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l. INTRODUCCION

1.1 Funcion retardada del injerto.

La insuficiencia renal crénica terminal es un problema de salud publica con un
crecimiento exponencial que amenaza en convertirse en una pandemia ®?; si bien
es cierto que los procedimientos de sustitucion de la funciéon renal como didlisis
peritoneal o hemodialisis constituyen una forma de tratamiento, al compararla con
el trasplante renal existe una disminucion no sélo de los costos econémicos
generados sino también un mejora en la calidad de vida de los pacientes y la
reinsercion a la vida productiva ©¥; por lo que hoy en dia se considera al
trasplante renal como la opcién terapéuticas de eleccion ©. El injerto puede
provenir de un donador vivo ya sea emparentado genéticamente o no, o de un
donador con muerte cerebral denominados actualmente como donador fallecido.
Las ventajas en el trasplante renal procedente de sujetos genéticamente
emparentados confieren beneficios al receptor al haber una mayor compatibilidad
inmunoldgica, asi como el procedimiento quirdrgico se lleva a cabo en forma casi
simultanea, tanto para la obtencién del 6rgano como para su implante reflejado
esto en un trasplante con alto nivel de éxito, funcionalidad inmediata del injerto y lo
mas importante, una mejor sobrevida a largo plazo. El inconveniente de o6rganos
renales procedentes de sujetos con muerte cerebral es el tiempo que transcurre
desde la cirugia de procuracion hasta el implante del mismo, por lo que el 6érgano
se encuentra sometido a cambios funcionales generados por la “isquemia fria” y el
sindrome de reperfusion. Dentro de las medidas para garantizar la viabilidad del
injerto extraido de donador fallecido, la preservacion desempefia un papel crucial,
desde el mantenimiento del 6rgano, extraccién del mismo, lavado y perfusién con
una solucion de composicion determinada, el almacenamiento hipotérmico y
finalmente la implantacion del 6rgano. Por lo anterior, los injertos de donador
fallecido muestran una alta frecuencia de lo que se denomina retardo en el
funcionamiento del injerto (RFI) definido como la necesidad de didlisis dentro de la

primera semana posterior al trasplante ®.La frecuencia reportada de RFI



Varia de acuerdo a si el injerto proveniente de donante vivo o bien con muerte
cerebral, en este Ultimo caso la frecuencia reportada es de 2 a 50%; recientes
estrategias se han implementado con la finalidad de incrementar el pool de
donantes utilizando érganos sub-6ptimos de sujetos con criterios extendidos:

Tabla 1. Criterios extendidos para potenciales donantes de rifion

1.- Edad = 60 ainos

2.- 2 50 afios con al menos dos de los siguientes criterios:
e Hipertension arterial sistémica de méas de 10 afios de evolucion.
e Muerte por accidente cerebrovascular

e Creatinina pre-ablacion renal de = 1.5 mg/dL

Otra estrategia para aumentar el pool de donantes es utilizar 6rganos provenientes
de donantes en asistolia, los riflones de este grupo sufren mayor tiempo de
isquemia caliente (tiempo transcurrido desde el paro cardiaco hasta el inicio de la
perfusion de los érganos con solucién de preservacion) con una incidencia FRI de
60 a 100%.

En cambio la frecuencia de retraso en la funcidén del injerto después de un
trasplante procedente de donante vivo es de 4 al 10% V),

La prevalencia de RFI de trasplantes de rifion proveniente donantes fallecidos
varia de un centro a otro, es posible que esto se deba a que no se diferencia si los
trasplantes provienen de donantes en asistolia o con corazon latiente, y a la falta
de precision de la definicion de RFI. Algunos centros consideran como premisa en
la definicion la necesidad de didlisis durante los primeros 7 dias después del
trasplante; excluyendo aquellos pacientes con necrosis tubular aguda no-oligurica
guienes no tienen indicacion de dialisis y también incluye errbneamente aquellos
pacientes con recuperacion lenta del injerto que requieren dialisis por una
indicacién diferente, como hipercalemia. Otras variables que han sido utilizadas
para definir FRI son el gasto urinario menor a 1200 mL/dia o la falta de descenso
de la creatinina sérica del 10% o mas dentro de las primeras 48 h. Otra variable

incluida ha considerado el tiempo en



qgue se logra una depuracion de creatinina de mas de 10 ml/min (Cockroft-Gault),
un valor arbitrario como minimo de funcién renal ®2.

Los sujetos quienes desarrollan RFI representan para las instituciones incremento
en sus costos debido a una estancia prolongada, complicaciones hospitalarias, y
la necesidad de dialisis ™. Recientemente una revisién sistematica y metanalisis
reportd que los pacientes con FRI tenian un 41% mayor de riesgo de pérdida del
injerto a 3.2 afios de seguimiento (RR 1.41, IC 95% IC 1.27-1.56) comparados con
aquellos sin FRI; sin embargo a 5 afios de seguimiento no hubo una relacion
significativa (RR 1.14, 95% IC 0.94-1.39) 4,

La Funcion Lenta del Injerto (FLI) se caracteriza por un descenso lento de la
creatinina sérica, preservando volumenes urinarios necesarios para evitar la
necesidad de didlisis. La FLI al igual que el RFI esta asociada a mayor
probabilidad de rechazo agudo y como consiguiente menor sobrevida del injerto a
largo plazo ™.

Los rangos de funcion renal temprana después del trasplante van desde la anuria,
necrosis tubular aguda no-oligurica, recuperacion lenta, recuperacion retardada y

una funcion rapida e inmediata del injerto.
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Fig.1 Espectro del comportamiento del injerto renal



Existen diversos factores de riesgo asociados al desarrollo de RFI, con fines
didacticos de pueden dividir en tres grandes grupos: a) relacionados con la
procuracion del 6rgano, b) relacionados con el donador, c) relacionados patologias
en el receptor.

Tabla. 2 Factores de riesgo para RFI.

Procuracion
¢ Rifiones procedentes de donante en asistdlia
e Uso de inotropicos en el potencial donante con muerte cerebral
e Preservacion
e Tiempo de isquemia caliente
e Fendmeno de isquemia-Reperfusion
Donador
e Edad (> 55 afios)
e Donadores marginales (diabéticos o hipertensos)
Receptores

Pre-renales
Hipovolemia
Administracion de albumina
Hemodialisis nocturna
Ultrafiltracion 24 h antes del trasplante
e Numero de trasplantes previos
Renales
e Trombofilia
e Mutacion del factor V Leiden
Terapia con OKT3
Anticuerpos anti-fosfolipidos
Necrosis tubular aguda
Nefrotoxicidad por ciclosporina
e Anticuerpos preformados donador especificos
Post-renales
e Oclusion ureteral
e Fuga de orina ureteral

1.2 Fenémeno de Isquemia-Reperfusion.

El fenbmeno de isquemia reperfusion en el contexto del trasplante renal es un
proceso complejo que involucra tanto factores glomerulares como tubulares. Se

desarrolla como consecuencia de una caida transitoria del flujo sanguineo, de



forma regional o bien general, seguido de una fase de reperfusion que es vital
para la recuperacion de los tejidos, pero es bien sabido que conlleva una serie de
eventos deletéreos que impactan sobre la morbimortalidad en los pacientes

trasplantados y sobre el injerto renal, existiendo hasta el momento solo terapias de
soporte renal. El injerto renal sufre béasicamente tres tipos de lesidn
parenquimatosa: la isquémica, la hipotérmica y la derivada por la reperfusion
posterior al implante. EIl rifion humano dificilmente tolera una isquemia caliente

superior a los 30 minutos, después de los 60 minutos el injerto no es viable.

1.2.1 Radicales libres

Dentro de los sistemas bioldgicos el termino de radicales libres describe a una
serie de pequefias moléculas derivadas del oxigeno principalmente son el ion
superoéxido (O27), el ion hidroxilo (OH), radicales peroxil (RO) o radicales alcoxil
(RO’ una caracteristica fundamental es la alta reactividad quimica que les confiere
el tener un electron desapareado. Las especies radicales pueden combinarse y
formar otras especies mas téxicas o dafiinas, como el peroxinitrito (O=NOQO"), que
es un producto de reaccion del radical superoxido y el 6xido nitrico. Los radicales
libres reaccionan con substratos organicos clave como son los lipidos, las
proteinas y el ADN.Otro importante radical libre es el oxido nitrico (NO) que tiene
la capacidad de generar por si mismo iones OH' via intermedia en la formacion del
peroxinitrato.

La formacion de los radicales libres puede ser considerada en 3 contextos: a)
produccion exogena, b) Produccion fisiologicamente enddgena y c¢) Produccion

fisiopatoldgicamente enddgena °*9),

1.2.2 Produccion endbégena en condiciones fisiopatoldgicas

Sistema xantina oxidasa.

La deplecion de Adenosina 5 -Trifosfato (ATP) durante la isquemia tiene como
resultado, un incremento en la concentracion de hipoxantina (producto de
degradacion de la adenosina), en condiciones normales la hipoxantina es

metabolizada por la enzima xantina deshidrogenasa a acido Urico, aunque también



puede ser oxidada por la xantina oxidasa una isoforma de la xantina
deshidrogenasa; la conversion de la deshidrogenasa a oxidasa esta mediada por
una proteasa dependiente de calcio que es activada durante el periodo de
isquemia o bien por otras citocinas. La acumulacion de hipoxantina contribuye

a la formacion de radicales libres, como el perdxido de hidrogeno y el superéxido
(20,21).

1.2.3 Membrana plasmatica como fuente de radicales libres.

Si bien es cierto que la membrana plasmatica es el blanco de las acciones nocivas
de los radicales libres de oxigeno, también es fuente de los mismos. El incremento
del calcio intracelular post-isquemia produce activacion de la fosfolipasa A, la cual
a través del acido araquidonico favorece la génesis de radicales libres. Un modelo
de isquemia-reperfusion miocardica con ratones knockout para fosfolipasa A:
SPLA(2)-X(-/-) mostr6 un menor tamafio del infarto disminucion en la
mieloperoxidasa miocardica y menor liberacion de acido araquidénico cuando se

compararon con los ratones sPLA(2)-X(+/+) @2,

Fig. 1 Mecanismos fisiopatolégicos implicados en la falla renal aguda isquémic
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Fig. 2 Alteraciones estructurales en las células tubulares posteriores a una lesion renal
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Los mecanismos de lesion renal aguda inducidos por el fendbmeno de I/R son
multifactoriales y complejos, en los cuales estan involucrados, la hipoperfusion,
hipoxia, respuesta inflamatoria celular y el dafio por la formacion de radicales

libres de oxigeno.

1.3 El papel de la aldosterona en el dafio renal y beneficios de su bloqueo.



@3 Es una

La aldosterona fue descubierta en 1952 por Simpson SA y cols,
hormona esteroidea, sintetizada en la capa externa de la corteza adrenal conocida
como zona glomerulosa, aunque también se han reconocido sitios denominados
extra-epiteliales implicados en su sintesis como son el rifién, células endoteliales,
células del musculo liso del corazén, vasos sanguineos, y

cerebro ®¥.  La esteroidogénesis adrenal es controlada principalmente por dos
vias de retroalimentacion negativa: el eje Hipotdlamo-Hipofisis-Adrenal (HHA) v el
Sistema Renina- Angiotensina-Aldosterona (SRAA), otros estimuladores clasicos
son potasio, corticotropina, estimuladores neuropéptidos-Aldosterona como las
catecolaminas y prostaglandinas.

La aldosterona promueve la reabsorcion de sodio en la nefrona distal por unidon a
su receptor especifico intra-citoplasmatico que promueve la expresion de diversos
genes como: Transportador de Sodio/Cloro, subunidad alfa del canal epitelial de
sodio ENaC, canal ROMK y ATPasa Na'/K' de la membrana basolateral
expresados en el tabulo distal y tabulo colector #>27,

En modelos animales se ha demostrado la produccion intrarrenal de aldosterona
asi como la expresion de receptores intrarrenales localizados en la vasculatura
preglomerular, células mesangiales y células tubulares distales “®3Y; parece ser
gue los mediadores de progresion de la enfermedad renal promueven la sintesis
local de aldosterona sugiriendo de este modo el papel de la hormona en el dafio
renal. Los mecanismo moleculares por los cuales la aldosterona produce dafio
renal no han sido bien esclarecidos, existen acciones a las que se les ha
denominado “no gendémicas”, que podrian ser independientes de la activacion de
su receptor ©®?| es decir que no estan involucradas en la expresién de genes, cuya
principal participacion es la regulacion del volumen y equilibrio electrolitico (Na™ y
K™); dichas acciones no afectan la transcripcion genética, ocurren en minutos y se
caracterizan por la activacion de segundos mensajeros como el trifosfato inositol
(IP3), calcio intracelular, disminucion de la actividad de la proteina cinasa C (PCK)
y la activacion de la bomba ATPasa Na'/K'. Otras acciones descritas son
favorecer la produccién del Factor de Crecimiento Tisular B (TGF-B) y fibronectina

por células mesangiales en cultivos. Lo que es mas interesante es la abolicion del



mismo por antagonistas de la aldosterona ®%. Existe también evidencia de que la
aldosterona promueve la proliferacién y crecimiento de los fibroblastos a través de
vias que involucran la actividad proteinas quinasas. La interaccion de la
aldosterona con la angiotensina Il incrementa la expresion del Inhibidor tipo 1 del
Activador de Plasmindgeno (PAI-1), mismo que esta involucrado en promover la
acumulacién de matriz extracelular en las células endoteliales; de

igual forma su participacion en el proceso de inflamacién es muy importante al
promover la expresion de interleucinas como IL-6, IL-1B3, radicales libres de
oxigeno 439,

En forma muy general la participacion de dicha hormona en el dafio renal
traducido por fibrosis tubulo-intersticial son: activacion de sefiales involucradas en
el proceso de inflamacion, sobre-expresion de factores de crecimiento, sintesis de
moléculas de sefalizacion que participan en la proliferacion celular y sintesis de

matriz extracelular, sugiriendo todos ellos el papel como hormona profibrotica.

Estudios previos de nuestro laboratorio mostramos la participacion de la
aldosterona en la fisiopatologia de la nefrotoxicidad por ciclosporina (CsA). Se han
descrito dos formas de nefrotoxicidad: la nefrotoxicidad aguda o moderada y la
nefrotoxicidad cronica o severa. La nefrotoxicidad aguda se caracteriza por
vasoconstriccion renal, lo que produce una reduccion en la tasa de filtracion
glomerular. En cambio, la nefrotoxicidad crénica se caracteriza por la presencia de
lesiones estructurales como arteriolopatia y fibrosis tabulo intersticial, siendo esta
dltima lesién irreversible ©%3”. En el modelo de nefropatia crénica por CsA, se
mostro que la administracion de espironolactona redujo de manera significativa el
porcentaje de fibrosis tubulo-intersticial y de arteriolopatia. Estudios previos y de
otros autores han demostrado que la nefrotoxicidad cronica por CsA esta asociada
con la sobre-expresién de TGF-[3, en este estudio los niveles de RNAm de TGF-f3
se redujeron en el grupo tratado con espironolactona; enfatizando el papel del
TGF-B en promover alteraciones estructurales vinculados con aldosterona. Un

estudio demostré que la aldosterona incrementd la muerte celular por apoptosis en



endotelio vascular humano y musculo esquelético a través de mecanismos que
implicaban la activacion de caspasa-3; de forma similar, las ratas que fueron
alimentadas con dieta baja en sodio y a las cuales se les administr6 CsA
desarrollaron un incremento significativo de los niveles de RNAm de caspasa-3 y
muerte celular por apoptosis, fendmeno que no fue observado en el grupo tratado
con espironolactona, lo que sugiere por lo tanto, que la aldosterona promueve la
muerte celular por apoptosis en la nefrotoxicidad crénica. Otro hallazgo
particularmente interesante de éste estudio fue el efecto la espironolactona

previno la disfuncién renal ©®.

En un estudio posterior se encontré que la
aldosterona también previno la nefrotoxicidad aguda por CsA que se caracteriza
s6lo por vasoconstriccion renal ®9. También ha sido demostrado que el uso de
espironolactona evitd la progresion de la disfuncion renal y la fibrosis, en las ratas
con nefrotoxicidad crénica por CsA previamente establecida “?. Por lo tanto, estos
resultados sugerian fuertemente, que la aldosterona modula el tono del lecho
vascular renal y que en la nefrotoxicidad por CsA participa en vasoconstriccion

renal que se observa en esta nefropatia.

Otro modelo que se ha utilizado para estudiar si la aldosterona participa en
promover la vasoconstriccion renal es el de isquemia/reperfusion. Por lo que, se
ha evalu6 si el tratamiento profilactico con espironolactona podia prevenir el dafio
renal en este modelo. En efecto, la administracion de espironolactona fue capaz
de prevenir la disfuncion renal y el dafio estructural inducido por un proceso de
isquemia/reperfusion “Y. Gros y col. Reportaron que la aldosterona esta implicada
en la vasoconstriccion de células vasculares de musculo liso humanas, de manera
dosis dependiente, y este efecto de vasoconstriccion fue abolido con
espironolactona o esplerenora, sugiriendo por lo tanto la participaciéon de los
receptores mineralocorticoides “?),

Se sabe que el tono de los vasos pre y posglomerulares, esta mediado por el
oxido nitrico (NO) regulando la hemodinamica de la filtracion glomerular. EI NO es
derivado de la sintasa de oxido nitrico de las cuales existe tres isoformas: isoforma

neuronal (NNOS), isoforma inducible (iINOS) e isoforma endotelial (eNOS). La



eNOS se encuentra en el endotelio de las arteriolas aferentes y eferentes,
capilares glomerulares, tubulo proximal, asa ascendente de Henle y conductos
colectores. La sintasa de oxido nitrico inducible (INOS) se expresa en diversos
segmentos de la nefrona y se activa bajo condiciones inflamatorias. La iNOS se
encuentra estrechamente relacionada con el fenémeno de I/R y se ha observado
una disminucion en la expresion de NO derivado de eNOS en dicho fenébmeno
(43,44,45).

En este estudio de I/R hubo una reduccién en la excrecion de nitritos y nitratos
(NO2/NO3) en orina de 24 h, ambos considerados como metabolitos del NO, sin
embargo en los animales tratados con espironolactona se previno la caida de
estos metabolitos de NO, sugiriendo otro mecanismo de proteccion de dafio renal.
Los mecanismos que regulan la actividad de la eNOS es a través de
modificaciones postraduccionales, en los cuales esta implicada la fosforilacion de
la enzima. Existen cinco sitios potenciales de fosforilacion, que estan vinculados
con la regulacién de su actividad: la fosforilacion de las serina 617, 635y 1179
(1777 rata), traducen aumento de su actividad enzimatica, por lo contrario, la
fosforilacion de la serina 116 y treonina 497 se asocian con reduccion en la
sintesis de NO “®. En este estudio, los animales tratados con espironolactona se
observo un aumento en la expresion de eNOS en el rifion y en la cantidad de
eNOS fosforilada en el residuo S1177, aunado a una reduccion en la fosforilacion
del residuo T497 lo que sugiere que la responsable del incremento de la excrecion
urinaria de NO2/NO3y restablecimiento del flujo sanguineo renal es la eNOS.

Parte de la fisiopatologia en la I/R es la generacion de radicales libres de oxigeno
gue estan asociados con efectos nocivos a la membrana celular; este estudio de
I/R se observé una reduccion en la lipoperoxidacion renal promovida por la
espironolactona con un incremento significativo de RNAmM de superéxido

dismutasa y glutatién peroxidasa, enzimas consideradas como antioxidantes.

De esta forma estos estudios hasta el momento sugieren que la aldosterona es
una hormona estrechamente relacionada con la lesion renal aguda y que podria

ser un blanco terapéutico para la prevencién de efectos deletéreos relacionados



con I/R en diferentes contextos clinicos como trasplante de diferentes 6rganos,
cirugia que involucre pinzamiento aodrtico, pacientes susceptibles a desarrollar
lesion renal aguda por alteraciones hemodinamicas intrinsecas a la enfermedad o

relacionadas con el procedimiento terapéutico-quirdrgico.
1.4 El bloqueo de la Aldosterona en la clinica

Hacia 1955, Conn describié el primer caso de hiperaldosteronismo primario “"*®:
posteriormente se demostrd en una serie reportada de 145 casos con esta

enfermedad que hasta el 85% cursaba con proteinuria; manifestacion atribuida al
dafio renal debido a la hipertensién arterial sistémica o a la hipokalemia severa
con la que cursaban estos pacientes. Hasta afios recientes se ha propuesto que la
aldosterona esta implicada en mecanismos de dafio renal iniciando asi la terapia

de bloqueo de aldosterona.

El estudio RALES (The Randomized Aldactone Evaluation Study) demostré una
reduccién en la morbilidad y mortalidad en pacientes con falla cardiaca “9; éste
estudio evaluo el papel de la espironolactona en la prevencidon de falla cardiaca
recurrente y mortalidad en pacientes con disfuncién ventricular izquierda; estudios
previos al RALES ya consideraban la participacion de la aldosterona en la
fisiopatologia de la falla cardiaca, asi mismo se sugeria que las dosis usuales de
los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) no suprimian
completamente la produccion de aldosterona, fendbmeno conocido como “escape

de la aldosterona ©%5Y

, que podria ser secundario a la produccion de angiotensina
Il (All) no dependiente de ECA o bien a que la sintesis de aldosterona era

independiente a la produccion de All.

Por lo siguiente el objetivo de dicho estudio fue determinar la estrategia de
dosificacion y seguridad de la espironolactona usada en forma conjunta con
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y un diurético de asa. Se
utilizaron dosis establecidas en 4 grupos de tratamiento de 12.5 mg, 25 mg, 50
mg, 75 mg. Uno de los eventos adversos de interés por el antagonismo de la

aldosterona fue el incremento en la incidencia de hiperkalemia de 5%, 13%, 20% y



24% para los grupos tratados con 12.5, 25, 50,75 mg respectivamente, otros
factores asociados con esta complicacién fueron niveles séricos de potasio 24.2
mmol/L, creatinina sérica > 1.60 mg/dL, dosis de espironolactona de 50 y 75
mg/dia y el uso de IECA diferentes al captopril.

Posterior al reporte del estudio RALES se incremento la tasa de prescripcion de
espironolactona y como consecuencias la incidencia de hiperkalemia. La tasa de
prescripcion era de 34 por 1000 pacientes en 1994 incrementando a 149 por 1000
pacientes para el 2001; la tasa de hospitalizacion por hiperkalemia se increment6
de 2.4 por 1000 pacientes en 1994 11.0 por 1000 pacientes en el 2001, y la
mortalidad asociada se incremento de 0.3 por 1000 a 2.0 por 1000

pacientes ®?. En relacién a el desarrollo de hiperkalemia, enfatizamos que la

incidencia se incremento dosis dependiente, con dosis mayores a 25 mg/dia.

Muchos de esos pacientes que recibieron espironolactona posterior al estudio no
tenian falla cardiaca, cerca de un tercio tenian insuficiencia renal y en mas de un

tercio recibian suplementos de potasio.

Entre otros farmacos que se han asociado mas y que potencializan el efecto
hiperkalemiante de la aldosterona se encuentran los antiinflamatorios no
esteroideos, beta-bloqueadores, inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina, solo por mencionar algunos; ademas para que la aldosterona tenga
dicho efecto debera existir funcion renal; 6rgano blanco, especificamente tubulo

distal, donde se llevara a cabo la absorcion intraluminal de potasio.

Existe evidencia que el bloqueo de la aldosterona con espironolactona asociado al
bloqueo de la ECA reduce la tasa de excrecion de proteinas, las dosis utilizadas
de espironolactona por lo general han sido de 25 mg/dia; en un estudio llevado a
cabo en el 2004 por Rachmani en 46 pacientes diabéticos utilizando dosis de 100
mg/dia con un tiempo de 12 meses, 7 pacientes presentaron incremento en los
niveles séricos de potasio de 5.0 a 5.4 mmol/L. En este mismo estudio el nivel
promedio de creatinina sérica basal de 0.91+0.03 mg/dL. La incidencia de

hiperkalemia asociada al bloqueo de aldosterona parece estar relacionada con la



dosis, con la combinacion de farmacos potenciales que incrementan la

probabilidad del desarrollo de dicha complicacion y del dafio renal existente.

1.5 Biomarcadores como subrogados de lesién renal aguda.

Uno de los biomarcadores usados desde 1926 para el diagndstico de lesion renal
aguda ha sido la creatinina sérica, sin embargo una elevacion de la creatinina
sérica no siempre es sensible para su deteccion. Este fendmeno se ha observado
en biopsias de injertos renales, en las cuales un niumero sustancial de éstas tiene
evidencia de alteraciones estructurales que evidencian dafo renal sin incremento
de la creatinina sérica ©®¥. Generalmente la elevacion de la creatinina sérica es
dias posteriores al insulto renal. Un estudio demostro como la creatinina sérica se
incrementa hasta 72 h posteriores a la lesién renal aguda ®%. Otros factores que
hacen que la creatinina sérica pierda su sensibilidad para el diagndstico temprano
de lesion renal aguda son: enfermedades hepaticas, baja masa muscular, volumen
de distribucion de la creatinina como sucede en la resucitacion agresiva de

volumen que puede mantener en parametros normales las cifras de creatinina

Sérica.
Desarrollo de Biomarcadores
Falla Renal Aguda Falla Renal Cronica
Creatinina sérica 1926
Biomarcadores Aislados Estudios en humanos Creatinina sérica 1926
KIM-1 1961 Orina 2002 Aclaramiento de CrS en
Orina 24 h 1933
Cistatina C 1968 Suero 1985

Cockroft Gault 1976

IL-18 1 Orina 2004
81985 ' MDRD 1999

NGAL 1993 Orina 2005




Fig. 4 Linea del tiempo. Demuestra el descubrimiento de biomarcadores y los primeros
estudios con aplicacién clinica.

1.5.1 Kidney Injury Molecule-1.

Kidney injury molecule-1 (KIM) es una glucoproteina transmembrana la cual
contiene en su porcion extracelular un dominio semejante a una inmunoglobulina
con 6 cisteinas, dos sitios de glucosilacion y un dominio rico en Treonina/Serina-
Prolina (Thr/Ser-Pro) caracteristico de proteinas glucosiladas-O como mucina y un

dominio citoplasmatico, corto que posee sitios potenciales de fosforilacion ©°

1 17 125 311 359
Dominio Ig Dominio Mucina
ECTODOMINIO DOMINIO

CITOPLASMATICO

Fig. 5 Estructura de KIM-1. Tipo de glucoproteina transmembrana que contiene en su
porcion extracelular un ectodominio en el que se muestran dos dominios principales.
Dominio Ig rico en cisteinas; dominio mucina rico en Tre/Ser-Pro.

El ectodominio es liberado de las células in vitro ®® e in vivo en orina de roedores
(7.58) y humanos después de un dafio tubular ®. Esta liberacién es regulada por
vias de sefalizacion dependiente de las MAP cinasas que son activadas bajo
situaciones de estrés ©9.

KIM-1 ha sido marcadamente sobre-regulado en tejido de ratas con dafio tubular y
no ha sido detectado en tejido renal de humanos sanos.

La utilidad como un biomarcador subrogado de lesién renal o dafio tubular ha sido
evaluada en diferentes contextos de enfermedad renal: Isquemia, dafio renal

mediado por angiotensina, diversas toxinas incluyendo cisplatino, gentamicina,



mercurio, cromo, cadmio, medio de contraste ionizado, vancomicina, ciclosporina,
nefropatia por sobrecarga de proteinas, nefropatia por envejecimiento ©¢*%4,

En 1998 Ichimura y col. mostraron que KIM-1 era indetectable en tejido renal
proveniente de sujetos sanos y se expresaba abundantemente en rifiones post-
isquémicos ©°.

La expresiéon de KIM-1 es mas notable en segmentos S3 de segmentos cortico-
medulares que son mas propensos a dafio por isquemia. También se encuentra
expresado en tubulos de nefronas superficiales o medio-corticales donde la
agresion primaria no es necesariamente en el segmento S3.

Otro estudio demostré en 201 pacientes con falla renal aguda que tiene valor
predictivo en el desenlace de eventos como muerte o requerimientos de dialisis.
Los pacientes dentro del cuartil mas alto para KIM-1 tenian 3.2 (odds ratio) veces
mas riesgo de didlisis o muerte dentro del hospital cuando se compararon con los
pacientes dentro del cuartil mas bajo .

Zhang y cols. Analizaron la expresion de KIM-1 en tres grupos de biopsias de
pacientes trasplantados: a) Biopsias de injerto por protocolo en pacientes
clinicamente estables (< lafio después del trasplante) (n=25), b) biopsias con
signos morfolégicos de dafio tubular agudo (n=25), c) biopsias que mostraban
rechazo agudo celular (n=12). Encontraron la expresion de KIM-1 en el 100% de
todas las biopsias con dafio tubular agudo y 92% en las biopsias que mostraban
rechazo agudo celular. Por el contrario, 72% de las biopsias de protocolo no
mostraban tincion para KIM-1. Hubo una correlacién positiva entre la expresion de
KIM-1 vy los niveles séricos de creatinina y nitrdgeno ureico sérico (BUN) y una
correlacién inversa con la estimacion de la tasa de filtracién glomerular ©°.

Un estudio en pacientes sometidos a cirugia cardiaca estudiaron el
comportamiento de KIM-1, NAG y NGAL; encontraron que inmediatamente
después de la cirugia y 3 h después el area bajo la curva para el diagnéstico de
lesién renal aguda posterior a la cirugia fue para KIM-1 de 0.68 y 0.65, NAG 0.61y
0.63, para NGAL 0.59 y 0.65. La combinacion de los tres biomarcadores para la

deteccion de lesién renal aguda fue de 0.75 'y 0.78 ©7).



1.5.2 Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin

Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL) es una proteina de 21 kD que
pertenece a la superfamilia de las lipocalinas. Existe una gran diversidad de
secuencias dentro de la familia de las lipocalinas; sin embargo muchas de ellas
comparten motivos proteicos caracteristicos. Estudios basados en cristalografia
sugieren una estructura aceptor de ligandos, dependiente de secuencias
aminoacidicas muy conservadas que exhiben la formacion de ocho

laminas plegadas beta con la que forman una estructura muy similar a una
canasta (beta strand basket-like structures) que se denomina en la terminologia

técnica como barril beta (beta-barrel) €9,

Las lipocalinas tienen mdultiples
funciones, por mencionar soélo algunas: participan en el transporte de
componentes grasos como el complejo vitaminico A, acidos grasos, acidos
biliares, farmacos y toxicos; estan implicadas en la fisiologia hematoinmune,
neurofisiologia, fisiologia de la reproduccién y fertilidad, proliferacion y division

celular, supervivencia y apoptosis, funcion enzimatica.

NGAL ha sido considerado como otro biomarcador de dafio renal que se
encuentra sobre-regulado en modelos de lesidén renal aguda experimental y ha
sido posible su deteccién tanto en suero como en orina ?. NGAL ha sido
investigado en diferentes contextos clinicos, después de cirugia cardiaca "2,
pacientes en terapia intensiva *™, en pacientes que reciben medio de contraste

(76,77)

para realizacion de angiografia coronaria y pacientes ingresados a un

servicio de urgencias '®; también ha sido estudiado tanto en poblacién pediatrica

como adultos (47579:80),

Un metanalisis reciente evalud la precision de NGAL en el diagndstico y pronéstico
en lesion renal aguda, incluyé en su andlisis 19 estudios de 244 estudios
publicados, se analizaron los resultados de 2 538 pacientes en diferente contexto
de lesién renal aguda; el desenlace primario fue lesion renal aguda definida como
incremento de los niveles de creatinina sérica >50% de la basal dentro de los

primeros 7 dias o nefropatia inducida por contraste (incremento de la creatina



>25% o > 0.5 mg/dL en adultos o >50% de incremento en nifios; dentro de las 48
h). Otros desenlaces fueron inicio de terapia de reemplazo renal y mortalidad en
el hospital. De los 2 538 pacientes el 19.2% (487) desarrollo lesién renal aguda.
Las curvas SROC/AUC-ROC para predecir lesion renal aguda fueron de 18.6 (IC
95%, 9.0-38.1)/0.815 (IC 95%, 0.732-0.892). Se encontré ser mejor predictor de
lesion renal aguda en el contexto de exposicion a medio de contraste (SROC, 92,
AUC-ROC, 0.894). La especificidad del nivel de NGAL para predecir lesion renal
aguda después de la exposicion al medio de contraste fue > 95%, mientras que
fue aproximadamente del 75% después de cirugia cardiaca, 70% para pacientes
en terapia intensiva. La curva SROC/AUC-ROC de los niveles de NGAL en
plasma/suero fueron similares en las determinaciones de NGAL en orina; sin
embargo la prediccion de lesion renal aguda fue ligeramente mas alta en los
valores de corte urinarios. Los niveles de NGAL fueron de utilidad pronostica con
respecto a la prediccion de inicio de terapia de reemplazo renal (12.9 (IC 95%, 4.9-
33.9)/0.782 (IC 95% 0.648-0.917) y la mortalidad hospitalaria (8.8 (IC 95% 1.9-
40.8)/0.706 (IC 95% 0.530-0.747).Finalmente este estudio reporté que NGAL tiene
bajo nivel predictivo con amplios intervalos de confianza en adultos comparado
con nifios; por lo que parece ser que la edad es un factor modificador de NGAL. El
comportamiento de NGAL en muestras de orina, plasma/suero parece ser muy
similar. Los valores de corte parecen estar situados > 150 ng/mL; existe gran
dispersion de los valores cuando los puntos de corte son bajos, y como

consecuencia la especificidad baja ©.

Con base a lo anterior el objetivo de este estudio fue evaluar si el bloqueo de los
receptores mineralocorticoides con espironolactona en pacientes sometidos a
trasplante renal atenuaba las acciones deletéreas dadas por la espironolactona

disminuyendo la expresion de NGAL, KIM-1 y estrés oxidativo.



PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En pacientes receptores de trasplante renal tanto de donador fallecido, como de
donador vivo debido a los tiempos de isquemia, es inevitable que sufran todos los
efectos deletéreos del fendmeno isquemia-reperfusion que finalmente son los
principales factores causales de la funcion retardada del injerto y una menor
sobrevida del mismo. Estudios experimentales previos de nuestro grupo han
demostrado, que gran parte del dafio renal ocasionado por el fenbmeno de
isquemia-reperfusion es mediado por la accion de aldosterona, ya que cuando las
ratas son previamente tratadas con espironolactona, se reducen significativamente
los marcadores de estrés oxidativo y las lesiones histopatoldgicas tipicas del dafio
por isquemia reperfusion, ademas de mejorar los parametros bioquimicos de
funcidn renal. Por lo anterior y ante la falta de estudios clinicos en la literatura,

este estudio pretende contestar la siguiente interrogante:

¢ El blogueo de aldosterona con espironolactona es capaz de atenuar los efectos

del fendbmeno isquemia-reperfusion en receptores de trasplante renal?



I1l. JUSTIFICACION

Durante las Ultimas tres décadas y hasta el momento, la poblacién con
enfermedad renal cronica y enfermedad renal cronica con requerimientos de
tratamiento sustitutivo de la funcion renal, ya sea dialisis peritoneal o hemodialisis,
ha mantenido un constante crecimiento alcanzando proporciones alarmantes,
considerandose actualmente un problema de salud publica no solo por los gastos
gue genera su atencion, sino también, por el impacto al reducir la calidad y
expectativa de vida de la poblacion afectada.

El trasplante renal es considerado la mejor opcion terapéutica, sin embargo, a
pesar de contar con mejor arsenal de terapias inmunosupresoras, que se traduce
con una menor perdida del injerto en etapas tempranas, dichos resultados no han
podido traducirse en una mejor sobrevida del injerto a largo plazo. Los efectos del
fendbmeno de isquemia-reperfusion son mas notables sobre los rifiones
procedentes de pacientes con muerte cerebral, dado que son sometidos a mayor
tiempo de isquemia fria y por consiguiente los receptores, desarrollan con mayor
frecuencia retardo en la funcion del injerto; lo que en mdltiples estudios ha sido
confirmado como un factor de riesgo independiente de pérdida del injerto e incluso
de mayor frecuencia de rechazos agudos. La pérdida de los injertos renales
significa reingresar a los pacientes a programas de terapia sustitutiva de la funcién
renal, cuyos costos biolégicos y econdémicos superan de manera significativa los

costos de mantener injertos funcionales.



Estudios en animales han demostrado que el bloqueo de los receptores
mineralocorticoides con espironolactona antes y después de la isquemia-
reperfusion, tienen un efecto nefroprotector, este efecto ha sido sustentado al
disminuir las alteraciones bioquimicas e histopatolégicas ya descritas, cuando se
compara con animales sin intervencion farmacoldgica. De tal manera que éste
estudio nos permitira trasladar nuestras observaciones del nivel experimental a la
practica clinica. Si se logra reproducir dichos hallazgos, se reducirdn los efectos
asociados al sindrome de isquemia-reperfusion en el area de trasplante renal,
tanto receptores de donante vivo o fallecido; obteniendo mayor beneficio aquellos
pacientes que reciban érganos procedentes de donante fallecido, dado que estos
pacientes son mas vulnerables a desarrollar retardo en la funcién del injerto,

impactando directamente en la sobrevida del injerto renal.



HIPOTESIS



Hipotesis de Trabajo:

1.- El bloqueo de los receptores mineralocorticoides con espironolactona en
pacientes sometidos a trasplante renal disminuira marcadores de estrés oxidativo
asi como biomarcadores de dafio tubular (NGAL y KIM-1) en por lo menos un
50%, cuando se comparen con el grupo de pacientes con trasplante renal sin

intervencion farmacoldégica.



OBJETIVOS



V. OBJETIVOS
Objetivo General:

1. Evaluar el impacto de atenuar las acciones deletéreas de aldosterona en el
fendmeno de isquemia reperfusion, por medio del bloqueo de los receptores

mineralocorticodes con espironolactona en receptores de trasplante renal.
Objetivos Especificos:

1. Cuantificar el estrés oxidante y lesion tubular, producto del dafio por isquemia-
reperfusion, en receptores de trasplante renal de donador vivo, mediante la

medicién de:
a. Perodxido de hidrogeno en orina.

b. Biomarcadores de dafio tubular en orina: Nutrophil Gelatinase-
Associated Lipocalin (NGAL) y Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1).

2. Comparar los marcadores de estrés oxidante y de dafio tubular renal en los

receptores con y sin blogueo de aldosterona.

3. Cuantificar mediante histomorfometria (morfometria del area tubular dafiada), el
dafo histolégico producido por el fendmeno de isquemia-reperfusion al quinto dia

postrasplante en biopsias del injerto renal.

4. Contrastar el grado de dafio histologico con y sin el uso de espironolactona.



PACIENTES Y METODOS



VI. PACIENTES Y METODOS

6. Disefio del Estudio: Ensayo clinico, doble ciego, controlado con placebo.

6.1 Universo de estudio: Pacientes receptores de trasplante renal del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciobn Salvador Zubiran.

6.2 Muestra de estudio, calculo del tamafio de muestra: Se traté de un estudio
piloto. Puesto que no hay estudios previos al respecto no realizamos el calculo del
tamafo de muestra. El tamafio de la muestra fue realizado por conveniencia. Dado
gue el niumero de trasplantes que se realizan en el Instituto es en promedio de 40
sujetos por afio decidimos incluir un total de 20 sujetos receptores y como

controles los 20 donadores, es decir 20 parejas en total (donador-receptor).

6.3 Grupos de estudio y asignacion de la intervencion: Se realizd una
aleatorizacion por bloques fijos, conformado cada bloque por 4 sujetos receptores,
2 para el brazo de espironolactona 25 mg y dos para el brazo de placebo. Un total
de 5 bloques (n=20).

Para fines de este estudio se formaron los siguientes grupos de 10 pacientes cada
uno. La administracion del espironolactona 25 mg o placebo fue por via oral 24 h
antes del trasplante y cada 24 h los tres dias posteriores al trasplante. Para fines
de este estudio se formaron los siguientes tres grupos conformados por 10

pacientes cada uno.

A) Receptores de trasplante renal de donador vivo con uso de

espironolactona (n=10).

B) Receptores de trasplante renal de donador vivo sin uso de

espironolactona (n=10).

C) Grupo de sujetos sanos (n=20).



Este grupo fue conformado por 10 donadores renales, mismos que
recibieron la intervencién farmacolégica de acuerdo al brazo asignado a su
receptor, es decir espironolactona 25 mg o placebo. Unica dosis 24 h antes de la
nefrectomia laparoscopica. El objetivo de haber incluido este grupo de pacientes
fue para obtener unidades de referencia en sujetos que fueron motivo de estudio
como donantes y a los cuales se descarté posibles patologias que pudieran
contradecir la donacion, catalogandolos como sujetos “aparentemente sanos” y
que ademas fueron sometidos a procedimientos de anestesia igual que los
receptores, se retiro un rifién y el rifién restante estuvo expuesto a los factores

hemodinamicos propios de una cirugia mayor.

6.4 Lugar de Realizacion: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran.

6.5 Periodo de Estudio: El estudio fue llevado a cabo desde marzo de 2009 a
Febrero de 2011.

6.6 Criterios de Inclusion:

» Mayores de 18 afios.

» Que acepten participar en el estudio y firmen el consentimiento informado.

6.6.1 Criterios de Exclusion:

» Receptores de Trasplante multi-organico.

6.6.2 Criterios de Eliminacion:



» Pacientes que presenten complicaciones infecciosas severas,
cardiovasculares o de otro tipo que potencialmente pudiera modificar los
parametros a evaluar.

» Pacientes que fallezcan antes de completar las mediciones.

» Aquellos que retiren su consentimiento.

VII. METODOS

7. Recoleccion y manejo de las muestras:

7.10rina:
7.2a) Muestras basales (Previas a procedimiento quirdrgico): se recolecto
orina de 24 h a temperatura ambiente en un contenedor de 4 L; se
homogeneiz6 la muestra de orina y posteriormente se tomaron cuatro
alicuotas de 4 mL cada una, tanto al receptor como al donador previo a
la cirugia.
b) Muestras posteriores a procedimiento quirdrgico (trasplante y
nefrectomia). La misma dinamica de recoleccion se realizd en las muestras de
orina de 24 h durante cinco dias consecutivos posterior al evento quirdrgico. Las

muestras fueron almacenadas a -70°C hasta el momento de su analisis.

7.3Sanqre periférica:

Se tomaron muestras de sangre periférica de 4 mL en tubos con anticoagulante
EDTA 24 h previo a la cirugia y los cinco dias posteriores a la misma. El mismo
procedimiento que fue realizado al receptor y al donador.

Las muestras fueron centrifugadas a temperatura ambiente, a 15 000 g por 10
minutos; el plasma se alicuot6 en fracciones de 1.5 mL y se almacenaron a -80°C

hasta el momento de su andlisis.



7.4Biopsia del injerto:

Se realizo biopsia de rifidn en tiempo cero o basal previo al implante del 6rgano y

al 5° dia pos-trasplante en el receptor guiada por ultrasonido por via percutanea.

8. Estudios bioquimicos

8.1Estrés oxidante:

8.1.1 Pero6xido de hidrégeno urinario.

Los niveles de peroxido de hidrégeno se determinaron como medida
indirecta de la produccion de anion superoxido que es producido como
consecuencia del incremento del estrés oxidante. Para ello se emple6 un estuche
comercial Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Invitrogen) de
acuerdo a las instrucciones emitidas por el fabricante. Es un método colorimétrico
en el cual el 10-acetil-3,7- dihidroxifeboxizano reacciona con el peroxido de
hidrogeno contenido en las muestras produciendo un producto de oxidacion rojo-
fluorescente; la resurfina, que puede ser cuantificada por espectrofotometria a una
absorbencia maxima a 560 nm. Se realiz6 una curva estandar de peroxido de
hidrogeno 1 a 10 uM. Las muestras fueron diluidas en amortiguador de trabajo 1X.
Se colocaron 50 pL de cada estandar o muestra en una placa de ELISA
posteriormente se les agrego6 50 uL de solucion de rojo Amplex/HRP conjugado y
fueron incubadas las muestras durante 30 minutos protegidas de la luz.
Posteriormente la placa fue leida a una absorbencia de 560 nm; la concentracién
de H,0, fue determinada por la interpolacion de la curva patron. Los resultados se

expresaron en unidades de nmol/mL de H,0.



8.2

Marcadores de dafio tubular en orina:

8.2.1 NGAL. Se realizdé la determinacibn de NGAL por técnica de ELISA.

Estuche comercial. Bioporto® Diagnostics, Kit 036.

8.2.2 KIM-1. Se realiz6 la determinacién de KIM-1 por técnica de ELISA.

9. ANALISIS ESTADISTICO
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Las variables nominales se reportaron en frecuencias y proporciones.

Las variables numéricas continuas fueron analizadas mediante la prueba

de “Z” de Kolmogorov—Smirnov para conocer su distribucion.

Los resultados de variables continuas con distribucion anormal, se

analizaron en medianas y rangos intercuartilares.

Se analizaron la diferencia entre dos grupos con distribucion anormal bajo

la prueba estadistica de U de Mann-Whitney.

Se considerd una prueba estadisticamente significativa con una P<0.05.



RESULTADOS



Caracteristicas de los pacientes

Se incluyeron un total de 20 receptores de trasplante renal de donante vivo HLA-
idéntico y —no idéntico durante el periodo marzo 2009 a marzo 2010; Las
caracteristicas basales de los receptores se describen en la tabla 1. El esquema
de inmunosupresion se llevd de acuerdo al protocolo del Departamento de
Trasplante del Instituto Nacional de Ciencias Médicas “Salvador Zubiran”, que
consistio en: a) Esquema de induccion: Anticuerpos anti-receptor de IL2; 3
pacientes (15%) compartian dos haplotipos por lo no fueron candidatos a recibir
farmacos de induccién; b) Esquema de mantenimiento: Inhibidor de calcineurina
(tacrolimus), antiproliferativo (micofenolato de mofetilo) y prednisona para los 20

receptores. No hubo diferencias estadisticas basales entre los grupos.

Tabla.1 Caracteristicas basales de receptores.

Variable Espironolactona Placebo Valor de p
Md (Rango IC) Md (Rango IC)

Edad 31.50 (24.75 - 37.75) 32.(23.25 - 43.75) NS
Genero (H/M) 4/6 6/4 NS
Funcién renal residual 6 7 NS
Trasplantes previos 0 1 NS
Hemodidlisis 5 3 NS
Didlisis peritoneal 4 4 NS
Trasplante anticipado 1 3 NS
Tiempo de ERC (afios) 1(1-3) 1(1 - 6.25) NS
Etiologia

Diabetes mellitus 2 1 NS

Otras 4 0 NS

Desconocida 4 9 NS
Haplotipos Compartidos

0-1 8 9 NS

2 2 1 NS
Régimen de Induccién

Sin Induccién 2 1 NS

Timoglobulina 1 0 NS

Basiliximab/Daclixumab 1/6 217 NS
Terapia Inmunosupresora TC/PD/IMMF TC/PD/IMMF NS
Cirugia Laparoscopica 10 10 NS
Conversién a Cirugia Abierta 1 0 NS

Abreviaturas: Md, mediana; IC, intercuatrtilar; TC, tacrolimus; PD, prednisona; MMF, micofenolato

de mofetilo; NS, no significativo.



Tres pacientes en el grupo de placebo recibieron trasplante anticipado y 1 para el
grupo de espironolactona. Siete pacientes en el grupo placebo tenian funcién renal
residual y seis en el grupo de espironolactona; definida funcion renal residual
como volumen urinario > 400 ml.

En la tabla 2 y 3 se muestran las variables de cuatro pacientes que presentaron
complicaciones en los primeros 5 dias posteriores al trasplante, El 75%
pertenecian al grupo de espironolactona.

Tabla 2. Parametros bioquimicos de CrS y biomarcadores de dafio tubular.

No Genero Edad Grupo de Hablotinos TRR CrS CrSal NGAL KIM-1

(afios)  tratamiento plotip Basal 5°dia pg/ml  ng/mL
1 Muijer 18 Espironolactona 1 DP 3.20 3.49 36412 55.08
2 Hombre 21 Placebo 0 HD 15.60 2.80 40877 51.37
3 Hombre 30 Espironolactona 0 HD 7.53 4.24 40765 51.73
4 Hombre 54 Espironolactona 1 HD 10.85 7.74 41857 65.41

Abreviaturas: DP, dialisis peritoneal; HD, hemodidlisis, CrS, creatinina sérica; TRR, terapia de
reemplazo renal

En la biopsia del injerto se documentd la participacion inmunoldgica de células T
en dos receptores (No. 1 y 3), caracterizado por rechazo celular 1A y IB;
destacando el desarrollo de anticuerpos donador especifico en el sujeto no. 3 sin
haberse demostrado por biopsia datos histopatolégicos que sugirieran
participacion humoral. Sin embargo, los niveles de NGAL y KIM-1 en este grupo
de 4 pacientes no se vieron incrementados significativamente con respecto al
resto de los receptores de rifion. Otras complicaciones asociadas fueron el
desarrollo de infeccion de vias urinarias con aislamiento de E. coli BLEE;
neumonia nosocomial y alteraciones hemodinamicas intrarrenales secundarias a
la presencia de brida que comprimia la vena renal. EI comportamiento clinico fue
el de retardo en la funcion del injerto de acuerdo a la definicién de Halloran; todos
ellos recuperaron la funcion renal en los primeros 15 dias después del trasplante.

Destacando que los niveles de biomarcadores de dafio tubular no presentaron un



incremento sustancial con respecto a las muestras de pacientes sin funcién

retardada del injerto.

Tabla 3. Complicaciones clinicas y resultado de biopsia.

Edad Grupo de

(afios) tratamiento Otras complicaciones Biopsia

No Genero

Compresion de vena renal
P Rechazo celular Al C4d

1 Mujer 18 Espironolactona pléorC glrildngLEJIrEosepss por negativo ADE negativo.
Datos de hipoperfusién
2 Hombre 21 Placebo sin datos francos para
NTA. ADE (+)
Edema agudo pulmonar
3 Hombre 30 Espironolactona posquirdrgico inmediato ~ Rechazo celular 1B
Neumonia Nosocomial
4 Hombre 54 Espironolactona NTA

Abreviaturas: ADE, anticuerpos donador especifico; NTA, necrosis tubular aguda.

En el trasplante renal es inevitable la isquemia fria y reperfusion caliente que
afecta la nefrona distal con alteraciones tanto funcionales como histologicas
similares a la lesion renal aguda por otras causas; en ambos grupos en este
estudio no encontramos diferencia estadistica con los tiempos de isquemia
caliente y fria, variable que incrementa el riesgo de producir efectos deletéreos

sobre el aloinjerto.
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Fig. 1. Tiempos de isquemia fria y caliente. TIF, Tiempo de isquemia fria; TIC, Tiempo de

isquemia caliente.



Volumen Urinario ml/24h

Volumen urinario y marcadores tradicionales.

Se obtuvieron muestras de orina con un tiempo de recoleccidon de 24 h previo a la
cirugia de los receptores de trasplante renal y durante los 5 dias subsecuentes;
como se muestra en el panel A de la figura 2 cuatro de los pacientes aleatorizados
al grupo de tratamiento a espironolactona y 3 en el grupo placebo tenian oliguria o
anuria pre-trasplante; la finalidad de realizar la recoleccion de orina pre-trasplante
fue para tener un valor de referencia de los valores de los biomarcadores de dafo

renal y observar la cinética en tiempo en ambos grupos.
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Fig. 2. Volumen urinario basal y postrasplante.

Panel A. Volumen de orina emitido en un periodo de 24 h previo a la cirugia de trasplante. En el
grupo de Sp cinco pacientes con funcidon renal residual. En el grupo placebo 7 pacientes con
funciéon renal residual. Panel B. Volumenes urinarios de 24 h posteriores al trasplante.
Abreviaciones. D1, dia 1; D2, dia 2; D3, dia 3; D4, dia 4; D5, dia 5; Sp, espironolactona; P,
placebo. Mediana y valores maximos y minimos.

En el panel B de la figura 2 se muestran los volumenes urinarios posterior al

trasplante, llegando a los 10 000 ml de orina/24 h en el dia 1 y un descenso de



CrS (mg/dL)

hasta el 50% del volumen emitido en los dias subsecuentes. Todos los pacientes
como era de esperarse en el trasplante renal de donador vivo presentaron
volumenes urinarios mayores a los 1500 ml; punto de corte, abajo del cual se ha
utilizado para denominar a aquellos pacientes que desarrollan funcion retardada
del injerto.

En el panel A de la figura 3, se muestran los niveles séricos de creatinina
pretrasplante y dia quinto postrasplante, no hubo diferencia en la mediana de las
deltas del dia basal o pre-quirtrgico al dia 5 para el grupo de espironolactona fue
de -6.225 comparada con -6.025 de descenso con el grupo placebo como se
muestra en el panel B de la figura 3.
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Fig. 3. Panel A. Comportamiento bioquimico de la creatinina sérica previo a la cirugia de trasplante
y los primeros 5 dias subsecuentes al procedimiento. Panel B. Deltas de medianas de creatinina
sérica entre el dia 1y el dia 5. Abreviaciones. CrS, creatinina sérica; D1, dia 1; D2, dia 2; D3, dia 3;

D4, dia 4; D5, dia 5; Sp, espironolactona; P, placebo.



Un efecto secundario al uso de la espironolactona es el desarrollo de hipercalemia
gue puede poner en riesgo la vida del paciente, en estos resultados los niveles de
potasio sérico no presentaron un incremento sustancial que tradujera hipercalemia
y con ello un efecto secundario al uso de este diurético ahorrador de potasio

(figura 4).
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Fig. 4. Comportamiento bioquimico del potasio sérico previo a la cirugia de trasplante y en los

primeros 5 dias subsecuentes al trasplante.

Biomarcadores de dafio tubular (NGAL y KIM-1).

Para determinar el efecto del bloqueo de los receptores mineralocorticoides sobre
el dafio inducido por el fenbmeno de isquemia reperfusion realizamos la
determinaciéon urinaria de KIM-1 y NGAL; ambos biomarcadores de dafio renal
resultan de una sintesis local en el riibn mas que a una filtracién de la sangre.
Dado la cinética que han reportado en otros articulos en donde la expresion es
maxima en las primeras 2 h posteriores al insulto, con una maxima expresion a las
24 h del dafio renal se decidié determinar las concentraciones de NGAL y KIM-1 a
las 24 h posteriores al trasplante renal. Un estudio recientemente publicado

reporté que los niveles urinarios de NGAL pre-trasplante no se correlacionaron



con la funcién renal de los rifiones nativos (R= 0.089, p=NS); Otros estudios han
demostrado que las concentraciones urinarias de NGAL se encuentran en
elevados en pacientes con enfermedad renal crénica. En los 20 receptores de
trasplante que se incluyeron, en 7 (n=20) no se obtuvo muestra de orina
pretrasplante por presentar oligoanuria.

Para obtener valores de referencia de NGAL y KIM-1 urinarios utilizamos las
muestras de los donadores pre-nefrectomia y a las 24 h de la cirugia para hacer
comparaciones con los receptores de trasplante renal.

En la figura 5 se muestran la comparacion de los niveles de KIM-1 urinario en los
donantes de rifion (n=10) basal y al dia uno posterior a la nefrectomia
laparoscopica y los niveles urinarios de KIM-1 en los receptores al dia 1 post-
trasplante. No hubo diferencia estadistica de los niveles urinarios de KIM-1 a las
24 h pos-trasplante en ambos grupos de los receptores. Sin embargo, los niveles
de KIM-1 urinario a las 24 h pos-nefrectomia fueron mayor respecto a los basales

con una diferencia estadisticamente significativa (p=0.0029).
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Fig. 5. Determinacién de KIM-1 urinario. Incremento a las 24 h post-nefrectomia en donantes de
rifién (n=10) (p= 0.0029). En el grupo espironolactona y placebo sin lograr diferencias en sus
medianas. Abreviaturas: uKIM-1, KIM-1 urinario; Don, donador, Sp, espironolactona; DO, dia 0; D1,
dia 1.



En relacion a la determinacion de NGAL urinario observamos el mismo
comportamiento en los donadores (Figura 6). La determinacion basal de uNGAL
fue de 80,49 pg/mL con un incremento hasta dos veces el valor 16,218 pg/mL,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p= 0.01823). Por otro lado,
no hubo diferencia en los niveles de uNGAL en los receptores a las 24 h
posteriores al trasplante (Sp= 40,983 pg/mL; Placebo= 29,476 pg/mL).
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Fig. 6. Determinacién de NGAL urinario. Incremento a las 24 h post-nefrectomia en donantes de
rifion (n=10) (p= 0.01823). En el grupo espironolactona y placebo sin lograr diferencias en sus
medianas. Abreviaturas: UNGAL-1, NGAL urinario; Don, donador, Sp, espironolactona; DO, dia 0;
D1, dia 1.

Marcadores de estrés oxidante.

El estrés oxidante es definido en forma muy general como un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno y la capacidad de defensa
antioxidante. Con la finalidad de explorar uno de los mecanismos renoprotectores
conferidos por la espironolactona en la isquemia/reperfusién, se realizé la
determinacién de peroxido de hidrogeno como producto subrogado del estrés
oxidante generado durante la cirugia del trasplante. Estudios previos han
postulado el papel de la aldosterona en la génesis de la generacion de especies

reactivas de oxigeno.



Los resultados presentados en la figura 7 muestran los valores de perdxido de
hidrégeno en orina (H20;). Se midieron los niveles en orina de H,O; los dias 1, 3,
5 posteriores al trasplante. Observando una disminucién de la excrecion urinaria
de H,O, en el grupo de espironolactona desde el dia 3, siendo esto
estadisticamente significativo al dia 5 postrasplante (p=0.0307).
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Fig. 7. Peréxido de hidrégeno en Orina (H,0,). Se muestran los niveles de H,O, en orina los dias

1, 3y 5 posterior al trasplante renal.

Histologia.

Se obtuvieron un total de 11 biopsias basales de los 20 pacientes incluidos; de los
cuales sélo se les realizo biopsia del injerto renal al quinto dia a 9/11. En la tabla 8
se muestra la distribucion de las biopsias basales y al quinto dia en el grupo de

espironolactona y placebo.

Tabla 4. Distribucion de las biopsias basales y al quinto dia postrasplante.

BIOPSIA ESPIRONOLACTONA PLACEBO TOTAL

BASAL 3 8 11

5° DIA 2 7 9




TOTAL 5 15 20

En tres pacientes existi6 indicacion médica para no realizar la biopsia del injerto al
quinto dia, como fueron: 1. colocacion de malla abdominal postrasplante; 2.
anticoagulacion post-trasplante por trombo proximal en arteria femoral; 3. desgarro
de arterial polar y dificultad para realizar la anastomosis. Dos pacientes que
habian previamente firmado el consentimiento informado no aceptaron la

realizacion de la biopsia al quinto dia.

Dado lo anterior no fue factible realizar los estudios histolégicos con la finalidad de
encontrar posibles diferencias puesto que el numero de biopsias quedo

desbalanceado en ambos grupos.



DISCUSION



El fendmeno de isquemia reperfusion (I/R) es una entidad sumamente
compleja e inherente al trasplante renal, independiente si se realiza de un donante
fallecido o vivo. Las consecuencias de I/R estardn en relacién con el tiempo en
que se perpetué el insulto renal y con la intensidad del mismo; sin embargo, el
desenlace final sera la lesién renal aguda con diferente traduccién clinica, es decir
lesion renal aguda con volumen urinario preservado para la excrecién minima de
solutos (oligarica) o no oligurica. De los mecanismos descritos se encuentran la
deplecién de ATP, activacion de fosfolipasa C; incremento de calcio citosdlico,
generacion de especies reactivas de oxigeno, liberacion de proteasas, acidosis
intracelular, estos y seguramente otros mas, que culminaran con disfuncién celular
del epitelio tubular, en el que algunas células tubulares tendran la capacidad de
tolerar el insulto, a lo que se conoce como lesion subletal o bien la muerte celular

ya sea mediada por necrosis o bien por apoptosis.

Estudios experimentales previos han sugerido que muchas de las acciones
deletéreas en el fenOmeno de isquemia reperfusion estan mediadas por la
aldosterona y que el bloqueo de su receptor atenta alteraciones tanto funcionales
como estructurales. Por lo que se ha postulado a la aldosterona como una
hormona profibrotica y proinflamatoria. La interrogante que llevo a este estudio fue
precisamente conocer si el bloqueo de los receptores mineralocorticoides se
asociaba a una disminucion en la expresion de biomarcadores de dafio tubular
renal y atenuacion de la génesis en el estrés oxidativo en pacientes receptores de

trasplante renal.

Como se sefialé anteriormente existe un interés profundo en la
busqueda de nuevos biomarcadores de dafio renal que puedan: a) realizar un
diagndstico oportuno de lesion renal aguda, incluso previo al incremento de
creatinina en suero; b) Que sea una prueba no invasiva; c) Que sea una prueba no
laboriosa e inclusive con la obtencion de resultados en minutos; d) que tenga la
capacidad de discriminar entre un insulto y otro; e) Valor prondstico para ingresar
pacientes a terapia de reemplazo renal; f) Valor prondstico de recuperacion; g)

Severidad de la lesion establecida; entre otros requisitos imputables. También es



bien conocido que la creatinina sérica esta influenciada por factores no renales
como son edad, peso, genero, volumen de distribucion, ingesta proteica, estado
de hidratacion, enfermedades concomitantes como hepatopatias, inanicion, entre
otros. Es por ello la necesidad urgente de identificar biomarcadores que pudieran
satisfacer algunos de los criterios sefalados.

En el contexto de trasplante renal, dado que el fendbmeno de isquemia
reperfusiéon es inexorable al procedimiento se considera un modelo idéneo para la
busqueda y validacion de nuevos biomarcadores. La lesién renal aguda debida al
fendmeno de IR ocurre invariablemente en receptores de donantes fallecidos e
incluso en receptores de donador vivo. De lo mas caracteristicos han sido NGAL,
KIM-1 e IL-18 entre otros y su estudio ha sido en pacientes con funcion retardada
del injerto; como factor pronéstico de recuperacion de la funcion renal; en biopsias
del aloinjerto renal por inmunohistoquimica, en orina y en un escenario donde el
fendbmeno de IR es mas contundente, como lo son receptores de trasplante de
donador fallecido ®2°?; no obstante no se ha estudiado si estos biomarcadores
pudieran en un momento dado estar expresados en la orina de receptores de
donante vivo sin evidencia clinica de lesion tubular manifestada por incremento de
la creatinina sérica; expresion que tradujera dafo tubular por el fenbmeno de IR y
mas aun si la expresion de dichos marcadores pudieran aminorarse al realizar una

maniobra farmacoloégica.

Dos biomarcadores clasicos de dafio tubular como son la proteinuria tubular
y N-acetil-beta-glucosaminidasa (NAG) han sido considerablemente abatidos su
expresion a nivel urinario en un grupo de animales de experimentacion que
recibieron espironolactona previo a la isquemia renal. Por lo anterior y otros
estudios clinicos se tratd de extrapolar las acciones correspondientes al bloqueo
de los receptores mineralocorticoides a la practica clinica en un tipo de pacientes

donde es inexorable el fenbmeno de isquemia reperfusion.

En este estudio exploratorio no encontramos una disminucion de los
marcadores de dafio tubular a las 24 h en receptores de trasplante renal que

recibieron 25 mg de espironolactona pre-trasplante y 25 mg 3 dias posteriores al



mismo, con una dosis total de exposicion de 100 mg de espironolactona. Tanto
KIM-1 como NGAL han demostrado ser biomarcadores sensibles para predecir

lesion renal aguda en diferentes contextos clinicos de insulto renal.

Es posible que dichos resultados se deban a: a) Manejo de muestras de orina.
Podria ser que el almacenamiento de muestras de orina de 24 h a temperatura
ambiente propici6 modificaciones en el pH que podrian haber influido en
modificaciones estructurales de estas proteinas (KIM-1 y NGAL); b) Dilucion de los
biomarcadores. Como se sefialg, la cantidad de orina emitida en las primeras 72 h
posteriores al trasplante en alguno de los pacientes superaron los 10 L, volumen
urinario que podria haber diluido la cantidad de dichos biomarcadores; c) Poca
exposicion al farmaco. Otra posibilidad es la falta de niveles séricos 6ptimos del
farmaco en estudio que no permiti6 un bloqueo de mayor magnitud de los
receptores mineralocorticoides y como consecuencia la ausencia del efecto

deseado.

Sin embargo, los resultados obtenidos en estudios experimentales no
necesariamente significa su extrapolacion a la practica clinica; la lesién renal
aguda producida en modelos de roedores es un modelo puro, que consiste en la
interrupcion del flujo sanguineo de la arterial renal por varios periodos de tiempo,
manteniéndose el érgano a temperatura corporal del animal y posteriormente una
reperfusion caliente; no siendo equiparables a la lesion renal aguda en paciente y
en diferentes escenarios de insulto renal. Los modelos de lesion renal aguda por
isquemia difieren en roedores y humanos; en el contexto de falla renal aguda en
humanos pese a que existe compromiso en la microcirculacion y oxigenacion
secundaria a alteraciones en la hemodinamica sistémica o local, el flujo sanguineo
nunca esta totalmente disminuido, por lo que el consumo de oxigeno se mantiene

para el transporte tubular residual ©2.

El incremento subito de la concentracion de oxigeno una vez que se
restablece el flujo sanguineo renal puede conducir a la formacién de especies

reactivas de oxigeno por diferentes mecanismos: a) Xantina oxidasa y fosfolipasa



A, que son activadas posterior al incremento de calcio citosolico durante la

isquemia, b) Por alteracion en la cadena respiratoria mitocondrial.

Pese a que existen multiples estudios experimentales donde destacan la
generacion de especies reactivas de oxigeno en la lesion renal aguda isquémica,
dichos biomarcadores de estrés oxidativo no se han medido en el contexto de
trasplante renal. Ha sido dificil medir las especies reactivas de oxigeno debido a
su extremadamente corta vida media. Estudios de isquemia reperfusion llevados
en el laboratorio reportaron que en animales a quienes se les habia administrado
espironolactona previo a la induccion de isquemia-reperfusion se asociaba con
una prevencion en lipoperoxidacion renal y un aumento en los niveles de RNAm
de enzimas antioxidantes. Otros estudio han medido especies reactivas de

oxigeno con resultados diferentes e inclusive hasta opuestos ©+%399;

de igual
forma no se han podido reproducir estudios que hayan evaluado el efecto sobre la
funcidn temprana del injerto en pacientes receptores de trasplante renal al recibir
como maniobra la administracion de suplementos antioxidantes tanto por via oral o
intravenosa, sefalando como debilidad de estos estudios la falta de medicion de

marcadores de estrés oxidativo ©>%)

. Al menos en la practica clinica debera de
establecerse asociacion entre las especies reactivas de oxigeno generadas
durante el fendmeno de isquemia reperfusion sobre la disfuncion temprana del

injerto renal.

Esta bien descrito la generacion de especies reactivas de oxigeno durante
la hipoxia secundaria a la isquemia y la reperfusion, que conlleva a la muerte
celular de las células tubulares por necrosis o bien por apoptosis; a la vez que se
genera una gran infiltracibn de neutrofilos responsables de la liberacion de

especies reactivas de oxigeno y proteasas.

Con la finalidad de investigar el grado de estrés oxidativo después del
trasplante nos dimos a la tarea de medir la presencia un subrogado de estrés

oxidativo como fue el peréxido de hidrégeno urinario.



A las 24 h posteriores a la cirugia de trasplante hubo una gran dispersion de
los niveles urinarios de perdxido de hidrogeno en ambos grupos con valores en el
grupo de espironolactona de 370 a 9475 pMol/mL y de 687 a 12050 pMol/ml en el
grupo placebo. Al quinto dia postrasplante no hubo diferencia en las medianas de
los niveles urinarios de H202, sin embargo pareciera haber una tendencia en el
grupo de espironolactona de una disminucién en la excrecién urinaria de dicho
marcador de estrés oxidativo. Es posible que la explicacion, al igual que KIM-1 'y
NGAL en las primeras 24 h posteriores al trasplante, sea debido a los grandes
volimenes urinarios en las primeras 24 h que hayan diluido su presencia en la

orina.

Como se sefialo anteriormente, estudios previos han sugerido el papel de la
aldosterona en la génesis de especies reactivas de oxigeno, sin embargo se ha
postulado que las especies reactivas de oxigeno pueden activar el receptor
mineralocorticoide citoplasmatico, inclusive bajo condiciones de bajos niveles de

aldosterona.

Por otro lado, se ha sugerido que algunos de los biomarcadores de lesion

renal aguda sean ajustados a la tasa de excrecion de creatinina urinaria (CrU).

La concentracion urinaria de cualquier biomarcador no solo dependera de
Su excrecion, sino también de la tasa de flujo urinario. Debido al efecto de la
reabsorcion de agua sobre la concentracion de urinaria de un soluto, la
concentracion de biomarcadores urinarios es comunmente expresada tomando en
consideracion la tasa de excrecion de creatinina urinaria (CrU); en forma muy
general la oliguria causaria un aumento en la concentracién de CrU y la poliuria

una disminucion.

Sin embargo, la tasa de excrecidn no siempre es constante, por lo que esta
correccion para CrU no seria valida; la asuncion de que la excrecidon urinaria
siempre es constante, es incorrecta, dado que esta dependera de los cambios en
la funcion renal, volumen de distribucidon, variabilidad en la produccion entre

individuos e incluso en el mismo individuo, con un coeficiente de variacion



estimado de 10.5 a 14.4% para determinaciones de CrU en muestras de orina de
24 h ®38%: otros estudios han sugerido una variacion diurna e incluso una
variacion horaria; pese a que la CrU es filtrada, una fraccion no despreciable es
secretada por los tubulos y en el contexto de AKI, podria generarse un fenémeno

de reciclaje a la circulacion sistémica desde los mismo tubulos dafiados.

En un estudio que incluyé6 a 12 receptores de trasplante reporté una
variabilidad interindividual de la CrU (Tabla 5); cuando ajustaron KIM-1 a CrU en
un paciente que cursé con retardo en la funcion del injerto, los niveles de uKIM-1
fueron 4 veces mayores que cuando se compard con los niveles absolutos del
biomarcador en 24 h, dicho efecto sobre el biomarcador estuvo dado por una baja
excrecion de Cru @7,

Tabla 5. Coleccién de orina para la medicion de KIM-1 en pacientes sometidos trasplante renal

CrS mg/dL Duracién de recoleccion Cru KIM-1 Excrecién uKIM/CrU
(h) mg/mL  pg/mL Cru ua/g
Basal Dia Dia Dia Volumen (ml) mg/24h
Sujeto  Edad 1 2 3

1 54 9.1 6.8 5.2 3.7 4.75/1000 0.32 79.1 1607 0.25
2 64 5.6 35 1.9 1.7 6/675 0.81 185 2198 0.23
3 25 4.2 2.3 0.9 0.8 6/850 0.26 59.4 887 0.23
4 55 9.4 5.3 5.0 4.8 6/1450 0.19 180 1125 0.93
5 50 7.3 6.7 6.7 5.2 6/1375 0.37 175 2046 0.47
6 65 10.3 8.5 9.3 9.2 6/50 1.19 5075 238 4.26
7 47 4.1 3.0 1.3 0.9 6/475 0.57 965 1077 1.70
8 58 7.8 5.3 2.4 1.6 6/2300 0.25 362 2327 1.43
9 55 5.9 6.6 7.4 4.6 6/300 0.36 834 431 2.32
10 43 2.2 1.3 0.9 0.8 6/1200 0.25 501 1176 2.04
11 63 5.0 4.3 2.0 1.2 6/775 0.60 147 1845 0.25
12 50 4.3 2.5 1.9 1.3 6/300 1.46 4505 1746 3.10

Dado lo anterior, no se consider6 ajustar los biomarcadores en orina a la excrecion

de creatinina urinaria.

Si bien no fue parte del objetivo conocer el descenso de los niveles de CrS
postrasplante contrastando ambos grupos; como era de esperarse el descenso de
la creatinina fue similar en ambos grupos; la comparacién de las deltas de
creatinina sérica fue por andlisis por intencién a tratar, no excluyendo del analisis a
los pacientes que presentaron retardo en la funcion del injerto, no observando

diferencias con el descenso de la CrS y lo mas interesante es que la cuantificacion



niveles urinarios de KIM-1 y NGAL no mostro6 diferencias en aquellos sujetos que

cursaron con funcion retardada del injerto.

Consideramos que tiene como debilidades: a) NUmero de muestra incluido;
es muy probable que el efecto se haya diluido o bien, b) Exposicién a la
espironolactona sea minima y no permita observar diferencias significativas en las
variables a estudiar; c) Falta de estudio histolégico; d) Determinacion de los
niveles de aldosterona pre y pos-trasplante. Hasta el momento no se ha estudiado
si el trasplante per se modifica las concentraciones de aldosterona pos-trasplante.



CONCLUSIONES



No se descarta la posibilidad de reproducir los resultados obtenidos en
modelos experimentales, al bloquear las acciones denominadas no-genoémicas de
la aldosterona por espironolactona en la IR en receptores de trasplante renal; es
factible realizar ciertas modificaciones pertinentes en el manejo de las muestras
como son la toma de orina directamente de la sonda uretral sin necesidad de
recolectar las muestras por 24 h, factor que pudiese haber modificado la
determinacién de dichos biomarcadores de dafio tubular y estrés oxidativo;
aumentar la exposicion tanto al farmaco administrando mayor dosis e
incrementando el tiempo de exposicion. Los resultados no son concluyentes, ni
descartan los efectos nefroprotectores que se le han atribuido al bloqueo de los
receptores mineralocorticoides en otros contextos de lesién renal; por lo que se

plantea la necesidad de realizar un segundo ensayo clinico controlado.
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