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ABREVIATURAS

IRA: Insuficiencia Renal Aguda.

NTA: Necrosis Tubular Aguda.

MAC: Complejo Ataque de Membrana.

IL-6: interleuquina 6

IL-10: intereleuquina 10

NGAL: Lipocalina Asociada a Gelatinasa de Neutrofilos.
I/R: Isquemia/Reperfusion.

SIRS: Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica.
CARS: Sindrome de Respuesta Compensatoria Sistémica.
HTA: Hipertensién Arterial.

DM2: Diabetes mellitus tipo 2.

TRS: Tratamiento Renal Sustitutivo.

FRI: Funcién Renal Inmediata.

FRR: Funcion Renal Retardada.
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I. INTRODUCCION

Desde hace mds de 30 afios sabemos que el sistema del complemento esta
activado en distintas enfermedades renales. En 1989, Feutch et al’ aislaron por
primera vez C4 en el cértex renal de rifiones humanos sanos, sustentando la hipétesis
de que la presencia de componentes del sistema del complemento a nivel renal es un
hallazgo inherente a la patologia renal humana. Esto sucedié un afio después de la
publicacion por Passwell et al® del hallazgo en el tejido renal de ratones con nefritis
[Upica de una elevada expresion de RNA mensajero de C4, C2, C3 y factor B, todos ellos
componentes del sistema del complemento. Mas recientemente, el estudio con
inmunofluorescencia del depdsito de inmunocomplejos en biopsia renal de pacientes
afectos de distintos tipos de glomerulonefritis mediadas por anticuerpos ha
confirmado la activaciéon de este sistema®. Actualmente, no hay dudas de que el
sistema del complemento puede estar activado en el rifidn por diferentes mecanismos

. .. . . . 4
y producirse en distintas localizaciones intra-renales".

El sistema del complemento es una parte esencial del sistema inmune innato, y
constituye la primera linea de defensa del organismo frente a infecciones; actua
produciendo la eliminacién de patdgenos, y colabora en la reparacién de tejidos en
algunas situaciones especiales®. Por otra parte, existen mdltiples estudios que
demuestran que la activacién incontrolada de este sistema es responsable del dano
autdlogo, existiendo multiples lineas de evidencia que implican esta activacion del
sistema del complemento como la causa de dafio renal en distintas enfermedades

como detallaremos a continuacion.
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EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

En términos evolutivos, el sistema del complemento es uno de los mas antiguos
componentes del sistema inmune innato. Actia como una primera linea de defensa
frente a infecciones bacterianas, viricas y fngicas®, y esta formado por un conjunto de
mas de 30 proteinas que se activan rapidamente en forma de “cascada” y presentan

. . . . L,y 7,8 . .
una considerable variabilidad tanto a nivel genético como estructural™. La activacién
del sistema del complemento es un proceso estrechamente regulado que requiere la
activacion secuencial y organizada de un conjunto de proteinas para activar el efector
molecular involucrado en la defensa del huésped, el aclaramiento de patégenos y la

. . . 9 . ,
modulacion de la respuesta inflamatoria”. Esta compleja red de proteinas puede ser
activada a través de tres vias diferentes: cldsica, alternativa y via de la lecitina, las
cuales convergen en la formacién de la fracciéon C3 y posteriormente en la formacién
de productos activados C3a,C3b, C5a, y el complejo atague de membrana, formado

por la unién de C5b-C9 (Figura 1).

La via cldsica se activa a través del reconocimiento de antigenos de proteinas
de “vigilancia” como inmunoglobulinas (IgM o 1gG) o proteina C-reactiva, que forman
inmunocomplejos capaces de unirse a Clqg. Posteriormente, Clg da lugar a las
fracciones activadas Clr y Cls, las cuales son las responsables finales de la escision de

C4 y de la formacién de C3 convertasa.

La via de la lecitina se activa a través de la unidén de los carbohidratos de las
superficies o membranas de los patdgenos y la lectina de unién a manosa (MBL) o
ficolinas. Ambas, MBL y ficolinas circulan unidas a las proteinas-asociadas a MBL
(MASPs), las cuales, tras ser activadas, permiten la formacion y autoactivacion de
MASP2, proteina responsable de la escision de C4 en la via de la lecitina. Al igual que

en la via clasica, C4 divide C2 activando C3 convertasa (C4bC2a)™.

La via alternativa se activa a través de la unidn directa entre la fraccion C3
hidrolizado y la superficie de membranas bacterianas. Existe un proceso fisioldgico
llamado “tick-over” consistente en un “loop” de amplificacion de la via alternativa,

mediante el cual, y de manera fisioldgica, siempre hay un cierto grado de activacién de
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la via alternativa, es decir siempre hay C3b en plasma, a concentraciones bajas, lo que

permite una defensa rapida de nuestro organismo un frente a patégenos.

Via Lectina

Via Clasica c3

‘Z Via Alternativa

Antigenos Carbohidratos

anticuperos @ MASP 1-2 C3[H291/Q:EL
\{ CFI
> +CFB
Clqrs +CFC

C1-INH

Loop
amplificacion
via alternativa

C3 convertasa

*«%

+C3b

C5 convertasa CFl

c5 C5h
+C6
+C7
Ny +C8
C5h-8
+C9
_ CD59

MAC

Figura 1. Sistema del Complemento.

C1-INH: inhibidor C1, MASP: proteinas asociadas a MBL; MBL: Lectina de union a Manosa; CFI:
cofactor Factor I; CFH: factor H;, MCP: proteina cofactor de membrana; DAF: decay-
accelaranting factor; CR1: receptor C3b; CFB: Factor B, CFD: Fctor D
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Las principales funciones del sistema del complemento son el reconocimiento
selectivo de patdgenos y de células autélogas dafadas; para ello utiliza las moléculas
de reconocimiento de las 3 vias que forman el sistema del complemento. Aunque
activadas por distintas interacciones moleculares, estas vias generan las mismas
moléculas efectoras. Los efectos inflamatorios del complemento estan principalmente

mediados por C3a, C5a, C3b y C5b-C9.

C3a y C5a son moléculas solubles que actian como ligando de receptores; C3b
puede unirse covalentemente a superficies celulares y tisulares, actuando también
como ligando de receptores. C5b-C9 es un complejo multimérico que forma poros en
las membranas. Otro modo de explicarlo es que este sistema genera principalmente

tres tipos de moléculas efectoras™®:

(a) Anafilotoxinas (C3a y C5a): potentes moléculas proinflamatorias capaces de
atraer y activar leucocitos a través de la interaccién con sus receptores

acoplados a proteinas G, receptor C3 (C3aR) y receptor C5a (C5aR).

(b) Opsoninas (C3b, iC3b y C3d) las cuales se fijan en las superficies objetivo
(opsonizar) a través de enlaces covalentes para facilitar el transporte y la

eliminacion de las células o inmunocomplejos.

(c) Complejo Atague Membrana o C5b-C9 que directamente lisa las células

marcadas u opsonizadas.

El MAC es un complejo multimérico que forma una estructura en forma de poro
capaz de depositarse en las membranas celulares “perforandolas” (Figura 2). El tamafio
de estos poros es aproximadamente 10 nm de diametro, aunque pueden variar. Segln
la concentracidon de estos poros en la membrana celular, pueden causar, o bien lisis
celular directa si la concentracion es elevada o litica, o activacion celular, si la
concentracion de MAC es sublitica’>. A concentraciones subliticas, se induce dafio
celular con activacion de interleuquinas inflamatorias, reclutamiento de neutrofilos y
activacion de vias especificas de sefializacién que incluyen proteina quinasas,
fosfolipasas, especies reactivas de oxigeno (ROS), factores de transcripcion, factores

de crecimiento, proteinasas y vias de stress 13
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Figura 2. Poros por depdsito de MAC en membrana eritrocitaria.

Como resultado, estas vias influyen sobre vias metabdlicas, la estructura y
funcién de los lipidos y del citoesqueleto, actian sobre la capacidad de filtracion de la

hendidura diafragmatica podocitaria y sobre otros compartimentos renales** *° *°.

PROTEINAS REGULADORAS DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Una de las funciones mds importantes del sistema del complemento es
discriminar entre células patégenas y huéspedes para evitar el daiio autélogo mediado
por complemento; y para ello, ademds de estas proteinas involucradas en la activacién
de la cascada del complemento, el sistema esta formado por una serie de proteinas
solubles (Factor H, C4BP e inhibidor-C1) y proteinas de membrana (CD35 6 CR1, CD46
6 MCP CD55 y CD59 6 DAF) que actuan como proteinas reguladoras para prevenir la

excesiva activacion de la via del complemento17 (Tabla 1).

Estos reguladores del sistema del complemento actuan bien como cofactores
del Factor | en la protedlisis de las convertasas C3 y C5 o bien directamente acelerando

la escisidn-activacion de ambas convertasas.

El receptor 1 del complemento (CR1, CD35), que es el receptor de C3b, se
encuentra en la superficie de eritrocitos, neutréfilos, células dendriticas y linfocitos Ty

B, controla la activacion del complemento actuando como cofactor del Factor | o

14



inhibiendo directamente las convertasas de las vias clasica y alternativa. De igual
manera, CD46 (MCP, proteina cofactor de membrana) tiene un papel dual actuando
como cofactor del Factor | y promoviendo la degradacién C3, mientras que CD55
(decay-accelerating factor) solo parece estar implicado en acelerar la fragmentacion de
C3 convertasa. CD59 (protectina) actia a través de la unidon al complejo C5b-C8

inhibiendo el ensamble del complejo ataque de membrana (MAC o C5b-C9)"’.

Las proteinas reguladoras solubles C4BP y Factor H ejercen su accién
reguladora sirviendo como cofactores del Factor | y acelerando la fragmentacion de la

1819 por dltimo, el inhibidor circulante C1 (C1-INH) es una serinproteina

convertasa
gue inactiva las proteasas Clr, Cls, MASP1 y MASP2 previniendo principalmente la
activacion de la cascada a través de la via clasica y de la lecitina, aunque recientes
evidencias sugieren que podria ejercer alguna actividad inhibitoria sobre la via

alternativa®®.

Proteina Funcidn Localizacion
Reguladora
C1linhibidor Inactiva C1s, C1r, MASP-1, MASP-2 Plasma
MCP Cofactor de Fl para escision de C3b y Cadb Proteina de membrana
DAF Desestabiliza convertasas C3 y C5 ; Factor Proteina de membrana

acelerador de |a degradacion

CR1 Cofactor de FI para escision de C3by Cadb Proteina de membrana

C4BP Unidn a C4, factor acelerador de la degradacion Plasma
y cofactor de actividad

Factor H Acelerador de la degradacion convertasa C3 y Plasma
C5 via alternativa; cofactor de acividad

Trombomodulina Aumenta la actividad cofactor de FH Proteina de membrana
Factor | Degrada C3by Cdb Plasma
CD59 Bloquea la unién C9 a C5b-C8, impide Proteina de membrana
formacionC5b-C9
Vitronectina Une C5b-C7, inihibe polimerizacion C9 Plasma
Clusterina Une C5b-C7, inhibe la formacion de C5b-C9 Plasma

Tabla 1. Proteinas reguladoras del Sistema del Complemento.
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La importancia de la alteracion del Factor H es cada vez mayor en la patologia
de las enfermedades ligadas o relacionadas con el sistema del complemento como

detallaremos a continuacion.

PAPEL DEL FACTOR H EN LA REGULACION DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El Factor H es una abundante glicoproteina sérica que se sintetiza a nivel

hepatico?® *

y puede ser expresada localmente por una gran variedad de tipos
celulares, incluyendo células epiteliales retiniana523, células endoteliale524, células
epiteliales”®,  plaquetas®® y células mesenquimales®’, entre otras. Tiene una
concentraciéon en plasma aproximada de 500 p/mL aunque estas concentraciones
pueden presentar variaciones importantes segln factores genéticos y ambientales®® %°.
La funcién principal del Factor H es acelerar la descomposicidon de la via alternativa a
nivel de la C3 convertasa y actla ademas, como cofactor de Factor | en la inactivacion
de C3b*. En ausencia de Factor H, se produce una activacion espontdnea del
complemento en plasma, lo que da lugar al consumo de componentes del
complemento como C3b vy Factor B*'. El factor H reconoce marcadores especificos en
las células huésped para controlar la activacidon del complemento en sus superficies. La
via alternativa puede activar y amplificar de manera eficiente el sistema del
complemento en cualquier superficie que no esté adecuadamente “protegida” por una
de las proteinas de membrana del grupo de reguladores del complemento. Para este
mecanismo de “reconocimiento reverso”, es esencial el correcto funcionamiento del
Factor H*?, porque reconoce y se une a los depdsitos iniciales de C3b en combinacién
con marcadores especificos de la célula huésped y esto inhibe la accién litica del
complemento. En caso de que el Factor H no reconozca o bien no se produzca una
union eficiente con C3b en la membrana de la célula huésped, se producird activacion

de la via alternativa del complemento que conducird a la lisis de la célula por depdsito

de MAC *? (Figura 3.)
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Figura 3. Mecanismo de reconocimiento del Factor H. Las células humanas poseen
estructuras polidnicas en la membrana (rojo) con elevada afinidad por el Factor H, al
cual se unen formando tetrdmero; los patdgenos carecen de esta estructura por lo cual
el Factor H no se une y como resultado C3b puede activarse. Modificado de Ferreira et
al.*

La naturaleza quimica de los “marcadores” de las células huésped no esta bien
determinada, aunque existen evidencias de que pueda tratarse de sustancias
polidnicas; por ejemplo, en las células de carnero que fijan Factor H y estan protegidas
frente a la accidn del sistema del complemento humano, éste puede activarse a través
de la via alternativa, en caso de extraer el acido sidlico de la superficie celular®.
También sabemos que otras estructuras de caracteristicas polidnicas, como el sulfato
de heparina y los glucosaminoglicanos de las cadenas de proteoglicanos (heparan y
dermantan sulfatos), son capaces de aumentar o amplificar el control de la activacién

del complemento a través del Factor H*>.

Otro mecanismo a través del cual el Factor H colabora en el normal
reconocimiento de las células huésped es participando en la funciéon de “muerte
programada celular”. Durante este proceso, el Factor H es capaz de reconocer y unirse
a marcadores expuestos en la superficie celular de células en apoptosis36. El objetivo
de la participacidn del sistema del complemento en este proceso de muerte celular es
conseguir una correcta opsonizacién y extraccion eficiente de las células muertas,

limitando la excesiva activacion del complemento durante este proce5037.
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Se ha descrito que algunas células huésped como los neutréfilos, linfocitos B,
monocitos y plaquetas, expresan en su superficie receptores de Factor H, pudiendo
estar relacionado en mecanismos como la adhesion celular y la induccion de

citoquinas38.

Es importante resaltar que la accion normal del Factor H reconociendo células
huésped no solo controla la activacion del complemento durante la homeostasis
normal, sino que cobra especial relevancia en proteger y limitar el dano mediado por

complemento a nivel celular y tisular en procesos patoldgicos mediados por esta via.

Existen evidencias clinicas que indican que las mutaciones alélicas que afectan a
los dominios del Factor H implicados en el reconocimiento celular son responsables de
un “inadecuado reconocimiento” por parte del Factor H. Este mecanismo alterado
constituye la etiopatogenia de una serie de enfermedades “mediadas por
complemento”, como son el Sindrome Hemolitico Urémico Atipico (SHUa*®), la
degeneraciéon macular relacionada con la edad® y la recientemente “redefinida”

Nefropatia C3 “°.

La activacion inapropiada del sistema del complemento o su “disregulacién”
dara lugar a dafio tisular autélogo. Este es el mecanismo recientemente descubierto de
la etiopatogenia del SHUa*, en el que mas del 60% de los afectados presentan
mutaciones genéticas de algunas de las proteinas reguladoras del complemento,
especialmente relacionadas con el Factor H, aunque también se han descrito asociadas
a MCP, CFl o la presencia de anticuerpos anti-FH*. Se han descrito familias con
afectaciones de dos 6 mas genes relacionados, lo que explica formas clinicas mas

. 4
complejas y graves *.
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MECANISMOS DE ACTIVACION DEL COMPLEMENTO EN EL RINON Y ENFERMEDAD RENAL

Existen estudios en modelos animales y algunos en humanos que muestran que
en el rifdn, el complemento puede activarse a través de las tres vias, dando lugar a

una serie de patologias especificas.
e Via Cldsica del Complemento

Los anticuerpos e inmunocomplejos activan la via cldsica del complemento en las
enfermedades mediadas por inmunocomplejos, prototipo de las cuales es el Lupus
Eritematoso Sistémico (LES). La proteina C4 forma parte de este sistema y su depdsito
en las biopsias de estos pacientes se detecta de manera rutinaria en la practica clinica.
Otra patologia en la que la valoracién de los depdsitos de C4d se ha integrado en el
diagndstico y constituye un criterio diagndstico es en el rechazo del aloinjerto mediado
por anticuerpos44 donde el depdsito peritubular de C4d representa la activacion del

sistema a través de la unidén entre anticuerpos y antigenos endoteliales.
e Via de Lectina unida a Manosa del Complemento

En los ultimos afios distintos estudios han sugerido la implicacién de esta via en la
fisiopatologia de diferentes enfermedades renales®, especialmente la nefropatia IgA,
en la que la inmunoglobulina IgA es capaz de activar la via directamente®®, o bien a

través de la unién con neoepitopos generados en el tejido renal dafiado®’.
e Via Alternativa del Complemento

Como se ha comentado anteriormente, uno de los mas importantes avances en los
ultimos afios sobre este tema, es el descubrimiento de que tanto el SHUa como |a

recientemente descrita nefropatia C3, son enfermedades debidas a disregulacion en la

40 29

via alternativa del complemento . Ademas, estudios en modelos animales sugieren

gue esta via contribuye al dafio renal en las vasculitis asociadas ANCA y en la hialinosis

48 49

focal y segmentaria , que causa daino tubular en enfermedades renales crénicas

.. , . . ~ . . 1
proteinuricas>’ y que podria estar implicada en el dafio renal por isquemia aguda™’.
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e La activacion del Complemento como fenémeno patogénico primario o
secundario en las enfermedades renales.

Ademas de que existen enfermedades renales cuya fisiopatologia se debe a la
disregulacién del sistema del complemento como fendmeno primario, existen una
serie de enfermedades renales, en cuya etiopatogenia la activaciéon del complemento
parece que juega un papel secundario, como serian las enfermedades mediadas por
inmunocomplejos, la nefropatia IgA, nefropatia membranosa, vasculitis ANCA y dafio
renal por isquemia aguda (isquemia-reperfusién). Esta categorizacion de las
enfermedades, puede ayudarnos por ejemplo, para discernir en qué casos la terapia
con inhibidores del complemento tendria indicacién como primera linea o bien como
tratmiento adyuvante. Desafortunadamente, estas diferencias no son absolutas. En la
Enfermedad por Depdsitos Densos, producida por disregulacién directa del sistema del
complemento, se ha descrito que el factor nefritico C3 (C3nef), un inmunocomplejo,

podria tener un relevante papel en su etiopatogenia’”.

En la tabla 2 se muestra de manera resumida en que enfermedades renales se
ha descrito alteracidn sérica, depdsito tisular y/o alteracion genética de alguno de los

componentes del sistema del complemento (Tabla 2).
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Enfermedad Niveles Biopsia Renal Asociacion

plasmaticos Genética

Nefritis Lupica v

f\
<

GNMP | v v v

GNMP 1 v

NN

Nefropatia IgA

Vascultis ANCA

Post- v~

estreptococica

GN Membranosa
FSGS

N. Diabética

IRA isquémica

Enfermedad
proteindrica

SIENENRNRENENIRN

Rechazo Humoral
Rechazo Celular

SHUa v

<

TP

<

HELLP v

Tabla 2. Enfermedades renales en las que se ha descrito alteracion sérica, depdsito tisular y/o
alteracion genética de alguno de los componentes del sistema del complemento.GNMP:
glomerulonefritis membranoproliferativa; FSGF: Glomeruloesclerois Focal y Segmentaria; TTP:
purpura trombdtica trombocitopénica; HELLP: sindrome de HELLP

Papel etiopatogénico del Complemento en enfermedad renal: evidencias.
Numerosos experimentos en modelos animales han demostrado el papel
patogénico de esta activacion en la glomerulonefritis membranoproliferativa tipo | y

en la nefropatia membranosa® >*

. Recientemente, estudios en animales que presentan
deleccién genética de algunas de las proteinas del sistema o de alguno de sus
inhibidores, han demostrado la implicacién en el dano renal en enfermedades no

esperadas como la Isquemia—reperfusién“.

No obstante, es el éxito que ha tenido el tratamiento de algunas de estas

enfermedades con inhibidores de proteinas reguladoras del sistema del
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complemento®, la mejor evidencia del papel etiopatogénico del sistema del
complemento. Actualmente, se encuentran activos diferentes ensayos clinicos que

incluyen tanto distintos tipos de glomerulonefritis como trasplante renal.

La activacion del complemento genera distintos productos proinflamatorios, los
cuales son capaces de generar dafio en cada uno de los compartimentos renales dando
lugar a distintas patologias. Existen estudios en animales que han demostrado
diferencias en la enfermedad inducida, segin la molécula implicada sea C3a® >/, C5a®

y C5b-C9°°.

Un importante problema no resulto actualmente es cémo determinar la
activacion del complemento en un paciente. Esta activacion puede ser inferida a través
de hallazgos clinicos, incluyendo el depdsito tisular de proteinas del complemento,
alteraciones en los niveles circulantes de C3 y C4 durante los brotes de determinadas
enfermedades®®, deteccién de fragmentos activados del complemento, (C3a, C3d, Bb,
C5a, C5b-C9) en plasma u orina, y la asociacion de mutaciones y polimorfismos de

proteinas del complemento en el desarrollo de la enfermedad.

Aunque actualmente de manera rutinaria solo podemos realizar
determinaciones plasmaticas de C3 y C4, la deteccién de fragmentos del complemento
podria ser util para confirmar activacion intra-renal del complemento. Un ejemplo es
en la nefropatia lupica, en la que se ha descrito que la determinacién de C3a tiene una
mayor sensibilidad que C3 como marcador de actividad, siendo incluso capaz de

|61 62

predecir brotes de enfermedad rena . También se ha descrito el aumento en los

niveles circulantes de C3a en pacientes con Nefropatia IgA, una enfermedad en la que

cldsicamente no se habian descrito variaciones en los niveles de C3 ®3 ®*,

Asimismo, se ha demostrado que se puede determinar la concentracion
urinaria de C5b-C9 en pacientes con nefropatia Membranosa, otra enfermedad en la
que los niveles plasmaticos de C3 no estan alterados®. Las concentraciones
plasmaticas de C5b-C9 estan siendo utilizadas como marcador de actividad en SHUa y

para monitorizar la respuesta a tratamiento con el inhibidor de C5 eculizumab®® .
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INSUFICIENCIA RENAL AGUDA MEDIADA POR EL COMPLEMENTO. Evidencias
actuales.

La activaciéon intrarenal del sistema del complemento tras fendmenos de isquemia-
reperfusién (I/R) se caracterizé originalmente por la deteccion mediante técnicas de
inmunohistoquimica renal en modelos murinos de activacién de C3, objetivandose
depdsito de C3 a lo largo de la membrana tubular tras I/R y ausencia de ese depdsito

en los capilares peritubulares y a nivel glomerular51 676869 (Figura 4)

Tubulos
normales

NTA

Figura 4. Deposito C3 en tubulos normales y NTA. Low power *100(A) y high power view *400
(B) de C3d en el intersticio tubular de rifiones normales, mostrando discretos y dispersos
depdsitos C3d. Low (C) and hihg (D) de C3d en el intersticio tubular de rifiones con NTA
mostrando depdsitos grandes con afectacion total del didmetro tubular. Modificado de
Thurman et al.*”’
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En biopsias renales humanas con evidencia histolégica de necrosis tubular
aguda, también se ha evidenciado este depdsito de C3 en la membrana basal tubular®.
De manera similar, se habian descrito en modelos murinos depdsitos parcheados
tubulointersticiales de C3, aunque este depdsito es mas extenso en NTA. Existen una
serie de condiciones que favorecen de forma basal la activacidn de la via alternativa en
el rindn. Por ejemplo, las proteinas del complemento en el plasma, se concentran a
través de la filtracién en el glomérulo; ademas, la activacién de la via alternativa esta
promovida en las células epiteliales a través de la sintesis de amonio, el cual puede
formar de manera no enzimética un enlace tioester con C3’°. Esta modificacion
nucleofilica de C3 puede formar una molécula con propiedades C3b-like que es capaz
de actuar como una convertasa’’. El ambiente 4cido también promueve la activacién

de la via alternativa en la superficie de las células tubulares "*.

Existen multiples mecanismos a través de los cuales el sistema del
complemento puede dafiar o activar a las células huésped. Las moléculas circulantes
pueden unirse o bien reconocer “sefiales moleculares” generadas en los tejidos
dafiados. Por ejemplo, moléculas inmunes como la proteina C reactiva, lectinas y
anticuerpos naturales pueden reconocer marcadores de dafio y activar la via del
complemento. Todas las células del organismo expresan proteinas reguladoras del
complemento, y la expresién de estas proteinas puede estar interrumpida por el dafio

tisular’.

Cada vez hay mas evidencias de que la activacion del complemento juega un
papel importante en la patogénesis de la insuficiencia renal aguda (IRA), si bien estas
evidencias derivan de estudios en modelos murinos y en cultivo celular ya que no

existen practicamente datos publicados en IRA humana.

De manera clasica, los experimentos de clampaje de arterias renales en
animales para inducir dafio por isquemia-reperfusién, se han utilizado como modelo

para el estudio de la IRA por necrosis tubular aguda (NTA) humana, aunque el dafio
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histoldgico extenso y severo que aparece en este modelo, no es realmente

superponible al dafio histoldgico observado en la IRA/NTA humana’?.

El dafio por I/R es un mecanismo frecuente de dafio renal que se produce en
variedad de situaciones y que se caracteriza por una disminucidn de la perfusién renal;
durante el periodo isquémico, los tejidos son privados del oxigeno y los nutrientes
necesarios para mantener el normal metabolismo y |la homeostasis del medio’*. Como
resultado, el tejido se necrosa y libera una variedad de sustancias enddgenas, capaces
de estimular la respuesta inmune innata. Tras la restauracién de la perfusion tisular,
los ligandos enddgenos procedentes de las células necrdticas y apoptédticas activan el

sistema inmune exacerbando la respuesta inflamatoria en el tejido dafiado”.

El mecanismo de I/R es capaz de promover rapidamente el reclutamiento y la
activacion de neutréfilos y macréfagos en el tejido dafado. Los neutrdéfilos activados
migran desde la circulacidn periférica al tejido isquémico donde se activan liberando
citoquinas pro-inflamatorias, quemoquinas y especies activadas de oxigeno (ROS),
tanto local como sistémicamente, las cuales han demostrado tener un importante

papel en la apoptosis y necrosis celular’® .

El sistema del complemento se asocia estrechamente a la respuesta

inflamatoria’® 7° &

. Aunque clasicamente se creyd que estaba solo involucrado en la
respuesta frente a autoanticuerpos, datos recientes han proporcionado una nueva
perspectiva sobre el papel de esta intrincada red en la respuesta inmune estéril en el
dafio y en la reparacion tisular. El complemento también juega un importante papel
en la produccién de citoquinas por parte de las células epiteliales tubulares tras el
dafio por isquemia-reperfusion®’ . Asi, el complemento contribuye al dafio por I/R en

multiples niveles, incluyendo quimiotaxis de neutréfilos, dafio endotelial y dafio

tubular directo mediado por C5b-C9.

Existen evidencias de que el MAC produce directamente lesidn en las células
tubulares epiteliales. Modelos murinos deficientes en C3-,C5- y C6- estan protegidos
frente al dafio renal por I/R, mientras que esto no ocurre en ratones deficientes en C4-.
Esto sugiere que es la via alternativa del complemento, la que contribuye a este dafo

tubular, mientras que la via cldsica no parece tener una gran importancia. Por ejemplo,
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en ratones C4-deficientes, incapaces de generar IgM o IgG, se ha demostrado dafio

renal por el MAC®? &

. Por otro lado, los ratones Factor B-deficientes, que no pueden
activar la via alternativa del complemento, muestran una marcada reduccién tanto

funcional como morfoldgica del dafio por I/R .

C3d

NTA

Tubulos
normales

Figura 5. Inmunohistoquimica para C3d y C4d, adaptado de Thurman ®

Recientemente, el rol del complemento se ha estudiado en modelos murinos
deficientes en C3a"y C5aR’. Los ratones C5a y C3a* C5aR’, estan protegidos frente a la
IRA y parece que los receptores expresados en las células tubulares y las células
inflamatorias contribuyen al dafio®. El trabajo de Miwa et al®® describe que la
deleccién de genes de la via alternativa (C3, FB, properdina, C3aR y C5aR), pero no C4
ni de la via de la lectina, protegen frente al dafio por I/R en ratones doble-knockout
para DAF y CD59, sugiriendo que ambos, C5 y C5b-C9, son los responsables del dafio

tubular.

Otro ejemplo del papel del complemento en la IRA, lo podemos encontrar en el

modelo de IRA nefrotdxica inducida por administracién de cisplatino, en el que se ha
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demostrado que los ratones deficientes en C5" y C5aR™ estan protegidos frente al dafo

renal agudose.

En la ultima década se han descubierto nuevas funciones del sistema del
complemento, incluyendo la regulacion de la respuesta inmune adaptativa,
regeneracion tisular y angiogénesis, movilizacion de células madres, desarrollo del

sistema nervioso central y control del sistema de implantacién embrionario®’.

RELACION ENTRE EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO Y OTRAS ViAS DE INFLAMACION

Para afadir mds complejidad a la accién del sistema del complemento, aquellos
componentes del mismo con capacidad anafilotéxica y proinflamatoria (C3a y C5a) al
igual que MAC a dosis subliticas, son capaces de activar a través de la unién con
receptores de superficie, otras vias inflamatorias promoviendo fenédmenos como la

activacion leucocitaria, la quimiotaxis y el aumento de la permeabilidad vascular.

Evidencias recientes sugieren que el complemento podria jugar un importante
papel en la presentacion de antigenos a las células T naive, ademads de en la activacién

8 8 % En modelos animales sometidos a

y regulacion de la respuesta aloinmune
procesos de sepsis, se ha descrito una fuerte correlacion entre los niveles plasmaticos

de NGAL, IL-6, IL-10 y factor necrosis tumoral alfa (TNFa). **

En procesos isquémicos e inflamatorios, tanto los leucocitos como las células
tubulares danadas liberan multiples citoquinas a la circulacidn desde el tejido renal vy
son importantes componentes tanto del proceso inicial como del mantenimiento de la

inflamacién en IRA; las principales citoquinas proinflamatorias son IL-6, IL-2, IL-10°*

94

La IL-6 es un mediador mayor proinflamatorio bien caracterizado en la

95 96

orquestacién de la respuesta inflamatoria tras el dafo renal agudo y en pacientes

renales se ha mostrado como un marcador superior a otros candidatos

97 9 Estudios en modelos murinos

proinflamatorios, como la proteina C reactiva
. ~ 93 99 . .
sugieren que la IL-6 es capaz de exacerbar el dano renal . La IL-6 es una citoquina

pleiotrépica cuyas propiedades pro y anti-inflamatorias han sido bien descritas'®. La
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IL-6 se produce en cantidades elevadas por las células endoteliales en respuesta a
sefiales proinflamatorias, incluyendo TNFa e hipoxiaml. Se libera ademas en respuesta
a dafio tisular y fallo organico®. La produccién de IL-6 es un hallazgo comun en
fendmenos de isquemia de cualquier érgano, como cerebro'®?, intestino'®® y
corazén'®, pero es a nivel renal donde disponemos de mas datos: se ha descrito que
en pacientes sometidos a trasplante renal, la IL-6 puede detectarse en orina y sus
niveles se correlacionan con la severidad de la isquemia'®. Kielar et al > demostraron
que la IL-6 se produce en el rifidn isquémico, muy probablemente sintetizada en los
macréfagos adyacentes a las regiones isquémicas a nivel medular, y sugirieron que
este fendmeno se debia a un trastorno maladaptativo de la propia citoquina. Desde el
punto de vista clinico, la IL-6 es la responsable del Sindrome de Respuesta Inflamatoria
Sistémica (SIRS), fendmeno inflamatorio sistémico que se produce en pacientes
gravemente enfermos, en los que se observa una importante liberacién de mediadores
inflamatorios como TNF-a, IL-18 o IL-1B. Este proceso esta seguido de manera
temporal por un proceso compensatorio, cuyo responsable es la IL-10, denominado

sindrome compensatorio de respuesta anti-inflamatoria (CARS) % .

En algunas situaciones clinicas como uremia o sepsis, se produce una
disregulacién de la respuesta inflamatoria, caracterizada por la activacidon simultanea
de ambos procesos, el sistema anti (CARS) y pro-inflamatorio (SIRS)'”’. Esta
disregulacién de la respuesta inflamatoria en pacientes criticos podria ser el
mecanismo subyacente implicado en el desarrollo de fallo multiorganico y muerte en

. 1
estos pacientes'®.

Basandose en esta premisa, existen estudios clinicos en pacientes criticos con
IRA grave que muestran una asociacién entre los niveles plasmaticos de distintas
citoquinas y diferente evolucidn en recuperacién de la funcién renal, morbilidad y

. 1 11
mortalidad®® %,

La IL-10 es una potente citoquina anti-inflamatoria que inhibe la via citotdxica
implicada en IRA. Una de las probables funciones de la IL-10 es inhibir de manera
parcial la activacién maladaptativa de los genes que producen activacién y adhesién

leucocitaria’™'. Aunque el papel de la IL-10 en el dafio renal no ha sido bien
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establecido, por una lado se trata del prototipo de citoquina anti-inflamatoria y su

funcién sobre la modulacién de la inflamacién es critica™ '

, mientras que en la
literatura existen datos contradictorios sobre su accién sobre la funcién renal. Por un
lado se ha descrito un efecto protector mediante el que atenua la inflamacién en
modelos animales de isquemia’™!, nefrotoxicidad inducida por cisplatino™* y en
modelos animales de glomerulonefritislls. Por otro lado, los resultados de estudios

1'*¢ describen la correlaccién entre las

clinicos son contradictorios. Simmons et a
concentraciones plasmaticas de IL-6 y IL-10 con la mortalidad intrahospitalaria de
pacientes con IRA, aunque parece que esta asociacion es mas fuerte para la IL-10
mientras que datos procedentes de la cohorte TRIBE-AKI Consortium, demuestran que
las concentraciones plasmaticas de IL-6 se asocian con mortalidad en pacientes
sometidos a cateterismo cardiaco que desarrollan IRA y las concentraciones de IL-10 se
asocian a una menor mortalidad, siendo el Unico estudio clinico que ha demostrado
este este efecto protector aunque se perdia con concentraciones por encima del

|117

segundo cuartil~", . Parece pues, que la IL-10 seria capaz de conferir ciertos efectos

protectores'*® ' estudios preclinicos han demostrado que la IL-10 ejerce estos

efectos protectores frente fenémenos de isquemia renal a través de la induccion de la

Lipocalina-2 o NGAL™.

NGAL o Lipocalina-2 es una proteina de 25 kDa de la familia de las Lipocalinas,
identificada inicialmente en los neutrdfilos. Posteriormente, se ha constatado que su

expresidon aumenta en otros tejidos en respuesta a diferentes estimulos como

120 121 122

isquemia e infeccion . NGAL se almacena especificamente en los neutroéfilos

expresandose en diferentes érganos incluyendo los rifiones 121,

Datos clinicos indican una relacién entre los niveles plasmaticos de NGAL y la

123

respuesta inmune™"". Por otro lado, diversos estudios recientes confieren al NGAL una

124 125 122

elevada capacidad como biomarcador de IRA . En los ultimos afios se ha

descrito su relacion en otro tipo de situaciones clinicas como procesos neoplésicos126

127
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MOTIVOS PARA ESTUDIAR EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO EN LA IRA

La IRA es una patologia grave con una elevada morbimortalidad y un elevado coste
econdmico, especialmente en pacientes hospitalizados; que no ha disminuido en los
Ultimos 20 aiios, a pesar de las mejoras técnicas continuas en el tratamiento renal

sustitutivo.

En los ultimos afios diferentes sociedades nefroldgicas internacionales han
promovido el estudio de la IRA especialmente en el campo de los biomarcadores,
buscando el sustituto de la creatinina plasmatica que nos permita realizar
precozmente el diagndstico de IRA. Hasta el momento, a pesar de haber obtenido
resultados prometedores en algunos de ellos, especialmente el NGAL, no se ha
alcanzado este objetivo; pero estos trabajos han permitido entender la IRA como una

patologia inflamatoria sistémica, cuya etiopatogenia no esta aclarada todavia.

El reciente descubrimiento de la participacion el sistema del Complemento en
la patologia de distintas enfermedades renales, nos ha hecho preguntarnos si este,
tiene algun papel en la etiopatogenia IRA humana, como asi parecen indicar los

resultados publicados tanto en cultivo celular como en modelos murinos.

El conocimiento sobre los mecanismos implicados en la IRA nos permitird
desarrollar nuevas estrategias para el diagnéstico precoz de la misma y disminuir con

ello, todas las complicaciones que de ella derivan.

30



HIPOTESIS

31



2. HIPOTESIS.

Recientemente, se ha descrito de manera detallada la implicacion de la via del
complemento en la fisiopatologia de distintas enfermedades renales con una
importante repercusién. De este modo, entidades glomerulares clasicas han sido
reclasificadas y renombradas. Por otro lado, se estan probando con éxito nuevas
estrategias terapéuticas basadas en el bloqueo de este sistema en patologias renales

que hasta este momento carecian de tratamiento etiolégico efectivo.
La hipdtesis de este trabajo de investigacion es:

1. La activacion o la disregulacién de la via del complemento a través de la

via alternativa, tiene un papel clave en la fisiopatologia de la IRA.

2. La accion litica directa de la fraccion terminal o complejo ataque
membrana (C5b-C9 6 MAC) sobre las membranas de las células tubulares

es responsable de la lesidn en la célula tubular.

3. La activacién de la via del complemento inicia una cascada inflamatoria
con activacion de diferentes citoquinas anti- y pro-inflamatorias vy

reclutamiento de neutrdfilos que participaran en el desarrollo de la IRA.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS PRIMARIOS

El objetivo principal de este estudio es determinar si existe activacién de la via del
complemento en la IRA humana, tanto a nivel plasmatico como tisular, y su relacién

con la gravedad y la evolucidon de la funcién renal tanto a corto como medio plazo:

1. Determinar si las concentraciones de MAC en muestras plasmaticas de IRA humana,

son mas elevadas que en pacientes con funcién renal normal.

2. Examinar si las concentraciones plasmaticas de MAC se relacionan con la gravedad y

el pronéstico de la IRA.

3. Establecer la existencia y localizacion de MAC en muestras de tejido renal, y si su

depdsito se relaciona con la gravedad de la IRA.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

Los objetivos secundarios de este estudio son por un lado, analizar si existe alteracion
de la via alternativa del complemento, a través del Factor H y por otro, demostrar si en

la IRA, existe activacion de otras vias inflamatorias sistémicas.

1. Determinar si existe depdsito de Factor H, modulador plasmatico de la via
alternativa y su localizacion en muestras de tejido renal y si se relaciona con la

gravedad de la IRA.

2. Demostrar que existe participacion de otras vias inflamatorias en la IRA mediante las
determinaciones plasmaticas de interleuquina-6 (IL-6) representante del SIRS,
lipocalina-2 6 NGAL como marcador de reclutamiento de neutrdfilos e interleuquina-

10 (IL-10) como representante del CARS.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. POBLACION A ESTUDIO.

La poblacién a estudio fueron los pacientes diagnosticados de IRA en nuestro centro,
durante el periodo comprendido entre 2010-2012; se ha seguido la definicién de IRA

propuesta por el grupo ADQI utilizando el criterio de creatinina plasmatica.

4.2. DISENO DEL ESTUDIO Y SELECCION DE PACIENTES.

Este trabajo se ha disefiado como una cohorte prospectiva en la que se han incluido
pacientes diagnosticados de IRA de distintas etiologias, segun la definicién del grupo
ADQI, y pacientes con las mismas caracteristicas clinicas, pero con funcién renal
normal. Los pacientes han sido reclutados durante el periodo comprendido entre

2010-2012, con un seguimiento de 3 afos.

Criterios de Inclusion:

e Pacientes mayores de 18 afos que hubieran firmado el consentimiento
informado.

e Pacientes que cumplen criterios diagndsticos de IRA segun la definicion ADQ],
usando la determinacion de creatinina sérica (mg/dl) como criterio diagndstico.

e Pacientes en los que se excluyeron causas obstructivas de IRA mediante
realizacion de prueba de imagen, aceptando indistintamente ecografia o TAC
abdominal para excluir el diagnéstico.

e Pacientes en los que se descartaron causas “pre-renales” asegurando una
correcta hemodinamia las 48 horas previas a su reclutamiento juntamente con
la valoracién del ionograma de orina, siguiendo las recomendaciones del grupo
ADQI.

e Pacientes en los que ha sido posible demostrar que tenian funcion renal normal

los tres meses previos al ingreso hospitalario, mediante la determinacién de
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creatinina sérica; bien mediante una analitica previa en nuestro centro, o bien
revisando la base de datos de la Historia Clinica Compartida en Cataluia, para
evitar la seleccion de pacientes con enfermedad renal crénica no conocida

previamente.

Criterios de Exclusion:

e Imposibilidad para obtener el consentimiento informado.
e Incapacidad para valorar la funcién renal previa al ingreso.

e Pacientes que fallecen en las primeras 24 horas tras el reclutamiento.

Los pacientes incluidos en el estudio se clasificaron en distintos grupos segun la

etiologia principal de la IRA, de manera que se definieron cuatro modelos diferentes

de IRA:

1.

3.

4.

Modelo de IRA secundaria a sepsis: se incluyeron pacientes diagnosticados de
sepsis ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos de nuestro centro. Se
descartaron los pacientes en situacién de shock séptico para evitar sesgos de
seleccidon, puesto que la situacion de inestabilidad hemodinamica inherente al
proceso podria ser causante de IRA de origen pre-renal.

Modelo de IRA secundaria a nefrotoxicidad: se incluyeron pacientes en
régimen de hospitalizacion domiciliaria en tratamiento con Colistina
endovenosa, antibidtico con reconocida capacidad toxica tubular directa 128 129
Escogimos pacientes en régimen domiciliario para evitar sesgos en la seleccién
de pacientes sépticos.

Modelo de IRA secundaria a isquemia-reperfusion: se han incluido pacientes
sometidos a trasplante renal de donante cadaver en nuestro centro con igual
pauta inmunosupresora.

Modelo de IRA multifactorial: se incluyeron pacientes en los que por

anamnesis era dificil atribuir a una Unica causa la IRA, pacientes en los que de

manera simultdnea coexistian distintas causas como deshidratacion,
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nefrotoxicidad por ingesta de anti-inflamatorios no esteroideos, contraste

yodado para exploraciones complementarias, etc.

De manera paralela se disefié un grupo control para cada grupo de IRA;
sometidos a los mismos factores de riesgo, pero que mantuvieron una funcién renal
normal durante su ingreso hospitalario:

1. Pacientes ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos con el diagndstico de
sepsis, pero funcion renal normal;

2. Pacientes sometidos a trasplante renal con funcion renal inmediata;

3. Pacientes en tratamiento domiciliario con colistina durante periodos similares
al grupo de IRA, pero que mantuvieron funcién renal normal;

4. Como control del grupo de IRA multifactorial, se incluyd un grupo de pacientes
que ingresaron de manera programada en el servicio de angiologia para
realizacion de arteriografia terapéutica, esto es, pacientes que recibieron
contraste yodado y debido a sus patologias de base eran consumidores de
otras farmacos nefrotdxicos como antiinflamatorios no esteroideos y/o

inhibidores el enzima conversor de angiotensina.

Por ultimo se incluyé un grupo de pacientes con funcién renal normal y sin

factores de riesgo para desarrollarla como grupo control.

De todos los pacientes incluidos en el estudio se han recogido variables
demogriéficas, antecedentes patolégicos de la historia clinica y variables analiticas,
tanto en el momento del diagnéstico de IRA como tres afos después del episodio
agudo.

Estos pacientes han sido seguidos durante los 3 afios posteriores a la inclusién
en el estudio, recogiéndose la aparicién de nuevos episodios de IRA y su etiologia y el
desarrollo o no de enfermedad renal crénica.

De cada uno de estos pacientes se han recogido muestras plasmaticas en
distintos momentos evolutivos para la realizacion de diferentes biomarcadores.

El estudio esta adherido a la Declaracion de los Principios de Helsinki y el

comité de ética de nuestro centro (CEIC-IMAS) aprobd el protocolo.
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4.3. DEFINICIONES UTILIZADAS:

¢ Insuficiencia Renal Aguda: disminucidon abrupta de la funcién renal en 48
horas, definida como una elevacién absoluta de la creatinina plasmatica > 0.3
mg/dl & > 50% respecto a la basal, descartando tanto causas obstructivas
como de prerrenalidad.

e Clasificacion RIFLE-ADQI: escala de gravedad de la IRA que usa el acrénimo
RIFLE, tal como sigue brevemente:

o “Risk” si creatinina sérica aumenta * 1.5 veces o el filtrado glomerular
disminuye (FG) > 25%.

o “Injury” sila creatinina sérica aumenta *2 veces o FG disminuye > 50%.

o “Failure” si la creatinina sérica aumenta *3 veces o FG disminuye > 75%.

o “Loss” si la pérdida de la funcién renal con necesidad de tratamiento renal
sustitutivo es inferior a 4 semanas.

o “End-Stage-Renal-Disease” si la pérdida de la funcién renal tiene una
duracidn entre 4 semanas y 3 meses.

e Enfermedad Renal Crdnica: disminucién de la funciéon renal con FG < 60
ml/min/1.73m? durante al menos 3 meses.

e Recidiva IRA: aparicién de nuevo deterioro de funcidon renal considerando
aumento =0.3 mg/dl respecto a la basal, tras haber alcanzado la funcién renal
basal previamente.

e Funcidn retardada del injerto: necesidad de didlisis la primera semana post-
trasplante y/o que la creatinina plasmatica no mejore mas de 30% respecto a

basal en las primera semana post-trasplante.

39



4.4. MUESTRAS DE PLASMA

De cada uno de los pacientes incluidos en el estudio se han tomado muestras
de plasma en el momento del diagndstico de IRA, con la excepcion del grupo de
trasplante renal, en el que las muestras fueron tomadas al 72 dia post-trasplante.

Se han utilizado muestras de plasma con EDTA para evitar ulterior activacién
del sistema del complemento. Las muestras se procesaron mediante centrifugacidon
(3000 G durante 10 minutos, a una temperatura de 42) y fueron alicuotadas en viales
eppendorf, y almacenadas en congelador a -802C hasta el momento de su utilizacion.

Se evitaron ciclos repetidos de congelacion/descongelacion.

4.5. DETERMINACIONES Y TECNICAS UTILIZADAS EN LAS MUESTRAS PLASMATICAS.

En las muestras de plasma-EDTA se han realizado las determinaciones de las
concentraciones plasmaticas de los distintos componentes del sistema del
complemento (MAC, Factor Hy CFHR1), de interleuquinas 6 y 10 mediante técnica de
ELISA de alta sensibilidad y de NGAL o Lipocalina-2 mediante inmunoensayo por

deteccion de inmunoflourescencia (fluoroinmunoensayo).

e ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a Enzimas)

La técnica de ELISA, en general y de manera breve, se basa en el uso de antigenos o
anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los conjugados resultantes
tengan actividad tanto inmunolégica como enzimatica.

Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima
e insolubilizados sobre un soporte inmunoadsorbente, la reaccién antigeno-anticuerpo
guedard inmovilizada y, por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicién de un
sustrato especifico que al actuar la enzima producira un color observable a simple vista
o cuantificable mediante el uso de un espectofotémetro o colorimetro.

- ELISA MAC (Human Terminal Complement Complex, Hycult Biotech ©): se ha

realizado mediante sandwich ELISA de alta sensibilidad, realizando las
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determinaciones en duplicado con 100 uL de plasma siguiendo las instrucciones
del protocolo del fabricante.

- ELISA interleuquina-6 (R&D System®©): hemos utilizado ELISA sandwich de alta
sensibilidad con determinacion de muestras en duplicado utilizando 50uL
siguiendo las instrucciones del fabricante.

- ELISA interleuquina-10 (Abcam®©): se realiz6 mediante ELISA HS con 50 pL en
duplicado y siguiendo las instrucciones del fabricante.

- HUMAN factor H (MyBiosource©): se realizd6 mediante ELISA HS con 50 uL en
duplicado y siguiendo las instrucciones del fabricante.

- CFHR1 (MyBiosource®©): se realizd mediante ELISA HS con 50 plL en duplicado y

siguiendo las instrucciones del fabricante

e Inmunoensayo por deteccion de fluorescencia
Hemos utilizado en nuestro estudio el sistema de fluoroinmunoanalisis Alere Triage©,

utilizando 250uL de plasma para determinar las concentraciones plasmaticas de NGAL.

4.6. MUESTRAS DE TEJIDO RENAL

El diagndstico de IRA es un diagndstico de exclusidén, en el que de manera
rutinaria no se realiza biopsia renal si la evolucidn clinica es la esperada y se constata la
reversibilidad en 10-15 dias. LA biopsia renal suele indicarse si la duracién del episodio
se prolonga mds de 3 semanas o aparecen otras alteraciones tanto clinicas como
analiticas, que pongan en duda el diagnéstico. Por ello tenemos una escasa
representacion de tejido renal procedente de biopsia; con el fin de obtener muestras
de tejido renal para su estudio, se decidi6 utilizar tejido renal procedente de muestras
de autopsias clinicas.

Se revisaron las historias clinicas de aquellos pacientes en los que se realizd
autopsia clinica entre Enero del 2011 y Diciembre del 2013, incluyéndose en el estudio,
las muestras de tejido renal de aquellos pacientes con diagndstico de IRA,

independientemente de la etiologia, realizado al menos 3 dias antes del exitus laetalis,
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para evitar sesgos de seleccidn al incluir en el estudio muestras en las que primara el
efecto de la hipoxia-isquemia peri-mortem mas que el daio tubular per se.

Se incluyeron muestras de tejido renal sano y sin criterios analiticos de IRA para
ser utilizadas como “control”.

En estas muestras de tejido renal se procedid a realizar tinciones mediante

técnicas de inmunohistoquimica enzimatica frente a MACy a Factor H.

4.6.1. Inmunohistoquimica enzimatica

Se realizaron secciones histoldgicas de parénquima renal en parafina, con
cortes de 2-3 micras que posteriormente fueron deparafinados con Xilol y rehidratados
usando gradientes decrecientes de alcohol etilico. La recuperacion antigénica se
realiz6 mediante técnicas enzimaticas utilizando Proteinasa K. La actividad enddégena
de la peroxidasa se bloqued con peréxido de hidrégeno al 3% y se bloquearon las
uniones inespecificas utilizando BSA al 3% (Bovine Serum Albumin Fraction V).

Los anticuerpos primarios fueron utilizados a las diluciones descritas segun el
protocolo del fabricante. Los cortes fueron lavados posteriormente con PBS 1X (buffer
fosfato salino). Posteriormente, fueron incubados con anticuerpo secundario marcado
con peroxidasa y revelados usando como cromégeno diaminobenzina (DAB) mediante
un kit comercial (Dual link rabbit/mouse kit Dako Real En Vision©).

Las preparaciones fueron contrastadas posteriormente con hematoxilina.
Finalmente, se procedié a montar los cortes cubriéndolos con un cubreobjetos de

cristal, quedando preparados para su estudio microscépico.

Anticuerpos Primarios:
e Anti-Human TCC (Terminal Complex Complement) (Hycult Biotech©) dilucion
1:50
e Anti Factor H (rabbit polyclonal 34+35), (generoso obsequio del Dr. Santiago
Rodriguez de Cordoba, CSIC), dilucién 1:250.
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Anticuerpos Secundarios:

e Dual link rabbit/mouse kit Dako Real En Vision™

4.6.2. Valoracién de las muestras de tejido renal

Se han examinado 33 muestras de parénquima renal procedente de autopsias
clinicas, de éstas, 21 (63.6%) con diagnodstico clinico de IRA frente a 12 muestras
(36.4%) con funcién renal normal.

Las muestras han sido valoradas mediante 2 observadores de manera ciega. En
cada muestra se determinaron las estructuras renales con inmunotincién (glomérulos,
tubulos, intersticio y vasculatura) asi como su localizacion. Asimismo, el tipo del tinciéon
ha sido valorada de forma semicuantitiativa siguiendo el siguiente protocolo:
porcentaje de tubulos contorneados corticales y de tubulos medulares tenidos
estimados en 5 campos de gran aumento (<25%, 25-50%, 50-75%, >75% y ausencia de
tincidn), el perimetro del tubulo tefido (<25%, 25-50%, 50-75%, >75% y ausencia de
tincion) y la intensidad de esta tincion en funcién del aumento al que era visible la

tincion (+1, +2, +3).

4.7. SUBESTUDIO EN TRASPLANTE RENAL

De manera paralela se disefid un subestudio en pacientes sometidos a
trasplante renal de donante caddver (Modelo Isquemia-reperfusion) con la misma
pauta inmunosupresora de tratamiento, tanto de induccién como de mantenimiento.

Se incluyé una muestra de 10 pacientes diagnosticados de IRA por criterios
clinicos e histoldgicos, 5 de los cuales recuperaron funcidn renal durante el primer mes
post- IRA mientras que los 5 restantes no recuperaron funcién renal.

De este grupo, se incluyd en el estudio muestras de plasma y tejido renal
parafinado procedente del excedente diagnéstico.

Las muestras de plasma se obtuvieron en el momento de la IRA y 30 dias
después, con el objetivo de realizar la determinacidn de concentraciones plasmaticas

de MAC, IL-6, IL-10 y NGAL.
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Las muestras de tejido proceden de la biopsia clinica que se utilizd para el
diagndstico de IRA; en ella se realizaron tinciones inmunohistoquimicas mediante
técnica enzimatica como esta detallado en el punto 4.5.

Este subgrupo permitié por un lado tener dos determinaciones plasmaticas en
momentos evolutivos distintos de IRA y por otro lado disponer de tejido renal con
necrosis tubular aguda (NTA) que permitié determinar si los resultados obtenidos en
tejido renal procedente de autopsia, eran superponibles a los hallados en estas

biopsias de NTA clinica.

4.8. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se ha realizado mediante t de Student o U-Mann Whitney en funcién de
la normalidad o no de la distribucién de las variables a analizar. Los estudios de asociacion
entre variables cuantitativas se realizaron mediante correlacion de Spearman. Los datos se
expresan como media % error estandar de la media. La significacidén estadistica se definié como

una p <0.05. Para realizar el analisis estadistico se utilizé el software SPSS 21.0
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RESULTADOS
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5.1. CARACTERISTICAS BASALES DE LA MUESTRA

En el estudio se han incluido, datos demograficos, clinicos y analiticos de 156
pacientes de los cuales 102 son hombres (65.4%) y 54 mujeres (34.6%); con una edad
media de 63 £+ 15.4 afos.

De los factores de riesgo cardiovascular, el mas frecuente de ellos fue el de
hipertensidn arterial (HTA) que afectd a 99 pacientes (63.5%), seguido del diagndstico
de diabetes mellitus tipo 2 presente en el 22.5% (35 pacientes); el antecedente de
cardiopatia isquémica 14% (22 pacientes) fue el menos frecuente en nuestra muestra.

De esta serie, 82 pacientes fueron diagnosticados de IRA (52.6%) segun criterios
ADQI utilizando la creatinina plasmatica como criterio diagndstico.

Previo al reclutamiento descartamos tanto causas pre-renales como
obstructivas. Las causas pre-renales se descartaron siguiendo las recomendaciones del
grupo ADQJ, es decir, asegurando la correcta hemodinamia del paciente las 48 horas
previas a su reclutamiento junto con la valoracidon del ionograma en orina. Las causas
obstructivas se descartaron mediante la realizacién de pruebas de imagen (ecografia o
tomografia axial computerizada).

El andlisis univariado (Tabla 3) no mostré diferencias significativas entre las

variables clinicas de los pacientes con IRA y los que mantuvieron funcién renal normal.
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IRA No -IRA p
Edad 64+14.3 afios 61,5+16,5 0,16
Sexo 50 varones 52 varones 0,25
31 mujeres 23 mujeres
HTA 55 (68,8%) 44 (58,7%) 0,54
DM2 21 (26,3%) 14 (18,7%) 0,32
CPT Isquémica 6 (7,5%) 16 (21,3%) 0,24
Exitus 17 (21%) 11(14,7%) 0,32

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes con o sin IRA. HTA: hipertension arterial; DM2:

diabetes mellitus 2; CPT Isquémica: cardiopatia isquémica;

La Figura 6 detalla la distribucion de los pacientes segun los distintos modelos

de IRA, detalldndose el nimero de pacientes con IRA frente a los pacientes con funcién

renal normal.
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Figura 6. Distribucion de los pacientes segtn los diferentes modelos de IRA.
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La creatinina plasmatica media en el grupo de IRA fue 4.1+2.67 mg/dl y el
filtrado glomerular 20.6+£14.5 ml/min/m2.
Para reflejar la gravedad de la IRA, los pacientes fueron clasificados utilizando la
clasificaciéon RIFLE: 33 pacientes (40%) fueron clasificados en el grupo “Failure”, el mas
frecuente, mientras que ninguno de ellos ha sido clasificado como “End-stage-renal-

disease” (ESRD) (Figura 7).
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Figura 7. Distribucion de los pacientes segun clasificacion RIFLE

La duracién media del episodio de IRA fue de 18.2 dias (p25: 4.5 — p75: 23.2
dias). Un total de 27 pacientes (32.9%) necesitaron tratamiento renal sustitutivo
durante el ingreso, en forma de hemodidlisis intermitente o mediante técnicas
continuas de depuracion extrarrenal.

Respecto a la recuperacion de la funciéon renal, en el momento del alta
hospitalaria, 61 pacientes (32.9%) recuperaron la funcién renal, de manera completa o
parcial, frente un 24.4% (20 pacientes) que no recuperaron funcién renal en el
momento del alta. De estos 20 ultimos, 6 pacientes (un 7.3% del total general) estaban
en tratamiento renal sustitutivo en ese momento. Todos ellos recuperaron funcion
renal de manera parcial, y eran independientes de dialisis en un periodo menor a 4

semanas.
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La mortalidad global fue del 18% (28 pacientes) de los cuales 17 (21%)

fallecieron en situacidn de IRA.

5.2. DETERMINACIONES PLASMATICAS DEL COMPLEJO ATAQUE DE MEMBRANA.

Se determinaron las concentraciones de MAC en muestras de plasma-EDTA,

mediante técnica ELISA de alta sensibilidad, en 136 pacientes, de los que 71

presentaron IRA y 65 pacientes son homodlogos en las caracteristicas clinicas, pero con

funcidn renal normal.

Los valores considerados como normales para MAC en el ensayo utilizado en nuestro

estudio, varian de 8.2 a 2000 mAU/ml, lo que concuerda con los resultados obtenidos

en las muestras de los pacientes del grupo “control” (n=10) cuya mediana es 301.1

mAU/mL (p25: 226.7 — p75:374.8). Las concentraciones de MAC variaron segun la

funcién renal (Figura 8).

8000 -

7000 -

6000 -

5000 A

4000 -

3000 ~

MAC (mAUmL)

2000 -~

1000 +

301
| —

Control

no-IRA

Figura 8. Concentracion plasmdtica de MAC segun funcion renal.

49



En un subgrupo de pacientes con IRA (n=22), se determinaron las
concentraciones plasmaticas de C5b-C9 tras la resolucidn de la IRA, pero manteniendo
activo el problema médico responsable de la misma. Los niveles de MAC fueron
significativamente menores una vez resuelto el fracaso renal agudo, aunque no
llegaron a normalizarse, ya que el proceso responsable de la IRA continud activo

(4555.3 £ 524.7 mAU/mL vs 3423 + 325 mAU/mL, respectivamente, p=0.04) (Figura 9).
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Figura 9. Concentracion plasmdtica de MAC durante y después del episodio de

IRA (*p<0.05).

Las concentraciones plasmaticas de MAC fueron significativamente mas
elevadas en pacientes con IRA (5848 + 3604.2 mAU/mL) que en los pacientes con

funcidn renal normal (3702.6 + 1483 mAU/mL) (p<0,001) (Figura 10).
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(*p<0.001)

Al clasificar las concentraciones de MAC segln etiologia, independientemente
de la funcién renal, se observé que los pacientes pertenecientes al grupo de isquemia-
reperfusion (trasplante renal), presentaban concentraciones plasmaticas de MAC mas
elevadas que en el resto de pacientes, mientras que en el modelo de nefrotoxicidad
por colistina, las concentraciones plasmaticas de la fraccidon litica del complemento,
fueron menores. La diferencia entre el grupo de I/R y el grupo de nefrotoxicidad

alcanzé significacién estadistica (Figura 11).
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MAC mAU/mL

Sepsis Multifactorial Isquemia- Nefrotoxicidad
reperfusion

ETIOLOGIA MAC(mAU/mL)
Media + SD
Sepsis 26 4790,7+554,2
Isquemia-reperfusion 53 6532,9+489,3
Nefrotoxicidad 37 3500,3+175,2
Multifactorial 16 4906,61636,5
Control 10 4981,6+294,8

Figura 11 Concentracion plasmdtica de MAC en pacientes con IRA segun la
etiopatogenia del episodio (* p<0.05). En la parte inferior, numero de pacientes por

grupo y valores de la concentracion plasmdtica de MAC.

A la vista de estas diferencias, el andlisis estadistico se ha realizado de
diferentes modos: excluyendo el grupo de nefrotoxicidad, excluyendo el grupo de
isquemia-reperfusion y excluyendo ambos modelos de IRA; sin observarse ninguna
diferencia en los resultados obtenidos aplicando estas exclusiones. Por tanto, se
describirdn a continuacion los resultados de la muestra global, y dado que el grupo de
pacientes sometidos a trasplante renal tiene unas caracteristicas clinicas especiales,

este grupo se analizé de manera independiente.
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5.2.1. Resultados plasmaticos de MAC en la muestra global.

e Las concentraciones de MAC se relacionan con la gravedad de la IRA.

Como hemos descrito previamente, las concentraciones plasmaticas de MAC
fueron significativamente mas elevadas en los pacientes con IRA. En ellos, las
concentraciones plasmaticas de MAC se relacionaron con la gravedad del proceso
utilizando la escala ADQI-RIFLE como medida de la misma: las concentraciones de MAC
aumentaron de manera progresiva segln los distintos estadios de la clasificacion

RIFLE, si bien estas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica.

ADQI-RIFLE n MAC (mAU/mL)
Risk 13 4965,41847,2
Injury 12 5246,31952,3
Failure 27 57291461
Loss 20 69701888

Tabla 4. Concentracion plasmdtica de MAC y severidad del episodio de IRA.

Se valoraron una serie de pardmetros clinicos utilizados en la practica habitual,
como fueron la determinacién plasmatica de creatinina, la estimacion del filtrado
glomerular, la necesidad de tratamiento renal sustitutivo (TRS), la duracién del fracaso
renal y la mortalidad en el ingreso hospitalario.

Los niveles plasmaticos de MAC se correlacionaron de manera directa y
significativa con la creatinina plasmatica (r=0.37; p<0.01) y de manera inversa con el

filtrado glomerular (r=0.7, p<0.01) (Figura 12).
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Figura 12. Correlacion entre el nivel plasmdtico de MAC y creatinina plasmdtica (A) y
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entre el nivel plasmdtico de MAC y el filtrado glomerular estimado (B).
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En el subgrupo de pacientes con IRA, la probabilidad de necesitar tratamiento
renal sustitutivo durante el ingreso, en forma de hemodidlisis intermitente o de terapia
renal continua, se relaciond con las concentraciones de MAC, observdandose que los
pacientes que requirieron didlisis durante el ingreso, fueron aquellos con mayores
concentraciones de MAC (n=24; 6158.8 + 527.7 mAU/mL) mientras que los pacientes
gue no necesitaron TRS fueron aquellos con menores niveles plasmaticos de MAC
(n=47; 5818,3 + 590,4 mAU/mL) (p=0,06).

Al dicotomizar los niveles plasmaticos de MAC por su mediana (4923 mAU/mL),
observamos que los pacientes que requirieron TRS durante el ingreso, fueron aquellos

con concentraciones de MAC igual o superior a la mediana (p=0.002) (Figura 13).
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Figura 13. Concentraciones plasmdticas de MAC segun necesidad de

tratamiento sustitutivo renal (*p=0.002) .

La media de duracién del episodio de IRA fue de 18.2 dias (p25: 4.5 — p75: 23.2
dias) y se relacioné con las concentraciones de MAC. Los pacientes con recuperacion
de la funciédn renal en el momento del alta hospitalaria, presentaban concentraciones

plasmaticas menores de MAC (n=51; 4197,4 + 762 mAU/mL) que los pacientes que en
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el momento del alta hospitalaria no habian recuperado la funcién renal (n=19; 6123,2

+516.5 mAU/mL, p=0.03) (Figura 14).
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Figura 14. Concentraciones plasmadticas de MAC segun recuperacion o no de la

funcidn renal al alta hospitalaria (*p<0.05).

Respecto a la probabilidad de ser fallecer durante el ingreso, no hemos objetivado
diferencias en los niveles de MAC, ya sea en la muestra global o solo en el subgrupo de

IRA.
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e Las concentraciones plasmdticas de MAC se relacionan con pardametros

inflamatorios.

Hemos estudiado si existe relacidon entre las concentraciones plasmaticas de MAC y
diferentes vias inflamatorias como son Ila interleukina-6, principal mediadora
proinflamatoria responsable del SIRS, la interleukina-10 como prototipo de citoquina
antiinflamatoria responsable del CARS y la Lipocalina-2 o NGAL como pardmetro de

activacion de neutrdfilos.

Interleuquina-6

Hemos realizado la determinacién de valores plasmaticos de interleukina-6 (IL-
6) en 118 pacientes, de los cuales 65 presentaban IRA frente a 52 pacientes homodlogos

a nivel clinico con funcion renal normal.

Las concentraciones plasmaticas de IL-6 consideradas como normales para el
ensayo ELISA utilizado en nuestro estudio, varian entre 1-10 pg/mL, lo que concuerda
con los resultados del grupo control (n=10) cuyas concentraciones son 6,7 + 4,8 pg/mL.

Observamos que hay diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones plasmaticas de IL-6 de los pacientes controles (6.7+4.8 pg/mL), los
pacientes diagnosticados de IRA (16.4 = 9.1pg/mL), y sus homdlogos en situacion

clinica con funcién renal normal (9.6 + 8.7pg/mL) (Figura 15).
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Figura 15. Concentraciones plasmadticas de IL-6 segun el desarrollo o no de IRA

(*p<0.001).

En un subgrupo de pacientes con IRA, pertenecientes al grupo de Sepsis, se
midieron ademas, las concentraciones de IL-6 tras la resolucién de la IRA, objetivando
una disminucion significativa de los niveles de IL-6 post fracaso renal agudo (21.0 + 3.0
pg/mL vs 12.5 + 2.7 pg/mL, p=0,04) aunque sin volver a las concentraciones

consideradas normales (Figura 16).
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Figura 16. Concentraciones plasmdticas de IL-6 durante y después del episodio

de IRA secundaria a sepsis (*p<0.05).
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En los pacientes en los que se resuelve el proceso séptico, pero mantienen
deterioro de funcién renal, observamos una tendencia no significativa a la disminucién
de los niveles plasmaticos de IL-6, (14,54 pg/mL vs 9,045 pg/mL, p=0.05).

De manera global, en nuestra serie, las concentraciones plasmaticas de IL-6 son
significativamente mas elevadas en el grupo de pacientes con IRA (n=71; 16.4 + 9.1
pg/mL) comparado con las concentraciones plasmaticas de sus homdlogos con funcién

renal normal (n=65; 9.6 + 8.7 pg/mL, p<0.001) (Figura 17).
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Figura 17. Concentraciones plasmdticas de IL-6 segun el desarrollo o no de un

episodio de IRA (*p<0.001).

Si clasificamos los pacientes segun los diferentes modelos de IRA, no hemos
encontrado diferencias en los niveles de IL-6 entre el modelo de sepsis y los modelos
de nefrotoxicidad y el multifactorial, mientras que las concentraciones de IL-6 son
significativamente menores en los pacientes del grupo etioldgico de Isquemia-
reperfusidon, como detallaremos mds adelante.

A pesar de que existen diferencias entre IRA y funcidn renal normal, no hemos
demostrado que en el grupo de IRA, las concentraciones plasmaticas se relacionen con

59



la gravedad de la misma, es decir, no hay diferencias entre los pacientes que necesitan
TRS durante el ingreso y los que no (16.4 * 9.3 pg/mL vs 16.4 + 9.0 pg/mL; p=0.8) y
tampoco hemos observado diferencias respecto a la recuperacién del funcionalismo
renal al alta hospitalaria (15.6 £ 9.3 pg/mL vs 18.5+8.8 pg/mL, p=0.2).

Existe una correlacidén negativa, aunque no estadisticamente significativa entre
las concentraciones de MAC y las de IL-6, de tal manera que aquellos pacientes con IRA

y concentraciones mas elevadas de MAC tienen niveles mas bajos de IL-6 y viceversa

(Figura 18).
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Figura 18. Correlacion entre niveles plasmdticos de MAC y de IL-6.
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Interleuquina-10

El rango de las concentraciones plasmaticas consideradas normales en el
ensayo ELISA utilizado, varian entre 1.5-50 pg/mL, lo que concuerda con los niveles
calculados en el grupo control (n=10) 14.8 + 9.6 pg/mL.

Se realizd la determinacion de concentraciones plasmaticas de IL-10 en 101
pacientes, de los cuales 59 (58%) presentaban IRA frente a 42 pacientes (42%) con
funcién renal normal. Existieron diferencias significativas en las concentraciones
plasmaticas de IL-10 entre el grupo control y los pacientes de nuestra muestra,
independientemente de la funcién renal. En los pacientes con IRA de cualquier
etiologia, observamos concentraciones plasmaticas de IL-10 mas elevadas que en los
pacientes con funcién renal normal, aunque estas diferencias no alcanzaron
significacion estadistica (71 * 41 pg/mL vs 78 * 64pg/mL, respectivamente, p=0,12)
(Figura 19).
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Figura 19. Concentraciones plasmadticas de IL-10 segun la presencia o o no de un

episodio de IRA (p=0.12).
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Las concentraciones plasmaticas de IL-10 fueron significativamente mas
elevadas en aquellos pacientes que fallecieron durante el ingreso hospitalario,
independientemente de la funcion renal (n=15, 58,8 +36 pg/mL vs n= 90, 12,643,5

pg/mL, respectivamente, p< 0.005) (Figura 20).
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Figura 20. Concentraciones plasmdticas de IL-10 en los pacientes que fallecieron

o sobrevivieron (p<0.005).

Destaca que las concentraciones de IL-10 fueron mas elevadas en los pacientes
pertenecientes al grupo de “Sepsis” aunque estas diferencias respecto al resto de
grupos no alcanzaron la significacion estadistica. Del global de la serie fallecieron un
total de 28 pacientes, de los cuales 17 con IRA. No se produjo ningun fallecimiento en
el grupo de isquemia-reperfusion.

Las concentraciones de IL-10 se correlacionaron de manera directa vy

significativa con las concentraciones de MAC (r=0.47, p=0.01) (Figura 21).
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Figura 21. Correlacion entre niveles plasmdticos de MAC e IL-10.

Lipocalina-2 6 NGAL

Se realizaron determinaciones de niveles plasmaticos de NGAL en 77 pacientes,
de los que 49 tenian diagndstico de IRA y en 28 con funcién renal normal. Los valores
considerados como normales en el ensayo utilizado en nuestro estudio, varian entre
15-130 ng/mL, lo que concuerda con los resultados obtenidos en el grupo control
(n=10; 104 + 49 ng/mL).

Los niveles plasmaticos de NGAL en pacientes con IRA (n=49; 565,0 =+ 310
ng/mL) fueron significativamente mas elevados que las concentraciones plasmaticos
de sus homdlogos con funcién renal normal (n=28; 313,2 + 228 ng/mL) (p<0,001)

(Figura 22).
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Figura 22. Concentraciones plasmdticas de NGAL segun la presencia o no de IRA.

Estas diferencias se mantuvieron entre grupos si comparamos etiologias y
aumentan progresivamente segun los diferentes estadios de la clasificacion RIFLE,

aunque en este caso las diferencias inter-grupos no fueron significativas (Tabla 5).

n (49) Media t error tipico media

Risk 8 396195 ng/mL
Injury 9 460,5+46,7ng/mL
Failure 14 562,3+11ng/mL
Loss 18 722,7+78,4 ng/mL

Tabla 5. Concentracion plasmdtica de NGAL y severidad del episodio de IRA.
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En el grupo de pacientes con IRA, las determinaciones de NGAL se relacionaron
con la gravedad de la IRA, de tal manera que fueron significativamente mds elevadas
en aquellos pacientes que necesitaron TRS durante el episodio agudo (n=21; 715.0 +
73.4 ng/mL) comparandolas con aquellos pacientes que no necesitaron terapias de

depuracion extrarrenal (n=56; 382.9 + 32.3 ng/mL) (p<0.001) (Figura 23).
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Figura 23. Concentraciones plasmdticas de NGAL segun necesidad de didlisis

durante el episodio de IRA (*p<0.001). Media + error tipico

Se han observado diferencias significativas en los niveles plasmaticos de NGAL
entre aquellos pacientes que recuperaron la funciéon renal en el momento del alta
hospitalaria; de tal manera que las concentraciones mas bajas de NGAL
correspondieron a aquellos pacientes que recuperaron la funcién renal al alta, de
manera total o parcial (n=35; 516,7+247 ng/mL) mientras que en los pacientes que no
recuperaron la funcién renal presentaron concentraciones mas elevadas de NGAL.

(n=13; 744,8+408 ng/mL) (p=0,02) (Figura 24).
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Figura 24. Concentraciones plasmdticas de NGAL segun si el paciente recupero

la funcidn renal al alta hospitalaria o no (*p<0.05).

En el grupo de pacientes con IRA, las concentraciones de NGAL fueron
significativamente mas elevadas en aquellos pacientes que fallecieron durante el
ingreso (796.3 +£351.3 ng/mL vs 513 + 268.4 ng/mL) (p=0.01).

Esta relacidn con la mortalidad se mantuvo en la muestra global, mostrando los
niveles plasmaticos de NGAL mas altos, aquellos pacientes que fallecieron (n=10)
frente a los que sobrevivieron (n=67) independientemente de su funcién renal (768 *

379 vs 429.5 + 271 ng/mL respectivamente, p<0,001). (Figura 25).
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Figura 25. Concentraciones plasmdticas de NGAL segun si el paciente fallece o

no (*p<0.01).

Las concentraciones plasmaticas de Lipocalina-2 se correlacionaron de manera
directa con las concentraciones plasmaticas tanto de MAC (r=0.47, p=0.01) como de IL-
10 (r=0.46, P=0.05), de tal manera que segun aumentan los niveles de NGAL en el
plasma de los pacientes con IRA, aumentan de manera proporcional las
concentraciones de IL-10 y MAC (Figura 26).
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Figura 26. Correlacion entre niveles plasmdticos de NGAL y MAC (A) y entre

NGAL e IL-10 (B).

e Determinaciones plasmadticas de Factor H.

Las concentraciones plasmaticas de Factor

H en pacientes con

IRA fueron

significativamente mas elevados que los niveles de los pacientes con funcién renal

normal (0,86 +0,05 mg/mL vs 0,6 +0,04 mg/mL; p=0,007) (Figura 27). Dentro del grupo

de pacientes con IRA, aquellos que necesitaron TRS presentaron concentraciones mas

elevadas de Factor H, que aunque no alcanzaron significacidon estadistica, si mostraron

una tendencia (0,88+0,12 mg/mL vs 0,68+0,04 mg/mL; p=0,061).
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Figura 27. Concentraciones plasmdticas de Factor H e IRA

Se demostré una correlacion fuertemente positiva entre las concentraciones

plasmaticas de MAC y de Factor H (r=0,709; p<0,01) (Figura 28)
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Figura 28. Correlacion entre niveles plasmdticos Factor Hy MAC.
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e Las concentraciones plasmdticas de MAC se relacionan con la evolucion de la

funcion renal y de la supervivencia a medio-largo plazo.

De los 81 pacientes con IRA incluidos en nuestro estudio, 60 pacientes tienen un
seguimiento de 36 meses. Durante este tiempo se han detectado 29 nuevos episodios
de IRA. Segun la etiologia del primer episodio, la distribucién es la siguiente (Figura

29).
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Figura 29. Distribucion de las etiologias del primer episodio de IRA en los 29

pacientes con nuevos episodios de IRA en el sequimiento.

Las concentraciones de MAC muestran una tendencia no significativa a ser mas
elevadas en aquellos pacientes que desarrollan posteriormente nuevos episodios de
IRA que en los que no (6613.9 + 939.7 mAU/mL vs 5791.4 + 527.3 mAU/mL, p=0.074)
(Figura 30).
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Figura 30. Concentraciones plasmdticas de MAC segun si el paciente desarolla

nuevos episodios de IRA o no (p=0.07)

Si observamos diferencias estadisticamente significativas en los niveles
plasmdticos de IL-6, de tal manera que aquellos pacientes que presentardn nuevos
episodios de IRA, tienen unas concentraciones menores de IL-6 comparando con las
concentraciones de los pacientes que si sufrirdn nuevos episodios (12.0 + 1.6 pg/mL vs
19 + 1.7 pg/mL, p=0.008) (Figura 31). Esta misma tendencia la observamos en las
concentraciones de IL-10, de tal manera que aquellos pacientes que sufriran nuevos
episodios de IRA, son los que en el primer episodio de IRA presentan menores niveles
de IL-10, aunque estas diferencias no son estadisticamente significativas (4.5+1.2

pg/mL vs 27.3+11.7 pg/mL: p =0.08).
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Figura 31. Concentraciones plasmdticas de IL-6 segun si el paciente desarolla

nuevos episodios de IRA o no (*p=0.008). Media # error tipico.

Durante el seguimiento, 23 de estos pacientes desarrollan Insuficiencia Renal
Cronica (IRC). La distribucion de la etiologia de los episodios de IRA se detalla en la

figura 32.
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Figura 32. Distribucion de las etiologias del primer episodio de IRA en los 23

pacientes que desarrollan enfermedad renal cronica en el seguimiento.

En los pacientes que desarrollardn IRC, los niveles de MAC en el episodio de IRA
son significativamente mds elevados (7786.2 + 959 vs 4838.8 + 434 mAUmL, p=0.02)
(Figura 33).
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Figura 33. Concentraciones plasmdticas de MAC segun si el paciente desarrolla

IRC (p=0.02)

Hemos observado ademds, que también existen diferencias en las
concentraciones plasmaticas de otros parametros inflamatorios, de tal manera que los
pacientes que desarrollaran IRC, durante el episodio de IRA tienen unas
concentraciones significativas mas elevadas de Lipocalina-2 (688.5 + 70.6 ng/mL vs
411.2 + 20.2 ng/mL, p=0.003) (Figura 34); ademas este grupo de pacientes muestra
unas concentraciones plasmaticas de IL-6 en el episodio de IRA son significativamente
menores que en grupo de pacientes que mantienen una funcién renal normal (13.1 +

1.7 pg/mL vs 18.8 + 2, p=0.03) (Figura 35).
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Figura 34. Concentraciones plasmdticas de NGAL segun si el paciente desarrolla

IRC 0 no (p=0.003). Media # error tipico
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Figura 35. Concentraciones plasmadticas de IL-6 segun si el paciente desarrolla

IRC 0 no (p=0.03). Media # error tipico

En este grupo de pacientes, a los 3 afios se producen 13 éxitus (7.9%) siendo
mas frecuente en aquellos pacientes que durante el episodio de IRA presentan, de
manera significativa concentraciones mas altas de IL-10 (47.8 + 10.2 pg/mL vs 10.3 *
4.7 pg/mL p<0.05) (Figura 36) y de NGAL o lipocalina-2 (558.6 + 52.6 vs 343.7 + 54
mAU/mL, p<0.05) (Figura 37).
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Figura 36. Concentraciones plasmdticas de IL-10 segtn si el paciente fallece o

no. Media # error tipico
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Figura 37. Concentraciones plasmdticas de NGAL segun si el paciente fallece o

no. Media # error tipico

5.2.2. Resultados plasmaticos MAC en el grupo de IRA 22 isquemia-reperfusion

El grupo de isquemia-reperfusién presenta unas caracteristicas clinicas que
justifican un analisis especifico. Las muestras de sangre de este grupo fueron tomadas
el séptimo dia post-trasplante, mientras estos pacientes ya recibian tratamiento
farmacoldgico inmunosupresor con tacrolimus, micofenolato y esteroides. Por otro
lado, las definiciones clasicas de recuperacién de funcién renal y las indicaciones de

dialisis no se ajustan a las de la IRA de otra etiologia.

Como hemos explicado anteriormente, los resultados muestran que las
concentraciones plasmdaticas de MAC en este grupo de pacientes son
significativamente mas altas que en el resto de los pacientes estudiados,

independientemente de su funcién renal.
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e Las concentraciones de MAC se relacionan con la gravedad de la IRA.

En el grupo de pacientes sometidos a trasplante renal, los niveles plasmaticos de
MAC en el séptimo dia post-trasplante, son significativamente mas elevados en
aquellos pacientes con funcién renal retardada del injerto (n=26) comparando con los
pacientes con funcion renal inmediata (n=21) (8040.5 + 816.2 vs 4450.9 + 382
mAU/mL, p=0.001) (Figura 38).
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Figura 38. Concentraciones plasmdticas de MAC segun si el paciente

trasplantado desarrolla IRA por necrosis tubular aguda o no.

En un pequefio subgrupo de pacientes (n=17) todos ellos con recuperacién de
la funcién renal en el momento del alta hospitalaria, realizamos niveles plasmaticos
de MAC 30 dias post trasplante renal, observando una disminucién en las
concentraciones plasmaticas de MAC de ambos grupos, tanto en el de funcién

retardada del injerto [FRI] como en el de funcidon inmediata del injerto [Fll]. A pesar de

77



esa disminucién, la concentracion mantienen una tendencia a ser mas elevada en
aquellos pacientes que habian presentado IRA (4818.7 £ 477 vs 3739.5 + 352 mAU/mL;
p=0.09) (Figura 39).
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Figura 39. Concentraciones plasmdticas de MAC segun si el paciente

trasplantado desarrolla IRA o no.

No hemos observado que las concentraciones de MAC en el episodio agudo
estén relacionadas con la duracién del mismo. Respecto a la recuperacioén de la funcién
renal, es necesario especificar que en este grupo todos los pacientes recuperan
funcién renal al menos parcialmente. Definimos recuperacién parcial como
disminucion >50% de la creatinina basal sin necesidad de tratamiento renal sustitutivo

en el momento del alta.

Las concentraciones mas elevadas de MAC corresponden a aquellos pacientes
gue en el momento del alta no han recuperado funcién renal de manera completa, de
tal manera que aquellos pacientes que recuperan (n=11) tienen menores
concentraciones de MAC (5450 * 584 mAU/mL) que aquellos que no (n=18; 8240 + 480
mAU/mL; p<0.001) (Figura 40).
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Figura 40. Concentraciones plasmdticas de MAC segun si el paciente
trasplantado recupera total o parcialmente la funcion del injerto renal

(*p<0.001). Media + error tipico

Dado que la indicacién de TRS en este grupo de pacientes se basa mas en datos
clinicos que analiticos, no hemos utilizado este parametro para valorar la gravedad del

fracaso renal.

e Las concentraciones plasmdticas de MAC se relacionan con pardmetros

inflamatorios.

En este grupo de pacientes hemos objetivado unas concentraciones plasmaticas
mas elevadas de IL-6, IL-10 y NGAL, en aquellos con FRI, aunque estas diferencias solo
alcanzan significacién estadistica en el caso de NGAL (666.5 + 50.2 vs 260.8 + 45.7
ng/mL, p<0.001) (Figura 41).
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Figura 41. Concentraciones de IL-6 e IL-10 (panel superior) y NGAL (panel inferior)

en pacientes con funcion retardada (FRI) o inmediata del injerto (Fll).

En este subgrupo de pacientes hemos detectado una correlacién indirecta
significativa entre los niveles de MAC y las concentraciones de IL-10 (coeficiente de
Pearson 0.6, p=0,03). Por otro lado, se han hallado correlaciones directas significativas
entre la concentracion de IL-6 (coeficiente Pearson 0.66, p=0.05) e IL-10 (coeficiente

Pearson 0.99, p=0.01) y la duracidon de la IRA (Figura 42 Ay B).
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Figura 42. Correlacion entre los niveles de MAC y las concentraciones de IL-10

(A), entre las concentraciones de IL-6 e IL-10 (B)
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e Las concentraciones plasmdticas de MAC se relacionan con la evolucion de la

funcién renal a medio plazo.

En este grupo de pacientes sometidos a trasplante renal, evolucionan hacia IRC,
definida como pérdida del injerto o bien empeoramiento progresivo de funcién renal
en tres afios, 18 pacientes. Estos pacientes muestran una tendencia no significativa a
presentar en el post trasplante inmediato niveles de MAC mas elevados que aquellos
pacientes que presentardan una buena evolucion del injerto, (8678+ 524 vs

6606.2+826.3 mAU/mL; p=0.24) (Figura 43).

Esa misma tendencia se mantiene a los 30 dias del trasplante, con mayor
concentracion de MAC en aquellos pacientes que evolucionan hacia la pérdida renal.
Se trata de un grupo muy pequefio (n=5) y las diferencias no son estadisticamente

relevantes (4721 + 491 vs 2677 +681.3 mAU/mL, p =0.07) (Figura 43).
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Figura 43. Concentraciones de MAC a los 7 y 30 dias del trasplante renal, FRI=5

pacientes vs Fll= 5 pacientes.
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5.3. RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA ENZIMATICA EN TEJIDO RENAL
PROCEDENTE DE AUTOPSIA.

5.3.1. Tincién inmunohistoquimica complejo ataque membrana del complemento

(C5b-C9)

Hemos procedido a la tincién de 33 muestras de parénquima renal cortical
fijado en formol e incluido en parafina procedentes de autopsias clinicas, utilizando
como anticuerpo primario anti-MAC humano. Veintiuna (63.6%) muestras proceden de
cadaveres de pacientes con diagndstico analitico de IRA frente a 12 (36.4%) muestras

de tejido renal procedente de pacientes con funcién renal normal.

e Tincidn de Inmunohistoquimica en tubulos corticales proximales

En la muestra de pacientes con IRA, se observo una tincién inmunohistoquimica de
MAC lineal de tipo peritubular localizada en la membrana basal tubular sin observarse
tincidn citoplasmatica ni de la membrana lateral o apical de la célula tubular (Figura
38). Observamos, que en los pacientes con IRA la tincion afectaba a un mayor nimero
de tubulos, de tal manera que 57% (n=12) de los pacientes con IRA presentaban una
tincion marcada (>50% de los tubulos corticales), mientras que no se objetivé tincién
marcada en ninguna de las muestras de tejido renal con funcién renal normal
(p<0.001). Un 36.4% de los pacientes con funcidn renal normal tenian una tincién débil

para MAC (<25% de los tubulos).

En los pacientes con IRA, ademds de observarse un mayor porcentaje de
tubulos que mostraban tincién para MAC, observamos que esta tincion afectaba a un
mayor porcentaje del perimetro tubular, de manera que 11 pacientes con IRA (52.4%)
presentan un tincién para MAC que afectaba >50% del perimetro tubular, a diferencia
de las muestras de pacientes con funcién renal normal (n=12), en las cuales la

afectacién del perimetro tubular es <25% (p=0.02).
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Figura 44. Tincion de MAC en tejido renal de autopsia procedente de pacientes

fallecidos con IRA o funcidn renal normal.

Por ultimo, valoramos la intensidad de la tincién, hallandose que los pacientes
con IRA (n=14; 66.7%) presentan una tincion marcada, mientras que 63.2% de los
pacientes con funcién renal normal (n=12) presentan una tincién para MAC de

intensidad leve (<2).

Por otro lado, apreciamos tincién de MAC de aspecto inespecifico en las
paredes y en el endotelio de arteriolas intrarrenales y en glomérulos (Figura 39), sin
objetivarse diferencias significativas entre las muestras con IRA y aquellas

pertenecientes a pacientes con funcion renal normal.
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Tincién MAC (en marrén ) en membranas basales tubulares.
Aumento original *40.

Tincién MAC (en marrén) en glomérulos. Aumento original*20

Figura 45. Tincion de MAC membranas basales tubulare (IRA) y en glomérulo,

inespecifico de tejido renal autopsia.

e Tincidn de Inmunohistoquimica en tubulos colectores medulares

Los resultados observados en la tincion con C5b-C9 o MAC en tubulos medulares,
son similares a los descritos previamente en los tubulos corticales proximales; de tal
manera que hemos encontrado un mayor numero de tubulos con tincion de C5b-C9
en pacientes con IRA comparando con las muestras de pacientes con funcién renal
normal (p=0.004), ademas, los pacientes con IRA presentan un mayor porcentaje del

perimetro tubular tefiido (p=0.025) y una mayor intensidad de la tincidn (p=0.025).
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5.3.2. Tincion inmunohistoquimica factor H humano.

Hemos procedido a la tincién de 28 muestras de parénquima renal cortical
fijado en formol e incluido en parafina procedentes de autopsias clinicas, utilizando
como anticuerpo primario anti-Factor H humano; 18 de estas 28 muestras (64.3%)
pertenecientes a pacientes diagnosticados de IRA mediante determinacién de
creatinina sérica y 10 de estas muestras (35.7%) correspondientes a pacientes con

funcidn renal normal.

En la mayor parte de las muestras remitidas se ha observado tincion
citoplasmatica difusa del epitelio tubular cortical (TC), aprecidandose diferencias en la
intensidad de la misma respecto a la funcién renal y respecto a alteraciones
morfolégicas en los TC. La intensidad de la tincidon se ha valorado como negativa

(ausencia de tincidn), tincién débil (+1, +2) o tincion marcada (+3,+4).

No se ha observado tincién de patrén membranoso en los tubulos o en la

membrana basal de estos.

En cuanto a la intensidad de tincién, el 70% de las muestras de tejido renal
procedente de pacientes con funcién renal normal, presentan una tincidn
inmunohistoquimica para Factor H débil o negativa; mientras que el 77,8% de las
muestras de pacientes con IRA, presentan una tincion marcada de Factor H, siendo

estas diferencias estadisticamente significativas (p=0.02).
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Figura 46. Diferencias cualitativas de tincion inmunohistoquimica para factor H

en muestras autopsicas de pacientes fallecidos con IRA o funcion renal normal.

En el grupo de pacientes con diagndstico IRA, hemos observado que la
intensidad de la tincidn varia segun el patron morfolégico de dafio agudo tubular renal
(DATR) histoldgico observado en cada muestra. De este modo, hemos clasificado las

muestras en dos patrones histoldgicos:

1. Patrdn histoldgico leve: incluye por un lado los casos con dilatacion del
tubulo y aplanamiento del epitelio tubular y, por otro lado, los casos con
vacuolizacidn del epitelio tubular (cldsicamente conocida por degeneracién

hidrdpica).

2. Patrén histoldgico grave: incluye los casos con necrosis de tipo coagulativo
significativa del epitelio tubular o aquellos con desprendimiento del epitelio

a la luz tubular en forma de detritus celular.

Si comparamos estos dos patrones histolégicos con la intensidad de la tincidn
para factor H encontramos diferencias significativas, de manera que el 100% de las
muestras pertenecientes a las formas histologicas con menor severidad de DATR

presentan tincion débil frente al factor H. Por otro lado, en las muestras con formas
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histoldgicas mds severas de DATR un 62.5% presentan tincion marcada frente al Factor

Hy sélo un 37.5% de éstas, presentan una tincién débil (p<0.05) (Figura 48).

Ademas observamos en todas las muestras examinadas tincion de factor H en
el citoplasma de las células epiteliales de la capsula de Bowman, con independencia de

la funcion renal.

No se ha observado tincién de factor H en las células del epitelio visceral
glomerular (o podocitos) ni en células endoteliales (tanto glomerulares como

vasculares).

Inmunohistoquimica Factor H en IRA (marrén). Aumento Inmunohistoquimica Factor H, funcion renal normal (marrén).
original *40 Aumento original *40

Figura 47. Tincion inmunohistoquimica de factor H en tejido renal
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5.4. SUBESTUDIO EN SUBGRUPO DE PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL

Con el objetivo de confirmar los resultados descritos previamente, tanto en las
muestras de suero como de histologia renal, seleccionamos un pequeio grupo de
pacientes (n=10) con diagndstico analitico e histolégico de necrosis tubular aguda
(NTA) en el inmediato postrasplante. Cinco pacientes presentaron una recuperacién
completa de la funcién renal durante los primeros 30 dias tras el diagndstico mientras

gue 5 pacientes mantenian deterioro de funcién renal.

De cada uno de estos pacientes hemos obtenido muestras de plasma en el
momento del diagndstico de IRA y a los 30 dias, y ademas, muestras de tejido renal

procedente del excedente diagndstico de la biopsia renal; se han realizado:

— Determinaciones plasmaticas MAC, Factor H y CFHR1 en el momento

del diagndstico y al mes.

- Estudio inmunohistoquimico enzimatico en tejido renal parafinado

usando anticuerpos anti-MAC, anti-Factor H.

e Determinaciones plasmaticas de MAC.

La concentracién de MAC muestra una tendencia a ser mas elevada en aquellos
pacientes con IRA que no recuperan funcién renal a los 30 dias, aunque estas
diferencias no son estadisticamente significativas (7884.7 + 824 vs 6728.2 + 984
mAU/mL, p=0.4)

Se observan diferencias significativas en las concentraciones de MAC post-IRA, de
tal manera que los pacientes trasplantados renales con funcién retardada del injerto
(n=5) presentan unos niveles mas altos de MAC que aquellos pacientes que
recuperaran funcién renal durante el primer mes post trasplante renal (n=5) (6361.2 +

221 vs4728.6 £ 221 mAU/mL, p=0.012).
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Figura 48. Concentraciones de MAC a los 7 y 30 dias de trasplante en dos pequefios
grupos de pacientes trasplantados, 5 pacientes que recuperan totalmente la funcion

del injerto y otros 5 que no recuperan.

Existe, ademas, un correlacion directa entre la creatinina plasmatica en el
momento de la NTA y la concentracidn plasmatica de MAC a los 30 dias del proceso

(r=-0.47; p=0.05).

e Determinaciones plasmaticas Factor H.

Hemos realizado la determinacion de las concentraciones plasmaticas de Factor H
en el mismo grupo de pacientes. En el momento del diagnéstico de IRA, no hemos
hallado ninguna diferencia en las concentraciones de factor H entre aquellos pacientes
gue recuperan la funcidn renal (n=5; 0.95 * 0.09; p=0.65) y aquellos que 30 dias
después continuaran con IRA (n=5; 0.90 £ 0.75 vs 0.90 + 0.77; p=0.74).

Tampoco hemos hallado ninguna diferencia en las concentraciones de factor H 30
dias después del episodio agudo (0.92 + 0.07 vs 0.93 + 0.07 ng/mL; p=0.8); siendo

ademas las concentraciones plasmaticas similares en todas las situaciones.
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e Determinaciones plasmaticas de CFHR1

Realizamos determinaciones plasmaticas de CFHR1 en un pequeino grupo de estos
pacientes sometidos a trasplante renal, sin encontrar ninguna diferencia entre las

concentraciones tanto en el momento de la IRA como a los 30 dias post-IRA.

185
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175 A 172

170 166,6

165 +
CFHR1-IRA

160 -
155 ® CFHR1-POST IRA

CFHR1 (ng/mL)

155 +

150 -

145 +

140 1
RECUPERAN NO RECUPERAN

Figura 49. Concentraciones de CFHR1 a los 7 y 30 dias de trasplante en dos
pequerios grupos de pacientes trasplantados, 5 pacientes que recuperan totalmente la

funcion del injerto y otros 5 que no recuperan.

e Tincién inmunohistoquimica MAC en tejido procedente de biopsia.

Hemos realizado tincién inmunohistoquimica para MAC en tejido renal
procedente del excedente diagndstico de 10 muestras de biopsia renal, de pacientes
diagnosticados de NTA tanto por pardmetros analiticos como histolégicos. De estos, 5
pacientes alcanzaron funcién renal normal antes de 30 dias y los 5 restantes

mantuvieron deterioro de funcion renal.

También se realizd tincién para MAC en dos muestras de pacientes con

funcién renal normal, obtenidas de nefrectomias indicadas por causas oncolégicas.
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El patréon hallado es similar al descrito en las tinciones de tejido renal
procedente de autopsia, mostrando un patrén de tincidn lineal peritubular que afecta
> 50% de los tubulos con una tincion que afecta a > 50% del diametro tubular (Figura
43). Aunque estadisticamente no es significativo, la tincion en las muestras de
pacientes que recuperaran funcién renal, afecta a un menor porcentaje del didmetro

tubular (25-50% vs 50-75%) mostrando también una menor intensidad (+2 vs +3,+4).
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Inmunohistoquimica MAC en IRA (marrén). Aumento Inmunohistoquimica MAC en IRA (marrén). Aumento
original *40 . Paciente NO recupera funcion renal. original *40 . Paciente recupera funcion renal.

A diferencia de las muestras procedente de autopsia, donde aquellas
correspondientes a pacientes con funcién renal normal mostraban tincidn para Factor
H intracitoplasmatica, pero de intensidad leve (Figura 44), en las muestras utilizadas

como “controles” no observamos tincién inmunohistoquimica.
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Inmunohistoquimica MAC en funcién renal normal (marrén).
Aumento original *40 92



e Tincién inmunohistoquimica Factor H en tejido procedente de biopsia

Los resultados muestran un patréon de tincién citoplasmatico superponible a los
hallazgos de la tincidn inmunohistoquimica de las muestras procedentes de autopsias.
Hemos observado que en los pacientes que no recuperaran la funcién renal se observa
una tincién de intensidad marcada (+3, +4) (80%) mientras que esta tincién marcada
no se observa en ninguno de los pacientes que recuperaran funcion renal, estas

diferencias no alcanzan la significacién estadistica (p=0.075).

En las muestras “controles” no se observa tincidn inmunohistoquimica para Factor H.

Inmunohistoquimica Factor H en funcion renal normal Inmunohistoquimica Factor H IRA (marrdn). Aumento
(marron). Aumento original *40 original *40
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6. DISCUSION

6.1. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS EN MUESTRAS PLASMATICAS.

Los resultados de este trabajo de investigacion muestran que en la patogenia
de la IRA humana existe una participacion del sistema del complemento, medido a
través de las concentraciones plasmaticas de la fraccién litica del mismo (C5b-C9), el
llamado Complejo Ataque de Membrana (MAC). Esta participacion se produce
independientemente de la etiologia del fracaso renal agudo, y no solo en procesos
sépticos en los que clasicamente se conoce que el sistema del complemento esta
activado, al constituir uno de los elementos mas importantes del sistema inmune

innato.

Nuestros datos muestran que las concentraciones plasmaticas de MAC son
significativamente mas elevadas en pacientes con IRA comparado con los niveles
plasmaticos de MAC de pacientes con funcidon renal normal pero con las mismas
caracteristicas clinicas. Las concentraciones plasmaticas de MAC se relacionan con
diferentes parametros clinicos de gravedad, y se elevan proporcionalmente en los
estadios RIFLE de la clasificacion ADQI. Son mads elevados también en aquellos
pacientes que requeriran tratamiento renal sustitutivo durante el episodio de IRA y
gue no recuperaran funcién renal de manera completa en el momento del alta

hospitalaria.

Nuestra poblacién de estudio estd compuesta por pacientes con procesos
agudos predisponentes a IRA (sepsis, nefrotdxicos, procesos de isquemia-reperfusion)
y en todos ellos se detecta activacion del sistema del complemento. Incluso aquellos
pacientes que mantienen funcién renal normal presentan concentraciones plasmaticas
de MAC mas elevadas que las del grupo “control” (3702.6 vs 301 mUAU/mL),
traduciendo la activacidn del sistema del complemento frente a una agresiéon. Hemos
confirmado que en el momento en que existe deterioro de funcidon renal, las
concentraciones de MAC practicamente son el doble de las concentraciones de los

pacientes que a pesar de sufrir el mismo proceso agudo mantienen la funcién renal
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normal (5848 vs 3702,6 mUAU/mL). Por otro lado, tras resolver el cuadro de IRA pero
manteniendo el factor predisponente (infeccion, farmaco nefrotdxico, etc.) las
concentraciones plasmaticas disminuyen hasta los valores que mostraban los

pacientes con funcién renal normal (3702.6 vs 3423 mUAU/mL).

En nuestro conocimiento, este es el Unico trabajo que sugiere que el sistema
del complemento estd implicado en la etiopatogenia de la IRA humana, completando

los resultados de estudios preliminares realizados por nuestro grupo™°.

Existen estudios en cultivos celulares y en modelos murinos, que han analizado
la relacién existente entre el sistema del complemento vy la IRA, utilizando para ello
diferentes modelos de fracaso renal agudo, como son los modelos de IRA secundaria a
sepsis por administracién de liposacdrido del E. Coli (LPS), secundaria a nefrotoxicidad
por administracion de adriamicina u otros tdxicos, o secundario a isquemia-
reperfusion. Este ultimo modelo ha sido el mas utilizado, seguramente por tratarse del
mas parecido a la IRA/NTA humana. El fenédmeno de isquemia-reperfusién produce
dano renal a través de dos mecanismos principales: la activacién de la cascada del
complemento, que dard lugar a apoptosis de células tubulares, y la inflamacién tubulo-
intersticial mediante reclutamiento y activacion de células inflamatorias. Este
reclutamiento celular se ha constatado ya en estudios clasicos en modelos animales a
los que se somete a clamplaje de arteria renal (modelo de Isquemia), publicados a

. 131 132
finales de los 90 32,

La acciodn litica o efectora del MAC como responsable del dafio tubular a nivel
de las células epiteliales sin afectacién de otros estructuras renales, se describe por
Zhou et al, en un modelo murino con déficit de C3- y C6-, en el que se demuestra
ademas, que la infiltracién por neutréfilos en estos ratones es menor que en sus

homélogos wild type .

Posteriormente se ha descrito, también en modelos preclinicos, que el dafio
tubular dependera del nimero de multimeros de MAC depositados en la membrana
de las células tubulares, de tal manera que a concentraciones subliticas induciran

apoptosis y activacion de la célula con estimulacion de distintas vias inflamatorias,
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mientras que a dosis mds elevadas, estos complejos de MAC “perforaran” las

membranas celulares produciendo lisis celular directa o necrosis>* 1°.

Nuestros datos clinicos parecen confirmar estos trabajos, ya que los pacientes
con concentraciones plasmaticas mas elevadas de MAC presentan mas dafio tubular
en forma de insuficiencia renal méas severa, mas necesidad de tratamiento renal
sustitutivo y necesidad de un mayor periodo de tiempo para la recuperaciéon de la
funcién renal, observandose ademds, una correlacién directa entre las
concentraciones de MAC vy la creatinina plasmatica y una correlacién inversa con el

filtrado glomerular.

Los resultados obtenidos de estudios preclinicos realizados en estos modelos
de IRA han conducido a la elaboracién de una hipdtesis sobre el papel del sistema del
complemento en los procesos de IRA (Figura 46). Segun esta hipétesis, tras la injuria o
agresion renal (isquemia) se produce una activacion del sistema del complemento que
dard lugar al depdsito de MAC en la membrana de las células tubulares; este depdsito
inicial a concentraciones bajas de MAC (subliticas) en las células tubulares va a
producir apoptosis, y juntamente con la accidén anafilactica de los fragmentos C3a vy
C5a dara lugar a la activacidon de diferentes vias de inflamacién, reclutamiento de
neutrofilos y liberacion de interleuquinas/citoquinas, entre ellas IL-6 e IL-10. Estas
interleuquinas/citoquinas, conjuntamente con las concentraciones progresivamente
mas elevadas de MAC, dardn lugar a necrosis celular y activaran distintas vias de

fibrosis, mediante mecanismos aln pendientes de elucidar®® 137 138 139,
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Figura 53. Hipdtesis sobre el papel del Sistema del Complemento en IRA, inflamacidn y

fibrosis. Modificado de Danobeitia et al.**°

Nuestros resultados parecen apoyar esta hipdtesis como detallaremos a
continuacion. Uno de los objetivos de este trabajo es establecer si existe relacién entre
el sistema del complemento y otras vias de inflamacién, para lo que hemos estudiado
la IL-6 como responsable del SIRS, la IL-10 como maximo representante del CARS y la

Lipocalina-2 o NGAL como “marcador” de activacién y reclutamiento de neutrdfilos.

Nuestros datos muestran que las concentraciones plasmaticas de IL-6 son
significativamente mas elevadas en los pacientes con IRA que en los pacientes con
funcién renal normal (16,4 + 9,1 vs 9,6 * 8,7 pg/nL) y mas elevadas en la muestra
global, que las concentraciones de los pacientes pertenecientes al grupo control (6,7
4,8 pg/mL). Estos resultados muestran, ademds, que las concentraciones de IL-6
disminuyen de manera significativa tras resolverse el cuadro de IRA y disminuyen, pero
sin llegar a la normalidad, en el subgrupo de pacientes en los que se resuelve el

proceso agudo predisponente a IRA pero mantienen deterioro de funcion renal;
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asimismo hemos observado que los niveles plasmaticos de IL-6 no muestran capacidad

de discriminar aquellos pacientes con IRA mas graves.

Hemos objetivado que existe una correlacion negativa entre las
concentraciones de IL-6 y las concentraciones de MAC; es importante resaltar que las
todas determinaciones de biomarcadores utilizadas en este trabajo, estan realizadas
una vez diagnosticada IRA mediante creatinina plasmatica, lo que significa que ya en
ese momento existe un dafio renal que afecta > 50% de las nefronas; es decir, que al
inicio de la IRA, cuando al creatinina todavia no estd elevada en plasma, seria el
momento evolutivo de la IRA que corresponderia a dosis subliticas de MAC y activacion
del SIRS (IL-6); mientras que segun evoluciona el proceso, las concentraciones de MAC
seran mas elevadas (dosis liticas), los niveles de IL-6 empezaran a descender, mientras
que se elevan pardmetros que traducen reclutamiento y activacion de neutrdfilos

(Lipocalina-2) y vias contrareguladoras (IL-10) vy de fibrosis.

MAC
IL-6 IL-10
FIBROSIS+/-
APOPTOSIS +/- NECROSIS REGENERACION

| INFILTRACION CELULAR |

Dias tras la injuria renal

Figura 47. Esquema de la actuacion de las vias inflamatorias en IRA. Modificado de™*
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Los resultados que ofrecen los pacientes pertenecientes al grupo de Isquemia-
reperfusion (trasplante renal) pueden apoyar esta hipdtesis; en ellos, las
determinaciones plasmaticas se han realizado al séptimo dia del diagndstico de IRA,
observandose que las concentraciones de MAC son mas elevadas en estos pacientes
comparandolas con los distintos grupos segun etiologia de la funcién renal (6532,9 +
489,2 vs 4790,7 *+ 489,3 mAU/mL, sepsis). Sabemos que la terapia inmunosupresora
utilizada en nuestro centro no actla sobre ninguna via que pueda modificar las
concentraciones de MAC, asi pues una explicacién plausible a esta elevacion en las
concentraciones de MAC es que las muestras de plasma se han tomado en diferentes
momentos evolutivos de la IRA, cuando esta completamente instaurada (72 dia post-
trasplante renal) y por tanto las concentraciones de MAC son mas elevadas en este
grupo de pacientes. Destaca ademds que las concentraciones de IL-6 de estos
pacientes son menores a las objetivadas en el resto de la muestra, lo que también

apoyaria esta hipdtesis.

Los resultados existentes en la literatura actualmente no permiten aclarar
completamente el papel de la IL-6 en la IRA. Por un lado, estudios preclinicos en cultivo
celular describen cierto papel protector sobre las células tubulares: la IL-6 capaz de
disminuir el dafio renal en modelos de IRA secundaria a endotoxemia y/o
administracion de HgCl y conferir cierta proteccién al dafio tubular *° 4 3 143
mientras que los resultados de diferentes trabajos en modelos murinos ofrecen
resultados contradictorios, ya que se ha descrito que el tratamiento con IL-6 no

144195 por otro

previene el dano renal utilizando distintos modelos murinos de IRA
lado, los resultados de los estudios clinicos en distintas cohortes muestran que la IL-6
es un buen biomarcador de IRA, superior a otros a la hora de “predecir” IRA tras una

196 97 Estudios realizados en la cohorte TRIBE-AKI Consortium

agresién o injuria
constituida por pacientes sometidos a cirugia cardiaca, muestran que las
concentraciones de IL-6 peroperatorias son capaces de predecir la aparicidon de IRA 'y

gue estas concentraciones alcanzan el pico a las 6h de la cirugia (injuria) disminuyendo
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posteriormente117

. Estudios en trasplante renal apoyan estos hallazgos, ya que los
niveles de IL-6 en estos pacientes se encuentran elevados inmediatamente después de

la reperfusion del 6rgano, con normalizacién posterior*®’.

Se ha demostrado ademds, que en pacientes criticos se produce una
estimulacion tanto de SIRS (IL-6) como de CARS (IL-10) y estudios en pacientes sépticos
muestran niveles de IL6 e IL-10 similares a nuestros resultados y en la misma
direccion’®® 149 116,

Por lo que respecta a la IL-10, los resultados de este trabajo muestran que
todos los pacientes, independientemente de la funcidon renal, tienen unas
concentraciones plasmaticas elevadas de IL-10 si las comparamos con las de los
pacientes del grupo “Control” y que los niveles mas altos corresponden a los pacientes
del grupo “Sepsis” con una diferencia significativa entre este grupo y el resto. Nuestros
datos demuestran, ademas, una fuerte correlacién entre las concentraciones

plasmaticas de IL-10 y NGAL; esta correlacién ha sido previamente descrita, tanto a

9 117

nivel de modelos animales'*® como en situaciones clinicas que predisponen a IRA **.
Se ha sugerido que el papel de la IL-10 es el de moduladora en situaciones
inflamatorias y que a través de este efecto, esta interleuquina seria capaz de conferir

cierto efecto protector a nivel renal ° %

Estudios preclinicos recientes han
demostrado que este efecto protector de la IL-10 se produce a través de la inducciéon
de NGAL'™®, confirmandose esta observacién en estudios en pacientes sometidos a
cirugia cardiaca como factor predisponente a IRA, en los que se observa elevacién
plasmdtica de esta citoquina tras la cirugia, aunque posteriormente estos pacientes no

lleguen a desarrollar IRA. En este estudio™®

se detalla cédmo los pacientes con los
niveles mas elevados de IL-10 son los que presentan ademads concentraciones mas
elevadas de NGAL ¢ lipocalina-2 y la relacién con la mortalidad de la muestra. Otros
trabajos en pacientes criticos con IRA han demostrado que las concentraciones de IL-
10 se relacionan de manera directa con la mortalidad durante el episodio agudo. En
nuestro trabajo las concentraciones de IL-10 son significativamente mds elevadas en
aquellos pacientes que falleceran durante el ingreso, independientemente de Ia

funcién renal, y son ademas los pacientes con mayores niveles de NGAL. Es importante

resaltar que en nuestra poblacion, los pacientes que fallecen son exclusivamente
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pacientes pertenecientes al grupo de “Sepsis” que ademads, son los pacientes que
mostraban mayores concentraciones plasmaticas de IL-10, es muy probable que estos
resultados traduzcan una situacion inflamatoria grave en la que fracasan los sistemas

compensatorios.

Por ultimo, en nuestro estudio se muestra por primera vez una fuerte
correlacién entre las concentraciones plasmaticas de IL-10 y las concentraciones

plasmdticas de MAC.

Respecto a los resultados de NGAL o Lipocalina 2 hemos observado que los
pacientes con IRA presentan unas concentraciones superiores en plasma a los
pacientes con funcién renal normal, independientemente de la etiologia del fracaso
renal agudo y que estos niveles se correlacionan con parametros clinicos de severidad,
como la necesidad de tratamiento renal sustitutivo, la no recuperacion de la funcién
renal en el momento del alta hospitalaria del paciente y la posibilidad de ser éxitus
durante el proceso agudo. Desataca que las concentraciones de NGAL son
significativamente mas elevadas en aquellos pacientes que fallecen,
independientemente de su funcién renal, lo que podria traducir, al igual que los
resultados de IL-10, una situacidn inflamatoria grave en la que fracasan los sistemas

compensatorios.

Hemos confirmado también que existe una fuerte correlacién positiva entre los

niveles plasmaticos de NGAL, MAC e IL-10.

Si bien es cierto que en los ultimos afios se habia identificado al NGAL como
uno de los mas prometedores candidatos para el diagndstico y monitorizacién de la

IRA™? 133 actualmente sabemos gue se encuentra elevado en distintas situaciones

120 122

como isquemia tisular e infeccién . Existen multiples evidencias en la literatura

gue describen la relacidon entre NGAL y respuesta inmune sin que exista afectaciéon

renal 154 155 156

, lo que hace que su funcidn como biomarcador de IRA deba
interpretarse con suma cautela. También se ha descrito en modelos murinos de sepsis
sin afectacion renal, la misma relacidon que hemos observado en nuestro estudio entre

157 158

las concentraciones de NGAL e IL-10 . La Lipocalina-2 6 NGAL tiene una accion

antiinflamatoria al ser capaz de unirse a moléculas de hierro como un fagocito, lo que
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impide que sea metabolizado por las bacterias inhibiendo el crecimiento de las mismas
19 Este es el mecanismo a través del cual se relaciona con la IL-10, ya que sabemos
que la IL-10 es capaz de aumentar la expresiéon de la ferritina y los almacenes

intracelulares de hierro 1%,

Por ultimo determinamos las concentraciones de Factor H en un pequefio
subgrupo de la muestra. Dado que sabemos que la IRA no es un mecanismo mediado
por reconocimiento antigeno-anticuerpo, es correcto suponer que si en la IRA existe
alteracion o disregulacién del sistema del complemento, esta debe producirse por
alteracion a través del via alternativa del complemento, como se ha demostrado en

161 40 42 por este motivo decidimos

otros enfermedades renales en los ultimos afios
estudiar el Factor H, proteina reguladora de la via alternativa del complemento.
Nuestros resultados muestran que las concentraciones plasmaticas de Factor H son
significativamente mas elevadas en aquellos pacientes con IRA, aunque no sirven para
discriminar formas clinicas graves posiblemente por el pequefio tamafno muestral.
Hemos objetivado también que existe una correlacién positiva con las concentraciones

de MAC. El factor H se sintetiza de manera preferente en el higado *** %

, aungue esta
descrita la sintesis extrahepdtica en una gran variedad de células, como células
epiteliales de la retina, linfocitos, mioblastos, células glomerulares mesangiales y

células epiteliales24 163 164

. Esta sintesis extrahepdtica se ha interpretado como un
mecanismo para aumentar la concentracién local de Factor H para proteger a las
células huésped de la accién del MAC*. Nuestros datos podrian estar mostrando este
efecto: un aumento de la produccién local de Factor H de manera paralela al aumento
en las concentraciones de MAC en las células epiteliales tubulares con el objetivo de

protegerse frente a la accién litica del MAC, pero que por mecanismos aun no

conocidos fracasa y dando lugar a la IRA.

Nuestros resultados muestran que el sistema del complemento no solo juega
un papel importante en el momento agudo de la IRA, sino que parece que pueda tener
un papel en la evolucidon a medio-largo plazo de la funcién renal de estos pacientes. De
este modo, hemos observado que de la poblacién inicial de 81 pacientes con IRA
incluidos en nuestro estudio, 60 pacientes tienen un seguimiento de 36 meses y

durante este tiempo se han detectado 29 nuevos episodios de IRA.
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Los pacientes que han presentado nuevos episodios de IRA, son aquellos que
durante el primer episodio mostraron las concentraciones mas elevadas de MAC
(6613.9 +£939.7 vs 5791.4 + 527.3 mAU/mL, p=0.07), con una diferencia que si bien no
alcanza la significacién estadistica, probablemente debido al pequefio tamafio

muestral, si marcan una clara tendencia.

No solo la activacién del sistema del complemento en el episodio de fracaso
inicial tiene relevancia en la evolucién de la funcién renal; parece existir una relacién
con otros parametros inflamatorios. Los pacientes que presentaran nuevos episodios
de IRA son aquellos que durante el primer episodio mostraron menores
concentraciones de IL-6 en suero (12.0 + 1.6 vs 19 + 1.7 pg/mL, p=0.008), pudiendo
traducir una “disregulacion” entre el sistema SIRS/CARS que hace que la recuperacion
de este tejido renal no sea la adecuada y confiera cierta “labilidad” a estos érganos,
pudiendo sufrir episodios de IRA frente a distintas agresiones. No hemos encontrado
en la literatura ningun estudio previo que analice estos pardmetros en pacientes con

repetidos episodios de IRA.

Durante el periodo de seguimiento de 3 afios, 23 pacientes desarrollaron
Enfermedad Renal Crénica. Estos pacientes son los que en el episodio de IRA
presentaban las concentraciones mas elevadas de MAC (7786.2 +959 vs 4838.8 + 434
mAUmL, p=0.02). Hemos objetivado los mismos resultados en las concentraciones de
MAC del subgrupo de pacientes del grupo de “Isquemia-reperfusién”, es decir, que las
concentraciones de MAC son mas elevadas en aquellos pacientes que desarrollaran

ERC en 3 anos.

En una pequefia muestra de pacientes sometidos a trasplante renal, realizamos
determinaciones séricas de MAC 30 dias después de la recuperacion completa de la
funcién renal, y estas concentraciones, que podriamos considerar como las basales,
son mas elevadas en los pacientes que desarrollaran ERC (n=5) (4721+491 vs 2677+

681.3 mAU/mL), si bien el pequefio tamafio muestral dificulta extraer conclusiones.

También hemos encontrado diferencias entre otras citoquinas inflamatorias, de tal
manera que aquellos pacientes que desarrollaran ERC durante los 3 afios posteriores al

episodio de IRA, presentan concentraciones mas elevadas, durante el episodio de IRA,
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de NGAL (688.5 + 70.6 vs 411.2 + 20.2 ng/mL, p=0.003), mientras que los niveles
plasmaticos de IL-6 son menores en estos pacientes que presentaran ERC. A pesar de
que no hemos encontrado datos en la literatura sobre la relacion entre la ERC y las
concentraciones de MAC, es conocido por estudios tanto en humanos como en

modelos animales que la IL-6 estd elevada en situaciones de IRC*®

y estd considerada
actualmente como marcador de enfermedad cardiovascular'®. Se especula que su
accién sobre la funcién renal se produce a través de la estimulacién de factores

profibréticos que produciran ERC'®

. Aunque no existen datos en la literatura que
expliquen la evolucién de los niveles de IL-6 antes de llegar a la situacion de ERC
establecida, estd descrito que en pacientes criticos, tras la resolucién del cuadro agudo

16 asi que

se produce una disminucién plasmatica de las concentraciones de IL-6
podriamos especular que en situaciones de IRA en la que no se produzca una
reparacion completa del dafio renal, posiblemente por alteracidn entre los sistemas
inflamatorios SIRS/CARS, es decir entre IL-6/IL-10, manteniéndose una alteracién
“subclinica” por activaciéon del sistema del complemento, podria producirse como

respuesta compensadora una elevacidn progresiva de IL-6 con estimulacidn de agentes

profibréticos hasta instaurar ERC.

El hallazgo de los niveles elevados de NGAL en aquellos pacientes que
evolucionaran hacia ERC (688.5 + 70.6 vs 411.2 + 20.2 ng/mL, p=0.003) parece apoyar
esta disregulacién de distinta vias inflamatorias, que serd la responsable de la

estimulacion de vias de fibrosis produciendo ERC.

En este grupo de pacientes, a los 3 afios se producen 13 éxitus (7.9%). La
mortalidad es mas frecuente en aquellos pacientes que durante el episodio de IRA
presentan, de manera significativa concentraciones mas altas de IL-10 (47.8%+10.2

pg/mL, p<0.05) y de NGAL o lipocalina-2 (558.6+52.6 vs 343.7+54 mAU/mL, p<0.05).

Debido a que las concentraciones de MAC del grupo de pacientes pertenecientes
al grupo de “Isquemia-reperfusién” son significativamente mas elevadas que en el
resto de pacientes, decidimos analizar a estos pacientes de manera separada para

evitar sesgos de seleccion.
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Los resultados son muy similares a los obtenidos tras analizar la muestra de
manera global; es decir, las concentraciones de MAC en pacientes con funcién
retardada del injerto son significativamente mas elevadas que en aquellos pacientes
con funcién inmediata (8040.5 + 816.2 vs 4450.9 + 382 mAU/mL, p=0.001), en un
pequefio subgrupo de estos pacientes (n=17) observamos que las concentraciones de
MAC 30 dias después de la resolucién de la IRA han disminuido aunque siguen siendo

mas elevadas en aquellos con funcién retardada.

No hemos observado que las concentraciones del MAC sean capaces de discriminar
la gravedad de la IRA, pero creemos que es debido a las especiales caracteristicas
clinicas de este grupo. La necesidad de tratamiento renal sustitutivo se basa en
caracteristicas individuales de cada paciente y a diferencia del resto de etiologias de
IRA, consideramos recuperacion de funcién renal la mejoria >50% de la creatinina

plasmadtica en la primera semana tras el trasplante.

6.2. RESULTADOS DE TINCION INMUNOHISTOQUIMICA EN TEJIDO RENAL

Los resultados obtenidos tras valorar las muestras de tejido renal en las que
hemos realizado tincién inmunohistoquimica para MAC, muestran que la activacién
del complemento se produce no solo en suero sino que existe un depdsito de MAC en
el tejido renal, localizado a nivel de la membrana basal tubular de las células epiteliales
y que existen diferencias entre las muestras pertenecientes a tejido renal sano y las
muestras pertenecientes a pacientes que fallecen con IRA. Es decir, que en situacién
de IRA existe una mayor cantidad de depdsito de MAC en los tubulos tanto corticales
como medulares, con una tincién que afecta a un mayor perimetro de tubulo y
muestra una mayor intensidad que en las muestras de los pacientes que mostraban

una funcién renal normal, siendo las diferencias estadisticamente significativas.

Existen trabajos en la literatura que al estudiar tejido renal de ratones
sometidos a isquemia-reperfusién, observan depdsito de C3 en la membrana basal
tubular en aquellos con IRA®  con un patrén similar al descrito en nuestros

resultados. Estudios con inmunofluorescencia en cultivo celular de células tubulares
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epiteliales de raton, muestran una localizacidon de C3 tanto en las superficie apical
como basal de las células ®°. En nuestro conocimiento, este trabajo es el primero que
demuestra depdsito de la fraccidn litica del complemento en muestras humanas de

IRA/NTA.

Los resultados de inmunohistoquimica para Factor H en las muestras de tejido
renal procedente de autopsia, muestran que existe tincién citoplasmatica en las
células epiteliales tubulares independientemente de la funcién renal, pero que se
aprecia una mayor intensidad de la misma en las muestras con IRA. Dentro del grupo
de pacientes con IRA, observamos que en las formas histolégicas mas graves de NTA
(necrosis tipo coagulativo) muestran una tincién intensa, mientras que en las formas
histolégicas de menor severidad (degeneracién hidrépica tubular) se observa una

tincion débil frente al Factor H.

No existen estudios que hayan documentado el comportamiento histolégico
del Factor H en situaciones de IRA, pero sabemos por cultivos celulares, que las células

169 170

epiteliales proximales humanas son capaces de producir Factor H , representando

probablemente, el Unico mecanismo de defensa frente a la activacion del

171
complemento

. Buelli et al desarrollan en cultivo de células epiteliales tubulares un
modelo de enfermedad proteindrica, en el que demuestran disminucién de depdsito

de MAC en la membrana tubular tras afiadir Factor H al cultivo'’*.

Una de las limitaciones de este estudio es la utilizacion de tejido renal
procedente de autopsia. La IRA que evoluciona segun lo esperado de modo habitual no
es indicacidon habitual de biopsia renal, por lo que esta ampliamente aceptado la

obtencidn de tejido renal de autopsia para estudios de NTA'"?

. A pesar de todo, esto
podria implicar que este tejido no sea representativo de la NTA de la practica clinica
habitual. Para confirmar los hallazgos obtenidos, decidimos disefiar un pequeno grupo
de NTA de pacientes de los que ademas contaramos con suero para estudiar Factor Hy

MAC.
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6.3. RESULTADOS DEL SUBESTUDIO EN TRASPLANTE RENAL

Los resultados en este subestudio son superponibles a los descritos
previamente, tanto los experimentos en suero como los resultados de la tincidn

inmunohistoquimica.

Las concentraciones plasmaticas de MAC realizadas al 72 y 302 dia post-
trasplante renal en 10 pacientes con IRA, muestran que los niveles de MAC en el
momento inicial son mas elevados en aquellos pacientes que no recuperan funcion
renal a los 30 dias, aunque sin alcanzar significacidn, mientras que las concentraciones
de MAC si son significativamente mds elevados a los 30 dias post-TR en aquellos

pacientes que no recuperan funcion renal.

Respecto a las concentraciones plasmaticas de Factor H realizadas en estos
pacientes no hemos hallado ninguna diferencia entre los pacientes que recuperaran
funcién renal y los que no; si bien es cierto que no existen estudios que hayan descrito

el comportamiento el Factor H en IRA.

Los resultados de las tinciones inmunohistoquimicas para Factor H y MAC en
tejido renal procedente de biopsia por indicacion clinica, muestran el mismo patrén de
tincion que hemos obtenido en las muestras procedentes de autopsias, con la Unica
excepcion de las muestras de pacientes “controles”, en las que no se observa tincién
con ninguno de los dos anticuerpos, mientras que en la muestras de autopsia se
objetivaba tincidon con ambos anticuerpos pero de menor intensidad a la que muestran
los pacientes con IRA. Es probable que esto traduzca el efecto de hipoxia perimorten

gue sufrieron estos pacientes.
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7. CONCLUSIONES

1. En la IRA humana existe una activacién del sistema del complemento tanto a
nivel sistémico (suero) como local (tejido renal), independientemente de la etiologia

del dafio renal.

2. Las concentraciones plasmaticas de MAC sirven para identificar aquellos

pacientes que presentaran formas mas severas de IRA.

3. La activacion del sistema del complemento parece tener influencia en la

funcién renal a medio plazo.

4. Existe un aumento de Factor H tanto a nivel sistémico (suero) como local

(tejido renal) en pacientes con IRA.

5. En la IRA se produce activacidon de distintas vias inflamatorias parece que

iniciadas por el sistema del complemento.

6. Las determinaciones plasmaticas de IL-6 y de NGAL sirven para identificar

aquellos pacientes que presentaran en su evolucidon formas mas severas de IRA.
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8. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabajo de investigacion tiene una serie de limitaciones. El pequefio
tamafio muestral y la falta de determinaciones seriadas de los componentes del
sistema el complemento (MAC y Factor H) y de los distintos marcadores inflamatorios

(IL-6, IL-10 y NGAL) en la evolucién de la IRA, son probablemente las mds importantes.

Por otro lado los resultados de este trabajo son mayoritariamente descriptivos
y es necesario el disefio de trabajos de investigacion, ya sea a través de muestras bien
disefadas o experimentos en modelos de IRA (animales o cultivo celular) que nos
permitan profundizar en la relacién entre el sistema del complemento y otras vias

inflamatorias y en la relacidn con el Factor H y sus proteinas homdlogas.
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