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1. NEFROPATIA INDUCIDA POR CONTRASTES

La nefropatia inducida por contrastes (NIC) o dafio renal agudo inducido por
contrastes es un deterioro iatrogénico de la funcién renal debido a la administracidn
intravascular de medios de contraste. Es uno de los problemas mas importantes

ligados al uso de los contrastes yodados y condiciona el uso de los mismos.

1.1.MEDIOS DE CONTRASTE: ASPECTOS GENERALES

Los medios de contraste son un grupo de medicamentos utilizados para mejorar la
visualizacién de determinadas estructuras anatdmicas y organos, diferenciar los
tejidos patologicos de los sanos y delinear mejor las estructuras vasculares mediante
técnicas de imagen. Se pueden distinguir dos tipos de medios de contraste, los
magnéticos, que son utilizados en exdmenes por resonancia magnética, y los
radioldgicos, utilizados en exdmenes por rayos X o tomografia axial computarizada
(TAC). Los magnéticos son compuestos de gadolinio, iones que afectan a las
propiedades magnéticas de los tejidos circundantes (Sartori et al., 2013). Los
radiolégicos, en cambio, permiten la visualizacién por su capacidad de absorber la
radiacion con mayor o menor intensidad que los tejidos blandos (Andreucci et al.,

2014; Ozkok y Ozkok, 2017).

Con respecto a los medios de contrate radioldgicos, en funcién de su capacidad para
absorber la radiacidn, se pueden distinguir contrastes negativos y positivos. En el caso
de los negativos, estos son gases de baja densidad cuya absorbancia es inferior a la de
los tejidos adyacentes. Los medios de contraste positivos, en cambio, contienen
atomos con un alto niumero atdomico (bario o yodo) y presentan una absorbancia
mayor que los tejidos (Figura 1). Actualmente, en la practica clinica se utilizan
principalmente el sulfato de bario para el diagnodstico de patologias que afectan al
tracto gastrointestinal y los contrastes yodados hidrosolubles para la evaluacion del

sistema vascular o de los diferentes 6rganos (Speck, 2018).
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Estos ultimos, los contrastes yodados hidrosolubles, son los causantes de la NIC,
objeto de estudio de esta Tesis Doctoral, y a los cuales nos referiremos en el resto del

documento.

Medios de contraste

Radiologicos

Magnéticos

Compuestos
de gadolinio

Positivos Negativos

] Gases

Yodados Baritados
| BasO4
Hidrosolubles Liposolubles

Monémeros |

| ténicos | | Noionicos | | lénicos | | No idnicos |

Figura 1. Clasificacion de los medios de contraste.

Los contrastes yodados mas comunmente utilizados tienen como estructura basica el
2,4,6-triyodo benceno. En funcidn del nimero de anillos bencénicos que conformen
su estructura, se pueden clasificar en mondmeros (un anillo) o dimeros (dos anillos)
(Figura 2). Los radicales o cadenas laterales que se sitlen en las otras tres posiciones
determinaran las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas del compuesto
(Geenen et al., 2013). Influirdn, por ejemplo, en su modo de disociarse en iones al
disolverse en agua, lo que determinard que el compuesto sea idnico o no idnico
(Thomsen et al., 2014). Los compuestos idnicos son sales que, en contacto con una
solucién acuosa como es el caso del plasma, se disocian en un anidn, el cual contiene
el yodo, y un catiéon, que suele ser meglumina o sodio. Las cargas que se producen
son potencialmente dafinas, pudiendo afectar a la actividad eléctrica del corazén o
del cerebro, o bien interactuar con péptidos o membranas celulares. Por ese motivo,

en la actualidad se calcula que, aproximadamente el 90 % de los medios de contraste
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utilizados son no idnicos, es decir, no se disocian en agua (Costa, 2004; Lusic y

Grinstaff, 2013).

Mondémero Dimero

R Rla R1b

R3 R2 R2a Rs R

Figura 2. Estructura bdsica de los medios de contraste yodados. El anillo de benceno es
sustituido en las posiciones 2, 4 y 6 con atomos de yodo. En el caso de los dimeros, la union
de los dos anillos se hace a través de un radical en la posicion 3.

Otro aspecto que afecta a la aparicion de efectos adversos de los contrastes yodados
es la osmolalidad, medida que se refiere al nimero de particulas osméticamente
activas por cada kilogramo de agua. Esta suele confundirse con la osmolaridad
(numero de particulas osmdticamente activas por cada litro de solucién), aunque en
el caso del plasma o la orina ambas medidas son comparables (Ramirez Ribelles et al.,
2014). El término que se utiliza principalmente para referirse a los medios de

contraste es la osmolaridad.

Los primeros contrastes yodados que surgieron fueron los mondmeros iénicos, con
una osmolaridad de entre 1200 y 2400 mOsm/L agua, denominandose por ello
hiperosmolares, ya que la osmolaridad del plasma humano es de 280 mOsm/L agua.
Este tipo de contrastes presentaban muchos inconvenientes, ya que, debido a su alta
osmolaridad, los pacientes podian sufrir dafio endotelial, alteracién de la barrera
hematoencefalica o dolor durante la administracion (Lusic y Grinstaff, 2013; Speck,
2018). Posteriormente surgieron los contrastes de baja osmolaridad, con una
osmolaridad 2-3 veces inferior a los hiperosmolares, en su mayoria compuestos no
idbnicos monomeéricos. Estos agentes supusieron una gran mejora, aunque la
osmolaridad aun seguia siendo muy superior a la del plasma (Tumlin et al., 2006). Por
ello, en un nuevo avance aparecieron diversos compuestos cuya osmolaridad era

igual a la del plasma, aunque actualmente el Unico que se encuentra comercializado
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es el lodixanol, agente no idnico dimérico (Costa, 2004). Esto puede ser debido a que,
a pesar de las ventajas que presenta la disminucién de la osmolaridad, en
contrapartida este hecho afecta a la viscosidad, que se ve incrementada. La
viscosidad se define como la resistencia de un liquido a fluir y determina la velocidad
de infusion, necesitandose periodos mas largos de administracién cuanto mayor sea
la viscosidad y afectando a la microcirculacidon (Geenen et al., 2013; Speck, 2018). En

la Tabla 1 se recogen las propiedades de algunos de los medios de contraste

actualmente comercializados.

Medio de Osmolaridad Viscosidad
Estructura Carga

contraste (mOsm/L agua) (mPa:s)
Amidotrizoato Mondémero I6nico 1550 4
lopamidol Mondémero No iénico 650 4,5
loversol Mondémero No idnico 661 5,5
lohexol Mondmero No idnico 668 5,7
lopromida Mondémero No iénico 585 4,5
lodixanol Dimero No idnico 290 11,8

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de algunos medios de contraste yodados. Los valores
estdn referidos a una concentracion de 300 mg de yodo/mlL y una temperatura de 37 °C.
Adaptado de Speck, 2018.

PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

Tras la administracién intravascular de los medios de contraste yodados, estos se
distribuyen al espacio extracelular, por lo que disminuye rdpidamente su
concentracion plasmdtica (Geenen et al., 2013). La unidén a proteinas plasmaticas de
estos compuestos es muy baja, inferior al 3 %, salvo en los compuestos utilizados
para la realizacidon de colangiografias, como el lotroxato de meglumina, en que la
unién a las proteinas es superior al 90 %, lo que favorece la eliminacién por bilis
(Speck, 2018). Los contrastes no son metabolizados, y se eliminan mayoritariamente
por via renal mediante filtracién glomerular (Lorusso et al., 2001; Waaler et al., 1987),
aunque un pequefio porcentaje puede eliminarse por via fecal (Svaland et al., 1992).
La semivida de eliminacién es de aproximadamente 2 horas, por lo que, en pacientes

cuya funcién renal es normal, a las 24 horas ha sido eliminado todo el agente. En
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cambio, si existe alteracion renal, el tiempo de eliminacién puede aumentar hasta las
40 horas o mas. Este tiempo depende también de las propiedades fisicoquimicas del
medio de contraste. Asi, los de baja osmolaridad se excretan mas rapidamente,

probablemente debido a que presentan una menor viscosidad (Lenhard et al., 2012).

EFECTOS ADVERSOS

Los medios de contraste yodados son los farmacos de administracion intravascular
mas utilizados y los que mds se emplean en radiologia de diagndstico (Namasivayam
et al.,, 2006; Pérez y Barceld, 2007). Ademads, su uso ha aumentado durante las
ultimas décadas debido al incremento en las prescripciones diagndsticas como el TAC
o los cateterismos cardiacos y vasculares. Asi, en Estados Unidos el nimero de TAC
pasé de 3 millones a principios de los afios 80 a 67 millones en el afio 2006, y se
estima que en la mitad de ellos se usan este tipo de compuestos. En ese mismo ano,
el numero de cateterismos cardiacos y vasculares con fines diagndsticos o
intervencionistas fue de unos 8 millones (Mettler et al.,, 2009). Debido a esta
tendencia, es importante el conocimiento de las posibles reacciones adversas y su

manejo.

Los efectos adversos son los mismos para todos los medios de contraste
independientemente de su osmolaridad, aunque varia la incidencia de los mismos.
Asi, en el caso de los medios de contraste cuya osmolaridad es alta, la incidencia es
de entre el 5-12 %, mientras que en los de baja osmolaridad la incidencia se sitla en
el 1-3 %. (Singh y Daftary, 2008). La causa de la mayoria de las reacciones adversas es

multifactorial, y su severidad se considera leve o moderada (Costa, 2004).

Las reacciones adversas podrian clasificarse como reacciones adversas generales y

reacciones adversas renales.



Introduccién

Reacciones adversas generales

Reacciones de hipersensibilidad

Las reacciones de hipersensibilidad se clasifican en agudas, las cuales ocurren durante

la primera hora tras la administracion del medio de contraste, y retardadas, que

pueden aparecer hasta una semana después.

Reacciones adversas agudas: la incidencia varia en funcién de la gravedad,
siendo de hasta un 15 % si son leves y disminuyendo hasta un 0,2 % en el
caso de las severas (Namasivayam et al.,, 2006). Ademas, estas reacciones
son mas comunes con los contrastes yodados idnicos que con los no idnicos,
y si hay factores de riesgo como haber sufrido previamente una reaccién de
este tipo o presentar un historial de asma, alergias o atopia. Los sintomas
gue suelen aparecer son, dolor en el lugar de inyeccidn, erupcion cutdnea,
prurito, nduseas y vomitos. En los casos mas severos ademas aparece disnea,
broncoespasmo o edema laringeo. El mecanismo por el que se producen
estos sintomas se describe como pseudoalérgico, pues no todos estdn
causados por inmunoglobulina E, e implican la liberacion principalmente de
histamina, pero también de otros mediadores como serotonina o

prostaglandinas (Pasternak y Williamson, 2012; Speck, 2018).

Reacciones adversas retardadas: la incidencia de este tipo de reacciones
varia entre el 1-23 %, siendo mds comunes que las agudas. Los sintomas que
se describen con mayor frecuencia son erupcion cutdnea, prurito e
hinchazén de la piel, que pueden estar acompafiadas de dolor de cabeza,
trastornos gastrointestinales y sintomas de tipo gripal (Andreucci et al.,
2014c; Stacul, 2006). Los sintomas cutaneos pueden ser tratados con
corticosteroides. La aparicion del Sindrome de Stevens-Johnson, afeccion
grave de la piel y las mucosas en que la epidermis se separa de la dermis, es
muy rara, aunque se han registrado algunos casos en personas con otros

factores de riesgo (Laffitte et al., 2004; Savill et al., 1988). Se cree que el
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mecanismo implicado en estas reacciones esta mediado por células T,

correspondiente con hipersensibilidad de tipo IV.

Disfuncion tiroidea

Los contrastes yodados pueden inducir tanto hipo como hipertiroidismo, debido a los
iones de yodo libres y bioldgicamente activos que contiene la preparaciéon. De
manera general, tras la exposicién a una alta cantidad de yoduro se produce el efecto
Wolf-Chaikoff, consistente en una disminucién de la sintesis de hormona tiroidea.
Tras varios dias este efecto deja de ser efectivo, lo que se conoce como “escape”, y se
reanuda la funcion normal de sintesis. Si este “escape” falla se producird
hipotiroidismo vy si lo que falla es el efecto Wolf-Chaikoff, se produce hipertiroidismo
inducido por yodo, lo cual se conoce como fendmeno Joe-Basedow (Lee et al., 2015).
Este fendmeno raramente aparece como consecuencia de la administraciéon de un
medio de contraste, salvo en aquellos pacientes con factores de riesgo como puede
ser la enfermedad de Graves o el bocio. También se ha visto una mayor frecuencia de

aparicion de hipertiroidismo en personas ancianas (Thomsen et al., 2004).

Extravasacion

La incidencia de este fendmeno es inferior al 1 % (Heshmatzadeh Behzadi et al.,
2018), y la mayoria de los casos son leves, cursando con dolor, hinchazén y eritema,
gue son autolimitados y cuyo tratamiento se basa en aplicar frio. Si el volumen
extravasado es alto, las consecuencias pueden ser mas graves, tales como necrosis
tisular o sindrome compartimental, que podrian necesitar cirugia plastica (Nicola et

al.,, 2016).

Reacciones adversas renales

La NIC es el principal efecto adverso originado tras la administracion de los medios de
contraste yodados. Sus consecuencias a corto y largo plazo pueden ser muy

relevantes, por lo que se dedicara un apartado especifico a su explicacion.
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1.2.DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA DE LA NEFROPATIA INDUCIDA POR
CONTRASTES

La Sociedad Europea de Radiologia Urogenital define la NIC como un aumento en la
creatinina plasmatica >0,5 mg/dL (44,2 umol/L), o un incremento =25 % respecto a la
creatinina basal a las 48-72 horas tras la exposicién al contraste, cuando otras
explicaciones para el deterioro renal han sido descartadas (Mehran y Nikolsky, 2006).
Esta creatinina alcanza su valor maximo a los 3-5 dias y regresa a niveles basales
pasadas 1-3 semanas (Chalikias et al., 2016). Esta es la definicién mas aceptada en la
clinica, aunque existen guias o ensayos clinicos que establecen otras ligeramente

distintas (Tabla 2).

Criterio Definicion
AKIN M Crpi 20,3 mg/dL o 250 % u oliguria

KDIGO ™ Crpi 20,3 mg/dL o 1,5-1,9 veces basal u oliguria
RIFLE M Crp> 0,5 mg/dL o | TFG > 25 % u oliguria

Tabla 2. Definicion de la nefropatia inducida por contrastes segun los criterios AKIN (Acute
Kidney Injury Network), KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) y RIFLE (Risk—
Injury—Failure—Loss—Endstage renal disease).

Crpl: creatinina plasmdtica, TFG: tasa de filtracion glomerular.

Adaptado de Chalikias et al., 2016.

La NIC es la tercera causa de dafio renal agudo (DRA) adquirido en los hospitales,
siendo aproximadamente un 11 % del total de los casos, por detras de la alteracion
de la perfusién renal y del uso de medicamentos nefrotdxicos (Nash et al., 2002). De
esos casos, la mitad de ellos se producen en pacientes sometidos a cateterismo
cardiaco o intervenciones coronarias percutaneas, por ejemplo, angioplastias
(Azzalini et al., 2016). Tras un procedimiento de este tipo, la incidencia de la NIC varia
entre un 3 %, en pacientes con una funcién renal basal normal, y un 40 % en
pacientes que sufren insuficiencia renal crénica (Ozkok y Ozkok, 2017). Los pacientes
qgue desarrollan NIC tienen una peor evolucién clinica y presentan una mayor
frecuencia de efectos adversos, prolongandose el tiempo de estancia hospitalaria o

incluso siendo necesario el ingreso en unidades de cuidados intensivos. La proporcion
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de pacientes en los que es necesaria didlisis es baja (inferior al 1 %), pero tiene un
gran impacto en el prondstico, con altas tasas de mortalidad tanto hospitalaria como

durante el primer afo tras haber sufrido la NIC (McCullough, 2008a).

Ademas de las consecuencias médicas, también los gastos econdmicos derivados son
resefiables. El mayor tiempo de estancia hospitalaria de los pacientes que desarrollan
NIC hace que se incremente el gasto sanitario en unos 12.000 euros en comparacion
con los pacientes que no desarrollan NIC. Si ademas durante la estancia es necesaria
terapia de remplazo renal, ese presupuesto aumenta en 15.000 euros (Aubry et al.,
2016). Corroborando estos datos, el estudio de Subramanian et al. (2007) concluyo
que si el tiempo que requerian dialisis se alargaba, el coste de ese procedimiento era

de 72.189 ddlares al afio.

A pesar de que la incidencia ha disminuido en los ultimos afios, pasando de
aproximadamente el 15 % de los pacientes al 7 % (McCullough, 2008b), el nimero
absoluto de pacientes que padecen NIC no se ha reducido. Esto es asi debido al
aumento en el numero de procedimientos intervencionistas en los que se
administran contrastes yodados, tanto en modalidades no cardiacas como en las
cardiacas, tales como la angiografia vascular o la implantacion transcatéter de valvula
adrtica respectivamente. Asi, el niumero de pacientes expuestos a medios de
contraste ha incrementado significativamente, y por tanto, el nimero en riesgo de

NIC (Rear et al., 2016).

1.3. PATOGENESIS DE LA NEFROPATIA INDUCIDA POR CONTRASTES

Los medios de contraste yodados originan dafio renal por varias rutas. Los
mecanismos causantes incluyen una alteracion de la hemodinamica renal debido a un
desbalance entre mediadores vasoconstrictores y vasodilatadores; originandose
como consecuencia isquemia renal. Ademas, también se encuentra implicado el
estrés oxidativo, que afecta a la viabilidad celular y agrava la situacién de hipoxia.
Todos estos mecanismos actuan de manera simultanea, aunque alguno puede cobrar

mayor importancia dependiendo del medio de contraste utilizado.
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1.3.1.Alteracion hemodinamica

La administracién de los medios de contraste origina una respuesta hemodindmica
bifdsica. Los primeros estudios, llevados a cabo en modelos caninos, mostraron que
tras la infusidn del contraste, inicialmente se producia una vasodilatacién, y como
consecuencia, un aumento en el flujo sanguineo renal. Posteriormente se producia un
descenso prolongado del flujo, de hasta 3 horas, debido a la vasoconstriccién de la
vasculatura renal (Tumlin et al., 2006). En humanos se ha visto que el flujo renal se
reduce hasta en un 50 % y ese efecto se prolonga durante 4 horas (Wong et al.,
2012). Esta respuesta bifdsica es Unica para el rifidn, pues en el resto de érganos los

medios de contraste inducen Unicamente vasodilatacion (Berg, 2000).

La disminucién en el flujo renal no es uniforme, afectando principalmente a la médula
renal. Los vasos que proveen de sangre a la médula renal derivan de la arteriola
eferente, y al llegar a la unién corticomedular surge una red de capilares
peritubulares denominados vasa recta descendente. Estos vasos estan formados por
células endoteliales y tienen la caracteristica de estar rodeados por pericitos, células
musculares que controlan el flujo sanguineo mediante la contraccion del vaso
(Pallone et al., 2003). Se ha demostrado que el lodixanol es capaz de disminuir el
diametro de la vasa recta descendente alrededor de un 50 % respecto a su valor
inicial, que es de 12-18 um, tanto en ratas como en humanos (Sendeski et al., 2012).
Teniendo en cuenta que el didmetro de los eritrocitos es de 8 um, dicha constriccidon
podria detener el flujo sanguineo hacia la médula (Sendeski et al., 2009a), lo cual
provocaria una hipoxia renal, pudiendo disminuir el aporte de oxigeno un 50-67 %
(Heyman et al., 2008). A este efecto contribuyen las propiedades fisicoquimicas de los
medios de contraste. Asi, a medida que el medio de contraste se va desplazando a
través de la médula se concentra cada vez mas, incrementando por tanto la
viscosidad y disminuyendo el flujo tanto tubular como sanguineo, y como
consecuencia el aporte de oxigeno (Seeliger et al., 2012). Otros estudios corroboran
esta teoria, al haberse comprobado la reduccién de la velocidad de los gldbulos rojos
y el aumento de la agregacion de los mismos en la vasa recta descendente (Liss et al.,
1996). Por tanto, la viscosidad del contraste influird de manera significativa en la

hipoxia medular, siendo mayor cuanta mas viscosidad presente el medio de contraste
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(Persson et al., 2005). Aunque la médula tiene mayor susceptibilidad a la
hipoperfusién, en la corteza renal también se puede ver reduccidn del flujo sanguineo

tras administrar un contraste yodado (Sendeski et al., 2012).

La vasoconstriccion se produce como consecuencia de la activacion de mecanismos
vasoconstrictores y la supresién de mecanismos vasodilatadores (Caiazza et al.,
2014). Entre las sustancias vasoconstrictoras que aumentan su actividad se
encuentran la angiotensina |l, la endotelina o la adenosina; y entre las sustancias
vasodilatadoras cuya actividad disminuye se encuentran el 6xido nitrico (NO) y las

prostaglandinas (Goldenberg, 2005).

Mediadores de la vasoconstriccion

Endotelina

La endotelina es un péptido enddégeno con actividad vasoconstrictora que ejerce sus
efectos, entre otras, en la vasculatura renal. En estudios con animales se ha
observado que, durante y tras la administracién de un medio de contraste, los niveles
tanto plasmaticos como urinarios de endotelina aumentan. Esto se evidencié en un
estudio preclinico, en el que diversos contrastes yodados provocaron un aumento de
esta sustancia en el plasma pasados solo 15 minutos tras su administracion. Este
aumento no se correlaciond con las propiedades fisicoquimicas del medio de
contraste, pues se administraron contrastes con osmolaridades variadas, no habiendo
diferencias. Ademas, el manitol, cuya carga osmatica es elevada, no provocé cambios

en el nivel de endotelina (Heyman et al., 1992).

Los efectos de la endotelina dependen de a qué receptor se una. Se han identificado
dos receptores de endotelina que median sus efectos vasculares, ETa y ETs. Se ha
postulado que, los receptores ETa, localizados principalmente en las células
musculares vasculares, son responsables de los efectos vasoconstrictores, mientras
gue los receptores ETs, localizados en el endotelio vascular, median los efectos
vasodilatadores transitorios de endotelina a través de la liberacién de NO (Seo et al.,
1994). Existen estudios en los que, tras la administraciéon de bloqueadores selectivos

del receptor ETa, se prevenia la disfunciéon renal originada por los medios de
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contraste (Bird et al., 1996; Pollock et al., 1997). Por tanto, el efecto negativo sobre la
vasculatura renal de endotelina estaria mediado por el receptor ETa y, bloqueando
ese receptor, la endotelina podria ser beneficiosa a través de los efectos mediados
por ETgs. De hecho, en otros casos en que eran bloqueados ambos receptores no se

observaba efecto beneficioso, o incluso el efecto era perjudicial (Wang et al., 2000).

Angiotensina ll

La vasculatura renal estad expuesta a niveles variables de angiotensina Il en funcién de
la actividad del sistema renina-angiotensina. Este sistema puede activarse como
consecuencia de la hipoxia renal o del aumento de sodio en el tubulo distal, debido a
la carga osmdtica originada por el medio de contraste. Se ha visto que el lodixanol
aumenta la respuesta vasoconstrictora a la angiotensina Il (Sendeski et al., 2009), y
gue ese efecto es mas acusado si los niveles de NO estan disminuidos (Sendeski et al.,
2012). Ademas, la angiotensina Il promueve la formacidon de especies reactivas de
oxigeno (ROS, de las siglas en inglés reactive oxygen species), contribuyendo al efecto

negativo de los medios de contraste (Sachse y Wolf, 2007).

Adenosina

La adenosina, un nucledsido procedente de la hidrélisis del ATP, regula numerosas
funciones fisioldgicas, tales como la contractilidad cardiaca, el tono muscular, la
liberacion de neurotransmisores o la funcién renal. La formacién de adenosina se
activa en condiciones de hipoxia (Vallon et al., 2006). La adenosina se une, con una
afinidad variable, a cuatro subtipos de receptores, A1, Ao, A2g y As. En el rifidn, la
funcién vascular modulada por adenosina esta mediada principalmente a través de
los receptores A1y Axq (Pflueger et al., 2000). La adenosina causa vasoconstriccion en
la arteriola aferente renal mediante la estimulacién de los receptores Aj, lo cual ha
sido comprobado tras observar que en arteriolas de ratones que carecian de
receptores A; no se producia ese efecto. Tras la interaccidon de la adenosina con su

receptor se produce un aumento del calcio intracelular, que inicia los efectos (Hansen
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et al., 2003). Los receptores Axq, por el contrario, producen vasodilatacién (Tang et al.,
1999). Asi, podria decirse que la adenosina tiene un papel en la homeostasis renal en

situaciones de hipoxia (Brezis y Rosen, 1995; Pflueger et al., 2000).

Mediadores de la vasodilatacion
Oxido nitrico

El NO se produce en las células endoteliales vasculares a partir de la arginina,
mediante la accion de la NO sintasa. Presenta un potente efecto vasodilatador y su
liberacion estd estimulada por acetilcolina, bradiquinina, endotelina, angiotensina Il y
situaciones de hipoxia (Wong et al., 2012). El NO reduce la reabsorcion de sodio en
los tubulos renales, por lo que disminuye el consumo de oxigeno y palia la hipoxia, y

ademas produce un aumento del flujo en la médula renal (Cowley et al., 2003).

En condiciones normales, las células endoteliales de la vasa recta descendente
producen NO. Cuando se administra un medio de contraste, la cantidad de NO
disminuye, asi como la sensibilidad de las células al mismo, no ejerciendo por tanto su
efecto vasodilatador (Murphy et al., 1998). Ademas, se ha comprobado que la
administraciéon de manera simultdnea al medio de contraste del inhibidor de la NO
sintasa Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) empeora la perfusion renal
(Sendeski et al., 2009). Asimismo, una disminuciéon en la cantidad de NO exacerba la

vasoconstriccion originada por la angiotensina ll.

Prostaglandinas

Las prostaglandinas se sintetizan en altas cantidades en la nefrona por accién de la
ciclooxigenasa. Las prostaglandinas que tienen mayor influencia sobre el rifidn son la
prostaglandina E2 (PGE2) y la prostaciclina, donde regulan la hemodinamica vy el
transporte tubular. Existen 4 receptores para la PGE2 en el rifidén. Los receptores EP1
y EP3 principalmente provocan vasoconstriccién e inhibicion de la reabsorcion de
sodio, mientras que los receptores EP2 y EP4 provocan vasodilatacién y disminucion

de la reabsorcion de agua. Ademas, el receptor EP2 amortigua los efectos
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vasoconstrictores de, entre otros, la angiotensina Il (Kim, 2008). Diversos autores han
estudiado la influencia de las prostaglandinas en la patogénesis de la NIC. Asi, Myers
et al. (2006) comprobaron que los medios de contraste provocaban una disminucion
de la PGE2. Otros autores han observado que la administracion de indometacina, un
farmaco inhibidor de la ciclooxigenasa potenciaba el dafio renal de los medios de
contraste, confirmando la influencia de las prostaglandinas en la patogénesis de la

NIC (Agmon et al., 1994).

1.3.2.Estrés oxidativo

Se define como estrés oxidativo al desequilibrio entre la produccién de ROS y la de
sustancias antioxidantes. Las ROS se producen en condiciones fisioldgicas, y en
concreto en la médula renal participan en la sefalizacién celular, en la regulacion de
la microcirculacidon y en el transporte tubular. Las ROS mds comunes son el anién
superoxido (Oz) y el radical hidroxilo (OH"), las cuales son muy reactivas; y el peroxido

de hidrégeno (H20,).

La hipoxia medular que se origina debido a la afectacion del flujo causada por el
aumento de la viscosidad sanguinea y del transporte tubular, origina la formacién de
ROS (Geenen et al., 2013), lo cual intensifica ain mas esta circunstancia. Ademas, las
ROS participan en la vasoconstriccion desencadenada por la endotelina y mediada
por los receptores ETa y ETg, sobre todo el O,y en menor medida el H,0; (Just et al.,
2008); y también en la originada por angiotensina Il. Las ROS también estdn
relacionadas con la adenosina, pues el catabolismo de este producto origina inosina y
posteriormente hipoxantina, la cual, mediante la accién de la hipoxantina oxidasa,
genera xantina y H,0». Este ultimo, junto con otras ROS, provocan la disminucién de
la concentracién de NO y como consecuencia de su efecto vasodilatador (Wong et al.,
2012). Ademas, el Oy reacciona con el NO, formandose peroxinitrito, el cual es aln
mas téxico. De hecho, la administracién en cultivos celulares de tempol, un mimético
de la superoxido dismutasa, enzima que degrada el Oy, evitd la vasoconstriccion
causada por el lodixanol (Sendeski et al., 2009). Esto confirma el importante papel del

03 en el dafio renal.

16



Introduccién

Ademas, ese aumento de ROS tiene otros efectos, entre los que se encuentra el dafio
de células endoteliales, mesangiales y tubulares (Peer et al., 2003). Debido a la
toxicidad sobre las células endoteliales se produce un deterioro funcional, el cual
afecta a la sintesis de NO (Sendeski et al., 2012). También se produce un aumento de
adenosina, debido a la desfosforilacion de AMP y ADP, consecuencia indirecta de la
disfuncion mitocondrial (Hardiek et al., 2001; Wong et al., 2012). El dafio originado

puede incluso provocar la apoptosis celular.

De manera general, la apoptosis puede tener lugar por dos vias, la extrinseca y la
intrinseca, dependiendo de cudl sea el origen de la sefal que provoca la muerte
celular (Sancho-Martinez et al., 2015). La via extrinseca se activa tras la unién de
distintos ligandos, por ejemplo, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o FasL, a
receptores transmembrana de muerte que inducen la cascada de apoptosis, que
finalmente lleva a la activacién de las caspasas 8 y 10 que conducirdn a la muerte
celular (Ried! y Shi, 2004). La via intrinseca, en cambio, es activada en respuesta a
dafios en el ADN u otras circunstancias de estrés intra o extracelular (Naziroglu et al.,
2013). Las distintas cascadas que se activan convergen en la mitocondria para activar
un mecanismo comun, el cual como aspecto mas significativo provoca la liberacion
del citocromo c desde la mitocondria. El citocromo c se une al factor 1 activador de la
proteasa de apoptosis (apaf-1) para activar la caspasa 9, la cual activara a su vez otras

caspasas que desencadenaran la apoptosis (Sancho-Martinez et al., 2015).

Los estudios llevados a cabo hasta el momento sugieren que los medios de contraste
originan apoptosis a través de la activacion de la via intrinseca. Se ha observado que
algunos medios de contraste alteran el balance entre las proteinas estimuladoras de
la apoptosis (Bax-2) y las inhibidoras (familia Bcl-2). Dicho desbalance origina la
liberacion del citocromo c vy la activacién de las caspasas 9 y 3, pertenecientes a la via
intrinseca. Por el contrario, las caspasas 8 y 10, pertenecientes a la via extrinseca, no
se activan (Romano et al., 2008; Valero, 2011). El estimulo por el que los contrastes

parecen inducir la apoptosis es la formacion ROS.
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Ademas, diversos estudios han demostrado que las ROS activan quinasas de estrés
como las MAPK (de las siglas en inglés mitogen-activated protein kinases, o proteinas
guinasas activadas por mitéogenos). En las células de los mamiferos hay tres
subgrupos de MAPK: las quinasas extracelulares reguladas por sefiales (ERK), las
guinasas N-terminales c-Jun (JNK), y las p38 MAPK. La primera via esta relacionada
con un aumento de la proliferacion celular, mientras que las otras dos se relacionan
con apoptosis (Son et al., 2013). Los medios de contraste activan tanto la via de JNK
como la de p38 como consecuencia del aumento de ROS (Lee et al., 2010; Quintavalle
et al.,, 2011), y ademas inactivan la via ERK1/2, lo cual tiene consecuencias en la
proliferacidn y supervivencia celular (Andreucci et al., 2006). La activacion de INK y de
p38 no solo provoca la apoptosis celular, sino que también estd implicada en el
aumento de la citocina proinflamatoria IL-8, y por tanto las células son mas propensas
a la inflamacion (Andreucci et al., 2014b). El proceso de apoptosis que tiene lugar se

recoge en la Figura 3.

MC ——— T ROS

MAPK

Proliferacion / p38 MAé JNK
celular

’]‘ Bax-2
J Bcl-2
. Liberacion de
Apoptosis Citocromo C
o. .
e ©®
@ e Apaf-1
e .3

Caspasa3 «——— Caspasa 9 3

Figura 3. Proceso de apoptosis celular desencadenado por los medios de contraste.
MC: medio de contraste; ROS: especies reactivas de oxigeno; MAPK: proteinas
quinasas activadas por mitégenos; ERK: quinasas extracelulares reguladas por sefiales; JNK:
quinasas N-terminales c-Jun; Apaf-1: factor 1 activador de la proteasa de apoptosis.
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Los efectos apoptdticos son mas acusados cuanto mayor sea la osmolaridad, pero no
son debidos en su totalidad a la carga osmoética, pues la viabilidad celular es menor en
células tratadas con medio de contraste que en aquellas tratadas con soluciones de
manitol de osmolaridad equivalente a los medios de contraste utilizados (Haller y
Hizoh, 2004). La viscosidad también influye en la citotoxicidad de los medios de
contraste. Asi, el uso de aquellos cuya viscosidad es alta provoca un aumento en la
viscosidad del fluido tubular y por tanto de la resistencia al flujo en los tubulos
renales (Persson et al., 2005). Como consecuencia, el contraste permanece durante
mas tiempo en los tubulos renales, lo que prolonga el contacto con las células

tubulares (Seeliger et al., 2012).

Otro hallazgo tras la exposicion a medios de contraste tanto in vitro como in vivo es la
aparicién de vacuolas en las células epiteliales tubulares (Andersen et al., 1994). Estas
vacuolas estan formadas por lisosomas y el contraste yodado que ha sido captado por
la célula mediante pinocitosis (Powell et al., 1995). A pesar de que la presencia de
estas vacuolas es un signo de NIC, si no se dan otras comorbilidades, no progresara a
necrosis de las células tubulares. Sin embargo, si se dan otros factores de riesgo
podria haber necrosis, con cierta relevancia clinica (Kiss y Hamar, 2016). La
vacuolizacién no se correlaciona con la osmolaridad, la viscosidad o la hidrofilia del

medio de contraste (Hardiek et al., 2001).

Por tanto, a pesar de las diferentes sustancias y mecanismos mencionados
anteriormente con implicacién en la patogénesis de la NIC, el mecanismo subyacente
de todos ellos parece ser el estrés oxidativo. La hipoxia generada inicialmente activa
la formacion de ROS que a su vez activa un ciclo de disfuncién endotelial y vascular y
de mecanismos reparadores que consumen oxigeno, que intensificardn aln mas la
hipoxia (Heyman et al., 2010). Un esquema de la patogénesis de la NIC estd recogido

en la Figura 4.
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Figura 4. Patogénesis de la nefropatia inducida por contrastes.
NO: 6xido nitrico; PG: prostaglandinas; Ang Il: angiotensina Il; ROS: especies reactivas de
oxigeno

1.4. FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo mas importantes relacionados con el paciente son la presencia
de enfermedad renal y la diabetes mellitus. El padecer hipertension arterial (HTA),
dislipidemia, mieloma multiple, tener edad avanzada o el uso concomitante de otros

farmacos también influyen.

1.4.1.Enfermedad renal previa

Independientemente de la causa, la disfuncién renal es el factor de riesgo mas
importante para la NIC. Cuanto mayor sea el valor basal de creatinina plasmatica,
mayor es el riesgo de padecer NIC, siendo la incidencia en pacientes con enfermedad

renal crénica de entre el 14,8 y el 55 % (Andreucci et al., 2014c).

Otras condiciones renales como la hipoperfusion renal o la presencia de un Unico
rifidn se han propuesto como factor de riesgo, aunque las investigaciones hasta el

momento no son concluyentes.
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1.4.2.Diabetes mellitus

En los pacientes diabéticos el riesgo de padecer NIC es el doble que en aquellos
pacientes que no sufren diabetes, independientemente de su funcidon renal basal
(Andreucci et al., 2014c). La mayor incidencia de NIC en pacientes diabéticos se ha
atribuido a varias causas. Asi, en los pacientes diabéticos la vasoconstriccion renal
mediada por los receptores A; de adenosina es unas 30 veces superior. Ademas, la
mayor sensibilidad del rifidn a la vasoconstriccién inducida por adenosina esta

mediada por una disminucién del NO (Pflueger et al., 2000).

Otro hecho importante es que los pacientes diabéticos tienen una mayor
concentracion de la enzima convertidora de endotelina, encargada de la sintesis de la
misma. Esto hace que haya mayor cantidad de este mediador y por lo tanto afecte a
la hemodindmica renal y al transporte tubular (Khamaisi et al., 2008). Estos
mecanismos son comunes a algunos de los que se encuentran detrds de la
patogénesis de la NIC, por lo que es comprensible que los pacientes diabéticos

presenten mayor susceptibilidad a padecerla.

Si al hecho de padecer diabetes se le suma tener disminuida la funcion renal, el riesgo
es incluso mayor. De esta manera, el 56 % de los pacientes diabéticos que también
presentan insuficiencia renal, desarrollan NIC con progresion a fallo renal irreversible

(Gleeson y Bulugahapitiya, 2004).

1.4.3.Hipertension arterial

La HTA es un factor precipitante de la NIC en pacientes sometidos a intervenciones
coronarias (McCullough et al., 2006), pudiendo suponer un incremento del riesgo de

mas de 4 veces respecto a pacientes sin HTA (Conen et al., 2006).

Los mecanismos por los que se produce esta patologia son numerosos, destacando
entre ellos la alteracion del sistema renina-angiotensina, que tiene como
consecuencia la sobreproduccion de angiotensina Il, la disminucion de mediadores
vasodilatadores, como el NO o la prostaciclina, y el aumento de ROS (Hall et al., 2012;

Oparil et al., 2003). Todos ellos son mecanismos comunes a los que se postulan como
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etiopatogénicos de la NIC lo cual justificaria el que se produzca una mayor incidencia

de NIC en pacientes hipertensos.

1.4.4.Edad

Las razones por las que el riesgo de NIC es superior en personas de edad avanzada
estan probablemente relacionadas con los cambios en la funcién renal y en los vasos

que se producen al envejecer.

Con la edad, en muchos individuos disminuye la tasa de filtracion glomerular (TFG) y
el flujo sanguineo renal, a pesar de que no se aprecien cambios en la creatinina
plasmatica. Esto es debido a la pérdida de masa renal, lo que produce una
disminucion en el nimero de glomérulos y cambia su aspecto morfolégico (Weinstein

y Anderson, 2010).

Ademas de los cambios morfoldgicos, también cambia la actividad o la respuesta ante
mediadores vasoactivos. Se incrementa la sensibilidad a estimulos vasoconstrictores y
disminuye la capacidad vasodilatadora. Uno de los cambios mas destacados es la
disminucion del NO, lo cual puede deberse a un menor aporte de arginina, precursor
del NO, o a una mayor degradacién de la NO sintasa, encargada de la sintesis

(Weinstein y Anderson, 2010; Zhou et al., 2008).

Ademas de estos cambios atribuibles a la edad, estos pacientes presentan una mayor
incidencia de otras comorbilidades como son la diabetes mellitus o la HTA, lo cual

contribuye al riesgo a padecer NIC.

1.4.5.Hipercolesterolemia

Los niveles altos de colesterol alteran la vasorrelajaciéon dependiente del endotelio.
En estudios llevados a cabo en animales de experimentacién se ha observado que, la
administracion de un medio de contraste en ratas alimentadas con una dieta con alto
contenido en colesterol durante un largo periodo de tiempo provocaba un aumento

en la creatinina plasmatica, lo cual no sucedia con las ratas alimentadas con una dieta
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normal. Ademas, la produccién de NO en las ratas con una dieta rica en colesterol era
menor (Andrade et al.,, 1998; Yang et al., 2012). En humanos también se ha
demostrado que la hipercolesterolemia provoca una disfuncién endotelial que afecta

a la accion de la vasodilatacion dependiente de NO (Creager et al., 1990).

1.4.6.Factores relacionados con el medio de contraste

El volumen de contraste es el principal factor de riesgo modificable de la NIC,
existiendo una correlacion directa. Si ademas existen otros factores de riesgo, o se
administran varias dosis en un corto periodo de tiempo, la NIC puede aparecer
incluso con voliumenes de medio de contraste relativamente bajos, llegando en

algunos casos a requerir didlisis (Mehran y Nikolsky, 2006).

Las angiografias coronarias son uno de los procedimientos en los que se necesitan
mayores volimenes de medio de contraste. Los pacientes en los que se realiza este
tipo de estudio, que en su mayoria presentan otras comorbilidades, son los que mas

frecuentemente padecen NIC (Andreucci et al., 2014b).

Como ya se ha visto anteriormente, la osmolaridad y la viscosidad del medio de
contraste pueden influir en la incidencia de la NIC. Los contrastes de alta osmolaridad
provocan una incidencia mayor de NIC que los de baja osmolaridad, entre el 5-12 %,
frente al 1-3 %, respectivamente. Por ello, especialmente en los pacientes que ya
tienen dafio renal, es recomendable el uso de contrastes de baja osmolaridad
(Andreucci et al., 2014a). Sin embargo, el lodixanol, el medio de contraste con menor
osmolaridad, presenta una alta viscosidad, razén por la que quizd no se han
encontrado grandes diferencias respecto a las ventajas de usar lodixanol o medios de

contraste de baja osmolaridad (Persson et al., 2005).

1.4.7.Uso concomitante de otros farmacos

Algunos farmacos con potenciales efectos toxicos sobre el rifiédn hacen que este sea

mas vulnerable a la nefrotoxicidad de los medios de contraste. Entre estos farmacos
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se encuentran los antibidticos aminoglucdsidos, el cisplatino o la ciclosporina A; asi
como aquellos que inhiben el efecto vasodilatador local de las prostaglandinas, como
es el caso de los antinflamatorios no esteroideos (AINEs) (Gleeson y Bulugahapitiya,
2004). Siempre que sea posible se aconseja la discontinuacién del tratamiento con
estos farmacos antes de la administracion del medio de contraste, aunque en algunos
casos, como con los inmunosupresores tacrdlimus y ciclosporina A, esto no es posible
(Erley, 2006). Con los aminoglucdsidos la situacion es parecida, por lo que se
recomienda usar la menor dosis posible y monitorizar los niveles de antibiodtico

(Andreucci et al., 2014c).

1.4.8.Reduccion del volumen sanguineo

La reduccion del volumen intravascular, la hipotensién prolongada y la deshidrataciéon
contribuyen a la disminucidn de la perfusion renal, lo que potencia el dafio isquémico
gue causan los medios de contraste. Algunas de las circunstancias clinicas en las que
se da esta situacién son, por ejemplo, la insuficiencia cardiaca o la combinacion de
varios tratamientos hipertensivos, como podria ser inhibidores de la enzima

convertidora de angiotensina (IECAs) y diuréticos (Gleeson y Bulugahapitiya, 2004).

1.4.9.Mieloma muiltiple

La primera vez que fue descrita la NIC fue en un paciente con mieloma multiple al que
se le realizaba una pielografia. Los pacientes con mieloma multiple tiene un riesgo
alto de dano renal, debido a la produccidén excesiva de cadenas ligeras libres de
inmunoglobulinas, proteinas que en el rifndn originan citotoxicidad (Hutchison et al.,
2012). La administracién concomitante de un contraste radiolégico provocaria una
nefropatia obstructiva por la precipitacion del medio de contraste y las proteinas. Sin
embargo, si no existen otros factores de riesgo, la incidencia de NIC en pacientes con

mieloma multiple es baja (Gleeson y Bulugahapitiya, 2004).
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2. NUEVAS PERSPECTIVAS FRENTE A LA NEFROPATIA
INDUCIDA POR CONTRASTES

2.1.DIAGNOSTICO TEMPRANO

En clinica, el diagndstico de la NIC se basa Unicamente en la medida de los niveles
plasmaticos de creatinina, que comienzan a aumentar a las 24-48 horas tras la
administracion del medio de contraste, alcanzan su maximo valor entre el tercer y el
quinto dia y finalmente regresan a valores normales en las dos semanas posteriores

(Chalikias et al., 2016).

La creatinina es un compuesto con un peso molecular de 113 Da derivado del
metabolismo de la creatina en el musculo esquelético y de la ingesta de carne en la
dieta. Se libera al plasma de manera relativamente constante y posteriormente se
filtra en el glomérulo, tras lo cual no es ni reabsorbida ni metabolizada por el rifién
(Bagshaw y Bellomo, 2007). Debido a este mecanismo, cuando disminuye la filtracion
glomerular, este compuesto aumenta en la sangre, por lo que los niveles plasmaticos
de creatinina se utilizan para la estimacion de la TFG (Stevens et al., 2006). Sin
embargo, a pesar de la aparente utilidad para la valoracion de la funcién renal, la
medicion de la creatinina plasmatica presenta ciertas limitaciones. Asi, los niveles de
creatinina parecen no mostrar un aumento significativo hasta que la funcidn renal ya
ha disminuido en un 50 % (Bagshaw y Bellomo, 2007), debido a mecanismos de
compensacion para evitar su acumulacidon, como el aumento de su secrecion tubular,
o el de la capacidad de filtraciéon de las nefronas que no estan dafiadas (Figura 5). Es
por eso que las definiciones actuales del DRA consideran que un aumento de tan solo
0,3 mg/dL de creatina plasmatica ya supone una reduccién de mas del 50 % de la TFG,

cambios que ya afectan a la mortalidad (Bonventre et al., 2010).
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Figura 5. Evolucion del dafio renal, la tasa de filtracion glomerular y la creatinina
plasmadtica.
Adaptado de Sancho-Martinez et al. (2015).

Otro factor a tener en cuenta es que los niveles de creatinina sérica que presenta
cada individuo pueden variar en funcién de la edad, el sexo, el estado nutricional o Ia
masa muscular. También en ciertas situaciones patolégicas como son la rabdomidlisis
o la cetoacidosis se modifican los niveles (Bagshaw y Bellomo, 2007). Por ultimo, ante
una disminucion abrupta de la TFG como consecuencia de un dafio agudo, el
aumento en los niveles de creatinina plasmatica se observa pasadas 24-48 horas, lo
cual retrasa tanto el diagndstico como la intervencién correspondiente (Waikar y

Bonventre, 2009).

Por ello, dadas las limitaciones que presenta la creatinina en el diagndstico del dafio
renal, se hace cada vez mas necesaria la utilizaciéon de biomarcadores que permitan
un diagndstico temprano y que, de ser posible, den informacion sobre el lugar de la

lesidn y sean capaces de monitorizar la progresiéon del dafio.

2.1.1.Biomarcadores de daifo renal temprano

En los dltimos afios se han identificado diversos biomarcadores que presentan
mejores caracteristicas que la creatinina plasmatica con respecto al diagndstico del
dafo renal, y que han sido validados en diferentes escenarios clinicos, a los que se les

ha denominado biomarcadores de dafio renal temprano (Sirota et al., 2011).
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Los biomarcadores de dafio renal temprano que mas se han usado en el contexto de

la NIC, tanto en estudios preclinicos como clinicos se describen a continuacion.

Lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrofilos

La lipocalina asociada a la gelatinasa de neutréfilos (NGAL) es una proteina de 25 kDa
perteneciente a la superfamilia de las lipocalinas que expresan las células del sistema
inmune, los hepatocitos y las células epiteliales de los tubulos renales (Malyszko,
2010). Fue identificada como potencial marcador urinario de dafio renal en el afio
2003 y desde entonces se ha estudiado en modelos animales, en los que se ha
comprobado un aumento temprano de su transcripcion como consecuencia de un
dafo isquémico, especialmente en las células del tubulo proximal (Sirota et al., 2011).
Una de las limitaciones de este marcador es que sus niveles en orina aumentan como
consecuencia de infecciones del tracto urinario o sepsis, lo cual puede limitar su

especificidad (Bonventre et al., 2010).

Numerosos estudios, tanto preclinicos como clinicos, han estudiado la utilidad de
este marcador para el diagnéstico del dafio renal producido por los medios de
contraste. Asi, en estudios realizados en ratas se ha observado un aumento de NGAL
en plasma y rifién tan solo 2 horas después de la administraciéon del medio de
contraste, mientras que la creatinina plasmatica aumentaba pasadas 48 horas (Li et
al., 2016). Resultados similares han sido obtenidos en el &mbito clinico. En un estudio
realizado con pacientes pediatricos sometidos a cateterismo cardiaco, tanto la NGAL
plasmatica como urinaria aumentaron pasadas dos horas de la administracion del
contraste, y fue util como marcador temprano de la NIC (Hirsch et al., 2007). En
pacientes adultos también se ha visto este resultado (Ling et al., 2008). Por tanto, la
NGAL seria un biomarcador urinario temprano y sensible, util para diagnosticar de

manera precoz el dafio causado por los medios de contraste.

N-acetil-B-D-glucosaminidasa
La N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) es una enzima lisosomal situada
principalmente en los tubulos renales. Se ha observado un aumento de NAG como
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consecuencia de la exposicion a farmacos nefrotdxicos, incluyendo los medios de
contraste, toxicos ambientales o isquemia tubular (Han et al., 2008). Las ventajas que
presenta este marcador son que, pequefias alteraciones en las células epiteliales de
los tubulos proximales provocan un aumento de NAG en orina; y que la cuantificacidon
es simple y reproducible. Sin embargo, tiene algunos inconvenientes, como que es
inhibida por la urea endégena asi como por algunos nefrotdxicos o metales pesados;
0 que en situaciones como la artritis reumatoide o el hipertiroidismo los niveles

urinarios de NAG aumentan sin que haya dafio renal (Vaidya et al., 2008).

Respecto a la utilidad de este marcador en el diagndstico temprano del dafio renal
producido por los medios de contraste, en estudios preclinicos se ha observado un
aumento de la excrecion de NAG en ratas que recibian diferentes medios de
contraste con propiedades fisicoquimicas distintas (Soejima et al., 2003). Por su
parte, estudios en pacientes también han observado ese aumento tras recibir un

medio de contraste, anticipandose al aumento de creatinina sérica (Ren et al., 2011).

Molécula de dafio renal 1

La molécula de dafio renal 1 (KIM-1) es una proteina transmembrana tipo |, con un
dominio de inmunoglobulina y mucina, cuyo peso molecular es aproximadamente 70
kDa, descrita por primera vez en el afio 1998. Se expresa en muy baja cantidad en el
tejido renal sano, pero tras un dafio en el rifién su cantidad aumenta de manera muy
considerable (Sirota et al.,, 2011). Esta implicada en la adhesién, crecimiento y
diferenciacién celular (Malyszko, 2010), y confiere a las células epiteliales renales
fenotipo fagocitico, pudiendo eliminar las células muertas originadas como
consecuencia de la isquemia (Bonventre, 2009). KIM-1 ha demostrado ser util en el
diagndstico del dafio renal originado como consecuencia de la administracién de
diversos farmacos, como el cisplatino, la vancomicina o la ciclosporina; y de metales

pesados como el mercurio, el cromo o el cadmio (Bonventre, 2009; Zhou et al., 2008).

La utilidad de este marcador para el diagndstico del dafio renal originado por los
medios de contraste no ha sido muy estudiada en el ambito de la clinica. Se ha visto

que los niveles urinarios de KIM-1 tras la implantacion de un stent, intervencion para
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la cual es necesaria la administracion de un medio de contraste, reflejan de manera
mas temprana que la creatinina plasmatica los cambios en la funciéon renal (Liao et al.,
2019). El estudio de Torregrosa et al. (2015) también comprobé la capacidad de este
marcador para diagnosticar el dafio renal causado por los medios de contraste en

pacientes a los que se les realizaba una angiografia.

Interleuquina-18

La interleuquina-18 (IL-18) es una citoquina proinflamatoria cuya sintesis se induce en
el tubulo proximal y se puede detectar en la orina tras un dafo renal agudo. Los
estados inflamatorios que provocan la liberacidn de esta y otras citoquinas pueden
ser tanto la consecuencia del dafio renal, como una causa del aumento del riesgo de
padecer dafio (Bagshaw y Bellomo, 2007). La IL-18 esta implicada en diversas
enfermedades inflamatorias, como son la artritis, la esclerosis multiple, la hepatitis, la
psoriasis o el lupus eritematoso (Vaidya et al., 2008). Ademas de su papel en la
respuesta inmune, esta citoquina también media en la produccion del dafio
isquémico en el corazon, el cerebro y el rifidn (Sirota et al., 2011). En este ultimo, sus
niveles también pueden aumentar como consecuencia de una nefritis inflamatoria o

de los efectos nefrotéxicos del cisplatino. (Vaidya et al., 2008).

Los estudios acerca de la utilidad de este marcador en relacién a la NIC son
controvertidos. Algunos autores han observado una posible utilidad de la IL-18 como
marcador temprano (Duan et al., 2013; He et al., 2014). Sin embargo, el estudio de
Bulent Gul et al. (2008) no encontré diferencias estadisticas en el nivel de IL-18 entre

los pacientes que desarrollaron NIC y los que no.

Cistatina C

La cistatina C, cuyo peso molecular es 13 kDa, es un inhibidor de la cisteina proteasa
que es sintetizada por todas las células nucleadas. Se filtra libremente en el
glomérulo, es completamente reabsorbida por el tubulo proximal y no sufre procesos
de secrecién (Soni et al., 2009). A diferencia de la creatinina, con la que comparte

estas caracteristicas, los niveles de cistatina C se ven menos influenciados por
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variables no renales como la edad, el sexo, o la masa muscular, por lo que parece ser
mas adecuada para la estimacidon de la TFG y para detectar cambios leves en la
funcion renal (Azzalini et al., 2016). Sin embargo, no se utiliza con este fin debido a
gue los niveles de cistatina C parecen estar influenciados por la funcién tiroidea, el
uso de terapia inmunosupresora o la presencia de inflamacion sistémica (Bagshaw y

Bellomo, 2007).

Pese a no sufrir secrecion ni reabsorcion en el rifdn, es metabolizada practicamente
en su totalidad por las células del tubulo proximal, por lo que su presencia en orina es
practicamente indetectable. En consecuencia, niveles elevados de cistatina C en orina

son indicativos de disfuncion tubular (Bagshaw y Bellomo, 2007; Vaidya et al., 2008).

En el contexto de la NIC, se han llevado a cabo numerosos estudios para evaluar la
utilidad de la cistatina C en la deteccidn precoz de la misma. Tanto en pacientes no
diabéticos con un nivel plasmatico basal de creatinina normal (Bachorzewska-
Gajewska et al., 2008), como en pacientes con diversos grados de dafio renal (Briguori
et al., 2010; Rickli et al., 2004), el nivel de cistatina C en plasma aumentaba pasadas 8

horas desde la administracion del medio de contraste.

Proteinas transportadoras de acidos grasos

Las proteinas transportadoras de acidos grasos (FABP) son pequefias proteinas
citoplasmaticas (15 kDa) que se expresan abundantemente en todos los tejidos que
sufren metabolismo de dacidos grasos. Se han identificado dos tipos de FABP en el
rifion, las de tipo hepatico en el tubulo proximal y las de tipo cardiaco en el tubulo
distal (Vaidya et al., 2008). Las de tipo hepatico son reabsorbidas en el tubulo
proximal y se localizan en el citoplasma de las células tubulares proximales, en el
higado y en el intestino (Cruz et al., 2010). El dafio tubular hace que estas proteinas
se liberen en la orina y de ahi su utilidad como marcador de dafio renal. Sin embargo,
sus niveles también aumentan en situaciones de dafo hepatico, lo que limita la
especificidad de este marcador (Bonventre et al., 2010). Aun asi, se ha visto un
aumento urinario de FABP de tipo hepatico en pacientes que sufrian NIC, tras solo 4

horas desde la administracion del medio de contraste, antes de que aumentase la
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creatinina plasmatica (Bachdrzewska-Gajewska et al., 2009; Nakamura et al., 2006).
Las de tipo cardiaco también se detectan en orina como consecuencia de un dafio
renal isquémico, pero su utilidad en la predicciéon del DRA no ha sido muy estudiada

(Damman et al., 2012).

2.1.2.Biomarcadores de predisposicion adquirida al daiio renal

Los marcadores anteriormente descritos proporcionan grandes ventajas con respecto
al diagndstico y tratamiento precoz del dafio renal, pues se adelantan a la creatinina
plasmatica en la deteccion del dafio. Sin embargo, es posible la intervencion de
manera aun mas temprana. En nuestro grupo de investigacion se ha desarrollado en
los ultimos anos un concepto innovador. Se ha demostrado que la exposicidén a
diferentes sustancias nefrotoxicas, tanto farmacos como contaminantes ambientales,
a dosis que no son téxicas para el rifién, lo sensibilizan a la accién de un nuevo
nefrotéxico, administrado también a dosis subtdxicas. A esta condicidon se la ha
denominado predisposicion adquirida al DRA, y se define como el estado de
sensibilizacién en el que se encuentra un paciente para sufrir un DRA si se ve
expuesto a una sustancia nefrotdxica a dosis que en un individuo sano no causarian
ningun dafio. Esta situacion no es posible detectarla con los marcadores de funcién
renal existentes en la clinica. La importancia de esta situacién reside en que,
individuos aparentemente no afectados por los efectos adversos de un tratamiento o
la exposicién a determinadas sustancias podrian estar, sin saberlo, mas expuestos a
desarrollar un DRA. Nuestro grupo ha llevado a cabo diversos modelos animales en
los que se ha reproducido esta condicion tras la exposicion a farmacos como la
gentamicina (Quiros et al., 2010) o el cisplatino (Vicente-Vicente et al., 2015); o a

contaminantes ambientales como el uranio (Vicente-Vicente et al., 2013).

Asociados a esta condicion se han identificado biomarcadores urinarios cuya
presencia fue indicativa del riesgo a padecer un DRA cuando se administraba un
compuesto potencialmente nefrotdxico, a dosis subtoxicas (Figura 6). Asi, en el
modelo de predisposicion por cisplatino se han identificado la transferrina, la

fumarilacetoacetasa o la albumina (Vicente-Vicente et al., 2015); y la proteina
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activadora del gangliésido GM2 (GM2AP) y la t-gelsolina en el modelo de

predisposicién por gentamicina (Quiros et al., 2017, 2010).

Agente nefrotdxico a Agente nefrotoxico a
dosis subtdxicas dosis subtoxicas
Rindn  Predisposicion Dafio renal
sano al dano renal temprano
Biomarcadores
Biomarcadores de tempranos: Biomarcador clasico:
predisposicion NGAL Creatinina plasmatica
NAG
KIM-1

Figura 6. Etapas en el desarrollo del dafio renal agudo cuando se administran varias dosis
de un agente nefrotoxico a dosis subtoxicas.

NGAL: lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrdfilos; NAG: N-acetil-b-D-
glucosaminidasa; KIM-1: molécula de dafio renal 1.

A continuacién, aparecen detallados los biomarcadores de predisposicidn

mencionados.

Fumarilacetoacetasa

La fumarilacetoacetasa, también denominada como fumarilacetoacetato hidrolasa, es
una enzima que participa en la uUltima etapa de la degradacion del aminoacido
tirosina (Cassiman et al.,, 2009). La deficiencia de esta enzima estad asociada con la
enfermedad hereditaria tirosinemia de tipo |, cuya incidencia es de 1 caso por cada
100.000 nacidos. Las principales manifestaciones que se producen como
consecuencia de la acumulacién de metabolitos toxicos son hepaticas, entre las que
se incluyen hepatomegalia, cirrosis o ictericia, aunque también se pueden producir

manifestaciones renales como acidosis tubular (Grompe, 2001).

En animales, se ha postulado que la apariciéon de fumarilacetoacetasa en orina es el
resultado de una alteracion en la filtracién glomerular o en los mecanismos de

reabsorcién tubular. Este hecho ha sido puesto de manifiesto por nuestro grupo de
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investigacion tras la administracion de cisplatino a dosis subtéxicas (Vicente-Vicente

et al.,, 2015).

AlbUimina

La albumina es una proteina no glicosilada con carga negativa, con capacidad de
unirse a ligandos y transportarlos, ademds de poseer propiedades antioxidantes y
enzimaticas. Con un peso molecular de 66 kDa, representa la mitad de las proteinas
presentes en sangre circulante (Quinlan et al., 2005). Es sintetizada por el higado, y es
responsable de mantener la diferencia de presion oncética entre el plasma y el
espacio intersticial, ademds de influir en la integridad de la microvasculatura y en la
respuesta inflamatoria. En condiciones normales, cierta cantidad de esta proteina
puede ser filtrada a través del glomérulo, pero después es reabsorbida en los tubulos

renales, por lo que la cantidad que se excreta en orina es muy baja (Gekle, 2005).

El aumento de la excrecidn urinaria de albumina se ha documentado en casos en los
que la barrera de filtracion glomerular estd afectada, asi como en la nefropatia
diabética, constituyendo por ello una manera de detectar el dafio renal de forma

temprana (Gekle, 2005).

En animales de experimentacién que recibian dosis subtdxicas de cisplatino (Vicente-
Vicente et al., 2015) o expuestos de manera crénica a dosis subtdxicas de nitrato de
uranilo, un nefrotdxico experimental (Vicente-Vicente et al., 2013), se ha observado
un aumento de la excrecidn urinaria de albumina, pudiendo ser indicativo de una

predisposicion oculta al dafio renal.

Transferrina

La transferrina es una glicoproteina de un peso molecular aproximado de 80 kDa que
esta presente en la sangre, la linfa y otros fluidos bioldgicos. Su funcién principal es
regular los niveles de hierro en los fluidos, pues se une al Fe3* transportandolo desde

los sitios de absorcién hasta los de almacenamiento y utilizacién, en donde es
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captado, junto con la transferrina, por endocitosis a través de receptor especifico de

transferrina (Li y Qian, 2002).

La cantidad de transferrina en orina en condiciones normales es baja, sin embargo, en
el sindrome de Fanconi, caracterizado por disfuncién de los tubulos proximales, los
niveles aumentan notablemente. Este hecho indica que, al menos hasta un cierto
punto, la transferrina es filtrada por el glomérulo y posteriormente reabsorbida por

los tubulos (Zhang et al., 2007).

Al igual que con la albumina, se ha visto un incremento en la excrecién urinaria de
este marcador en animales de experimentacion predispuestos al dafio renal tras la

exposicion a dosis subnefrotoxicas de cisplatino (Vicente-Vicente et al., 2015).

t-Gelsolina

La gelsolina es una proteina de 82-84 kDa que actUa sobre los filamentos de actina,
controlando su polimerizacién, y participa en procesos como la motilidad celular o la
fagocitosis (Silacci et al., 2004). También esta relacionada con ciertas situaciones
patoldgicas como la amiloidosis, el cancer o la inflamacién (Spinardi y Witke, 2007).
Ademas, durante la apoptosis y mediante la accidon de la caspasa 3, la gelsolina se
escinde en dos fragmentos, uno de ellos de 43 kDa denominado t-gelsolina (Ferreira

etal.,, 2011).

En ratas de laboratorio a las que se les administraban dosis subtdxicas del antibidtico
gentamicina se ha observado un aumento la excrecidén urinaria de t-gelsolina en
aquellas en las que posteriormente se desencadenaba un dafio renal (Quiros et al.,

2017).

Proteina activadora del gangliésido GM?2

La proteina GM2AP es una pequefia proteina, de unos 20 kDa, resistente a la accidn
de las proteasas, que normalmente esta localizada en los lisosomas (Rigat et al.,
1999). Su funcion es actuar como cofactor de la enzima lisosomal B-hexosaminidasa A

en la hidrélisis del gangliésido GM2, ademas de unirse y colaborar en el transporte de
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numerosos lipidos, incluida la fosfatidilcolina, el mas comin en los organismos
eucariotas (Higashi et al.,, 2010). La deficiencia congénita de la proteina GM2AP
origina una variante de gangliosidosis, una enfermedad neurodegenerativa severa
cuya esperanza de vida no llega a los 5 anos. En ella los gangliésidos se acumulan en
las células neuronales (Higashi et al., 2010; Rigat et al., 1999). También es capaz de
unirse e inhibir el factor activador de plaquetas (PAF), un fosfolipido que participa en

la cascada de sefalizacién de la inflamacion (Rigat et al., 2009).

En estudios con animales llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion, se ha
puesto de manifiesto un incremento en la excrecién de GM2AP en ratas expuestas a
dosis subtdxicas de gentamicina, constatando su utilidad como marcador de
predisposicion. Este incremento se ha relacionado con alteraciones en el manejo

tubular de esta proteina (Quiros et al., 2010).

2.2. TERAPIAS PREVENTIVAS

En base a los mecanismos implicados en la patogénesis de la NIC, numerosas

estrategias han sido estudiadas con la finalidad de prevenir su aparicion.

2.2.1.Prevencion de las alteraciones hemodinamicas

La alteracidon de la hemodinamica renal estd implicada de manera directa con la
nefrotoxicidad de los medios de contraste. Por ello, diversos compuestos dirigidos a
paliar los efectos de los mediadores vasoconstrictores, o promover la vasodilataciéon

de la vasculatura renal se han estudiado como medida profilactica.

Hidratacion

Actualmente la suplementacidn con fluidos es la principal estrategia para la
prevencion de la NIC, siendo segura, efectiva y de bajo coste. La base tedrica define
que la expansidn de volumen inhibe el sistema renina-angiotensina-aldosterona vy

disminuye la liberacién de vasoconstrictores y la produccidon de ROS. También reduce
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el efecto téxico directo de los medios de contraste en las células tubulares al
disminuir la viscosidad de los mismos en los tubulos renales (Azzalini et al., 2016) y el
tiempo que permanecen en ellos como consecuencia del aumento de la diuresis
(Andreucci et al., 2014c). Son escasos los estudios en los que se evalua la utilidad de
la hidratacion de manera directa, debido al riesgo que supondria para los pacientes.
Su efecto beneficioso ha sido comprobado al observar, en los primeros articulos en
gue se describe la aparicion de NIC, que los pacientes estaban deshidratados (Stacul
et al.,, 2006). Ademas, en otros estudios se evidencid que, en los pacientes que
estaban adecuadamente hidratados, la incidencia de la NIC era mucho menor

(Eisenberg et al., 1981; Louis et al., 1996).

Existen numerosas diferencias en cuanto al tipo de fluido, la via de administracion o
la duracion de la suplementacién. Con respecto al tipo de fluido, la hidratacién puede
hacerse con fluido isoténico (suero salino al 0,9 %), hipotdnico (suelo salino al 0,45 %
suplementado con glucosa al 5 %) o con bicarbonato sddico (Mueller, 2006). En la
comparacion de la hidrataciéon con fluido isoténico o hipotdnico, parece ser mas
efectiva la hidratacion con suero isotdnico (Mueller et al., 2002). La hidratacion con
bicarbonato sddico estd basada en el efecto alcalinizante del mismo. Valores de pH
bajos aceleran la apoptosis como consecuencia de la formacién de ROS, por ello, la
administracion de bicarbonato mitigaria este efecto al aumentar el pH. Ademas, el
bicarbonato capta el peroxinitrito generado a partir del NO (Burgess y Walker, 2014).
En cuanto a la comparacién entre cloruro sddico y bicarbonato sdédico, diversos
metaanalisis han sido llevados a cabo a fin de dilucidar cual es mejor, sin embargo, los
resultados no son concluyentes. Algunos de ellos apuntan a que la hidratacién con
bicarbonato sédico es superior en cuanto a la prevencion de la NIC (Jang et al., 2012;
Navaneethan et al.,, 2009), mientras otros concluyen que se obtienen mejores
resultados con la hidratacidn con cloruro sédico (Zapata-Chica et al., 2015; Zoungas et

al., 2009).

La via de administracion mas cominmente usada es la intravenosa. Hasta hace unos
anos, los pacientes que iban a ser sometidos a cirugias cardiacas tenian restringida la
ingesta por via oral, incluyendo la de liquidos, debido al riesgo de vomitos y nauseas

originado por los contrastes y para facilitar la intubacion si fuera necesaria. Esa
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perspectiva ha cambiado y actualmente se permite la ingesta oral, por lo que la
suplementacion con liquidos puede realizarse por esta via (Mueller, 2006). De hecho,
si no existen otras contraindicaciones, se recomienda la ingesta de liquidos tanto

antes como después de la administracién del medio de contraste (Thomsen, 2003).

Los regimenes de hidratacidn aplicados son variables. Si se realiza por via intravenosa,
siempre que sea posible, la mejor estrategia es la administracion durante 12 horas
previas a la administracidén del contraste y entre 12 y 24 posteriores, a una velocidad
aproximada de 1 mL/kg de peso por hora. Si debido a la urgencia del procedimiento
no es posible, se puede administrar un bolus de 300 mL durante el procedimiento,

aunque la efectividad es menor (Bader et al., 2004; Krasuski et al., 2003).

En la practica clinica, la hidratacion se aplica de manera rutinaria y es el método
frente al cual se comparan el resto de las estrategias preventivas. De hecho, muchas
veces la hidratacion se aplica en combinacidn con otros compuestos potencialmente

protectores (Mamoulakis et al., 2017).

Antagonistas de adenosina

Debido a que la administracién de los medios de contraste origina vasoconstriccion
mediante el aumento de la secrecion de adenosina, diversos estudios han evaluado la
utilidad de antagonistas de adenosina, principalmente teofilina y aminofilina, en Ila
prevencion de la NIC. Los resultados obtenidos han sido inconsistentes. Asi, existen
autores que han observado que, en pacientes a los que se le administraba teofilina
como medida profilactica, el riesgo de NIC era menor (Huber et al., 2002; Kapoor et
al., 2002). En cambio, en otros estudios en que se administraba teofilina (Erley et al.,
1999), o aminofilina (Abizaid et al., 1999), de manera conjunta con la hidratacion, no

se obtuvo ningun beneficio adicional.

Fenoldopam

El mesilato de fenoldopam es un antagonista selectivo del receptor de dopamina, que

produce vasodilatacidn sistémica, periférica y de las arterias renales. Su uso en la
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prevencion de la NIC ademads se justifica con el hecho de que disminuye la resistencia
vascular renal y aumenta el flujo sanguineo. A pesar de que a priori presenta estos
efectos beneficiosos, los resultados obtenidos en estudios clinicos no han sido
concluyentes. Asi, aunque existen estudios a favor de la administracion de
fenoldopam como medida preventiva (Madyoon et al., 2001), otros autores no han
encontrado que el fenoldopam sea mas util que la hidratacion en la prevencion de la

NIC (Allagaband et al., 2002; Stone et al., 2003).

Otros

Existen otras sustancias que se han estudiado por su potencial beneficio sobre la
vasculatura renal. Asi, se ha estudiado la utilidad de administrar prostaglandina E; por
su capacidad vasodilatadora, bloqueadores de los canales de calcio, como
verapamilo, antagonistas de endotelina o L-arginina, precursor del NO; obteniéndose

resultados contradictorios (Stacul et al., 2006).

2.2.2.Prevencion del estrés oxidativo

Como se ha comentado anteriormente, el estrés oxidativo es un mecanismo
implicado de manera directa en la toxicidad celular de los medios de contraste. En
concreto, provoca apoptosis, y ademas participa en otras muchas causas de la
toxicidad, como la isquemia renal. Por ello, numerosos compuestos con propiedades

antioxidantes han sido estudiados como terapia preventiva de la NIC.

N-acetilcisteina

La N-acetilcisteina es la sustancia mas estudiada para prevenir el dafio renal originado
por los medios de contraste, tanto a nivel preclinico como clinico (Quiros et al., 2013),
debido a que es un potente antioxidante que capta una amplia variedad de ROS.
Ademas, podria actuar también incrementando la capacidad reductora de la célula o

incrementando los efectos biolégicos del NO, combinandose con él y formando S-
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nitrosotiol, un potente vasodilatador. Adicionalmente, aumenta la expresion de NO

sintasa (Gleeson y Bulugahapitiya, 2004).

Diversos estudios preclinicos han probado la eficacia de este compuesto. Por una
parte, en cultivos celulares se ha demostrado que la N-acetilcisteina es capaz de
prevenir la apoptosis inducida por varios medios de contraste con propiedades
fisicoquimicas diferentes, y que ese efecto es dosis dependiente. Este hecho parece
lograrlo mediante la inhibicidon de la activacién de la via intrinseca de la apoptosis
(Romano et al., 2008). Estos resultados han sido corroborados en estudios animales

(Gong et al., 2016; Ozturk et al., 2018).

A pesar de la eficacia demostrada en estudios preclinicos, los resultados en la clinica
no han sido concluyentes. Por un lado, algunos estudios manifiestan la eficacia de la
N-acetilcisteina en la prevencién de la NIC. Por ejemplo, Tepel et al. (2000)
observaron una disminucién de la incidencia tras administrar 600 mg de N-
acetilcisteina dos veces al dia, el dia anterior y posterior a la administracion del
contraste radioldgico, en pacientes con dafio renal previo. Otros estudios en cambio
no han mostrado resultados tan positivos. Este es el caso del estudio realizado por
ACT Investigators, (2011), en que se incluyeron 2308 pacientes, con al menos un
factor de riesgo de NIC, que eran sometidos a una angiografia. En este estudio se
probd la eficacia de N-acetilcisteina frente a la administracién de un placebo y se
observé que no habia diferencias en la incidencia de NIC entre ambos grupos. Otros
estudios similares tampoco obtuvieron resultados positivos (Allagaband et al., 2002;
Amini et al., 2009; Thiele et al., 2010). Es por ello, que el uso de N-acetilcisteina ya no

se recoge en las guias como medida preventiva.

Estatinas

Las estatinas son farmacos utilizados en el tratamiento de la hipercolesterolemia que
ademas presentan otros efectos pleiotrépicos. Asi, las estatinas mejoran la funcidn
endotelial y el flujo sanguineo, e incluso disminuyen el estrés oxidativo y la
inflamacién vascular (Liao y Laufs, 2005). En concreto, son capaces de aumentar la

cantidad circulante de progenitores de células endoteliales, de incrementar la
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cantidad de NO sintasa, de atenuar la produccion de ROS mediada por angiotensina |l
o de disminuir la sintesis de endotelina (Azzalini et al., 2016; Blum y Shamburek,
2009). Es por eso por lo que numerosos autores han evaluado la utilidad de las

estatinas en la prevencion de la NIC.

Estudios preclinicos en células han demostrado que la atorvastatina disminuye los
parametros de inflamacién y la apoptosis originada como consecuencia de
administrar lopamidol. Los estudios en animales han corroborado esos resultados (He
et al., 2017, 2016). Asi, se ha observado que el tratamiento con la simvastatina, la
atorvastatina o la rosuvastatina atenuaba los efectos renales de los medios de
contraste, mediante la modulacién de la apoptosis, el estrés oxidativo y la

inflamacién (Al-Otaibi et al., 2012; Deng et al., 2015; Su et al., 2014).

En clinica han sido numerosas las investigaciones llevadas a cabo para comprobar la
eficacia de las estatinas en la prevencién de la NIC. Asi, en un estudio clinico realizado
con casi 3.000 pacientes con diabetes mellitus y enfermedad renal crénica como
factores de riesgo asociados, se observd que la administracion de rosuvastatina
durante 5 dias (2 dias antes de administrar el contraste y 3 dias después) reducia el
riesgo de NIC (Khanal, 2014). Diferentes metaandlisis realizados también apuntan en
esta direccién (Liang et al., 2017; Liu et al., 2018; Zhang et al., 2018). Sin embargo, no

todos los estudios han podido demostrar esa eficacia (Bouzas-Mosquera et al., 2009).

Segun los resultados obtenidos en diversos metaanalisis, parece ser que los pacientes
gue mas se verian beneficiados del uso de estatinas como tratamiento preventivo son
aquellos que ademas padecen diabetes mellitus, enfermedad renal crénica o ambas
patologias. Sin embargo, existen grandes diferencias en cuanto a los tipos de
poblacién en los que se han llevado a cabo estos estudios, asi como en los regimenes
de tratamiento y los parametros utilizados para definir la NIC. Ademas, no se ha
podido establecer qué estatina es mas adecuada, ni en qué dosis o posologia debe
administrarse. Tampoco se ha dilucidado si Unicamente aquellos pacientes que no
estaban en tratamiento de manera previa con este farmaco experimentan beneficios,
o si pacientes en tratamiento cronico también se podrian beneficiar tras recibir una

dosis suplementaria (Vanmassenhove et al., 2016). Por tanto, aun no existen pautas
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para implementar su uso habitual en la practica clinica, siendo necesarios ensayos

adicionales para evaluar el beneficio del uso de estatinas.

Acido ascérbico (Vitamina C)

Debido a sus propiedades antioxidantes el acido ascorbico ha sido propuesto como
compuesto protector frente a la NIC. Sin embargo, los resultados obtenidos en
estudios clinicos no son concluyentes. Asi, hay estudios en los que la administracion
de 3 g de acido ascérbico antes de la realizacion de una angiografia o intervencién en
la que se utilizaba un medio de contraste, y 1 g diario durante los dos dias siguientes
era eficaz en la prevencion de la NIC (Alexopoulos et al., 2010; Spargias Konstantinos
et al., 2004). Otros autores en cambio niegan ese efecto protector (Boscheri et al.,

2007; Zhou y Chen, 2012).

a-tocoferol (Vitamina E)

La vitamina E posee propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, de ahi su
potencial capacidad preventiva de la NIC. En el estudio de Tasanarong et al. (2009) la
administracion profilactica de 525 Ul de a-tocoferol 48 y 24 horas previas y la mafiana
del procedimiento en que se requeria el medio de contraste, demostroé ser eficaz. Del
mismo modo, la administracion de 600 mg de vitamina E 12 h antes del medio de
contraste y de 400 mg 2 h después en combinacion con hidratacién con suero salino,
fue superior al placebo en la prevencién de la NIC en pacientes sometidos a una
angiografia (Rezaei et al.,, 2016). Sin embargo, otros estudios niegan el efecto
protector, no encontrando ningln beneficio adicional respecto a la hidratacién

(Kitzler et al., 2012; Nouri-Majalan et al., 2009).

Nebivolol

El nebivolol es un antagonista del receptor adrenérgico B1. Se ha postulado que este
compuesto ejerce su efecto protector por su accidon antioxidante y vasodilatadora

mediante el NO. Esto es debido a que el nebivolol aumenta la liberacién y
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biodisponibilidad del NO y evita su desactivacion. La accidon protectora se ha
demostrado en animales a los que se les administraba el farmaco por via oral durante
5 dias (Toprak et al., 2008). Los resultados han evidenciado que el nebivolol es capaz
de prevenir la disminucion del aclaramiento de creatinina y de los niveles de NO vy, a

la vez, de disminuir la necrosis tubular y el estrés oxidativo.

Estudios realizados en humanos también parecen obtener los mismos resultados,
aunque el nimero de pacientes es bajo, siendo necesarios mas estudios (Avci et al.,

2011; Glinebakmaz et al., 2012).

Quercetina

La quercetina es uno de los mds de 4.000 flavonoides presentes en plantas vy
productos vegetales, en concreto un flavonol que se encuentra abundantemente en
cebollas, manzanas, brécoli, bayas o té blanco (Formica y Regelson, 1995). A esta
sustancia se le han atribuido diversas propiedades biolégicas como antioxidante,
antiinflamatorio, antifibrético, antibacteriano, anticoagulante, antihipertensivo o

antiproliferativo (Boots et al., 2008).

La propiedad que mejor se ha descrito de la quercetina es la antioxidante. Dentro de
los flavonoides, la quercetina es el captador de ROS mas potente, debido a la
presencia de dos farmacdforos antioxidantes (Boots et al.,, 2008). La propiedad
antiinflamatoria se atribuye a la capacidad para inhibir las enzimas ciclooxigenasa y
lipooxigenasa, disminuyendo la formacidon de metabolitos inflamatorios (Nijveldt et

al., 2001).

Con respecto a la proteccidon que ejerce la quercetina frente a la toxicidad de los
medios de contraste, esta se ha observado en estudios preclinicos. Asi, en células
tubulares renales, se ha observado que la quercetina reduce los efectos toxicos del
medio de contraste, incrementando la viabilidad celular, por lo que se propone como
una posible terapia preventiva frente a la NIC (Andreucci et al., 2018). Ademas, en
ratas a las que se les administraba un extracto vegetal que contenia quercetina
durante 5 dias previos a la induccion de un dafio renal por medios de contraste, la

severidad del dafio era menor (Tasanarong et al., 2014).
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Estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion han demostrado, en
modelos animales, la capacidad nefroprotectora de este antioxidante. Asi, se ha
comprobado que la quercetina es efectiva en la prevencidn del dafio renal que causa
el farmaco antineopldsico cisplatino, sin que se vea afectada la capacidad antitumoral
(Sanchez-Gonzalez et al., 2011). También se evidencid la capacidad protectora frente
a la nefrotoxicidad causada por la exposicion crénica al cadmio, por sus propiedades
tanto antioxidantes como quelantes (Morales et al., 2006). Otros autores también
han demostrado esta capacidad protectora frente al dafio renal en modelos de
isquemia reperfusion. En ellos, la quercetina administrada de manera previa a la
induccion de la lesion, reducia el dafio y las secuelas inflamatorias, tanto por sus
propiedades antioxidantes como por su capacidad antiapoptética (Kenan Kinaci et al.,

2012; Shoskes, 1998).

Basados en los resultados descritos, la quercetina se presenta como un potencial
compuesto nefroprotector, que pudiera ser capaz de paliar o remitir los efectos
téxicos inducidos por los medios de contraste. La posibilidad de extrapolar estos
hallazgos a la clinica supondria un avance de cara a facilitar el uso de estas
intervenciones diagnodsticas de forma segura. Por ello, en este estudio se llevd a cabo
un ensayo clinico cuya estrategia fue la administraciéon de quercetina con el objetivo

de evaluar su capacidad para contrarrestar o amortiguar el desarrollo de la NIC.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Como se ha planteado en la introduccién, la NIC es una patologia con una elevada
incidencia, por ello el objetivo principal de este trabajo fue la busqueda de estrategias
gue ayudasen a prevenir, o al menos paliar, dicha nefrotoxicidad. Este objetivo se
aborddé mediante dos diferentes enfoques de actuacién: el diagndstico temprano vy el

tratamiento preventivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos para cada abordaje fueron los siguientes:

DIAGNOSTICO TEMPRANO

* Estudiar y caracterizar temporalmente, en un modelo experimental
animal, la predisposicion al dafio renal inducido por los medios de
contraste, e identificar posibles biomarcadores urinarios capaces de

detectar esa condicion.

e Evaluar la capacidad de los biomarcadores identificados en el objetivo
anterior para detectar la predisposicidn a la NIC. En este objetivo también
se evaluardn otros biomarcadores validados en diferentes modelos

experimentales por nuestro grupo de investigacion.

TERAPIA PREVENTIVA

e Evaluar la eficacia y la seguridad del flavonoide quercetina como posible

terapia para reducir la nefrotoxicidad de los medios de contraste.
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A.DIAGNOSTICO TEMPRANO

1. MODELO PRECLINICO

La primera estrategia planteada en esta Tesis Doctoral frente a la toxicidad de los
medios de contraste, fue la busqueda de nuevos marcadores capaces de detectar a
los pacientes susceptibles de padecer NIC antes de la administraciéon del contraste
yodado. Para ello, inicialmente se desarrollé6 un modelo animal de predisposicion al
DRA inducido por medios de contraste, en el que identificar biomarcadores urinarios
capaces de detectar esta condicidén. Tras identificar estos marcadores, en segundo

lugar, se evalué la utilidad de los mismos en pacientes cardidpatas.

1.1.CONSIDERACIONES LEGALES

El estudio descrito a continuacién respeta todos los aspectos contemplados por la
Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de septiembre de
2010 relativa a la proteccion de animales utilizados para fines cientificos; asi como
por el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en experimentacion y
otros fines cientificos, incluyendo la docencia; y por la Ley 32/2007, de 7 de
noviembre, para el cuidado de los animales, en su explotacion, transporte,
experimentacion vy sacrificio. El sacrificio de los animales se llevd a cabo siguiendo las
guias para la eutanasia de los animales de experimentacion detalladas en el Anexo |l

del RD 53/2013, basadas en el reglamento (CE) n.2 1099/2009 del Consejo.

Asimismo, todo el personal involucrado en el desarrollo de este estudio cumple con la
Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se establecen los requisitos de
capacitacion del personal que maneje animales utilizados, criados o suministrados

con fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

Ademas, el estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Bioética de la

Universidad de Salamanca.
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1.2.CARACTERISTICAS DE LOS ANIMALES Y CONDICIONES

En este modelo experimental se utilizaron ratas Wistar macho con una edad de 9
meses, procedentes del Servicio de Experimentacién Animal de la Universidad de
Salamanca. Se escogieron ratas de esta edad puesto que, estudios previos realizados
en nuestro laboratorio mostraron que las ratas de 2-5 meses no sufren dafio renal
tras la administracion de varias dosis de medio de contraste. Ademas, el uso de ratas
de 9 meses, edad avanzada, reproduce la situacién clinica, en la que la edad media de
los pacientes es elevada, particularmente en cardidpatas, en los que los
procedimientos diagndsticos que conllevan la utilizacion de contrastes son

frecuentes.

La estabulacidon en el animalario permitid asegurar unas condiciones ambientales
Optimas: temperatura de 20 °C, humedad aproximada del 60 %, tiempo diario de luz
(fotoperiodo) de 12 horas y actividad continua de los sistemas de renovacion y

filtracion de aire y olores.

Durante todo el periodo experimental, las ratas permanecieron en jaulas metabdlicas
individuales con acceso libre a agua y alimento (dieta estandar A04, Panlab®,
Barcelona, Espafia). Antes del comienzo del estudio fueron sometidas a un periodo de

acostumbramiento a las jaulas metabdlicas de 48 horas.

1.3.DISENO EXPERIMENTAL

En el disefio del estudio se plantearon tres grupos experimentales (Figura 7):

e Grupo Control (C): formado por 14 ratas, a las que se les inyectd suero
fisiolégico por via intravenosa los dias 0, 2 y 4 del experimento. El volumen de
suero inyectado era equivalente en proporcién al que se inyectd de lohexol a
los animales de los otros dos grupos experimentales.

* Grupo I+], con dos dosis de lohexol: formado por 8 ratas, a las cuales se les

inyectd lohexol por via intravenosa a la dosis de 3 g yodo/kg (Omnipaque®,
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concentracion 350 mg yodo/mL), los dias 0 y 2 y suero fisioldgico, también por
via intravenosa, el dia 4.

* Grupo I+I+I, con tres dosis de lohexol: formado por 21 ratas, a las cuales se
les inyectd lohexol por via intravenosa a la dosis de 3 g yodo/kg (Omnipaque®,

concentracion 350 mg yodo/mL), los dias 0, 2 y 4.

4 4 4
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lohexol =, Ratas Wistar @
o/ 1 R
% NaCl0,9 % i.v. /f 3 gyodo/kgi.v. @ 9 meses
Re'coglda de A Recogida de _|_ Sacrificio Rec9~gida
orina sangre de riflones

Figura 7. Modelo de predisposicion al dafio renal inducido por lohexol.
i.v.: intravenoso.

1.3.1.Administracion de los tratamientos

Se escogid la vena caudal de la cola de los animales para realizar la administracion
intravenosa, tanto del suero fisiolégico como del lohexol. En primer lugar, los
animales se anestesiaron por via inhalatoria con isoflurano (Vetflurane, Virbac) al 4 %
para inducir la anestesia y del 1,5 al 3 % para mantenerla. Con esta practica se evita

que el animal sufra dolor durante la administracion y ademas se facilita la
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manipulacion al investigador. Una vez anestesiado el animal, se procedio a canular la

vena caudal, para lo cual se utilizdé un catéter de 25 G (BD Insyte).

1.3.2.Recogida de muestras de orina y sangre

A lo largo del experimento se recogio la orina de las 24 horas previas los dias 0, 2, 4, 6
y 8. Antes de la recogida de la orina, en los colectores se afiadié 1 mL de aceite
mineral (Panreac) para evitar la evaporacion de la orina y 100 pL de azida sddica al
0,1 % para evitar la contaminacion bacteriana de la muestra. La orina recogida se
centrifugd a 2.000 g durante 9 minutos para eliminar restos de particulas sélidas y

posteriormente se alicuotd y se conservé a -80 °C hasta su posterior analisis.

La recogida de sangre se realizd de manera previa a la administracion de los
tratamientos, a través del catéter colocado en la vena caudal. Se recogid con la ayuda
de capilares heparinizados (Deltalab), los cuales fueron centrifugados posteriormente
a 11.000 rpm durante 3 minutos para separar la fraccion celular y plaquetaria del
plasma. Dicho plasma se recogid en tubos de 1,5 mL que se conservaron a -80 °C

hasta su analisis posterior.

1.3.3.Sacrificio y recogida de organos

El sacrificio de las ratas se llevd a cabo a distintos tiempos para obtener muestras de
rifidn para el estudio histoldgico. Asi, parte se sacrificaron a dia 4 y 6 con el fin de

obtener muestras histoldgicas. Los animales restantes se sacrificaron el dia 8.

En el momento del sacrificio se llevd a cabo la perfusion y extraccidon de los rifiones
tras la diseccion de las ratas. Para ello, las ratas fueron anestesiadas con
pentobarbital a una dosis de 50 mg/kg por via intraperitoneal. Una vez anestesiadas,
se colocaron en posicidn decubito supino sobre una tabla de microcirugia y se realizé
la apertura de la cavidad abdominal mediante laparotomia media con evisceracién.
Tras canular la bifurcacion iliaca con una canula tipo mariposa de calibre 21 G, se

realizd una perfusion con suero salino heparinizado al 0,1 % durante 8 minutos a una
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velocidad de 3 mL/min. Este protocolo asegura que el suero entra al organismo a una
velocidad fisiolégica, evitando que se produzcan alteraciones en el tejido. Una vez
realizada la perfusion, los rifnones se desencapsularon, se extrajeron y se conservaron

en formaldehido al 3,7 % estabilizado con metanol a 4 °C.

1.3.4.Estado fisioldgico de los animales

La monitorizacion del estado fisioldgico del animal se llevd a cabo cada dos dias
mediante el registro de su peso corporal, la observacion de su movilidad y del color

del pelo; asi como mediante el control del consumo de alimento y bebida.

1.4.EVALUACION DE LA FUNCION RENAL

1.4.1.Creatinina plasmatica y urinaria. Aclaramiento de creatinina.

Para la determinacién de la concentracion de la creatinina en el plasma y en la orina
se utilizé el kit comercial “Quantichrom® creatinine assay kit” de BioAssay Systems®
(Haywar, CA, EEUU). Este kit se fundamenta en el método de Jaffe (Jaffé, 1886),
segun el cual, la reaccién del acido picrico con la creatinina, en medio alcalino, da
lugar a un complejo coloreado, cuya intensidad de color es directamente

proporcional a la concentracion de creatinina en la muestra.

En cada tipo de muestra se siguio el protocolo sugerido. En el caso de las muestras de
plasma, en una placa de 96 pocillos se pipetearon 30 uL del plasma, asi como de los
patrones de la recta estandar preparada (rango 0-10 mg/dL de creatinina), y
posteriormente se afiadieron 200 pL de la mezcla de reactivos A y B del kit
(proporcion 1:1). La absorbancia se midié tras afiadir los reactivos y pasados 5
minutos de incubacidn. La longitud a la que se mide la absorbancia es 491 nm, para lo
cual se utilizd el lector de placas Multiskan FCR (Thermo Scientific®, Whaltam, MA,
EEUU). En el caso de las muestras de orina, la cantidad pipeteada fueron 5 uL de orina
previamente diluida (1:10), y de la recta estandar preparada (rango 0-50 mg/dL de

creatinina). Se afiadieron 200 pL de la mezcla de reactivos A, B y agua destilada
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(proporcién 1:1:2) y se midio la absorbancia del modo explicado anteriormente. Para
determinar la concentracién de creatinina de cada muestra o punto de la recta, se
calculé la diferencia entre la absorbancia obtenida a los cinco minutos vy la basal. Con
los datos obtenidos se determind la recta patrdn necesaria para, mediante
interpolacion inversa, calcular la concentracién de creatinina en las muestras,

teniendo en cuenta el factor de dilucidn en el caso de las muestras urinarias.

El aclaramiento de creatinina (Clc) se define como el volumen de plasma sanguineo
gue es depurado de creatinina tras su paso por el rifién, por unidad de tiempo. Este
parametro es un estimador fiable de la TFG. Para su calculo se utilizd la siguiente

féormula:

cl Concentracion de Creatinina urinaria x Flujo urinario
cr =

Concentracion de Creatinina plasmatica

1.4.2.Urea plasmatica

Para la determinacién de la concentracion de urea en el plasma se utilizd el kit
comercial “Quantichrom® Urea Assay Kit” de BioAssay System® (Hayward, CA, EEUU).
Este kit se fundamenta en el método de Jung (Jung et al., 1975), segun el cual, la urea
reacciona con dos moléculas, el ortoftalaldehido y el N-naptileno diamida, dando
lugar a un compuesto coloreado cuya intensidad de color es directamente

proporcional a la cantidad de urea presente en la muestra.

Siguiendo el protocolo, en una placa de 96 pocillos se pipetearon 5 pL de muestra
previamente diluida (1:10), y de los patrones de la recta estandar (0 a 50 mg/dL de
urea). Se afiadieron 200 pL de la mezcla de reactivos Ay B (proporcién 1:1) y se midio
la absorbancia tras 20 minutos de incubacién en oscuridad. Pasado ese tiempo se
midio la intensidad de color a 491 nm en el lector de placas Multiskan FC® (Thermo
Scientific®, Whaltam, MA, EEUU). La concentracién de urea se calculé por
interpolacion inversa utilizando la recta estandar de calibrado, y teniendo en cuenta

el factor de dilucion.
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1.4.3.Excrecidn urinaria de proteinas

La cuantificacion de la cantidad de proteinas excretadas en orina llevd a cabo
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). El fundamento de esta técnica se
basa en la formacion de un complejo azulado debido a la reaccién entre las proteinas
gue se hallan en la muestra y el colorante azul de Coomasie G-250, en medio acido
(reactivo de Bradford). La intensidad de color es directamente proporcional a la

cantidad de proteinas presente en la muestra.

Siguiendo el protocolo, en una placa de 96 pocillos se pipetearon 4 pL de las muestras
y de los patrones de la recta estandar (0-600 mg/L de albumina sérica bovina, BSA de
sus siglas en inglés). Posteriormente se afiadieron 200 pL del reactivo de Bradford v,
pasados 15 minutos de incubacion en oscuridad, se midid la absorbancia a 595 nm en
el lector de placas Multiskan FC® (Thermo Scientific®, Whaltam, MA, EEUU). Las
absorbancias obtenidas se interpolaron en la recta de calibrado para obtener la

concentracion de proteinas en la muestra.

Para calcular la excrecién diaria de proteinas se tuvo en cuenta el flujo urinario de

cada animal:

Excrecion diaria de proteinas = Concentracion de proteinas x Flujo urinario

1.5.ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Los riflones recogidos en los dias 4 y 6 del experimento, y que se conservaron en
formaldehido, se enviaron al Servicio de Patologia Molecular Comparada del Centro
de Investigacién del Cancer de Salamanca, donde fueron realizados los siguientes

procedimientos:

¢ Inclusién en parafina: en primer lugar, los rifiones se deshidrataron con
etanol en gradacidon creciente hasta llegar a etanol de 100 °.
Posteriormente se transfirieron a xileno y por ultimo se incluyeron en
parafina liquida a 60 ©°C, tras lo cual se dejaron solidificar a

temperatura ambiente.
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e Corte de los bloques: los bloques de parafina se cortaron con un
microtomo (Microm® HM 310, Thermo Scientific, Whaltam, MA, EEUU)
a fin de obtener secciones transversales de 5 um de grosor.

e Tincibn hematoxilina-eosina: los cortes histoldgicos fueron
desparafinados con xileno, rehidratados y posteriormente tenidos con
hematoxilina-eosina. Esta tinciéon emplea un colorante basico, la
hematoxilina, y otro de cardcter acido, la eosina. La hematoxilina tiene
afinidad por los acidos, por lo que se une a los acidos nucleicos y por
tanto tifie de azul los nucleos de las células. La eosina en cambio tiene
afinidad por los compuestos bdsicos, tinendo de color rosa el
citoplasma celular. De esta manera es posible el estudio de la
estructura morfoldgica de las células del tejido (Universidad de Vigo,

2018).

Los cortes histologicos que se obtuvieron fueron analizados y fotografiados con un
microscopio dptico Olympus BX51® acoplado a una cdmara digital Olympus DP70
colour® (Olympus®, Madrid, Espafia). Durante el analisis se observd el aspecto
general del rifidn y se evalud el estado de la corteza (integridad de los glomérulos y
de los tubulos proximales) y de la médula (integridad de los tubulos distales), asi

como de los vasos sanguineos y de la regidn intersticial.

1.6.CUANTIFICACION DE BIOMARCADORES DE DANO RENAL TEMPRANO
Y DE PREDISPOSICION

1.6.1.Excrecion urinaria de N-acetil-B-D-glucosaminidasa

La cuantificacidn de la cantidad excretada de esta enzima se realizo utilizando el kit
comercial “N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) assay kit” de Diazyme® (Poway, CA,
EEUU). El fundamento de este kit se basa en que la NAG hidroliza el compuesto 2-
metoxi-4-(2'nitovinil)-fenil 2 acetamida-2-deoxi- B-D-glucopirandsido (MNP-GlcNac)
en 2-metoxi-4-(2'nitrovinil)-fenol, producto coloreado cuyo maximo de absorbancia

se produce a una longitud de onda de 505 nm.
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Siguiendo el protocolo, se pipetearon 10 uL de la muestra de orina y de los patrones
de la recta estandar (0 a 49,1 UI/L) en una placa de 96 pocillos. Se afiadieron 150 pL
de la mezcla de reactivos 1y 2 (proporcidn 3:1) y se incubd la placa a 37 °C durante 5
minutos. Tras esa incubacién, se afiadieron 50 pL del reactivo 3 para parar la
reaccion. La absorbancia de cada muestra se midié utilizando el espectrofotometro
de placa EpochR® (Biotek®, Winooski, VT, EEUU). Con los datos obtenidos se calculd la
recta patrén correspondiente, a partir de la cual, por interpolacién inversa, se calculd
la actividad de NAG en cada muestra de orina. Para calcular la excrecion diaria de

NAG se tuvo en cuenta el flujo urinario de cada animal:

Excrecién diaria de NAG = Concentracioén de NAG x Flujo urinario

1.6.2.Excrecidn urinaria de lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrofilos, de la

molécula de dafio renal 1 y de albimina

La determinacidn de estos biomarcadores se llevd a cabo mediante kits comerciales
basados en la técnica del ensayo por inmunoabsorcidon asociado a enzimas (ELISA).
Para la evaluaciéon de la NGAL el kit empleado fue el “Rat NGAL ELISA kit 046 ®”
(BioPorto Diagnostics®, Hellerup, Dinamarca). Para cuantificar la KIM-1 se utilizé el kit
“Rat Kidney Injury Molecule 1 (KIM-1) ELISA kit CSB-E08808r®” (Cusabio Biotech®,
College Park, MD, EEUU); y para la cuantificacion de la albimina se empled el kit “Rat

Albumin ELISA kit E11-125®” (Bethyl Laboratories®, Montgomery, TX, EEUU).

La técnica de ELISA es un inmunoensayo en el que, para la deteccidon de un antigeno,
se emplean anticuerpos que directa o indirectamente originan una reaccion

colorimétrica cuantificable.

Para la evaluacion de los marcadores mencionados, la variante aplicada fue el ELISA
de captura o “tipo sandwich” (Figura 8). En este tipo, se utiliza una placa cuyos
pocillos vienen tapizados con un anticuerpo primario de captura que reconoce a la
proteina buscada en nuestras muestras. Las proteinas que quedan fijadas a ese
anticuerpo son reconocidas posteriormente por otro anticuerpo primario de

deteccidn, el cual estd marcado con biotina. Posteriormente se afiade la enzima
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peroxidasa de rabano picante (HRP, por sus siglas en inglés horseradish peroxidase)
conjugada con estreptavidina, la cual reconoce a la biotina y se unen. En el siguiente
paso se afiade 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), que es sustrato de la enzima, y la
reaccion que se desencadena origina un producto coloreado, cuya intensidad es
proporcional a la cantidad de proteina y se puede medir por espectrofotometria. El
equipo utilizado para ello fue el lector de placas Multiskan FC® (Thermo Scientific®,

Whaltam, MA, EEUU).

\¥/) Anticuerpode
raptura

\\({ Antizuerpode

dzteccion
/ ‘ . Bict na
Proteina @) Estrepwvidira
[ ] HRP

Sustrato {TMB)

Figura 8. Esquema representativo de los ELISAs llevados a cabo.
HRP: peroxidasa de rabano picante; TMB: tetrametilbenzidina.

El cdlculo posterior de la concentracion de NGAL, KIM-1 y albdmina en cada muestra
se realizd por interpolacién inversa utilizando la ecuacidon de las curvas de cuatro
pardmetros obtenidas a partir de soluciones de concentraciones conocidas de estas
moléculas. Para calcular la excrecion diaria de cada una de estas proteinas se tuvo en

cuenta el flujo urinario de cada animal:

Excrecién diaria de biomarcador = Concentracion de biomarcador x Flujo urinario

1.6.3.Excrecion urinaria de transferrina, t-gelsolina y de la proteina activadora del

gangliésido GM2

La determinacién de estas proteinas se llevé a cabo mediante la técnica de western
blot. El western blot es una técnica que permite separar e identificar proteinas de una
mezcla. En primer lugar, las proteinas de la muestra se separan mediante
electroforesis. Posteriormente son transferidas a un soporte sélido y por ultimo son

reconocidas en base a la especificidad antigeno-anticuerpo. (Yang y Mahmood, 2012).
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La técnica de electroforesis utilizada fue la SDS-PAGE, acronimo en inglés de sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (electroforesis en gel de

poliacrilamida con dodecilsulfato sddico), en condiciones reductoras.

A cada muestra se le afiadié tampon de carga (dodecilsulfato sédico 2 %, glicerol 10
%, Tris base 125 mM, azul de bromofenol 0,0005 %; B-mercaptoetanol 1 %; pH 6,8) y
posteriormente todas las muestras se calentaron a 90 °C durante 5 minutos. Una vez
pasado ese tiempo, se cargaron, en voliUmenes proporcionales al flujo urinario de
cada rata, en un gel de poliacrilamida con un gradiente ascendente de polimerizacion
(4-20 % Criterion TGX® Stain-Free Protein Gel, Bio-Rad Laboratories®, Hercules, CA,
EEUU). Mediante electroforesis vertical, las proteinas de la muestra se separaron en
funcién de su peso molecular, tras aplicar un voltaje de 130 V y gracias a la
conduccion proporcionada por el tampodn de electroforesis (Tris/Glycine Buffer 10 % y
SDS Solution 0,01 %, Bio-Rad Laboratories®, Hercules, CA, EEUU; diluido en agua
destilada). Ademds de las muestras, en cada uno de los geles también se cargd un
marcador de pesos moleculares, una serie de proteinas de pesos moleculares
conocidos tefiidas con colorantes para su identificacion en el gel (Page Ruler®
Prestained Protein Ladder, Thermo-Scientific®, Whaltam, MA, EEUU), y un control
positivo. Este es una muestra de orina que contiene la proteina buscada, se carga del

mismo modo en todos los geles y sirve como referencia para la cuantificacion.

Una vez separadas, las proteinas se transfirieron a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (Immun-Blot® PVDF Membrane, Bio-Rad Laboratories®, Hercules, CA,
EEUU) utilizando un tampdn conductor (Trans-Blot Turbo® Transfer Buffer 20 %, Bio-
Rad Laboratories®, Hercules, CA, EEUU; y metanol 20 % en agua destilada) y el equipo

Trans-Blot® Turbo™ transfer system (Bio-Rad Laboratories®, Hercules, CA, EEUU).

Los posibles residuos del proceso de transferencia fueron eliminados con tampdn de
lavado (Tris 1 M pH 7,5 2 %, NaCl 3 M 5 % y polisorbato 20 0,1 % diluido en agua
destilada). La membrana se bloqued con BSA al 3 % para ocupar los sitios
desprovistos de proteina y evitar la union inespecifica de los anticuerpos. A
continuacion, se incubd con una solucién que contiene el anticuerpo primario que
reconocerad la proteina objeto de estudio (Tabla 3). Tras retirar con tampdn de lavado
el exceso de anticuerpo no unido, se afiadié el anticuerpo secundario, que reconoce
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una zona especifica del anticuerpo primario, y esta conjugado con la enzima HRP. Esta
enzima, en presencia de perdxido de hidrégeno y luminol (Clarity® Western ECL
substrate, Bio-Rad Laboratories®, Hercules, CA, EEUU) catalizd una reaccion
guimioluminiscente cuya intensidad luminica fue captada por una pelicula fotografica
(Fuji Medical X-Ray Film, Fuji, Tokyo, Japdn) que se reveld utilizando el equipo Kodak®

Medical X-Ray Processor (Kodak®, Rochester, NY, EEUU).

La determinacién de la concentracién de proteina por esta técnica es
semicuantitativa y se utiliza como referencia el control positivo. Para ello, la pelicula
se digitaliza y la intensidad de color de la banda correspondiente se cuantifica
utilizando el programa informatico Scion Image® (Scion Corporation®, Frederick, MD,

EEUU).

Condiciones de Anticuerpo Condiciones de

Anticuerpo primario
incubacion secundario incubacion

a-Transferrina (1-20)
a-Cabra (6300-05,
(sc-22597, Santa Cruz 1:1.000 en BSA 1 %, 1:10.000 en BSA 1 %
Southern Biotech®,
Biotechnology®, Santa 12h4°C 45 min, T ambiente
AL, EEUUV)
Cruz, CA, EEUV)

a-Gelsolina (C-20) (sc-
a-Cabra (6300-05,
6505, Santa Cruz 1:600 en BSA 1 %, 1:10.000 en BSA 1 %
Southern Biotech®,
Biotechnology®, Santa 12 h,4°C 45 min, T ambiente
AL, EEUV)
Cruz, CA, EEUV)

a-Conejo (4052-05,
1:1.000 en BSA 1 %, 1:10.000 en BSA 1 %
a-GM2AP (propio) Southern Biotech®,
2 h, T ambiente 30 min, T ambiente
AL, EEUU)

Tabla 3. Relacion de anticuerpos primarios utilizados en los western blot, con sus
correspondientes anticuerpos secundarios y condiciones de incubacion.
BSA: albumina sérica bovina; GM2AP: proteina activadora del gangliésido GM2.
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1.7.ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Antes de llevar a cabo otros tests estadisticos, a los datos obtenidos se les aplico el
test de Grubbs para eliminar aquellos datos que fuesen andmalos (outliers). En

primer lugar, se calculd el pardmetro G experimental (Gexp) segun la formula:

|Valor sospechoso — Promedio|

Gexp = — z
p Desviacion estandar

Posteriormente se compard el valor de la Gexp con el G tedrico, recogido en la Tabla
de Grubbs para el tamafo de muestra estudiado (n) y con una probabilidad del 95 %.
En los casos en que el valor de la Gexp fuese mayor que el valor de la G tedrico, el valor

fue considerado un outlier (Miller, 2015).

Para la comparacién de los parametros cuantitativos entre los distintos grupos de
estudio, en primer lugar, se aplico el test de Kolmogorov-Smirnov para comprobar si
su distribucion se ajustaba a la normalidad (se asumid que se ajustaban a la
normalidad cuando el valor de p era superior a 0,05). En caso de ser asi, se aplicaron
test estadisticos paramétricos. Se realizd el test estadistico de andlisis de varianza
ANOVA para determinar las diferencias significativas entre mas de dos grupos de
datos, acoplado a un test de Scheffé; y el test t de Student para determinar la
existencia de diferencias significativas entre dos grupos de datos en un mismo dia de
estudio. Los p-valores inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.

Cuando el conjunto de datos no siguid una distribucién normal, se utilizaron test
estadisticos no paramétricos. Se empleé el test U de Mann-Whitney para comparar
las medianas de dos grupos en un mismo dia de tratamiento y el test de Kruskal-
Wallis para encontrar diferencias en un mismo grupo en los diferentes dias de
tratamiento. Se considerd que las diferencias eran estadisticamente significativas si el

valor de p era menor a 0,05.

Todos los test se realizaron utilizando el programa informatico IBM SPPS Statistics®

23 (International Business Machines®, Armonk, NY, EEUU).
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2. ESTUDIO CLINICO

El objetivo de este estudio era validar, en pacientes cardidpatas, si los biomarcadores
identificados en modelos preclinicos podrian ser utiles para diagnosticar la
susceptibilidad a padecer NIC antes de recibir el medio de contraste. Los resultados
positivos del mismo nos permitirian estratificar a los pacientes segln su riesgo y

poder tomar medidas preventivas.

2.1.CONSIDERACIONES LEGALES

El estudio clinico descrito a continuacidn respeta los principios éticos recogidos en la
Declaraciéon de Helsinki de la Asamblea Médica Mundial, el Convenio sobre los
Derechos Humanos y la Biomedicina del Consejo de Europa, la Declaracién Universal
sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos de la UNESCO, las disposiciones
de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica; asi como los
requerimientos establecidos por la legislacién espaiiola en el campo de la proteccién
de datos personales y la bioética. Ademas, el estudio recibié una evaluacion favorable
por parte del Comité FEtico de Investigaciéon Clinica del Complejo Asistencial

Universitario de Salamanca (CAUSA).

Antes de su inclusidon, todos los pacientes de este trabajo fueron informados
verbalmente del estudio que se estaba realizando. Ademas, se les entregd una “Hoja
de informacién al paciente”, tras la lectura de la cual cada paciente firmo el
consentimiento informado. (ANEXO 1). Puesto que era necesario el almacenamiento
de muestras bioldgicas en el Biobanco del CAUSA, también fue necesario que cada
paciente leyese y firmase el “Documento de consentimiento informado del Biobanco”

(ANEXO 11).

2.2.DESCRIPCION GENERAL

Se trata de un estudio observacional en el que se incluyeron pacientes procedentes

del Servicio de Cardiologia del CAUSA a los que se les administraba un medio de
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contraste como parte de su tratamiento diagndstico o intervencionista. Los
contrastes fueron administrados por via intravenosa siguiendo las guias de practica
clinica del hospital. Se utilizaron los medios de contraste lohexol, de baja osmolaridad
no idénico (concretamente Omnipaque®) o lodixanol, isoosmolar no idénico
(concretamente Visipaque®). El estudio no alteraba el procedimiento estandar a
seguir con los pacientes ni exigia ninguna actuacion o intervencion adicional. Ademas,
se realizé con la supervisidn y participacidon de diferentes profesionales acreditados.
Los facultativos del Servicio de Cardiologia se encargaron del reclutamiento,
tratamiento y seguimiento de los pacientes, asi como de la recogida de muestras y
datos bioquimicos de los pacientes. El personal docente e investigador fue el
responsable de elaborar los protocolos de actuacion, asi como de realizar las técnicas

analiticas y de procesar los resultados mediante estudios estadisticos.

2.3.PROTOCOLO Y DESARROLLO

2.3.1.Reclutamiento de pacientes

Los criterios de inclusién y de exclusidon establecidos fueron:
e Criterios de inclusion:
o Haber otorgado el consentimiento informado
o Ser mayor de edad
e Criterios de exclusion
o Presentar alguna enfermedad o situacién de importancia clinica que en

opinidn del investigador interfiriera en las evaluaciones del estudio.

Los pacientes podian retirarse libremente del estudio en cualquier momento sin

necesidad de dar explicaciones.

2.3.2.Recogida de datos

Se elabordé una base de datos en soporte informatico (Microsoft Office Excel® 2016,

Microsoft®, Redmont, WA, EEUU) en la que, de cada paciente, y tras preservar su
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identidad mediante un sistema de encriptacién previamente establecido, se recogio

la siguiente informacién (Tabla 4):

Datos descriptivos y antropomeétricos Edad

Sexo

Peso

Altura

indice de masa corporal
Enfermedades previas y factores de | Enfermedad renal previa
riesgo Hipertension arterial
Diabetes mellitus
Dislipidemia
Tabaquismo
Obesidad
Alcoholismo
Tratamientos farmacolégicos

Otros
Datos sobre el medio de contraste Tipo de medio de contraste
administrado Volumen administrado
Datos sobre la estancia hospitalaria Tiempo de estancia hospitalaria
Exitus

Tabla 4. Datos recogidos a partir de las historias clinicas de los pacientes incluidos en el
estudio clinico.

2.3.3.Recogida de muestras de sangre y orina

Se recogieron muestras de sangre en los siguientes tiempos:

e Antes de la administracién del medio de contraste.
e (Cada dia tras la administracion del medio de contraste, a razon de una
muestra diaria hasta el momento del alta, con la finalidad de comprobar la

evolucién de la funcidn renal.

Las muestras de sangre fueron enviadas al Servicio de Andlisis Clinicos del CAUSA. En
ellas se midid la creatinina plasmatica, utilizando un analizador automatico (Hitachi

917°®, Roche Diagnostics®, Mannheim, Alemania).
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En relacién con las muestras de orina, se recogid la muestra previa a la administracion
del medio de contraste, y se envid al Biobanco del CAUSA, donde fue centrifugada a
2.000 g durante 9 minutos y almacenada en alicuotas a -80 °C hasta su utilizacion

para las determinaciones analiticas.

2.3.4.Distribucion de los pacientes en los grupos de estudio

En funcion de los resultados obtenidos en las analiticas sanguineas, los pacientes

fueron distribuidos en los siguientes grupos:

e Grupo Controles: pacientes que no sufrieron NIC tras recibir el medio de
contraste.

e Grupo Casos: pacientes que, tras la administracion del medio de contraste,
sufrieron NIC. El criterio seguido fue el de la Sociedad Europea de Radiologia
Urogenital, que establece un aumento en la creatinina plasmatica de >0,5
mg/dL o un incremento 225 % respecto a la creatinina basal en un periodo de

hasta 5 dias tras la exposicion al contraste.

2.4.CUANTIFICACION DE BIOMARCADORES DE DANO RENAL TEMPRANO
Y DE PREDISPOSICION

2.4.1.Concentracion de creatinina urinaria

La concentracién de creatinina urinaria se determind utilizando el kit comercial
“Quantichrom® creatinine assay kit” de BioAssay Systems® (Haywar, CA, EEUU),
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 1.4.1 de esta seccién. Los valores
de creatinina urinaria se utilizaron para homogeneizar los resultados de los
marcadores urinarios analizados y asi obtener datos de excrecidn urinaria. Para ello

se empled la siguiente formula:

Concentracién urinaria de marcador

Excrecion urinaria de marcador = — - - —
Concentracion urinaria de creatinina
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2.4.2.Excrecion urinaria de proteinas

La cuantificacion urinaria de proteinas se llevd a cabo mediante el método de

Bradford, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 1.4.3 de esta seccion.

2.4.3.Excrecion urinaria de N-acetil-B-D-glucosaminidasa

La cuantificacidon de los niveles urinarios de esta enzima se realizd mediante el kit
comercial “N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) assay kit” de Diazyme® (Poway, CA,
EEUU) de acuerdo el procedimiento descrito en el apartado 1.6.1 de esta seccion. El

espectrofotometro utilizado fue el Epoch® (Biotek®, Winooski, VT, EEUU).

2.4.4.Excrecidn urinaria de lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrodfilos, de la

molécula de dafio renal 1 y de albumina

La determinacién de estos biomarcadores se llevo a cabo mediante kits comerciales
basados en la técnica ELISA. Para la evaluacidon de la NGAL el kit empleado fue el
“Human NGAL ELISA kit 036CE®” (BioPorto Diagnostics®, Hellerup, Dinamarca) y para
cuantificar la KIM-1 se utilizé el kit “KIM-1 (human) ELISA Kit #ADI-900-226®” (Enzo
Life Sciences®, Farmingdale, NY, EEUU). Para la cuantificacion de la albimina se
empled el “Human Albumin ELISA Quantitation Set E80-129®” y para determinar la
transferrina el “Human Transferrin ELISA Quantitation Set E80-128%” (ambos de
Bethyl Laboratories®, Montgomery, TX, EEUU). Para la realizaciéon de estos dos
ultimos ELISAs es necesario el “ELISA Starter Accesory kit E101®” también de Bethyl
Laboratories®. Los “Quantitation set” contienen los anticuerpos necesarios para, con

la ayuda de los diluyentes del “Starter kit”, llevar a cabo el ELISA.

Todos los ELISAs mencionados son de “tipo sandwich” o de captura, y el fundamento
y el calculo de las concentraciones se ha explicado previamente en el apartado 1.6.2
de esta seccion, con la excepcion de que, en los ELISAs de transferrina y albumina, el
anticuerpo de deteccion estd conjugado con la enzima HRP, por lo que su protocolo

es mas reducido (Figura 9).
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Figura 9. Esquema representativo de los ELISAs de albumina y transferrina llevados a cabo.
HRP: peroxidasa de rabano picante; TMB: tetrametilbenzidina

2.4.5.Excrecidn urinaria de transferrina, t-gelsolina y de la proteina activadora del

gangliosido GM2

La determinaciéon de estos biomarcadores se llevd a cabo mediante la técnica de
western blot, siguiendo el procedimiento y empleando los anticuerpos descritos en el
apartado 1.6.3 de esta seccidn. El volumen cargado de cada muestra no dependia del
flujo urinario, puesto que no se disponia de dicho dato, sino que se cargd el mismo
volumen para todas las muestras, 21 plL. Los resultados obtenidos fueron corregidos

con el valor de creatinina urinaria.

2.5.ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Antes de llevar a cabo las diferentes pruebas estadisticas, a los datos obtenidos, se les
aplico el test de Grubbs para eliminar aquellos datos que fuesen andmalos (outliers),

siguiendo el procedimiento que figura en el apartado 1.7 de esta seccion.

2.5.1.Test de contraste entre los grupos de estudio

Para el estudio de las semejanzas o diferencias de los diversos parametros estudiados

entre el grupo Casos y el grupo Controles, se aplicaron varios test estadisticos.
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En el caso de las variables cualitativas dicotémicas, la existencia de diferencias
significativas entre ambos grupos se estudié aplicando un test x? (chi-cuadrado) de
Pearson. Se considerd que habia diferencias estadisticamente significativas si el p-

valor era inferior a 0,05.

En el caso de variables cuantitativas continuas, en primer lugar, se estudio si los datos
en ambos grupos seguian una distribucion normal, aplicando el test de Kolmogorov-
Smirnov. Se asumié que los datos se ajustaban a la normalidad si el p-valor era
superior a 0,05. En las variables normales se aplicé el test t de Student de contraste
de medias, y en las variables que no se distribuian de acuerdo a la normalidad se
aplico el test U de Mann-Withney de contraste de medianas. En ambos casos se
considerd que las diferencias eran estadisticamente significativas si el p-valor era

inferior a 0,05.

Todos los test se realizaron utilizando el programa informatico IBM SPPS Statistics®

23 (International Business Machines®, Armonk, NY, EEUU).

2.5.2.Evaluacion de la capacidad diagnéstica de los marcadores urinarios

El estudio de la capacidad diagndstica de los marcadores urinarios se realizod
mediante curvas ROC. Las curvas ROC, acrénimo en inglés de receiver operating
characteristic (caracteristica operativa del receptor) son un método estadistico
utilizado para determinar la exactitud diagnéstica de pruebas que utilizan escalas
continuas. Este método permite evaluar la capacidad discriminativa de un test
diagnodstico (capacidad para diferenciar sujetos sanos de enfermos) y compararla con
la de otros (Cerda y Cifuentes, 2012). Para ello se representan en un sistema de
coordenadas la proporcidon de individuos positivos clasificados incorrectamente, o
falsos positivos (1-especificidad); y la proporcién de individuos positivos clasificados

adecuadamente (sensibilidad) (Martinez-Camblora, 2007).

Para estimar la capacidad discriminativa de la prueba diagndstica el parametro
utilizado es el drea bajo la curva (ABC), que refleja la calidad del test para discriminar

pacientes con y sin enfermedad. En la grafica, el eje Y corresponde a la proporcion de
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verdaderos positivos (sensibilidad) y el eje X a la proporcién de falsos positivos (1-
especificidad) Por tanto, cada punto de la curva representa la proporcién de
verdaderos positivos frente a la de falsos positivos para ese valor de marcador
medido. A modo de referencia se traza una linea diagonal o linea de no
discriminacion (Figura 10). Cuando el ABC correspondiente a la linea trazada es de
0,5, significa que el test diagndstico no tiene capacidad para distinguir pacientes
sanos de enfermos, pues para cada punto de corte existiria la misma proporcién de
verdaderos positivos que de falsos positivos. Un test tendrd mayor capacidad
diagndstica cuanto mas lejana de la linea de no discriminacién se sitlde la curva ROC
trazada, hasta llegar a un ABC de 1. En ese caso, la totalidad de los casos serian

verdaderos positivos, teniendo por tanto una capacidad diagnodstica perfecta.

Test con capacidad diagndstica aceptable

Test sin capacidad diagnéstica ABC=0,5 ABC>0,5

sensibilidad
sensibilidad

Linea de no discriminacion Linea de no discriminacién
ABC=0,5 ABC=0,5

0 1-especificidad 1 0 1-especificidad 1

Test diagnostico perfecto ABC=1

©

)

°

K]

v

c

b3
Linea de no discriminacion
ABC=0,5

0

0 1-especificidad 1

Figura 10. Curvas ROC y su capacidad diagndstica.
ABC: drea bajo la curva; ROC: receiver operating characteristic
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B.TERAPIA PREVENTIVA

1. ENSAYO CLINICO

Dado que el estrés oxidativo es uno de los principales mecanismos patoldgicos
implicados en el desarrollo de la NIC, y teniendo en cuenta que en estudios
preclinicos la quercetina ha demostrado ser Util en la prevencién de la nefrotoxicidad,
el segundo abordaje planteado frente a la NIC fue la administracion del antioxidante
guercetina como terapia preventiva. Para ello se desarrolld un ensayo clinico con
pacientes cardidpatas del CAUSA en el que se evalud tanto la eficacia para disminuir

la nefrotoxicidad de los medios de contraste, como la seguridad de la quercetina.

1.1.CONSIDERACIONES LEGALES

El ensayo clinico descrito a continuacién respeta los principios éticos recogidos en la
Declaraciéon de Helsinki de la Asamblea Médica Mundial, el Convenio sobre los
Derechos Humanos y la Biomedicina del Consejo de Europa; y la Declaracion

Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos de la UNESCO.

Asi mismo cumple las disposiciones de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacidn
Biomédica y el RD 223/2004 de 6 de febrero que regula los ensayos clinicos con
medicamentos; asi como los requerimientos establecidos por la legislacion espafiola
en el campo de la proteccién de datos personales y la bioética. Ademas, el estudio
recibié una evaluacién favorable por parte del Comité Etico de Investigacion Clinica

del CAUSA.

Antes de su inclusidn, todos los pacientes de este trabajo fueron informados
verbalmente del estudio que se estaba realizando. Ademas, se les entregd una “Hoja
de informacién al paciente”, tras la lectura de la cual cada paciente firmo el
consentimiento informado. (ANEXO lll). Puesto que era necesario el almacenamiento
de muestras bioldgicas en el Biobanco del CAUSA, también fue necesaria la lectura y

firma del “Documento de consentimiento informado del Biobanco” (ANEXO II).
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1.2.DESCRIPCION GENERAL

Se trata de un ensayo clinico en fase Il, abierto, en el que se incluyeron pacientes del
Servicio de Cardiologia del CAUSA a los que se les administraba un medio de
contraste yodado, y en los que se estudiaba la eficacia del flavonoide quercetina para
disminuir la incidencia de la NIC. Los medios de contraste eran administrados por via
intravenosa siguiendo las guias de practica clinica del hospital. Se utilizaron el medio
de contraste lohexol, de baja osmolaridad no iénico (concretamente Omnipaque®) o

el lodixanol, isoosmolar no idénico (concretamente Visipaque®).

El estudio se realizd con la supervision y participacion de diferentes profesionales
acreditados. Asi, el personal docente e investigador fue el encargado de elaborar los
protocolos de actuacién y realizar el seguimiento del proyecto, asi como de la fase
analitica y de llevar a cabo los estudios estadisticos. Los facultativos del Servicio de
Cardiologia del CAUSA se encargaron de tramitar las pertinentes autorizaciones por
las agencias oficiales, asi como del reclutamiento, tratamiento y seguimiento de los
pacientes. Por ultimo, el equipo de Enfermeria del Servicio de Cardiologia fue
responsable de la administracion de la quercetina y de la recogida de las muestras y

de los datos bioquimicos de los pacientes.

1.3.PROTOCOLO Y DESARROLLO

1.3.1.Reclutamiento de pacientes

Los criterios de inclusion y de exclusidon establecidos fueron:

e Criterios de inclusién:
o Haber otorgado el consentimiento informado
o Ser mayor de edad
* Criterios de exclusién
o Presentar alguna enfermedad o situacién de importancia clinica que,

en opinion del investigador, interfiriera en las evaluaciones del estudio.
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Presentar una infeccion activa y/o una Ulcera péptica gastrica o
duodenal activa no controlada.

Estar embarazada o en periodo de lactancia

Abuso de drogas conocido

Presentar cualquier trastorno que le impidiera firmar el
consentimiento informado.

Reaccidn alérgica conocida a la quercetina

Haber realizado un tratamiento experimental en los 30 dias previos a

la entrada en el estudio.

Los pacientes podian retirarse libremente del estudio en cualquier momento sin

necesidad de dar explicaciones, o si aparecia toxicidad por quercetina u ocurria algun

otro evento que fuese clinicamente relevante y afectase a la seguridad del paciente.

1.3.2.Disefio experimental

Los pacientes que aceptaron su inclusion en el estudio y cumplieron los criterios

establecidos fueron divididos en dos grupos (Figura 11):

Grupo |, contraste (MC): pacientes que recibieron un medio de contraste.

Grupo |l, quercetina + contraste (Q + MC): pacientes a los que se les
administré un medio de contraste y quercetina. Esta ultima se administré por
via oral a una dosis de 500 mg cada 8 horas. Esa pauta se inici6 tres dias antes
de la realizacion del procedimiento en el que se administraba el medio de

contraste (dia -3) y se alargd hasta dos dias después del procedimiento (dia 2).

El momento de la administracion del medio de contraste se consideré como el dia 0.
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La quercetina fue distribuida por el laboratorio Acofarma® (Madrid, Espafia), en
formato de polvo y con una pureza del 95,25 %. La encapsulacién de la quercetina en
dosis de 500 mg se realizd en una farmacia comunitaria, que contaba con la
autorizacion precisa para ese fin. Posteriormente, desde el Servicio de Farmacia del
CAUSA, se distribuyeron en formato unidosis. Los pacientes del grupo MC no

recibieron ningun tratamiento placebo.

Grupo I: MC

| |
N . //éi' y A

Grupo ll:
QUERCETINA + MC

Tiempo (dias) | ‘ ' ' ] 1 1

Recogida de muestras de sangre y orina

Quercetina MC (lohexol/lodixanol)
500 mg ¢/8h p.o. iV,

Figura 11. Disefio experimental del ensayo clinico, administracion de fdrmacos y recogida de
muestras.
MC: medio de contraste; p.o.: “per os” (via oral); i.v.: intravenosa.

1.3.3.Recogida de datos

Se elabord una base de datos en soporte informatico (Microsoft Office Excel ® 2016,
Microsoft®, Redmont, WA, EEUU) en la que, de cada paciente, y tras preservar su
identidad mediante un sistema de encriptacidn previamente establecido, se

recogieron los siguientes datos (Tabla 5):

Datos descriptivos y antropométricos Edad
Sexo
Peso
Altura
indice de masa corporal
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Enfermedades previas y factores de Enfermedad renal previa

riesgo Hipertensidn arterial
Diabetes mellitus
Dislipidemia
Tabaquismo
Obesidad
Alcoholismo

Tratamientos farmacoldgicos

Otros
Datos sobre el medio de contraste Tipo de medio de contraste
administrado Volumen administrado
Patologia tratada Insuficiencia cardiaca

Infarto de miocardio

Datos sobre la estancia hospitalaria Tiempo de estancia hospitalaria
Exitus

Tabla 5. Datos recogidos a partir de las historias clinicas de los pacientes incluidos en el
ensayo clinico.

1.3.4.Recogida de muestras

Se recogieron muestras de sangre y orina en los siguientes tiempos:

* Inmediatamente antes de la administracién del medio de contraste (dia 0).
e (Cada dia tras la administracion del medio de contraste, a razon de una
muestra diaria hasta el momento del alta, con la finalidad de comprobar la

evolucion de la funcion renal.

En el caso de las muestras de sangre, estas fueron enviadas al Servicio de Analisis
Clinicos del CAUSA. En ellas se midi6 la creatinina plasmatica, utilizando un analizador

automatico (Hitachi 917®, Roche Diagnostics®; Mannheim, Alemania).

Las muestras de orina fueron enviadas al Biobanco del CAUSA, donde fueron
centrifugadas a 2.000 g durante 9 minutos y almacenadas en alicuotas a -80 °C, hasta

ser utilizadas para las determinaciones analiticas.
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1.4.ESTUDIO DE LA FUNCION RENAL

1.4.1.Calculo de la tasa de filtracidon glomerular

La TFG se estimd mediante el cdlculo del aclaramiento de creatinina, para lo que se
utilizaron las ecuaciones de Cockcrof-Gault (CG) y la Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration (CKD-EPI), las cuales calculan el aclaramiento de

creatinina (Clcr).

e Ecuacién de CG:

(140 — Edad) X Peso (kg)

Aclaramiento de creatinina = X (0,85 si mujer)

72 X Creatinina plasmatica (%)

e Ecuaciéon CKD-EPI:

Sexo Cr (mg/dL) Ecuacién
Blanca Mujer <0,7 Cler = 144 x (Crpl/0,7) >32° x (0,993) edad
Blanca Mujer >0,7 Cler= 144 x (Crpl/0,7) +2% x (0,993) edad

Blanca Hombre <0,9 Cler = 141 x (Crpl/0,9) %#11 x (0,993) edad
Blanca Hombre >0,9 Cler = 141 x (Crpl/0,9) 2209 x (0,993) edad
Negra Mujer <0,7 Cler = 166 x (Crpl/0,7) 329 x (0,993) edad
Negra Mujer >0,7 Cler = 166 x (Crpl/0,7) +2%% x (0,993) edad
Negra Hombre <0,9 Cler = 163 x (Crpl/0,9) 411 x (0,993) edad
Negra Hombre >0,9 Cler= 163 x (Crpl/0,9) 2% x (0,993) edad

1.4.2.Excrecion urinaria de proteinas y de N-acetil-B-D-glucosaminidasa

Para el estudio de la funcidn renal se cuantificd la excrecion urinaria de proteinas y la
excrecion urinaria de NAG. Los protocolos a seguir aparecen recogidos en el apartado
1.4.3 y 1.6.1 de esta seccion respectivamente. Al igual que en el estudio anterior, se
utilizd la creatinina urinaria para corregir la concentracién de los biomarcadores
urinarios utilizados en funciéon del flujo (de manera indirecta), y asi calcular la

excrecién urinaria, como figura en el apartado 2.4.1 de esta seccion.
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1.5.ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Antes de llevar a cabo los diferentes test estadisticos, a los datos obtenidos, se les
aplico el test de Grubbs para eliminar aquellos datos que fuesen anémalos (outliers),

siguiendo el procedimiento que figura en el apartado 1.7 de esta seccion.

1.5.1.Test de contraste entre los grupos de estudio

Las diferencias o semejanzas de los diversos pardmetros recogidos entre el grupo MC

y el grupo Q+MC se estudiaron aplicando diversos test estadisticos.

Para comprobar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las
variables cualitativas dicotomicas de ambos grupos se aplicé un test x? (chi-cuadrado)
de Pearson. Se considerd que habia diferencias estadisticamente significativas si el p-

valor era inferior a 0,05.

En el caso de las variables cuantitativas continuas, en primer lugar, aplicando el test
de Kolmogorov-Smirnov, se estudio si los datos seguian una distribucion normal. Si el
p-valor era superior a 0,05 se considerd que los datos se ajustaban a la normalidad.
En ese caso se aplico el test t de Student de contraste de medias, y si las variables no
se ajustaban a la normalidad se aplico el test U de Mann-Withney de contraste de
medianas. En ambos casos se considerd que las diferencias eran estadisticamente

significativas si el p-valor era inferior a 0,05.

Todos estos test se realizaron utilizando el programa informatico IBM SPPS Statistics®

23 (International Business Machines®, Armonk, NY, EEUU).

1.5.2.Calculo del riesgo relativo

El riesgo relativo (RR) mide la fuerza de asociacién entre la presencia de un
determinado factor de riesgo y una enfermedad (Pita-Fernandez et al.,, 1997). En
nuestro caso se ha utilizado para estudiar la probabilidad de que se desarrolle NIC en

aquellos pacientes expuestos a un factor de riesgo en relacidon con los que no estan
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expuestos, y ademas evaluar si la administracion de quercetina es capaz de reducir o
no la probabilidad de desarrollar la NIC debida a cada uno de los siguientes factores
de riesgo: diabetes mellitus, HTA, dislipidemia, tabaquismo y administracién de mas
de 350 mL de medio de contraste. El calculo del RR se realizé siguiendo la siguiente
formula:

RR Incidencia en expuestos ~ a/(a +b)

~ Incidencia en no expuestos c/(c + d)
en la que:

* a: numero de pacientes que desarrollan NIC y tienen el factor de riesgo.
* b: niumero de pacientes que no desarrollan NIC, pero tienen el factor de riesgo.
e c: numero de pacientes que desarrollan NIC, pero no tienen el factor de riesgo.

¢ d: numero de pacientes que no desarrollan NIC ni tienen el factor de riesgo.

El valor obtenido, que no tiene dimensiones, presentara un valor de 0 a infinito. Si el
RR es igual a 1 significa que no existe asociacion entre la presencia del factor de
riesgo y el evento, y si el RR es >1 significa que la asociacidén es positiva, es decir, la
presencia del factor de riesgo se asocia con una mayor ocurrencia del evento. Para
estudiar si el valor obtenido era estadisticamente diferente de 1 se calculé el
intervalo de confianza del 95 %, vy si este no engloba el 1 se puede afirmar que el valor

de RR es distinto de 1 con un valor de probabilidad p<0,05.

1.6.SEGURIDAD DE LA QUERCETINA

Para estudiar la seguridad de la quercetina, los pacientes incluidos en el estudio,
ayudados por el personal de enfermeria del Servicio de Cardiologia, respondieron a
una encuesta. Esta encuesta contenia preguntas sobre diferentes aspectos
relacionados con la aparicion de efectos adversos o la posible toxicidad de la
guercetina. En concreto se les preguntd si habian experimentado alguno de los
siguientes efectos tras ingerir el flavonoide: cefaleas, palpitaciones, diarrea, astenia,

edema, nauseas o vomitos, dolor abdominal vértigo o fiebre.
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A. DIAGNOSTICO TEMPRANO

1. MODELO PRECLINICO

Se disefié un modelo de predisposicion adquirida al DRA mediante la administracidon
de dosis subtdxicas del medio de contraste lohexol. El estudio preclinico propuesto se
llevé a cabo con animales de una edad de 9 meses, con la finalidad de simular el perfil
del paciente que recibe medio de contraste, ya que generalmente se trata de

personas de edad avanzada.

1.1.ESTADO FISIOLOGICO DE LOS AN IMALES

Con el fin de evaluar el estado fisiolégico de los animales se monitorizé la evolucidn
del peso corporal, y se observaron posibles cambios en el aspecto y comportamiento

de los animales.

Evolucion del peso
600
- — = =2 s
400
o 300 mC
200 0I+I
@ I+I+1
100
0 — — — —
0 2 4 6
Tiempo (dias)

Figura 12. Evolucidn del peso corporal de los animales durante el experimento.

Los datos se expresan como promedio * Error Estdndar de la Media (EEM).

C: grupo control, suero fisioldgico intravenoso los dias 0, 2 y 4; I+I: lohexol 3 g yodo/kg
intravenoso los dias 0 y 2, y suero fisiolégico el dia 4; I+I+I: lohexol 3 g yodo/kg
intravenoso los dias 0, 2 y 4.
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Como se puede observar en la Figura 12, los tres grupos experimentales partieron de
un peso corporal basal similar, situado alrededor de los 500 g. Este es el valor normal
para una rata de 9 meses de edad. A lo largo del experimento no se observaron
cambios significativos, el peso corporal de los animales apenas varid durante los dias
que durd el estudio. En cuanto a su estado fisico, tampoco se observd ninguna

alteracion en su aspecto ni en su comportamiento que indicase deterioro de la salud.

1.2.FUNCION RENAL

Para evaluar la funcién renal se determinaron los marcadores creatinina y urea
plasmaticas. Como se puede observar en la Figura 13, los tres grupos experimentales
partian de una funcién renal similar. La administracién de dos dosis de lohexol parece
no alterar la funciéon renal, medida mediante estos marcadores. Este dato se
evidencié en el grupo I+I, en el que la creatinina y la urea mantenian valores
similares al grupo Control durante todo el periodo experimental. En cambio, la
administracion de tres dosis de lohexol (grupo I+I+I) produjo un incremento tanto
de la creatinina como de la urea plasmaticas, que se manifesté el dia 6 del
experimento, es decir dos dias después de la administracion de la tercera dosis de
lohexol. En ese momento, la concentraciéon de ambos marcadores fue
estadisticamente superior a la observada en los otros grupos, en los que la creatinina
y urea plasmaticas apenas variaron a lo largo del periodo experimental. Por tanto, la
administracion de dos dosis de lohexol predispuso a las ratas a padecer un dafio
renal, el cual solo se desencadené cuando se les administré una tercera dosis del
medio de contraste. Los niveles de creatinina plasmatica alcanzados a dia 6
supusieron un incremento de mas de 0,5 mg/dL, por lo que estas ratas habrian
desarrollado una NIC, en base a la definicion de la misma. El dafo originado fue
transitorio y a dia 8 los valores de creatinina y urea plasmatica habian regresado a

valores basales.

84



Resultados

Creatinina plasmatica
1,8
1,6 %%k
1,4 it
12 j
— \.
% 1 J/,x x,\x —a—C
g 08 s\ I+I
0,6 e \.;\2
o —o—I+I+1
0,2
0
0 2 4 6 8
Tiempo (dias)
Urea plasmatica
70
60 * %
HH
50 %
5 40 - ——C
& ' = 8
S 1 I+1
—o—+I+1
10
0
0 2 4 6 8
Tiempo (dias)

Figura 13. Evolucion de la creatinina y urea plasmdticas en los diferentes grupos de estudio
a lo largo del experimento.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

C: grupo control, suero fisioldgico intravenoso los dias 0, 2 y 4; I+I: lohexol 3 g yodo/kg
intravenoso los dias 0 y 2, y suero fisiolégico el dia 4; I+I+I' lohexol 3 g yodo/kg
intravenoso los dias 0, 2 y 4.

**: p< 0,01; ***: p<0,001 respecto a su grupo a dia 0.

##: p<0,01 respecto al grupo Control a ese mismo tiempo.

&: p<0,05 respecto al grupo I+1 a ese mismo tiempo.

El aclaramiento de creatinina confirmé los resultados obtenidos con la creatinina y
urea plasmaticas, pues tras administrar dos dosis de lohexol (dia 4 de estudio), no
hubo diferencias estadisticamente significativas respecto al valor basal, ni en el grupo

I+I ni en el I+I+I, mientras que el administrar una tercera dosis, el grupo I+I+I
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experimenté una disminucion estadisticamente significativa. En cuanto a la excrecién
diaria de proteinas, el medio de contraste lohexol no provocé cambios significativos,
ni en el momento de predisposicion, tras recibir dos dosis, ni tras desencadenar el

dafio con una tercera dosis. Estos datos estan recogidos en la Figura 14.

Aclaramiento de creatinina
2,5
2
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I+1
65 BI+I+1
0
0 4 6
Tiempo (dias)
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Figura 14. Evolucion del aclaramiento de creatinina y de la excrecion urinaria de proteinas a
lo largo del experimento.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

C: grupo control, suero fisiolégico intravenoso los dias 0, 2 y 4; I+I: lohexol 3 g yodo/kg
intravenoso los dias 0 y 2, y suero fisiolégico el dia 4; I+I+I: lohexol 3 g yodo/kg
intravenoso los dias 0, 2y 4

**: p< 0,01 respecto a su grupo a dia 0.

##: p<0,01 respecto al grupo Control a ese mismo tiempo.

&: p<0,05 respecto al grupo I+Ia ese mismo tiempo.
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1.3.ESTUDIO HISTOLOGICO

Con el objetivo de averiguar si la ausencia de cambios funcionales en el dia 4,
momento de la predisposicion, se acompafiaba de integridad en la morfologia renal,
se llevd a cabo un estudio histoldgico. Para ello, se estudiaron los rifiones del dia 4 del
experimento, en que tanto el grupo I+I como el grupo I+I+I habian recibido dos
dosis del medio de contraste. También se estudiaron los rifiones del dia 6, dia en que
las ratas del grupo I+I+I experimentaron dafio renal en base a la creatinina

plasmatica, para ver si la estructura del rifidn también se veia afectada.

Las imagenes correspondientes al estudio histopatoldgico realizado en los rifiones de

los animales se presentan en las Figuras 15y 16.

El analisis de los cortes histolégicos del dia 4 mostré que la corteza presentaba, de
manera general, dilatacién tubular leve y, de manera focal, alteracién del epitelio
tubular proximal. En la zona medular no se apreciaron alteraciones relevantes. Puesto
gue estos hallazgos estaban presentes en todos los grupos, se podrian asociar a una

degeneracion debida a la edad de las ratas y no a la administracién del lohexol.

En cambio, a dia 6 se encontraron diferencias histoldgicas entre los rinones de las
ratas del grupo I+I+I y los de los animales tanto del grupo Control como del grupo
I+I. De manera generalizada, en los rifiones de las ratas del grupo I+I+1I se observd
vacuolizacién en los tubulos proximales y alteracion del epitelio de estos, tanto en la
zona cortical como corticomedular, cambios que no se apreciaron en los otros dos
grupos. En ninguno de los grupos hubo alteracién glomerular, esclerosis o signos de

inflamacion.

Estos cambios morfoldgicos serian coherentes con el estudio funcional, no habiendo
diferencias entre los grupos tras haber recibido dos dosis de lohexol (dia 4), y
observandose alteracién morfoldgica a dia 6 en el grupo que presentaba alteracion

en la funcién renal tras recibir tres dosis de lohexol (grupo I+I+I).
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Figura 15. Imdgenes representativas de cortes histoldgicos y posterior tincion con
hematoxilina-eosina de la region cortical renal. Se muestra la imagen de un corte por cada
grupo de estudio en los dias 4 y 6. Las flechas negras marcan las dilataciones tubulares, y las
flechas azules alteraciones del epitelio. Aumento de las imdgenes 200X.

C: grupo control, suero fisioldgico intravenoso los dias 0, 2 y 4; I+I: lohexol 3 g yodo/kg
intravenoso los dias 0 y 2, y suero fisioldgico el dia 4; I+I+I: lohexol 3 g yodo/kg intravenoso
los dias 0, 2 y 4; d4: dia 4 del estudio; d6: dia 6 del estudio.
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Figura 16. Imdgenes representativas de cortes histoldgicos y posterior tincion con
hematoxilina-eosina de la region medular renal. Se muestra la imagen de un corte por cada
grupo de estudio en los dias 4 y 6. Aumento de las imdgenes 200X.

C: grupo control, suero fisiolégico intravenoso los dias 0, 2 y 4; I+I: lohexol 3 g yodo/kg
intravenoso los dias 0y 2, y suero fisioldgico el dia 4; I+I+I: lohexol 3 g yodo/kg intravenoso
los dias 0, 2 y 4; d4: dia 4 del estudio; d6: dia 6 del estudio.
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1.4.CUANTIFICACION DE BIOMARCADORES DE DANO RENAL TEMPRANO

Los resultados descritos anteriormente sientan las bases de un modelo experimental
de predisposicion al dafo renal, que se desencadena por la administracion de una
tercera dosis de medio de contraste (grupo I+I+I). El siguiente paso fue comprobar si

determinados biomarcadores eran capaces de detectar esta condicion.

En concreto, como biomarcadores de dafio renal temprano, se cuantificd la excrecidn
urinaria de NAG, KIM-1 y NGAL a dia 4 en las ratas predispuestas (grupo I+I+I) y en

las ratas Control, resultados que aparecen recogidos en la Figura 17.
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0
Basal Predisposicion
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Figura 17. Excrecion urinaria de los biomarcadores NAG, KIM-1 y NGAL el dia basal y el dia
de predisposicion (dia 4)

Los datos se expresan como promedio + EEM.

C: grupo control, suero fisioldgico intravenoso los dias 0, 2 y 4; I+I+I: lohexol 3 g yodo/kg
intravenoso los dias 0, 2 y 4.

NAG: N-acetil-b-D-glucosaminidasa; KIM-1: molécula de dafio renal 1; NGAL: lipocalina
asociada a la gelatinasa de neutrdfilos.

#: p<0,05 respecto al grupo Control a ese mismo tiempo.
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Como se puede observar, los marcadores de dafio renal temprano NAG y KIM-1 no
fueron capaces de detectar la predisposicion al dafio renal temprano causada por
lohexol que posteriormente se evidencié con la tercera dosis. La proteina NGAL, en
cambio, podria ser Util como marcador de predisposicién, al mostrar una excrecion

significativamente superior en las ratas predispuestas al dafio renal.

Para llevar a cabo un estudio mds exhaustivo que detectase el riesgo a padecer dafio

renal se cuantificaron marcadores mas especificos de predisposicion.

1.5.CUANTIFICACION DE BIOMARCADORES DE PREDISPOSICION

Se llevé a cabo la cuantificacion de la excrecién urinaria de los biomarcadores de
predisposicion albumina, transferrina, t-gelsolina y GM2AP. La t-gelsolina no se
detectd en ninguno de los grupos ni a ninguno de los tiempos (resultados no
mostrados). Con respecto a los otros tres biomarcadores evaluados, la excrecién a
tiempo basal fue similar en las ratas Control y las del grupo I+I+1. En el caso de la
excrecion de albumina y transferrina, no hubo diferencias entre los grupos, en
ninguno de los tiempos evaluados. En cambio, la excrecion urinaria de GM2AP
incrementd en el dia 4 en las ratas predispuestas, observandose una diferencia
altamente significativa tanto respecto a los niveles del grupo Control como respecto a

sus niveles basales (Figura 18).
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Figura 18. Excrecion urinaria de los biomarcadores albumina, transferrina y GM2AP el dia
basal y el dia de predisposicion (dia 4). Imdgenes representativas de los resultados obtenidos
mediante el andlisis por Western blot y excrecion urinaria de los distintos biomarcadores.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

C: grupo control, suero fisioldgico intravenoso los dias 0, 2 y 4; I+I+I: lohexol 3 g yodo/kg
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intravenoso los dias 0, 2 y 4.
UA: unidades arbitrarias; GM2AP: proteina activadora del ganglidsido GM2.
**: p<0,01 respecto a su grupo a dia 0.
#: p<0,05; ###: p<0,001 respecto al grupo Control a ese mismo tiempo
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2. ESTUDIO CLiNICO

2.1.RECLUTAMIENTO DE PACIENTES

Durante el tiempo en el que se desarrolld el estudio se reclutaron un total de 172
pacientes. De ellos, 19 fueron excluidos por no disponer de datos sobre la creatinina
plasmadtica suficientes para poder estudiar su evolucidn tras administrar el medio de
contraste, y por tanto determinar si habian sufrido NIC o no. Finalmente, 153
pacientes participaron en el estudio, los cuales se dividieron en Controles y Casos en
funcién de si desarrollaron NIC o no. Asi, se asignaron al grupo Casos aquellos
pacientes cuya creatinina plasmatica aumenté 20,5 mg/dL o >25 % respecto a la
creatinina basal en un periodo de hasta 5 dias tras la exposicidn al contraste (Figura

19).

172 pacientes
reclutados

19 pacientes excluidos por
no presentar datos analiticos
suficientes

v

153 pacientes

l 1
122 Controles ~ 3lcasos

Figura 19. Diagrama de flujo en el que se representan las etapas de inclusion, exclusion y
separacion por grupos de los pacientes en estudio.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes.

En el momento previo a la administracion del medio de contraste no habia
diferencias estadisticamente significativas en el nivel plasmatico de creatinina entre

ambos grupos. Sin embargo, tras administrar el contraste yodado, en el grupo Casos
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la creatinina plasmatica incrementé un 67,1 % de media, a diferencia de lo observado
en el grupo Controles, donde la creatinina plasmatica no se modificé tras la

administracion del medio de contraste. Estos datos estan recogidos en la Figura 20.

Variacion creatinina plasmatica
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Controles Casos

Figura 20. Creatinina plasmdtica en ambos grupos de estudio antes de recibir el medio de
contraste (Basal), y en el momento en que la creatinina es mds alta en los 5 dias siguientes
a la administracion del medio de contraste (Post MC)

Los datos se expresan como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes.

**%: p<0,001 respecto al valor promedio de creatinina plasmdtica mds alto alcanzado en el
grupo Controles. ##: p<0,01 respecto al valor promedio de creatinina plasmdtica en el grupo
Casos a tiempo basal.

Ademas, puesto que la disfuncion renal es el factor de riesgo con mayor influencia en
el desarrollo de la NIC, se dividid a los pacientes en base a su creatinina plasmatica
basal. Se considerd que, si el valor era inferior a 1,3 mg/dl en los hombres o 1,1
mg/dL en las mujeres, la funcidn renal era normal, segun los valores establecidos por
el método analitico. De esta manera se pretendia estudiar si el valor basal de

creatinina plasmatica era capaz de predecir si los pacientes sufririan NIC.

De los 153 pacientes incluidos en el estudio, 113 partian con un valor de creatinina
plasmatica dentro de los niveles normales. De ellos, 19 pacientes desarrollaron NIC.
Los pacientes que partian con un nivel de creatinina plasmatica elevada fueron 40, de
los cuales 12 desarrollaron NIC. El diagrama explicativo de esta divisidn se presenta

en la Figura 21.
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153 pacientes

113 40
Crp normal Cr, elevada

94 Controles-CrN 19 Casos-CrN 28 Controles-CrE 12 Casos-CrE

Figura 21. Diagrama de flujo en el que se representa la agrupacion de los pacientes en
funcion de su creatinina plasmdtica basal y el desarrollo o no de nefropatia inducida por
contraste.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes. Crpi: creatinina plasmdtica;
CrN: creatinina plasmdtica basal normal; CrE: creatinina plasmdtica basal elevada.

La incidencia de la NIC fue del 16,8 % en los pacientes que no tenian la funcién renal
alterada, mientras que en aquellos que ya tenian niveles de creatinina plasmatica por
encima de lo considerado normal, la incidencia fue del 30 %. Asi, aunque la funcion
renal basal influye, duplicandose la incidencia de la NIC (16,8 % frente a 30 %), no es
el Unico condicionante. De hecho, los pacientes del grupo Controles-CrE, apenas
experimentaron variacion en la creatinina plasmatica tras recibir un medio de
contraste, como se puede ver en la Figura 22. Por tanto, la creatinina plasmatica no
parece ser un marcador util para predecir qué pacientes van a desarrollar NIC, lo cual

hace necesaria la busqueda de nuevos marcadores mas especificos.

La gravedad del dafio renal desarrollado, en cambio, es distinta seglin cudl sea el
valor de creatinina plasmatica basal. Asi, en los pacientes del grupo Casos-CrN el
incremento de creatinina plasmatica fue del 55 %, alcanzdndose un valor promedio
de 1,33 mg/dL, mientras que en el grupo Casos-CrE, la creatinina plasmatica aumento

un 90 %, alcanzando un nivel proximo a los 4 mg/dl.
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Figura 22. Creatinina plasmdtica en ambos grupos de estudio antes de recibir el medio de
contraste (Basal), y en el momento en que la creatinina es mds alta en los 5 dias siguientes a la
administracion del medio de contraste (Post MC). (a) Pacientes cuya creatinina plasmdtica
basal se encontraba en niveles normales. (b) Pacientes cuya creatinina plasmdtica basal estaba
elevada.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos: pacientes
que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; CrN: creatinina plasmdtica basal normal;
CrE: creatinina plasmdtica basal elevada.

***: p<0,001 respecto al valor promedio de creatinina plasmdtica mds alto alcanzado en el
grupo Controles. ##: p<0,01 respecto al valor de creatinina plasmdtica en el grupo Casos a
tiempo basal.

2.2.CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES
2.2.1.Variables descriptivas y antropométricas

Debido a que existia una gran diferencia numérica entre el numero de pacientes
incluidos en cada grupo, era importante saber si las poblaciones eran homogéneas y

por tanto comparables.

En relacion con el sexo, tanto en el grupo Controles como en el grupo Casos el
nimero de hombres incluidos fue superior al de mujeres, representando un
porcentaje muy similar en ambos grupos, por encima del 70 %. En cuanto a la edad, a
pesar de existir una cierta variabilidad en la distribucion por rangos, el valor promedio
fue muy similar en ambos grupos, y la mayor parte de los pacientes se encontraba en

el rango de los 75-85 afios, en concreto, el 37,7 % de los pacientes pertenecientes al
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grupo Controles y el 45,2 % de los pacientes del grupo Casos. Estos datos se

encuentran recogidos en la Figura 23.

a) Controles Casos

= Hombre = Mujer ® Hombre ® Mujer
b) Controles Casos
50 Edad promedio: 72,56 + 1,16 Edad promedio: 78,00 + 2,27
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Figura 23. (a): Sexo de los pacientes incluidos en el estudio clinico. Los datos se expresan en
porcentaje respecto al total. (b): Edad de los pacientes incluidos en el estudio clinico. Los
datos se expresan como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:

pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes.

Las caracteristicas antropométricas de los pacientes estan incluidas en la Figura 24. El
peso corporal fue estadisticamente inferior en el grupo Casos. Sin embargo, ni la
altura ni el IMC presentaron diferencias significativas entre ambos grupos. Para
realizar comparaciones entre grupos, el IMC es un valor mas completo que el peso o
la talla de manera individual, ya que incluye ambos pardmetros en su calculo. En
ambos grupos el IMC promedio corresponde a valores que refieren sobrepeso (entre

25,0y 29,9 kg/m?).
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Figura 24. Datos antropométricos de los pacientes incluidos en cada grupo de estudio.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; IMC: indice de masa
corporal.

*: p<0,05 respecto al grupo Controles.

Este analisis de datos se realizé también con las diferentes subpoblaciones obtenidas
tras dividir a los pacientes en funciéon de su creatinina basal (Tabla 6). Se puede
observar que se mantiene la homogeneidad entre grupos, variando Unicamente la
edad promedio. En concreto, el subgrupo Casos-CrE estaba formado por pacientes de
mayor edad, aunque la diferencia respecto al grupo Controles-CrE no fue

estadisticamente significativa.

VARIABLES DESCRIPTIVAS Crpl basal normal Crpl basal elevada
Y ANTROPOMETRICAS Controles-CrN | Casos-CrN  [eleYyj{ o] (13 ey - Casos-CrE ‘
Hombres / Mujeres 77/23 % 68/32 % 75/25 % 75/25 %
Edad (afios) 70,8+1,3 749+3,4 78,4+1,9 829+1,4
Peso corporal (kg) 75,6+1,6 70,4 £ 2,77 75,7 £3,2 69,0+ 3,6
Altura (m) 1,65+0,01 1,63+£0,03 1,64 £0,01 1,62 £0,03
IMC (kg/mz) 27,63+£0,39 26,51+1,15 28,25+1,21 26,28 £ 1,26

Tabla 6. Datos relativos a las variables descriptivas y antropométricas de los pacientes incluidos
en cada grupo de estudio, tras dividirlos en base a su funcion renal.
Los datos se expresan como porcentaje respecto al total o como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos: pacientes
que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes. IMC: indice de masa corporal; Crpl:
creatinina plasmadtica; CrN: creatinina plasmdtica basal normal; CrE: creatinina plasmdtica
basal elevada.
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2.2.2.Enfermedades previas, factores de riesgo y consumo de farmacos

De cada paciente se recopilaron las enfermedades y factores de riesgo que
presentaban, asi como los medicamentos que consumian de manera crénica como
parte de su tratamiento farmacoldgico. La finalidad era estudiar si existia alguna
diferencia en alguno de estos aspectos entre aquellos pacientes que, al administrarles
el medio de contraste, desarrollaron NIC y los que no, lo cual podria influir en la

aparicion de la misma. Los datos recogidos aparecen en la Tabla 7.

ENFERMEDADES Y
FACTORES DE RIESGO

Controles Casos

Diabetes mellitus 27,6 % 33,3%
Dislipidemia 43,1 % 33,3%
Hipertensidn arterial 55,2 % 70,4 %
Enfermedad renal previa 5,2% 7,4 %
Obesidad 6,0 % 7,4 %
Tabaquismo 18,1 % 11,1%
Consumo de alcohol 4,3 % 3,7%
Consumo de drogas 1,7 % 0%

CONSUMO DE

AAS 30,9 % 28,6 %
AINEs 5,3% 3,6 %
Antiagregantes 20,4 % 25,0 %
Diuréticos 30,1% 39,3%
IECASs 19,5% 32,1%
ARAs 14,2 % 10,7 %
Betabloqueantes 24,8 % 21,4 %
Alfabloqueantes 2,7% 3,6 %
Antagonistas de calcio 13,3 % 25,0%
Antidiabéticos 17,7 % 17,9 %
Hipolipemiantes 35,4 % 35,7 %

Tabla 7. Enfermedades previas, factores de riesgo y consumo de fdrmacos de los pacientes
pertenecientes a cada uno de los grupos de estudio.

Los datos se presentan en porcentaje de individuos respecto al total del grupo.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:

pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; AAS: dcido acetil salicilico;
AINE: antiinflamatorio no esteroideo; IECA: inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina; ARA: antagonista de los receptores de angiotensina Il.
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Las enfermedades y factores de riesgo que mas frecuentemente presentaban estos
pacientes fueron la HTA, la dislipidemia y la diabetes mellitus. En ninguna de ellas la
prevalencia fue estadisticamente diferente entre el grupo Controles y el grupo Casos.
En cuanto al consumo de sustancias como el tabaco, el alcohol y otras drogas, el
porcentaje fue ligeramente superior en los pacientes del grupo Controles. La
proporcidon de pacientes que presentaban enfermedad renal previa fue baja, asi como

la de pacientes obesos, y similar en ambos grupos.

En lo que respecta al consumo de farmacos, el acido acetil salicilico (AAS) en dosis
utilizadas como antiagregante, otros antiagregantes, los diuréticos, los
betabloqueantes y los hipolipemiantes fueron los mas habituales tanto en el grupo
Controles como en el grupo Casos. Otros farmacos relacionados con el tratamiento
de patologias cardiacas también mostraban un consumo significativo. El porcentaje
de pacientes que consumen AINEs fue muy bajo. Tras analizar estos parametros, no
hubo diferencias estadisticamente significativas en ningun caso, por lo que ambas

poblaciones son homogéneas en este aspecto.

Siguiendo con el abordaje de dividir a los pacientes en base a su funcién renal, se
estudid si alguno de los parametros relacionados con las comorbilidades o la
terapéutica farmacoldgica era significativamente diferente entre los Casos y los
Controles de cada subpoblacidn. Estos datos aparecen recogidos en la Tabla 8. Un
resultado esperable fue que, en los pacientes con una creatinina plasmatica basal
normal, la prevalencia de enfermedad renal previa era prdacticamente nula,
Unicamente un paciente se encontraba en esa situacién. En cambio, entre los
pacientes cuya creatinina sérica era elevada a tiempo basal, la prevalencia de
enfermedad renal fue destacable, un 17,9 % en el grupo Controles-CrE y un 16,7 % en

el grupo Casos-CrE.

En ninguno de los otros factores de riesgo se encontraron diferencias significativas
entre el grupo Controles y el grupo Casos para cada una de las subpoblaciones. De
hecho, salvo la HTA, cuyo porcentaje el grupo Casos-CrE fue superior, la prevalencia

de todas las enfermedades y factores de riesgo fue similar.
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Respecto al

consumo de farmacos,

tampoco

se observaron

diferencias

estadisticamente significativas, en ninguna de las dos subpoblaciones, entre el

porcentaje del grupo Controles y el del grupo Casos.

ENFERMEDADES Y Crpl basal normal Crpl basal elevada
FACTORES DE RIESGO Controles-CrN Casos-CrN Controles-CrE Casos-CrE
Diabetes mellitus 26,6 % 18,5 % 25,0 % 33,3%
Dislipidemia 43,6 % 14,8 % 32,1% 41,7 %
Hipertension arterial 50,0 % 33,3% 60,7 % 83,3%
Enfermedad renal previa 1,1% 0% 17,9 % 16,7 %
Obesidad 7,4 % 1% 0% 0%
Tabaquismo 18,1 % 11,1 % 14,3 % 0%
Consumo de alcohol 5,3% 0% 0% 35%
Consumo de drogas 2,1% 0% 0% 0%
CONSUMO DE

AAS 29,3 % 11,1 % 28,6 % 50,0 %
AINEs 4,3% 0% 7,1% 8,3%
Antiagregantes 15,9 % 11,1 % 17,8 % 41,7 %
Diuréticos 20,4 % 27,8 % 39,3% 50,0 %
IECASs 14,2 % 27,8 % 21,4 % 33,3%
ARAs 8,8 % 0% 21,4 % 25,0 %
Betabloqueantes 18,6 % 11,1 % 25,0% 33,3%
Alfabloqueantes 1,8% 16,7 % 3,6 % 0%
Antagonistas de calcio 8,0 % 16,7 % 21,4 % 33,3%
Antidiabéticos 11,5% 16,7 % 25,0 % 16,7 %
Hipolipemiantes 30,1 % 22,2 % 21,4 % 50,0 %

Tabla 8. Enfermedades previas, factores de riesgo y consumo de fdrmacos de los pacientes
pertenecientes a cada uno de los grupos de estudio tras dividirlos en base a su funcidn renal.
Los datos se presentan en porcentaje de individuos respecto al total del grupo.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; AAS: dcido acetil salicilico;
AINE: antiinflamatorio no esteroideo; IECA: inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina; ARA: antagonista de los receptores de angiotensina Il; Crpl: creatinina
plasmdtica; CrN: creatinina plasmdtica basal normal; CrE: creatinina plasmdtica basal
elevada.

2.2.3.Medio de contraste administrado

El tipo de medio de contraste, asi como el volumen administrado, se consideran

factores con una gran influencia en el desarrollo de la NIC. En nuestro estudio, tanto
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en el grupo Controles como en el grupo Casos, el medio de contraste que se
administré mas frecuentemente fue el lodixanol. En ambos grupos, casi un 70 % de
los pacientes recibieron este contraste yodado. El resto de los pacientes recibieron el
medio de contraste lohexol. En algunos pacientes no se dispuso del dato referente al

contraste radiolégico administrado.

Con respecto a la cantidad de medio de contraste, no se observaron diferencias
significativas ni en el volumen de lodixanol ni en el de lohexol administrado a los
Casos y los Controles. Los datos referentes al tipo y volumen de medio de contraste

administrado se recogen en la Figura 25.

a) Controles Casos

m |ohexol m lodixanol = No dato ® lohexol M lodixanol = No dato
Volumen lodixanol Volumen lohexol
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Figura 25. Datos sobre el medio de contraste administrado a los pacientes en cada grupo de
estudio. (a): tipo de medio de contraste administrado. Los datos se expresan en porcentaje
respecto al total (b): Volumen de medio de contraste administrado. Los datos se expresan como
promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos: pacientes
que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes.
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En aquellos pacientes que tenian un valor basal de creatinina plasmatica normal el
medio de contraste mayoritariamente administrado también fue el lodixanal,
presentando un porcentaje similar en el grupo Controles-CrN y en el Casos-CrN. En
relacion con el volumen de contraste administrado, la cantidad no fue
estadisticamente diferente entre el grupo Controles-CrN y el grupo Casos-CrN, ni en

el caso del lodixanol ni en el del lohexol.

En los pacientes que partian con una funcion renal alterada, el porcentaje de
pacientes del grupo Controles-CrE que recibieron lodixanol parece ser algo inferior,
aungue en un alto numero de pacientes no se disponia del dato referente al tipo de
contraste administrado y pudiera ser que también lo hubieran recibido. El volumen
de lodixanol administrado en ambos grupos fue comparable. En cuanto al volumen de
lohexol, este fue mucho menor en el grupo Casos-CrE. Sin embargo, debe tenerse en

cuenta que este dato corresponde a un Unico paciente.

Los datos referentes al medio de contraste administrado teniendo en cuenta la

division en funcidn a la creatinina plasmatica basal figuran en la Tabla 9.

MEDIO DE CONTRASTE Crpl basal normal Crpl basal elevada
ADMINSTRADO Controles-CrN | Casos-CrN Controles-CrE Casos-CrE
lodixanol 73 % 68 % 54 % 75 %
lohexol 17 % 21% 25% 8%

No dato 10% 11 % 21 % 17 %
Volumen lodixanol (mL) 291,7+19,3 | 298,8+35,4 | 275,4+32,6 | 282,3 +35,8
Volumen lohexol (mL) 269,6 £30,0 | 374,5+31,3 | 231,7 + 23,7 175

Tabla 9. Datos sobre el tipo y volumen de medio de contraste administrado a los pacientes
en cada una de las subpoblaciones estudiadas.

Los datos se expresan como porcentaje respecto al total o como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollan nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollan nefropatia inducida por contrastes; Crpl: creatinina plasmdtica;
CrN: creatinina plasmdtica basal normal; CrE: creatinina plasmdtica basal elevada.
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2.2.4.Estancia hospitalaria

El tiempo que los pacientes permanecieron ingresados, aunque sin llegar a ser
estadisticamente significativo, fue superior en el grupo Casos en comparacion con el
grupo Controles. En relacién con la mortalidad, esta fue estadisticamente superior en
el grupo Casos, en el que un 25,8 % de los pacientes fallecieron, respecto al 7,8 % de

pacientes fallecidos en el grupo Controles (Tabla 10).

ESTANCIA HOSPITALARIA Controles Casos

Tiempo estancia (dias) 6,38 £ 0,34 8,79+1,46
Fallecidos 7,8 % 25,8 %
Tabla 10. Tiempo de estancia hospitalaria, expresado como promedio + EEM y porcentaje
de fallecidos en cada grupo del estudio.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes.

En aquellos pacientes que antes de la administraciéon del medio de contraste no
tenian alterada la funcidon renal, el tiempo de la estancia hospitalaria no fue
significativamente diferente entre el grupo Controles-CrN y el grupo Casos-CrN. La
mortalidad tampoco fue estadisticamente distinta entre los dos grupos de estudio,

falleciendo 4 pacientes del grupo Controles-CrN, y 1 paciente del grupo Casos-CrN.

En los pacientes cuya creatinina plasmatica basal estaba elevada, tanto el tiempo de
estancia hospitalaria como la mortalidad fueron superiores a la de aquellos que no la
tenian elevada. Ademas, ese tiempo fue mayor si los pacientes habian desarrollado
NIC. El porcentaje de pacientes fallecidos también fue superior, y en concreto en el
grupo Casos-CrE 7 de los 12 pacientes fallecieron, aunque no es posible establecer

una relacién de causalidad directa con la NIC. Estos datos aparecen en |la Tabla 11.

Crpl basal normal Crpl basal elevada
Controles-CrN | Casos-CrN Controles-CrE Casos-CrE ‘

ESTANCIA HOSPITALARIA

Tiempo estancia (dias) 5,65+0,3 6,43 +0,79 9,29+0,9 12,1+3,1

Fallecidos 4,2 % 5,2% 14,3 % 58,3 %

Tabla 11. Tiempo de estancia hospitalaria, expresado como promedio + EEM y porcentaje de
fallecidos en cada una de las subpoblaciones estudiadas.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes. Crpl: creatinina plasmdtica;
CrN: creatinina plasmdtica basal normal; CrE: creatinina plasmdtica basal elevada.
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2.3. PREDICCION DE LA NEFROPATIA INDUCIDA POR CONTRASTES

MEDIANTE BIOMARCADORES URINARIOS

2.3.1.Biomarcadores urinarios de dafio renal temprano

En primer lugar, se evaluaron los marcadores de dafio renal temprano, a fin de

estudiar si, antes de

administrar el medio de contraste correspondiente, estas

proteinas ya alertaban de alguna alteracion en la funcién renal que permitiese

diferenciar aquellos pacientes en mayor riesgo de padecer NIC al recibir el medio de

contraste. También se estudié la excrecidn total de proteinas, que, aunque no es un

marcador de dafio renal temprano, es indicativo de alteracién en la funcién renal

(Figura 26).
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Figura 26. Proteinuria en los pacientes incluidos en cada grupo de estudio.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes. Cru: creatinina urinaria;
Crpl: creatinina plasmdtica; CrN: creatinina plasmdtica basal normal; CrE: creatinina
plasmdtica basal elevada.
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El hecho de que no haya un aumento en la proteinuria, pero de manera individual la
excrecion de alguna proteina este elevada, estaria indicando una alteracién en el

manejo renal de esa proteina concreta.

Los datos referentes a la excrecidn urinaria de, NAG, KIM-1 y NGAL en los pacientes

estudiados aparecen en las Figuras 27, 28 y 29 respectivamente.
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Figura 27.Excrecion urinaria de NAG en los pacientes incluidos en cada grupo de estudio.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos: pacientes
que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes. NAG: N-acetil-b-D-glucosaminidasa; Cru:
creatinina urinaria; Crpl: creatinina plasmdtica; CrN: creatinina plasmdtica basal normal; CrE:
creatinina plasmdtica basal elevada.
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Figura 28. Excrecion urinaria de KIM-1 en los pacientes incluidos en cada grupo de estudio.
Los datos se expresan como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes. KIM-1: molécula de dafio
renal 1; Cru: creatinina urinaria; Crpl: creatinina plasmdtica; CrN: creatinina plasmdtica
basal normal; CrE: creatinina plasmadtica basal elevada.
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Figura 29. Excrecion urinaria de NGAL en los pacientes incluidos en cada grupo de estudio.
Los datos se expresan como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes. NGAL: lipocalina asociada a
la gelatinasa de neutrdfilos; Cru: creatinina urinaria; Crpl: creatinina plasmdtica; CrN:
creatinina plasmdtica basal normal; CrE: creatinina plasmadtica basal elevada.
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En el conjunto total de la poblacion, ninguno de los biomarcadores de dafio renal
temprano mostré diferencias estadisticamente significativas entre el grupo Controles
y el grupo Casos en el momento previo a la administracion del medio de contraste. La
excrecion urinaria de NAG y de KIM-1 mostrd una ligera tendencia a ser superior en
los pacientes que posteriormente desarrollaron NIC, aunque no fue significativa. Al
subdividir a los pacientes en base a su funcién renal basal se aprecid que, aquellos
cuya creatinina plasmatica era normal, tenian una menor excrecién de todos los
biomarcadores que aquellos cuya creatinina estaba elevada. Sin embargo, ni en
aquellos cuya funcién renal era normal ni en los que la tenian alterada existia una
diferencia estadisticamente significativa entre los pacientes pertenecientes al grupo

Controles y al grupo Casos.

La diferencia que se observaba en los niveles de NAG y de KIM-1 en el total de la
poblacidn se aprecié Unicamente en aquellos pacientes con una creatinina plasmatica
basal elevada, pero de nuevo esa diferencia no fue estadisticamente significativa. En
cuanto al nivel de NGAL, no se aprecio ninguna diferencia entre Controles y Casos ni
en aquellos cuya funcion renal era normal ni en los que la tienen alterada, aunque

estos ultimos presentaban valores superiores.

Por tanto, estos marcadores no son capaces de predecir el desarrollo de la NIC antes

de la administracion del medio de contraste.

2.3.2.Biomarcadores urinarios de predisposicion

A continuacién, se cuantificaron diversos biomarcadores de predisposicién
identificados en varios modelos animales llevados a cabo en nuestro laboratorio,

incluido el GM2AP, detectado en el modelo de predisposicion al DRA por lohexol.

En la poblacién total, la excrecién de la proteina GM2AP, fue estadisticamente
superior en los pacientes pertenecientes al grupo Casos. Al subdividir a los pacientes
segln su creatinina plasmadtica, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo Controles-CrN y el grupo Casos-CrN. En cambio, el grupo
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Casos-CrE, presentd un incremento respecto al grupo Controles-CrE. Estos datos

aparecen recogidos en la Figura 30.
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Figura 30. Excrecion urinaria de GM2AP en los pacientes incluidos en cada grupo de estudio.
(a): imagen representativa de los resultados obtenidos mediante el andlisis por Western blot.
(b): niveles de excrecion urinaria de GM2AP. Los datos se expresan como promedio + EEM.
Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos: pacientes
que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes. GM2AP: proteina activadora del
gangliésido GM2; Cru: creatinina urinaria; Crpl: creatinina plasmdtica; CrN: creatinina
plasmdtica basal normal; CrE: creatinina plasmadtica basal elevada.

*: p< 0,05, **: p<0,01 respecto a su correspondiente grupo Controles.

En relacién con la albuminuria, los valores observados en el conjunto total de la
poblacion estudiada fueron estadisticamente superiores en el grupo Casos. Tras

subdividir a los pacientes en funcidn de su creatinina plasmatica basal, en ambas
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subpoblaciones se observaron diferencias significativas entre Casos y Controles, pero
los valores de albuminuria eran muy diferentes en funcidn de la creatinina basal. De
hecho, el grupo de Casos-CrN tenia valores inferiores al observado en el grupo
Controles-CrE. Los datos referentes a la albuminuria de los pacientes aparecen

recogidos en la Figura 31.
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Figura 31. Albuminuria en los pacientes incluidos en cada grupo de estudio.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos:
pacientes que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes. Cru: creatinina urinaria; Crpl:
creatinina plasmdtica; CrN: creatinina plasmdtica basal normal; CrE: creatinina plasmdtica
basal elevada.

*: p< 0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 respecto a su correspondiente grupo Controles

La transferrina también fue estadisticamente diferente en el conjunto total de la
poblacidn entre ambos grupos. Esta diferencia no se observd en los pacientes cuya
creatinina plasmatica basal era normal, pero se mantenia en aquellos que tenian
alterada la funcidn renal antes de administrar el medio de contraste. Cabe resefar

gue este biomarcador Unicamente aparecia aumentado en el grupo Casos-CrE. En el
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resto de los grupos, el nivel fue muy similar, aun teniendo la creatinina plasmatica

elevada. Estos datos estan recogidos en la Figura 32.
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Figura 32. Excrecion urinaria de transferrina en los pacientes incluidos en cada grupo de
estudio.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos: pacientes
que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes. Cru: creatinina urinaria; Crpl: creatinina
plasmdtica; CrN: creatinina plasmdtica basal normal; CrE: creatinina plasmadtica basal elevada.
*: p< 0,05, **: p<0,01 respecto al grupo Controles.

Con respecto a la t-gelsolina, en el conjunto total de la poblacién, a pesar de que la
excrecion fue superior en los pacientes del grupo Casos, la diferencia no fue
estadisticamente significativa. En cambio, al subdividir a los pacientes, el grupo
Casos-CrE, tenia un valor estadisticamente superior al grupo Controles-CrE. En los
pacientes con la funcién renal basal normal no existieron diferencias entre el grupo

Controles-CrN y el grupo Casos-CrN. Estos datos estan recogidos en la Figura 33.
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Figura 33. Excrecidn urinaria de t-gelsolina en los pacientes incluidos en cada grupo de estudio.
(a): imagen representativa de los resultados obtenidos mediante el andlisis por Western blot.
(b): niveles de excrecion urinaria de t-gelsolina.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

Controles: pacientes que no desarrollaron nefropatia inducida por contrastes; Casos: pacientes

que desarrollaron nefropatia inducida por contrastes. Cru: creatinina urinaria; Crpl: creatinina
plasmdtica; CrN: creatinina plasmdtica basal normal; CrE: creatinina plasmdtica basal elevada.
*: p< 0,05 respecto al grupo Controles.
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2.4. EVALUACION DE LA CAPACIDAD PREDICTIVA DE LOS
BIOMARCADORES URINARIOS

Con el objetivo de estudiar si la excrecion urinaria de los biomarcadores estudiados,
ademas de ser superior en los pacientes que desarrollaron NIC, tenia capacidad

predictiva, se realizaron las curvas ROC de cada uno de ellos.

Las curvas ROC y sus respectivas ABC, obtenidas mediante el analisis pormenorizado
de cada uno de los biomarcadores urinarios, en el conjunto total de la poblacion

estudiada, estan recogidas en la Tabla 12 y |a Figura 34.

BIOMARCADOR ABC Intervalo de confianza 95 % STl
Limite inferior | Limite superior

Proteinas totales 0,490 0,375 0,606 0,872
NAG 0,584 0,453 0,716 0,154
KIM-1 0,556 0,445 0,667 0,340
NGAL 0,537 0,419 0,655 0,539
Albumina 0,752 0,654 0,850 3,6-10°
Transferrina 0,652 0,534 0,771 0,010
t-Gelsolina 0,592 0,471 0,712 0,122
GM2AP 0,692 0,584 0,800 0,001

Tabla 12. Valores de las dreas bajo las curvas ROC y su significacion estadistica de cada uno
de los biomarcadores urinarios, en el conjunto total de la poblacion estudiada.

ABC: drea bajo la curva; NAG: N-acetil-8-D-glucosaminidasa; KIM-1: molécula de dafio renal
1; NGAL: lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrdfilos; GM2AP: proteina activadora del
ganglidsido GM2.

Tal y como cabia esperar por los resultados obtenidos con los marcadores de dafio
renal temprano (NAG, KIM-1 y NGAL), el analisis de las curvas ROC arrojé como
resultado que ninguno de ellos tenia una capacidad predictiva significativa (no era
capaz de distinguir entre Controles y Casos), ya que el valor del ABC no fue

significativamente superior al valor de 0,5, que marca una capacidad diagndstica nula.

En el caso de los biomarcadores urinarios de predisposicidn, tras el analisis de las
curvas ROC se puede concluir que todos ellos, con la excepcidn de la t-gelsolina,

tienen capacidad de distinguir entre los pacientes que sufriran NIC y los que no. De
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ellos, la albumina es el que presentd un mayor poder diagndstico, con un ABC de

0,752.
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Figura 34. Curvas ROC de los biomarcadores de predisposicion albumina, transferrina, t-
gelsolina y GM2AP en el conjunto total de la poblacion estudiada.
GM_2AP: proteina activadora del gangliésido GM2.

En aquellos pacientes que tenian una creatinina plasmatica basal normal antes de la
administracion del medio de contraste, tampoco los biomarcadores de dafo renal
temprano poseian capacidad de predecir la NIC. En cuanto a los biomarcadores
urinarios de predisposicion, de entre los estudiados Unicamente la albumina tenia
una capacidad significativa para distinguir los Casos-CrN de los Controles-CrN, es

decir, tenia capacidad predictiva. Los datos de las areas bajo las curvas ROC de cada
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uno de los biomarcadores estudiados se recogen en la Tabla 13, y la curva ROC de la

albumina en la Figura 35.

SRR R Intervalo de confianza 95 % o-valor
Limite inferior Limite superior
Proteinas totales 0,400 0,265 0,534 0,169
NAG 0,569 0,406 0,732 0,345
KIM-1 0,510 0,369 0,651 0,890
NGAL 0,488 0,354 0,622 0,868
Albumina 0,726 0,601 0,851 0,002
Transferrina 0,605 0,467 0,743 0,150
t-Gelsolina 0,506 0,369 0,643 0,933
GM2AP 0,630 0,494 0,765 0,075

Tabla 13. Valores de las dreas bajo las curvas ROC y su significacion estadistica de cada uno
de los biomarcadores urinarios, en los pacientes con un nivel de creatinina plasmdtica basal
normal.

ABC: drea bajo la curva; NAG: N-acetil-8-D-glucosaminidasa; KIM-1: molécula de dafio renal
1; NGAL: lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrdfilos; GM2AP: proteina activadora del
gangliésido GM2.
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Figura 35. Curva ROC del biomarcador de predisposicion albumina en los pacientes con un
nivel de creatinina plasmdtica basal normal.
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De nuevo, al igual que pasaba con los otros conjuntos poblacionales, en los pacientes
con una creatinina plasmatica basal elevada los marcadores de dafio renal temprano
no fueron Utiles para predecir el desarrollo de NIC. En cambio, como se puede ver en
la Tabla 9, en la cual estan recogidas las ABC de cada uno de los biomarcadores
urinarios estudiados, los cuatro biomarcadores de predisposicidon tienen capacidad
predictiva. Esto quiere decir que son capaces de distinguir los pacientes que sufriran

NIC al recibir el medio de contraste de los que no.

R REERTIR e Intervalo de confianza 95 % o-valor
Limite inferior Limite superior
Proteinas totales 0,626 0,436 0,815 0,232
NAG 0,581 0,353 0,809 0,435
KIM-1 0,581 0,392 0,771 0,435
NGAL 0,607 0,400 0,814 0,321
Albumina 0,760 0,598 0,922 0,022
Transferrina 0,731 0,520 0,942 0,028
t-Gelsolina 0,731 0,532 0,930 0,029
GM2AP 0,804 0,655 0,953 0,006

Tabla 14. Valores de las dreas bajo las curvas ROC y su significacion estadistica de cada uno
de los biomarcadores urinarios, en los pacientes con un nivel de creatinina plasmdtica basal
elevado.

ABC: drea bajo la curva; NAG: N-acetil-8-D-glucosaminidasa; KIM-1: molécula de dafio renal
1, NGAL: lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrdfilos; GM2AP: proteina activadora del
ganglidsido GM2

De todos ellos, aquel cuya ABC fue mds elevada, y por tanto tuvo una mayor
capacidad predictiva, fue la proteina GM2AP. Las curvas ROC de los biomarcadores de

predisposicion aparecen en la Figura 36.
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Figura 36. Curvas ROC de los biomarcadores de predisposicion albumina, transferrina,
t-gelsolina y GM2AP en los pacientes con un nivel de creatinina plasmdtica basal elevado.
GM_2AP: proteina activadora del gangliésido GM2.

Resumiendo, ni en el conjunto de total de la poblacién estudiada, ni en las dos
subpoblaciones obtenidas en base a la creatinina plasmatica, los marcadores de dafio
renal temprano son capaces de predecir que pacientes sufrirdn NIC. De entre los
biomarcadores de predisposicidn, a excepcidon de la t-gelsolina, todos son Utiles para
conocer el riesgo en el total de los pacientes. Sin embargo, en los pacientes cuya
creatinina plasmatica basal es normal, Unicamente la albumina tiene esa capacidad.
En los pacientes que antes de recibir el medio de contraste tenian la funcién renal

alterada, todos los marcadores de predisposicidon tienen capacidad predictiva, y de
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ellos el que tiene mayor capacidad es la proteina GM2AP. A continuacion, se muestra

la Tabla 15 que resume dichos resultados.

Pacientes Crpl | Pacientes Crpl

BIOMARCADOR | Pacientes totales
basal normal basal elevada

Proteinas totales
NAG

KIM-1

NGAL

Albimina I 3z
Transferrina
t-Gelsolina

GM2AP [ ] [ ]
Tabla 15. Tabla resumen de la capacidad predictiva de la nefropatia inducida por contrates en
cada una de las poblaciones estudiadas. La significacion se expresa mediante un cédigo de
colores. La ausencia de poder predictivo se marca en color blanco, y en negro el marcador con
mayor capacidad predictiva. Mediante distintos tonos de grises se marcan los valores
intermedios.
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B. TERAPIA PREVENTIVA

El segundo abordaje planteado fue el desarrollo de un ensayo clinico con pacientes
cardidpatas. El objetivo fue evaluar la utilidad del compuesto antioxidante quercetina
como terapia preventiva frente a la NIC, asi como confirmar la seguridad de dicha
administracion. A continuacién, se recogen los resultados obtenidos tras el andlisis de

los datos obtenidos.

1. ENSAYO CLINICO

1.1. RECLUTAMIENTO DE PACIENTES

Se reclutaron un total de 218 pacientes para formar parte del estudio. De ellos, 127
pacientes Unicamente recibieron el contraste yodado, mientras que 72 pacientes
recibieron quercetina durante los tres dias previos al medio de contraste, el dia de la
administracion y los dos dias posteriores. Se excluyeron 33 pacientes por no disponer
de datos suficientes sobre la creatinina plasmatica que permitieran estudiar su
evolucidn clinica tras la administracion del medio de contraste. El diagrama de flujo

en el que se recoge el proceso de inclusion en el estudio se presenta en la Figura 37.

218 pacientes
reclutados

1 1

33 pacientes excluidos por
no presentar datos analiticos
suficientes

58 Q+MC

Figura 37. Diagrama de flujo en el que se representan las etapas de inclusion, exclusion y
separacion por grupos de los pacientes en el ensayo.
MC: grupo contraste; Q+MC: grupo quercetina + contraste
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El nimero de pacientes en el grupo Q+MC fue inferior debido a que la aceptacion de

los pacientes fue menor.

1.2. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

1.2.1. Variables descriptivas y antropomeétricas

A pesar de la diferencia en el nimero de pacientes incluidos en cada grupo, las
caracteristicas descriptivas y antropométricas fueron similares entre ambos. Los
pacientes incluidos fueron mayoritariamente hombres con una edad media cercana a
los 70 anos. Aunque la distribucién de edades parece diferente, en ambos grupos el
mayor porcentaje de pacientes se encontraba entre los 65 y los 85 afios. Estos datos

aparecen recogidos en la Figura 38.

a) Q+MC
= Hombre ® Mujer ® Hombre m Mujer
b) MC Q+MC
50 Edad promedio: 71,76 + 1,16 Edad promedio: 68,45 + 1,43

—
[35-45) [45-55) [55-65) [65-75) [75-85) [85-95) [35-45) [45-55) [55-65) [65-75) [75-85) [85-95)
Edad (afios) Edad (afios)

Figura 38. (a): Sexo de los pacientes incluidos en el ensayo clinico. Los datos se expresan en
porcentaje respecto al total. (b): Edad de los pacientes incluidos en el ensayo clinico. Los datos
se expresan como promedio + EEM.

MC: grupo contraste; Q+MC: grupo quercetina + contraste.
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En lo referente a sus variables antropométricas, ambos grupos tenian valores muy
parecidos de peso corporal, altura e IMC, mostrando este ultimo un valor superior a
los 25 kg/m?, lo que indica presencia de sobrepeso (preobesidad). Ninguno de los
parametros mostrd diferencias estadisticamente significativas, siendo la poblacion
homogénea en estos términos. Asi, aunque el nimero de pacientes incluidos en cada
grupo es diferente, las dos poblaciones de estudio son similares y por tanto

comparables. Estos resultados aparecen recogidos en la Figura 39.

Peso corporal Altura IMC
80 1,8 40
- T
70 25 L6 E 35 T
60 L4 30 |
o E 1,2 ~
~ S0 £ 25
! E)
40 20
0,8 =
15
30 06
20 04 10
10 0,2 5
o 0 o
MC Q+MC MC Q+MC MC Q+MC

Figura 39. Datos antropométricos de los pacientes incluidos en cada grupo del ensayo.
Los datos se expresan como promedio + EEM.
MC: grupo contraste; Q+MC: grupo quercetina + contraste. IMC: indice de masa corporal.

1.2.2. Enfermedades previas, factores de riesgo y consumo de farmacos

Los datos obtenidos de sus historias clinicas relacionados con las enfermedades,

factores de riesgo y consumo de farmacos estan recogidos en la Tabla 16.

Las enfermedades que fueron mas prevalentes en los pacientes de ambos grupos
fueron la HTA, la dislipidemia y la diabetes mellitus. Estas dos ultimas fueron
superiores porcentualmente en los pacientes del grupo Q+MC, aunque la diferencia
no fue estadisticamente significativa. Por tanto, en lo referente a las comorbilidades,

ambos grupos fueron homogéneos.

En cuanto al consumo de alcohol y otras drogas, ambos grupos presentaron valores
muy bajos o nulos. En cambio, un elevado porcentaje de pacientes eran fumadores,

siendo estadisticamente superior en los pacientes del grupo Q+MC respecto a los del
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grupo MC. El porcentaje de pacientes que presentaban enfermedad renal previa fue

bajo, asi como el de pacientes obesos en ambos grupos.

En relacion con el consumo de farmacos, el AAS a dosis anticoagulantes y los
hipolipemiantes fueron los mas consumidos por los pacientes de ambos grupos. Los
IECAs, antiagregantes, diuréticos, betabloqueantes y antidiabéticos también fueron
habituales tanto en el grupo MC como en el grupo Q+MC. En ningln caso hubo
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de pacientes en
tratamiento. En el caso de los AINEs, considerados un factor de riesgo en el desarrollo
de NIC, aunque se dio en un bajo porcentaje de los pacientes, fue superior en los

pacientes que recibian quercetina.

Q+MC
ENFERMEDADES Y
FACTORES DE RIESGO
Diabetes mellitus 28,8 % 31,0%
Dislipidemia 44,8 % 51,7 %
Hipertension arterial 56,7 % 53,4%
Enfermedad renal previa 4,0 % 3,6 %
Obesidad 6,3 % 52%
Tabaquismo 18,4 % 36,2 %
Consumo de alcohol 5,5% 3,4%
Consumo de drogas 1,6 % 0%
CONSUMO DE FARMACOS _
AAS 33,9% 24,1%
AINEs 5,5 % 13,7 %
Antiagregantes 23,6 % 10,3 %
Diuréticos 24,4 % 17,2 %
IECASs 21,3 % 22,4 %
ARAs 12,6 % 12,1 %
Betabloqueantes 26,8 % 15,5 %
Alfabloqueantes 3,1% 8,6 %
Antagonistas de calcio 17,3% 3,4%
Antidiabéticos 18,9 % 15,5%
Hipolipemiantes 37,0% 24,1 %

Tabla 16. Enfermedades previas, factores de riesgo y consumo de fdrmacos de los pacientes
pertenecientes a cada uno de los grupos del ensayo.

Los datos se presentan en porcentaje de individuos respecto al total del grupo.

MC: grupo contraste; Q+MC: grupo quercetina + contraste. AAS: dcido acetil salicilico; AINE:
antiinflamatorio no esteroideo; IECA: inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina;
ARA: antagonista de los receptores de angiotensina |l.
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1.2.3. Maedio de contraste administrado

El medio de contraste mayoritariamente utilizado en ambos grupos de pacientes fue
el lodixanol. En concreto se administré a un 78 % de los pacientes pertenecientes al
grupo MC y a un 68 % de los pacientes del grupo Q+MC. El resto de los pacientes
recibieron como medio de contraste el lohexol. El hecho de recibir lodixanol,
contraste isoosmolar, o lohexol, de baja osmolaridad, no parece tener influencia en el
desarrollo de la NIC. Asi, en el grupo MC un 23 % de los pacientes que reciben
lodixanol padecen NIC, y un 19 % de los que reciben lohexol. En el grupo que recibié
quercetina esta incidencia fue menor que la observada en los pacientes que no la
recibieron. Al igual que en el caso anterior, tampoco se apreciaron diferencias en el
desarrollo de la NIC en funciéon del medio de contraste administrado (16,6 % con

lodixanol y 12,5 % con lohexol).

El volumen administrado fue muy similar en ambos grupos, tanto en el caso del
lodixanol como en el del lohexol. A pesar de que el volumen medio de contraste
administrado se encuentra alrededor de los 300 mL, un porcentaje destacable de los
pacientes recibieron un volumen superior. En concreto, un 29,1 % de los pacientes
del grupo MCy un 29,3 % de los pacientes del grupo Q+MC reciben mds de 350 mL,

llegando incluso hasta los 750 mL.

Los datos referentes al tipo de medio de contraste y el volumen administrado estan

recogidos en la Figura 40.
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a) MC Q+MC

m lohexol m lodixanol = No dato m lohexol M lodixanol = No dato
) Volumen lodixanol Volumen lohexol
350 350 ]_
300 T 300 J_
250 1 250
il -l
€ L0 € 200
150 150
100 100
50 50
0 0
MC Q+MC MC Q+MC

Figura 40. Datos sobre el medio de contraste administrado a los pacientes incluidos en cada
grupo del ensayo. (a): tipo de medio de contraste administrado. (b): volumen de medio de
contraste administrado.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

MC: grupo contraste; Q+MC: grupo quercetina + contraste.

1.2.4. Estancia hospitalaria

Los pacientes pertenecientes al grupo MC permanecieron ingresados durante mds
tiempo. En concreto, estuvieron un promedio de 6,83 dias ingresados frente a los
5,82 dias que permanecieron hospitalizados los que recibieron quercetina. En
relacion con la mortalidad, esta también fue superior en el grupo MC, en el que un
12,6 % de los pacientes fallecieron, respecto al 6,9 % de pacientes fallecidos en el

grupo Q+MC.

Estas diferencias no son estadisticamente significativas y podrian no ser atribuibles de
manera directa con la administracion de quercetina. Podrian existir diferencias

referentes a las comorbilidades o a la patologia tratada durante la realizacion del
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procedimiento en el que se administra el medio de contraste que justifiguen un

mayor tiempo de estancia hospitalaria y una mayor mortalidad.

a) Tiempo estancia b)

8
7
6 I

P !

3 MORTALIDAD Q+MC
4
3 Fallecidos 12,6 % 6,9 %
2
1
0

MC Q+MC

Figura 41. (a) Tiempo de estancia hospitalaria y (b) porcentaje de fallecidos en cada uno de
los grupos del estudio.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

MC: grupo contraste; Q+MC: grupo quercetina + contraste.

Los datos referentes a la estancia hospitalaria y la mortalidad estan recogidos en la

Figura 41.

1.3. EVALUACION DE LA FUNCION RENAL

A tiempo basal, los pacientes de ambos grupos partieron de unas condiciones renales
basales similares, siendo pacientes sin dano renal previo, si se usan como indicadores
los valores de creatinina plasmatica y de TFG. Asi, la creatinina sérica basal fue de
1,08 mg/dL en el grupo MC y 0,96 mg/dL en el grupo Q+MC; y los valores de TFG,
tanto calculada mediante la férmula de Cockroft-Gault como mediante la férmula
CKD-EPI, se encontraban alrededor de los 80 mL/min/1,73 m?, tanto en los pacientes

gue recibian quercetina como en los que no.

Los datos relacionados con los valores basales de creatinina plasmatica y TFG se

muestran en la Figura 42.
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Figura 42. Funcion renal basal en ambos grupos del ensayo.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

MC: grupo contraste; Q+MC: grupo quercetina + contraste. TFG CG: tasa de filtracion
glomerular estimada mediante la formula Cockcroft-Gault; TFG CKD-EPI: tasa de filtracion

glomerular estimada mediante la formula “Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration”.

Se calculé el incremento de la creatinina plasmatica utilizando el valor mas elevado
dentro de los 5 dias posteriores a la administracion del medio de contraste. Este
incremento fue menor en los pacientes tratados con quercetina (Figura 43). Asi, las
variaciones en el valor de creatinina plasmatica en el grupo Q+MC fueron muy
pequefias, aumentando de media un 5,6 % y alcanzandose un valor promedio tras la
administracion del medio de contraste de 1,01 mg/dL. En el grupo MC el incremento

promedio fue del 13,1 %, alcanzandose un valor medio de 1,29 mg/dL.

Con respecto a la disminucion de la TFG, el resultado fue ligeramente distinto segln
la férmula aplicada para el calculo (Figura 43). Si se aplicaba la férmula de Cockroft-
Gault la disminucién en ambos grupos era muy parecida. Si la férmula aplicada era la
CKD-EPI, la disminucidon era menor en el grupo de pacientes que habian recibido
guercetina respecto al que no. Esto puede deberse al hecho de que la férmula CKD-

EPl incluye un mayor niumero de variables.

En cuanto a la excrecidn de proteinas, el incremento observado no fue diferente
entre los dos grupos del ensayo. En lo referente a la variaciéon de NAG, esta fue
menor en aquellos pacientes que recibian la terapia preventiva con quercetina. En
concreto, en el grupo MC se produjo un aumento de NAG cercano al 300 % respecto
al valor basal, mientras que en el grupo Q+MC el aumento fue del 100 %. Sin

embargo, la diferencia no fue estadisticamente significativa (Figura 43).
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Figura 43. Variacion de los pardmetros de funcionalidad renal tras la administracion del
medio de contraste en ambos grupos del ensayo.

Los datos se expresan como promedio + EEM.

MC: grupo contraste; Q+MC: grupo quercetina + contraste. TFG: tasa de filtracion glomerular;
CG: tasa de filtracion glomerular calculada mediante la formula de Cockroft-Gault; CKD-EPI:
tasa de filtracion glomerular calculada mediante la formula Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration; NAG: N-acetil-beta-D-glucosaminidasa.

La incidencia de la NIC, calculada como el porcentaje de pacientes que sufren un
aumento de la creatinina plasmatica superior a 0,5 mg/dL o al 25 %, fue menor en el
grupo de los pacientes que fueron tratados con quercetina. Asi, en el grupo Q+MC la
incidencia fue del 13,8 %, sufriendo NIC un total de 8 de los 58 pacientes, mientras
gue en el grupo MC fueron 24 los pacientes los que desarrollaron NIC, suponiendo

ello una incidencia del 18,9 %. (Figura 44)
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Incidencia NIC
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Figura 44. Incidencia de la nefropatia inducida por contraste en ambos grupos del ensayo.

Los datos se expresan como porcentaje de pacientes respecto al total.

MC: grupo contraste; Q+MC: grupo quercetina + contraste. NIC: nefropatia inducida por
contrastes

1.4. CALCULO DEL RIESGO RELATIVO

El RR de sufrir NIC asociado a cada uno de los factores de riesgo establecidos en el
estudio esta recogido en la Tabla 17. En ambos grupos los valores fueron muy
similares, aunque tienden a ser ligeramente inferiores en el grupo Q+MC. El Unico
valor que presento diferencias significativas fue la administracién de volumenes de
medio de contraste superiores a 350 mL. En aquellos pacientes que recibieron
qguercetina, el RR fue de 0,80 y su intervalo de confianza incluyé el valor 1 de no
asociacion. En cambio, en los pacientes que no habian recibido quercetina, su RR de
sufrir NIC si el volumen administrado era mayor de 350 mL fue de 1,83. Esos
pacientes tendrdn un riesgo entre 1,07 y 3,14 veces superior de desarrollar NIC que
aquellos que no recibieron un volumen tan alto. Asi, en los pacientes que han
recibido quercetina, la administracion de volimenes de medio de contraste
superiores a los 350 mL no supone un factor de riesgo para desarrollar NIC, mientras
gue, en aquellos que no han recibido el tratamiento preventivo, administrar grandes
volumenes de medio de contraste puede aumentar hasta 3 veces el riesgo de NIC. Por
tanto, la administracion de quercetina podria ejercer su actividad protectora
disminuyendo el riesgo derivado de la administracion de un gran volumen de medio

de contraste.
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Intervalo de Intervalo de
FACTOR DE RIESGO RR confianza 95 % RR confianza 95 %
Limite Limite Limite Limite
inferior | superior inferior | superior
Hipertensidn arterial 1,19 0,83 1,68 0,87 0,41 3,85
Diabetes mellitus 1,15 0,57 2,29 0,74 0,21 2,63
Dislipidemia 0,73 0,41 1,32 1,56 0,85 2,82
Tabaquismo 1,17 0,50 2,71 1,06 0,40 2,78
Volumen MC>350 mL | 1,83 * 1,07 3,14 0,80 0,22 2,86

Tabla 17. Valores del riesgo relativo de sufrir nefropatia inducida por contrastes de cada

factor de riesgo.

MC: grupo contraste; Q+MC: grupo quercetina + contraste. RR: riesgo relativo.
*: p<0,05 respecto al valor 1 indicativo de no asociacion.

1.5. SEGURIDAD DE LA QUERCETINA

La administracion de 500 mg de quercetina cada 8 horas durante 3-6 dias no se

asocio con la aparicién de ningun efecto adverso. De los posibles efectos sobre los

que fueron preguntados, Unicamente dos pacientes manifestaron dolor abdominal, lo

gue supone un porcentaje del 3,4 % (Tabla 18). Este efecto se ha atribuido a la

guercetina, aunque no se sabe si esta directamente asociado a su consumo.

Efecto adverso

Frecuencia (%)

Cefaleas 0
Palpitaciones 0
Diarrea 0
Astenia 0
Edema 0
Nauseas o vomitos 0
Dolor abdominal 3,4
Vértigo 0
Fiebre 0

Tabla 18. Porcentaje de pacientes que presentan cada uno de los efectos adversos

preguntados.
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En la actualidad, como consecuencia del avance médico en lo relativo a los
procedimientos diagndsticos, la utilizacion de los medios de contraste ha ido en

aumento y con ello el nUmero de pacientes que sufren NIC (Mettler et al., 2009).

Entre los factores que influyen en el desarrollo de la NIC se encuentran las
caracteristicas del medio de contraste y las del paciente (Goldenberg, 2005). Sin
embargo, no todos los sujetos que reciben un contraste padecen esta patologia, aun
teniendo uno o varios de los factores de riesgo. Este hecho sugiere que existen otras
circunstancias que aumentan la susceptibilidad de padecer esta condicidon. Entre
ellas, se ha postulado la existencia de determinados polimorfismos genéticos
asociados con el riesgo de NIC y la evolucion de la misma, apuntando por tanto a una
predisposicion genética (Chang et al., 2013). Otra de las causas que podrian influir en
el desarrollo de la NIC es la exposicidn previa a sustancias o tratamientos
potencialmente téxicos. Estudios experimentales llevados a cabo por nuestro grupo
de investigacion, han demostrado que dicha exposicidn es capaz de predisponer al
individuo o hacerle especialmente sensible a padecer dano renal cuando se ve
sometido a otra exposicién potencialmente dafiina, incluso a dosis subtodxicas (Quiros
et al., 2010; Vicente-Vicente et al., 2015). En este contexto, la administracion de un

medio de contraste en un paciente predispuesto podria provocar el desarrollo de NIC.

Actualmente, no existe ningun tratamiento especifico para la NIC una vez esta
instaurada, por lo que la Unica opcidn viable en los pacientes con DRA de estadio mas
avanzado es la dialisis. Asimismo, los compuestos evaluados como medida preventiva

no han demostrado ser completamente eficaces.

Por todo ello, en este trabajo de Tesis Doctoral nos planteamos dos nuevos abordajes
como estrategia frente a la NIC, el diagndstico temprano del riesgo a padecer esta
condicién, antes de recibir el medio de contraste, y el tratamiento preventivo con un

antioxidante, el flavonoide quercetina.
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1. Diagnodstico temprano

1.1 Modelo preclinico

En primer lugar, se planted el desarrollo de un modelo experimental de NIC en el que

identificar marcadores de detectasen la predisposicion al dafo renal.

Los modelos animales de NIC descritos en la literatura requieren de artefactos para
poder desarrollar dicha patologia. Esto hace que la alteracién de la funcidn renal se
deba, al menos en parte, a otros factores (Basivireddy et al., 2004; Modlinger et al.,
2004). La estrategia mas utilizada es la administracion de indometacina y L-NAME, los
cuales inhiben la sintesis de prostaglandinas y NO respectivamente (Rollins et al.,
2017; Tasanarong et al., 2014; Wang et al., 2014). También es frecuente la privacion
del consumo de agua durante un periodo de hasta 72 horas, que en ocasiones se
suma a la estrategia anterior (Ozkan et al., 2012; Toprak et al., 2008). Existen otros
procedimientos menos habituales, como la nefrectomia de 5/6 de la masa renal (Liu
et al.,, 2014), la induccién de diabetes mellitus con estreptozotocina (Deng et al.,
2015), o la isquemia-reperfusién renal (Linkermann et al., 2013). El Unico modelo
animal en el que la nefrotoxicidad es producida mediante la administracion de una
sola dosis de contraste radiolégico se ha realizado en conejos. Sin embargo, la
dificultad que conlleva el manejo de esos animales, junto con las instalaciones que

requieren, hace que sea un modelo dificil de reproducir (Kiss y Hamar, 2016).

Nuestro modelo experimental incluyd como Unico artefacto adicional a la
administracidon del contraste radioldgico la edad avanzada, en concreto se usaron
ratas de 9 meses. Esta condicidn, que aumenta la susceptibilidad al dafio renal, simula
de una manera mas fiel la realidad observada en la clinica, pues los medios de
contraste son usados mayoritariamente en el dambito de Ila cardiologia
intervencionista, en el que la media de los pacientes supera los 70 afios (Baena Diez

et al., 2005).

Para establecer el modelo animal de NIC se requirid la administracién de tres dosis de
lohexol, de tal modo que las dos primeras dosis predisponian al dafio renal, y la
tercera dosis lo desencadenaba. La busqueda de marcadores de predisposicidon se

hizo en el momento previo a la administracion de la tercera dosis.
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Los marcadores NGAL y GM2AP identifican la predisposicion inducida por los

medios de contraste en un modelo experimental

Los marcadores habitualmente utilizados en la clinica para el diagndstico del dafio
renal (creatinina y urea plasmaticas y proteinuria) no sirvieron para identificar la
predisposicion al DRA causada por el lohexol. Tampoco fueron utiles los marcadores
de dano renal temprano NAG y KIM-1, ambos indicativos de dafio en |la zona proximal

(Liangos et al., 2007).

En cambio, la proteina NGAL fue capaz de diferenciar a los animales predispuestos a
sufrir dafo renal. Esta proteina, que en condiciones fisioldgicas normales se
encuentra en cantidades muy bajas en diversos érganos, incluyendo los rifiones,
aumenta su expresion, de manera muy significativa, como consecuencia del dafo
isquémico, téxico, la inflamacién o la aterosclerosis, siendo facilmente detectada en
la orina (Ning et al., 2018; Parikh and Devarajan, 2008). Asi, el incremento en la
excrecion urinaria de NGAL puede estar influenciado por factores que no se deban
Unicamente a una alteracidon renal. Por tanto, en nuestro estudio se hizo necesaria la

busqueda de marcadores mas especificos de predisposicidon a la NIC.

En base a la experiencia previa de nuestro grupo, seleccionamos una bateria de
marcadores que en otros modelos experimentales habian detectado la predisposicion
al dafio renal. Los marcadores transferrina, albumina y t-gelsolina, identificados en
modelos de predisposicidon al DRA por cisplatino (Vicente-Vicente et al., 2015), por la
exposicidon crénica al contaminante ambiental nitrato de uranilo (Vicente-Vicente et
al., 2013) y por gentamicina (Quiros et al., 2017) respectivamente, no fueron utiles en
este modelo de predisposicion a la NIC. Las proteinas transferrina y albumina
proceden de la sangre, desde donde son filtradas en el glomérulo y posteriormente
reabsorbidas en el tubulo proximal mediante endocitosis (Amsellem et al., 2010). Asi,
se ha postulado que la aparicidn de estas proteinas en orina es consecuencia de una
disfuncién en el proceso de reabsorcién, debido a un dafio tubular, mecanismo
fisiopatoldgico que tienen en comun tanto el cisplatino como el uranio (Homma-
Takeda et al., 2015; Manohar y Leung, 2017). La excrecién de la proteina t-gelsolina

también se ha asociado con disfuncién tubular (Ferreira et al., 2011).
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El hecho de que la excrecién de albumina, transferrina y t-gelsolina no varie en
nuestro modelo experimental, sugiere que la predisposicién al DRA causada por los
medios de contraste no es consecuencia de una alteracién en la funciéon tubular

encargada del manejo de estas proteinas.

En cambio, la excrecién urinaria de la proteina GM2AP fue superior en el grupo de
animales que desarrollaron NIC, por lo que se postula como un potencial marcador de
predisposicion al DRA causado por los medios de contraste. Esta proteina fue
detectada por primera vez en un modelo de predisposicion al dafio renal por
gentamicina (Quiros et al., 2010), vinculdndose su incremento en orina con una
alteracion en el manejo tubular de la misma. Sin embargo, es posible que otros
mecanismos también estén implicados en la predisposicion inducida por gentamicina.
Asi, la nefrotoxicidad de este aminoglucésido es de origen multifactorial y ademads de
los efectos tubulares también se ven afectados el glomérulo y los vasos. En caso de
dafio renal leve, los mecanismos extratubulares son los predominantes,
principalmente la contraccién mesangial y vascular (Lopez-Novoa et al., 2011),
consecuencia de la liberacion de mediadores como la endotelina (Valdivielso et al.,
1999) o la angiotensina Il (Lopez-Novoa et al., 2011; Rodriguez-Barbero et al., 1997),
lo que sugiere una implicacion vascular en el desarrollo de la nefrotoxicidad. Puesto
gue la alteraciéon hemodinamica debida al aumento de mediadores vasoconstrictores
es uno de los principales mecanismos fisiopatoldgicos implicados en el desarrollo de
la NIC, la excrecién de GM2AP en el modelo de predisposicion al DRA por los medios

de contraste podria ser consecuencia de la alteracidn vascular.

Otros estudios que apoyan la posibilidad de que la proteina GM2AP esté mas
relacionada con un dafo vascular que tubular, son los obtenidos en un modelo de
predisposicién claramente tubular, como es el del cisplatino (Quiros et al., 2010). En
este modelo, la GM2AP solo es excretada cuando el dafio renal esta instaurado,
momento en que se ha observado que se produce un deterioro vascular (Sanchez-

Gonzalez et al., 2011; Sancho-Martinez et al., 2012).
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Estos resultados inducen a pensar que la excrecion urinaria de GM2AP no estaria
Unicamente asociada a la disfuncion tubular, y que la alteracién hemodindmica

también influiria en el aumento de sus niveles urinarios.

Por tanto, en el modelo animal de predisposicion al dafio renal por los medios de
contraste planteado, la excrecién de marcadores asociados con alteracion tubular,
tanto de dafio renal temprano (NAG y KIM-1), como de predisposicion (albumina,
transferrina y t-gelsolina), no presentd diferencias entre los animales que
desarrollaron NIC y los que no. Estos resultados sugieren que, pese a que la toxicidad
directa sobre las células tubulares es un mecanismo de dafio de los medios de
contraste, este podria no estar implicado en el desarrollo de la predisposicidn al DRA.
Una posible explicacion es que las ratas son muy resistentes a la nefrotoxicidad de los
medios de contraste (Kiss y Hamar, 2016), entre otras causas por su capacidad de
excretarlos rdpidamente, reduciendo el tiempo en que el farmaco estd en contacto
con las células. También puede ser que el dano tubular se desarrolle una vez que la
nefrotoxicidad es evidente. En cambio, las proteinas GM2AP y NGAL son capaces de
detectar la predisposicion adquirida al DRA inducido por los medios de contraste,
pudiendo vincularse con una alteracién de la vasculatura renal (GM2AP) y con

isquemia renal (NGAL).

1.2 Estudio clinico

Una vez desarrollado el modelo animal de predisposicion, en el que se identificaron
marcadores que detectan dicha situacidn, el siguiente paso fue validar estos
marcadores en cuanto a su capacidad para identificar pacientes susceptibles de
desarrollar NIC. La poblacion seleccionada para llevar a cabo el estudio fueron
pacientes cardidpatas que iban a ser sometidos a la administracién de un contraste

radioldgico.

De los pacientes incluidos en el estudio, un 20,3 % desarrollé NIC. Estos valores se
corresponden con los que aparecen en la bibliografia, que situan la incidencia entre el

15-30 % en pacientes con caracteristicas similares a los reclutados en este estudio
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(cardidpatas con factores de riesgo) (Marenzi et al., 2004; McCullough et al., 2006,
1997). Este porcentaje es muy elevado, y se asocia con importantes repercusiones
tanto clinicas, empeorando el prondstico de los pacientes, como econdémicas, por los

gastos sanitarios derivados de una mayor estancia hospitalaria.

Puesto que el hecho de tener la funcién renal alterada es uno de los principales
factores de riesgo para el desarrollo de la NIC, se llevé a cabo la subdivisién de los
pacientes en funcidon de si sus valores de creatinina plasmatica basal indicaban un
estado de normalidad (valores inferiores a 1,3 mg/dL en los hombres y 1,1 mg/dL en
las mujeres) o de patologia renal. Tras la subdivisién, se comprobd que los grupos
generados mantenian la homogeneidad observada antes de su divisidon en cuanto a
caracteristicas antropométricas y factores de riesgo. Como cabia esperar, los
pacientes que partian de una situacion de dafio renal, tomando como referencia los
niveles de creatinina plasmatica, mostraron una mayor incidencia de NIC y un mayor
deterioro de la funcién renal. Asi, segun el criterio RIFLE, los pacientes con NIC del
grupo con funcidn renal basal normal (Casos-CrN) se clasificarian como pacientes de
riesgo, mientras que los que partian con la funcién renal basal alterada (Casos-CrE)
estarian en una situacion de fallo renal (Ricci et al., 2008). El tiempo de estancia
hospitalaria y la mortalidad también fueron superiores en los pacientes del grupo
Casos-CrE. Aunque no se puede afirmar que haya una relacién directa entre la
administracion del contraste y el fallecimiento, pues este podria deberse a las
comorbilidades, a la severidad de la patologia cardiaca, o al procedimiento realizado,
parece evidente que el hecho de sufrir complicaciones renales influye negativamente

en la evolucion y pronéstico del paciente.

A pesar de que la creatinina plasmatica basal tiene una gran repercusién en la
incidencia y gravedad de la NIC, no es capaz de identificar a los pacientes que tienen
mayor riesgo de sufrir dafio renal. Por ello, en este estudio se investigd la capacidad
de marcadores mads especificos, que pudieran estratificar a los pacientes segun su
riesgo de desarrollar NIC. Puesto que en los pacientes la predisposicion a la NIC
puede deberse a otras circunstancias diferentes a la administracién previa de un
medio de contraste, como son sus factores de riesgo o la exposicidn a sustancias que

aumenten su susceptibilidad, se decidié evaluar toda la bateria de marcadores
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probados en los animales. Asi, se estudiaron tanto marcadores de dafo renal
temprano, (NAG, NGAL y KIM-1) como de predisposicion (albumina, transferrina,

GM2AP vy t-gelsolina).

Los marcadores NAG, NGAL y KIM-1 no son capaces de identificar a aquellos

pacientes que desarrollaran NIC

Ninguno de los biomarcadores de dafio renal temprano (NAG, NGAL y KIM-1) fue util
para diferenciar los Controles de los Casos, ni en el conjunto total de los pacientes ni
en ninguna de las subpoblaciones. El hecho de que en el modelo animal la NGAL sea
indicativo de la predisposicién a la NIC y en cambio en los pacientes no se reproduzca
esa situacion, puede deberse a que esta proteina aparece como consecuencia de
procesos de isquemia (de origen no solo renal), y este es uno de los principales
mecanismos patologicos de las cardiopatias que sufren los pacientes incluidos en este
estudio. Asi, se ha visto que la NGAL aumenta en situaciones como el infarto de
miocardio, aterosclerosis o accidentes cerebrovasculares (Bolignano et al., 2010). Por
tanto, los niveles de la NGAL podrian estar alterados como consecuencia de las
patologias cardiacas y por ello no se observarian diferencias entre los grupos que

permitieran detectar la mayor susceptibilidad a la NIC.

La albumina posee un alto poder predictivo del desarrollo de NIC en pacientes con

la funcidon renal basal normal

La microalbuminuria, considerada como la excreciéon de 30-300 pg/mg creatinina
urinaria, es un factor de riesgo cardiovascular y renal, y se ha observado en
hipertensos, diabéticos o fumadores (Basi et al., 2008). En esas situaciones su
excrecion urinaria se ha asociado con disfuncidn vascular intrarrenal (Mimran et al.,
1994; Pinto-Sietsma et al., 2000). Sin embargo, en nuestro estudio, el nivel de
albuminuria de los pacientes que no tenian la creatinina plasmatica basal elevada
estaba por debajo de los margenes de la microalbuminuria. Estudios epidemioldgicos

recientes han observado que, dentro de esos niveles inferiores a la microalbuminuria,
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un nivel aumentado es indicativo de alteraciones renales, especialmente relacionadas
con disfuncidn endotelial de la microvasculatura (arteriolas y capilares), posiblemente
como consecuencia de la disminucién en la produccién de NO (Arnlév Johan et al.,

2005; Martens et al., 2018; Ott et al., 2011).

En nuestro estudio, la posible influencia de la HTA o la diabetes en la excrecién de
albumina seria comparable en ambos grupos, pues la prevalencia de estas patologias
es similar. Asi, el mayor nivel observado en el grupo Casos-CrN no estaria vinculado a

los factores de riesgo.

La proteina GM2AP es capaz de predecir el riesgo de sufrir NIC en pacientes con la

funcion renal alterada

En los pacientes cuya funcidn renal basal estaba alterada, el marcador que presentd
una mayor capacidad predictiva de la NIC fue la proteina GM2AP. Este marcador ya
fue propuesto como herramienta para el diagndstico de la predisposicién al DRA tras
observarse un aumento de su excrecidon en pacientes que recibian el antibidtico
gentamicina y cuyos parametros comunes de dafio renal no variaban (Quiros et al.,
2010). Nuestros resultados confirmarian la utilidad de GM2AP para el diagndstico de
la susceptibilidad al dafio renal. En base a los resultados obtenidos en el modelo
animal, la excrecion de GM2AP podria deberse a alteraciones en la funcidn vascular
renal, que posteriormente se verian agravadas con la administracion del medio de

contraste, provocando un deterioro de la funcidn renal.

En este grupo de pacientes es de especial relevancia el hecho de disponer de un
biomarcador que identifique a los pacientes en riesgo de desarrollar NIC. En los
sujetos que presentan una disfuncién renal, la administracién del medio de contraste
puede desencadenar una situacion de fallo renal, lo cual tiene importantes
repercusiones clinicas e incrementa la tasa de mortalidad. Por ello, el conocer,
mediante la determinacién de la proteina GM2AP, si un paciente presenta o no una
mayor susceptibilidad a la NIC, permitiria ajustar los protocolos de actuacion antes y

después de la administracion del medio de contraste.
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Aunque los marcadores albumina, transferrina y t-gelsolina también identificaban el
riesgo de padecer NIC en esta subpoblacidon de mayor riesgo, su capacidad predictiva
fue menor. En concreto, puesto que la barrera de filtracion glomerular esta alterada,
como indican los valores elevados de creatinina plasmatica, la especificidad de la
albumina para detectar la predisposicion seria inferior a la observada en los pacientes

con la funcidn renal normal.

Asi el estudio de los biomarcadores de predisposicidon en pacientes cardidpatas
aporta resultados prometedores para el diagndstico de la susceptibilidad de padecer
NIC. El conocimiento anticipado del riesgo permitiria elegir un enfoque que se
englobaria dentro de la denominada medicina 3p (predictiva, preventiva vy

personalizada).

2. Terapia preventiva

En la prevencion del dafio renal por tdxicos, una de las estrategias que se emplea
frecuentemente es la administracién de sustancias capaces de prevenir el desarrollo
del mismo. Por ello se decidid evaluar si la quercetina, un compuesto con
propiedades antioxidantes, era util en la prevencion de la NIC. Se selecciond este
producto en base a la experiencia previa de nuestro laboratorio con modelos
preclinicos, en los que demostramos sus propiedades renoprotectoras, y debido a

que el estrés oxidativo es un mecanismo patogénico de la NIC.

Para abordar esta estrategia se disefid un ensayo clinico con pacientes cardidpatas
gue iban a recibir un medio de contraste. Participaron 185 pacientes, de los cuales 58
recibieron el tratamiento profildctico con quercetina. Pese a la diferencia numérica
de los grupos, ambos fueron homogéneos en relaciéon con la edad, el sexo y las
caracteristicas antropométricas. Tampoco hubo diferencias en los medicamentos
consumidos por cada grupo, el tipo y volumen de contraste administrado, o los

factores de riesgo, salvo el tabaquismo.
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La quercetina es un potencial compuesto protector frente a la NIC en pacientes

cardidpatas

La funcion renal basal, seglin los marcadores de dafio renal medidos, no fue diferente
entre los dos grupos. Nuestros resultados evidencian que la administracién de
guercetina parece ser util en la reduccion del dano renal causado por los medios de
contraste, como muestra el menor incremento de la creatinina plasmatica en los
pacientes que recibieron el antioxidante. Por tanto, aunque no evité completamente

el deterioro, si atenud la gravedad.

Para evaluar la funcién renal con mayor detalle se determind la TFG, la proteinuria y
la actividad de la enzima NAG. La disminucion de la TFG fue similar en los dos grupos
estudiados, aunque existen ciertas discrepancias en funcién de la férmula utilizada
para su calculo. El incremento en la excrecion de proteinas entre el momento basal y
el de mayor dafio tras recibir el medio de contraste no fue diferente entre ambos
grupos de pacientes. Sin embargo, parece haber afectacién en el manejo tubular de
algunas proteinas. En concreto, el incremento de NAG fue menor en los pacientes
gue habian recibido el tratamiento preventivo. Esta proteina es indicativa de dano
tubular, por lo que la quercetina podria estar paliando la afectacién tubular originada
por los medios de contraste, la cual se observa cuando hay un dafno renal establecido.
Estos resultados indicarian una posible proteccion de la quercetina frente a la
nefrotoxicidad de los medios de contraste. De hecho, la incidencia de la NIC fue un
5,1 % menor en los pacientes que tomaban el flavonoide. Ademads, en el grupo de
pacientes tratados con quercetina tanto la estancia hospitalaria como la tasa de
mortalidad fueron menores. Sin embargo, estos resultados no pueden asociarse
directamente a la quercetina, pues podrian estar condicionados por la intervencién a

la que fue sometido el paciente o sus comorbilidades.

La definicion de la NIC solamente tiene en cuenta la elevacion de la creatinina
plasmatica. Sin embargo, la presencia de los factores de riesgo ya mencionados
puede incrementar el riesgo de desarrollar esta patologia. Para estudiar el efecto que
tiene la administracion de la quercetina en los factores de riesgo se calculé el RR de
cada uno de ellos en los dos grupos estudiados. De todos los factores de riesgo, el
unico en el que la administracion de quercetina influyé fue la administracion de
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volumenes superiores a 350 mL. Asi, en los pacientes que no habian recibido
quercetina, la administraciéon de un volumen de medio de contraste superior a 350
mL suponia un aumento del riesgo de NIC de entre 1 y 3 veces. En cambio, en los
pacientes que recibian quercetina, el hecho de administrar un volumen elevado de
contraste radiolégico no suponia un factor de riesgo para el desarrollo de NIC. Por
tanto, la quercetina reduciria el riesgo relacionado de manera directa con el medio de
contraste, permitiendo a los facultativos la administracidon de volimenes mayores, sin

gue ello suponga un riesgo afiadido para los pacientes.

Todos estos datos sugieren que la quercetina tendria un potencial papel protector
frente a la nefrotoxicidad de los medios de contraste. Sin embargo, existen ciertos
aspectos que hacen que la eficacia sea menor a la observada en los estudios
preclinicos. Uno de ellos es su baja biodisponibilidad por via oral. La quercetina es
poco soluble en medios acuosos, como los fluidos intestinales, y ademas es
degradada por la microbiota intestinal, lo que condiciona la cantidad absorbida.
Debido a todo ello hay una gran variabilidad interindividual en la proporcién
absorbida, pudiendo situarse entre el 0% y el 50 % (Graefe et al., 2001; Lesser and
Wolffram, 2006). En nuestro estudio la dosis que se administré fue de 500 mg 3 veces
al dia. Incrementar la dosis administrada resultaria dificil debido al gran tamafio que
deberian tener las cdpsulas, lo cual podria provocar el rechazo al tratamiento por
parte de los pacientes. Ademas, hay que tener en cuenta que la poblacién en la que
se ha llevado a cabo el estudio son pacientes que estan polimedicados, y por tanto
pueden mostrarse reticentes a la toma de un nuevo medicamento. Es por ello que en
los ultimos afios se estd estudiando el uso de otras formulaciones que solventen este
problema, como son las nanoparticulas (Li et al.,, 2009; Wu et al., 2008), las cuales
mejorarian la solubilidad en agua y con ello la absorcién de la quercetina, lo que haria
gue la dosis necesaria fuese menor. Ademas, para obtener resultados mas robustos

seria necesario un mayor numero de pacientes.
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La administracion de quercetina a pacientes cardidpatas no provoca efectos

adversos destacables.

En relacion con el estudio de seguridad llevado a cabo, a excepcion del dolor
abdominal, que fue referido por un 3,2 % de los pacientes, no se detectaron efectos
adversos. Estos resultados estdan en consonancia con lo recogido en la bibliografia. La
administracion oral de este antioxidante no se ha relacionado con efectos adversos
significativos, incluso a dosis de 1000 mg/dia durante 12 semanas (Broman-Fulks et
al.,, 2012; Kiesewetter et al., 2011; Lozoya et al., 2002; Shoskes, 1998). Solo en un
estudio clinico en fase | los pacientes sufrieron emesis, disnea y nefrotoxicidad
(aumento en la creatinina plasmatica) (Ferry et al., 1996). En ese caso la quercetina se
administraba por via intravenosa, a una dosis de entre 945-1400 mg/m?, y los efectos
no pueden compararse con aquellos de la administraciéon por via oral, pues debido a
la baja biodisponibilidad, las concentraciones alcanzadas en sangre serian mucho
menores. Se ha estimado que, para alcanzar la cantidad plasmatica de quercetina
obtenida tras administrar 722 mg por via intravenosa, la dosis que causd
nefrotoxicidad, seria necesaria una ingesta por via oral de aproximadamente 28 kg
(Harwood et al.,, 2007). Por tanto, se puede afirmar que la administracion de

guercetina por via oral es segura.

Asi, los resultados de nuestro estudio sugieren que la administracion de quercetina
en pacientes que van a recibir un medio de contraste protege, al menos en parte,
frente a la nefrotoxicidad de los mismos. Esta estrategia permitiria ademas la
administracion de volimenes mayores de contraste sin que ello aumente el riesgo de

NIC. Asimismo, la dosis de flavonoide administrada es segura.
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En base a los resultados obtenidos en este trabajo de investigacidn, las conclusiones

gue se pueden extraer son:

Conclusion 1

Los biomarcadores urinarios GM2AP y NGAL son capaces de identificar la
predisposicion al DRA inducida por los medios de contraste, en un modelo

experimental.

Conclusion 2

En pacientes cardidpatas que van a recibir un medio de contraste, los
biomarcadores urinarios de predisposicidon albumina, GM2AP, transferrina y t-
gelsolina son capaces de estratificar a los mismos seglin su riesgo de
desarrollar NIC. Tras realizar un analisis mas exhaustivo basado en la funcién

renal basal, se concluye que:

o Conclusién 2.1
La albumina es el Unico biomarcador capaz de discriminar a los
pacientes que sufrirdn NIC, entre aquellos que no presentan alteracion

renal.

o Conclusién 2.2
La proteina GM2AP es el marcador con mayor capacidad predictiva de

la NIC, en los pacientes que parten con disfuncién renal.

Conclusion 3

La administraciéon de quercetina reduce la incidencia de NIC en nuestro
estudio, por lo que se postula como un candidato prometedor frente a la
nefrotoxicidad de los medios de contraste. Ademas, ejerce su efecto protector
de manera segura y permitiria la administracién de volimenes mayores de

medio de contraste sin que ello aumente el riesgo de toxicidad renal.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del Proyecto: Evaluacion de la utilidad de marcadores de diagndstico precoz como
estrategia en la reduccion de nefropatia inducida por contrastes

Estimado Sefior/a,

Mediante el presente documento se le invita a participar en un estudio de investigacion o ensayo
clinico, cuyo promotor es el SERVICIO DE CARDIOLOGIA, HOSPITAL UNIVERSITARIO DE SALAMANCA.
Este formulario le informard de las caracteristicas del estudio y los procedimientos a seguir en el
mismo. Por favor, lea atentamente la informacion contenida en este formulario y no dude en contactar
con su doctor para cualquier pregunta que le pueda surgir. Asimismo, usted puede consultar con otras
personas antes de tomar una decision.

Objetivo del estudio y antecedentes

El objetivo de este estudio es identificar marcadores urinarios de dafio renal temprano que se
anticipen a la creatinina plasmatica en la deteccién de la nefrotoxicidad de los medios de contraste.

Los medios de contrastes son sustancias que se usan para mejorar la visibilidad de estructuras o fluidos
dentro del cuerpo. Las mejoras farmaco-quimicas logradas en las ultimas décadas han contribuido
notablemente a la seguridad y eficacia de estas sustancias. Sin embargo, en algunos pacientes pueden
aparecer efectos adversos considerables. Con este estudio se pretende encontrar marcadores
urinarios que permitan prevenir el dafio renal agudo ocasionado por los medios de contraste.

El estudio precisa incluir en el ensayo a pacientes que, como usted, seran sometidos por prescripcion
médica a un procedimiento en el que se utilizan agentes de contraste.

Como al resto de pacientes a incluir en el presente ensayo, a usted se le ofrece la oportunidad de
participar en este estudio. Por supuesto usted es libre de no entrar en el mismo, y si lo hace, podra
abandonar el estudio en cualquier momento que desee. Su doctor también podrd pedirle que
abandone el estudio si usted experimentara algun efecto no esperado.

Procedimientos

Este es un estudio que se realizara en su hospital habitual. Esta previsto que, si usted decide participar
en el estudio, lo haga durante la completa duracién del mismo, aunque usted es libre de abandonar el
estudio en cualquier momento, sin dar ninguna explicacion.

Si acepta participar, debera firmar una hoja denominada consentimiento informado, o en caso de que
exista algun impedimento que haga que no pueda firmarlo, podrd otorgar su consentimiento ante
algun testigo, que firmara por usted.

Las exploraciones, pruebas, procedimientos y visitas previstas son las habituales en el proceso
asistencial para la patologia en estudio y no se contempla ningin procedimiento especifico del estudio
que no forme parte de su asistencia rutinaria. Si usted decide participar en el estudio se tomara una
pequeia parte de las muestras (alicuotas) de sangre y orina que se obtienen para llevar a cabo la
preparacién y seguimiento normales de su proceso asistencial, con los fines de investigacidn recogidos
en este proyecto.

Por tanto, el estudio no modificarad en absoluto el procedimiento estandar a seguir con el paciente ni
exigira ninguna actuacion o intervencion adicional.

177



Anexo |

Riesgos

En el proceso asistencial se utilizan contrastes iodados que pueden inducir un fallo en la funcién del
rifidn. El fallo renal se asocia a un incremento notable de las complicaciones y de la mortalidad.

Este estudio no modifica en absoluto su proceso asistencial, por lo que los riesgos asociados a este no
estan vinculados a su participacién en el estudio

Beneficios de su participacion en el estudio

El beneficio potencial de su participacién en este estudio es evitar la aparicion de fallo renal tras el
medio de contraste. La informacidn obtenida puede ser util en la prevencion de su aparicidon en otros
pacientes en el futuro.

Participacién voluntaria

Su participacion en el estudio es completamente voluntaria. Usted puede negarse a participar o
retirarse del estudio en cualquier momento sin que de ello se derive ningun perjuicio ni pérdida de los
beneficios a los que usted tiene derecho. Usted puede interrumpir su participacion en el estudio sin
gue por ello se vean afectados sus cuidados médicos en curso.

Nuevos descubrimientos

Todos los nuevos descubrimientos que se realicen durante el curso de esta investigacion, que puedan
influenciar razonablemente en su deseo de continuar en el estudio, le seran comunicados en cuanto
sean disponibles. En este caso, usted debera firmar un nuevo documento de consentimiento
informado.

Confidencialidad

Con el fin de garantizar la fiabilidad de los datos recogidos en este estudio, serd preciso que
representantes del promotor, miembros del equipo investigador y, eventualmente, la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios o miembros del Comité Etico de Investigacion
Clinica tengan acceso a su historia clinica, comprometiéndose a la mas estricta confidencialidad.

Toda la informacién (personal, clinica, y los datos provenientes de la investigacién con material
bioldgico) recogida en su nombre se tratard con arreglo a la Directiva 95/46/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 24 de octubre de 1995, relativa a la proteccion de las personas fisicas en lo
que respecta al tratamiento de datos personales, y a la Ley Organica 15/1999 de 13 de Diciembre, de
Proteccidn de Datos de Caracter Personal y su normativa de desarrollo, el Real Decreto 1720/2007, de
21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento que la desarrolla. En caso de cesidn de datos a
terceros paises, se garantizard un nivel de proteccion equivalente al de nuestra legislacién.

De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos personales y a su
rectificacidn, cancelacion y oposicidén, que podra ejercer dirigiéndose al médico que le atiende en este
estudio. En caso de que se ejerciten estos derechos, el médico lo pondrd inmediatamente en
conocimiento del promotor como responsable del fichero.

Comités Eticos

El presente protocolo de estudio ha sido revisado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del
Hospital Clinico Universitario de Salamanca, que han otorgado una opinidn favorable del mismo.

En la elaboracion y disefio de este protocolo se han observado los principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos, recogidos en la Declaracion de Helsinki.
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Péliza de seguros

De acuerdo con la legislacién vigente, RD 223/2004, usted estd asegurado con una pdliza de seguros
concertada por el promotor del estudio con la compafiia ------ , con numero de péliza ------ para cubrir
los dafios y perjuicios o riesgos potenciales que puedan derivarse de su participacion en el presente
ensayo. En caso de que usted decida suscribir alguiin seguro de vida, puede que a la hora de contratar el
mismo la compafiia aseguradora establezca alguna condicion adicional por el hecho de que usted esté
participando en un ensayo clinico.

Esperamos que después de leer este formulario, Usted estara suficientemente informado sobre los
procedimientos del estudio. Su médico le contestard a cualquier pregunta o duda relacionada con este
proyecto de investigacién.

Persona de contacto.

Durante todo el estudio podra formular cualquier pregunta que tenga. En caso de urgencia o si tuviese
algln problema o mas preguntas sobre el estudio o sobre sus derechos como paciente, péngase en
contacto con la persona indicada a continuacidn

Direccion: ..
Teléfono:

Firma del Médico Fecha:

Fdo.:
Investigador colaborador con el proyecto de investigacion: Evaluacién de la utilidad de marcadores
de diagnéstico precoz como estrategia en la reduccion de nefropatia inducida por contrastes.

Yo (indicar nombre completo del paciente)
DNI/PASAPOILE, ......cocvvevererereieriteeretetee et tes st es st s st ettt et ettt et e
He leido la hoja informativa que me ha sido entregada.

He tenido oportunidad de efectuar preguntas sobre el estudio.
He recibido respuestas satisfactorias.

He recibido suficiente informacion en relacion con el estudio.

Entiendo que la participacion es voluntaria.
Entiendo que puedo abandonar el estudio:

e Cuando lo desee.

¢ Sin que tenga que dar explicaciones.

¢ Sin que ello afecte a MIS cuidados médicos.
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También he sido informado de forma clara, precisa y suficiente de los siguientes extremos que afectan
a los datos personales que se contienen en este consentimiento y en la ficha o expediente que se abra
para la investigacién:

eEstos datos serdn tratados y custodiados con respeto a mi intimidad y a la vigente
normativa de proteccion de datos.

eSobre estos datos me asisten los derechos de acceso, rectificacién, cancelacién y
oposicién que podré ejercitar mediante solicitud ante el investigador responsable en la
direccidn de contacto que figura en este documento.

*Estos datos no podrdn ser cedidos sin mi consentimiento expreso y no lo otorgo en este
acto.

* Doy mi consentimiento sdlo para la extraccidon necesaria en la investigacion de la que
se me ha informado y para que sean utilizadas las muestras (fluidos, tejidos, etc..)
exclusivamente en ella, sin posibilidad de compartir o ceder éstas, en todo o en parte,
a ningun otro investigador, grupo o centro distinto del responsable de esta
investigacién o para cualquier otro fin.

Declaro que he leido y conozco el contenido del presente documento, comprendo los compromisos
que asumo Yy los acepto expresamente. Y, por ello, firmo este consentimiento informado de forma
voluntaria para MANIFESTAR MI DESEO DE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION
TITULADO EVALUACION DE LA UTILIDAD DE MARCADORES DE DIAGNOSTICO PRECOZ COMO
ESTRATEGIA EN LA REDUCCION DE NEFROPATIA INDUCIDA POR CONTRASTES, hasta que decida lo
contrario. Al firmar este consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos. Recibiré una copia de
este consentimiento para guardarlo y poder consultarlo en el futuro.

Nombre del paciente o sujeto colaborador:

Firma:

Fecha:

Nombre del investigador:
DNI:

Firma: Servicio de Cardiologia, Hospital Universitario de Salamanca
Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Apellidos NHC _
Nombre Fecha _
Finalidad

Le rogamos que lea este consentimiento informado entendiendo su contenido y el objeto del
mismo y que haga todas las preguntas que estime oportunas.

Este documento tiene como objeto solicitar su autorizacion escrita para la donacion de parte de la
muestra sobrante de tejido o de liquido durante su proceso diagndstico, operatorio o postoperatorio para
poderlos utilizar en proyectos de investigacion relacionados directa o indirectamente con su enfermedad.

La donacion de muestras al Biobanco del Hospital Universitario de Salamanca, en adelante
Biobanco-HUSA, no supone para usted ningun riesgo o molestia adicional ya que las muestras proceden de
las que forzosamente se le tienen que tomar a lo largo de su proceso diagndstico.

El Biobanco es un centro de conservacion de muestras que pueden ser tejidos, fluidos bioldgicos,
ADN, ARN, células, etc. con un gran valor en la investigacion de enfermedades.

El almacenamiento de las muestras en el Biobanco-HUSA permite a los cientificos disponer de
muestras para investigar:

v Qué genes influyen en el desarrollo de determinadas enfermedades o en la
proteccion frente a las mismas.
v Obtencion de conocimientos que permitan el desarrollo de nueva estrategias,
métodos diagndsticos y terapias aplicables a pacientes.
o Marcadores bioldgicos que permitan el diagndstico de algunas enfermedades con
mayor rapidez y con menos molestias para el paciente.
Cordcter de 1 & 60 y derect

Las donaciones, por disposicion legal, son altruistas por lo que usted no obtendré ningin beneficio

econdmico por las mismas.

Podrd conocer para qué proyectos de investigacion han sido utilizadas sus muestras y datos
personales. Si usted lo solicita de manera expresa, tendra a su disposicion la informacion relativa a la
utilizaciéon de su muestra en los proyectos de investigacion a los que se haya cedido pero no se le
comunicara, en general, ningun resuitado personal obtenido del estudio de las mismas, dado que la manera
en la que se emplearan sus datos, muestras asi como el disefio de los proyectos de investigacion en los que
puedan ser empleados, no permiten la obtencion de datos individualizados. No obstante, si en algin
proyecto en el que se fueran a emplear sus muestras se obtuviera alguna informacion, derivada de los
analisis genéticos, relativa a su salud o a la de su familia, tiene el derecho a ser informado sobre 12 misma si
usted lo solicita expresamente. Le corresponderd a usted decidir si quiere 0 no comunicarselo a sus
familiares.

Usted puede decidir libremente sobre su muestra y solicitar, sin especificar el motivo, la
eliminacion de todas las muestras donadas al Biobanco-HUSA y sus datos asociados (Revocacion del
Consentimiento). Esto no supone ninguin cambio en la relacion con su médico ni perjuicio alguno en su
diagnéstico, tratamiento y/o seguimiento. No se podré extender su decision a ningun dato resultante de

las investigaciones que se hayan llevado a cabo hasta ese momento.

181

PG.1/3



Anexo 11

HOSENTAL
UNIVERINT ASB0

HUSA B A "."Y D BALAMANCA
{ B %\S.\(yl
Descripcion del proceso

Serd necesario recoger datos de su historia clinica y es posible que se le solicite rellenar un
cuestionario de salud en el que se pediran datos personales relacionados con habitos de vida, historia
médica, ambiente donde vive y trabaja, entre otros. Estos datos se emplearan en los proyectos de
investigacion junto con sus muestras. Es posible que sea necesario en el futuro contactar con usted para
obtener datos adicionales y para ello se le solicita su autorizacion expresa.

Sus muestras seran almacenadas en el Biobanco-HUSA. Este Biobanco estd integrado en una red
Biobancos hospitalarios coordinada por el Instituto de Salud Carlos lIl y que tiene como objetivo almacenar
muestras de pacientes que puedan ser empleadas en proyectos de investigaciones nacionales e
internacionales.

Dado que sus muestras se cederan a diversos proyectos de investigacion, es posible que alguno de
ellos emplee animales de laboratorio. Estos son necesarios para proteger la salud humana. Con los
conocimientos cientificos que tenemos ahora, no es posible su sustitucion por otros sistemas de
experimentacion. Sera tarea de los comités y autoridades correspondientes, vigilar que esos proyectos de
investigacion cumplan Ias leyes y eviten el posible sufrimiento de los animales pero usted puede negarse a
ceder sus muestras a esos proyectos, tal y como le solicitamos en este consentimiento.

De acuerdo con la Ley de Investigacion Biomédica 14/2007, los datos clinicos y las muestras
almacenadas en el Biobanco-HUSA podran ser empleadas en estudios de investigacion biomédica
realizados por este u otros centros, nacionales y extranjeros siempre que los comités de Etica y Cientifico
del Biobanco lo aprueben. Por esta misma ley y dado que el Biobanco-HUSA esta integrado en una red
nacional de Biobancos que podria colaborar con redes internacionales de Biobancos, se le solicitard
expresamente que de Su autorizacion para que sus muestras y datos asociados sean compartidos con
Biobancos distintos al Biobanco-HUSA garantizando Ia confidencialidad de sus datos.

Pr. - cali

Sus datos personales seran confidenciales y procesados de acuerdo con la Ley Organica 15/1999 de
Proteccion de Datos de Caracter Personal y la legislacion vigente relativa a investigacion biomédica. Sus
muestras y sus datos personales seran sometidas a un proceso de codificacion y se haran anoénimas para
los investigadores, de tal forma gue nunca puedan conocer su identidad. Sus datos personales seran
incorporados a una base de datos de caracter confidencial inscrita en la Agencia Espaiiola de Proteccion de
Datos, conforme a Ia ley 15/1999, cuyo titular es el Hospital Universitario de Salamanca.

Como donante, usted tiene el derecho a realizar cualguier modificacion o eliminacion de sus datos
poniéndose en contacto con el Director del Biobanco-HUSA, Pso/ San Vicente 58-182, 37007-Salamanca.
Declaracién del donante

He sido informado por el personal clinico/investigador abajo mencionado y he comprendido:

1 La finalidad de la conservacidn, el lugar de conservacion y la garantia del
cumplimiento de |a legalidad vigente.

2. La posibilidad de ceder a terceros las muestras para futuros proyectos de
investigacion que cumplan con las exigencias éticas y cientificas exigidas por los comités
correspondientes asi como cualquier exigencia legal que sea aplicable.

3. La posibilidad de ceder muestras y datos clinicos a otros Biobancos nacionales y
extranjeros para ser empleadas en proyectos de investigacion biomédica, salvaguardando mi
confidencialidad.

4. Que las muestras y datos personales serdn proporcionados a los investigadores de
tal manera que resulte imposible mi identificacion.
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5. Que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y exigir eliminar las
muestras y mis datos personales almacenados en el Biobanco-HUSA.

6. Que no tendré acceso a los resultados especificos de los estudios realizados con las
muestras pero que podre solicitar informacion genérica sobre los proyectos en los que se han
empleado las muestras y los datos asociados. En el caso de que se obtuviera alguna informacion
relativa a mi salud o la de mi familia puedo solicitar que se me proporcione.

En pleno uso de mis facultades accedo a:
Que las muestras y mis datos personales asociados
puedan ser empleados con fines de investigacion y
almacenados en el Biobanco-HUSA de acuerdo con las s O WO
condiciones expuestas =
Que si fuera necesario, se contacte conmigo para obtener

NO
datos adicionales ss (J No(D)
Que mis muestras puedan cederse a proyectos de
mvstiga?énenlosqueseempleenmimalesde s O N[O
laboratorio
Solicito:

Recibir informacion relativa @ mi salud o la de mis
fami‘ll?resenelcasodequeseo.btengaalgunresulmdo s O N
genético que pueda afectar a las mismas
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del Proyecto: Eficacia y seguridad de la quercetina para la prevencion de la nefrotoxicidad
en pacientes sometidos a cateterismo cardiaco.

Estimado Sefior/a,

Mediante el presente documento se le invita a participar en un estudio de investigacion o ensayo
clinico, cuyo promotor es el SERVICIO DE CARDIOLOGIA, HOSPITAL UNIVERSITARIO DE SALAMANCA.
Este formulario le informard de las caracteristicas del estudio y los procedimientos a sequir en el
mismo. Por favor, lea atentamente la informacion contenida en este formulario y no dude en contactar
con su doctor para cualquier pregunta que le pueda surgir. Asimismo, usted puede consultar con otras
personas antes de tomar una decision.

Objetivo del estudio y antecedentes

EL objetivo de este ensayo es estudiar si la administracion por via oral del compuesto quercetina es util
para la prevencion de la nefrotoxicidad de los medios de contraste.

Los medios de contrastes son sustancias que se usan para mejorar la visibilidad de estructuras o fluidos
dentro del cuerpo. Las mejoras farmaco-quimicas logradas en las ultimas décadas han contribuido
notablemente a la seguridad y eficacia de estas sustancias. Sin embargo, en algunos pacientes pueden
aparecer efectos adversos considerables.

La quercetina es un compuesto de origen vegetal, que podria ser util en la prevencién de la toxicidad
de los medios de contraste por su demostrada capacidad antioxidante.

El estudio precisa incluir en el ensayo a pacientes que, como usted, seran sometidos por prescripcién
médica a un procedimiento en el que se utilizan agentes de contraste.

Como al resto de pacientes a incluir en el presente ensayo, a usted se le ofrece la oportunidad de
participar en este estudio. Por supuesto usted es libre de no entrar en el mismo, y si lo hace, podra
abandonar el estudio en cualquier momento que desee. Su doctor también podrd pedirle que
abandone el estudio si usted experimentara algun efecto no esperado.

Procedimientos

Este es un estudio que se realizara en su hospital habitual. Esta previsto que, si usted decide participar
en el estudio, lo haga durante la completa duracién del mismo, aunque usted es libre de abandonar el
estudio en cualquier momento, sin dar ninguna explicacion.

Si acepta participar, debera firmar una hoja denominada consentimiento informado, o en caso de que
exista algun impedimento que haga que no pueda firmarlo, podrad otorgar su consentimiento ante
algun testigo, que firmara por usted.

Si decide participar, el Servicio de Enfermeria se encargard de suministrarle la quercetina. Asi, 3 dias
antes del procedimiento en el que es necesario administrar un medio de contraste, se comenzara el
tratamiento con quercetina, por via oral, 500 mg cada 8 horas, en forma de cdpsula. Este tratamiento
se alargara hasta dos dias después del procedimiento.
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Ademas, en el estudio se tomara una pequefia parte de las muestras (alicuotas) de sangre y orina que
se obtienen para llevar a cabo la preparacion y seguimiento normales de su proceso asistencial, con los
fines de investigacion recogidos en este proyecto.

Riesgos

En el proceso asistencial se utilizan contrastes iodados que pueden inducir un fallo en la funcién del
rifidn. El fallo renal se asocia a un incremento notable de las complicaciones y de la mortalidad.

La seguridad de la quercetina ya ha sido demostrada previamente en ensayos clinicos. No obstante,
usted rellenard un pequefio cuestionario indicando si ha experimentado algun efecto tras la ingesta del
compuesto.

Beneficios de su participacion en el estudio

El beneficio potencial de su participacidn en este estudio es evitar la aparicion de fallo renal tras el
medio de contraste. La informacion obtenida puede ser util en la prevencion de su aparicidon en otros
pacientes en el futuro.

Participacion voluntaria

Su participacion en el estudio es completamente voluntaria. Usted puede negarse a participar o
retirarse del estudio en cualquier momento sin que de ello se derive ningun perjuicio ni pérdida de los
beneficios a los que usted tiene derecho. Usted puede interrumpir su participacion en el estudio sin
que por ello se vean afectados sus cuidados médicos en curso.

Nuevos descubrimientos

Todos los nuevos descubrimientos que se realicen durante el curso de esta investigacion, que puedan
influenciar razonablemente en su deseo de continuar en el estudio, le seran comunicados en cuanto
sean disponibles. En este caso, usted debera firmar un nuevo documento de consentimiento
informado.

Confidencialidad

Con el fin de garantizar la fiabilidad de los datos recogidos en este estudio, serd preciso que
representantes del promotor, miembros del equipo investigador y, eventualmente, la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios o miembros del Comité Etico de Investigacidn
Clinica tengan acceso a su historia clinica, comprometiéndose a la mas estricta confidencialidad.

Toda la informacidn (personal, clinica, y los datos provenientes de la investigacién con material
biolégico) recogida en su nombre se tratard con arreglo a la Directiva 95/46/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 24 de octubre de 1995, relativa a la proteccion de las personas fisicas en lo
que respecta al tratamiento de datos personales, y a la Ley Organica 15/1999 de 13 de Diciembre, de
Proteccidn de Datos de Caracter Personal y su normativa de desarrollo, el Real Decreto 1720/2007, de
21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento que la desarrolla. En caso de cesidén de datos a
terceros paises, se garantizard un nivel de proteccién equivalente al de nuestra legislacion.

De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos personales y a su
rectificacion, cancelacién y oposicion, que podra ejercer dirigiéndose al médico que le atiende en este
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estudio. En caso de que se ejerciten estos derechos, el médico lo pondrd inmediatamente en
conocimiento del promotor como responsable del fichero.

Comités Eticos

El presente protocolo de estudio ha sido revisado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del
Hospital Clinico Universitario de Salamanca, que han otorgado una opinién favorable del mismo.

En la elaboracién y disefio de este protocolo se han observado los principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos, recogidos en la Declaracién de Helsinki.

Péliza de seguros

De acuerdo con la legislacién vigente, RD 223/2004, usted estd asegurado con una pdliza de seguros
concertada por el promotor del estudio con la compafiia ------ , con numero de péliza ------ para cubrir
los dafios y perjuicios o riesgos potenciales que puedan derivarse de su participacion en el presente
ensayo. En caso de que usted decida suscribir algiin seguro de vida, puede que a la hora de contratar el
mismo la compaiiia aseguradora establezca alguna condicidn adicional por el hecho de que usted esté
participando en un ensayo clinico.

Esperamos que después de leer este formulario, Usted estara suficientemente informado sobre los
procedimientos del estudio. Su médico le contestard a cualquier pregunta o duda relacionada con este
proyecto de investigacion.

Persona de contacto.

Durante todo el estudio podra formular cualquier pregunta que tenga. En caso de urgencia o si tuviese
algln problema o mas preguntas sobre el estudio o sobre sus derechos como paciente, pdngase en
contacto con la persona indicada a continuacidn

][ =Tolof o] F SRS PP PR
Teléfono:

Firma del Médico Fecha:

Fdo.:

Investigador colaborador con el proyecto de investigacion: Eficacia y seguridad de la quercetina para
la prevencion de la nefrotoxicidad en pacientes sometidos a cateterismo cardiaco.
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Yo (indicar nombre completo del PACIENTE).......ccuciiiciie et sttt et s et st e s e eaeeees

DNI/PASAPOITE, .......ocveeviecvere ettt ettt v s v s b bes s bes v ses s bes v senen

He leido la hoja informativa que me ha sido entregada

He tenido oportunidad de efectuar preguntas sobre el estudio.

He recibido respuestas satisfactorias.

He recibido suficiente informacion en relacidn con el estudio.

Entiendo que la participacion es voluntaria.

Entiendo que puedo abandonar el estudio:

¢ Cuando lo desee.
* Sin que tenga que dar explicaciones.

¢ Sin que ello afecte a MIS cuidados médicos.

También he sido informado de forma clara, precisa y suficiente de los siguientes extremos que afectan
a los datos personales que se contienen en este consentimiento y en la ficha o expediente que se abra
para la investigacion:

eEstos datos seran tratados y custodiados con respeto a mi intimidad y a la vigente
normativa de proteccién de datos.

*Sobre estos datos me asisten los derechos de acceso, rectificacidén, cancelacién y oposicion
que podré ejercitar mediante solicitud ante el investigador responsable en la direccién de
contacto que figura en este documento.

eEstos datos no podran ser cedidos sin mi consentimiento expreso y no lo otorgo en este
acto.

Doy mi consentimiento sélo para la extraccién necesaria en la investigacion de la que se me
ha informado y para que sean utilizadas las muestras (fluidos, tejidos, etc..) exclusivamente
en ella, sin posibilidad de compartir o ceder éstas, en todo o en parte, a ningln otro
investigador, grupo o centro distinto del responsable de esta investigacién o para cualquier
otro fin.

Declaro que he leido y conozco el contenido del presente documento, comprendo los compromisos
gue asumo y los acepto expresamente. Y, por ello, firmo este consentimiento informado de forma
voluntaria para MANIFESTAR MI DESEO DE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION
TITULADO EFICACIA Y SEGURIDAD DE LA QUERCETINA PARA LA PREVENCION DE LA
NEFROTOXICIDAD EN PACIENTES SOMETIDOS A CATETERISMO CARDIACO, hasta que decida lo
contrario. Al firmar este consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos. Recibiré una copia de
este consentimiento para guardarlo y poder consultarlo en el futuro.

Nombre del paciente o sujeto colaborador:

Firma:

Fecha:
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Nombre del investigador:
DNI:
Firma: Servicio de Cardiologia, Hospital Universitario de Salamanca

Fecha:
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