencia de Crs
del primer y segundo dia, al mes y al tercer mes. Ninguna de las otras variables
resultaron significativas. Los diferentes modelos de anélisis multivariante no obtuvieron

variables predictoras independientes con robustez estadistica suficiente.

Este estudio y sus resultados tienen una debilidad y es el tamafio muestral, lo que
nos obliga a ser cautos en las conclusiones.Se precisan estudios con una poblacion
mayor y por tanto multicéntricos para obtener datos estadisticos mas robustos. Por otro
lado, se debe ampliar el panel de posibles biomarcdores, no sélo a nivel de sangre u
orina, sino también en tejido renal, dado que, como plantea Halloran®®, tenemos un
modelo perfecto de AKI en el trasplante y la posibilidad, mediante biopsia de rifiones de
donante y de receptor, ya sea de protocolo o por indicacion clinica, de obtener muestras
de tejido donde corroborar la relacion de los distintos biomarcadores en las muestras de
sangre o de orina y del tejido renal. Ademas, deberiamos ampliar nuestros estudios con
la inclusion de protedmica y metaboldmica como ya estd haciéndose en diversos

laboratorios de investigacione®),
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1. La administracién de CsA a dosis subtéxicas desencadena AKI en animales

predispuestos, afectando tanto a la funcién como a la estructura renal.

2. Los niveles basales de los biomarcadores en el donante, siguen una evolucion
similar cuando se estudian en receptor a dia 1 y 3, lo que indicaria la sensibilidad de los

marcadores pero no la especificidad de cualquiera de ellos en particular.

3. En el donante, XXXX podria considerarse un candidato a tener en cuenta a la
hora de predecir una peor funcion renal medida por Crs al menos hasta el primer mes

postrasplante.

XXXX podria ser predictor de la recuperacion de la funcién renal medida por Crs al

menos hasta el primer mes postrasplante.

4. En el receptor en el primer dia postrasplante, XXXX, XXXX y XXXX
podrian ser Gtiles como biomarcadores de riesgo de FRI medido como ACrs a la

Semana.

5. En el tercer dia postrasplante, XXXX, XXXX, XXXX y XXXX podrian
relacionarse con la funcion diferida del injerto, medida tanto por el valor de Crs como

por ACrs, a la semana.

6. En analisis de frecuencias no nos permite sacar conclusiones en cuanto a los
marcadores de predisposicion, dada la disparidad de comportamiento de los marcadores
y la ausencia de referencias comparativas. Sélo en el caso de los marcadores de dafio

precoz, XXXX se puede relacionar con la funcion del injerto.

7. XXXX se asocia a una peor funcion renal en el donante.
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8. En los receptores divididos segun buena o mala funcién inicial, el menor
tiempo de isquemia fria condiciona una mejor FIl, con un mayor descenso de la Crs en
las primeras 48h, primera semana y al afio postrasplante. XXXX al tercer dia mostrré

valores mas bajos en el grupo con mejor funcioén inicial.

9. Mediante andlisis multivariante se determind que la isquemia fria, namero de
trasplantes, tiempo en LE, tiempo en dialisis, FG del donante <60 mL/min/1.73 m?, la
diferencia de Crs del primer y segundo dia, y la del primer dia y el afio son factores de

riesgo independientes para una inadecuada evolucion inicial del injerto.

10. Mediante regresion logistica univariante la diferencia de Crs del primer y
segundo dia, al mes y al tercer mes son factores relacionados con la evolucién del

injerto al afio.
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