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|. RESUMEN

Titulo: UTILIDAD PRONOSTICA DE LOS BIOMARCADORES URINARIOS
NGAL, KIM-1, IL- 18 Y HSP-72 EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL Y
LESION RENAL AGUDA, SEGUIMIENTO A UN ANO.

Antecedentes: Los biomarcadores lipocalina asociada a gelatinasa de neutrdfilo
(NGAL), molécula de lesion renal uno (KIM-1), interleucina 18 (IL-18) y proteina de
choque térmico (Hsp-72) son nuevos biomarcadores de dafio tubular que han sido
utilizados como marcadores prondstico en pacientes con lesion renal aguda (LRA).
Sin embargo, estos marcadores no han sido estudiados en poblacion con
trasplante renal (TR) y LRA. El objetivo de este estudio fue establecer el valor
pronostico de NGAL, KIM-1, IL-18 y Hsp-72 en pacientes con TR y LRA.

Métodos: Fueron incluidos 67 pacientes con TR y diagnéstico de LRA, realizado
en la consulta externa, urgencias u hospitalizacion. Se utilizaron los criterios de
AKIN vy se excluyeron a aquellos pacientes con una tasa de filtrado glomerular
estimada (TFGe) basal menor a 15 mL/min/1.73m?. Los biomarcadores NGAL,
KIM-1, IL-18 y Hsp-72 fueron medidos con ELISA al momento del diagndstico de
LRA en una unica muestra urinaria. Después de la detecciéon de LRA, todos los
pacientes completaron el seguimiento a un afo. En base al comportamiento de la
TFGe, se identificaron tres grupos: grupo A (36 casos, 54%): aquellos pacientes
con LRA que regresaron a su TFGe basal después del episodio de LRA, grupo B
(20 casos, 30%): aquellos que no regresaron a la TFGe estimada basal pero al
final del seguimiento ésta fue igual o superior a 15mL/min/1.73m? y grupo C (11
casos, 16%): aquellos que perdieron el injerto o tuvieron una TFGe menor a 15
mL/min/1.73m? al final del seguimiento.

Resultados: La media de NGAL fue de 48 (1-291), 109 (1-271) y 241 (31-294)
mcg/mL para los grupos A, B y C respectivamente. (P:0.001). Para el resto de los
biomarcadores, no hubo diferencia significativa entre los valores de los grupos. El

area bajo la curva cooperativa caracteristica de receptor (ROC) fue de 0.89 (IC
95% de 0.6930 a 0.9434, P: 0.009).

Conclusién: El biomarcador NGAL puede ser util como marcador prondstico en
pacientes con LRAy TR.
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IIl. ANTECEDENTES.

La enfermedad renal crénica (ERC) es actualmente un problema de salud publica
en México, debido a su alta prevalencia y a los elevados costos de la terapia
sustitutiva renal. El tratamiento mas eficaz en términos de calidad de vida vy
supervivencia de la ERC avanzada es el trasplante renal (TR). En México, el TR
esta limitado principalmente por la escasez de o6rganos disponibles para
trasplantar, una infraestructura médica nacional insuficiente y los costos
econdomicos que se requieren para su realizacion®. Sin embargo, otra de las
problematicas la constituye la supervivencia a largo plazo del injerto. En el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INNSZ), la sobrevida
global a diez afios en pacientes con TR de donador vivo es de 66.1% y de
donador cadavérico de 73.9%, similar a lo reportado en otras series nacionales e
internacionales®. La vigilancia de la funcién del injerto después del evento
quirurgico se ha convertido en una prioridad en la investigacion nefrolégica y una
de las complicaciones comunmente detectadas es la disfuncion aguda del injerto
renal o lesidon renal aguda (LRA). Actualmente, el diagnéstico de LRA en TR se
establece con uno de los tres criterios de AKIN (del inglés Acute Kidney Injury
Network): (I) Incremento de la creatinina sérica de 0.3 mg/dl en un lapso de 48 h,
(I1) Incremento de la creatinina sérica 1.5 veces el valor basal, el cual se sabe o se
presume ha ocurrido dentro de los 7 dias previos; (lll) Volumen urinario <0.5
ml/kg/hr por 6 hrs®. Estos criterios de clasificacion generalmente se utilizan tanto
en la practica clinica como en estudios clinicos de investigacion. Existen otras

clasificaciones de la LRA en TR segun la temporalidad en la que se presenta



después del trasplante: temprana, si ocurre dentro de las 12 semanas

postrasplante, o tardia si fue después de este periodo.*

Es dificil establecer una incidencia real de LRA en pacientes con TR. En un
analisis de 28,904 pacientes estadounidenses con TR, la frecuencia de LRA fue
de 11% en un periodo de tres afios y se encontrd una incidencia de 16.3 por 100
pacientes/afio (IC 95%:15.59-17.0) para pacientes con TFGe <30 mL/min/1.73m?,
de 7.59 (IC 95% 7.55-7.64) si la TFGe era 30-60 mL/min/1.73m? y de 4.81 (IC
95%:4.76-4.86) con una TFGe>60 mL/min/1.73m® Si se compara dicha incidencia
con otras poblaciones con LRA sin TR, esta se encuentra de 20 a 45 veces mas
alta. Por ejemplo, en un estudio comunitario la incidencia de LRA en pacientes que
no requirieron didlisis fue de 348.1 por 100,000 pacientes afio.° Unicamente un
estudio evalud la incidencia de LRA en poblaciéon con ERC, la cual fue de 8.8
eventos por 100 pacientes afo, casi la mitad de lo reportado en poblacién con TR

del estudio previamente comentado.’

La LRA puede tener multiples etiologias: rechazo inmunologico, toxicidad
farmacoldgica, recurrencia de la enfermedad que origind la nefropatia cronica,
infecciones y condiciones que originan hipovolemia, entre otras. El diagndstico y la
busqueda etiolégica esta fundamentada en diversos biomarcadores tradicionales,
entre los cuales estan: la determinacién de creatinina sérica, nitrdgeno ureico en
sangre, la fraccion urinaria excretada de sodio y la relacion nitrégeno ureico-
creatinina.” Sin embargo, dichos biomarcadores tienen varias limitaciones, entre

las cuales estan:



a) Su elevacion ocurre cuando la TFG ha disminuido por debajo de los 30 ml/min,
es decir, cuando el dafio renal esta francamente establecido. Por ejemplo, un
estudio mostrd que la creatinina sérica no se eleva en niveles diagndsticos de LRA

hasta después de 48 a 72 h de que una agresién isquémica ha ocurrido.®

b) Tienen pobre sensibilidad para el diagnostico precoz de LRA. Existen varios
factores que disminuyen la sensibilidad de la creatinina para detectar LRA como
son la baja masa muscular, la enfermedad hepatica o el consumo de algunos

farmacos.
c) La correlacién con el pronéstico al mediano y largo plazo es muy variable.™

Por mucho tiempo se considero que la LRA era un sindrome completamente
reversible. Sin embargo, en los ultimos afios, multiples publicaciones tanto en
estudios de animales como de humanos han demostrado que la LRA puede
producir dafio renal permanente, originando ERC.""'2 En un meta-analisis de 13
estudios clinicos que evaluaron el impacto de la LRA en la funcién renal a largo
plazo, se encontré que existe un riesgo relativo de tener ERC después de una
LRA leve de 2.0 (IC de 95% de 1.4 a 2.8), después de una LRA moderada de 3.3 (
IC 95% de 1.7-6.2) y de una LRA severa de 28 (IC 95% de 21.1 a 37.5). Aunque
no existen estudios al respecto en poblacion trasplantada, es muy probable que el

comportamiento sea similar. '3

Por tal motivo, en anos recientes se han investigado nuevos biomarcadores de
LRA cuyos objetivos sean entre otros: a) realizar un diagnostico temprano, por

ejemplo, en situaciones en que las creatinina y el nitrdgeno ureico no se elevan, b)



discriminar la etiologia de la LRA, y c) predecir el pronéstico de la funcion renal
después del evento agudo. Se considera como biomarcador a cualquier
parametro presente en un ser vivo que sea susceptible de medicion y que pueda

predecir la existencia o evolucion de una enfermedad.™

Hasta la fecha, se han reportado cerca de 20 biomarcadores de dano renal, tanto
para ERC como LRA. Entre los mas ampliamente estudiados se encuentran la
gelatinasa de neutrdfilo asociada a lipocalina o NGAL (por sus siglas en inglés,
Neutrophil gelatinase-associated lipocalin), Interleucina 18 o IL-18, molécula de
lesion renal 1 o KIM-1 (Kidney Injury Molecule) y la molécula de choque térmico
72 o Hsp-72 (Heat Shock Protein-72). Existen pocos estudios clinicos publicados
que aclaren la utilidad de éstos y otros biomarcadores en poblacion sometida a
trasplante. La mayoria se ha enfocado en el diagnéstico precoz de la LRA

temprana del injerto.

Brevemente, comentaremos en los siguientes apartados los hallazgos mas
relevantes de cada uno de estos biomarcadores en poblacion con LRA con o sin

TR.

NGAL. El biomarcador NGAL es uno de los mas promisorios en la actualidad.
NGAL es una molécula de 22 kDa producida en los tubulos renales en respuesta a
la lesion renal estructural y secretada a la orina. Actua como un factor de
crecimiento del epitelio mediante mecanismos de transportacion de hierro hacia
las células. En estudios previos, NGAL fue efectivo en el diagnostico temprano de

LRA en diversos escenarios clinicos, incluyendo LRA perioperatoria, inducida por



medios de contraste, asociada a sepsis y en el periodo inmediato al trasplante
renal. También se ha reportado su utilidad para discriminar en el departamento de
urgencias la etiologia de la LRA en poblacién sin TR, con elevaciones mas
importantes en los casos de lesién renal intrinseca.”™ '® Otros estudios sugieren
que la elevacion franca de NGAL es un factor de mal prondstico en la evolucion de

una LRA."

Varios investigadores opinaban que NGAL se encontraria elevada en la poblacion
con TR, debido a que comunmente se observa infiltrado inflamatorio tubular en
injertos sin alteracién funcional. En el 2009, un estudio demostré que los injertos
con evolucion normal presentaban niveles bajos de NGAL, de la misma forma que
los niveles de cistatina C y creatinina.’® En el 2010, se reporto la sensibilidad de
NGAL para predecir funcion retardada del injerto (FRI), en las primeras 6 hrs
postrasplante fue de 97%, con especificidad de 26%, valor predictivo positivo de
43% vy valor predictivo negativo de 93%. El analisis de la curva de receptor
operativo sugiri6 que la habilidad de NGAL para predecir FRI fue moderada

(0.72).°

KIM-1. La molécula de lesién renal 1 es una proteina transmembrana altamente
expresada en células del tubulo proximal después de una agresion isquémica o
nefrotoxica y es detectada en la orina.?® Actualmente existen estudios que
informan su elevacion ante distintos escenarios clinicos de LRA, por ejemplo, un
estudio de KIM-1 urinaria distinguio lesion renal aguda isquémica de prerrenal y
enfermedad renal crénica.?’ En el 2007 Han y colaboradores reportaron por

primera vez la utilidad clinica potencial de KIM-1 como un predictor de lesion renal

10



aguda en una cohorte de 103 pacientes sometidos a cirugia cardiopulmonar con
bomba de circulacion extracorporea, donde el 31 % desarrollo LRA y todos ellos
presentaron elevacion promedio del 40 % en los niveles basales de KIM-1 a las 2
h de la cirugia y elevacién del 100 % a las 24 h.?? En los ultimos afios algunos
estudios han descrito el valor prondstico de KIM-1 para predecir requerimientos
dialiticos y muerte, el mas sobresaliente es el estudio de Liangos y colaboradores
cuyo resultado informd que niveles urinarios de KIM-1 poseen un area bajo la
curva de 0.61 para predecir uso de terapia dialitica y muerte en AKI y cuando KIM-
1 se agregé como parametro a la escala APACHE Il ( Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation Il), el area bajo la curva alcanzé una cifra de 0.80.%
Dos ventajas importantes de KIM-1 son: su especificidad para lesion isquémica o
nefrotoxica y que la enfermedad renal crénica o las infecciones de vias urinarias
no suelen afectar sus niveles. Su limitacion como un biomarcador temprano
estriba en que su elevacién ocurre 12-24 h después del insulto renal, sin embargo,
en conjunto con otros biomarcadores tales como NGAL o IL-18, podria tener gran

sensibilidad y especificidad para el diagnéstico precoz.

IL-18. La interleucina 18 es una citocina proinflamatoria producida por el tubulo
proximal después de un insulto renal y secretada a la orina. En un estudio
transversal, niveles elevados de IL-18 estuvieron presentes en pacientes con
lesidon renal intrinseca establecida pero no en individuos con infeccién de vias
urinarias sin AKI, enfermedad renal crénica o lesion renal prerrenal. Los niveles
urinarios de IL-18 mostraron sensibilidad y especificidad de 90 % con un area bajo

la curva de 0.95 para el diagnostico de AKIL.?* Por otro lado un estudio de
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pacientes con sindrome de insuficiencia respiratoria del adulto en el 2005 report6
la utilidad de IL-18 como biomarcador pronostico de la aparicion de LRA; niveles
urinarios de 100 pg/mg predijeron el desarrollo de AKI 24 hrs antes de la elevacion
de la creatinina con un indice de probabilidad de 6.5 y un area bajo la curva de
0.73.2°> Como en los casos anteriores, la aplicacion de este biomarcador en
poblacién trasplantada es escaso. En el 2006 un estudio informé que los pacientes
con funcioén renal retardada del injerto tuvieron niveles urinarios de IL-18 mas
elevados el primer dia postransplante respecto a los que tuvieron funcién normal.?®
Asi, IL-18 tiene un potencial importante para convertirse en un marcador
generalizado para diagnostico temprano, diagndstico diferencial y  estratificacion
de riesgo de lesion renal aguda. A pesar de las investigaciones realizadas, aun no
existen datos suficientes para dirigir la utilidad de IL-18 en pacientes con
trasplante renal y LRA. Tampoco se conoce su valor prondstico en este caso

especifico.

Hsp-72. Otros biomarcadores de importancia clinica son las moléculas de choque
térmico, compuestos proteicos que intervienen en los procesos de reparacion
celular. La Hsp-72 se ha convertido en el prototipo del grupo. Esta proteina
pertenece a la subfamilia de HSP 70s donde se encuentran la Hsp-70, Hsp-72,
Hsp-75 vy GrP-78.2" Varios estudios han demostrado que Hsp-72 es
sobreexpresada después del dano tubular isquémico o tdéxico, un estudio
publicado en el 2011 por investigadores del INNSZ, reporté que Hsp-72 presentd

una elevacion precoz comparada con la creatinina sérica en casos de LRA.®

12



En conclusion, no existen estudios que evaluen la utilidad pronodstica de los
biomarcadores en poblacion con TR y LRA, los aspectos mas estudiados giran en
torno de la estratificacién de riesgo, diagnéstico precoz y diagnostico diferencial de

la LRA tanto en poblacion no trasplantada como con TR.

El presente trabajo tiene como propésito evaluar cual es el valor prondstico de los
biomarcadores urinarios NGAL, KIM- |, IL-18 y Hsp-72 en los pacientes con TR y

LRA.
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

¢, Cual sera la capacidad de prediccion prondstica de los biomarcadores urinarios
NGAL, KIM-1, IL- 18 y HSP-72 en pacientes con trasplante renal y lesion renal
aguda en relacion a mortalidad, perdida del injerto, recurrencia de eventos de

lesiéon renal aguda y estancia hospitalaria?

IV. JUSTIFICACION

La pérdida del injerto renal es un evento catastrofico para el paciente; el sistema
nacional de salud debe tener entre sus prioridades la prevencion y tratamiento
oportuno de los episodios de LRA con TR. Se deben buscar herramientas
paraclinicas que permitan identificar a aquellos pacientes con mayor riesgo de
pérdida del injerto ante un evento de LRA, para establecer un manejo especifico y
evitar la progresion del dano, pérdida del rgano o muerte del paciente. Existen
nuevos biomarcadores confiables y obtenidos de fluidos de facil obtenciéon que
podrian ser utiles durante el episodio de LRA en pacientes con TR. El presente
estudio tiene como fin valorar la utilidad prondstica de algunos de los
biomarcadores urinarios mas utilizados en el diagndstico temprano de dafo renal
como son NGAL, KIM-1, IL-18 y HSP 72, con la intenciéon de predecir con mayor
certeza el destino de la LRA con respecto a la sobrevida del injerto asi como
ayudar en la toma de decisiones diagnoésticas y terapéuticas en pacientes con

peor pronostico. Los resultados obtenidos pueden influir en decisiones
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terapeuticas o de vigilancia después del evento de LRA y también permitiran al
meédico informar al paciente sobre la evolucion mas probable, preparandolo para
diversos escenarios clinicos, el regreso a una terapia sustitutiva de manera
oportuna o al riesgo de recurrencia de eventos subsecuentes de LRA o de la

pérdida de la funcion del injerto.

V. HIPOTESIS

El nivel de los biomarcadores urinarios NGAL, KIM-1, IL- 18 y HSP-72 medidos
durante un episodio de lesién renal aguda se encontraran mas elevados en el
grupo de pacientes con pérdida de la funcion del injerto al afio, comparados con

aquellos que recuperaron la funcioén renal previa al episodio.

VI. OBJETIVOS

VI. 1 General

Evaluar la capacidad de los biomarcadores urinarios NGAL, KIM-1, IL- 18 y HSP-
72, para predecir la evolucion de los pacientes con trasplante renal y lesién renal

aguda durante el seguimiento a un aro.
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VI. 2 Especificos

- Evaluar la capacidad de los biomarcadores urinarios NGAL, KIM-1, IL- 18 y
HSP-72, para predecir mortalidad en los pacientes con trasplante renal y
lesidn renal aguda.

- Evaluar la capacidad de los biomarcadores urinarios NGAL, KIM-1, IL- 18 y
HSP-72, para predecir la pérdida del injerto en los pacientes con trasplante
renal y lesion renal aguda a las dos semanas, uno, tres, seis y doce meses
después del evento del lesion renal aguda .

- Evaluar la capacidad de los biomarcadores urinarios NGAL, KIM-1, IL- 18 y
HSP-72, para predecir disminucién permanente de la funcidén del injerto en
los pacientes con trasplante renal y lesién renal aguda.

- Evaluar la capacidad de los biomarcadores urinarios NGAL, KIM-1, IL- 18 y
HSP-72, para predecir la duraciéon de la estancia hospitalaria en los
pacientes con trasplante renal y lesion renal aguda.

- Evaluar la capacidad de los biomarcadores urinarios NGAL, KIM-1, IL- 18 y
HSP-72, para predecir la recurrencia de eventos de lesion renal aguda en

los pacientes con trasplante renal y lesién renal aguda.

16



VIl. METODOLOGIA.

A) Diseio

Estudio de marcador prondstico, cohorte observacional con seguimiento a un afo.

B) Poblacién

Participaron 71 pacientes adultos con seguimiento regular en el INNSZ con
trasplante renal y por lo menos un episodio de lesion renal aguda definida por los
criterios de AKIN: elevacién de 0.3 mg/dL de creatinina sérica respecto a la basal

o del 50% de la cifra de creatinina basal, por un periodo menor de tres meses.

C) Lugar de realizacion

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INNSZ).

D) Periodo de realizacion del estudio

Marzo del 2010 a Junio del 2012.

E) Criterios de inclusién
1. Ser trasplantado renal atendido en el INNSZ y tener una edad igual o mayor a

18 anos.

2. Tener una elevacion de creatinina sérica mayor de 0.3 mg/dL respecto a la
creatinina basal del seguimiento y/o proteinuria de 0.3 g/dia y/o sedimento urinario
anormal y/o una disminucién del gasto urinario menor a 0.5 mL/kg/hr durante un

periodo de 6 horas.
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3. Tener evidencia, en base a los registros del seguimiento, que los criterios
diagnosticos ocurrieron dentro de un periodo menor a tres meses en el caso de

que la creatinina sérica, proteinuria o el sedimento urinario anormal.

F) Criterios de exclusién

Rechazar su inclusion al estudio.

Anuria o incapacidad para la toma de la muestra de orina.

Tener una tasa de filtrado glomerular estimada menor a 15 mL/min/1.73m? previo
al evento de LRA.

G) Criterios de eliminacién.

Pérdida en el seguimiento a un ano a partir del episodio de lesion renal aguda.

[) Tamafio de la muestra

Fue una muestra por conveniencia, ya que no existian estudios previos para hacer
un calculo basado en cifras conocidas.

H) Variables

Variables independientes: Tasa de filtrado glomerular estimada por la féormula
MDRD (de sus siglas en inglés, Modification of Diet in Renal Disease) a las 2
semanas y alos 3, 6 y 12 meses, pérdida del injerto e inicio de terapia sustitutiva
de la funcion renal.

Variables dependientes: Niveles urinarios de NGAL, KIM-1, HSP-72 e IL-18 el
dia del diagnostico de lesion renal aguda.

Variables secundarias a medir: Caracteristicas demograficas, tipo de donador
(vivo o fallecido), haplotipos compartidos, causa de la disfuncién del injerto,

comorbilidades subyacentes, medicamentos, creatinina sérica al momento del
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diagndstico, dias de estancia hospitalaria, recurrencia de episodios de lesion renal
aguda después del episodio.

Frecuencia de las mediciones: las muestras urinarias para la medicién de los
biomarcadores fueron recolectadas en una sola ocasion el mismo dia en que se
realizd el diagnostico de lesion renal aguda, concomitantemente a la toma de
estudios de laboratorio para el abordaje diagnéstico en el servicio de urgencias. El
seguimiento y recoleccion de variables clinicas de cada caso fue realizada a partir

del registro de los expedientes, retrolectivamente.

) Procedimientos

Medicion por ELISA de NGAL, Kim-1, IL-18 y HSP-72. Los biomarcadores
urinarios NGAL, Kim-1 e IL-18 fueron analizados utilizando dispositivos
comerciales de los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA): human NGAL ELISA kit
(BioPorto Diagnostics, KIT036), human kidney injury molecule 1 (Kim-1) ELISA kit
(Uscn Life Science Inc., 90785), human Interleukin-18 (IL-18) ELISA Kit
(Invitrogen, KHC0181) y Hsp-72 ELISA (Assay Designs ADI-EKS-715, MI, USA).
Brevemente, las muestras y controles estandar fueron agregados a pocillos
recubiertos por anticuerpos monoclonales murinos. El biomarcador es capturado
por el anticuerpo y después detectado al agregar otro anticuerpo policlonal de
deteccion ligado a un conjugado de peroxidasa equino; después las muestras son
sometidas a la lectura de un lector 6ptico a 450nm. Dicha medicion se compara
con la lectura de cada biomarcador. Todos los procedimientos de medicion fueron

realizados de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Los biomarcadores
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fueron medidos por personal cegado respecto a la informaciéon clinica de los
pacientes. La variabilidad de los ensayos para todos los marcadores fue menor al
10%. Todas las mediciones se efectuaron en el laboratorio del departamento de
Nefrologia y Metabolismo Mineral del Instituto por una misma persona con amplia

experiencia en el manejo de estos reactivos.

J) Aspectos éticos

La investigacion corresponde a una investigacién con riesgo minimo para el
paciente, segun el articulo 17 de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud de nuestro pais (CAPITULO | / TITULO SEGUNDO:
De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos). El estudio fue

aprobado por el comité de investigacién en humanos, del INNSZ.

K) Financiamiento

Los recursos econdmicos para la realizacion de este estudio fueron provistos por

el departamento de nefrologia y metabolismo mineral.
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VIIl. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables continuas fueron analizadas por medio de la prueba Z de
Kolmogorov Smirnov para conocer su tipo de distribucion. Aquellas con
distribucion normal se reportaron como medias y desviacion estandar, mientras
que las variables con distribucion anormal y las de tiempo se expresaron en
mediana con valores minimo y maximo. Para comparacién de las variables
continuas de distribucion normal entre 2 grupos usamos T de Student y para 3 o
mas grupos, utilizamos ANOVA de 1 via. Para comparar proporciones utilizamos
X2.Para comparar las variables continuas con distribucién anormal entre 2 grupos
utilizamos U de Mann-Whitney y en caso de 3 o mas grupos, usamos H de
Kruskal-Wallis. Para correlacién se utilizé la prueba de Pearson o la de Spearman
segun la distribucion de las variables.

Se realizé un analisis con curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para
comparar la prediccién de la pérdida del injerto en comparacién con el resto del
grupo.

Se considerd que existen diferencias estadisticamente significativas cuando el

valor de p es < 0.05.
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IX. RESULTADOS

Se invitd a participar a todos los pacientes con diagndstico de disfuncion del injerto
gue acudieron a urgencias 0 a la consulta externa del Departamento de Nefrologia
y Metabolismo Mineral y/o del Departamento de Trasplantes durante el periodo

comprendido entre el 26 de abril del 2010 al 1 de Junio del 2011.

Durante ese periodo, se detectaron 89 casos con aumento de creatinina sérica
que fueron detectados por visita a urgencias del INNSZ por motivos médicos
como diarrea, fiebre o sintomas de vias respiratorias (75 casos, 69%) o que se
encontraban asintomaticos y se detectd la disfuncién del injerto durante la consulta
de control (34 casos, 31%). Unicamente fueron incluidos al estudio 71 casos
(80%) con disfuncion aguda del injerto en el INNSZ por cumplir los criterios de
inclusion, de los cuales solamente 67 casos completaron el seguimiento de un afio
después del episodio de lesion renal aguda. Los casos que no fueron incluidos al
estudio fueron debido a una referencia a otro centro (3 casos), por pérdida de las
muestras urinarias para el analisis (8 casos) o su negativa para participar en el
estudio (8 casos). Se eliminaron del analisis 4 casos por la pérdida del

seguimiento después de la deteccion del episodio de lesion renal aguda.

De acuerdo con el desenlace en la funcidon renal observada durante el ano de

seguimiento, la poblacion fue dividida en los siguientes grupos:

* Grupo A (n=36): Pacientes que después del evento de LRA permanecieron en el
mismo estadio de la clasificacion de ERC al final del afio de seguimiento (ver

anexo A)
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* Grupo B (n=20): Pacientes que después del evento de LRA mostraron una

disminucién en el estadio de la clasificacion de ERC pero sin llegar al estadio V.

* Grupo C (n=11): pacientes que después del evento de LRA concluyeron el

seguimiento al afio en estadio V de la clasificacion.

En la tabla 1 se resumen las caracteristicas basales de la poblacién estudiada.
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Tabla 1. Caracteristicas basales.

Caracteristicas Grupo A** Grupo B Grupo C P
basales n=36 (54%) n=20 (30%) n=11 (16%)

n=67

Edad * 43 (18-60) 41 (20-55) 34 (22-63) NS
Hombres (% del 18 (50%) 8 (40%) 4 (36%) NS
grupo)

IMC 24 (16-32) 24 (15-34) 24 (20-32) NS
Diabetes Mellitus (% 8 (22%) 3 (15%) 1(14%) NS
del grupo)

Causa de la LRA

Prerrenal 12 (33%) 8 (40%) 0

Rechazo 9 (25%) 6 (30%) 5(71%) P:0.001
inmunol6gico 16 (44%) 6 (30%) 6 (29%) P:NS
Otros

Donador vivo 33 (92%) 18 (90%) 10 (91%) NS
HLA compartido (en

donante vivo)

0 20 (61%) 12 (60%) 5 (25%)

1-3 12 5 4

4-6 1 1 1

Tiempo de TR afios* 2 (0.2-12) 2(0.3-8) 5(1-17) P:0.019
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Creatinina

basal en mg/dL.*
TFG estimada
mL/min/1.73m?.* *

Estadio de ERC

1

2

3

4

Creatininal

momento de la LRA

Grado de
segun AKIN
1
2
3

Fraccion excretada

de sodio

Infeccion

momento de la LRA

1.5 (0.8-3.0)

48.8 (20-104)

1
1
33 (92%)
1

2.0 (0.8-4.3)

33 (92%)
2 (6%)

1(2%)

0.73 (0.29 -2.85)

16 (48%)

1.1 (0.7-1.8)

71.4 (31-130)

1
13 (65%)
6 (30%)
0

1.7 (1.2-3.6)

17 (85%)
3 (14%)

1(1%)

0.95 (0.35-1.8)

9 (45%)

1.7 (0.9-3.8)

43 (18-75)

0
2 (29%)
5 (61%)
4

5 (2.1-9.4)

4 (36%)
0

7 (61%)

1.01 (0.29-6.46)

3 (43%)

P:0.001

P. 0.001

P: 0.001

P:>0.001

P:<0.05

NS

NS

* Se presentan mediana y valores minimos-maximos entre paréntesis. **Grupo A: Permanecio en

el mismo estadio de ERC inicial al final del seguimiento; grupo B: mostré disminucion en el estadio

de su ERC al final del seguimiento, sin llegar a estadio VT; grupo C: Al final del seguimiento

concluyo en estadio VT. * La TFG fue estimada por MDRD. LRA: Lesion renal aguda.

25



En dicha tabla, se aprecia que no existen diferencias entre los grupos en
caracteristicas tales como la edad, sexo, haplotipos compartidos o procedencia del
donante. En general, la edad mediana de la poblacién estudiada fue de 40 afios y
55% de los casos eran mujeres, similar a la distribucidon en cada grupo. Sin
embargo, el grupo C, fue diferente respecto a varios factores: el rechazo
inmunoldgico fue la principal causa de LRA ( 7 casos, 71% de los casos del grupo
C), el tiempo de trasplante fue mayor con una diferencia de medianas de casi 3
anos y el grado de severidad de la LRA fue notablemente mayor. De los cuatro
casos restante, la causa de la pérdida del injerto fue obstruccion por estenosis
ureteral (2 casos) y fibrosis intersticial y atrofia intersticial en los dos restantes. En
47 casos (70%) se contd con biopsia renal indicada por el médico tratante y
solamente en 13 casos se observo fibrosis intersticial mayor al 25% (8 casos del

grupo C y 5 casos del grupo B).

El grupo B, aquellos que tuvieron dafio permanente después de la LRA sin llegar
al estadio V, tuvo una TFGe notablemente mayor respecto al grupo A y C (71

versus 48 y 43 mL/min/1.73m?, respectivamente).

Todos los casos contaron con fraccion excretada de sodio en muestra urinaria la

cual no fue diferente significativamente entre los grupos.
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IX. A. SEGUIMIENTO DE LA FUNCION RENAL DURANTE EL ANO

POSTERIOR A LA LRA.

En la tabla 2 y figura 1 se muestran el comportamiento de la TFG a las 2 semanas
y alos 3, 6 y 12 meses después del evento de LRA respecto a cada grupo.
Aunque no existe una férmula validada para la TFGe en poblacién con trasplante
renal e igualmente, no se recomienda el uso de férmulas basadas en CrS durante
el episodio de LRA, para fines de la presentacion de resultados y comparaciones,

se utilizé la formula MDRD de 4 elementos.

Como ya se menciond, los tres grupos tienen diferencias estadisticamente
significativas en la TFGe previa al episodio de LRA, especialmente el grupo B,
cuya funcién en la TFGe ubicé a la mayoria de los pacientes con una TFGe
superior a los 60 mL/min/1.73m?. Después del episodio de LRA, se encontré que a
las dos semanas, la mayoria de los pacientes del grupo C permanecieron con una
TFG menor a 20 mL/min/1.73m? y durante los siguientes meses la tendencia fue

una disminucién gradual de la tasa de funcién renal.

Al final del seguimiento, el total de los pacientes del grupo C habian perdido el
injerto y se encontraban en un programa sustitutivo de la funcién renal. Solamente
en un caso de los pacientes del grupo C, se presentaron varios episodios de LRA,

atribuibles a rechazo y toxicidad por inhibidores de calcineurina.

Ninguno de los casos con pérdida del injerto pudo recuperar la TFGe previa al
episodio de LRA. Menos de la mitad de los pacientes de cada grupo tenian

recolecciones de proteinuria de 24 horas; notablemente todos los pacientes del
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grupo A y B que tenian examenes de orina en muestra aislada presentaron
proteinuria, la mediana fue de 23 mg/dL (3-1533). No se conté con mediciones de
creatininuria en dichos examenes para realizar el calculo de un indice

proteinuria/creatinuria.
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TABLA 2.

Grupo* Basal Episodio de 2semanas 3 meses 6 meses 1 afio
LRA
A CrS 1.5 (0.8-3.0) 2.0 (0.8-4.3) 1.6 (0.7-9.7) 1.6 (0.9-4.9) 1.5 (1.1-2.5) 1.5(0.9-2.4)
TFGe 49 (20-104) 33 (12-77) 41 (7-96) 43 (13-78) 42 (20-67) 44 (26-81)
B CrS 1.1 (0.7-1.8) 1.7 (1.2-3.6) 1.3 (0.9-3.2) 1.5 (0.8-2.5) 1.5(0.9-2.8) 1.5 (1-3.2)
TFGe 71 (31-130) 38 (19-70) 48 (21-85) 45 (22-80) 42.8 (26-77) 42 (16-77)
CCrS 1.7 (0.9-3.8) 5(2.1-9.4) 3.3 (2.3-10) 6.4 (2.5-15.2) 8.6 (3.1-17.8) 9.3 (4.3-18)
TFGe 43 (14-75) 12 (5-38) 16 (4-36) 7 (3-32) 6 (2.2-18) 5(2-12)

* CrS= creatinina sérica medida en mg/dL. TFGe=tasa de filtrado glomerular estimada, expresada en mL/min/1.73m?y
calculada por MDRD.
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FIGURA 1.

Comportamiento de la TFG durante un afio despuésde la LRA
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* Indica significancia estadistica en la comparacion entre el grupo C versus el
grupo A o B en el analisis posthoc. La formula utilizada para la TFGe fue MDRD
de 4 elementos.




IX. B. BIOMARCADORES URINARIOS MEDIDOS AL MOMENTO DE LA LRAY

PRONOSTICO.

En la tabla 3 y en la figura se resumen los niveles de biomarcadores. De los cuatro
biomarcadores medidos al momento de la LRA, NGAL urinaria mostré diferencias

estadisticamente significativas en el analisis de grupos.

La mediana de NGAL para el grupo A fue de 48 ng/mL (1-291), para el grupo B de
109 ng/mL (1-271) y para el grupo C de 241 ng/mL (31-294). Dicho
comportamiento no se modificé cuando se realizé el mismo analisis ajustando el
nivel del biomarcador para la creatinina urinaria de la muestra. Los valores de los
biomarcadores restantes, KIM-1, IL18 y Hsp-72, no mostraron diferencias

estadisticamente significativas entre los tres grupos estudiados.

En la figura 3 se muestra una curva ROC (Receiver Operating Characteristic) que
muestra un area bajo la curva de 0.8182, con un intervalo de confianza del 95%
de 0.6930 a 0.9434 y un valor de P de 0.009, por ejemplo, un valor de NGAL
menor de 66 ng/mL tuvo una probabilidad de momios (Likelihood ratio) de 6.29 y
una especificidad del 90.91% (IC de 95% de 58.7-99.7%) para predecir que el

episodio de LRA no culminara con la pérdida del injerto.
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TABLA 3. NIVELES DE BIOMARCADORES POR GRUPO.

A B C P
NGAL (ng/mL) 48 (1-291) 109 (1-271)  241(31-294)  0.001
KIM-1 (pg/mL) 44 (0.5-490) 69 (1.2-832) 158 (5-689) 0.24
IL-18 (pg/mL) 18 (0.3-1403) 52 (2.0-454) 102 (8-939) 0.67
HSP-72 0.1(0.0-5.3)  0.1(0.0-2.39) 0.2(0.0-5.2) 0.80
(pg/mL)

* Todas las distribuciones fueron no paramétricas, por lo que se utilizé la prueba

de Kruskal Wallis.
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Figura 2. Biomarcadores y prondstico por grupo.
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Figura 3. Curva ROC para de NGAL para predecir pérdida del injerto.
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IX. C. BIOMARCADORES URINARIOS MEDIDOS AL MOMENTO DE LA LRA'Y

CORRELACION CON LOS DIAS DE ESTANCIA HOSPITALARIA.

La estancia hospitalaria a raiz del episodio de LRA fue de 4 dias (1 a 7 dias,
intervalo intercuartil). Se correlaciond los niveles de biomarcadores con los dias de
estancia hospitalaria. Unicamente NGAL mostré una correlacién regular con los
dias de estancia hospitalaria (Coeficiente de correlacion de Pearson de 0.31, con
una P de 0.01). El resto de los biomarcadores no mostraron correlaciones con los

tiempos de estancia hospitalaria.

Figura 4. Correlacion de los valores de NGAI y dias de estancia hospitalaria.
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X. DISCUSION

El presente trabajo es el primer estudio que evalua la utilidad de la medicion de los
biomarcadores durante un episodio de LRA en TR para el prondéstico durante un
ano. Los resultados presentados demuestran informacién novedosa a la literatura
de trasplante y de falla renal aguda en varios temas. Primero, en esta cohorte de
pacientes con una unica medicién de un biomarcador durante el episodio de LRA,
el biomarcador NGAL fue capaz de estratificar a los pacientes de acuerdo a su
riesgo al corto, mediano y largo plazo. Segundo, a diferencia de algunos reportes
de biomarcadores medidos durante el episodio de LRA en poblacién con ERC, ?°
en esta cohorte de pacientes trasplantados los biomarcadores KIM-1, IL18 vy
HSP72 no tuvieron utilidad para predecir el desenlace del injerto. Tercero, el
biomarcador urinario NGAL tiene un comportamiento similar al reportado en otras
poblaciones con respecto al prondstico de la funcion renal durante los primeros
meses después del episodio de LRA. Una elevacion sostenida y progresiva de
NGAL, se relaciona con deterioro mas grave de la funcién del injerto, mayores
dias de estancia hospitalaria y pérdida del injerto al corto y mediano plazo. Este
estudio se suma a la literatura existente en otras poblaciones donde se demuestra
que ademas de la utilidad de este biomarcador para el diagnéstico temprano de
lesidn renal aguda, NGAL tiene capacidad para predecir el desenlace del episodio
de LRA en términos del dafno irreversible a la funcion renal. Aquellas teorias de
que los biomarcadores tubulares se encontrarian elevados de manera persistente
en la poblacién con TR pareciera poco sustentada en el comportamiento de los

casos. Cuarto, la gran mayoria de los pacientes con TR y LRA sufrieron de un
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dafio irreversible en la funcion del injerto valorado por TFGe, en especial aquel
grupo que tenia una TFGe entre 60 a 90 mL/min/1.73m?, a pesar de que la causa
del dafio fuera un LRA de tipo prerrenal, que en general se considera una causa
reversible y hasta cierto punto benigna de LRA. Es cada vez mas la evidencia del
efecto de las LRA en la funcion renal a largo plazo y este estudio muestra que
dicho efecto esta magnificado en la poblacion con TR. Esto concuerda con el
hecho de que la fracciéon excretada de sodio, un paramétro de LRA prerrenal, no

fuese diferente en ambos grupos.

¢ Cual fue la causa de que los biomarcadores KIM-1, HSP-72 e IL-18 no fuesen
diferentes entre los grupos? Es muy probable que los patrones temporales de
elevacion en LRA sean diferentes para cada grupo de biomarcadores. La mayor
parte de la literatura que describe el comportamiento temporal de los
biomacardores proviene de cirugia cardiaca. *° La mayoria de las mediciones han
establecido que KIM-1 e IL-18 tienen una elevacién mas tardia respecto a NGAL
después del cortocircuito cardiopulmonar durante la cirugia cardiaca, pero su

descenso es mas pronunciado que respecto a NGAL.

El estudio presentado tiene varias limitaciones. Aunque el sistema de vigilancia del
paciente trasplantado en el INNSZ permitié una seleccién cuidadosa de los casos
respecto a una disfuncion renal reciente (no mas de 2 semanas), es imposible
tener certeza del momento exacto en el cual se presentd la disfuncién asi como
del tiempo que los pacientes tuvieron la LRA antes de que se realizara la medicion
del biomarcador. Sin embargo, esta situacion no es exclusiva de este estudio, y es

uno de los problemas frecuentemente encontrado en la literatura de pacientes con
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LRA no hospitalizados. La medicion de los biomarcadores se pone a prueba tal y

como ocurriria en el contexto clinico real.

Otra de las limitaciones del estudio es el uso de la TFGe como variable desenlace,
en vez de contar con un surrogado mas util como pudieran ser las biopsias de
control después del episodio de LRA, sobre todo en la poblaciéon que tenia una
TFG mayor a 60 mL/min/1.73m? previo al evento y no regresaron a dicha cifra

después del episodio.

También debemos aclarar que aunque la mayoria de los episodios de LRA fueron
unicos, no conocemos el comportamiento del biomarcador durante los diversos
periodos del seguimiento, lo cual hubiera sido muy util para reconocer su
comportamiento. Es reconocido que el uso de la creatinina para realizar el
diagnostico de LRA puede ser superado ampliamente por estos biomarcadores,
clasificando a varios pacientes como pacientes con un deterioro agudo cuando en
realidad se pudiera tratar mas bien de una poblacion con un dafo tubular

sostenido progresivo y no de un deterioro agudo de la funcién renal.

Si bien el resultado refuerza la idea de la existencia de un biomarcador (NGAL)
con cierta utilidad en el contexto clinico real, la evidencia resalta que los nuevos
biomarcadores muestran  ventajas limitrofes con aquellos utilizados
tradicionalmente, como es la creatinina. Al revisar las tablas del grado de
disfuncion, resulta evidente que el grupo que perdié el injerto tuvo una elevacion

mas acentuada en la cifra de creatinina sérica estadisticamente significativa, y en
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dicho contexto la medicion de un biomarcador como NGAL agregaria pocas

ventajas.

Xl. CONCLUSIONES

El biomarcador urinario NGAL tiene el potencial de estratificar a los pacientes en el
riesgo de un mayor dano renal al corto y mediano plazo, en términos del deterioro
de la funcién renal estimada por tasa de filtrado glomerular asi como en la pérdida
del injerto. En este contexto, la medicion de NGAL, también correlacion6 de
manera significativa y positiva con los dias de estancia hospitalaria y su capacidad

de prediccion en un contexto clinico real es aparentemente buena.

En la cohorte estudiada, la medicion unica de los biomarcadores KIM-1, IL18 y
Hsp-72 no mostraron diferencias entre los grupos con diferentes desenlaces en la

funcién del injerto.

Consideramos que ademas de la medicidén de la creatinina sérica al momento de
la disfuncion, se debiera considerar en pruebas urinarias de rapida y facil
medicion, la determinacion de NGAL como otro marcador clinico de utilidad
pronostica. Consideramos también que se deben hacer mayores estudios de
protedmica para determinar nuevos biomarcadores con un mejor rendimiento

prondstico.
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XlIl. ANEXO A. CLASIFICACION ACTUALIZADA DE LA ERC PARA

POBLACION CON TRASPLANTE RENAL.

Estadio* TFG Descripcién
(mL/min/
1.73m?)
1T 290 TFG normal o aumentada, con evidencia de dafo renal**

presente por lo menos durante 3 meses.
2T 60-89 Leve disminucion de la TFG, con otra evidencia de dafo

renal presente por lo menos durante 3 meses.

At 45-59 Moderada disminucién de la TFG, con o sin evidencia de

3bT 30-44 dafio renal.

4T 15-29 Severa disminucion de la TFG, con o sin evidencia de dafno
renal.

5T <15 Enfermedad renal cronica establecida con requerimientos de

terapia sustitutiva.

* Se usa el sufijo (p) para denotar la presencia de proteinuria significativa cuando se clasifica la
ERC.*™ Dafio renal se refiere a la presencia de anormalidades estructurales y/o presencia de
hematuria, proteinuria o microalbuminuria.***Para fines del estudio, Unicamente se estudio el grupo

de la clasificacién como estadio 3, y no se dividié en grupos 3ay 3b.
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