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1. Introduccién

1.1. Enfermedad Renal Croénica

1.1.1. Definicién

La enfermedad renal crénica (ERC) se define como la presencia de alteraciones
en la estructura o funcion renal durante al menos tres meses consecutivos, pudiéndose

constatar las mismas de forma prospectiva o retrospectiva (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Criterios diagndsticos de la enfermedad renal. Fuente: Guia KDIGO (1).

Criterios de ERC? (cualquiera de los siguientes durante mas de 3 meses)

Albuminuria elevada

Alteraciones en el sedimento urinario

Alteraciones electroliticas u otras de origen tubular
Marcadores de dafio renal

Alteraciones estructurales histoldgicas

Alteraciones estructurales en prueba de imagen

Trasplante renal

FG® disminuido FG < 60 mL/min/1,73 m?

*ERC: Enfermedad renal crénica; °FG: Filtrado glomerular.

Tras la confirmacion de la ERC, ésta se clasificara en diferentes grados seguin los
niveles de filtrado glomerular (FG) y albuminuria encontrados en los pacientes

(Tabla 1.2), asi como segun la etiologia de la misma (1).

[11]



1. Introduccién

Tabla 1.2. Clasificacidn en grados de la enfermedad renal cronica. Fuente: Guia KDIGO.

Categorias del FG

Categoria FG? Descripcion
G1 > 90 Normal o elevado
G2 60 - 89 Ligeramente disminuido
G3a 45 - 59 Ligera a_mo_der_adamente
disminuido
G3b 30 - 44 Moderafja a_ grfivemente
disminuido
G4 15- 29 Gravemente disminuido
G5 <15 Fallo renal
Categorias de albuminuria
Categoria Albuminuria” Descripcion
Al <30 Normal a ligeramente elevada
A2 30-300 Moderadamente elevada
A3 > 300 Muy elevada

%FG: filtrado glomerular, en mL/min/1,73 m% P°La albuminuria se expresa como cociente alblimina
creatinina® en mg g™ en muestra aislada de orina.

1.1.2. Etiologia

Las causas de la ERC varian de unos paises a otros en funcién de factores
genéticos, ambientales y de las condiciones sociosanitarias del pais. Estas se
estableceran por la presencia o ausencia de una enfermedad sistémica con potencial
afectacion renal o mediante las alteraciones anatomopatol6gicas observadas en el

organo.

En los paises en vias de desarrollo la glomerulonefritis crénica y la nefritis intersticial
son hoy dia la principal causa de ERC, reflejando la alta prevalencia de infecciones

bacterianas, virales y parasitarias que afectan a la poblacion de estos paises.

[12]



1. Introduccién

Entre los agentes bacterianos mas frecuentes se encuentran la tuberculosis y las
infecciones causadas por estreptococos. En el caso de las infecciones virales, son los
virus del VIH vy los de la hepatitis B y C los que més casos de ERC desencadenan, y

entre las parasitarias el esquistosoma, el kala azar, la malaria y las filiar (2).

Por otra parte, la creciente tasa de diabetes mellitus e hipertensién que se esta dando hoy
dia en estos paises hace que la incidencia de la ERC aumente afio tras afio. Se estima
que en el afio 2030 la prevalencia de diabetes en los paises subdesarrollados sera de mas
del doble de la presente en la actualidad, hecho que aumentara el nimero de casos de

patologia renal (3).

Estos datos son una de las principales preocupaciones de las autoridades sanitarias de
los paises subdesarrollados, ya que se estima que mas del 70% de los pacientes con
ERC terminal del mundo residiran en ellos, siendo su economia solo un 15% del total

de la economia mundial (3).

En los paises desarrollados la etiologia de esta patologia es diferente y ha cambiado
mucho desde hace unos afios. Anteriormente la causa mas frecuente de insuficiencia
renal era la glomerulonefritis, pero hoy dia ha sido superada por la nefropatia diabética

en primer lugar, y por la nefrosclerosis hipertensiva a continuacion (4).

Estos cambios en la etiologia de la ERC se explican por los nuevos habitos adquiridos
en la sociedad occidental tales como una inadecuada alimentacion con un exceso
caldrico, que asociado a un incremento del sedentarismo, han desencadenado un

aumento exponencial del desarrollo de enfermedades crdnicas (5).

[13]
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Por otra parte, el adecuado manejo de la glomerulonefritis en los paises desarrollados
estd impidiendo que esta enfermedad se cronifique y por lo tanto su importancia en la

génesis de la ERC ha ido disminuyendo (6).

En Espafa, segln evidencia el registro oficial de Didlisis y Trasplante de la Sociedad
Espafiola de Nefrologia de 2014, la ERC se presenta asociada a cuatro patologias
cronicas de alta prevalencia como son la diabetes mellitus, la hipertension arterial, la

insuficiencia cardiaca y la cardiopatia isquémica (7).

1.1.3. Incidenciay prevalencia de la enfermedad renal crénica

A nivel global, la incidencia y prevalencia de la ERC estdn aumentando
notablemente en los Gltimos afios debido a factores como el aumento de la aparicion de
enfermedades cronicas como la diabetes tipo 2, la hipertension arterial y la
arterioesclerosis, asi como por el envejecimiento de la poblacion (el 22% de la

poblacion mayor de 64 afios y el 40% mayor de 80 afios padece ERC) (8).

- Incidencia

La mayoria de los expertos estan de acuerdo en que la incidencia media mundial
es en torno a 150 casos por millén de poblacion (pmp), y que las diferencias entre unos

paises y otros se deben a los factores genéticos y ambientales (2).

Por ejemplo, en Estados Unidos la incidencia es mucho mayor entre los hispanos y
afroamericanos que entre los blancos nativos, incidencia que también vemos

incrementada en esta subpoblacion estadounidense con respecto al mismo grupo étnico

[14]
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residente en Africa o en Europa. Esto es debido al aumento de enfermedades crénicas

desencadenadas por los malos habitos dietéticos y el sedentarismo (2).

En Espafa, aproximadamente 4 millones de personas padecen ERC, con una incidencia
media en el afio 2014 de 133,6 pmp, dato que vemos claramente aumentado si lo

comparamos con los datos de 2010, que reflejan una incidencia media de 121,1 pmp (7).

- Prevalencia

La prevalencia continla aumentando en la mayoria de los paises, debido al
incremento de la incidencia y al desarrollo y mejora de las técnicas y tratamientos de la

ERC.

En Japon ronda los 2000 casos pmp (9), 1500 casos pmp en Estados Unidos (10) y en
torno a 800 casos pmp en la Union Europea, siendo en Espafia de 1092 pacientes pmp

en el 2015 (11).

En los paises en vias de desarrollo la prevalencia es mucho menor, siendo de 100 casos
pmp en el Africa subsahariana y en la India, de 400 casos pmp en Latinoamérica, y de

mas de 600 casos pmp en Arabia Saudi (2).

1.2. Tratamiento y soluciones. Trasplante renal.

1.2.1. Tratamiento

El tratamiento de los pacientes con ERC debe ser integrado y unitario,
decantandose en cada uno de ellos por la opcion terapeutica mas adecuada. Esta

dependera de las diferentes caracteristicas personales y sociolaborales del paciente, de la

[15]
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comorbilidad asociada de cada opcion, de la valoracion de los beneficios y los riesgos,

de la calidad de vida, etc.

La ERC es una enfermedad progresiva que se cronifica y hace que cada afio unas 6000
personas con insuficiencia renal necesiten seguir uno de los tres tipos de tratamiento
sustitutivo renal (TSR): hemodialisis (HD), dialisis peritoneal (DP) o trasplante renal
(TR). Entre ellos, el TR ha resultado ser el tratamiento mas efectivo para esta patologia,
no existiendo a dia de hoy, practicamente ningln estudio en el que no se encuentre que

la calidad de vida relacionada con la salud mejord tras el mismo (12).

Segun el Registro Espafiol de Enfermos Renales, en el afio 2012 el 80% de los pacientes
que necesitaron TSR lo hicieron mediante HD, un 16,4% empezaron DP y el resto, poco

mas del 3,5%, directamente con un TR (13).

El coste por paciente del tratamiento de esta patologia es muy elevado debido a que
muchos de ellos son pluripatoldgicos o crénicos complejos. Si lo comparamos con otras
patologias vemos que el coste de su tratamiento es seis veces mayor que el del
tratamiento de pacientes con infeccion por VIH y 24 veces mayor que el del tratamiento
de pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica o asma. Esto supone un
elevado gasto para el Sistema Nacional de Salud, suponiendo el coste del TSR entre el

2,5% y el 3,0% del total de su presupuesto (11).

El incremento anual de la prevalencia de esta patologia en Espafia hace que cada vez los
costes de la ERC sean mayores para el Sistema Nacional de Salud. Por este motivo se
debe seguir avanzando en el estudio de esta patologia y en la busqueda de tratamientos

cada vez mas eficientes que nos permitan optimizar al maximo los recursos disponibles.

[16]
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1.2.2. Historia del trasplante renal

El primer trasplante de érganos realizado con éxito fue un trasplante renal. Lo
Ilevaron a cabo el equipo de los doctores Murray y John Merril en la ciudad de Boston
(EE.UU.) el 23 de diciembre de 1954, logro por el que recibieron en 1991 el Premio
Nobel de Medicina. Dicho trasplante fue entre gemelos univitelinos, siendo el receptor

un joven de 23 afios afecto de una glomerulonefritis en estadio terminal.

Sin embargo, los trasplantes que se efectuaban con rifiones de donante caddver seguian
teniendo pésimos resultados debido al rechazo agudo. Este tipo de eventos no se
consiguié controlar hasta el descubrimiento de la Azatioprina en la década de los
sesenta, cuando se vio que al asociarla con esteroides se conseguia evitar este tipo de
rechazo, siendo por tanto dicha combinacion el primer tratamiento inmunosupresor

capaz de aumentar la supervivencia del injerto (14).

En Espafa, el primer trasplante de rifion lo realizaron el urélogo Dr. José Maria
Gil-Vernet y el nefrélogo Dr. Antonio Caralps en el Hospital Clinico de Barcelona en
1965. Esta aventura cientifica les costd una denuncia por apropiacion indebida de
organos, algo que afortunadamente se resolvio posteriormente sin grandes problemas

(15).

No obstante, la consolidacion del TR no fue hasta finales de la década de los setenta con
el perfeccionamiento de la tipificacion del HLA, y la aceptacion y reconocimiento legal
de la muerte cerebral de forma generalizada, hecho que permitié el aprovechamiento e

intercambio de rifiones procedentes de donante cadaver (15).

El posterior descubrimiento de farmacos inmunosupresores, entre los que estan la

ciclosporina A, los anticuerpos monoclonales y policlonales, el tacrolimus, el

[17]
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micofenolato mofetil, el sirolimus y el everolimus, y su introduccién en la practica
clinica durante los Gltimos afios de la década de los noventa y los primeros del siglo
XXI1, permitio personalizar los tratamientos y alcanzar una sinergia inmunosupresora

que disminuyd6 drasticamente la tasa de rechazo agudo.

En la actualidad, el TR se ha convertido en un procedimiento rutinario y habitual en los
grandes hospitales de Espafia, gracias a los importantes avances en la terapia
inmunosupresora y al alto grado de especializacion que han conseguido los equipos de
trasplante. Este procedimiento solo se ve limitado por la baja disponibilidad de rifiones
aptos para trasplante en relacion con el aumento de la demanda de pacientes que lo

necesitan, desequilibrio que aumenta afo tras afo.

A pesar de esta limitacion, el nimero de trasplantes renales en Espafia continla
aumentando (Figura 1.1), ya que aunque se utilicen 6rganos subdptimos para el
trasplante, esta terapia sigue siendo la mejor opcion y la que proporciona una mayor

supervivencia a los pacientes con una mejor calidad de vida.
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Figura 1.1. Casuistica en Espafia para el trasplante renal. Fuente: Organizacion Nacional de
Trasplante.
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1.2.3. Modelo espafiol de trasplantes. Organizacion Nacional de Trasplantes.

Espafia es lider internacional en trasplantes gracias a la actuacion de la
Organizacién Nacional de Trasplantes (ONT). Dicho organismo se cre6 en 1989 e
indujo, entre otras medidas la creacion de una red nacional de coordinadores entrenados
especificamente para el trasplante, con un alto grado de motivacion y con un perfil

especifico y distinto al de otros paises europeos.

Los coordinadores son en su gran mayoria medicos intensivistas entrenados por la ONT
para detectar posibles donantes, abordar a la familia y hacer lo necesario para lograr la
donacidn. Gracias a su labor, Espafia paso de tener uno de los indices de donacion mas
bajos de Europa (14 donantes pmp) a alcanzar los mas elevados del mundo (41 donantes
de 6rganos pmp entre marzo de 2015 y marzo de 2016), superando en mas de 20 puntos
a la media de la Uni6n Europea (19,6 donantes pmp) y en méas de 14 a la de Estados

Unidos (26,6 pmp), segun los datos aportados por la ONT espafiola (15).

Espafia, gracias al ya conocido como modelo espafiol de donacién y trasplantes, o
“spanish model” fuera de nuestras fronteras, desarroll6 un total de 4.769 trasplantes en
2015, de entre los cuales 2.905 fueron trasplantes renales. Estos datos sitian a Espafia
como uno de los pocos paises a nivel internacional que presentan un continuo

incremento de los indices de donacion (15).

En el caso de la Comunidad Auténoma de Murcia, en el afio 2015 alcanz6 una tasa
historica de donaciones, y se situd a la cabeza en la lista de comunidades con mayor tasa
de donaciones multiorganicas por millon de poblacion (44,3 donaciones pmp),
superando en cinco puntos a la media del pais (39,7 donaciones pmp). En total se

realizaron 366 trasplantes en la region, de los cuales 68 fueron de rifion (16).
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Las exitosas medidas tomadas por la ONT han sido ampliamente descritas en la

literatura especializada y entre las mas destacadas encontramos las siguientes:

Una red de coordinadores de trasplante a tres niveles: nacional, autonémico y

hospitalario.

- Un programa de calidad en el proceso de donacion de érganos, llevado a cabo por
los coordinadores de trasplante, y un gran esfuerzo en formacion continuada.

- Una oficina central de la ONT que actia como agencia de servicios en apoyo de
todo el sistema y que se encarga de la distribucién y transporte de los érganos, del
manejo de las listas de espera, de las estadisticas y de la informacion general y
especializada.

- Una gran dedicacion a los medios de comunicacion con el fin de mejorar el nivel de

conocimiento de la poblacién espafiola sobre la donacion y el trasplante.

- Una legislacion adecuada.

1.3. Problematicay supervivencia de los trasplantados renales

1.3.1. Supervivencia del paciente trasplantado

El trasplante renal es la terapia de eleccion para la mayoria de las causas de
enfermedad renal crénica terminal (ERCT), ya que se asocia con una mayor
supervivencia del paciente, una mejora en la calidad de vida y un coste menor que el

tratamiento sustitutivo con diélisis (17).

En la Tabla 1.3 podemos ver las tasas de supervivencia para el paciente y para el injerto

(18).
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Tabla 1.3. Tasas de supervivencia del injerto (censurando la muerte) y del paciente en las
distintas modalidades de trasplante en la era de la moderna inmunosupresion

Trasplante renal con Trasplante renal con
donante cadaver? donante vivo®

Supervivencia Injerto

1 afio 93 96

5 afios 85 90

10 afios 70 80
Supervivencia Paciente

1 afio 96 98

5 afios 87 90

10 afios 72 80

®Tasas expresadas en tanto por ciento

La esperanza de vida a corto plazo del paciente trasplantado renal ha mejorado
considerablemente en los Gltimos afios. Sin embargo no lleva una trayectoria paralela
con los datos de supervivencia obtenidos para los trasplantes a medio y largo plazo,
debido entre otras causas a la elevada mortalidad que presentan estos pacientes por

causa cardiovascular, tumoral e infecciosa (18).

- Enfermedad cardiovascular en los pacientes trasplantados renales

La enfermedad cardiovascular en los pacientes trasplantados renales con injerto
funcionante es la principal causa de muerte, suponiendo entre el 30-40% de la
mortalidad a largo plazo. Ademés, con respecto a la poblacién general, esta

incrementada en 3-4 veces (19).

Esta elevada mortalidad cardiovascular no se explica suficientemente bien por los
tradicionales factores de riesgo vascular, por lo que es posible que otros factores no

tradicionales contribuyan a esa menor supervivencia del paciente trasplantado como el
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tiempo que permanece el paciente en didlisis, una historia previa de diabetes mellitus o

de enfermedad cardiovascular, o la disfuncién del injerto (18).

Asimismo, en estos enfermos la presencia de calcificaciones vasculares pretrasplante, la
hiperhnomocisteinemia, la inflamacion, el sindrome metabdlico o la hipertrofia
ventricular izquierda son entidades clinicas muy prevalentes que pueden incrementar el

riesgo de muerte tras el trasplante.

- Enfermedad tumoral en los pacientes trasplantados renales

El desarrollo de una neoplasia en estos pacientes puede producirse por tres vias
diferentes: por transmision de la enfermedad a partir del donante, por recurrencia de un

tumor previo o por aparicién de un nuevo tumor.

El cancer supone una mortalidad de entre un 9 y un 12% en los pacientes trasplantados
(20). Ademas en este tipo de pacientes se caracteriza por una progresion mas rapida y

por tanto una tasa mayor de mortalidad.

Aungue no se conocen exactamente los mecanismos de este fendmeno, dos podrian ser
los que hacen que la inmunosupresion favorezca el desarrollo del cancer. El primero de
ellos seria por accion directa de ciertos farmacos inmunosupresores, ya que hay datos
que sugieren que tanto la ciclosporina como el tacrolimus podrian inducir la expresion
del factor de crecimiento transformante betal, asociado con la invasién y diseminacion
de los tumores (21). El segundo esta relacionado con la depresion sostenida del sistema
inmune, favoreciendo las infecciones oportunistas por virus con potencial oncogenico y
alterando componentes del sistema inmune como las células “natural Kkiller”,
involucradas en la vigilancia inmunologica y la eliminacion temprana de ceélulas

neoplasicas (20). Ademas, factores de riesgo como la edad, el habito tabaquico, el
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antecedente de otras neoplasias previas al TR y las infecciones viricas, van a contribuir

de forma directa a esta mayor mortalidad de origen tumoral (22).

- Enfermedades infecciosas en los pacientes trasplantados renales

Las infecciones, a pesar de los avances en prevencion desarrollados para
pacientes trasplantados, siguen siendo una de las principales complicaciones (20-30%),

pudiendo en ocasiones condicionar la supervivencia del paciente y del injerto.

El paciente trasplantado tiene un riesgo aumentado de adquirir infecciones debido al
empleo de técnicas invasivas durante el trasplante, a los sondajes posteriores y a la
terapia de inmunosupresion que reciben. Ademas, muchos pacientes son afiosos y/o

diabéticos, factores que favorecen el desarrollo de una infeccion.

El tipo de infeccion que suelen presentar los pacientes trasplantados va cambiando
segun avanza la etapa postrasplante: en el primer mes suelen aparecer infecciones
nosocomiales por bacterias multirresistentes derivadas de la intervencion quirdrgica y
del uso de sondaje vesical y catéteres intravenosos; en el periodo comprendido entre el
primer y el sexto mes los pacientes presentan mayor riesgo de infecciones oportunistas
debido a que la terapia de inmunosupresion es maxima (enfermedad por
citomegalovirus, infeccién fangica invasora, etc.); a partir del sexto mes los pacientes
presentarian infecciones comunitarias, de forma similar a la poblacién general, pero
también puede producirse reactivacion de ciertos virus latentes (virus BK,
citomegalovirus), siendo la enfermedad por citomegalovirus la infeccion viral més

frecuente (23).
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1.3.2. Supervivencia del injerto

El nimero de casos de rechazo agudo ha disminuido notablemente a lo largo de
las dos Gltimas décadas, con un consecuente aumento de la supervivencia del injerto en
el primer afo. Sin embargo, los resultados a largo plazo no han mejorado tanto,

desconociéndose aun los motivos de esta diferencia (24).

Se piensa que la falta de mejora de supervivencia a largo plazo es por el empleo en el
trasplante de dérganos con criterios expandidos, es decir, 6rganos de pacientes afiosos,
con antecedentes de hipertension, con aumentos de creatinina previos o con infarto de

miocardio.

Los datos de supervivencia registrados en Espafia varian de unos estudios a otros, no
obstante, todos muestran un aumento de ésta. En el caso del Grupo Espafiol para el
Estudio de la Nefropatia Crénica del Trasplante, sus resultados mostraron una reduccion
de la tasa de rechazo agudo del 46,0 al 15,8 % entre 1990 y 2002, acompafiada de un
aumento no significativo en la vida media del injerto censurando la muerte del paciente
(24). Otro estudio nacional, en este caso un estudio unicéntrico realizado con mas de
1400 pacientes, mostrd que entre los periodos 1985-1995 y 1996-2005 se produjo un

aumento significativo en la vida media del injerto renal de casi 1 afio (25).

En la Tabla 1.4 se muestran los principales factores de riesgo, inmunoldgicos y no
inmunoldgicos, para la pérdida de los injertos renales, siendo el rechazo agudo un factor
de riesgo de primera magnitud, especialmente si coexiste con otros factores no
inmunologicos como el retraso en el inicio de la funcion o la edad avanzada del donante

(26).
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Tabla 1.4. Factores de riesgo inmunoldgicos y no inmunoldgicos asociados a mayor riesgo de
pérdida de los injertos renales.

Factores de riesgo inmunolégico Factores de riesgo no inmunoloégico
e Rechazo agudo o Dafio por isquemia-reperfusién
e Rechazo subclinico e Muerte cerebral
e Escasa compatibilidad HLA e Edad del donante
e Sensibilizacién previa con o Desbalance ponderal donante-receptor
anticuerpos anti-HLA e Proteinuria
e Falta de cumplimiento terapéutico e Hiperlipidemia, diabetes mellitus
e Escasa inmunosupresion e Hipertension arteria

o Nefrotoxicidad por anticalcineurinico

e Otros: infecciones, radicales libres,
tabaco, etc

Combatir estos factores de riesgo es la principal prioridad de los equipos de trasplante
y, para ello, es imprescindible seguir una serie de protocolos en la seleccion y
seguimiento del paciente como son: una adecuada seleccion del receptor en funcién de
las caracteristicas del donante; un adecuado seguimiento post-TR mediante la
monitorizacién de la funcién renal, de los niveles de inmunosupresores y del estado
clinico; evitar infecciones tanto en el trasplante como en el periodo posterior; un control
ponderal y del estado metabdlico del paciente; evitar posibles agentes nocivos contra el

injerto; etc.

1.4. Marcadores de seguimiento y evaluacién del injerto

1.4.1 Marcadores tradicionales de seguimiento y evaluacion del injerto

El seguimiento y evaluacion del funcionamiento del injerto en el periodo

postrasplante, estan basados principalmente en la monitorizacion de los niveles de
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proteinuria y de creatinina sérica (CrS). Con la CrS vamos a determinar el filtrado
glomerular estimado (FGe) o aclaramiento de creatinina estimado mediante formulas
especificas. Cuando se produce una alteracion de los parametros evaluadores o si la
clinica lo requiere, se realizar4 una biopsia renal para ver el estado histoldgico del

injerto.

1.4.1.1. Creatinina

La creatinina es un metabolito generado a partir de la degradacion de la creatina
muscular, cuyos niveles séricos estan influenciados por un gran numero de factores
como la edad, la masa muscular, el sexo, la hidratacion y la medicacion concomitante
del paciente. Su monitorizacion es facil, llevandose a cabo simplemente con una

extraccion periddica de sangre.

El principal problema del uso de este metabolito como referencia para la evaluacion de
la funcién renal es que, ademas de estar influenciado por numerosos factores, sus
niveles aumentan cuando el rechazo esta ya en un estadio avanzado y se ha perdido una
gran parte de la funcion renal (27). Esto conlleva un retraso en la deteccion del rechazo

y, consecuentemente, en la toma de las medidas terapéuticas adecuadas.

1.4.1.2. Filtrado glomerular

Para el calculo del FGe siempre se ha empleado la férmula del aclaramiento de
creatinina (Acl.Cr), que emplea la CrS y la creatinina en orina (CrO), pero en los
ultimos afios esta siendo sustituida por nuevas formulas de calculo debido al empleo

cada vez menos frecuente de la orina de 24 horas como muestra diagndstica (28).
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Acl.Cr (mL/min)

[CrO (mg/dL) x volumen orina (mL) / CrS (mg/dL) x tiempo (min)]

Las nuevas formulas para el célculo de la FGe son la férmula CKD-EPI y la formula

MDRD-4. Ambas incluyen la edad, el sexo, la raza y la creatinina sérica del paciente.

MDRD-4 variables (mL/min/1.73m?)

[186,3 (mg/dL) x CrS™*** x Edad®?®x 0,742 (Si mujer) x 1,21 (si afroamericano)]

CKD-EPI (mL/min/1.73m?)

[141 X min (CrS (mg/dL)/ k 6 1)* X max (CrS (mg/dL)/ k 6 1)™?% X 0,993
X 1,018 (Si mujer) X 1,159 (Si afroamericano)]

K: 0,7 si mujer; 0,9 si hombre

a: -0,329 si mujer; -0,411 si hombre
Min: EI minimo de CrS (mg/dL)/ ko 1
Max: El méximo CrS (mg/dL)/ k o 1

El uso de las nuevas formulas de estimacion del FG tiene algunas limitaciones y no se
deben emplear en los siguientes casos: individuos que siguen dietas especiales
(vegetariana estricta o hiperproteica), pacientes menores de 18 afos, sujetos con
alteraciones importantes en la masa muscular (amputaciones, enfermedades con pérdida
de masa muscular con indices de masa corporal extremos (< 19 kg m? 0 > 35 kg m™),
en el embarazo, o cuando se requiere una estimacion mas precisa del FG (1). Es en

todos estos casos en los que se sigue empleando la determinacion del Acl.Cr.
1.4.1.3. Proteinuria

La proteinuria 0 excrecion de proteinas en orina, se ha medido tradicionalmente

en orina de 24 horas, pero la inadecuada recogida de la muestra en un gran namero de
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casos ha conducido a los especialistas a la utilizacion del cociente
proteinas urinarias / creatinina urinaria (PtO CrO™). Este cociente se mide en la orina de
primera hora de la mafiana y nos ofrece una estimacion bastante exacta de la proteinuria

excretada por el paciente durante un dia completo (28).

La presencia de proteinuria postrasplante es un factor de riesgo importante para el
desarrollo de nefropatia crénica del injerto. Es posible que la proteinuria pueda causar
un dafio tubulointersticial y contribuya al dafio renal en la nefropatia cronica, siendo por
tanto un marcador de mal prondstico en los pacientes trasplantados renales y que influye
negativamente en la progresion del injerto, en su supervivencia y, lo que es mas

importante, en la supervivencia del paciente.

El hallazgo de proteinuria en un paciente trasplantado debe ser siempre estudiado para
ver su etiologia (29), siendo necesario en muchas ocasiones hacer una biopsia para una
adecuada categorizacion de la misma (30). Por tanto, la proteinuria nos va a anunciar
que hay un problema renal, pero tampoco nos aclara la etiologia del mismo, para lo cual

habria que recurrir a la biopsia.
1.4.1.4. Biopsia del injerto

La biopsia, considerada como el “Gold-Standard” para el diagndstico de un
rechazo del injerto, es un procedimiento invasivo, costoso y que requiere de un equipo
con un alto grado de formacién para llevarlo a cabo. Ademas, a pesar de haberse
optimizado mucho en los ultimos afios consiguiendo una muy alta seguridad en la
intervencion (31), el riesgo de hemorragias y la consecuente pérdida del dérgano

trasplantado es algo que a dia de hoy todavia ocurre.
La interpretacion del analisis de la biopsia tomada no es tarea facil, pudiendose
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encontrar grandes diferencias interobservador. lgualmente, se necesita una buena
comunicacion entre nefrlogo y patélogo, ademas de una minuciosa recogida de datos

clinicos (32).

Esta dificultad en la valoracién e interpretacion de la muestra, sumada a los posibles
errores que se puedan cometer en la toma de muestra de la biopsia, hacen que sea un
proceso dificil de estandarizar y por tanto dificil de optimizar al méximo, a pesar de los
grandes avances conseguidos en los Gltimos afios en este campo gracias al empleo de las

técnicas mas innovadoras.

1.4.2. Nuevos parametros para la evaluacién y seguimiento del injerto

Dada la falta del marcador idoneo para el seguimiento del estado del injerto tras
el trasplante, son multiples los estudios que han surgido encaminados a la basqueda de
un marcador que nos permita facilmente la monitorizacién de la funcién del érgano
trasplantado, y nos haga saber de una forma precisa e incipiente cuando se va a producir

un rechazo.

El marcador ideal para la monitorizacion de un trasplante debe cumplir una serie de

requisitos que se describen a continuacion (33):

Marcador determinado en muestras de facil acceso (sangre, orina, etc.).
- Estable en la muestra tras la recogida de la misma.

- Método simple, econdmico y reproducible.

- Robusto y apto para diferentes diluciones.

- Sensible y especifico.

- Capaz de diferenciar diferentes grados y tipos de rechazo.
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Durante méas de cuatro décadas, la evaluacion del injerto se ha llevado a cabo mediante
la monitorizacion de diferentes metabolitos (34). Sin embargo en los ultimos afios,
ademés del estudio de estos metabolitos cominmente conocidos, se han estudiado
nuevas lineas de marcadores de rechazo que van desde marcadores inmunoldgicos,
celulares y de inflamacién, hasta marcadores descubiertos a raiz de la aparicién de las
nuevas ciencias “Omicas” como la transcriptomica (35), la proteémica (36) y la

metaboldémica (33).

1.4.3. Empleo de la lipidomica en la busqueda de nuevos marcadores

La lipidomica es una de las ciencias holisticas surgidas en los Ultimos afios
derivada de la metabol6mica, que se dedica al estudio y caracterizacion del conjunto de
los lipidos celulares y de sus metabolitos, de las moléculas con las que interactla y de

sus funciones en el organismo (37).

Esta ciencia surge a partir de los avances en una modalidad de la espectrometria de
masas, que combinada con técnicas de separacién como la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), permiten hoy dia de una forma fiable, rdpida y sensible, la

deteccion de una gran variedad de especies lipidicas en muestras de pequefio volumen.

Clasicamente se ha considerado que los lipidos cumplen dos funciones generales, una
estructural en las membranas celulares y otra almacenadora de energia. Sin embargo, los
avances cientificos han evidenciado que hay miles de especies de lipidos diferentes en
el cuerpo humano, sugiriendo la existencia de funciones aun no exploradas (37)

desarrolladas por los mismos y/o por sus metabolitos.
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Muchos de estos metabolitos son eliminados por orina, ya sea en su forma libre o en su
forma conjugada con &cido glucurénido o grupos sulfato (38), hecho que permite su
facil monitorizacion al tratarse de una muestra no invasiva, algo fundamental para un

marcador de monitorizacién de una patologia cronica como es el trasplante renal (33).

1.5. Estrés oxidativo. Marcadores de patologias

1.5.1. Estrés oxidativo y sistema antioxidante

Hace ya mas de 200 afios que se empez6 a hablar de los efectos nocivos del
oxigeno sobre las células debido a su potencial como agente oxidante, pero no fue hasta
la década de los 50 del siglo XX cuando este mecanismo patogénico, conocido hoy

como estrés oxidativo (EO), se empez6 a estudiar (39).

Estrés oxidativo

Dano tisular
Enfermedad Dano oxidativo Inflamacién

v t

Lipidos, proteinas, acidos nucleicos

Dafio mitocondrial ‘J

Figura 1.2. Instauracion del estrés oxidativo y consecuencias desencadenadas. Fuente:
Lab. Dr. Echevarne.
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La instauracion del EO ocurre cuando se genera un desequilibrio entre la produccién de
radicales libres (RL) y la capacidad de defensa frente a los mismos del sistema

antioxidante de un organismo (Figura 1.2).

El sistema antioxidante de un ser vivo tiene dos funciones fundamentales, por una parte
se encarga de evitar que se produzcan dafios sobre la célula mediante la neutralizacion

rapida de los RL generados, y por otra de reparar el dafio ya causado por los mismos.

Existen diversos antioxidantes en el organismo, habiendo sido clasificados por algunos
autores como primarios y secundarios (40) (Tabla 1.5). Entre ellos los mas estudiados

son las enzimas glutation peroxidasa, catalasa y superdxido dismutasa (41).

Tabla 1.5. Clasificacion de los diferentes antioxidantes. Fuente: Rosado-Pérez J. Inflamacién
crénica y estrés oxidativo en la diabetes mellitus (40).

Antioxidantes primarios Antioxidantes secundarios

Enzimas Proteinas

VitaminasEy C

) Vitamina A 'y carotenos
Transferrina

Superoéxido dismutasa Acido Urico
Ceruloplasmina

Glutation peroxidasa Bilirrubina

Albimina

Catalasa Alblimina
Metalotioneinas

Melatonina

Estrégenos

Cuando la capacidad de neutralizacion de RL del sistema antioxidante se ve
sobrepasada, ya sea por un exceso de produccion de RL o por una limitada capacidad

antioxidante, se desencadena un dafio celular por EO que puede afectar a los
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aminoéacidos de las proteinas, a los lipidos celulares y al ADN. Cuando el EO es severo

Ilega producir la apoptosis e incluso la necrosis celular (42).

El efecto toxico que presentan los RL sobre las células se debe primordialmente a la
presencia en su estructura de un electrén desapareado que actuard como oxidante sobre

otras moléculas del organismo (43).

1.5.2. Sintesis de radicales libres

La sintesis de RL en el organismo es un mecanismo natural e indispensable para
la funcidén inmune (44), pero que cuando se prolonga puede ser un problema para las
células y sus funciones, ya que el sistema antioxidante se agotard generando un dafio

que puede llegar a ser irreversible.

Los principales RL producidos en el organismo son los derivados de la respiracion
aerobia y se denominan especies reactivas de oxigeno (ERO). Estos se forman por la
reduccion secuencial del oxigeno, originando primero el ién radical superoxido,
posteriormente al peréxido de hidrégeno y finalmente al radical hidroxilo, el mas

reactivo de todos (Figura 1.3).

OE +1e 02-‘ +1e+2ﬁ HEOE +1e OH™"* +1e + 2'! EHQO

Figura 1.3. Reaccidn de reduccion secuencial del oxigeno con la generacién de radicales
libres de oxigeno.

El producto final de esta cadena de reacciones puede ser la molécula de agua, en cuyo

caso las posibilidades de dafio al organismo son menores. Sin embargo, considerando
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gue éste es un sistema dindmico, es probable que se den otras interacciones bioquimicas

que conduzcan a la sintesis de mas RL y a su acumulacion.

La propagacion de la sintesis de RL se suele producir por la presencia de iones
metalicos reductores o de compuestos derivados de nitrégeno que la favorecen, o como
consecuencia de un déficit en los donadores de electrones necesarios para estabilizar
estos RL producidos en exceso (40). Esta excesiva produccion de RL puede ser de
origen enddgeno, producidos por el organismo en su funcionamiento habitual, o

exogeno, debido a factores externos (42) (Tabla 1.6).

Tabla 1.6. Mecanismos de produccidn de radicales libres.

Enddgenos Exdgenos

Contaminacion ambiental

Respiracion mitocondrial Obesidad, sedentarismo y habitos toxicos
Activacion de leucocitos polimorfonucleares Estrés prolongado
Metabolismo del acido araquidonico Exposicién indebida al sol
Acciones enzimaticas Fendmeno de isquemia-reperfusion

Insuficiencia renal crénica

1.5.3. Monitorizacién del estrés oxidativo

La adecuada monitorizacion del efecto del EO sobre las células no es tarea facil
debido, entre otras cosas, a que las ERO son moléculas muy inestables que van a

permanecer intactas en la muestra bioldgica durante un breve periodo de tiempo.

Lo principales métodos de medida que se emplean para su determinacion son: la
fluorimetria, la espectrofotometria y la quimioluminiscencia. En algunos de estos

métodos, basados en las propiedades reduccién-oxidacién (REDOX) que tienen las
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ERO, es necesario afladir enzimas inhibidoras especificas para cada reaccién, ya que
podemos encontrar grandes interferencias debido a la presencia de artefactos con

propiedades similares (43).

La complejidad en la determinacion de las ERO y los diferentes efectos que pueden
generar in vivo estas moléculas en funcién de su potencia, del potencial antioxidante del
organismo y de las diferentes localizaciones celulares donde se generan (45), ha
convertido la monitorizacion del EO en la determinacion de metabolitos intermedios
generados por este mecanismo en el organismo, opcidn que es mucho mas realista si lo
que pretendemos es ver los verdaderos efectos producidos por las ERO sobre las células

del organismo.

Esta nueva linea de medida surgi6 gracias a los avances tecnoldgicos y al desarrollo de
nuevas técnicas para su determinacion. Una de las utilizadas para la determinacion de
este tipo de compuestos es la espectrometria de masas, que nos permite la determinacién
de cientos o0 miles de metabolitos a la vez, entre los cuales encontramos los productos
de degradacion del ADN, de proteinas y de lipidos (46). Gracias a estos avances en las
técnicas de medida de estos biomarcadores, cada dia son méas los proyectos disefiados

para el estudio de la influencia del EO en las diversas patologias.

1.5.4. Estrés oxidativo y patologias relacionadas

Numerosas son las enfermedades que se han relacionado con el EO y en las que
se ha estudiado su influencia (44). En la Tabla 1.7 se citan algunas en funcién del

organo o sistema afectado, y entre ellas la patologia renal.
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Tabla 1.7. Algunas de las enfermedades relacionadas con el EO.

Corazén

Fendmenos de trombosis e hipertrofia

Sistema Nerviosos Central

Parkinson y demencia

Articulaciones

Artritis reumatoide

Tracto gastrointestinal

Pancreatitis y hepatotoxicidad

Ojos

Cataratas y retinopatia

Inflamacidn, intoxicaciones, envejecimiento,

Enfermedades multiorganicas . . p
isquemia y cancer

Vasos circulatorios Ateroesclerosis

Eritrocitos Anemia de Fanconi y malaria
RIAGN Insuficiencia rgpal y fendmeno de isquemia-
reperfusion durante el trasplante
Piel Psoriasis y quemaduras
Pulmoén Asma

1.5.5. Estrés oxidativo y funcion renal

Al igual que en otros 6rganos, la influencia del EO sobre el rifion va a tener
consecuencias sobre su funcion y su supervivencia, habiéndose encontrado elevado en
pacientes con ERC (47), sometidos a dialisis (48), en el retraso en el inicio de la funcion

tras el trasplante renal (49) y en el rechazo del injerto (50).

Diversas explicaciones fisiopatoldgicas se han dado para el aumento de EO encontrado
en pacientes con ERC y para los sometidos a tratamiento con diélisis como son: una
disponibilidad disminuida de grupos “tioles” debido a la malnutricion
e hipoalbuminemia que presentan estos pacientes; el déficit de vitaminas antioxidantes;
el estado urémico que presentan con la retencion de solutos que potencian

su patogenicidad; los fenémenos inflamatorios e infecciosos; etc.

Por otro lado, el retraso en el inicio de la funcion del organo trasplantado, hecho

habitual en el trasplante renal, también se ha relacionado con el EO. Este
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acontecimiento se debe al periodo variable de hipoperfusién e isquemia que ocurre
desde que se extrae el 6rgano del donante hasta que se injerta en el receptor y que se
conoce como fendmeno de isquemia-reperfusion. Durante dicho periodo se va a generar
una deplecion energética que sera la responsable de la cascada de eventos bioquimicos
acontecidos, eventos que conducen a una situacion de desequilibrio oxidativo y que

desencadenan una disfuncion celular y eventualmente la muerte de la misma (51).

Este desequilibrio en el balance oxidativo se debe al exceso de produccion de EROs al
reperfundir el 6rgano, y a la escasez de mecanismos de defensa antioxidante en el tejido
renal, como son la disminucién de vitamina E en la corteza y la falta de disponibilidad
de glutation reducido, consecuencia de una disminucion de su sintesis 0 a un aumento
de su consumo. Cuando el injerto es reperfundido se da una llegada masiva de oxigeno
que completa los requisitos para la produccion de ERO, ya sea mediante la cadena de
reacciones de reduccion secuencial del oxigeno o por medio de los leucocitos
polimorfonucleares activados en espacios donde los sistemas antioxidantes se

encuentran mas deprimidos, como el intersticio, la orina o el espacio intravascular (51).

Con respecto al nivel de EO que tienen los pacientes trasplantados comparados con
sujetos sanos, se ha visto un notable incremento en los primeros, debido probablemente
a la infiltracion leucocitaria que se da en el 6rgano tras ser trasplantado, al estado
urémico que sufre el paciente y a la disminucion de los antioxidantes disponibles (52).
Dentro de este grupo de pacientes, el rechazo del injerto es una de las principales
preocupaciones de los nefrélogos tras el trasplante, situacion que aunque se ha

conseguido controlar en gran medida su incidencia aun es elevada.

Es por ello por lo que el estudio de la influencia que tiene el EO en el rechazo es hoy dia

una importante linea de investigacion, que tiene el objetivo de esclarecer los motivos y
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la bioguimica del rechazo, y de valorar la necesidad de suplementar con antioxidantes a

este tipo de pacientes (50).

1.6. Lipoperoxidacion y marcadores de estrés oxidativo: isoprostanos,

neuroprostanos y F,-dihomo-isoprostanos

1.6.1. Lipidos y sus funciones

Desde siempre se ha considerado que los lipidos cumplen dos funciones
principales, una estructural formando parte de las biomembranas, y otra almacenadora
de energia en forma de gotas de lipidos intracelulares y de lipoproteinas plasmaticas.
Sin embargo, los avances tecnoldgicos han puesto de manifiesto que hay miles de tipos
de lipidos diferentes en el cuerpo humano, sugiriendo la existencia de funciones ain no

exploradas (37).

Es por ello que no debe extrafiarnos que cada dia haya mas proyectos centrados en el
estudio del lipidoma (conjunto de lipidos en una célula, tejido u organismo) y su
relacion con las diversas patologias conocidas, siendo la lipidémica la ciencia encargada
de su estudio, y que se ocupa de la caracterizacion del conjunto de lipidos que lo
componen, de las moléculas con las que interacttan y de sus diferentes funciones en el

organismo.

Entre las funciones descubiertas de los lipidos encontramos: la participacion en las vias
de sefializacion celular; el direccionamiento de las proteinas hacia su destino celular y
anclaje de las mismas a la membrana; la regulacion de la entrada de toxinas, virus y

bacterias; la participacion en la regulacion del ciclo celular; etc.
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1.6.2. Peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion

La destruccion de los lipidos por EO se conoce como peroxidacion lipidica o
lipoperoxidacion, hecho que va a desencadenar diversas alteraciones en sus funciones
como la alteracion de la fluidez de la membrana, la inactivacion de receptores y enzimas
unidos a la misma, el aumento de su permeabilidad a iones y productos toxicos, e

incluso su ruptura.

La lipoperoxidacion es un complejo proceso que se da tanto en plantas como en
animales. Los primeros estudios encontrados al respecto se llevaron a cabo en grasas y
aceites animales desde el campo de la nutricién y la industria alimentaria, siendo una de
las primeras descripciones de la peroxidacién lipidica la realizada por De Saussure,
quien a finales de los afios 20 empled un simple manémetro de mercurio para estudiar el
consumo de oxigeno de una capa de aceite de nuez en agua (53). Rapidamente algunos
investigadores asociaron este mecanismo de destruccion de lipidos con patologias
animales, como consecuencia del dafio generado en la membrana celular (54),

desarrollandose asi multiples estudios en torno a este campo.

1.6.3. Etapas de la lipoperoxidacion

La peroxidacion lipidica, o lipoperoxidacion, es una reaccién en cadena que se
desarrolla en tres fases y que se caracteriza por la sustraccién repetitiva de

hidrogeniones de un grupo metileno (Tabla 1.8.).
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Tabla 1.8. Esquema simplificado de las principales reacciones involucradas en el proceso de
peroxidacion lipidica.

Inicio
AGP-H + X' — AGP" + X-H
Propagacion Ramificacion
AGP’ + 02 — AGP-00’ AGP-OOH + Fe** — 0"+ AGP -O" + Fe*'
AGP -00" +AGP -H — AGP-OOH+AGP" AGP-H + AGP -O° — AGP" + AGP-OH
Terminacion
AGP-00" + AGP-00'
AGP-00"+ AGP’ — PNR
AGP" + AGP’
AGP-00" + ANTX-H — AGP-OOH + ANTX'
AGP-00" + ANTX" — PNR
ANTX' + ANTX' — PNR
AGP-OOH + Fe*' — Fe** + PNR
AGP' + Fe** — Fe** + PNR

AGP: lipido; X" radical libre iniciador; AGP", AGP-O°, AGP-OO": radicales libres producidos a partir de
AGP; AGP-OOH. Hidroperoxido lipidico; ANTX: antioxidante; ANTX" radical libre del antioxidante;
PNR: producto no radicélico

Las tres fases en las que se desarrolla la lipoperoxidacion son las siguientes:

1.6.3.1. Inicio de la lipoperoxidacion

El inicio de esta reaccion se origina por el ataque de cualquier especie con
suficiente reactividad para sustraer un atomo de hidrogeno a un grupo metileno de un
acido graso poliinsaturado (AGP). El carbono del grupo metileno suele estar flanqueado
por dobles enlaces, hecho que facilitara la sustraccion del hidrégeno unido al atomo de
carbono. Es por ello por lo que los AGP presentan una alta susceptibilidad a la

peroxidacion.
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Los radicales formados tras la sustraccion del &tomo de hidrdgeno se estabilizaran por
resonancia con el doble enlace, dando lugar a dienos conjugados y formando diferentes
productos en funcion de la estructura del &cido graso, el cual presenta distintos puntos
de su cadena carbonada donde se puede dar la eliminacion inicial del atomo de

hidrégeno (55).
1.6.3.2. Propagacion de la lipoperoxidacion.

La segunda etapa, la de propagacion, es termodinamica y cinéticamente
favorable, motivo por el cual no es de extrafiar que se genere una reaccion en cadena

con un namero creciente de &cidos grasos afectados y con la acumulacion de RL.

En ésta, la especie radicalica formada en la primera fase reaccionara con el oxigeno,
generando un radical peroxilo que a su vez puede reaccionar con otros AGP adyacentes,
originando un hidroperdxido y un radical alquilico. El hidroperdxido formado, en
presencia de iones metéalicos como el Fe?*, puede generar mas RL mediante un ciclo
REDOX con los mismos, hecho que se conoce como fase de ramificacion. Por otra
parte, el radical alcoxido puede generar reacciones en cadena adicionales, ya que posee

un potencial de reduccion superior al del radical iniciador.

La continuacién o no de la cadena de propagacion antes de la terminacion depende de
factores como la concentracion de oxigeno y antioxidantes presentes en el medio. Esta
fase continuara hasta que el sistema antioxidante consiga neutralizar los RL formados y

empiece entonces la fase de terminacion o descomposicion.
1.6.3.3. Terminacion de la lipoperoxidacion.

En la fase de terminacion los hidroperdxidos formados se descompondran o se

combinarén entre si formando etano, pentano, aldehidos reactivos y cetonas. Los
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aldehidos formados en esta fase, como el malonildialdehido y el 4-hidroxinonenal,
pueden llegar a reaccionar con proteinas y &cidos nucleicos desencadenando efectos

citotoxicos, genotoxicos y mutagénicos (55).

Como se ha descrito anteriormente, en la peroxidacion lipidica se pueden generar una
gran variedad de metabolitos derivados de los &cidos grasos, que seran diferentes en
funcion de la localizacion celular, de las condiciones del medio, de la especie radicalica,
de la estructura del acido graso, etc. Los AGP de los cuales proceden los metabolitos de
nuestro estudio, se forman unos a partir de otros a través de la via de metabolizacién

descrita en la Figura 1.4.

Linoléico 18:2 n-6 18:3n-3 Alfa-linolénico
! Desaturasa !
Gamma o
linolénico 18:3 n-6 18:3 n-3 Esteariddnico
! Elongasa !
Dihomo-y-linolénico  20:3 n-6 20:4 n-3 Eicosatetraenoico
! Desaturasa !
Araquidonico 20:4 n-6 20:5n-3 Eicosapentaenoico
! Elongasa !
Adrénico 22:4 n-6 22:5n-3 Docosapentaenoico
! Desaturasa !
Docosapentaenoico  22:5n-6 22:6 n-3 Docohexaenoico

Figura 1.4. Metabolizacion de acidos grasos poliinsaturados n-6 y n-3. Vias de desaturacion y

elongacion de los &cidos linoléico y a-linolénico.
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A partir de ellos se genera una gran variedad de metabolitos lipidicos, entre los cuales
nosotros hemos estudiado tres grupos: isoprostanos (IsoPs) procedentes del acido
araquidonico  (AA), neuroprostanos  (NeuroPs) procedentes del n-6-acido
docosapentaenoico (n-6 DPA) y del n-3 &cido docosahexaenoico (n-3 DHA) y los

F,-dihomo-isoprostanos (F2-dihomo-IsoPs) procedentes del &cido adrénico (AdA).

1.7. Isoprostanos

1.7.1. Definicién

Los IsoPs se describieron por primera vez por Morrow y colaboradores en 1990
como metabolitos generados in vivo por la accion de las ERO (principalmente de
peroxidos y superdxidos) sobre el AA (C20:4 n-6) (56). Este mismo grupo de
investigadores pronto publicé los primeros articulos relacionados con sus funciones en

el organismo, y su relacion con el EO y ciertas patologias (57,58).

Desde ese momento, la literatura cientifica relacionada con estos compuestos aumentd
exponencialmente con estudios enfocados tanto a su relacion con diversas patologias
como con sus funciones en el organismo, considerandose a dia de hoy como los
marcadores “Gold Standard” (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, EFSA)

para la monitorizacion del EO (59).

1.7.2. Sintesis y nomenclatura

Los IsoPs se generan a partir del AA esterificado con los fosfolipidos de

membrana por la accion de ERO, y posteriormente se liberan de éstos por la accion de
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las enzimas fosfolipasas (60). Sus niveles en el organismo dependen principalmente de
su produccion, y no del metabolismo y excrecién, hecho que les hace ser buenos
marcadores de EO in vivo, tal y como expusieron Roberts y Morrow en el afio 2000

(61).

Las especies radicalicas que atacan al AA tienen la capacidad de sustraer un atomo de
hidrégeno de su molécula, dando lugar a la formacion de cuatro isdbmeros de la PGH,.
Cada uno de estos cuatro isomeros formados, puede ser completamente reducido dando
lugar a otros cuatro isomeros diferentes de la PGF,, o parcialmente reducido dando

lugar a isdbmeros de la PGE; 0 PGD; (Figura 1.5).

— — COH
Ho H

3

Acido Araquidénico
L
A

?,. R

o A R?
H OOH
G,-lsoP

L
H
Q Rr' ? R

1
H OH

HO oM
Hy-lsoP
F,-lsoP
Reordenamiento
o
R " Rr' ‘ R' 2 R Q )
6 M L @C X ’X
HO oM o OH On o » o "
Ey-lsoP D,-1soP Iso TxA, D.-lsoK EylsokK
1 Deshidratacion 1 Deshidrataciéon l Hidratacion
S R' R Vi r'
R? g/\rn’ w%nz
OH ° OH A%
A,-lsoP Jy-IsoP Iso TxB,

Figura 1.5. Via de los IsoPs inducida por la oxidacién del &cido araquidénico por radicales
libres. Tx: tromboxano, IsoK: isoketals. Fuente: Gonzalez-Luis y col. 2010.

Estructuralmente los IsoPs son compuestos muy similares a las prostaglandinas (PGs),

diferenciandose de éstas Unicamente en la orientacion de las cadenas laterales alquilicas

[44]



1. Introduccién

que se unen al anillo prostano. En los primeros las cadenas laterales tienen normalmente

una orientacion cis, mientras que en las PGs suelen encontrarse en posicion trans (62).

Al principio se adopté una nomenclatura en paralelo a la de las PGs, como por ejemplo
8-is0-PG, sin embargo esta nomenclatura no permitia la diferenciacion de las numerosas
estructuras isoméricas. Por ello se propusieron dos nomenclaturas adicionales para los
IsoPs: la nomenclatura de Taber (63), en la que el 8-is0-PGF;, se denomina 15-F-1soP,
y la de Rokach (64), en la que se le denomina iPF,,-111. En la presente Tesis Doctoral se

ha empleado la nomenclatura de Taber y colaboradores.

1.7.3. Isoprostanos y estados fisioldgicos

Para poder establecer a los IsoPs como biomarcadores de EO de referencia es
necesario disponer de un adecuado conocimiento de sus niveles basales, y del
entendimiento de las variaciones que se producen en los mismos en los diferentes
estados fisioldgicos. Hasta la fecha, la mayoria de los datos disponibles se limitan al
8-is0-PGF,,, considerandose este compuesto como el principal marcador de EO

conocido en la actualidad.

En condiciones fisioldgicas, los IsoPs pueden ser detectados en su forma esterificada en
todos los tejidos bioldgicos y en su forma libre en todos los fluidos del organismo. Sus
niveles estan influenciados tanto por factores internos (edad, género, raza, estado
pre- 0 post-menopausico) como por factores externos (tabaco, alcohol, ejercicio, habitos

dietéticos, farmacos) (59).

El hallazgo de niveles significativos de IsoPs en tejidos y fluidos biologicos de animales
y humanos sin ninguna patologia conocida indica que se esta produciendo una
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peroxidacion lipidica de forma natural, debido a un blogueo incompleto de las EROs

sintetizadas por parte de las defensas antioxidantes.

Ciertos estudios sugieren que los niveles urinarios de 8-is0-PGF,, estan elevados en
varones jovenes sanos comparados con mujeres premenopausicas (65) y mas elevados
en mujeres postmenopausicas que en premenopausicas (66), hallazgos que refuerzan la
hipétesis de que el proceso normal de envejecimiento celular se podria deber al aumento

del dafio oxidativo de moléculas bioldgicas relevantes (64).

Se han estudiado también las posibles diferencias circadianas en las concentraciones
urinarias de estos compuestos, no encontrandose variacion alguna, asi como tampoco se
encontraron en funcion del contenido lipidico de la dieta (67,68). En cuanto al ejercicio
fisico, se ha descrito que si éste es intenso supone una importante fuente de estrés
oxidativo, habiéndolo demostrado varios estudios que hallaron incrementos en los
niveles de IsoPs (69), sin embargo, el ejercicio fisico moderado no parece aumentar el

EO, mejorando incluso el balance oxidativo a largo plazo (70).

1.7.4. Funcion bioldgica de los isoprostanos

Dada la analogia estructural de los IsoPs con las PGs, desde un primer momento
se sospecho que estos metabolitos debian tener una funcién especifica y similar a la de
éstas sobre el tono vascular y la agregacion plaquetaria (58), sin embargo
posteriormente se ha observado que su actividad biologica es mas amplia y diversa que

la que se penso inicialmente.

En la actualidad no se conocen con exactitud las diversas funciones que desarrollan

estos metabolitos en el organismo humano, ya que la mayor parte de los trabajos
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publicados se han realizado en animales, principalmente en ratas (62). Ademas, la
mayoria de los estudios se han centrado solamente en los efectos del 8-iso-PGFy,

dejando de lado el resto de compuestos de esta familia.

Los efectos encontrados en el organismo para estos compuestos son muy diversos:
accion sobre la agregacion plaquetaria; implicacion en la contractibilidad del musculo
liso vascular; modificacion de la fluidez de las membranas; funciones relacionadas con
la capacidad sensorial neuronal; calcificacion vascular de células; diferenciacion de las

células del tejido 6seo; etc.

Debido a esos efectos comunes con las PGs y a su semejanza estructural, se pensé que
ambos grupos de compuestos debian interaccionar con los mismos receptores, pero
posteriormente se ha visto que no es asi. Existen datos que demuestran la presencia de
receptores de baja y alta afinidad para los 1soPs, describiéndose los receptores de alta
afinidad como receptores especificos de IsoPs, pero estos ain no se han estudiado con
exactitud (62). Los de baja afinidad, debido a su analogia estructural con las PGs, se

cree que son receptores compartidos con las mismas.

Las PGs fueron los primeros compuestos derivados del AA que se descubrieron, motivo
por el cual han sido estudiadas ampliamente, encontrando hoy una amplia y diversa
literatura al respecto. Se sabe que hay 5 receptores principales de PG: D-prostanoide,
E-prostanoide , F-prostanoide, I-prostanoide y receptores TP, los cuales tienen una

mayor selectividad por PGD,, PGE,, PGF,,, PGl y TXA; respectivamente (71).

La selectividad de estos receptores radica en los grupos cetona y aldehido del anillo
ciclopentano de las moléculas con las que interaccionan, asi como en las cadenas
hidrocarbonadas de las mismas. La diferente orientacion de estos grupos en las PGs y en

los I1soPs hace que les sea mas o menos facil interaccionar con el receptor, pudiendo por
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ello interaccionar los diferentes IsoPs con diferentes receptores y producir distintos

efectos en funcion de la localizacion y tipo del mismo (60).

1.7.5. Isoprostanos como marcadores de patologias

La monitorizacion del EO resulta de gran relevancia para la comprension de
numerosos mecanismos fisioldgicos y fisiopatoldgicos, algo por lo que diversos grupos
de investigadores se han centrado en la busqueda de marcadores fiables que permitan

analizar su influencia en determinadas situaciones clinicas.

Los IsoPs se consideran buenos marcadores de EO ya que son productos secundarios de
peroxidacion lipidica, cuantificables y con una gran estabilidad quimica. Por este
motivo se ha llevado a cabo su determinacion en su forma libre en diversos fluidos
orgénicos como la orina (59), el plasma (57), el liquido cefalorraquideo (72), el lavado
broncoalveolar, o de forma esterificada en membranas titulares y en particulas lipidicas

circulantes (57).

Por otra parte, ademas de ser buenos marcadores de EO, su cuantificacion ha sido
propuesta como marcador prondstico en patologias como el fallo cardiaco, donde se
usan como herramienta de evaluacion de la terapia antioxidante (73) y como predictores

de riesgo de eventos cardiovasculares (74).

En los trabajos publicados en el &mbito de la patologia cardiovascular se han encontrado
niveles elevados de IsoPs en entidades como la angina inestable, el infarto de
miocardio, las coronariopatias, la hipercolesterolemia, la preeclampsia y la
aterosclerosis (74). Algunos autores defienden incluso que los IsoPs contribuyen a la

formacion de la placa de ateroma a traves de la oxidacion de las LDL, y por el potente
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efecto vasoconstrictor e inductor de la mitogénesis que desempefian en las células

musculares lisas de los vasos sanguineos (74).

En su relacién con la patologia pulmonar se han detectado niveles elevados de IsoPs en
pacientes con asma, con enfermedad pulmonar obstructiva cronica, enfermedad
pulmonar intersticial, fibrosis quistica, sindrome de distrés respiratorio y fallo
respiratorio grave (60). También se ha encontrado un aumento de éstos en el aire
espirado tras la exposicion al humo del cigarro, determinacién que resulta relevante ya
que abre paso a un método no invasivo que pudiera ser Gtil para detectar el dafio

oxidativo local en los tejidos pulmonares (60).

En el caso de entidades neuroldgicas como la enfermedad de Alzheimer (75), la
esclerosis multiple, la enfermedad de Huntington y en las lesiones medulares también se
han detectado niveles elevados de IsoPs (76), al igual que en patologias metabolicas

como la diabetes tipo 1 y la tipo 2 (73), y en otras patologias como las renales (77).

1.7.6. Isoprostanos y funcion renal

Los trabajos publicados relacionados con la funcion renal describen una
correlacion inversa entre los niveles de IsoPs y el filtrado glomerular. Ademas, se ha
demostrado que los IsoPs se producen a nivel local en el rifion y que su administracion
en concentraciones nanomolares en ratas produce una potente vasoconstriccion en la
arteriola eferente, reduciéndose asi el filtrado glomerular por la consecuente

disminucion del flujo sanguineo en el rifion (78).

Por otra parte, Cottone y colaboradores observaron una buena capacidad de los IsoPs
como predictores del empeoramiento de la funcion renal, hallandose también una
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correlacion inversa entre los niveles plasmaticos de IsoPs y el valor de filtrado

glomerular (79).

En cuanto al trasplante renal, los IsoPs han sido estudiados en varias ocasiones, pero no
hemos encontrado ningln estudio que los haya medido hasta el sexto mes postrasplante.
Cracowski y colaboradores estudiaron su excrecion en orina en los primeros 5 dias
postrasplante y no detectaron niveles elevados de los mismos (50), sin embargo
Lauzurica y colaboradores si los encontraron elevados en los tres primeros meses
postrasplante con respecto a un grupo control de pacientes sanos, detectando ademas
una correlacion significativa con marcadores clésicos de inflamacién como la proteina

C reactiva, la interleukina-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (77).

1.8. Neuroprostanos

1.8.1. Definicidn, sintesis nomenclatura y funciones

Los neuroprostanos (NeuroPs) son marcadores de lipoperoxidacién descubiertos
en el afio 1990 a raiz de la aparicion de los IsoPs como un subtipo de los mismos (56).
Su diferencia estructural con los IsoPs reside en que contienen dos &tomos de carbono
mas en su molécula, motivo por el cual se decidié nombrarlos de otra forma, llegandose
a la denominacion de NeuroPs por su elevada abundancia en las membranas neuronales

(72).

Estos compuestos se forman por el efecto producido por las ERO sobre AGPs,
generandose los F3-NeuroPs a partir del n-3 DHA (C22:6 n-3), y los F4-NeuroPs a
partir del n-6 DPA (C22:5 n-6). La nomenclatura establecida por el Comité de

Nomenclatura de Eicosanoides para los diferentes regioisomeros de estos compuestos se
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basa en el nimero del carbono al que va unido la cadena hidroxilada, designando como

C-1 al carbono unido al grupo carbonilo (72).

Su actividad bioldgica ha permanecido inexplorada durante afios debido al elevado
coste que suponia su sintesis, creyéndose desde su descubrimiento que estos metabolitos

tienen funciones similares a las de los acidos grasos de los que proceden.

Existen autores que exponen que tienen propiedades antiinflamatorias debido a su
potente efecto inhibidor del Factor de Necrosis kappaB (80), no obstante las funciones

precisas de estos compuestos estan aun por definir.

1.8.2. Neuroprostanos como marcadores de patologias

Los NeuroPs se eliminan por orina en su forma libre o en su forma conjugada
con acido glucuronico, grupos sulfato o conjugados sulfo-glucurénidos (38), hecho que

nos permite su facil monitorizacién al tratarse la orina de una muestra no invasiva.

Dada la abundancia de estos &cidos grasos poliinsaturados en el sistema nervioso
central, particularmente en las membranas neuronales de la materia gris, la mayoria de
estudios publicados en la literatura actual los relacionan con enfermedades
neuroldgicas, siendo Roberts y colaboradores en el afio 1998 los primeros en
describirlos como marcadores de neurodegeneracion en pacientes con Alzheimer (72).
Sin embargo, pocos son los estudios que los relacionan con la patologia renal, a pesar de
conocerse el efecto protector que ejercen sobre la funcion renal los AGP de los que
proceden, tanto en los procesos de isquemia-reperfusion (81) como en la enfermedad

renal cronica (82).
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Lauretani y colaboradores observaron que en pacientes ancianos suplementados con
dietas ricas en AGP n-3y n-6, el filtrado glomerular se mantenia en mejor estado que en
los pacientes no suplementados. Este descubrimiento lo atribuyeron a su influencia
sobre el factor de relajacion endotelial, a su poder antiinflamatorio, y a su efectos sobre

los niveles de citoquinas, triglicéridos, colesterol y presion sanguinea (82).

La accion conservadora de la funcion renal observada en pacientes suplementados con
AGP podria deberse a alguna funcion ejercida por sus metabolitos en el rifién, ya que
estos son eliminados por via urinaria, pero es algo que aln esta por aclarar debido a la

falta de estudios relacionados al respecto.

1.9. F,-dihomo-isoprostanos
1.9.1. Definicidn, sintesis y funciones

Los F,-dihomo-IsoPs, descritos por primera vez en el afio 1985, son marcadores
de lipoperoxidacién anédlogos de los IsoPs (83). Estos metabolitos se generan a partir del
AdA (é4cido 7,10,13,16-docosatetraenoico C22:4 n-6), por la degradacion del mismo por

el efecto de los RL (84).

Este AGP se genera por elongacion del AA, o por elongacion y desaturacion del acido
linoléico. En el organismo se encuentra ampliamente distribuido como componente de
las membranas, hallandolo a una mayor concentracién en las vainas de mielina, en las

celulas de la musculatura vascular del rifiidn y de las glandulas adrenales (85).

En su estado natural el AdA se haya esterificado con los lipidos de membrana, y tras ser
degradado por EO forma los F,-dihomo-IsoPs, metabolitos que seran liberados en su

forma activa por la accion de la enzima fosfolipasa A,.
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Se piensa que estos marcadores de lipoperoxidacién presentan funciones diversas
ampliamente distribuidas, pero la realidad es que ain no se han estudiado con exactitud,

habiéndolos relacionado con funciones como el mantenimiento del tono vascular (86).

1.9.2. F,-dihomo-isoprostanos como marcadores de patologias

La mayoria de trabajos disponibles en la actualidad que han estudiado los
F,-dihomo-IsoPs se centran en su papel como marcadores de EO en patologias
neuroldgicas como la epilepsia (87), el Alzheimer y el sindrome de Rett (85),
encontrando también un estudio que los emplea como marcadores de EO y dafio

neuroldgico en deportistas de élite entrenados a diferentes altitudes (88).

A nivel del rifion, donde se ha observado que su concentracion es elevada, no se
encuentran estudios que lo relacionen directamente con su funcion, hallandose
solamente el trabajo de Kopf y colaboradores, quienes concluyeron que el AdA regula
el tono vascular tanto en el rifion como en la glandula adrenal (86). Este mismo grupo
de autores advirtio que esta funcion es concentracion-dependiente, y que probablemente
al degradarse este AGP por EO dicha funcién se vera alterada, originando una
incorrecta vascularizacion del rifion y de la glandula adrenal con la consecuente

alteracion de sus funciones.
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1.10. Prostanoides

1.10.1. Definicién

El término prostanoide (PT) engloba una serie de compuestos con caracter
autacoide (sustancia formada metabolicamente por un grupo de células que altera la
funcion de otras a nivel local), ampliamente distribuidos por el organismo, y que
pertenecen a la familia de los eicosanoides: las prostaglandinas (PGs), las prostaciclinas

y los tromboxanos (TX) (89).

El descubrimiento de los PTs y su identificacion estructural comienza en los albores del
siglo XX, cuando en 1930 los ginecologos Kurzrok y Lieb observaron que durante la
practica de las inseminaciones artificiales que realizaban, el Gtero en algunos casos
sufria una violenta contraccion (90). Tras este hallazgo estos mismos autores
describieron la presencia en el liquido seminal de un compuesto de bajo peso molecular
capaz de producir la contraccion uterina, compuesto que recibié el nombre de PG

debido al origen prostatico del liquido seminal donde lo descubrieron (89).

Réapidamente surgieron propuestas relacionadas con sus propiedades fisiolégicas y
farmacoldgicas, sin embargo hubo que esperar cerca de 25 afios para que el aislamiento,
la purificacion e identificacion de estas moléculas fuese técnicamente posible. En 1962
ya se contaba con la certeza de que los PTs se producian en diversos tejidos, y ademas
se conocia la estructura molecular de seis PGs: PGE;, PGFy,, PGE;, PGF,, PGE;,

PGFSa (91)

En el estudio de la estructura de estas moléculas se observo que son compuestos de 20
atomos de carbono con dobles enlaces localizados en posicion similar a la de algunos

acidos grasos esenciales, algo que llevo a pensar a los investigadores que los AG
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esenciales podrian ser sus precursores. Esta hipotesis fue demostrada posteriormente,
llegando a la conclusién de que son &cidos grasos de 20 atomos de carbono

hidroxilados, con una estructura ciclica y dos cadenas laterales (89).

1.10.2. Sintesis y nomenclatura

In vivo los PTs se sintetizan por la via de la enzima cicloxigenasa a partir de
diferentes AGP, generandose la PGH como producto ciclico precursor de los mismos.
Los estimulos que promueven su sintesis son: la hipoxemia, el estimulo neural, la
serotonina, la acetil-colina, la histamina, la norepinefrina, la angiotensina Il y las
bradicininas. Su clasificacién los encuadra en tres series diferentes en funcion del AGP

del que proceden:

- Acido dihomo-y-linolénico (20:3 n-6), precursor de la serie 1, prostanoides con

un unico doble enlace en su estructura.

- Acido araquiddnico (20:4 n-6), precursor de la serie 2, prostanoides con dos

dobles enlaces. Estos son los que mayor actividad bioldgica presentan.

- Acido eicosapentaenoico (20:5 n-3), precursor de la serie 3, prostanoides con

tres dobles enlaces.

En su estructura los PTs presentan un anillo ciclopentano que puede tener diferentes
configuraciones y que condiciona su actividad bioldgica, dividiéndose segun ésta en dos

grupos:

- Ciclopentano de 5 atomos de carbono: prostaglandinas (PGEs, PGDs, PGFs) y

prostaciclinas (PGIs).
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- Ciclopentano interrumpido con un atomo de oxigeno: tromboxanos (TXAs,

TXBs).

1.10.3. Prostanoides y estados fisioldgicos

El caracter autacoide de los PTs reside en su cualidad como mensajeros
intercelulares, hecho que les permite acceder a los receptores expresados por las células
vecinas (accion paracrina), estimular sus propios receptores de membrana (accion
autocrina), o desde el compartimiento intracelular acceder a los receptores nucleares

(accion intracrina).

Estos compuestos tienen una vida media muy corta y no se almacenan, por tanto una
vez sintetizados en los diferentes tejidos, donde comienzan su accion a nivel local, se

distribuyen por el torrente sanguineo a todo el organismo ejerciendo diversos efectos.

En su distribucion y su consecuente paso por el pulmon, las prostaglandinas del tipo E y
las del tipo F son metabolizadas hasta en un 90% por medio de la
15-PG-deshidrogenasa, generando un producto inactivo que sera posteriormente
metabolizado por la accion de una enzima reductasa, y finalmente serd eliminado por
orina (92). El resto de PTs escapan al metabolismo pulmonar y son metabolizados en

higado o rifién, eliminandose igualmente por via urinaria.

1.10.4. Funcion biologica de los prostanoides

Entre las diversas funciones en las que participan los prostanoides se incluyen la

coagulacién sanguinea, la ovulacion, la iniciacion del trabajo de parto, el metabolismo
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6seo, el desarrollo y crecimiento del sistema nervioso, la citoproteccion del tracto
gastrointestinal, la secrecion de mucus, fluidos y bicarbonato duodenal, la reparacion

de tejidos, la funcion renal, el tono vascular y la respuesta inmune (89).

Estas acciones otorgan a estas moléculas un potencial farmacoldgico importante, como
por ejemplo, el empleo de analogos de la prostaciclina como antihipertensivos en la

hipertensidon pulmonar (93).

De igual forma, la inhibicién de su sintesis, como es el caso del efecto producido por los
antiinflamatorios no esteroideos, también es un importante mecanismo farmacolégico.
Sin embargo, dicha inhibicion desencadena a su vez, como efecto secundario, un factor
etiopatogénico de ulcera gastrica por reduccion de la secrecion de mucus, de
bicarbonato y del flujo sanguineo local, que son consecuencia de la inhibicion de la

sintesis gastrica de PGl,, PGE, y PGE; (94).

Los prostanoides pueden tener efectos antagdnicos, como es el caso de la PGE;, que
provoca la relajacion del musculo liso bronquial, asi como la dilatacion de los vasos
sanguineos, mientras que la PGF,, tiene efectos contrarios a la primera en los mismos

tejidos (89).

Si nos centramos en la funcién de las PGs podemos decir que la mas importante es su
papel como mediadores de la inflamacion, especialmente la PGD, que actla sobre las
células endoteliales de vasos sanguineos provocando vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad con el consecuente aumento del flujo sanguineo a la zona. Ademas produce
quimiotaxis de eosindfilos, basofilos y linfocitos T, actuando también sobre células

musculares lisas en el estimulo de su contraccion (95).
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En el caso de los TXs, su funcion principal es la de participar en los procesos
de hemostasia, es decir en la coagulacion y agregacion plaquetaria, debido a su papel

como agregantes plaquetarios y como agentes vasoconstrictores (89).

1.10.5. Prostanoides como marcadores de patologias

Los PTs se han monitorizado en pacientes con diversas enfermedades, encontrando
niveles elevados en patologias como la enfermedad inflamatoria intestinal (96), el
cancer (97), enfermedades autoinmunes, Alzheimer (75), asma infantil, enfermedades
cardiacas, etc. Igualmente estos compuestos se emplean para el tratamiento de

enfermedades como las siguientes:

Evitar el cierre del ductus arterioso patente en los recién nacidos con particulares

defectos cardiacos cianoticos (PGE;) (98).

Tratamiento de la hipertension pulmonar con PGs, como el epoprostenol o el

iloprost (99).

Inducir el parto o el aborto (PGE; 0 PGF,).

Prevenir y tratar Ulceras pépticas.

Como vasodilatador en el fendmeno de Raynaud grave, o la isquemia de una

extremidad.

En el tratamiento del glaucoma.

Tratar la disfuncion eréctil, o en la rehabilitacion del pene después de cirugia

(PGE; como alprostadil) (100).
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1.10.6. Prostanoides y funcién renal

En el rifidn, los PTs se producen en diferentes localizaciones, siendo los mas
abundantes la PGE,, sintetizada principalmente en la médula renal, y la PGly,
sintetizada en los vasos sanguineos y el glomérulo. Ambas PGs desencadenan un
aumento del flujo sanguineo con un consecuente incremento de la diuresis y la
natriuresis. Su sintesis renal se ve favorecida por accion de hormonas vasoconstrictoras
como la angiotensina Il y la noradrenalina, pero también por factores como la
estimulacion nerviosa simpética, la constriccion de la arteria renal y la infusion

intraarterial de bradicinina (101).

Por otro lado, la PGE; actla sobre el receptor EP; a nivel tubular inhibiendo la accién
de la hormona antidiurética, generando con ello un aumento en la diuresis debido a la
disminucion de la reabsorcién de agua y de sodio (101). Otra de las acciones de las PGs
tiene lugar a nivel de las células yuxtaglomerulares renales, las cuales producen renina
por la accion de PGl,, PGE; y PGD, (101). Por el contrario, el TXA, debido a su
potente efecto vasoconstrictor disminuye el flujo sanguineo renal y, consecuentemente,

el filtrado glomerular (101).

También se ha observado para la PGE; y para la PGI, un efecto protector frente a la
pérdida de funcion renal, tanto en casos de isquemia como en casos de exposicion a
toxicos, debido probablemente al efecto diurético ejercido por las mismas (102). Este
efecto de mantenimiento de la funcidon renal se observd también en pacientes
trasplantados renales tratados con ciclosporina, en los cuales la funcion del injerto
mejoraba tras administrarles PGE;. Ademé&s en estos pacientes se observo una
disminucion en la incidencia de rechazos agudos, accion que se le atribuyé al efecto

inmunosupresor de las PGs (103).
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Por otra parte, en los pacientes con ERC se ha visto una asociacién directa entre dicha
patologia y el uso crénico de antiinflamatorios no esteroideos, ademas de un
empeoramiento de la misma con su consumo. Esto se debe a la inhibicion que producen
estos farmacos en la sintesis de PGs, y a la consecuente disminucion del FG que esto

genera (104).

Otra patologia relacionada con los niveles de PGs es el sindrome de Bartter,
caracterizado por la presencia de hiperreninemia, hiperaldosteronismo e hipopotasemia,
con una presion arterial normal y una disminucion de la sensibilidad a la angiotensina.
En dicha enfermedad los niveles de PGE, y PGIl, se mantienen elevados de forma
constante, asociando las caracteristicas de la misma a este incremento de PGs,
sintomatologia que mejora significativamente al tratar a estos pacientes con inhibidores

de la enzima ciclooxigenasa (101).
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2.1. Hipdtesis de trabajo

El TR es a dia de hoy la terapia de eleccion en los pacientes con ERCT. Este tipo
de intervencion mejora la calidad de vida de los pacientes permitiéndoles prescindir de
las incomodidades de la dialisis y de las restrictivas dietas a las que son sometidos. En
las dltimas décadas, ha aumentado mucho la demanda de este tipo de intervencion
debido al incremento de pacientes con patologia renal, consecuencia de la evolucién de
enfermedades crénicas como la diabetes mellitus, hipertensién y otros desordenes

metabolicos (105).

El TR se ha convertido en un proceso rutinario gracias a la alta experiencia conseguida
por los equipos de trasplante, pero que se ve limitado por la disponibilidad de 6rganos
aptos para el mismo. Para suplir esta baja disponibilidad de rifiones disponibles, los
criterios de seleccion de 6rganos son cada vez menos restrictivos, pero sin olvidar que la
adecuada seleccion es fundamental para el éxito de la intervencion y para la

supervivencia del injerto.

La supervivencia ha aumentado notablemente debido a las nuevas terapias de
inmunosupresion, pero el rechazo del 6rgano a dia de hoy es una de las complicaciones
mas importantes en estos pacientes. Esto supone un mal pronéstico a largo plazo para el
organo trasplantado y en ocasiones termina en una pérdida total del mismo (5). Para
intentar evitarlo es importante realizar un adecuado seguimiento de su funcion en la
etapa postrasplante, con el objetivo de hacer modificaciones en la terapia

inmunosupresora cuando se detectan datos sugestivos de un rechazo.

El rechazo renal es un complejo proceso fisiopatologico que va mas alla de la respuesta
inmunologica y que requiere un andlisis a diferentes niveles para su completa

comprension (106). Los parametros mas utilizados hoy dia para la monitorizacion de la
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funcién renal en la etapa postrasplante son: la CrS, la UrS, el cociente PtO CrO-1 y el
FGe. Cuando estos pardmetros sugieren un rechazo se realiza una biopsia del 6rgano
para confirmarlo. El problema es que en muchas ocasiones cuando estos marcadores nos
alertan de un posible rechazo, éste esta en un estado avanzado e irreversible. Por ello, es
necesario encontrar algun biomarcador que nos alerte con la suficiente anticipacion que

se va a producir un rechazo.

Para la busqueda de un biomarcador de este tipo y para mejorar la comprension del
proceso fisiopatoldgico que se desencadena, se ha estudiado la influencia del EO y de la
inflamacién en la evolucién de la funcion del injerto en los seis primeros meses
postrasplante, asi como su posible relacion con la aparicion de un rechazo. Ademas se
evaluara la influencia del EO sobre la funcion renal y la evolucién del mismo durante
los seis primeros meses postrasplante. Para ello hemos determinado por espectrometria
de masas metabolitos de &cidos grasos como los NeuroPs, F,-dihomo-IsoPs e IsoPs

como marcadores de EO, y por otra parte PTs como mediadores de inflamacion.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

El presente trabajo, se plante6 con el objetivo de estudiar la fisiopatologia del
rifion trasplantado y la funcién renal con respecto a su EO y estado inflamatorio,
prestando especial atencion a la evolucion de los marcadores de EO y funcion vascular,
y buscando entre ellos posibles predictores precoces de rechazo agudo del drgano

trasplantado.
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2.2.2 Objetivos particulares

Los objetivos particulares del presente estudio son los siguientes:

1. Evaluar los cambios en los marcadores de funcion renal, estado nutricional,
funcion hepética, y estado inflamatorio que presentan los pacientes tras un
trasplante de rifion.

2. Analizar las diferencias entre los sujetos sanos y los pacientes trasplantados a los
5 dias postrasplante y al sexto mes postrasplante en los marcadores de funcion
renal, de estado nutricional y en los nuevos marcadores de lipoperoxidacion
analizados (F,-dihomo isoprostanos y neuroprostanos).

3. Evaluar el estrés oxidativo en la etapa postrasplante e investigar su influencia en
la funcién renal.

4. Determinar la excrecion urinaria de prostanoides durante la etapa postrasplante y
estudiar su relacion con la funcion renal.

5. Valorar las diferencias en la funcion renal y en la excrecion urinaria de
marcadores de lipoperoxidacion y prostanoides segun las caracteristicas clinicas

del trasplante.
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3.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio

3.1.1. Poblacién de estudio

Estudio longitudinal prospectivo realizado en el periodo comprendido entre
Octubre de 2013 y Mayo de 2015, en el cual se incluyeron 60 pacientes trasplantados de
riidn en la Unidad de Nefrologia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca (HCUVA), con edades comprendidas entre 16 y 72 afios. De todos los
pacientes se tomaron muestras de sangre y orina en seis momentos diferentes durante

los seis primeros meses postrasplante.

Por otra parte, se recogieron como grupo control muestras de sangre y orina de 60
voluntarios sanos del mismo hospital con edades comprendidas entre 24 y 67 afios. De
este grupo, en el que los participantes no presentaban ninguna patologia conocida, solo

se tomd una muestra de cada individuo.

3.1.2. Criterios de exclusion

Se han excluido los pacientes fallecidos durante el estudio o que perdieron el
injerto, y aquellos que no acudieron a todas sus citas programadas y por tanto, no se les

pudieron recoger las correspondientes muestras necesarias para completarlo.

3.1.3. Caracteristicas de los trasplantes

Todos los trasplantes se realizaron con 6rganos de donante cadaver. Las causas

del fallecimiento de los mismos fueron: 46 por accidente cerebrovascular o anoxia
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cerebral y 14 por traumatismo craneoencefalico. No se incluyeron trasplantes con

donante vivo ni retrasplantes.

3.1.4. Confidencialidad

Todos los pacientes fueron informados del estudio y de su inclusién en un
programa de seguimiento durante un periodo de seis meses desde la intervencion del
trasplante (Anexo ). Todos entregaron firmado el consentimiento informado del
estudio (Anexo I1), el cual habia sido previamente aprobado por el Comité Etico del

HCUVA de Murcia.

La investigacion se llevd a cabo segun las normas establecidas en la Declaracion de
Helsinki (107) y tras ser aprobada por el Comité Etico de Investigaciones Clinicas del
HCUVA (Anexo IlI). Para asegurar la confidencialidad de los resultados solo han
tenido acceso a los mismos los investigadores involucrados en el estudio, pertenecientes
a los servicios de Analisis Clinicos y de Nefrologia y Trasplante del HCUVA, vy al
Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos del CEBAS-CSIC de la ciudad de

Murcia.
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Anexo 1
HOJA DE INFORMACION

Solicitamos de Ud. su colaboracién para el desarrollo del ensayo: “Estudio metaboléomico v de
marcadores de estrés oxidative v funcidén vascular en pacientes sometidos a trasplante renal”™.
El trasplante renal es una de las practicas quinirgicas mas aplicadas en la sustitucidn de drganos en
pacientes. Gracias a las nuevas técnicas v tecnologias permite un avance en la supervivencia en
personas con patologias renales graves con conservacion de dicho organe fincionalmente durante
un penodo mas largo en el mdividuo trasplantado. Sm embargo, la deteccion temprana de los
rechazos agudos seria una herranvienta mas a afisdir en el avance de la esperanza de wida del
paciente asi como el tratamiento precoz a aplicar. Para ello, la metabolomica es un témmino
relativamente nueve que se dirige a la medida global de todos los metabolitos de masa menor de
000 Dalton en el metaboloma humano. Esta capacidad para medir cientos de compuestos
importantes de forma rapida y ficil ha abierto la puerta a muchas aplicaciones potenciales en un
nimero de dreas incluyendo la fisiologia vegetal, nuincion, investigacion farmacéutica, enfermedad
cardiovascular o trasplantes de organos entre otras. En el presente proyecto, este tipo de técmica
ayudaria a tener un mayor conocimients del drgano trasplantado con pesibilidad de obtener wn
mayor cuidade del mismo y por tanto una mejor calidad de vida del paciente.

Las mmesiras obtenidas durante este tipo de proyecto irin destinadas a un exhaustive anilisis de los
parimetros biogquimicos y hemogramas en samgre y omna Asimismo, se estudiara las matas
fisiclogicas afectadas por la intervencion quinirgica y la evolucion del drgano trasplantado.

El ensayo es miciativa del Servicio de Nefrologia y el Laboratorio de Analisis Climeos del Hospatal
Universitario Virgen de la Amxaca, y del Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, del
CEBAS, centro que tiene el Consejo Supernior de Investigaciones Cientificas (CSIC) en Murcia.

Objetive final: Descubnmiento de nuevos metabolitos ligados al rechazo agudo en el trasplante de
niion asi como la evaluacidn marcadores de estrés oxidative y fimcion vascular como posibles
candidatos a blomarcadores de segmimiento de la fisiologia renal del trasplamte asi como la
prevencion precoz del rechazo agudo del drgano.

Procedimiento del estudio y Deseripeidn del proceso:

Su aportacion es clave para el desamrollo del Proyecto, por lo que le agradecemos de anftemano su
colaboracion. En este ensayo participaran un total de 60 pacientes. Su colaboracidn consistira la
obtencion de dos pegquefios tubos de sangre en las extracciones programadas para los dias 5 v 10
postrasplante durante so ingreso en planta v en las consultas de un mes, dos, tres y seis meses
posirasplante, ademas de una fraccion de la muestra de orina que tendra que entregar en las mismas
fechas. Se solicita su permiso para el uso de las muestras extraidas para investigaciones clentificas.
Todos sus datos personales tendrin manejo estnctamente confidencial, de forma que ningin dato
personal que permita su identificacion serd accesible a nadie.

Se le informara sobre los objetivos del proyecto de investigacion para el que emplearin las muestras
¥ s le respondera a las dudas que pueda plantear.
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Anexo I (Continuacion)

No percibird ninguna recompensa ecendmica o de otro tipe por las muestras v datos proporcionados
¥ éstas no tendran valor comercial

Los productos obtemidos de las mmestras y los datos asociados a las mismas se archivarin y
quedaran custodiados, por un minimo de cinco afios, en las instalaciones del Hospital Universitario
Virgen de la Amixaca.

Los productos obtemidos de las mmestras y los datos asociados a las mismas se archivarin y
quedaran custodiados, por un minimo de cinco afios, en las instalaciones del Hospital Universitario
Virgen de la Amxaca.

Los andlisis biomédicos, clinieos y bloguimicos realizados seram tratados estadishicamente
exclusivamente para fines de investigacion biomédica de acuerdo a lo descrito anteniormente.

La informacion serd almacenada en soporte informatico. Los datos registrados seran tratados
estadisticamente, de forma codificada, para los fines de mvestigacidn cientifica que se describen
anteriormente.

Molestias ¥ posibles riesgos:
La toma de mmestras de sangre le puede provecar una sensacidn de ardor en el punto en el que se

mfroduce la agnja en la piel y ocasionar un pequefio hematoma o una leve infeccion que desaparece
en pocos dias. Mas raramente puede aparecer mareo en el momento de la extraceién de sangre.

Lugar de realizacion del anailisis:

La mveshgacion biomeédica, clinica y bloquimica con sus muesiras biologicas se realizara en las
nstalaciones debidamente acondicionadas del Laboratorio de Amnalisis Clinicos del Hospital
Umniversitario Virgen de la Armxaca y en el Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos del
Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura (CEBAS, perteneciente al Consejo Superior
de Investigaciones cientificas, Murcia). La titulanidad de la custodia de sus mmestras sera
compartida por los investigadores responsables del proyecto.

Proteccion de datos personales:

De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccion de Datos de Cardcter Personal, los datos personales
que se obtengan seran los necesarios para cubrnr los fines del estudio. En ningumo de los informes
del estudio aparecera su nombre, y su identidad no sera revelada a personma alguna salvo para
cumplir con los fines del estudio, v en el caso de urgencia médica o requerimiento legal. Cualgquier
informacion de carecer personal que pueda ser identificable sera comservada por métodos
informaticos en condiciones de segundad por las Dras. Lmisa Jimeno y Teresa Casas Pina, o por una
mnstitucidn designada por ellas. El acceso a dicha informacion quedara restringido al personal de
Laboratorio de de Analisis Clinicos v al Servicio de Nefrologia, designado al efecto o a otro
personal autorizado que estara obligado a mantener la confidencialidad de la informacion.

De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos personales; asimismo, y 51
esta justificado, tiene derecho a su rectificacion y cancelacion. 5i asi lo dese, debera solicitarlo al
médice que le atende en este estudio.
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Anexo I (Continuacion)

Implicaciones de la informaciin obtenida en el estudio:

51 decide participar en el estudio, es posible que en el analisis de sus muestras biologicas se obtenga
informaciém relevante para su salud o la de su familia. De acuerdo con la legislacion vigente, tiene
derecho a ser informado de los datos que se obtengan en el curso del estudio. En el caso de que
usted lo solicite, se le podra facilitar la informacion acerca de los estudios de mwvestigacion en los
que hayan utilizados sus muestras.

51 quiere conocer los datos relevantes para su salud que se obtengan inférmese a través de su
médice sobre las implicaciones que esta informacion puede tener para su persona y su familia. Esta
mnformacién se le comunicara si lo desea; en el caso de que prefiera no ser informado, su 51 51
quiere conocer los datos relevantes para su salud gque se obtengan, inférmese a través de su médico
sobre las implicaciones que esta informacidon puede tener para su persona y su familia. Esta
informacién se le conmumicara si lo desea; en el caso de que prefiera no ser informado, su

decision se respetara. No obstante, cuando esta informacion, segin criterio del médico responsable,
Sed Necesaria para evifar un grave perjuicie para su salud o la de sus famuliares biologicos, se
informara a un familiar proximo o a un representante.

Uso foturo de las muestras:

Ademas le pedimos su consentimiento para que autorice al investigador a almacenar su mmesira
para realizar otros estudios relacionados con la enfermedad remal S5i autoriza que el matemal
biclogico obtenido se utilice en estas investigaciones, sus datos se mantendran codificados a fin de
garantizar la confidencialidad en su utilizacion, tal como prevé la legislacion vigente. Cualgquier
estudio de investigacion para el que se solicite la uhlizacion de estas muestras debera disponer de la
aprobacion del Comité de Etica de Im'&shgmon Clinica del Hospital Universitanio Virgen de la
Armixaca u otros comités que se establezcan segin la legislacion vigente. Este comité vela para que
los mvestigadores desarrollen sus estodios sigwiendo siempre las mas estnctas nommas éhicas y
legales. 5i necesita mas mformacion sobre este estudio puede contactar con los mvestigadores
responsables, la Dira. Luisa Jimeno (Servicio de Nefiologia del Hospital Universitario Virgen de la
Amixaca, Tel 968369653, Dra. Teresa Casas Pina (Laboratorio de Anilisis Clinicos del Hospital
Universitaric Virgen de la Amixaca, Tel. 968369759 y Dr. Angel Gil Izquierdo (Departamento de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos del CEBAS-CSIC, Tel. 968306363)

Derecho de revocacion del consentimiento:

Su participacion en el estudio es totalmente volontaria, y 51 decide no participar recibira todos los
cuidados médicos que necesite ¥ la relacion con el equipo médico que le atisnde no se vera
afectada.

51 cambia de opinién después de dar sus mmestras biologicas para este estudio, puede pedir que se
destruya sus muestras; para ello puede contactar con la Dra. Juisa Jimeno del Servicie de Nefrologia

o la Dra. Teresa Casas Pina del Laboratorio de Analisis Clindcos, ambas en el Hospital Universitario
Virgen de la Amixaca.
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Anexo II

Hoja de Consentimiento informado

Titulo del ensayo: “Estudio metabolomico v de marcadores de estrés exdative ¥ funcion vascular en
pacientes sometidos a trasplante renal”

T 1 U . =) ¢ S = =1 |
vohmtano) con DML

¢ He leido la hoja de imformacion que se me ha entregado.

+ He podido hacer preguntas sobre el esiudio.

= He recibido informacion suficiente sobre el estudio.

+ M participacion consiste en permutir extracciones de sangre asi como la recoleccion de orina.
- Comprendo que mi participacion es vohmtana.

- Comprendo que ma parficipacion puede aportar informacion cientifica que podria resultarme
beneficiosa a o o a otras personas en el fubhmo.

- Comprendo que s1 acepto parbicipar es para intentar completar el estudio.
- Aim asi, comprendo gue si lo deseo, puedo refirarme del estudio cuando quera.
Presto libremente on conformidad para participar en al estudio.
Frroa Vohintanio

Facha:

Accedo a que los médicos responsables de este estudio me contacten en el futuro en caso de que se estime
oporhmo afiadir nueves datos 2 los recogides: -5 -Ho

Imvestizgadore: Kesponzables: Dives. Luisa Iimeno, Teresa Casas Pina v J'-'I.ngr_l Gl Izquierdo
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Murciano \ :
D Hospital Universitario

"Virgen de la Arrixaca”

Anexo 111 Cua, adic - Colagaw - Tall §86:38 9506

20020 Fl Palaas (ko)

Or. 0. Antenio Pinero Madrona
Zrasidente del CEIC Hespital Virgen de la Arrxaca

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Yirgen de la Arrixeca en su reunisr dal cia 25/11/2013, actz 10/13 ha evaluado |z
propuesta de los investigadores referlda al estudio:

Titulo: Estudio metabalémico y de marcadores de sstrés oxidelivo y funclén vascular en pecientes sometidos a
trasplante renal

10, Considera gue

- El estudio se plantea siguienda los requisitos de la Ley 14,2007, de 3 de julio, de Investgacicn Biomédica y su
rezlizacion es pertinentz.

- 8e cumpien los requisitos necesarics ce ideneidad del protoccka en refacian con los objetivos del estudio v estdn
justificados los riesgos y mckestias previsibles para el sujeta.

- Eszdecuada el procedimiento para obtener el consertimiento informade.

- Lacapacldad de los Tnvestigadores v los medios disponioles son apropiados para levar a cabo el estudio,

29, Por le que este CE[C emite un DICTAMEN FAVORABLE.

30, Esle CELC cepla que cicho estudio sea realizaca en por los siguiente :

CEIC Hosaital Virgen de |2 Arrixaca  Dra. Teresa Casas Pina
{Anditsis Clinicos} Hospital Cinico Universitario Virgen de fa Arrixaca
Dr. Angel Gil Izquierdo
{(CEBAS-CSIC)
Dra. Luisa Jimeno Garcla
(Nefoloai) Hosmital Qinico Universitario Virgen de ja Arixaca
Dr. Pedro Martinez Hernandez
{Andiisie Qinicos) Haspital Qlinico Universitaro Viigen de la Arrixaca

Lo que firmo &n Murga, a 25 de noviembre de 2013

Dr. . Antanic Piero Madina.
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

Al n
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3.2. Obtencién de muestras

3.2.1. Muestras de sangre

Se obtuvieron seis muestras de sangre de los pacientes trasplantados en seis
momentos diferentes después de la intervencidn, coincidiendo siempre con la extraccion
de sangre programada para este tipo de pacientes en el seguimiento de la funcién del
injerto, intentando asi no interferir en la recuperacion de los pacientes ni realizar

extracciones de sangre adicionales a las necesarias.

Las extracciones durante el ingreso del paciente en la fase de recuperacion, en los dias 5
y 10 postrasplante, las realiz6 el personal de enfermeria de la planta de Nefrologia y
Trasplante, mientras que las extracciones realizadas durante las consultas habituales
programadas tras el trasplante al mes, dos meses, tres meses y seis meses postrasplante,

las realizé el personal de enfermeria de la consulta de Nefrologia y Trasplante.

Del grupo control se tomo6 una sola muestra de sangre, recogida por el personal de

enfermeria de extracciones del policlinico del HCUVA.

Las muestras de sangre venosa se obtuvieron tras un ayuno de 12 horas, entre las 7 y las
10 de la mafiana (para evitar la variacion circadiana), mediante el sistema Vacutainer
(Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Se recogi6 un tubo de sangre total con acido
etilendiaminotetracético como anticoagulante y un tubo sin anticoagulante con gel

separador para la obtencion de suero.

La sangre total se utilizd para la determinacion de los pardmetros hematoldgicos,
realizandose su andlisis en las dos horas posteriores a su extraccion. Los tubos sin

anticoagulante se dejaron reposar a temperatura ambiente para su coagulacion, y
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posteriormente se centrifugaron a 4 °C a 1200 g durante 10 minutos, utilizando el suero

obtenido para la determinacion de los diferentes pardmetros bioquimicos analizados.

3.2.2. Muestra de orina.

En el grupo de pacientes se recogieron 6 muestras de orina en 6 momentos
diferentes después del trasplante, y en el grupo control solo una. La toma de muestra en
ambos grupos se hizo el mismo dia que las extracciones de sangre descritas en el
apartado anterior. Todas las muestras fueron de orina de primera hora de la mafiana, con
el objetivo de evitar los errores que se producen en la recogida de orina de 24 horas
(28). Por este motivo todos los pardmetros urinarios se expresan estandarizados segun la

excrecion de creatinina urinaria.

Las muestras de ambos grupos se recolectaron en envases estériles de poliestireno,
posteriormente se centrifugaron a 4 °C a 1200 g y se tomaron dos alicuotas. Una de las
alicuotas se empled para la determinacién de los parametros bioquimicos ese mismo

dia, y la otra se conservo congelada a -80°C hasta el momento de su analisis.

3.2.3. Consideraciones especiales de las muestras

- Las muestras empleadas para la determinacion de los pardametros hematoldgicos en
sangre total, y para la determinacion de los parametros bioquimicos en suero y orina, se

procesaron el mismo dia de su recogida.

- Para la determinacion en orina de los marcadores de EO y funcion vascular por

espectrometria de masas se separ6 una alicuota de las muestra y se congelé a -80°C, con
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el objetivo de evitar la pérdida o degradacion de los mismos. Estas muestras se
sometieron a un solo ciclo de congelacion-descongelacién previo a la determinacién de
dichos marcadores, habiéndose comprobado previamente la estabilidad de los mismos
tras este ciclo. Antes de su andlisis se procesaron por el método descrito en el

Apartado 3.3.4.2.

- Los resultados bioquimicos y hematoldgicos de todas las muestras analizadas han sido
correctamente identificados y almacenados en el sistema informatico del laboratorio de
Anélisis Clinico del HCUVA, introduciéndose a su vez en una base de datos creada
expresamente para su procesamiento con el programa estadistico SPSS v15.0. En dicha
base de datos se incluyeron también los resultados de los marcadores de EO y funcion
vascular analizados en el CEBAS-CSIC para su posterior procesamiento de forma

conjunta.

3.3. Parametros estudiados y técnicas analiticas empleadas
3.3.1. Parametros hematoldgicos analizados

Los parametros hematoldgicos se analizaron en las dos horas posteriores a la
extraccion de la muestra por citometria de flujo en un analizador automatico XE-5100

(Sysmex, Kobe, Japén) con reactivos de Roche Diagnostics®.

- Hematocrito (HTO): determinado para valorar el estado nutricional de los
pacientes.

- Leucocitos (Leu): determinado para valorar el estado inflamatorio del paciente.
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3.3.2. Parametros bioquimicos analizados

Los diferentes parametros bioquimicos medidos en suero y orina se determinaron en
un autoanalizador Cobas 8.100 de Roche Diagnostics® con reactivos de esa misma casa
comercial, de acuerdo a las instrucciones del fabricante, y habiendo comprobado
previamente que las técnicas de medida empleadas se encontraban perfectamente
calibradas y controladas. El andlisis de los mismos se llevo a cabo mediante métodos

colorimétricos y turbidimétricos.

Glucosa (Glu): determinada por la influencia que ejerce en el estrés oxidativo
(40).

- Urea (UrS) y CrS. A partir de la CrS se calcul6 el FGe segun la formula MDRD
descrita anteriormente: pardmetros determinados para el control de la funcion

renal.

- Albumina sérica (AlbS): determinada para el control del estado nutricional de

los pacientes.

- Triglicéridos (Tg) y Colesterol total (CT): determinados para el control del perfil

lipidico.

- Enzimas hepaticas Glutamato Piruvato Transaminasa (GPT) y Glutamato
Oxalacetato Transaminasa (GOT): determinadas para el control de la funcién

hepatica.

- Lactato Deshidrogenasa (LDH): determinada como marcador de inflamacion,

para valorar los posibles cambios en PGs y marcadores de EO.

- PtO: determinadas para valorar la funcién renal.

[76]



3. Material y métodos

- CrO: determinada para estandarizar los analitos medidos en orina.

3.3.3. Celularidad en orina:

La celularidad en orina se determind por medio del sisteméatico de orina y posterior

sedimento urinario (108).

- Leucocitos en orina (LeuO): determinados para valorar una posible infeccion

urinaria que afectaria a la funcion renal.

3.3.4. Marcadores de estrés oxidativo y funcion vascular

3.3.4.1. Reactivos y calibradores

Los IsoPs y las PTs empleados como estandares se adquirieron en Cayman
Chemicals (Ann Arbor, Michigan, USA) y en el Instituto de Biomolécules Max
Mosseron (IBMM) (Montpellier, France) al equipo del Dr. Durand (109). En el caso de
los NeuroPs y F,-dihomo-IsoPs utilizados como calibradores fueron cedidos por el
equipo de Durand en el Instituto de Biomoléculas de Max Mosseron (IBMM)
(Montpellier, Francia) (110). Las diferentes soluciones preparadas con los calibradores
adquiridos se elaboraron con MeOH (1:1, v/v), partiendo de unos estdndares a
concentracion 1 uM. Posteriormente, para la preparacion de la curva de calibracion, se
hicieron diluciones seriadas de dicha solucion de trabajo para obtener las diferentes

concentraciones de las rectas de calibracion.

[77]



3. Material y métodos

La pB-glucuronidasa tipo H2 procedente de Helix pomatia, y el BIS-TRIS
(Bis-(2-hidroxietil)-amino-tris-(hidroximetil)-metano) utilizado en este estudio se
adquirieron de Sigma-Aldrich® (EE.UU.). El 4cido clorhidrico, el hexano, el acetato de
etilo y el 4cido tricloroacético utilizados se compraron a Panreac® (Castellar del Vallés,
Barcelona, Espafia). Los cartuchos de extraccion en fase sélida que se usaron fueron

Strata XAW, 100 mg 3mL™ adquiridos en Phenomenex® (Torrance, CA, EE.UU.).

3.3.4.2. Extraccion de muestras de orina para el andlisis de isoprostanos,

prostaglandinas, neuroprostanos y F,-dihomo-isoprostanos

La extraccion de IsoPs, PGs, TXs, NeuroPs y F,-dihomo-1soPs en orina, se llevd
a cabo siguiendo los métodos desarrollados anteriormente por Medina y colaboradores
en 2012 (59). Primeramente las muestras se descongelaron a temperatura ambiente. Tras
su total descongelacion se homogenizaron en un agitador tipo Vortex. A un volumen de
1000 pL de muestra de orina, se le afadieron 55 pL de enzima [-glucuronidasa
sulfatasa y 110 uL de tampoén acetato, consiguiendo asi la hidrolisis de los conjugados
formados entre los analitos y el acido glucurénido y grupos sulfato, y dejando tras la
misma los analitos en su forma libre. Para la completa hidrolisis de los conjugados, la
muestra con la enzima y el tampon se incubd durante dos horas en un bloque térmico a
37°C. Tras el incubado, se afadieron 500 pL de MeOH/HCI 200 mM para la

precipitacion de las proteinas.

A continuacion, se homogenizé y se centrifugo a 11180 g durante 5 minutos. Tras esta
operacion, se retird el sobrenadante y se mezclé con 1250 uL de MeOH y 2000 uL de
buffer Bis-tris 0,02 M. Esta mezcla se utilizo para la extraccion en fase solida

empleando cartuchos Strata X-AW de intercambio cationico (Phenomenex,
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100 mg 3 mL *; California, EE.UU.) previamente acondicionados. Los analitos, dado

su carécter acido, se eluyeron posteriormente con 1 mL de MeOH, y se llevaron a
sequedad en condiciones de vacio usando un concentrador SpeedVac (Savant SPD121P,
Thermo Scientific, MA, EE.UU.). Los extractos secos se reconstituyeron con 200 pL de
una mezcla de fases A:B (90:10, v:v), siendo la fase A agua al 0,01% de acido acético
(v:v) y la fase B MeOH al 0,01% de &cido acético (v:v). Las muestras reconstituidas se
pasaron a través de un filtro de 0,45 um y 4 mm de diametro (Millipore, MA, EE.UU.) y
posteriormente se analizaron por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

masas.

3.3.4.3. UHPLC-QgQ-MS/MS
- Anélisis de isoprostanos y prostaglandinas

La deteccion e identificacion de los eicosanoides presentes en orina se realizd
mediante un equipo de cromatografia liquida (UHPLC Agilent-1.290), acoplado a un
espectrometro de masas con tecnologia de triple cuadrupolo (Agilent-6.460) y
electrospray como fuente de ionizacion (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania).
La columna usada fue una ZORBAX Eclipse Plus Cig (2.1 x 50 mm, 1.8 pm de tamafo
de particula) y su temperatura fue 5 °C en ambos extremos. Las fases moviles constaron
de una fase A (agua al 0,01 % de &cido acético (v:v)) y una fase B (MeOH al 0,01 % de
acido acético (v:v)). El volumen de inyeccion de la muestra fue de 20 pL. El flujo se fijo
en 0,3 mL min, siguiendo un gradiente lineal que comenzé en 60 % de fase B entre 0-7
minutos, se increment6 a 73% de fase B entre 7,01-10 minutos y alcanzé el 100 % de
fase B en el minuto 10,01, para mantenerse en ese porcentaje hasta el minuto 13,50

(59).
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El flujo de muestra fue nebulizado para su impulsion con flujo de nitrégeno de 480 y
560 L h™ e ionizacién en modo negativo. La temperatura del nitrégeno, como gas
secante, fue de 325 °C. El flujo de nitrégeno del dispositivo “jetstream” fue de 12 L
min™. El voltaje del capilar y el de la boquilla de “jetstream™ fueron 2750 y 1500 V,
respectivamente, para conseguir una mayor eficacia en la desolvatacion y generacion

ionica a través de un mayor enfoque térmico.

La fragmentacion se realizo en la celda de colision ubicada en el segundo cuadrupolo,
mediante el uso de nitrégeno en fase gas y con la ayuda del voltaje de colision. De la
misma manera, ¢l voltaje a la salida del capilar (“fragmentor”), se optimizo con el
objetivo de conseguir la mayor concentracion de ién precursor y, por tanto, mayor
sensibilidad. Los analitos obtenidos de la fragmentacién se detectaron en modo de
monitorizacion por reaccion multiple (“multiple reaction monitoring mode”)
(Tablas 3.1. y 3.2.). La adquisicion y procesamiento de datos se realizd mediante el
software MassHunter B.04.00 (Agilent Technologies, Walbronn, Alemania). La
concentracion se calculd mediante la relacion del area de los iones de los compuestos

con los correspondientes estandares.
- Analisis de neuroprostanos y F,-dihomo-isoprostanos

Para analizar los NeuroPs y los F,-Dihomo-IsoPs se utilizé un sistema UHPLC
como el descrito anteriormente para los eicosanoides. Su separacion cromatografica se
llevo a cabo en una columna ACQUITY BEH Cig (2.1 x 50 mm, 1.7pum) (Waters, MA,
EE.UU.). La temperatura de la columna fue de 6 °C en ambos extremos. El analisis de
las muestras se llevd a cabo siguiendo el método descrito por Medina y colaboradores
(87). EI modo de monitorizacion por reaccion mdaltiple se realizd utilizando la

ionizacion en el modo negativo. Las fases méviles A (agua) y B (MeOH) contenian
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ambas un 0,01% de é4cido acético (v:v). El flujo fue de 0,2 mL min™ usando un esquema

de gradiente lineal (t; % fase B): (0.0; 60), (7; 70), (7,01; 90), (10; 90), (10; 60).

El volumen de inyeccion fue de 20 pL. Las condiciones para los parametros de
espectrometria de masas fueron las siguientes: flujo de gas 8 pL min™, nebulizador 30
psi, voltaje capilar 4.000 V, voltaje de boquilla de 1000 V, temperatura del gas de
325 °C; finalmente, el flujo de corriente de gas fue 12 pL min™. El tiempo para un solo
andlisis fue de 10,01 min. EIl voltaje a la salida del capilar y la energia de colision se
optimizaron para cada compuesto para generar los iones de productos mas abundantes
(Tabla 3.3.). La adquisicion y procesamiento de datos se realizd mediante el software
MassHunter B.04.00 (Agilent Technologies, Walbronn, Alemania). La concentracion se
calculd6 mediante la relacion del area de los iones de los compuestos con los

correspondientes estandares (87).
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Tabla 3.1. Caracteristicas MRM para la determinacion de prostanoides en UHPLC - MS/MS

. Energia
lon lon Energia de .
Nombre del compuesto . de Polaridad
Precursor  Resultante  fragmentacion colisién

Prostaglandinas derivadas del &cido araquiddnico

Via de sintesis H

U-44069 349,2 2191 145 22 Negativa

U-46619 349,2 219,1 145 22 Negativa

Via de sintesis D

PGD, 350,9 315 80 5 Negativa

PGDM 327,1 309,1 90 0 Negativa
Tetranor-PGDM 327,1 108,9 80 20 Negativa
Tetranor-PGDM-lactona 309,1 1429 90 10 Negativa
11-B-PGF,, 353 309,1 150 17 Negativa
2,3-dinor-11-B-PGF,, 325,2 237,1 100 5 Negativa
Tetranor-PGJM 309 155 100 15 Negativa

Via de sintesis E

PGE, 351,2 333,1 100 0 Negativa
20-OH-PGE, 367,1 349,2 120 0 Negativa
Tetranor-PGEM 327 308,8 50 0 Negativa
Tetranor-PGAM 309 290,9 70 0 Negativa
15-keto-PGF,, 351,1 314,9 100 0 Negativa

Via de sintesis F

20-OH-PGF,, 369,2 325,1 80 0 Negativa
19(R)-OH-PGF,, 369,2 325,1 75 17 Negativa
Tetranor-PGFM 3294 311,1 89 8 Negativa

MRM: monitorizacion por reaccién multiple; UHPLC: cromatografia liquida de alta resolucion;
MS: espectrometria de masas.
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Tabla 3.1. (Continuacion). Caracteristicas MRM para la determinacion de prostanoides en
UHPLC - MS/MS

lon lon Energia de Energia
Nombre del compuesto g ., de Polaridad
Precursor  Resultante  fragmentacion .
colisién
Tromboxanos
11-dehidro-TXB, 367 161,1 120 13 Negativa

Prostaglandinas derivadas del acido dihomo-y-linolénico

PGE; 353,2 317,2 80 5 Negativa

PGF,, 355,2 311 90 15 Negativa
6-keto-PGF,, 369 2451 160 24 Negativa
2,3-dinor-6-keto—PGF,, 341 134,9 160 24 Negativa

Prostaglandinas derivadas del acido eicosapentaenoico

17-trans—PGF3, 350,9 307 100 15 Negativa

MRM: monitorizacion por reaccién mdaltiple; UHPLC: cromatografia liquida de alta resolucion;
MS: espectrometria de masas.
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Tabla 3.2. Caracteristicas MRM para la determinacion de isoprostanos en UHPLC - MS/MS

. Energia
lon lon Energia de )
Nombre del compuesto B de Polaridad
Precursor Resultante  fragmentacion colision

F,-isoprostanos derivados del &cido araquidonico: Serie 15

ent-PGF,, 353,1 309 90 0 Negativa
8-is0-PGF,, 353,2 193,1 125 21 Negativa
8-i50-15-keto-PGF,, 349 2349 100 5 Negativa
8-is0-15(R)-PGF,, 353,1 315,1 100 0 Negativa
2,3-dinor-8-iso-PGF,, 325,2 237,1 100 5 Negativa
ent-8-is0-15(S)-PGF,, 353,1 309,1 100 0 Negativa
8-i50-PGFy 353,2 193,1 80 20 Negativa
15-epi-15F 5 351,2 3151 90 0 Negativa
2,3-dinor-15-epi-15-F; 3249 237,1 80 0 Negativa

F,-isoprostanos derivados del acido araquidoénico: Serie 5

5-Fx 353,1 335,2 90 0 Negativa

5-epi-5-F 353,2 334,8 80 0 Negativa

E,-isoprostanos derivados del acido araquidénico: Serie 15

8-is0-15-keto-PGE, 349 2349 100 5 Negativa

Isoprostanos derivados del &cido dihomo-p-linolénico

8-is0-PGE; 352,9 234,8 80 15 Negativa

8-iso-PGF,, 355,1 3111 90 15 Negativa

Isoprostanos derivados del &cido eicosapentaenoico

8-epi-8-F3; 350,6 127,2 90 0 Negativa

8-F3; 351,2 126,8 90 15 Negativa

MRM: monitorizacion por reaccion multiple; UHPLC: cromatografia liquida de alta resolucion; MS:
espectrometria de masas.
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Tabla 3.3. Caracteristicas MRM para la determinacion NeuroPs y F,-Dihomo-IsoPs en
UHPLC - MS/MS

lon lon Energia de Energia .
Nombre def compuesto Precursor Resultante fragmentacion (.je' ) Polaridad
colision
F,-neuroprostanos
10-epi-10-F4-NeuroP 377 152,8 800 0 Negativa
10-F4-NeuroP 3771 152,9 90 15 Negativa
4(RS)F4-NeuroP 377,1 271,2 80 0 Negativa
4-F,-NeuroP 3771 333,1 80 0 Negativa
Fs-neuroprostanos
4-epi-4-F3-NeuroP 379 219 90 0 Negativa
4-F5-NeuroP 379,1 101 80 0 Negativa
F,-dihomo-isoprostanos
17-epi-17-Fx-DihomolsoP 381,1 319,1 80 0 Negativa
17-F,-DihomolsoP 381,1 337,1 80 5 Negativa
ent-7(RS)-7-F,-DihomolsoP 381,1 363,2 80 0 Negativa
ent-7-epi-7-F-DihomolsoP 381,1 362,9 80 0 Negativa

MRM: monitorizacion por reaccién multiple; UHPLC: cromatografia liquida de alta resolucion;
MS: espectrometria de masas.

3.4. Andlisis estadistico

Se comprob6 la distribucién normal de las variables mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov. Los datos cuantitativos estan representados como mediana y
rango intercuartilico (RI) para aquellos parametros que no cumplieron normalidad y
media y desviacion estandar (DE) para aquellos distribuidos normalmente. Los
marcadores de estrés oxidativo y de funcién vascular medidos, se normalizaron con los
valores de creatinina urinaria y posteriormente se analizaron, expresandose en ng de
analito mg™ de creatinina urinaria. El analisis realizado entre las variables medidas en

los diferentes momentos postrasplante se llevé a cabo utilizando el test de Wilcoxon. La
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comparacion entre grupos en cada momento postrasplante se realizé utilizando los test
de Kruskal-Wallis y el test U de Mann—-Whitney. Las correlaciones entre las variables
de estudio se realizaron empleando el método de correlacién de Pearson o el de
Spearman. La comparacion entre los pacientes trasplantados y los voluntarios sanos se
realizd con el test U de Mann-Whitney. El analisis estadistico se llevo a cabo con el
programa SPSS 15.0 (LEAD Technologies Inc, Chicago, EE.UU.) y el nivel de

significado estadistico establecido fue de p < 0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1. Caracteristicas de la poblacion estudiada
4.1.1. Pacientes trasplantados

Se incluyeron un total de 60 pacientes trasplantados en el HCUVA de Murcia,
de los cuales fueron excluidos 19 por diversas causas: dos por fallecimiento durante el
estudio, dos por rifion no funcionante, uno por rechazo con pérdida del injerto, y 14 por
la imposibilidad de recoger todas las muestras necesarias para el estudio debido a su

falta de asistencia a las consultas programadas.

Entre los 41 pacientes restantes que finalmente se incluyeron en el estudio 27 eran
hombres (65,8 %) y 14 mujeres (34,2 %), con edades comprendidas entre 16 y 72 afios
y una edad media de 53,3 £ 15,3 afios. Durante el seguimiento, tres de ellos sufrieron un
rechazo agudo celular de tipo vascular (segun los resultados de la biopsia) que fue

controlado con inmunosupresores.

El 60,9 % de los pacientes presentaba un IMC > 30 Kg/m?, clasificandose éstos como
pacientes obesos (111). El 17,1 % de los pacientes eran diabéticos o intolerantes a la
glucosa en el momento del trasplante, considerando diabéticos a los pacientes con
niveles de glucosa superiores a 126 mg dL™ o que tomaban previamente farmacos para
dicha patologia, e intolerantes a los que tenfan una glucemia entre 100 y 125 mg dL™
(112). Durante la evolucion del estudio un 14,6% de los pacientes desarrollo
intolerancia a la glucosa. El 94,2 % de los pacientes eran hipertensos, caracteristica que
puede ser causa o consecuencia de la insuficiencia renal. De entre el grupo de pacientes

declararon ser no fumadores o exfumadores el 82 %.
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4.1.2. Grupo control

Para el grupo control se seleccionaron un total de 60 individuos sin patologias
conocidas, segun la revision de la historia clinica del paciente, y sin ningln parametro
bioquimico medido fuera de los rangos de normalidad. El intervalo de edad de estos
sujetos fue de 24 a 67 afios, con una edad media de 42,90 + 13,7 afios, entre los cuales

28 eran hombres (47 %) y 32 mujeres (53 %).

4.2. Caracteristicas de los trasplantes realizados

Los pacientes incluidos en el estudio se sometieron a un trasplante renal de donante
cadaver tras haber estudiado previamente la compatibilidad donante-receptor en el
servicio de Inmunologia del HCUVA de Murcia, siendo las caracteristicas de los

trasplantes realizados las siguientes:

- Los donantes tenian una edad media de 52,75 + 13,7 afios, con un méximo de 82
afios y un minimo de 10 afios. El nimero de donantes mayores de 65 afios fue de 13.

- Todos los trasplantes incluidos fueron de donante cadaver, de los cuales 29 (73,2 %)
perdieron la vida por accidente cardiovascular (ACV) o anoxia cerebral y el resto
por traumatismo craneoencefalico (TCE).

- De los 6rganos trasplantados a los 41 pacientes que finalmente se incluyeron en el
estudio, 31 (75,6 %) procedian del HCUVA y 10 (24,4 %) de otros centros.

- Los organos trasplantados permanecieron en isquemia fria antes de la intervencion
una media de 9,66 + 4,5 horas, con un minimo de 2 horas correspondiente a un
organo procedente del HCUVA, y un maximo de 18 horas en un rifidn procedente

de otro centro.
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- Un total de 20 (46,5%) pacientes sufrié un retraso en la funcidn inicial del injerto
(RFI), considerandose como tal los casos de oligoanuria o retraso en el descenso de
la CrS en la primera semana postrasplante (113). De ellos 10 (23,3% del total)
necesitaron diélisis y 10 prescindieron de ella.

- Los pacientes estuvieron ingresados en el hospital tras el trasplante una media de
18,9 + 10,8 dias, con un minimo de 8 dias y un maximo de 44.

- De entre los pacientes trasplantados, 18 (43,9 %) necesitaron una 0 mMAas
transfusiones, siendo 9 el nimero maximo de trasfusiones recibidas por un paciente.

- Durante los 6 meses postrasplante, a 13 pacientes se les realizd una biopsia por
empeoramiento de la funcion renal. El resultado de las biopsias relaciond ese

empeoramiento con las causas descritas en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Resultados de las biopsias

Causa NUmero de casos

Infeccion por virus BKV
Toxicidad por anticalcineurinicos

Necrosis tubular aguda

w N N

Rechazo del injerto

4.3. Parametros bioquimicos

4.3.1 Pacientes trasplantados y grupo control

Los parametros bioquimicos analizados en ambos grupos se representan en la

Tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Pardmetros bioquimicos analizados en las diferentes muestras obtenidas.

4. Resultados

Cinco Diez Un Dos Tres Seis Sujetos

dias p-TR dias p-TR mes p-TR meses p-TR  meses p-TR  meses p-TR sanos
CrS 4,75 3,29 1,76 1,67 1,72 1,61 0,81

(mg dL™) (2,40-6,03) (2,01-5,33) (1,64-2,22) (1,55-1,97) (1,56-2,07) (1,42-2,06)  (0,73-0,93)
MDRD 13,7 19,8 41,0 40,5 41,4 459 88,5

(mL/min/1,73m?)  (9,01-30,4) (10,1-34,7) (31,5-48,9) (35,9-51,8) (33,9-51,5) (34,5-55,5)  (69,3-112)
urS 141 168 715 66,5 68,1 61,0 31,0

(mg dL™) (88,5-182) (96,0-214) (54,5-103) (50,7-85,0) (52,0-99,5) (46,0-85,5)  (23,5-39,5)
PtO Cro* 827 295 167 156 146 146 ND

(mg g* creat) (507-2441) (205-943) (128-248) (95,1-312) (84,5-280) (81,5-279)

AlbS 3,40 3,50 4,10 4,25 4,40 4,50 4,54

(gdL™ (3,00-3,80) (3,20-3,78) (3,65-4,45) (3,98-4,53) (4,15-4,60) (4,10-4,63)  (4,12-4,96)
Hct 30,8 29,9 34,3 37,7 40,1 40,7 42,9

(%) (28,0-34,5) (27,2-34,3) (30,8-39,6) (33,4-41,7) (36,8-43,9) (36,5-45,9)  (40,4-47,1)
Glu 89,5 88,0 90,0 94,0 91,0 94,0 89,8

(mg dL™ (79,0-117) (77,0-107) (81,0-113) (84,0-120) (81,0-107) (87,5-108)  (82,0-97,0)
TG 123 125 120 110 131 116 91,2

(mg dL™ (85,3-149) (78,2-171) (92,6-172) (90,1-148) (95,7-163) (78,9-165) (71,3-109)
CT 148 139 198 186 182 175 173

(mg dL™) (124-158) (129-157) (183-225) (165-212) (167-203) (153-205) (158-187)
GOT 14,5 12,0 12,0 14,5 18,0 17,0 20,4

uLh (10,0-20,7) (9,0-14,0) (11,0-14,2) (11,0-16,7) (15,0-21,0) (13,0-21,0)  (17,0-23,0)
GPT 20,5 20,0 16 18,0 18,5 17,0 20,5

uLh (14,3-44,5) (15,0-29,0) (12,5-26,0) (12,0-25,2) (14,0-22,0) (12,5-23,0)  (14,0-23,7)
Leu 9,62 10,65 7,850 7,77 7,28 7,66 7,03

(1000 Cel pL™Y) (7,62-11,90)  (7,05-14,45)  (6,25-10,00) (5,80-9,78) (5,08-9,35) (5,74-9,64)  (5,95-7,87)
LDH 238 204 181 186 220 181 NA

uLh (170-311) (165-274) (150-223) (166-253) (187-267) (157-226)

LeuO 19,0 521 2,17 1,89 1,54 1,12 1,00

(Cel Campo™) (9,31-47,8) (3,12-22,5) (1,15-5,23) (1,27-5,26 (1,08-5,62) (1,00-10,3) (0,00-2,6)

Los datos se presentan como mediana y (rango intercuartilico). ND (No detectado). NA (No analizado), CrS
(Creatinina sérica). Urea sérica (UrS). PtO CrO™ (Cociente Cociente proteinas en orina/creatinina en orina).
Albumina sérica (AlbS), Hematocrito (Hct), Glucosa (Glu), Colesterol total (CT), Triglicéridos (TG), Glutamato
Oxalacetato Transaminasa (GOT), Glutamato Piruvato Transaminasa (GPT), Leucocitos en sangre (Leu), Lactato
deshidrogenasa (LDH), Leucocitos en orina (LeuO), Células (Cel), p-TR (Postrasplante renal).
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4.3.2. Evolucion de los parametros bioquimicos a lo largo de los seis meses

postrasplante

- Funcioén renal

Como era de esperar, la funcion renal mejord después del trasplante. En el caso
de la CrS y el MDRD se observé que mejoraban significativamente entre los dias 5y 10
postrasplante (p < 0,05 para ambos), y entre el dia 10 y el primer mes (p < 0,05 para
ambos), encontrando al final del estudio el maximo valor de MDRD y el minimo de CrS
(Figuras 4.1y 4.2). Igualmente se observo como la proteinuria disminuy6 a lo largo de
la etapa postrasplante estudiada, con diferencias significativas entre los dias 5 y 10
postrasplante y entre el dia 10 y el primer mes postrasplante (p < 0,05 para ambos),

hallando el minimo en el tercer mes postrasplante (Figura 4.3).
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Figura 4.1. Evolucion de la creatinina sérica durante el estudio. p-TR (Postrasplante
renal). *Diferencias significativas entre ambos momentos (p < 0,05). Datos
expresados en mg dL™.
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Figura 4.2. Evolucion del MDRD durante el estudio. p-TR (Postrasplante renal).
*Diferencias significativas entre ambos momentos (p < 0,05). Datos expresados en

mL/min/1,73m?).
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Figura 4.3. Evolucion del indice proteinas/creatinina durante el estudio. p-TR
(Postrasplante renal). *Diferencias significativas entre ambos momentos (p < 0,05).

Datos expresados en mg g™.
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En el caso de la UrS, a pesar que disminuye progresivamente en los seis momentos tras
el trasplante, solo se encontr6é una reduccién estadisticamente significativa entre el dia
10 y el primer mes postrasplante (p < 0,001), no encontrando diferencias entre el resto

de momentos consecutivos del estudio (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Evolucidn de la urea sérica durante el estudio. p-TR (Postrasplante renal).
*Diferencias significativas entre ambos momentos (p < 0,001). Datos expresados en
-1
mg dL™.
De la misma manera, se compararon estas cuatro variables evaluadoras de la funcion
renal en el dia 5 y en el sexto mes postrasplante (correspondiente a los momentos con

peor y mejor FGe respectivamente), observandose diferencias estadisticamente

significativas en todos los casos (p < 0,001 para todos) (Figuras 4.1 — 4.4).

La correlacion entre el MDRD vy el cociente PtO CrO™ a lo largo del estudio, arrojé
resultados significativos a los 3 meses (r; = -0,348 p < 0,05) y a los 6 meses

postrasplante (rs=-0,523 p < 0,001).

[94]



4. Resultados

- Estado nutricional

Para evaluar el estado nutricional de los pacientes tras el trasplante se utiliz6 la AlbS
y el HTO. En ambos pardmetros se observé un aumento progresivo a lo largo del
estudio, con diferencias significativas entre el dia 10 y el primer mes postrasplante
(p < 0,05), y entre el primer mes y el segundo postrasplante (p < 0,05), encontrando un

maximo a los 6 meses de la intervencién en los dos casos.

Cuando se compararon estos dos parametros en el dia 5 y en el sexto mes postrasplante,

se observaron diferencias estadisticamente significativas en ambos casos (p < 0,001).

- Perfil lipidico

Para evaluar la evolucion del perfil lipidico de los pacientes en los seis meses de
seguimiento tras el trasplante se compararon las concentraciones de CT y Tg en el dia 5
y en el sexto mes postrasplante. A pesar de no encontrar diferencias significativas entre

ambos momentos, se observé que el CT aumento.

- Estado inflamatorio o infeccioso

Tal y como era de esperar, al estudiar el estado inflamatorio de los pacientes,
mediante la monitorizacion de la enzima LDH, de los leucocitos en sangre y de los
leucocitos en orina, se observé que disminuia progresivamente, encontrando algunas
diferencias significativas entre los diferentes momentos consecutivos. En la LDH se
encontraron diferencias significativas entre el dia 10 y el primer mes postrasplante
(p =0,02), entre el mes 1 y el 2 (p = 0,03), entre el mes 3 y el 4 (p = 0,004) y entre el
mes 5y el 6 (p <0,001). En los Leu se hallaron diferencias significativas entre los dias

5y 10 postrasplante (p = 0,03), y entre el dia 10 y el primer mes postrasplante
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(p < 0,001). En los LeuO solamente se encontraron diferencias entre el dia 10 y el

primer mes postrasplante (p = 0,02).

Ademéas se compararon estos tres parametros entre el inicio y el final del estudio,
encontrdndose diferencias significativas en todos los casos (p = 0,003, p < 0.001,

p = 0,008, respectivamente).

- Funcidn hepética

La funcion hepética se evalu6 mediante la monitorizacion de las enzimas GOT y
GPT durante los seis meses de seguimiento. Al evaluar la evolucion de la concentracion
de ambas enzimas, no se encontraron diferencias significativas, ni entre los diferentes

momentos consecutivos, ni entre el inicio y el final del estudio.

- Otros parédmetros con influencia sobre el estrés oxidativo

Debido a la demostrada influencia que ejerce la glucosa sobre el EO (73), se estudid
su evolucion con el fin de valorar la posible influencia de la misma sobre los
marcadores de lipoperoxidacion analizados, observando un aumento entre el inicio y el

final del estudio que no alcanz6 significacion estadistica.

4.3.3. Diferencias entre pacientes trasplantados e individuos sanos al inicio y al

final del estudio

- Enlafuncién renal

Tal y como exponemos en el apartado anterior (4.3.2), la funcién renal de los

pacientes mejoré notablemente entre el inicio y el final del estudio. En el dia 5
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postrasplante, los resultados de CrS, MDRD y UrS entre el grupo de pacientes y los
sujetos sanos presentaron diferencias significativas en todos los casos (p < 0,001). El
mismo comportamiento se observd en el sexto mes postrasplante para los tres

pardmetros comparados entre ambos grupos (p < 0,001 para los tres pardmetros).

En el caso de la proteinuria, representada por el cociente PtO CrO™, no se pudieron
analizar las diferencias entre ambos grupos, debido a que en los pacientes sanos la
excrecion urinaria de proteinas fue menor del limite de deteccion de la técnica empleada

para su determinacion.
- En el estado nutricional

ElI HTO en los pacientes trasplantados, a pesar de experimentar un aumento
progresivo a lo largo del estudio, fue significativamente més bajo al inicio (p < 0,001) y

al final del mismo (p < 0,01) comparado con los individuos sanos.

La AlIbS también aumentd progresivamente en los pacientes trasplantados a lo largo del
estudio, llegando a alcanzar valores similares a los de los sanos al final del mismo,
hallandose diferencias significativas en el dia 5 (p < 0,01), pero no en el sexto mes

postrasplante.
- Encel perfil lipidico

En el dia 5 postrasplante, se observaron niveles de CT en los pacientes trasplantados
significativamente méas bajos que los correspondientes a los controles sanos (p = 0,006),

diferencia que no se observo en el sexto mes postrasplante.
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- En el estado inflamatorio o infeccioso

Al comparar los Leu y los LeuO de los pacientes trasplantados al inicio del estudio
con los de los sanos se observd un claro aumento en ambos pardmetros en los pacientes
trasplantados (p < 0,01 para ambos), sin embargo al final del mismo no hubo diferencias

entre ambos grupos en ninguno de los dos pardmetros analizados (p > 0,05 para ambos).
- En la funcién hepética

Se analizaron las posibles diferencias en la funcion hepatica entre los trasplantados y
los sanos, observando que las concentraciones de ambas enzimas (GOT y GPT) en los
pacientes trasplantados presentaban niveles significativamente mas bajos tanto al inicio

como al final del estudio (p < 0,05 para todas).
- Parametros con influencia sobre el estrés oxidativo

Se comparo6 la concentracion de Glu en suero obtenida en los pacientes trasplantados
al inicio y al final del estudio con la medida en los individuos sanos, observando
diferencias al final del mismo (p = 0,008) pero no al inicio (p = 0,247), debido

probablemente a ese aumento no significativo observado en la fase postrasplante.

4.3.4. Funcion renal en los pacientes trasplantados segun las caracteristicas del

trasplante
- Segun si hubo o no retraso en la funcion inicial del injerto

Al comparar el cociente PtO CrO™ entre los pacientes que sufrieron retraso en la

funcién inicial (con o sin necesidad de dialisis) y en los que no, se observo que dicho
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cociente urinario siempre era menor en los pacientes sin RFI, encontrando diferencias

significativas solo en tres de los seis momentos del estudio (Tabla 4.3).

En el caso del MDRD se observaron grandes diferencias entre ambos grupos en todos
los momentos del estudio (Tabla 4.3), siendo este siempre mayor en los pacientes que

no presentaron RFI.

Tabla 4.3. Diferencias encontradas en los diferentes momentos del estudio al
comparar el cociente PtO CrO™ y el MDRD entre los pacientes que sufrieron RFI
(con o sin necesidad de diéalisis) y los que no.

Cociente PtO CrO™ MDRD
p Y

Dia 5 pos-TR 0,029 <0,001
Dia 10 pos-TR 0,551 < 0,001
1°mes pos-TR 0,087 < 0,001
2° mes pos-TR 0,047 0,018
3° mes pos-TR 0,581 0,003
6° mes pos-TR 0,012 0,006

- Segun la edad del donante

Se estudid la correlacion de los marcadores de funcién renal con la edad del
donante, encontrandose una correlacion débil con el MDRD a partir del primer mes
postrasplante (Tabla 4.4). Con el cociente PtO CrO™ solo se obtuvo una correlacion

significativa en el sexto mes del estudio (rs = 0,483, p = 0,002).
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Tabla 4.4. Correlaciones encontradas entre el MDRD vy la edad del
donante en los diferentes momentos del estudio.

Is Y
Dia 5 pos-TR -0,283 0,070
Dia 10 pos-TR -0,241 0,129
1° mes pos-TR -0,300 0,051
2° mes pos-TR -0,304 0,049
3° mes pos-TR -0,381 0,014
6° mes pos-TR -0,437 0,004

- Segun el tipo de muerte del donante

Clasificamos a los pacientes en dos grupos en funcion del tipo de muerte del
donante, por un lado los fallecidos por TCE y por otro aquellos fallecidos por anoxia
cerebral o ACV. Al comparar el cociente PtO CrO™ y el MDRD de ambos grupos no se
encontraron diferencias significativas. No obstante, a pesar de ello, pudimos observar
como la media del cociente PtO CrO™ era en todo momento mayor en los pacientes del

grupo de TCE, y el MDRD siempre menor a partir del segundo mes postrasplante.

- Segun la procedencia del 6rgano y el tiempo de isquemia del mismo

Por una parte, se estudié la diferencia en el MDRD y el cociente PtO CrO™ entre
pacientes trasplantados con 6rganos procedentes del HCUVA y pacientes con injertos

procedentes de otros centros, no hallandose diferencias significativas en ningun caso.

Por otra parte, se estudid la correlacion del tiempo de isquemia fria del 6rgano con el
cociente PtO CrO™ y el MDRD a lo largo del estudio, hallandose una correlacion

inversa con el MDRD en los diferentes momentos del estudio (Tabla 4.5). Sin embargo,
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con el cociente PtO CrO™ solo se observé una correlacion en el sexto mes postrasplante,

siendo en este caso positiva (rs = 0.476, p < 0,05).

Tabla 4.5. Correlaciones resultantes entre el MDRD vy el tiempo de
isquemia del ¢rgano trasplantado en los diferentes momentos del

estudio
E P

Dia 5 pos-TR -0,342 0,028
Dia 10 pos-TR -0,426 0,005
1° mes pos-TR -0,438 0,005
2° mes pos-TR -0,340 0,029
3° mes pos-TR -0,415 0,007
6° mes pos-TR -0,311 0,047

4.4. Evolucion de los diferentes marcadores de estrés oxidativo analizados durante

los seis meses postrasplante

4.4.1. Isoprostanos

Se analizaron un total de 16 isoprostanos procedentes de la oxidacion de

diferentes acidos grasos poliinsaturados: 12 procedentes del AA, 2 del GLA y 2 del

EPA. De todos ellos se estudid su evolucion a lo largo de los seis meses del estudio,

tanto de forma individual como agrupados por familias segun su procedencia y via de

produccién.
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4.4.1.1. Evolucion individual de los diferentes isoprostanos analizados

En las Tablas 4.6 y 4.7 se representa la evolucion de los IsoPs analizados de
manera individual, observandose una disminucion generalizada a lo largo del estudio,
excepto en 8-iso-PGF;, y en 2,3-dinor-15-epi-15-F,, isoprostanos que aumentaron.
Dicha disminucién no fue progresiva, observandose fluctuaciones no significativas e

independientes de la funcion renal entre los diferentes momentos consecutivos.

Por otra parte, se estudiaron las diferencias entre el inicio y el final del estudio, dia 5y
sexto mes postrasplante respectivamente, encontrandose resultados significativos en el

metabolito 8-iso-15-keto-PGF,, (p < 0,001).

Tabla 4.6. Concentracion de los isoprostanos derivados del &cido dihomo-y-linolénico y del &cido
eicosapentaenoico en los seis momentos del estudio.

Cinco Diez Un Dos Tres Seis
diasp-TR diasp-TR mesp-TR mesesp-TR mesesp-TR  meses p-TR

Isoprostanos derivados del &cido dihomo-y-linolénico

8-iso- 1,09 1,36 1,63 1,78 2,24 2,09
PGF4, (0,62-1,56) (1,30-1,67) (1,50-2,90) (0,97-3,29) (1,11-6,18) (1,77-3,86)
] 34,2 27,8 20,1 19,9 25,5 22,3
8-150-PGE;

(20,9-47,6) (22,3-42,2) (13,8-31,3) (14,5-351) (12,4-345)  (15,9-42,4)

Isoprostanos derivados del &cido eicosapentaenoico

oF 22,8 23,5 15,8 16,7 17,8 15,8
* (16,4-34,5) (17,6-28,7) (12,5-21,7) (12,6-27,7) (11,8-28,1) (11,9-29,3)
) 5,10 4,76 3,27 3,68 4,45 4,04
8-epi-8-F3

(4,04-7,07) (3,89-6,99) (2,84-526) (2,75-4,54) (2,92-6,28)  (2,69-6,78)

Los datos se presentan como mediana y (rango intercuartilico). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina.
p-TR: postrasplante renal.
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Tabla 4.7. Concentracion de los isoprostanos derivados del acido araquidonico en los seis
momentos del estudio.

Cinco Diez Un Dos Tres Seis
dias p-TR dias p-TR mesp-TR  meses p-TR  meses p-TR meses p-TR

F,-isoprostanos: Serie 15

PGE 18,8 19,1 14,7 14,6 11,3 17,46
ent- a
: (14,8-32,0)  (14,6-23,9)  (10,9-20,4)  (9,25-19,6)  (10,0-25,6) (13,7-20,4)
6 i50.PGE 76,2 59,2 45,6 48,4 50,4 53,6
-iso- o

: (49,0-97,6)  (46,1-90,3)  (30,1-60,6) (32,2-83,8)  (32,3-81,4) (31,2-86,5)
8-is0-15keto- 27,2 7,94 5,4 7.1 6,1 6,41
PGFy, (9,42-127,9)  (5,60-20,5)  (4,19-9.4)  (4,91-9,6) (4,43-11,0) (4,01-10,6)
8-is0-15(R)- 18,7 16,1 11,5 12,6 13,7 13,8
PGFy, (12,7-28,6)  (12,5-23,8)  (9,10-16,3)  (8,95-18,8)  (8,56-21,5) (8,42-19,8)
2.3-dinor-8- 16,2 14,3 12,1 13,6 15,7 15,5
is0-PGF5, (11,0-24,9)  (11,4-21,9) (10,5-158) (10,4-20,5)  (10,4-23,3) (10,3-25,1)
ent-8-iso- 7,58 6,21 5,64 7,88 7,93 6,57
15(5)-PGFy  (3,31-16,9)  (3,32-12,9)  (2,66-7,97)  (2,21-13,4)  (4,34-11,3) (3,56-9,45)
6 is0.PGE 19,6 17,8 13,0 15,2 15,1 14,2
-1SO-

*®(149-327)  (153-26,1) (10,9-21,7) (10,6-22,8)  (9,63-24,1)  (9,18-25,8)
15-e0i.15F 28,7 28,5 20,7 22,58 21,4 22,2
_e |_

P 2 (242-433)  (23,0-36,4) (17,0-268) (16,4-33.8)  (14,7-33,9) (14,1-34,5)
2,3-dinor-15- 14,5 15,0 13,3 16,6 15,2 17,2

epi-15Fy (11,2-20,1)  (10,4-20,8)  (9,52-18,2)  (10,4-24,4)  (10,0-24,0)  (12,3-23,2)

F,-isoprostanos: Serie 5

53,5 49,4 34,3 34,4 39,3 34,3

>Fa (36,4-53,5) (36,9-73,7) (26,6-45,9) (21,9-54,1) (22,0-55,8) (22,9-51,5)
5-epi-5-Fx 100,7 91,3 59,6 67,7 65,7 73,0
(60,4-152,4)  (75,2-134,9) (44,8-90,7)  (42,2-104,9) (37,4-112,8) (42,9-108,9)
E,-isoprostanos: Serie 15
8-iso-15keto- 16,08 141 10,3 12,8 10,3 15,0
PGE, (13,8-29,3)  (12,2-16,1)  (9,36-12,8)  (11,5-142)  (8,33-16,8)  (6,11-23,4)

Los datos se presentan como mediana y (rango intercuartilico). Datos expresados en ng mg™
creatinina en orina. p-TR: postrasplante renal.
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4.4.1.2. Evolucion de los diferentes isoprostanos analizados agrupados por familias

Ademaés de estudiarlos de manera individual se analizé su evolucion a lo largo del

estudio agrupandolos por familias segin su procedencia y via de produccion:

- Isoprostanos derivados del cido araquiddnico

Los derivados del AA se estudiaron a tendiendo a cuatro grupos diferentes, tres
segun los subtipos y el otro restante de la suma de todos. En todos ellos se observé una
disminucion a lo largo del estudio con fluctuaciones entre los diferentes momentos
(Figuras 4.5 - 4.8). A pesar de esta disminucion generalizada solo se encontraron
diferencias significativas en los siguientes casos: en los F,-1soPs de la serie 15 entre los
dias 5 y 10 postrasplante (p < 0,028) y entre el dia 10 y el primer mes postrasplante
(p < 0,008); en los F,-1soPs de la serie 5 entre el dia 10 y el primer mes postrasplante
(p < 0,012); en el total de los IsoPs derivados del AA entre el dia 10 y el primer mes
postrasplante (p < 0,009). Ademas se compararon los niveles de IsoPs urinarios entre el
inicio y el final del estudio en los cuatro grupos, hallandose diferencias significativas
en los F,-1soPs de la serie 15 y en los E,-1soPs de la serie 15 (p < 0,036 y p < 0,043,

respectivamente).
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Figura 4.5. Evolucion de los F,-isoprostanos de la serie 15. p-TR (Postrasplante
renal). *Diferencias significativas entre ambos momentos (p < 0,05). Datos
expresados en ng mg™ creatinina en orina.
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Figura 4.6. Evolucion de los F,-isoprostanos de la serie 5. p-TR (Postrasplante
renal). *Diferencias significativas entre ambos momentos (p < 0,05). Datos
expresados en ng mg™ creatinina en orina.
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Figura 4.7. Evolucion de los Ej-isoprostanos de la serie 15. p-TR (Postrasplante
renal). *Diferencias significativas entre ambos momentos (p < 0,05). Datos
expresados en ng mg™ creatinina en orina.
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Figura 4.8. Evolucion de los isoprostanos derivados del acido araquidonico (AA).
p-TR (Postrasplante renal). *Diferencias significativas entre ambos momentos
(p < 0,05). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina.
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- Isoprostanos derivados del &cido dihomo-y-linolénico

Al estudiar la evolucion de los IsoPs derivados del GLA se observé que
disminuian segun avanzaba la fase postrasplante con fluctuaciones entre los diferentes
momentos consecutivos (Figura 4.9), hallandose diferencias significativas solamente

entre el dia 10 y el primer mes postrasplante (p < 0,016).
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Figura 4.9. Evolucién de los isoprostanos derivados del acido dihomo-y-linolénico
(GLA). p-TR (Postrasplante renal). *Diferencias significativas entre ambos
momentos (p < 0,05). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina.

- Isoprostanos derivados del acido eicosapentaenoico

Los IsoPs derivados del EPA, al igual que el resto de IsoPs del estudio,
disminuyeron a lo largo de la etapa postrasplante con fluctuaciones entre los diferentes
momentos (Figura 4.10), siendo significativas solo entre el dia 10 y el primer mes

postrasplante (p < 0,004). Tampoco, en este caso, entre el inicio y final del estudio.
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Figura 4.10. Evolucion de los isoprostanos derivados del &cido eicosapentaenoico
(EPA). p-TR (Postrasplante renal). *Diferencias significativas entre ambos momentos
(p < 0,05). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina.

- Isoprostanos totales

Igualmente, al hacer la suma de todos los IsoPs analizados en el estudio y ver su
evolucion, se observd que disminuian segin avanzaba la fase postrasplante
(Figura 4.11), encontrando diferencias significativas entre el dia 10 y el primer mes
postrasplante (p < 0,009), pero no entre el resto de momentos consecutivos. Tampoco se

hallé significancia estadistica al compararlos entre el inicio y final del estudio.
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Figura 4.11. Evolucion de los isoprostanos totales. p-TR (Postrasplante renal).

*Diferencias significativas entre ambos momentos (p < 0,05). Datos expresados
en ng mg™ creatinina en orina.

4.4.2. Neuroprostanos

En este estudio se analizaron dos tipos de NeuroPs, los F4-NeuroPs derivados del

n-3 DHA, y los F3-NeuroPs derivados del n-6 DPA (Tabla 4.8).

Del grupo de los F4-NeuroPs, se determinaron cuatros metabolitos, de los cuales tres de
ellos, el 4(RS)-Fs-NeuroP, el 4-F4-NeuroP y el 10-F4-NeuroP, oscilaban en los
diferentes momentos sin una correlacion con la funcidon renal. Por otro lado,
el 10-epi-10-F4-NeuroP, el otro F4-NeuroP analizado derivado del n-3 DHA, aumento
durante la etapa postrasplante. A pesar de este aumento no se encontraron diferencias
significativas ni entre los diferentes momentos consecutivos (p > 0,05 para todas las

comparaciones) ni entre el dia 5 y el sexto mes postrasplante (p = 0,182).
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Tabla 4.8. Neuroprostanos urinarios encontrados en los seis momentos del estudio y en los sujetos
sanos del grupo control.

Dia5 Dia 10 Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 6 Sujetos
p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR sanos

Fs-Neuroprostanos

4-epi-4-Fy- 2,84 2,20 2,25 1,84 2,12 1,61 \D
NeuroP (1,85-466)  (143-2,96)  (175-2,99)  (1,26-453) (1,58-2,88)  (1,25-3,13)
035 1,99 034 0,44 0,20 0,56 1.49

4-F3-NeuroP
(0,16-053)  (0,57-341)  (0,14-0,60)  (0,14-1,01)  (0,17-0,87)  (0,21-0,93) (0.91-2.12)

F,-Neuroprostanos

4(RS)-Fy- 4,61 2,33 3,82 2,22 2,18 2,49 \D
NeuroP (3,13-12,4)  (1,09-3,87)  (3,01-529)  (1,28-5,85)  (1,46-3,36) (1,79-3,56)
22,7 39,6 26,0 31,3 25,66 30,6
4-F4-NeuroP ND
(12,0-47,1)  (16,0-69,7)  (14,4-51,1)  (10,2-52,1)  (135-64,4)  (16,2-46,0)
10-epi-10-F4- 0,94 0,97 1,10 1,08 1,48 1,68 \D
NeuroP (0,61-2,82)  (0,58-2,05)  (0,71-2,64)  (0,59-3,07)  (0,58-1,86)  (0,72-3,79)
0,26 0,24 0,33 0,60 0,35 0,63
10-F4-NeuroP ND

(0,10-048)  (0,13-042)  (0,23-063) (0,20-1,35)  (0,21-097)  (0,29-1,23)

Los datos se presentan como mediana y (rango intercuartilico) en ng mg™’ creatinina en orina.
ND (no detectado).

Del otro grupo de NeuroPs analizados, los F3-NeuroPs, se estudio la evolucion de dos
metabolitos, encontrando igualmente diferentes comportamientos en su evolucion en los
seis meses postrasplante. Uno de ellos, el 4-epi-4-Fs-NeuroP, disminuy6 segln
mejoraba la funcién renal, encontrando su minima concentracion a los 6 meses
postrasplante, momento en el que se hallé el valor mas alto de FGe. Sin embargo, a
pesar de esta disminucion progresiva no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas cuando comparamos la concentracion de este NeuroP entre los diferentes
momentos consecutivos (p > 0,05 para todas las comparaciones), pero si al compararlas
entre el dia 5 y el sexto mes postrasplante (p = 0,01). Por el contrario, el otro F3-NeuroP

analizado, el 4-Fs-NeuroP, no siguid un patron definido, con oscilaciones en los
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diferentes momentos estudiados y sin correlacion con la funcién renal, siendo su

concentracion similar al comienzo y al final del estudio (p = 0,655).

Por otra parte, se agruparon los diferentes NeuroPs en dos grupos segun el &cido graso
del que procedian, F3-NeuroPs totales y F4-NeuroPs totales, estudidndose su evolucion a
lo largo del estudio y sus diferencias entre el inicio y el final del mismo. En este caso
solo se hallaron diferencias significativas entre los meses 3 y 6 postrasplante en el grupo

de los F4-NeuroPs totales (p < 0,05) (Figuras 4.12 y 4.13).
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Figura 4.12. Evolucion de los F4;-neuroprostanos totales. p-TR (Postrasplante renal).
*Diferencias significativas entre ambos momentos (p < 0,05). Datos expresados en
ng mg™ creatinina en orina.
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Figura 4.13. Evolucién de los Fs-neuroprostanos totales. p-TR (Postrasplante renal).
Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina.

4.4.3. F,-dihomo-isoprostanos

En relacion con los F,-dihomo-IsoPs, biomarcadores de EO derivados del AA,
se observaron dos patrones diferentes (Tabla 4.9). Por un lado, los metabolitos
17-epi-17-F,-dihomo-IsoP y 17-Fyx-dihomo-IsoP, que aumentaron y disminuyeron
aleatoriamente  durante la  etapa  postrasplante. Por otro lado, el
ent-7(RS)-7-F,-dihomo-IsoP y el ent-7(S)-7-Fx-dihomo-IsoP, que presentaron un
comportamiento similar con una disminucién de sus concentraciones urinarias segun

avanzaba el periodo postrasplante y un minimo a los tres meses de la intervencion.

A pesar de la progresiva disminucion observada en la excrecion del

7(RS)-7-Fy-dihomo-IsoP 'y del ent-7(S)-7-Fx-dihomo-IsoP, no se encontraron
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diferencias significativas ni entre los diferentes momentos consecutivos analizados, ni al
comparar sus concentraciones entre el dia 5 y el sexto mes postrasplante, donde
solamente se observo una tendencia a la disminucion en ambos parametros (p = 0,072 y
p = 0,162, respectivamente). Sin embargo, al comparar sus concentraciones en el dia5y
en el tercer mes postrasplante, momentos en los que el cociente PtO CrO™ alcanz6 sus
cifras mas altas y mas bajas respectivamente, si se observd una disminucion
significativa en ambos metabolitos (p < 0,05 para ambos), observandose por tanto como
las concentraciones del ent-7(RS)-7-F,-dihomo-IsoP y la del
ent-7(S)-7-F,-dihomo-1soP disminuyeron a medida que mejoraba la funcion renal y

disminuia la proteinuria.

Tabla 4.9. Concentraciones urinarias de F,-dihomo-isoprostanos encontradas en los diferentes
momentos del estudio en los pacientes trasplantados y en los sujetos sanos.

Dia 5 Dia 10 Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 6 Sujetos

p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR sanos
17-epi-17-Fy- 0,81 0,72 0,98 0,84 1,01 1,10 1,82
dihomo-IsoP (0,21-1,68)  (0,22-1,48)  (0,68-1,49)  (0,44-1,84)  (0,55-1,61)  (0,47-1,97) (1,08-2,36)
0,79 0,53 0,62 0,63 0,75 0,75 1,37

17-F,-dihomo-1soP
(0,22-159)  (0,16-1,14)  (0,35-1,11)  (0,19-151)  (0,24-1,80)  (0,31-1,96) (1,18-1,74)

ent-7(RS)-7-Fy- 5,04 4,14 428 4,00 2,96 3,49 351
dihomo-IsoP (3,07-834)  (2,23-758)  (255592)  (2,37-556)  (1,98-693)  (2,52-5.89) (2,81-4,56)
ent-7(S)-7-Fy- 1,59 1,46 1,24 1,17 1,15 1,19 2,61
dihomo-1soP (1,01-2,36)  (0,59-260)  (0,65-2,06)  (0,81-201)  (0,64-189)  (0,63-2,19) (2,14-3,23)

Los datos se presentan como mediana y (rango intercuartilico). Datos expresados en ng mg™ creatinina en
orina. p-TR (Postrasplante renal).

Al estudiar el comportamiento de todos los F,-dihomo-IsoPs agrupados en una misma
familia como F,-dihomo-IsoPs totales se observo que no cumplian un patron definido,
con aumentos y disminuciones no significativas entre los diferentes momentos

consecutivos. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre el inicio y el final
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del estudio (Figura 4.14), comportamiento asociado a la variabilidad interpersonal de

cada uno de los metabolitos.
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Figura 4.14. Evolucion de los F,-dihomo-isoprostanos totales. p-TR (Postrasplante
renal). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina.

4.5. Correlacion de los diferentes marcadores de estrés oxidativo analizados con la

funcion renal

4.5.1. Isoprostanos

En el caso del MDRD vy de la UrS no se encontraron correlaciones significativas
con los diferentes IsoPs analizados en los 5 primeros momentos del estudio, sin
embargo en el sexto mes postrasplante se observaron varias correlaciones significativas

(Tabla 4.10).
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Tabla 4.10. Correlaciones resultantes al comparar el MDRD vy los isoprostanos, y la urea sérica
y los isoprostanos en el sexto mes postrasplante.

Isoprostano? MDRD Urea sérica
Is p Is p
F,-isoprostanos derivados del &cido araquidénico: Serie 15
8-is0-PGF,, -0,504 0,010 0,556 0,003
8-is0-15(R)-PGF,, -0,500 0,010 0,606 0,001
2,3-dinor-8-iso-PGF,, -0,360 0,069 0,500 0,010
15-epi-15F -0,486 0,013 0,659 < 0,001

F,-isoprostanos derivados del acido araquiddnico: Serie 5

5-Fx -0,499 0,011 0,588 < 0,001
5-epi-5-Fx -0,506 0,009 0,552 0,004

Isoprostanos derivados del &cido dihomo-y-linolénico

8-is0-PGE; -0,496 0,011 0,560 0,003

Isoprostanos derivados del &cido eicosapentaenoico

8-Fst -0,459 0,020 0,634 < 0,001
8-epi-8-F; -0,592 0,002 0,724 < 0,001

®Solo se representan los isoprostanos en los que encontramos diferencias significativas.

Con respecto al cociente PtO CrO™, se encontraron correlaciones significativas con los
mismos IsoPs que con la UrS y con el MDRD en el primer mes postrasplante, en el
segundo, en el tercero y en el sexto (Tabla 4.11), pero no en los dias 5 y 10

postrasplante.
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Tabla 4.11. Correlaciones resultantes en algunos de los momentos al comparar el cociente PtO CrO™
y los isoprostanos.

Isoprostano® Mes 1 p-TR Mes 2 p-TR Mes 3 p-TR Mes 6 p-TR
I p rs p I p I p
F,-isoprostanos derivados del &cido araquidénico: Serie 15
8-is0-PGF,, 0,337 0,145 0,714 0,004 0,463 0,034 0,611 0,002

8-is0-15(R)-PGF», 0,446 0,048 0807 <0,001 0505 0,020 0,663 <0,001
2,3-dinor-8-iso-PGF,, 0,438 0,060 0466 0,09 0,187 0415 0426 0,051
15-epi-15Fy 0,556 0,011 0847 <0001 0504 0,002 0,687 <0,001

F,-isoprostanos derivados del &cido araquiddnico: Serie 5

5-Fx 0,398 0,081 0,767 <0001 0,502 0,020 0,662 <0,001
5-epi-5-F 0,443 0,046 0,752 0,001 0,448 0,046 0,609 0,002

Isoprostanos derivados del &cido acido dihomo-y-linolénico

8-is0-PGE; 029 0214 0,754 0,002 0448 0,041 0,611 0,003

Isoprostanos derivados del &cido eicosapentaenoico

8-Fst 0,707 <0,001 0,759 0,002 0474 0,029 0,625 0,001
8-epi-8-F3 0,528 0,029 0953 «<0,001 0443 0,050 0,707 <0,001

4S6lo se representan los isoprostanos en los que hallamos diferencias estadisticamente significativas en algin
momento del estudio. p-TR (Postrasplante renal), PtO (Proteinas en orina), CrO (Creatinina en orina).

4.5.2. Neuroprostanos

Entre los NeuroPs y el MDRD no se hallaron resultados significativos al estudiar
la correlacién entre ambos en ninguno de los seis momentos postrasplante. Para la UrS
se observO una débil correlacion en el sexto mes postrasplante con la excrecion de

4-epi-4-Fz-NeuroP (rs = 0,37; p < 0,02).

Por el contrario, al estudiar la relacion existente entre la proteinuria y la excrecion de
estos metabolitos, se encontraron varias correlaciones significativas entre el cociente
PtO CrO™ y el 4-epi-4-F5-NeuroP. Dichas correlaciones fueron en el primer mes
después del trasplante del 6rgano (rs = 0,534; p <0,02), a los 2 meses (rs = 0,52;
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p=0,02) yalos6 (r;=0,51; p <0,01). En los dias 5 y 10 postrasplante no se encontrd
correlacion, y en el tercer mes postrasplante se observé una ligera correlacién que no

alcanzo significacion estadistica (rs = 0,308; p = 0,191).

4.5.3. F,-dihomo-isoprostanos

Entre los diferentes F,-dihomo-IsoPs analizados y el MDRD no se hallaron
correlaciones significativas. Con la UrS solamente se encontr6 una correlacion débil con
el ent-7(RS)-7-F-dihomo-IsoP (rs = 0,452; p = 0,004) y otra moderada con el

ent-7(S)-7-F-dihomo-IsoP (rs = 0,534; p = 0,001), ambas en el sexto mes postrasplante.

En relacion a la proteinuria, solo se encontraron correlaciones significativas con el
ent-7(RS)-7-F,-dihomo-IsoP al mes postrasplante (rs = 0,533; p = 0,02) y la del

ent-7(S)-7-F,-dihomo-IsoP a los 3 meses postrasplante (rs = 0,362; p = 0,035).

4.6. Comparacion de los diferentes marcadores de estrés oxidativo con los

parametros bioquimicos analizados

4.6.1. Isoprostanos

Se estudi6 la correlacion de los I1soPs con los parametros empleados para evaluar
la inflamacién y la funcién hepética en los diferentes momentos del estudio y no se

encontraron resultados significativos.

En el caso de la Glu se encontraron varias correlaciones significativas con los IsoPs en

diferentes momentos del estudio, todas ellas positivas. En el dia 5 postrasplante con el
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8-is0-15-keto-PGF,, (rs = 0,601; p < 0,05). En el dia 10 postrasplante con el
2,3-dinor-8-is0-PGF,, (rs = 0,608; p < 0,05), con el 5-epi-5-Fy (rs = 0,579; p < 0,05),
con el PGE; (rs = 0,561; p < 0,05) y con el 8-epi-8-F3; (rs = 0,731; p < 0,05). En el
primer mes postrasplante con el 8-F3 (rs = 0422; p < 0,05 y con el
2,3-dinor-8-is0-PGF,, (rs = 0,475; p < 0,05). En el sexto mes postrasplante con el
ent-8-is0-15(S)-PGF,, (rs = 0,558; p = 0,003). Sin embargo, en el segundo y tercer mes

postrasplante no se hallaron resultados significativos.

4.6.2. Neuroprostanos

En el caso de los NeuroPs tampoco se encontraron correlaciones significativas a
lo largo del estudio ni con los parametros de inflamacién ni con los de funcion hepética.
Sin embargo, con la Glu, al igual que sucedié con los IsoPs, se encontraron varias

correlaciones positivas con los metabolitos derivados del n-6 DPA. (Tabla 4.12).

Tabla 4.12. Correlaciones resultantes al comparar los neuroprostanos con la
glucosa en los diferentes momentos del estudio.

4-epi-4-Fz-neuroprostano 4-F3-neuroprostano
rs p I p
Dia 5 pos-TR 0,671 0,002 -- --
Dia 10 pos-TR 0,471 0,045 - --
1° mes pos-TR 0,363 0,042 0,482 0,006
2° mes pos-TR -- -- 0,403 0,013
3° mes pos-TR 0,481 0,003 - -

6° mes pos-TR - - - -

(--):resultados no mostrados por falta de relevancia
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4.6.3. F,-dihomo-isoprostanos

Tampoco se encontraron correlaciones entre los F,-dihomo-IsoPs y los
pardmetros de inflamacion y de funcion hepética estudiados. Con respecto a la Glu se
observaron ligeras correlaciones significativas con el ent-7(RS)-7-F,-dihomo-IsoP en
diferentes momentos del estudio (Tabla 4.13).

Tabla 4.13. Correlaciones resultantes al comparar los F,-dihomo-
isoprostanos con la glucosa en los diferentes momentos del estudio.

ent-7(RS)-7-F,-dihomo-1soP

Is Y
Dia5p-TR 0,346 0,146
Dia 10 p-TR 0,252 0,312
1°mes p-TR 0,441 0,012
2°mes p-TR 0,258 0,127
3°mes p-TR 0,371 0,024
6° mes p-TR 0,358 0,025

p-TR (Postrasplante renal).

4.7. Diferencias en la excrecion de los diferentes marcadores de estrés oxidativo en

funcidn de las caracteristicas del trasplante

4.7.1. En funcién de si tuvieron retraso en el inicio de la funcién o no

Al comparar la excrecién urinaria de IsoPs en los pacientes trasplantados en los
diferentes momentos del estudio, en funcion de si tuvieron o no retraso en el inicio de la
funcién, no se encontraron resultados significativos (p > 0,05 para todos) en los tres
primeros meses postrasplante. A pesar de ello, en estos 5 momentos del estudio las

concentraciones urinarias de IsoPs fueron en lineas generales mayores en los pacientes

[119]



4. Resultados

qgue presentaron RFI. En el sexto mes postrasplante si se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos en varios de los IsoPs analizados, resultando siempre

su concentracion urinaria menor en los pacientes que no presentaron RFI (Tabla 4.14).

En el caso de los NeuroPs y F,-dihomo-IsoPs no se encontraron resultados

significativos en ningun momento del estudio (p > 0,05 para todos).

Tabla 4.14. Diferencias encontradas en el sexto mes postrasplante en la concentracion urinaria
de los isoprostanos en funcidn de si tuvieron o no retraso en la funcion inicial.

No RFI RFI
Isoprostano® p 1 1
(ng mg™ CrO) (ng mg™ CrO)
F,-isoprostanos derivados del &cido araquidénico: Serie 15
. 52,7 85,8
8-is0-PGF,, 0,050
(34,1-70,6) (42,7-116,6)
. 12,6 17,5
8-i50-15(R)-PGF,, 0,030
(8,4-14,6) (11,2-27,6)
. . 16,7 22,8
2,3-dinor-15-epi-15F 0,071
(12,5-18,4) (17,1-29,3)
. 19,5 28,4
15-epi-15F, 0,067
(14,0-26,4) (19,4-44,5)

F,-isoprostanos derivados del acido araquidonico: Serie 5

33,2 49,1
5-Fx 0,019
(27,0-39,4) (32,8-82,2)
. 69,8 106,3
5-epi-5-F 0,030
(45,5-92,0) (68,3-164,5)

Isoprostanos derivados del acido dihomo-y-linolénico

21,1 37,3

8-is0-PGE; 0,027
(15,0-24,4) (19,2-49,7)

Isoprostanos derivados del &cido eicosapentaenoico

3,6 6.8

8-epi-8-F3, 0,040
(2,9-5,3) (3,5-9,7)

Solo se representan los isoprostanos en los que encontramos diferencias relevantes. Los datos se
presentan como mediana y (rango intercuartilico) expresados en ng mg™ creatinina en orina. RFI (Retraso
en la funcion inicial del injerto), CrO (Creatinina en orina).
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4.7.2. En funcién del tipo de muerte del donante

Segun el tipo de muerte del donante se separaron los pacientes trasplantados en
dos grupos, dependiendo de si recibieron un injerto de un donante fallecido por TCE, o
por anoxia cerebral o ACV. Entre ambos grupos se compararon los niveles urinarios de

los diferentes marcadores de estrés oxidativo en los diferentes momentos del estudio.

En el caso de los IsoPs se observé que en el grupo de TCE la concentracién urinaria de
IsoPs era méas alta en todos los casos en los tres primeros meses del estudio, sin
embargo solo se encontraron diferencias significativas en algunos momentos
postrasplante (Tabla 4.15). En el sexto mes postrasplante se encontraron diferencias
estadisticas en varios de los IsoPs analizados, resultando siempre su concentracion

urinaria mas alta en los pacientes del grupo de TCE (Tabla 4.15).

Por el contrario, ni en los NeuroPs ni en los F,-dihomo-IsoPs se encontraron diferencias
estadisticas (p > 0,05 para todos), pero al observar su evolucion se pudo apreciar como
en todos los momentos la concentracion del 4-epi-4-Fs-NeuroP y la del

ent-7(RS)-7-F,-dihomo-IsoP fue mayor en el grupo de TCE.

[121]



4. Resultados

Tabla 4.15. Diferencias encontradas durante el estudio en la concentracion urinaria de los
isoprostanos en funcion del tipo de muerte del donante (TCE versus ACV/anoxia cerebral)

Dia 5 Dia 10 Mes 1 Mes2 Mes3 Mesb
p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR

Isoprostano® p p p p p p
F,-isoprostanos derivados del &cido araquidénico: Serie 15
8-is0-PGF,, 0,209 0,562 0,257 0,381 0,221 0,027
8-is0-15keto-PGF,, 0,005 0,039 0,219 0,587 0,354 0,011
8-is0-15(R)-PGF,, 0,040 0,290 0,140 0,212 0,060 0,014

2,3-dinor-8-iso-PGF,, 0,137 0,342 0,170 0,185 0,531 0,015
ent-8-is0-15(S)-PGF,, 0,129 0,009 0,204 0,011 0,277 0,041

15-epi-15F 4 0,040 0,043 0,082 0,436 0,144 0,020
2,3-dinor-15-epi-15F 5 0,304 0,174 0,102 0,185 0,034 <0,001

F,-isoprostanos derivados del &cido araquiddnico: Serie 5
5-Fy 0,086 0,571 0,205 0,161 0,244 0,011
5-epi-5-Fy 0,070 0,892 0,246 0,311 0,345 0,027

Isoprostanos derivados del &cido dihomo-y-linolénico

8-is0-PGE; 0,114 0,205 0,170 0,242 0,325 0,020

Isoprostanos derivados del &cido eicosapentaenoico
8-Fa 0,009 0,225 0,047 0,086 0,070 0,021
8-epi-8-F3; 0,003 0,892 0,044 0,125 0,313 0,023

®Solo se representan los isoprostanos en los que se hallaron diferencias en algin momento del
estudio. p-TR (Postrasplante renal), TCE (Traumatismo craneoencefalico), ACV (Accidente
cerebrovascular).

4.7.3. En funcidn de la edad del donante

Se estudio la correlacion entre los niveles urinarios de los metabolitos de
lipoperoxidacion y la edad del donante, resultando en el sexto mes postrasplante una
correlacion positiva en los metabolitos incluidos en la Tabla 4.16. Este hallazgo nos

indico que a mayor edad del donante, la excrecion urinaria de los marcadores de estrés
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oxidativo era mayor, y permitira a los especialistas abordar el proceso de trasplante

desde otro punto de vista con el objetivo de aumentar la tasa de éxito del mismo.

Tabla 4.16. Correlaciones resultantes en el sexto mes postrasplante al comparar la edad del
donante y los isoprostanos.

Isoprostano® Edad del
donante
I's P
F,-isoprostanos derivados del &cido araquidénico: Serie 15
8-is0-PGF,, 0,481 0,015
8-is0-15keto-PGF,, 0,446 0,045
8-i50-15(R)-PGF,, 0,509 0,009
2,3-dinor-8-iso-PGF,, 0,412 0,040
15-epi-15Fy 0,577 0,002
F,-isoprostanos derivados del &cido araquiddnico: Serie 5
5-Fy 0,517 0,008
5-epi-5-F 0,489 0,013
E,-isoprostanos derivados del &cido araquidonico: Serie 15
8-iso-15keto-PGE, 0,846 0,016
Isoprostanos derivados del acido dihomo-y-linolénico
8-is0-PGE; 0,470 0,017
8-is0-PGF, 0,900 0,037
Isoprostanos derivados del acido eicosapentaenoico
8-F3 0,539 0,049
8-epi-8-Fa 0,565 0,005

#Solo se representan los isoprostanos en los que se hallaron resultados significativos.

4.7.4. En funcion del tiempo de isquemia fria del 6rgano trasplantado

Se estudié la influencia del tiempo de isquemia fria del érgano trasplantado en la
excrecion urinaria de todos los metabolitos lipidicos, encontrandose resultados
significativos en algunos IsoPs en los diferentes momentos del estudio (Tabla 4.17).
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Tabla 4.17. Correlaciones resultantes al comparar el tiempo de isquemia fria del 6rgano
trasplantado y los isoprostanos urinarios en los diferentes momentos del estudio.

Dia 5 Dia 10 Mes 1 Mes2 Mes3 Mesb

Isoprostano®
p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR
F,-isoprostanos derivados del &cido araquidénico: Serie 15
. rs 0,365 0,335 0,554 0,352
8-150-PGF,, - N
p 0,047 0,094 0,009 0,082
. rs 0,340 0,586
8-is0-15keto-PGF,, - - -~ --
p 0,065 0,013
. rs 0,390 0,363 0547 0351 0,370
8-i50-15(R)-PGF3, -
p 0,032 0,068 0,010 0,092 0,068
. ) rs 0,317 0,418 0,367
2,3-dinor-8-iso-PGF,, -- -- --
p 0,087 0,059 0,060
. I 0,343 0,461
ent-8-is0-15(S)-PGF,, - - - -
p 0,073 0,042
. I's 0,409
8-is0-PGF,; - - -- -- -
p 0,022
. rs 0,418 0,483 0,555 0,347
15-epi-15Fy - -
p 0,021 0,012 0,009 0,089
) ) s 0347 0,359 0,416 0,607
2,3-dinor-15-epi-15Fy -- --
p 0,060 0,078 0,034 0,001

F,-isoprostanos derivados del acido araquiddnico: Serie 5

e F rs 0,364 0,535 0,395
2 p 0,047 0,012 0,050
. rs 0,370 0,500 0,348
5-epi-5-Fa -- - -
p 0,044 0,020 0,087
Isoprostanos derivados del &cido dihomo-y-linolénico
) rs 0,345 0,539 0,317
8-is0-PGE; - - -
p 0,061 0,011 0,122
Isoprostanos derivados del acido eicosapentaenoico
oF rs 0,380 0,398 0,475 0,296
* p 0,038 0,043 0,029 0,150
) s 0,465 0,515 0,377
8-epi-8-F; - - --
p 0,014 0,049 0,076

®Solo se representan los isoprostanos en los que se hallaron resultados significativos en algiin momento
del estudio. p-TR (Postrasplante renal). (--): resultados no mostrados por falta de relevancia estadistica.
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4.8. Comportamiento y valor predictor de los marcadores de estrés oxidativo en los

pacientes con rechazo

Se estudiaron los niveles urinarios de los diferentes marcadores de estrés
oxidativo analizados (IsoPs, NeuroPs y F,-dihomo-IsoPs) en los pacientes que
presentaron un rechazo confirmado por biopsia y se compararon con los de los
trasplantados que no presentaron rechazo en los diferentes momentos del estudio,
observando que no seguian un patrébn comuan si no uno fluctuante con aumentos y
disminuciones no explicables. Ademés de esto, no se pudieron comparar
estadisticamente ambos grupos mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney

debido al bajo nimero de rechazos encontrados en el estudio.

4.9. Diferencias en los niveles de neuroprostanos Yy de F,-dihomo-isoprostanos

entre el grupo control y los trasplantados

Debido a la novedad de dichos metabolitos, unida a la escasez de estudios en la
bibliografia actual que emplean los NeuroPs y F,-Dihomo-IsoPs como marcadores de
lipoperoxidacion, nos planteamos la comparacion de los niveles urinarios de estos
compuestos entre los pacientes trasplantados y los del grupo de sujetos sanos, nunca
antes investigado. Dicha comparativa se hizo con el objetivo de observar las diferencias
en su excrecion entre ambos grupos, lo que nos permitirad investigar desde un punto de
vista fisiopatoldgico como afecta el EO a los AGP de los que proceden tras un

trasplante renal.

A nivel cualitativo se observo que los F,-dihomo-IsoPs se detectaron en ambos grupos

de pacientes. Por el contrario los NeuroPs solo se detectaron en los receptores de
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trasplante renal, siendo el 4-F3-NeuroP el Unico detectado en el grupo de sujetos sanos
(Tabla 4.8). Cabe destacar que su epimero, el 4-epi-4-Fs-NeuroP, no se detecto,
probablemente debido al mayor LOD/LOQ de nuestro método analitico para este

metabolito (87).

Al comparar la concentracion urinaria de estos metabolitos en los sujetos sanos y en los
pacientes trasplantados en el dia cinco y en el sexto mes postrasplante (correspondiente
a los momentos con peor y mejor funcion renal respectivamente), se observo que en
ambos momentos la concentracion del 4-Fs-NeuroP era mas baja en los sujetos sanos
(p < 0,05 para ambas comparaciones). En el caso de los F,-dihomo-IsoPs se detect6 que
en ambos momentos los niveles urinarios de 17-epi-17-Fy-dihomo-IsoP,
17-Fy-dihomo-1soP y ent-7(S)-7-F,-dihomo-IsoP eran significativamente menores en
los pacientes trasplantados (p < 0,05 para todos los casos). Por el contrario los niveles
del otro F,-dihomo-IsoP analizado, el ent-7(RS)-7-Fx-dihomo-IsoP, fueron
significativamente mas altos en el quinto dia postrasplante (p < 0,05), y similares al

sexto mes postrasplante (Tabla 4.9).

4.10. Prostanoides: prostaglandinas y tromboxanos

4.10.1. Evolucién de los prostanoides durante los seis meses postrasplante

4.10.1.1. Evolucion individual de los diferentes prostanoides analizados

Se analizaron un total de 23 PTs procedentes de diferentes &cidos grasos
poliinsaturados y generados por diferentes vias de sintesis: 22 PGs y un TX. La
mayoria se detectaron en todos los momentos del estudio, excepto el 6-keto-PGF,, y el

20-OH-PGE, que no se detectaron en ningun momento del mismo. El
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2,3-dinor-6-keto-PGF,,, solo se detectd a partir del primer mes postrasplante, y el
tetranor-PGJM se hall6 en todos los momentos excepto en el dia 5 postrasplante

(Tabla 4.18).

Al observar la evolucion de los diferentes PTs analizados de manera individual se pudo
apreciar de manera general que la mayoria de los compuestos disminuian entre el inicio
y el final del estudio, encontrando diferencias significativas en el metabolito
15-keto-PGF,,. Los que no disminuyeron son el 2,3-dinor-11-B-PGF,,, el
tetranor-PGJM, el 2,3-dinor-6-keto-PGF,, el 20-OH-PGF,, y en el 17-trans-PGF;,. De
estos el 2,3-dinor-11-B-PGF,, y el 17-trans-PGF;, presentaron diferencias significativas

entre ambos momentos (p < 0,05 para ambos).

A lo largo del estudio, se pudo observar como casi todos presentaban fluctuaciones no
significativas entre los diferentes momentos consecutivos, aumentando muchos de ellos
entre los dias 5 y 10 postrasplante de forma no significativa (p > 0,05). Posteriormente,
entre el dia 10 y el primer mes postrasplante, algunos de ellos disminuyeron
significativamente (Tabla 4.18). Los Unicos compuestos que presentaron un patron
continuo durante los seis meses postrasplante son el 11-dehidro-TXB, y el

17-trans-PGF;,, analitos que descendieron y aumentaron respectivamente.
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Tabla 4.18. Concentracion de los prostanoides analizados en los seis momentos del estudio.

Cinco dias Diez dias Un mes Dos meses Tres meses Seis meses
p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR
AA: Via de sintesis H
47,1 53,8 58,6 40,4 43,2 39,9
U-44619
(36,6-79,9) (33,1-79,8) (28,8-83,5) (25,5-77,5) (24,9-73,8) (26,1-68,2)
25,5 32,2 40,3 24,6 26,2 24,1
U-44069
(12,5-50,0) (12,4-44.4) (15,8-53,9) (10,7-54,7) (12,8-51,0) (12,4-37,5)
AA: Via de sintesis D
PGD* 5,97 4,95 3,68 4,28 4,96 5,39
2 (4,71-8,27) (4,12-7,95) (3,03-5,89) (3,22-6,78) (3,16-8,41) (2,95-8,88)
8,83 9,02 7,04 7,34 8,37 7,31
PGDM*
(7,28-15,2) (7,38-12,1) (5,73-9,14) (5,27-11,5) (5,54-11,6) (4,93-10,3)
T:ggrl‘\zr' 16,4 225 14,9 16,8 156 151
i 12,1-32 16,2-2 12,9-17,1 11,4-21,4 10,8-2 -2
lactona* (12,1-32,0) (16,2-29,6) (12,9-17,1) (11, 4) (10,8-26,3) (9,86-28,6)
12,3 11,9 8,53 9,27 8,86 9,84
11-B-PGF,,*
(9,76-16,3) (9,45-14,7) (7,21-11,6) (6,57-14,2) (6,37-15,5) (6,45-14,7)
2,3-dinor-11- 46,3 54,3 58,6 78,9 65,2 74,2
B-PGFy, (36,5-77,0) (33,6-83,4) (322-76,7)  (50,4-142,9)  (40,0-118,9)  (60,1-114,9)
Tetranor- 17,8 194 14,8 13,98 13,8 16,7
PGDM (13,9-27,8) (13,9-24,4) (12,5-21,2) (10,2-23,5) (11,7-22,7) (9,8-23,6)
Tetranor- ND 1134 1129 116,6 154.8 133,6
PGIM (93,2-171,7)  (80,4-155,5)  (95,2-207,8)  (97,8-265,3)  (90,6-238,4)
AA: Via de sintesis E
PGE,* 14,8 14,3 10,7 11,7 115 11,6
2 (11,6-20,2) (11,5-19,5) (9,05-14,5) (7,81-18,7) (7,55-18,2) (7,6-18,8)
20-OH-PGE, ND ND ND ND ND ND
Tetranor- 9,17 14,1 7,21 5,79 9,18 10,9
PGEM* (5,82-21,5) (6,96-17,5) (5,30-10,9) (4,54-21,6) (5,39-16,6) (6,25-15,7)
Tetranor- 20,9 17,8 14,9 21,6 17,4 18,7
PGAM (10,6-39,2) (13,7-22,2) (12,9-19,2) (14,9-30,6) (12,4-21,8) (10,2-32,1)

Los datos se presentan como mediana y (rango intercuartilico). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina. AA

(Acido araquidénico),

disminucion significativa (p < 0,05) entre el dia 10 y el primer mes postrasplante.
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Tabla 4.18. (Continuacién) Concentracion de los prostanoides analizados en los seis

momentos del estudio.

Cinco dias Diez dias Un mes Dos meses Tres meses Seis meses
p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR
AA: Via de sintesis F
555,8 480,1 501,3 508,3 597,7 644,9
20-OH-PGF,,
(328,6-834,1)  (389,2-769,4)  (349,5-707,4)  (343,3-764,9)  (395,9-908,2)  (395,9-852,8)
19(R)-OH- 370,1 252,8 308,4 259,2 2925 3737
PGF,, (181,2-621,1)  (188,0-502,5)  (233,6-370,4)  (174,3-397,9)  (186,9-497,3)  (247,5-454,2)
15-keto- 69,7 3,98 2,32 2,08 3,09 2,69
PGF,,* (6,61-229.2)  (1,72-45,7) (0,78-2,23) (0,88-3,95) (1,66-5,60) (1,70-5,37)
Tetranor- 37,8 31,4 23,3 31,2 19,8 23,08
PGFM (185-119,3)  (25,2-55,8) (19,4-28,6) (22,3-48,3) (16,4-21,9) (16,7-43,7)
AA: Via de sintesis I
2,3-dinor-6- \D \D 177,4 162,9 1952 260,3
keto-PGF,, (87,7-253,8)  (100,4-295,0)  (139,8-292,9)  (148,5-458,5)
6-keto-PGFy, ND ND ND ND ND ND
AA: Tromboxanos
11-dehidro- 14,8 14,3 122 113 108 9,42
TXB, (10,6-26,9) (11,5-18,4) (10,1-15,7) (8,22-18,5) (7,66-15,3) (7,74-26,5)
Prostaglandinas derivadas del &cido dihomo-y-linolénico
PGE, * 5,80 4,97 3,53 4,03 3,94 4,29
1o (3,2-8,9) (4,07-7,80) (2,59-5,09) (2,70-6,55) (2,24-7,78) (2,48-6,78)
PGE, * 153 12,9 9,15 9,48 13,4 106
1 (10,2-26,6) (10,1-20,8) (7,42-16,5) (6,11-16,1) (8,59-20,0) (6,86-17,2)
Prostaglandinas derivadas del acido eicosapentaenoico
17-trans- 5,06 5,44 6,25 6,47 9,27 132
PGF;,* (2,70-9,48) (2,08-11,9) (3,67-9,75) (2,39-11,5) (4,70-15,9) (7,80-19,7)

Los datos se presentan como mediana y (rango intercuartilico). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina. AA

(Acido araquidénico),

disminucion significativa (p < 0,05) entre el dia 10 y el primer mes postrasplante.

4.10.1.2. Evolucion de los diferentes prostanoides agrupados por familias

ND (No detectados). p-TR (Postrasplante renal). *Prostanocides que presentaron una

Los PTs derivados del AA se dividen en cinco grupos segun su via de sintesis:

PTs de laviaH, PTsde laviaD, PTsde laviaE, PTsde laviaF,y TXs.
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Los PTs de la via H presentaron oscilaciones no significativas entre los diferentes
momentos del estudio, con una ligera disminucion entre el inicio y el final que no

alcanzo significacion estadistica (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Evolucion de los prostanoides de la via H derivados del &acido
araquidénico. p-TR (Postrasplante renal). Datos expresados en ng mg™ creatinina en
orina.

Los PTs de la via D, al estudiarlos de manera conjunta, presentaron oscilaciones entre
los diferentes momentos con una tendencia al aumento, reflejando diferencias
significativas entre el mes 1 y el mes 2 postrasplante (p < 0,05), y entre el inicio y el

final del estudio (p < 0,001) (Figura 4.16).

Los PTs de la via E disminuyeron significativamente entre el dia 10 y el primer mes
postrasplante (p < 0,05), y entre el mes 1 y el 2 postrasplante (p < 0,05). Entre el resto
de momentos consecutivos presentaron oscilaciones no significativas. Entre el inicio y

el final del estudio tampoco se hallaron diferencias significativas (Figura 4.17).
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Figura 4.16. Evolucion de los prostanoides de la via D derivados del &cido
araquidonico. p-TR (Postrasplante renal). *Diferencias significativas entre ambos

momentos (p < 0,05). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina.
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Figura 4.17. Evolucién de los prostanoides de la via E derivados del &acido
araquidonico. p-TR (Postrasplante renal). *Diferencias significativas entre ambos

momentos (p < 0,05). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina.
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Los derivados de la PGF, presentaron oscilaciones no significativas a lo largo del

estudio, con concentraciones similares al inicio y al final del mismo (Figura 4.18).

En el caso de los derivados de la PGI, se observo que el 2,3-dinor-6-keto-PGF,, se
empez6 a detectar en el momento 3 del estudio, con una tendencia al aumento hasta el
final del mismo. Entre los diferentes momentos consecutivos no hubo diferencias
significativas, pero al comparar su concentracion en los meses uno y seis postrasplante
se hallé un aumento considerable pero no significativo (p = 0,067). El otro compuesto

de esta familia, el 6-keto-PGF,, no se detectd a lo largo del estudio.
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0 T T T T T T
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p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR

Figura 4.18. Evolucién de los prostanoides de la via F derivados del &cido
araquidonico. p-TR (Postrasplante renal). Datos expresados en ng mg™ creatinina
en orina.

En el caso del unico tromboxano analizado, el 11-dehidro-TXB,, observamos como
disminuia progresivamente a lo largo del estudio sin presentar diferencias significativas

ni entre el inicio y el final, ni entre los diferentes momentos consecutivos (Figura 4.19).
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Figura 4.19. Evolucién del 11-dehidro-TXB, derivado del &cido araquidénico.
p-TR (Postrasplante renal). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina.

Ademas de los PTs derivados del AA, se analizaron dos PTs derivados del GLA y un
metabolito derivado del EPA. Los primeros, al agruparlos en conjunto, vimos que
presentaban ligeras oscilaciones entre los diferentes momentos del estudio con una
tendencia al descenso. La disminucion entre el dia 10 y el primer mes postrasplante
alcanzo6 el nivel de significancia establecido (p < 0,05), pero no entre el inicio y el final

de la etapa estudiada (Figura 4.20).

En el caso del 17-trans-PGF;,, Unico PT analizado derivado del EPA observamos como
seguia un patron continuo ascendente, presentando diferencias significativas entre el
inicio y el final del estudio, y entre los meses 3 y 6 postrasplante (p < 0,05 para ambos)

(Figura 4.21).

[133]



Prostanoides del dcido dihomo-y-linolénico

ido eicosapentaenoico

acl

r

Prostanoides del

[}
(=]
|
]
1

N
o
1

w
=1
|
|
|

5]
o
|

-
o
1

4. Resultados

1

0 T T T T
Dia 5 Dia 10 Mes 1 Mes 2
p-TR p-TR p-TR p-TR

Mes 3 Mes &
»-TR »-TR

Figura 4.20. Evolucién de los prostanoides derivados del &acido dihomo-y-
linolénico. p-TR (Postrasplante renal). *Diferencias significativas entre ambos
momentos (p < 0,05). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina.
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Figura 4.21. Evolucién de los prostanoides derivados del acido eicosapentaenoico.
p-TR (Postrasplante renal). *Diferencias significativas entre ambos momentos

(p < 0,05). Datos expresados en ng mg™ creatinina en orina.
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4.10.2. Correlacion de los prostanoides con la funcion renal

Se estudid la correlacion de la concentracion urinaria de los PTs analizados con
los parametros utilizados para evaluar la funcion renal. En el caso de la UrS y del
MDRD se hallaron correlaciones significativas en el sexto mes postrasplante, siendo

positivas y negativas respectivamente (Tabla 4.19).

Tabla 4.19. Correlaciones resultantes en el sexto mes
postrasplante al comparar los prostanoides con la urea sérica y con

el MDRD.
Nivel de , .
., Urea sérica MDRD
correlacion
AA: Via de sintesis H
I 0,541
U-44619 --
p 0,007
AA: Via de sintesis D
I 0.503 -0,544
PGD,
p 0,039 0,023
rs 0,661 -0,422
PGDM
p 0,002 0,044
Tetranor-PGDM- rs 0,651 -0,631
lactona p 0,002 0,003
I 0,725 -0,603
Tetranor-PGDM
p <0,001 0,007
rs 0,626 -0,475
11-B-PGF,,
p <0,001 0,016
I 0,742 -0,661
Tetranor-PGIM
p <0,001 0,003

AA: Via de sintesis E

rs 0,636 -0,465
PGE,
p <0,001 0,018
rs 0,617 -0,421
Tetranor-PGEM
p 0,001 0,040

AA (Acido araquidénico). (--): resultados no mostrados por falta de
relevancia estadistica.
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Tabla 4.19. (Continuacion). Correlaciones resultantes en el sexto
mes postrasplante al comparar los prostanoides con la urea sérica

y con el MDRD.
Nivel de L.
., Urea séerica MDRD
correlacion
AA: Via de sintesis F
I 0,403
20-OH-PGF,, -
p 0,045
rs
19(R)-OH-PGF,, ) - -
rs 0,562 -0,596
Tetranor-PGFM
p 0,036 0,024
AA: Via de sintesis |
) I 0,591
2,3-dinor-6-keto-PGF,, --
p 0,045

AA: Tromboxano

Is 0,808 -0,721

11-dehidro-TXB,
p <0,001 0,002

Prostaglandinas derivadas del acido dihomo-y-linolénico

ry 0,558 -0,492
PGE, p 0,003 0,012
ry 0,707 -0,623
PGFia p <0,001 0,007

AA (Acido araquiddnico). (--): resultados no mostrados por falta de
relevancia estadistica.

Al estudiar la relacion existente entre la excrecion de estos metabolitos y la proteinuria,
se obtuvieron correlaciones significativas positivas en todos los momentos del estudio

con algunos de los diferentes PTs analizados (Tabla 4.20).
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Tabla 4.20. Correlaciones resultantes en los diferentes momentos del estudio al comparar
los prostanoides y el cociente PtO CrO™.

Cincodias Diezdias Unmes Dosmeses Tresmeses Seis meses

p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR
AA: Via de sintesis H
ry 0,456 0,514
U-44619 - - - -
p 0,047 0,014
rs 0,644 0,562
U-44069 - - - -
p 0,009 0,006
AA: Via de sintesis D
ry 0,889 0,683
PGD, - - - -
p <0,001 0,007
rs 0,709 0,529 0,601 0,577
PGD - -
p 0,006 0,016 0,006 0,007
I 0,575 0,761 0,641 0,475
Tetranor-PGDM -- --
p 0,081 0,028 0,009 0,073
Tetranor-PGDM- s 3 3 B B 0,627 0,700
lactona p 0,038 0,001
rs 0,675 0,535 0,823 0,498 0,669
11-B-PGF,, -
p 0,006 0,015 <0,001 0,021 <0,001
I 0,757
Tetranor-PGJM - - - - -
p 0,001
AA: Via de sintesis E
rs 0,657 0,551 0,839 0,489 0,699
PGE, -
p 0,007 0,011 <0,001 0,024 <0,001
I 0,486 0,429
Tetranor-PGEM - - - -
p 0,065 0,050
I 0,943 0,857 0,838
Tetranor-PGAM -- -- -
p 0,005 0,013 0,037
AA: Via de sintesis F
rs 0,505 0,595 0,416
20-OH-PGFy, - - -
p 0,023 0,024 0,056
I 0,552 0,448
19(R)-OH-PGF,, - - - -
p 0,039 0,036
fs 0,636
Tetranor-PGFM -- - - - -
p 0,026

2,3-dinor-6-keto- I 0,901 0,785
PGFy, p 0,030 0,020

AA (Acido araquidonico). (--): resultados no mostrados por falta de relevancia. p-TR (Postrasplante).
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Tabla 4.20. (Continuacion). Correlaciones resultantes en los diferentes momentos del
estudio al comparar los prostanoides y el cociente PtO CrO™.

Cincodias Diezdias Unmes Dosmeses Tresmeses Seis meses
p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR p-TR

AA: Tromboxano

. Is 0,986 0,828
11-dehidro-TXB, - -- - -
p 0,013 <0,001

Prostaglandinas derivadas del &cido dihomo-p-linolénico

0542 0,456 0,712 0,520 0,585
PGE, P 0036 0,111 N 0,004 0,015 0,004

. 0410 0,769 0,448 0,600
PGFia P 0,128 - B 0,005 0,070 0,018

AA (Acido araquidonico). (--): resultados no mostrados por falta de relevancia estadistica. p-TR (Postrasplante
renal).

4.10.3. Comparacion de los prostanoides con los diferentes parédmetros

bioquimicos analizados

Se estudiaron las correlaciones entre los PTs y diferentes parametros
bioguimicos analizados, no hallandose resultados significativos ni con los parametros de

inflamacién, ni con los parametros evaluadoras de funcion hepética y ni con la glucosa.

4.10.4. Diferencias en la excrecion urinaria de prostanoides en funcion de las

caracteristicas del trasplante

- En funcién de si tuvieron o no retraso en el inicio de la funcién

En este caso, solamente se hallaron diferencias significativas en el sexto mes
postrasplante en algunos de los PTs analizados (Tabla 4.21), momento en el que todos
estos compuestos se detectaron a una mayor concentracion en los pacientes con RFI,

incluso los que no presentaron diferencias significativas.
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Tabla 4.21. Diferencias encontradas en el sexto mes postrasplante en los prostanoides
urinarios segun si tuvieron o no retraso en la funcidn inicial los pacientes trasplantados.

Prostanoide® p No RFI RFI

AA: Via de sintesis D

3,96 7,92
PGD, 0,016
(2,15-5,22) (5,39-9,61)
Tetranor-PGDM- 0.069 13,4 22,3
lactona ’ (10,1-20,3) (13,9-36,2)
8,82 11,6
11-B-PGF5, 0,085
(6,52-11,5) (8,10-19,7)
129,8 254,2
Tetranor-PGJM 0,050

(96,5-195,4)  (135,9-356,5)

AA: Via de sintesis E

260,3 363,4
PGE, 0,049
(211,1-419,0) (233,3-465,6)
129,8 254,2
Tetranor-PGJM 0,050

(96,5-1954)  (135,9-356,5)

AA: Via de sintesis F

21,2 49,7
20-OH-PGF,, 0,046
(16,0-30,4) (32,8-104,1)
10,2 27,9
Tetranor-PGFM 0,013
(8,02-57,1) (19,4-33,1)

Prostaglandinas derivadas del acido dihomo-y-linolénico

37 6,7
(2,7-5,1) (4,0-10,0)

PGE1 0,026

#Solo se representan los prostanoides en los que se hallaron diferencias relevantes. Concentraciones
en ng mg™. RFI (Retraso en la funcién inicial del injerto), CrO (Creatinina en orina), AA (Acido
araquidonico).

Igualmente, a pesar de no presentar diferencias significativas, las concentraciones de los
PTs fueron en todos los casos mayores en los pacientes con RFI en los meses 1, 2 'y 3

postrasplante. Por el contrario, en los dos primeros momentos del estudio, dias 5 y 10
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postrasplante, las medianas de las concentraciones de los PTs no siguieron un patron

comun, siendo en algunos casos mayores y en otros menores.

- Segun el tipo de muerte del donante

Se separaron los pacientes trasplantados en dos grupos, por un lado los que
recibieron un injerto de un donante fallecido por TCE, y por otro los de anoxia cerebral
0 ACV, observandose entre ambo grupos un comportamiento similar al encontrado con
los IsoPs, en el que las medianas de la concentracion urinaria de los PTs fueron mas
altas en el grupo de TCE en los seis momentos del estudio. Sin embargo, a pesar de esta
mayor concentracion hallada en el grupo de TCE, en los tres primeros meses
postrasplante solo se detectaron diferencias significativas aisladas, siendo el sexto mes

postrasplante el momento donde las diferencias fueron mayores (Tabla 4.22).
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Tabla 4.22. Diferencias encontradas en el 6° mes postrasplante en los prostanoides
urinarios segun si el donante habia fallecido por TCE o por ACV/anoxia cerebral.

TCE ACV/AC

Prostanoide® p
(ng mg* Cro) (ng mg* Cro)

Acido araquidonico: Via de sintesis D

9,53 4,48
PGD, 0,001
(7,74-12,3) (2,47-5,93)
15,4 6,68
PGDM 0,012
(7,75-20,4) (5,22-9,38)
32,6 15,1
Tetranor-PGDM-lactona 0,076
(13,9-44,2) (10,2-22,0)
18,9 9,58
11-B-PGF,, 0,024
(9,02-22,5) (5,88-11,5)
) 175,1 74,2
2,3-dinor-11-p-PGF,, 0,015
(81,6-214,2) (67,6-105,4)
254,2 129,8
Tetranor-PGIM 0,069
(161,1-302,4) (88,6-217,1)

Acido araquidoénico: Via de sintesis E

22,0 11,2
PGE, 0,020
(11,1-29,8) (7,33-14,9)
15,8 10,1
Tetranor-PGEM 0,046
(9,96-43,8) (6,15-13,3)

Acido araquidonico: Via de sintesis F

65,8 22,1
Tetranor-PGFM 0,014
(37,8-114,1) (16,2-31,3)
902,8 491,3
20-OH-PGF,, 0,003
(738-1565) (389,9-743,1)
7,08 1,81
15-keto-PGF,, 0,009
(5,61-8,22) (1,24-2,80)

Acido araquidoénico: Tromboxanos

26,5 8,85

11-dehidro-TXB, 0,059
(10,1-38,9) (7,66-10,3)

Prostaglandinas derivadas del acido dihomo-y-linolénico

PGE 0,047 9,59 459

! ’ (4,10-10,1) (2,63-6,06)
PGF 0,042 143 8.09

te ‘ (10,2-23,6) (6,48-14,5)

a . . .
Solo se representan los isoprostanos en los que se hallaron diferencias relevantes.
Concentraciones en ng mg™. TCE (Traumatismo craneoencefalico), ACV (Accidente
cerebrovascular), AC (Anoxia cerebral), CrO (Creatinina en orina).
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- Segln la edad del donante

Se estudio la correlacion entre los niveles urinarios de los prostanoides y la edad
del donante, encontrandose varios resultados significativos en el sexto mes
postrasplante (Tabla 4.23). En el resto de momentos del estudio también se hallé alguna

correlacion significativa aislada, siendo positiva en todos los casos.

- En funcion del tiempo de isquemia fria del 6rgano trasplantado

Se estudio la influencia del tiempo de isquemia fria del 6rgano trasplantado en la
excrecion urinaria de PTs tanto al inicio como al final del estudio, obteniéndose
correlaciones positivas significativas en ambos momentos, pero mayoritariamente en el

quinto dia postrasplante (Tabla 4.24).
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Tabla 4.23. Correlaciones resultantes en el sexto mes postrasplante al
comparar la edad del donante y los prostanoides.

Prostanoide® Edad del
donante
I P
AA: Via de sintesis H
U-446919 0,563 0,003
U-44069 0,551 0,004
AA: Via de sintesis D
PGD, 0,451 0,068
PGDM 0,549 0,006
Tetranor-PGDM 0,456 0,056
Tetranor-PGDM-lactona 0,521 0,022
11-B-PGF,, 0,579 0,002
Tetranor-PGJM 0,674 0,003
AA: Via de sintesis E
PGE, 0,579 0,002
Tetranor-PGEM 0,426 0,037
Tetranor-PGAM 0,544 0,050
AA: Via de sintesis F
Tetranor-PGFM 0,392 0,164
20-OH-PGF,, 0,361 0,075
AA: Via de sintesis |
2,3-dinor-6-keto-PGF,, 0,554 0,061
AA: Tromboxanos
11-dehidro-TXB, 0,512 0,042

Prostaglandinas derivadas del acido dihomo-y-linolénico

PGE; 0,480 0,015

®Solo se representan los prostanoides en los que se hallaron resultados
relevantes en alguno de los dos momentos estudiados. AA (Acido
araquidonico).
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Tabla 4.24. Correlaciones resultantes al comparar el tiempo
de isquemia fria y los prostanoides al inicio y al final del
estudio.

Dia5 Sexto mes

Prostanoide?®
postrasplante  Postrasplante

Is P Is P
AA: Via de sintesis H
U-446919 0,419 0,018 0,171 0,400
U-44069 0,405 0,023 0,129 0,536
AA: Via de sintesis D
PGD, 0,518 0,023 0,531 0,028
PGDM 0,405 0,040 0,221 0,310
11-B-PGF,, 0,421 0,018 0,332 0,103

2,3-dinor-11-p-PGF,, 0,283 0,121 0,474 0,016

AA: Via de sintesis E

PGE, 0,399 0,026 0,357 0,079
Tetranor-PGAM 0,582 0,036 0,074 0,808

AA: Via de sintesis F

15-keto-PGF,, 0490 0,006 0422 0,102

AA: Tromboxanos

11-dehidro-TXB; 0,636 0,026 0,232 0,385

Prostaglandinas derivadas del &cido dihomo-y-linolénico

PGE; 0,358 0,050 0,333 0,100
PGF, 0,448 0,024 0,252 0,327

%Solo se representan los prostanoides en los que se hallaron
resultados relevantes en alguno de los dos momentos estudiados.
AA (Acido araquidénico).

[144]



4. Resultados

4.10.5. Prostanoides en los pacientes con rechazo

Se estudio la diferencia entre los niveles de PTs urinarios en los pacientes que
presentaron un rechazo confirmado por biopsia y los de los trasplantados que no
presentaron rechazo en los diferentes momentos del estudio, observando que los
primeros no seguian un patrén comdn, siendo en unos casos mayores y en otros
menores. La concentracidn entre ambos grupos no se pudo comparar mediante el test no
paramétrico U de Mann-Whitney debido al bajo numero de rechazos encontrados en el

estudio.
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5. DISCUSION
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5.1. Trasplante renal. Estudio descriptivo de la poblacién estudiada y de los

trasplantes realizados

El estilo de vida actual de las sociedades occidentales esta causando un aumento
en la incidencia de trastornos metabdlicos que desencadenan enfermedades cronicas a
largo plazo como la enfermedad renal crdnica (105). EI mejor tratamiento para esta
patologia es el trasplante de rifién, ya que mejora la calidad de vida del paciente y

disminuye las numerosas complicaciones asociadas a la dialisis (12).

El adecuado seguimiento de la funcion del injerto es clave para optimizar este tipo de
terapia y ademas permite adaptar la pauta del tratamiento de forma individualizada
segun las caracteristicas de cada paciente, intentando asi evitar la pérdida del érgano

trasplantado.

El rechazo del injerto es una de las complicaciones méas graves en este tipo de pacientes
y supone un notablemente empeoramiento de su prondstico a largo plazo, causando
incluso en ocasiones la pérdida completa del mismo. Gracias a los nuevos
inmunosupresores, este tipo de eventos, a pesar de ser cada dia una complicacion menos
frecuente, sigue siendo un hecho relativamente frecuente entre los receptores de un TR

(114).

5.1.1. Caracteristicas de la poblacion estudiada

El TR, a pesar de ser una intervencion compleja, se ha convertido en un
procedimiento rutinario y habitual en los grandes hospitales de Espafia gracias a la
amplia experiencia adquirida por los equipos de trasplante de los mismos, que solo se ve
limitado por la baja disponibilidad de rifiones aptos para el trasplante en relacion con el
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aumento de la demanda de pacientes que lo necesitan, desequilibrio que aumenta afio

tras afio (15).

Dada esta limitacion, el nimero de pacientes que se someten a un TR no es tan alto
como el de otras patologias més frecuentes, hecho que nos hubiese permitido aumentar

el numero de participantes incluidos en este estudio.

Coincidiendo con los datos observados en la bibliografia consultada, la frecuencia de
hombres trasplantados renales en este estudio es mas alta que la de mujeres (65,8 % de
hombres frente a 34,2 % de mujeres), hecho l6gico debido a la mayor frecuencia de

pacientes de sexo masculino que padecen ERC (115,116).

Con respecto a la edad, segun los datos aportados por el informe de la Organizacion
Nacional de Trasplante (13), el grupo de pacientes trasplantados del estudio fue
relativamente mas joven (53,3 + 15,3 afios) que los pacientes trasplantados en Espafia
durante el afio 2014 (64,2 * 15,1 afios). Esto se debe probablemente, a la intencién de
los equipos de trasplante de equiparar en la medida de lo posible la edad del donante y
la del receptor con el objetivo de igualar al maximo la masa nefronal (117), y en este
caso debido a la mayor edad encontrada en los donantes hizo que la edad de los

receptores aumentase.

En relacion al nimero de rechazos confirmados, se observd que fue ligeramente menor
que la media descrita en otros estudios recientes como el de Rosique y colaboradores
(7,3% frente a 15-20%) (117), debido probablemente a que no todos los casos de
rechazo se confirmaron con biopsia, ya que en muchas ocasiones se consigue controlar

el rechazo con cambios en la terapia inmunosupresora.
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El 60,9 % de los pacientes presentaba obesidad, sabiéndose hoy dia que este tipo de
pacientes tienen una incidencia mas alta de ERC que la poblacién con normopeso, con
una aumentada incidencia de glomerulomegalia y glomeruloesclerosis focal vy
segmentaria (118). Varios son los mecanismos propuestos para este aumento de
frecuencia de ERC en este tipo de pacientes, incluyendo entre ellos un estado de
retencion hidrosalina, los efectos directos o indirectos de la hiperinsulinemia/resistencia
insulinica y la lipotoxicidad, asi como el aumento de la carga de trabajo en los rifiones

debido al incremento en el volumen de distribucidn que presentan estos pacientes (119).

Entre los pacientes del estudio, un porcentaje considerable era diabético o intolerante a
la glucosa, algo que concuerda con los datos aportados por los estudios previos como el
de Kurokawa y colaboradores que sittan a la diabetes como la principal causa de ERC
en los paises desarrollados (4). Ademas, el 14,6 % de los pacientes de este estudio
desarroll6 intolerancia a la glucosa tras el trasplante, debido probablemente al efecto

diabetdgeno de los inmunosupresores empleados en la terapia postrasplante (120).

5.1.2. Caracteristicas de los trasplantes realizados

La bibliografia reporta que ciertas caracteristicas del trasplante influyen en su
evolucion y resultados a corto plazo, como son la edad del donante, la causa de su
muerte, el tiempo de isquemia fria y si presentan o no retraso en la funcion inicial tras el

trasplante (117).

La edad media de los donantes se ha visto incrementada en los Gltimos afios debido al
envejecimiento poblacional y a la baja oferta de 6rganos disponibles con respecto a la

cada vez mayor demanda, que hace que se utilicen drganos cada vez méas afiosos para
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los trasplantes (15). En este estudio, la edad media de los donantes fue de 52,75 + 13,7
afios, ligeramente inferior a la presentada por la ONT en 2014 de 59,6 = 16,7 afos

(121), debido probablemente al limitado numero de pacientes del mismo.

Con respecto al tiempo de isquemia fria del drgano antes del trasplante, se sabe que a
mayor tiempo de isquemia, peor evolucion y peor supervivencia del injerto (122). En
este estudio, el tiempo de isquemia (9,66 = 4,5 horas) fue menor que en otro estudio
reciente (17,6 = 7,1 horas) realizado en el mismo hospital Rosique y colaboradores
(117), gracias a la constante insistencia de los nefrologos del hospital Virgen de la

Arrixaca para que este tiempo de isquemia se reduzca al minimo en cada intervencion.

Igualmente, algunos estudios reflejan diferencias en la evolucion del 6rgano
trasplantado segun el tipo de muerte del donante, refiriendo estas diferencias a la mayor
edad de los fallecidos por ACV y a las peores condiciones fisiologicas del drgano en
este tipo de donantes por los cambios hemodindmicos que sufre hasta que se decide
extirparlo (117). En el presente estudio, la mayoria de los donantes fallecié por ACV,
siendo este grupo menos afoso que el de TCE (53,0 = 18,6 afios en ACV frente a
62,1 £ 15,2 afios en TCE). La menor edad encontrada en el grupo de ACV es un
hallazgo fuera de lo normal, debido probablemente a una asociacion casual por el
reducido nimero de pacientes incluidos en el estudio, que tal y como se expone el
apartado 5.1.1 se debe al limitado nimero de trasplantes que se pudieron incluir en el

mismo.

Otra de las caracteristicas que influye en la evolucion del trasplante es el retraso en la
funcion inicial, que se define como la necesidad del empleo de dialisis antes de los 7
dias postrasplante (123). Esta es una complicacion frecuente del periodo postrasplante

inmediato que afecta principalmente a los trasplantes con donante cadaver, y que se
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relaciona con una mayor edad del donante, un prolongado tiempo de isquemia fria y con
los donantes fallecidos por ACV (117). A largo plazo los pacientes que han presentado
RFI tienen mayor riesgo de nefropatia crénica, habiéndose sefialado en estudios previos
como un factor de riesgo independiente en la supervivencia del injerto (124). En este
estudio, a pesar de la baja edad media de los donantes y de un tiempo de isquemia fria
moderado, la incidencia de RFI fue elevada (46,5 %) con respecto a lo descrito por
Marrero y colaboradores (30-40 %) (18), o si lo comparamos con la tasa de RFI del

estudio mencionado anteriormente (26,9 %) realizado en este mismo hospital (117).

5.2. Evolucion de los diferentes marcadores analizados a lo largo del estudio

5.2.1. Evolucion del estado general de los pacientes segun los parametros

bioquimicos analizados

Tras el trasplante renal la mejora del paciente suele ser a corto-medio plazo y de
forma progresiva segun se restablece la funcion renal. En este estudio, y tal y como se
expone en el apartado 4.3.2, se observo como la funcion renal mejord notablemente
tras el trasplante, aumentando el FG, y disminuyendo la UrS y la proteinuria a lo largo
del estudio. Igualmente mejord el estado nutricional de los pacientes, con un claro
aumento de la AlbS y del HTO, asi como un aumento no significativo de CT. El
aumento de AIbS se asocia a la disminucion de su pérdida por via renal y a la mejora del
estado nutricional del paciente. En el caso del HTO, disminuido notablemente al inicio
como consecuencia de una anemia multifactorial, el aumento se debe al progresivo
incremento de sintesis de eritropoyetina que tiene lugar en el injerto y que es paralelo a
la mejora de su funcion, ademas de a la replecion vitaminica y férrica que se da tras el

trasplante con la mejora del estado nutricional (125).
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Esta mejoria en la funcién renal, que suprime la necesidad de los pacientes de acudir a
diélisis, les permite mejorar su calidad de vida y con ello su condicion fisica y
nutricional, llegando estos a llevar en la mayoria de los casos una vida casi como la de

un sujeto sano, hechos que refuerzan dia tras dia la utilidad este tipo de terapia (12).

En la fase postrasplante también se observd una mejora del estado inflamatorio,
mediante la disminucion de los parametros utilizados para evaluarlo. Este estadio
inflamatorio, consecuencia del rechazo desencadenado por el sistema inmune del
receptor contra el injerto, disminuye a medida que pasan los dias tras el trasplante
debido al mecanismo de tolerancia que desarrolla este mismo sistema (126). Para
moderarlo y evitar la pérdida del organo trasplantado, se utilizan potentes
inmunosupresores que disminuyen la respuesta inmunitaria, reduciendo posteriormente
tanto la dosis como los farmacos empleados segln se va implantando el mecanismo de

tolerancia (127).

A nivel hepatico no se observé ninguna variacion a lo largo del estudio, pero si se hall6
un aumento no significativo (p > 0,05) en la glucemia y en el nimero de pacientes con
criterio de intolerancia a la glucosa (112), consecuencia del efecto diabetégeno de los

inmunosupresores empleados en la terapia postrasplante (120).

5.2.2. Evolucion de los marcadores de estrés oxidativo en los pacientes
trasplantados renales en los seis meses postrasplante y su correlacion con la

funcién renal

El estrés oxidativo es un estado en el que se genera un desequilibrio entre la

produccion de RL y la capacidad de defensa frente a los mismos del sistema
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antioxidante del organismo. Este sistema tiene una capacidad limitada de neutralizacion
de RL que cuando se agota se produce un dafio celular que afecta a las proteinas, los
lipidos y el ADN, llegando a producir la apoptosis e incluso la necrosis de la célula

(42).

Son diversas las patologias relacionadas con dicho mecanismo, entre ellas la patologia
renal, donde se ha visto un aumento de EO en pacientes con ERC (47), en sujetos
sometidos a dialisis (48), en el retraso del inicio de la funcion tras el trasplante renal

(49) y en el rechazo del injerto tras un trasplante (50).

En este estudio, se analizaron un total de 26 metabolitos de lipoperoxidacion que se
agruparon en tres grupos: 1soPs, NeuroPs y F,-dihomo-IsoPs. Ademas dentro de cada
grupo se clasificaron segin el AGP del que proceden y segin su via de sintesis. Al
observar los resultados expuestos a lo largo del apartado 4.4 sobre la evolucion de
estos metabolitos se puede observar que, de forma generalizada, se produce una
disminucion del EO tal y como describen Cerrillos y colaboradores en 2016 (128). De
forma paralela a la disminucion del EO se observé una mejora en la funcion renal con
aumento del MDRD y un descenso de la proteinuria, motivo por el cual se estudié la
correlacion de estos metabolitos lipidicos con los pardmetros bioquimicos empleados

para analizar la funcion del injerto en la etapa postrasplante.

A raiz de ello se observo una correlacion inversa significativa (p < 0,05) entre el MDRD
y algunos de los IsoPs analizados en el sexto mes postrasplante, resultado que no se

hallo ni en los NeuroPs ni en los F,-dihomo-IsoPs a lo largo del estudio.

Con la UrS se encontraron correlaciones significativas positivas (p < 0,05) en el sexto

mes postrasplante con diferentes IsoPs, con el 4-epi-4-Fz-NeuroP y con los dos

[153]



5. Discusion

F,-dihomo-IsoP  que disminuian segin avanzaba la fase postrasplante

(ent-7(RS)-7-F-dihomo-IsoP y ent-7(S)-7-F,-dihomo-IsoP).

En el caso de la proteinuria, analizada mediante el cociente PtO CrO™, segiin consenso
de las sociedades de nefrologia (1), se obtuvieron correlaciones significativas positivas
(p < 0,05) tanto con diferentes IsoPs, como con el 4-epi-4-F3-NeuroP a partir del primer
mes postrasplante. Con los dos F,-dihomo-IsoPs descritos en el péarrafo anterior,
también se encontraron correlaciones significativas positivas (p < 0,05), pero en este
caso solo en alguno de los momentos postrasplante estudiados. Todos los resultados
significativos encontrados en dichas correlaciones fueron positivos, reflejando cémo
disminuyé el EO en los pacientes al disminuir la proteinuria (resultados expuestos en el
apartado 4.5.). En los dos primeros momentos del estudio, dias 5 y 10 postrasplante, no
se observaron resultados significativos, probablemente debido a la gran variabilidad que
hay en la funcidn renal en estos dias, motivo por el cual la proteinuria no se empieza a
valorar en pacientes trasplantados hasta las 4 semanas de la intervencion. Ademas, se
observd una correlacion inversa entre la proteinuria y el FGe en los meses 3 y 6
postrasplante, algo ya descrito anteriormente en un trabajo realizado por Ruggenenti y
colaboradores, quienes informaron que al disminuir la carga de proteinas urinarias
disminuye el EO en la nefrona y mejora su funcidn, aumentando asi el FGe y

disminuyendo la UrS (129).

Tal y como ya expusieron Ruiz y colaboradores, se ha demostrado que la reduccion de
la proteinuria presenta un claro efecto beneficioso en la funcién renal y en la
supervivencia de los pacientes con ERC, pero desafortunadamente ain no se ha podido
demostrar lo mismo en pacientes trasplantados renales (29). La aparicion de proteinuria

tras el trasplante es un factor de mal prondéstico, pudiendo ser el aumento del EO la
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causa del mismo, aunque el mecanismo de accidn no esta todavia del todo esclarecido

(130,131).

En el mismo sentido, Bruzzi y colaboradores asociaron la presencia de proteinas en
orina con un aumento del consumo de oxigeno de las células de la nefrona, debido al
proceso de reabsorcion de albumina urinaria que se da en la misma (132,133). Este
proceso, mediado por las proteinas megalina y cubilina que actian como receptores de
captacion, se da por endocitosis en el borde en cepillo de la cara apical del tabulo
proximal (134-136). Una vez unida la albimina a estas proteinas, los complejos
receptor-albimina activan las vias de sefalizacién de la proteina quinasa C, que
conducen a la generacion de EROs por la accion de la NAD(P)H oxidasa (137-139).
Asi, cuanto mayor sea la proteinuria, mayor sera la concentracion de EROs en las
células tubulares proximales, moléculas que se han descrito como algunos de los
factores méas toxicos que inducen directamente la lesion intersticial de los tdbulos

renales (47).

Por otra parte, en este estudio observamos como tres de los metabolitos analizados
aumentaron de forma no significativa entre el inicio y el final del estudio,
el 8-is0-PGFy,, el 2,3-dinor-15-epi-15-F» y el 10-epi-10-F4-NeuroP. A pesar de su
tendencia a aumentar sin alcanzar el nivel de significado estadistico establecido
(p < 0,05) y de no correlacionar con ninguno de los pardmetros utilizados para evaluar
la funcion renal, habria que estudiarlos a largo plazo para observar su evolucién, ya que
la funcién de estos compuestos es ain un campo desconocido y su aumento podria

reflejar algin mecanismo patogénico de rechazo crénico.
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5.2.3. Evolucién de la excrecion de prostanoides en los pacientes trasplantados

renales en los seis meses postrasplante y su correlacion con la funcion renal

Los PTs son un grupo de sustancias metabdlicamente activas que actlan en
diferentes localizaciones celulares y que pertenecen a la familia de los eicosanoides. En
este estudio se analizaron 23 PTs procedentes de diferentes AGP (AA, GLA y EPA) y

generados por diferentes vias de sintesis.

Entre los derivados del AA estudiados, encontramos cinco familias de PGs y una de
TXs. En la primera de ellas englobamos dos anélogos estables de la PGH,, el U-44069 y
el U-46619 (140). Ambos desarrollaron un patron similar a lo largo del estudio con
incrementos y descensos no significativos entre los diferentes momentos, y presentaron
una concentracion final ligeramente inferior a la inicial. Se ha visto que tanto la PGH,;
como sus analogos tienen un efecto vasoconstrictor en las arteriolas renales que
disminuiria el flujo sanguineo renal con una consecuente disminucion del FG
(141-143). Por tanto, esa ligera disminucion podria influir de forma positiva en la

funcién renal tal y como se observo a lo largo del estudio.

Otro grupo derivado del AA, el de las PGs de la via D generadas mediante la accion de
la ciclooxigenasa sobre este AGP, actian sobre los receptores de PTs tipo D,
modulando la funcidn vascular, plaquetaria y leucocitaria in vitro (144). Por otra parte,
participan tanto en el desarrollo de la inflamacién como en su resolucion (144). Sobre la
funcion renal su influencia no estd del todo clara, habiendo observado Zaher y
colaboradores en 2012 que la administracion de PGD, en mamiferos (perros) aumenta el

flujo arterial y el aclaramiento de creatinina (145).

En este estudio la PGD, y sus metabolitos oscilaron entre los diferentes momentos.

Dicha PG y cuatro de los metabolitos presentaron una ligera disminucion entre el inicio
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y el final del estudio, pudiendo conllevar con ello una modulacién del proceso
inflamatorio postrasplante. Los dos restantes el tetranor-PGJM, derivado del
tetranor-PGDM, vy el 2,3-dinor-11-B-PGF,, aumentaron progresivamente, haciéndolo el
segundo de forma significativa. Este aumento podria estar relacionado con la mejora
observada en la funcion renal, que concuerda con los resultados descritos por Zaher y

colaboradores (145).

Otro grupo de PGs derivadas del AA son la PGE; y sus metabolitos. Dentro de este
grupo se detectaron todas las PGs estudiadas, excepto la 20-OH-PGE,. Esta
documentado que la PGE; participa tanto en los mecanismos que desencadenan la
inflamacion como en su resolucion (142). A nivel renal, un reciente estudio in vivo, la
ha relacionado con numerosos procesos fisiologicos y fisiopatolégicos, en los cuales
participa con diferentes funciones segun con cuél de los 4 subtipos de receptor tipo E
interaccione, algo que dependera de las condiciones fisiologicas del organismo en ese
momento (146). Uno de los efectos en los que interviene es mediante su accion
moduladora de la vasopresina, controlando asi la reabsorcion de agua en las células del
conducto colector (101,147). Esta PG compite a su vez con la PGE; en su unién a los
receptores tipo E, hecho que modulara sus efectos pero que a dia de hoy no se conoce
con exactitud su mecanismo de accion (148). Los pequefios cambios encontrados en la
evolucidn de sus concentraciones y los diferentes patrones encontrados, acompafiado de
la variabilidad de funciones que presentan segun interaccionen con un receptor u otro

(146), hace que estos compuestos no aporten una informacion concluyente al estudio.

Con respecto a los metabolitos de la PGF,,, se observa que el 15-keto-PGF,,, su
principal metabolito, disminuyd significativamente entre el inicio y el final del estudio.
Este descenso en su concentracion urinaria podria tener relacion con el efecto conocido

como mediadores de la inflamacion que presentan las PGs de esta serie, papel que
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ejercen tanto en procesos agudos como en crénicos (142), ya que se vio que disminuia
de forma paralela a la mejora del estado inflamatorio de los pacientes. Ademas, este
compuesto se ha visto que presenta una accién moduladora en el rifion de mamiferos
(ratones) sobre el trasporte salino, accion que realiza mediante su interaccion con los
receptores FP del tubulo contorneado distal (149). Su actividad sobre la funciéon renal en
humanos no esta del todo clara y, a pesar de que en nuestro estudio este compuesto
disminuye segun mejora el filtrado glomerular, se necesitarian mas estudios para poder
sacar conclusiones al respecto. El resto de metabolitos estudiados derivados de la PGF,,
no aportaron informacién adicional, ya que ni cumplieron un patron constante ni

presentaron diferencias significativas entre el inicio y el final del estudio.

En otro de los grupos de PGs, las derivadas de la PGl,, solo se detectd a partir del
primer mes postrasplante el metabolito 2,3-dinor-6-keto-PGF;,, compuesto que presento
una tendencia significativa positiva hasta el final del estudio. La PG, de la que procede
este metabolito, es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregacion plaquetaria,
adhesion leucocitaria y proliferacion de las células del musculo liso vascular (150), que
ademas participa en el desarrollo de edema y dolor en la inflamacion (142). Por otra
parte, es uno de los principales prostanoides en la regulacion de la homeostasis vascular
al interaccionar con receptores especificos IP (142) situados en rifion, higado, pulmon,
plaquetas y aorta (151). Fallos en su via de sintesis se han relacionado con la patologia
renal, debido a la pérdida de su efecto vasodilatador y regulador de la fibrosis y
apoptosis en este érgano (152). En el caso de sus metabolitos, 6-keto-PGF,, y
2,3-dinor-6-keto-PGF,, (principal metabolito urinario de PGI, generado a partir de la
B-oxidacion de 6-keto-PGFy,), a dia de hoy, sus funciones no estan del todo esclarecidas

(153). No obstante, el incremento encontrado en los niveles del 2,3-dinor-6-keto-PGF,,
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podria ser consecuencia de un aumento de PGI, que vendria acompafiado de una mejora

en la funcion renal, tal y como se observo en el presente estudio.

Dentro del grupo de PTs derivados del AA, también se analizé un metabolito derivado
del TXB,, el 11-dehidro-TXB,. Al observar su evolucion, se pudo ver que a pesar de no
encontrar diferencias significativas, el 11-dehidro-TXB, disminuia progresivamente,
encontrando un minimo en el momento de mayor FGe. En este tipo de compuestos,
estudios previos, como el que realizaron Benigni y colaboradores, han visto una clara
asociacion entre su concentracion y la disminucién del FG (154), debido entre otros
factores al potente efecto vasoconstrictor que ejercen sobre la arteriola renal aferente

(155).

Por otra parte, se analizaron PGs de la serie 1, generadas por las enzimas ciclooxigenasa
tipo 1 y tipo 2 a partir del GLA. Este grupo de PGs presentan un notable efecto
antiinflamatorio y anticancerigeno (148), habiéndose observado en el caso de la PGE;
una accion antiinflamatoria y moduladora de la reactividad vascular, con un efecto
antiagregante mas potente que la PGE; (156). Al observar su evolucion se vio que tanto
la PGF;, como la PGE; disminuyeron a lo largo del estudio pero sin diferencias
significativas entre el inicio y el final del mismo, ni al estudiarlas de forma individual ni
agrupadas por familia. Este descenso en su concentracion podria deberse, ademas de a
la disminucion del estado inflamatorio, a algin mecanismo de retroinhibicion de su
sintesis como el que expresaron en 1980 Horribon y colaboradores, en el cual
explicaban como la produccion de este grupo de PGs se encuentra equilibrado con la de
PGs de la serie 2 (157). No obstante, para poder sacar conclusiones sobre la evolucion
de este grupo de PGs serian necesarios mas estudios al respecto, ya que el nimero de

trabajos relacionados con dicha tematica es muy limitado.

[159]



5. Discusion

El dltimo grupo de PTs analizados en el estudio son los de la serie 3, sintetizados
principalmente por la ciclooxigenasa-2 a partir del &cido EPA (158). En este caso se
monitoriz6 la 17-trans-PGF;,, metabolito con doble enlace de la PGF;, (159). Este
compuesto aumentd progresivamente (p < 0,05) a lo largo del estudio con diferencias
significativas entre el inicio y el final del mismo. Dicha evolucién podria aportar nuevos
conocimientos sobre el papel de dicho metabolito en la patologia renal, pero debido a
que hasta la fecha de hoy éste es el primer y Unico estudio que ha obtenido resultados
significativos, serian necesarios mas ensayos en humanos para poder sacar conclusiones
sobre su actividad bioldgica (159,160). Se cree que este grupo de compuestos presentan
propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas derivadas del acido graso del que
proceden, no obstante, las funciones especificas de la PGF;, no han sido adn

corroboradas (62) .

Tras analizar el conjunto de resultados del apartado 4.10.1 sobre la evolucion de los
PTs analizados en la fase postrasplante, se observd que, a pesar de no encontrar
diferencias significativas entre el inicio y el final del estudio, la mayoria de las PGs
disminuian entre ambos momentos. Varias se mantuvieron y otras aumentaron,
ofreciendo en su conjunto diferentes patrones de comportamiento asociados
probablemente a la diversidad de funciones que desempefian estos compuestos (algunas
de ellas antagdnicas entre si) y a su amplia variabilidad segun el estado fisiol6gico del

individuo (89).

De igual forma que se hizo con los marcadores de EO, se estudio su relacion con los
marcadores de funcion renal utilizados en el estudio, correlacionandolos con el MDRD,

la UrS y el cociente PtO CrO™ (resultados mostrados en el apartado 4.10.2).
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La mayoria de los PTs correlacionaron de forma positiva en el sexto mes postrasplante
con la UrS, y de forma inversa con el MDRD. Ademas se observd una correlacion
directa entre el aumento del cociente PtO CrO™ y la excrecién urinaria de PTs en los

diferentes momentos del estudio.

La aparicion de proteinuria en los pacientes trasplantados renales es un factor de mal
pronostico, habiéndose demostrado en pacientes con ERC que su reduccién presenta un
claro efecto beneficioso en la funcién renal y en la supervivencia de los pacientes (29).
Uno de los principales mecanismos patogénicos propuestos por los que la proteinuria
empeora la funcion renal es el mecanismo inflamatorio que se desencadena en el

epitelio tubular por la presencia de la albumina (130,131).

Varios son los mecanismos propuestos para el desarrollo de la inflamacion, como son el
aumento de los factores de transcripcion de fibrosis e inflamacion (131), la activacion
del complemento en el tdbulo proximal (162) o la apoptosis celular en el tabulo
contorneado distal (163). Algunos autores defienden que estos efectos no son por la
albimina en si, si no por los compuestos asociados a ella, como los acidos grasos (164),
que promueven el mecanismo inflamatorio y el aumento del EO (165). Este aumento de
la inflamacion vendria acompafiado de un aumento en la secrecion de PGs inflamatorias

que podria explicar la correlacion con la proteinuria durante el estudio.

Tanto la inflamacion como el EO suponen una influencia negativa sobre las células del
injerto, aminorando asi su funcién con la consecuente disminucién del MDRD vy el
aumento de la UrS, algo que explicaria las correlaciones negativas y positivas,
respectivamente, encontradas en el sexto mes postrasplante con los PTs. Probablemente

en el resto de momentos del estudio no se hallaron correlaciones con estos dos
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parametros debido a la alta variabilidad que presentan este tipo de pacientes tras el

trasplante, la cual disminuy6 segln avanzaba la etapa postrasplante.

5.3. Diferencias entre los pacientes trasplantados y el grupo control

5.3.1. Estado general

En el grupo de pacientes trasplantados, la funcion renal, a pesar de mejorar tras
la intervencidn, fue significativamente peor durante todo el estudio que la de los sujetos
sanos, con una menor tasa de FGe y una mayor proteinuria. Este hallazgo es l6gico, ya
que a pesar de conseguirse una funcion renal estable en los pacientes trasplantados,
nunca podré llegar a ser 6ptima como los es en los individuos sanos, debido a que los
primeros son monorrenos y su injerto sufre un continuo ataque por su propio sistema

inmune como mecanismo de rechazo (166).

A nivel nutricional, se comprob6 una clara mejoria después del trasplante, encontrando
diferencias significativas entre los sanos y los trasplantados al inicio pero no al final del
estudio, tanto en la AlbS (p = 0,006), como en el CT (p < 0,01). Esto se debe a la
mejora en la calidad de vida que experimentan los pacientes que hace que mejoren su
condicion fisica y nutricional llegando a ser casi como la de una persona sana (12). En
el caso de la AlbS también contribuye a esta mejora la notable disminucion de su
pérdida por via urinaria. En el HTO, a pesar de su progresivo aumento, se observaron
diferencias con los sujetos sanos tanto al inicio (p < 0,001) como al final (p < 0,01) del
estudio, ya que aunque aumenta la sintesis de eritropoyetina por el injerto segin mejora
su funcion (125), ésta no llega a ser optima tal y como describimos en el parrafo

anterior.
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Con respecto al estado inflamatorio, se observd que al principio del estudio habia
grandes diferencias entre ambos grupos (p < 0,01), sin embargo no se hallaron
diferencias al final del mismo. Esto se podria explicar por el descenso inflamatorio que
se da tras la instauracion del mecanismo de tolerancia inmunitaria, ademas de la

disminucion de las complicaciones segun avanza la etapa postrasplante (126).

En cuanto a la mejor funcion hepéatica encontrada en los pacientes trasplantados
encontramos discrepancias con respecto a lo descrito en la bibliografia (167), donde se
establece que la patologia hepética representa la cuarta causa de muerte a largo plazo en
paciente trasplantados. Este hecho se ha considerado como algo aislado y fortuito, ya
que en ningun estudio encontramos resultados similares. Ademas, no tiene ninguna
implicacion sobre el resto de resultados del estudio, asocidndose por tanto al limitado

namero de pacientes del mismo.

Los niveles de glucemia presentaron diferencias entre ambos grupos al final del estudio
(p = 0,008), pero no al inicio. Esto se debe probablemente al aumento no significativo
observado en los niveles de Glu en los pacientes trasplantados, consecuencia del
tratamiento inmunosupresor que tienen pautado y que se ha demostrado que afecta al

metabolismo glucémico (120).

5.3.2. Estrés oxidativo

Debido a la novedad de los NeuroPs y F,-dihomo-IsoPs, y a la escasez de
referencias bibliograficas que los incluyen, se estudiaron estos metabolitos en los
sujetos sanos con el objetivo de analizar la diferencia entre su concentracion urinaria en

este grupo y en los pacientes trasplantados de rifion, mostrandose los resultados en el
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apartado 4.9. Por el contrario, debido a la mayor evidencia cientifica existente en torno
a los I1soPs (77) y los PTs (103,168), estos dos grupos de metabolitos solo se analizaron

en los sujetos trasplantados.

Los niveles de NeuroPs en los pacientes sanos permanecieron indetectables durante
todo el estudio, exceptuando el 4-F3-NeuroP que se detectd en la mayoria de los sujetos
de este grupo. Por el contrario, estos metabolitos se detectaron en los trasplantados en

todo momento, reflejando esto el aumento de EO que presentan estos pacientes (77).

Los F,-dihomo-IsoPs se detectaron en ambos grupos, presentando concentraciones
significativamente mayores en los sujetos sanos respecto a los trasplantados tanto al
inicio como al final del estudio en el 17-epi-17-F-dihomo-IsoP, 17-Fx-dihomo-IsoP y
ent-7(S)-7-Fy-dihomo-IsoP (p < 0,05 para todos los casos). Sin embargo el
ent-7(RS)-7-Fy-dihomo-IsoP disminuyd a lo largo de la etapa postrasplante,
presentando niveles significativamente mayores en los pacientes trasplantados al inicio
del estudio (p < 0,05), y que posteriormente se igualaron con los valores obtenidos para

los individuos sanos.

La menor concentracion urinaria de estos tres Fp-dihomo-IsoPs en los pacientes
trasplantados, que podria reflejar un menor EO en estos pacientes, no se asemeja con los
datos aportados por la bibliografia, donde se declara lo contrario (77). Esto podria
deberse al tratamiento que tienen pautado estos pacientes y que incluye altas dosis de
corticosteroides. Dicho grupo terapéutico tiene una amplia gama de efectos, entre los
cuales esté la inhibicién de la fosfolipasa A2 (50). Estos isomeros, a diferencia de los
prostanoides convencionales, se forman por el efecto de los RL sobre el AdA de las
membranas celulares, liberdndose posteriormente mediante la accion de la fosfolipasa

(169). La inhibicion de esta enzima mediada por los corticosteroides incluidos en su
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terapia podria disminuir su concentracion urinaria, posible motivo por el cual los

encontramos disminuidos en los pacientes trasplantados.

En el caso del otro compuesto de esta clase, el ent-7(RS)-7-F,-dihomo-IsoP, en el cual
se observd un patrén diferente, podria ser que en determinadas condiciones fisioldgicas
se libere en mayor medida que el resto que el resto de su homologos, algo que no se
puede demostrar debido a que el metabolismo de estos compuestos no se conoce con
exactitud en la actualidad. Las diferencias encontradas en su concentracion entre ambos
grupos al inicio del estudio pero no al final, reflejaria la disminucién del EO en los
pacientes a lo largo de la etapa postrasplante, hallazgo que podria abrir nuevas puertas a

la investigacion en este campo.

5.4. Funcion renal en los pacientes trasplantados segun las caracteristicas del

trasplante

Tal y como se expuso en el capitulo 5.2.1, se sabe que ciertas caracteristicas del
trasplante como la edad del donante, el tipo de muerte, el tiempo de isquemia fria del
injerto, la presencia o no de retraso en la funcion inicial tras el trasplante, influyen en la

evolucion y resultados del mismo a largo plazo (117).

5.4.1. Diferencias relacionadas con la funcion inicial del injerto

El RFI del injerto es un hecho frecuente en la fase postrasplante inmediata que
afecta principalmente a los trasplantes con donante cadaver, y que se relaciona con un

peor prondstico a largo plazo (117). Este fenomeno se produce por el dafio causado en
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el érgano a través del fendmeno de isquemia-reperfusion, o por el patréon inflamatorio

desencadenado por el sistema inmune del receptor como mecanismo de rechazo (123).

Los pacientes que presentan RFI tienen mayor riesgo de nefropatia cronica del injerto
(124), habiéndolos relacionado con una aumento de la proteinuria, principalmente a
partir del tercer mes postrasplante, que es consecuencia de la alteracion funcional

generada (130,170).

En el estudio se separé a la poblacion trasplantada en dos grupos en funcion de si
presentaron 0 no RFI, y se compararon entre ambos los diferentes pardmetros

analizados en el mismo.

La funcidn renal se vio que era significativamente mejor en los que no sufrieron RFI
durante todo el estudio, presentando estos ademas una menor proteinuria. Asi mismo, se
encontrd una concentracion urinaria de IsoPs en el sexto mes postrasplante
significativamente menor. En el caso de los PTs, se observo que su concentracion en
este grupo era menor desde el primer mes hasta el sexto, encontrando diferencias

significativas solo al final del estudio.

Por tanto, en el grupo de pacientes que presentd RFI, se hall6 una peor funcién renal y
un aumento de los marcadores de EO y de los PTs. Esto viene desencadenado por la
alteracion funcional que genera el RFI y que empeora la funcion renal de estos pacientes
(123,124), ademas del aumento de proteinuria postrasplante que los acompafia (170) y

la consecuente inflamacion y EO que se generan (162-165).

[166]



5. Discusion

5.4.2. Diferencias en funcion de la edad del donante

La edad del donante es otro de los factores a tener en cuenta a la hora de hacer
un trasplante, que se ha visto que influye en la aparicion de nefropatia cronica del

injerto y en la supervivencia del mismo a largo plazo (171-173).

Los rifilones de personas de mayor edad poseen menor masa de nefronas y, a
consecuencia de ello y como mecanismo compensatorio, los glomérulos se hipertrofian
generando un estado de hiperfiltracién glomerular tras el trasplante, que desencadena

una excesiva filtracion de proteinas (171,173).

Es este estudio se observo que los pacientes que recibieron un trasplante de donantes de
mayor edad tenian peor funcién renal que aquellos que lo hicieron de donantes mas
jovenes, encontrando una correlacion inversa entre la edad del donante y el MDRD a
partir del primer mes postrasplante, y otra directa con la proteinuria en el sexto mes del

estudio, y como consecuencia con los IsoPs y algunos PTs.

Por tanto, en este estudio se observd que a mayor edad del donante, peor funcién renal
por la menor masa nefronal del injerto, algo que disminuird el FG y que con el tiempo,
debido a la hiperfiltracion compensatoria, aumentara la proteinuria, la cual a su vez

aumentard el estado inflamatorio y el EO, afectando asi negativamente a su funcion.

5.4.3. Diferencias en funcién del tipo de muerte del donante

En lineas generales sobreviven mas y tienen mejor funcion renal los injertos
procedentes de donantes cuya muerte fue por causa traumatica. Este hecho se podria

explicar porque los pacientes que han fallecido por causa cerebrovascular suelen ser
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pacientes de mayor edad y presentan un dafio renal directo por la misma, habiendo
ademaés estado sometidos a mayor nimero de factores de estrés durante su ingreso en
UCI como son el dafio por isquemia-reperfusion y las condiciones en las que se

mantiene al donante hasta que se extirpa el drgano (117).

Los datos de este estudio se mostraron contrarios al realizado por Rosique y
colaboradores (117) y a la revision realizada por el Halloran y colaboradores (174),
donde los rifiones de donantes fallecidos por causa cerebrovascular tuvieron peor

funcién renal que los rifiones de donantes fallecidos por causa traumaética.

En este estudio se observd como el grupo de pacientes que recibié un trasplante de
donantes muertos por TCE presentaba una mayor proteinuria y un menor FGe, pero sin
alcanzar el nivel de significancia estadistico establecido (p <0.05). Ademas, se observo
que estos pacientes presentaban concentraciones urinarias significativamente mas altas
de algunos IsoPs y de algunos PTs en el sexto mes postrasplante, momento en el que la
diferencia en la proteinuria entre ambos grupos fue mayor, asociando por tanto este

aumento al incremento de dicha proteinuria.

Tras analizar estos datos y no llegar a un resultado concluyente, estudiamos las
caracteristicas de los pacientes de ambos grupos, observando que, casualmente, la media
de edad de los pacientes del grupo de TCE era mayor que la de los del grupo de ACV.
Esto no suele suceder asi, puesto que los pacientes muertos por ACV suelen ser
pacientes con mayor edad que los de TCE. Dicho hallazgo nos llevo a la conclusion de
que las diferencias encontradas entre nuestro estudio y los datos aportados por la
literatura cientifica (117,174), se debian a la edad anormalmente alta del grupo de TCE
del estudio, probablemente debido a la reducida poblacion del mismo, tal y como

comentabamos en el apartado 5.1.1. Ademaés, teniendo en cuenta que si hubiésemos
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tenido un mayor niamero poblacional, estos resultados se habrian normalizado y estarian

en concordancia con los descritos en la bibliografia consultada.

5.4.4. Diferencias en funcién del tiempo de isquemia fria del injerto

El tiempo de isquemia fria de un oOrgano se define como el intervalo
transcurrido, en horas, entre la perfusion del 6rgano con la solucién de preservacion fria
a 4° C, y el desclampaje arterial en el receptor (175). En este periodo, se produce una
necrosis tubular aguda, consecuencia del dafio causado por el estrés oxidativo sobre el
glomérulo renal, siendo mayor éste cuanto méas se prolonga la isquemia, debido al

agotamiento que se da en los mecanismos de defensa antioxidantes del tejido renal (55).

La alteracion causada en este periodo en el glicocalix endotelial de los capilares
glomerulares aumentara la permeabilidad de los mismos, desencadenando un
incremento de la proteinuria (176) que posteriormente se estabilizard con la perfusion

del érgano y la reparacion parcial de los dafios ocasionados.

En este estudio, se hall6 una gran disminucion en la proteinuria entre el inicio y el final
del mismo, y una correlacién positiva entre el cociente PtO CrO™ y el tiempo de
isquemia fria al sexto mes postrasplante. Este hecho nos llevo a prensar que solo se
encontrd correlacion significativa en este momento debido a la gran variabilidad que
presentan estos pacientes y a las alteraciones que les acompafian durante esta etapa,

siendo mayor la estabilidad y homogeneidad a medida que avanza la fase postrasplante.

Con el MDRD se obtuvo una correlacién inversa en todos los meses del estudio, hecho

que podria reflejar la restauracion incompleta de los dafios ocasionados por la isquemia.
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Ademas se observé una correlacién positiva con algunos de los IsoPs en diferentes
momentos del estudio, asi como con algunos PTs, siendo mayoritarias éstas en el dia 5
postrasplante. La mayor correlacién encontrada en los momentos iniciales del estudio
entre el tiempo de isquemia fria y el EO y los PTs, con respecto a los momentos finales,
refleja la reparacion del dafio causado por la isquemia y la reposicion en el tejido renal

de los mecanismos antioxidantes agotados durante el periodo de hipoxia (55).

5.5. Correlacion de otros parametros bioquimicos analizados con los eicosanoides

Al estudiar la correlacion entre los diferentes parametros bioquimicos del
estudio y los marcadores de estrés oxidativo y de funcién vascular, se observaron

diferentes resultados.

En primer lugar, los pardmetros inflamatorios no correlacionaron de forma significativa
(p > 0.05) con los marcadores de EO, pero si con algunos PTs (p < 0.05) en diferentes
momentos del estudio, hecho atribuido al papel de los PTs como mediadores del

proceso inflamatorio descrito anteriormente (162-164).

Por otra parte, en relacion con los parametros bioquimicos de funcién hepética no se
encontrd correlacion alguna, ni con los metabolitos de peroxidacion lipidica ni con los
PTs. Con la glucosa si se obtuvieron resultados significativos (p <0,05), observandose
una correlacién positiva con los IsoPs, algin NeuroP y un F,-dihomo-IsoP, pero no con
los PTs. Estos resultados reflejan el aumento de EO que desencadena la hiperglucemia,

datos que concuerdan con los descritos por Rosado-Perez y colaboradores (40).
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5.6. Estudio de los eicosanoides analizados en los pacientes que presentaron un

rechazo confirmado por biopsia

El rechazo de un 6rgano solido es un complejo proceso fisiopatoldgico que va
maés alla del rechazo inmunoldgico y al que contribuyen muchos factores, incluyendo
entre ellos el estrés oxidativo (51,105). Un desequilibrio oxidativo, causado por un
aumento en la generacion de radicales libres y una disminucion de la capacidad para
restaurar el equilibrio REDOX del cuerpo, produciré efectos negativos en la célula que
empeoran su funcién y acortan su ciclo de vida (42). Este efecto adverso del EO sobre
las células se debe, en parte, a la destruccion de los AGP que integran la membrana

celular (177).

Tres de las principales dianas de peroxidacion lipidica son el cerebro, el rifion y el
higado, implicando esto neurotoxicidad, nefrotoxicidad y hepatotoxicidad (54) cuando
se produce un excesivo EO. EI rifion es un 6rgano muy vulnerable al dafio oxidativo
debido a la abundancia de AGP de cadena larga que componen los lipidos renales,
siendo por tanto un sitio de produccion y eliminacion de estos metabolitos. Algunos
estudios han relacionado el EO con el dafio renal (178), pero son muy limitados los

estudios realizados en pacientes trasplantados renales que hayan sufrido un rechazo.

En este estudio se analizé el comportamiento de los marcadores de EO y PTs en la fase
postrasplante en aquellos pacientes que presentaron un rechazo confirmado por biopsia,
observando que no presentaron un patron comun, encontrdndolos en unos casos
elevados y en otros disminuidos con respecto a los pacientes trasplantados que no
sufrieron rechazo. Para esta comparativa no se pudo emplear el test no paramétrico
U de Mann-Whitney debido al bajo nimero de rechazos que se encontraron en el

estudio.
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Por lo tanto, no se pudo llegar a una conclusién certera con respecto al rechazo renal, ni
sobre las diferencias sobre estos metabolitos entre pacientes que sufrieron rechazo y los
que no, ni sobre su posible valor bioldgico como predictores de rechazo. Sin embargo,
estos resultados aportan una valiosa informacion preliminar que servira de base para

futuras investigaciones en el campo de la fisiopatologia renal.
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Los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral nos han llevado a las siguientes

conclusiones generales:

Conclusion 1:

Durante el periodo postrasplante se constaté una mejora en la funcion renal y en

el estado nutricional, asi como una disminucion en la inflamacién. Referente a la

funcidén hepaética, no se observé alteracion alguna durante el estudio.

Conclusion 2:

El estado nutricional y la funcion renal de los trasplantados mejoraron a lo largo
del estudio, llegando los parametros nutricionales a alcanzar valores similares a
los del grupo control. Por el contrario, a pesar de la mejora, la funcion renal de
los trasplantados no se consiguid equiparar con la de los sanos en su totalidad.

Los marcadores de lipoperoxidacién analizados en ambos grupos, los
F,-dihomo isoprostanos y neuroprostanos, se mantuvieron elevados durante los
seis meses postrasplante en los pacientes trasplantados con respecto a los
voluntarios sanos, hecho que nos indica un aumento del estrés oxidativo en los

pacientes trasplantados.

Conclusion 3:

En los pacientes trasplantados, el estrés oxidativo disminuy6 a lo largo de la
etapa postrasplante, acompafiado de un aumento del filtrado glomerular
estimado y una disminucién de la proteinuria.

Se hall6 una correlacion directa entre la excrecién de proteinas urinarias y la

excrecion de metabolitos de lipoperoxidacion, hecho que nos indica el aumento
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de estrés oxidativo al aumentar la carga de proteinas en la nefrona y que
desencadena un deterioro de la funcion renal.
El aumento de la excrecion de proteinas en paralelo con los metabolitos de
peroxidacion, con el consiguiente incremento del estrés oxidativo, nos lleva a
plantear la disyuntiva de si seria interesante o no el tratamiento con
antioxidantes de los pacientes con proteinuria para disminuir el dafio oxidativo y
con ello moderar el deterioro del injerto, buscando con ello una mayor
supervivencia del mismo y una menor tasa de rechazo.
Entre los 26 metabolitos de peroxidacién lipidica analizados, los que mejor
correlacion presentaron con la proteinuria y que podrian emplearse como
marcadores de dafio renal tras el trasplante son los siguientes:

a. lIsoprostanos: 8-is0-15(R)-PGF,,; 15-epi-15F,; 5-Fy; 5-epi-5-Fy; 8-Fs;

b. Neuroprostanos: 4-epi-4-Fs-NeuroP

Conclusion 4:

Se constatd que segun mejoraba la funcién renal con un aumento del filtrado
glomerular estimado y una disminucion de la proteinuria, la excrecion de
prostaglandinas inflamatorias en lineas generales disminuia, indicando con ello
una disminucion del estado inflamatorio al disminuir la excrecién renal de

proteinas.

Conclusion 5;:

Aquellos pacientes que presentaron retraso en la funcién inicial tuvieron una
peor funcion renal durante todo el estudio, con un aumento de la excrecion

urinaria de proteinas, de metabolitos de lipoperoxidacion y de prostanoides
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inflamatorios, parametros que probablemente ayudaran en un futuro préximo al
seguimiento del proceso del trasplante renal.

Tanto la edad del donante como el tiempo de isquemia fria del drgano
trasplantado se correlacionan positivamente con una funcion renal deficiente,
donde la proteinuria y la excrecion de eicosanoides y marcadores de estrés
oxidativo se ven aumentadas. Este hallazgo amplia nuestro conocimiento acerca
de la compleja fisiopatologia renal y podri ser aplicado para mejorar el proceso

del trasplante.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: F4-neuroprostanes, F3-neuroprostanes,, ¢ ppa, and F»-dihomo-isoprostanes, metabolites of non-enzymatic lipid
Renal transplant peroxidation of polyunsaturated fatty acids [docosahexaenoic acid, n-6 docosapentanoic acid, and adrenic acid
Renal rejection respectively], have become important biomarkers for oxidative stress in several diseases like epilepsy and
UHPLQ'QqQ'MS/ MS alzheimer. These biomarkers and the 15-Fy-isoprostane (also known as 8-iso-PGF»,), a Fo-isoprostane isomer
Oxidative stress measured as reference oxidative marker at systemic level, were analyzed by UHPLC-QqQ-MS/MS in the urine of

Dihomo-isoprostanes
Neuroprostanes

Free radicals

Urine

Biomarkers

60 renal recipients from cadaveric donors of the Nephrology Unit of the University Hospital Virgen de la
Arrixaca, at six different times during the first six months after renal transplantation, and were compared with a
control group of 60 healthy subjects from the same hospital. A total of 11 metabolites were analyzed and
different patterns were observed. A tendency to decrease was observed in three metabolites (4-epi—4-Fs-
NeuroP,,.¢ ppa, ent—7(RS)—7-Fy-dihomo-IsoP, and ent—7(S)—7-Fy-dihomo-IsoP) and in our reference
oxidative marker (15-Fo-IsoP) when kidney function improved and the excretion of urine proteins decreased.
These results suggest that these three biomarkers of oxidative stress could be useful to assess renal function in the
postransplant phase. Unfortunately, little is known about this kind of biomarker in this cohort of patients, so
further investigation would be required in the clinical field to clarify the relationship between oxidative stress

and the graft function, as well as the usefulness of these biomarkers as rejection markers.

1. Introduction

Kidney transplantation is considered the best available treatment
for patients with end-stage renal disease. In recent decades, there has
been an increased demand for this kind of transplantation. This can be
attributed to the increasing number of patients with this pathology -
which may result from chronic diseases such as metabolic disorders,
diabetes mellitus, and hypertension [1], as a result of the new lifestyle
acquired in western countries.

Although short-term renal allograft survival has recently increased

due to new immunosuppressive therapies, allograft renal rejection is
still one of the most important complications after renal transplanta-
tion, directly leads to allograft loss, and is detrimental to long-term
survival. Graft rejection is a complex pathophysiological process that
requires analyses at different levels for its complete understanding [2]
and undermines the full benefits of the transplant [3]. Consequently,
timely detection and treatment of rejection is an important goal in the
postransplant surveillance.

The standard care with serum creatinine (CrS) measurements and
biopsy upon allograft dysfunction implies that rejection is detected at

Abbreviations: CrS, Serum creatinine; OS, Oxidative stress; ROS, Reactive oxygen species; UHPLC-QqQ-MS/MS, Ultra High Pressure Liquid Chromatography-triple quadrupole-Tandem
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an advanced stage. CrS concentrations are dependent upon age, gender,
muscle mass, medication, and hydration status and may not be altered
until a significant amount of kidney function is lost [4]. Therefore, the
measurement of only the CrS as the gold standard marker of kidney
function carries the risk of missing an important therapeutic window
because of the time lag between the inciting insult and the diagnostic
elevation of creatinine. On the other hand, biopsy is an invasive
procedure and, although it has become safer and its interpretation
more standardized [5], bleeding and subsequent graft loss still occur,
while sampling errors and interobserver variability in biopsy reading
remain problematic.

Metabolomics, a relatively new tool for the investigation of meta-
bolic changes, is concerned with the high throughput measurement of
all the small-molecule metabolites in the metabolome of a system [6].
This capacity to measure hundreds of thousands of important metabo-
lites quickly has opened the door to many potential applications in a
large number of areas, including plant research [7], nutrition [8],
pharmaceutical research [9], cardiovascular disease [10], and organ
transplantation [11].

Metabolites measurements have been part of organ transplant
monitoring for more than 60 years [12]. While most measurements
have been restricted to just a few well known compounds - such as
creatinine, glucose, and urea - there is a large body of lesser known
metabolites involved in pathophysiologic process which remain to be
discovered.

Oxidative stress (OS) is a biochemical state in which reactive oxygen
species (ROS) are generated and it has been associated with several
pathological states, including renal transplantation [13]. The ROS are
extremely unstable and highly reactive metabolites, which makes them
difficult to detect in vivo. Oxidative damage in humans can be
measured as the oxidation of different biomolecules - such as lipids,
proteins, or nucleic acids - using metabolomics tools. In particular,
lipidomics (targeted metabolomics) might be used with the hope of
both identifying a biomarker of lipid oxidation that could reflect kidney
function and, in the future, seeking its involvement in rejections,
thereby trying to avoid the high risk associated with the graft biopsy.

Using a Ultra High Pressure Liquid Chromatography-triple quadru-
pole-Tandem Mass Spectrometry (UHPLC-QqQ-MS/MS), we measured
Fs-neuroprostanes ,, ¢ ppa (F3-NeuroPs ,,.¢ ppa), F4-neuroprostanes
(F4-NeuroPs), and F»-dihomo-isoprostanes (F»-dihomo-IsoPs), biomar-
kers of the non-enzymatic lipid peroxidation of n-6 docosapentanoic
acid (n-6 DPA), docosahexaenoic acid (DHA), and adrenic acid (AdA),
respectively. Furthermore we measured the 15-Fy-isoprostane (15-F-
IsoP or also known as 8-iso-PGF,,), derived from arachidonic acid, as
reference oxidative marker at systemic level.

Thus, the main aim of our study was to evaluate the changes in the
evolution of these metabolites of lipid peroxidation during the short-
term postransplantation period, in comparison with a healthy group, in
order to identify potential biomarkers of prognosis and their applica-
tions in the evaluation of graft function after transplantation.

2. Subjects and methods
2.1. Selection of study participants

In a prospective longitudinal study between October 2013 and May
2015, we followed up 60 kidney transplant recipients from the
Nephrology Unit of the University Hospital Virgen de la Arrixaca, aged
between 16 and 72 years old. Sixteen of them were excluded from the
final data analysis since the technicians could not collect blood and
urine samples in a timely manner because of missed clinic appoint-
ments, two of them died, and another one had an acute cellular
rejection with allograft loss, leaving a final study population of 41
patients. Forty-eight percent of them suffered delayed kidney function
after the transplant and 13 were biopsied because of a worsening renal
function. Those patients with acute illnesses or a previous renal
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transplant were excluded from the study. All the transplanted kidneys
were from cadaveric donors: 46 died from cerebrovascular accidents
and 14 from traumatic brain injury. Every patient selected received
anticalcineurinic drugs, steroids, and mycophenolate mofetyl as im-
munosuppressive therapy. In addition, we recruited 60 healthy subjects
from the same hospital, aged between 24 and 67 years old. All patients
gave written informed consent for the experiment and the study was
approved by the Bioethics Committee of the University Hospital Virgen
de la Arrixaca (Murcia, Spain), and the research was carried out in
compliance with the Declaration of Helsinki [14].

2.2. Blood samples

Blood samples were collected from the patients group at six
different times after transplantation: five days post transplant, ten days
post transplant, and at clinic visits at one month post transplant, two
months post transplant, three months post transplant, and six months
post transplant, according to the renal-transplant clinic schedules. From
the control group, only one blood sample was collected. Venous blood
was drawn into Vacutainer tubes (Becton-Dickinson, Franklin Lakes,
NJ) containing ethyldiaminetetraacetic acid, for whole blood, and into
serum separator tubes for serum.

Hematological parameters were immediately determined using an
XE-5100 automatic analyzer (Sysmex, Kobe, Japan). The serum in the
tubes was allowed to clot at room temperature before centrifugation.
The tubes were centrifuged at 4°C, at 2500 rpm, for 10 min.
Biochemical parameters were measured in the serum by colorimetric
and turbidimetric assays, in a Cobas 8100 (Roche Diagnostics,
Manheim, Germany), performed according to the manufacturer's in-
structions [15]. For the evaluation of renal function we used: CrS,
estimated Glomerular Renal Filtration (eGFR) by the MDRD equation,
and Blood Urea Nitrogen (BUN). Moreover, the Serum Albumin (AlbS)
and Hematocrit levels (Hct) were considered for the evaluation of
nutritional status.

2.3. Urine sampling

First-morning urine samples were collected from the patients group
at the six different and consecutive postransplant moments. From the
control group, only one first-morning urine sample was collected. They
were collected in sterile, dark polystyrene pots with screw caps. The
urine samples from all patients and the control group were centrifuged,
aliquoted into Eppendorf tubes, and stored at —80 °C. To standardize
the results, we measured first-morning creatinine and protein levels by
colorimetry in a Cobas 8100 (Roche Diagnostics, Manheim, Germany),
according to the manufacturer's instructions [15], and we calculated
the protein/creatinine ratio (Prot/Creat ratio). The urinary excretion of
F4-NeuroPs, F3-NeuroPs, ¢ ppa, and Fp-dihomo-IsoPs was analyzed
using the method described below. This method pointed out the
importance of enzymatic hydrolysis of the urine samples, since Fy-
NeuroPs, Fs-NeuroPs,,.¢ ppa, and Fp-dihomo-IsoPs are excreted in
urine as glucuronide and sulfate conjugates [16]. On the other hand, we
measured the concentration of 15-F,-IsoP, in order to compare its
evolution with F4-neuroprostanes, F3-neuroprostanes,, ¢ ppa and Fo-
dihomo-isoprostanes. This F,-isoprostane isomer is the most frequently
metabolite measured in the clinical assays, for this reason, it used as the
oxylipin reference compound for a lot of types of pathophysiological
disorders.

2.4. Chemicals and reagents

Nine NeuroPs — 4-epi—4-F3-NeuroP,, ¢ ppa; 4-F3-NeuroP;,_¢ ppa;
4(RS)-F4-NeuroP; 4-F4-NeuroP; 10-epi — 10-F4-NeuroP; 10-F4.-NeuroP;
d4 —4(RS)-F4+-NeuroP (Internal standard element (ISE 1); ds—10-
epi— 10-F4-NeuroP (ISE 2); and d4— 10-F4-NeuroP (ISE 3) - as well as
four Fy-dihomo-IsoPs —17-epi—17-F, -dihomo-IsoP; 17-F,-dihomo-
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IsoP; ent—7(RS)—7-Fo-dihomo-IsoP; and ent—7(S)— 7-Fo-dihomo-
IsoP - were synthesized by Durand's team at the Institute des
Biomolecules Max Mosseron (IBMM) (Montpellier, France) [7-19]
The 15-Fy-IsoP (8-iso-PGF,,) were purchased from Cayman
Chemicals (Ann Arbor, Michigan, USA). The B-glucuronidase, type
H2, from Helix pomatia and BIS-TRIS (Bis-(2-hydroxyethyl)-amino-tris
(hydroxymethyl)-methane) used in this study were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All LC-MS grade solvents were
obtained from J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Chlorhydric acid was
purchased from Panreac (Castellar del Vallés, Barcelona, Spain) and the
Strata X-AW, 100 mg.3 mL~! solid phase extraction cartridges from
Phenomenex (Torrance, CA, USA).

2.5. UHPLC-QqQ-MS/MS analysis of neuroprostanes and F,-dihomo-
isoprostanes

The separation and quantification of the F4-NeuroPs, Fs-Neuro-
Ps,,.6 ppa, and Fp-dihomo-IsoPs in the urine were performed using a
UHPLC coupled with a 6460 QqQ-MS/MS (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany), and the analytical method previously described
[16]. The chromatographic separation was carried out on an ACQUITY
BEH C;g column (2.1 x50 mm, 1.7 um pore size) (Waters, MA, USA).
The mass spectrometry analysis was performed by multiple reaction
monitoring in the negative ionization mode. The mobiles phases were
solvent A (Milli-Q water/acetic acid, 99.99:0.01, v/v) and solvent B
(methanol/acetic acid, 99.99:0.01, v/v). The flow rate was
0.2 mL min~*! using a linear gradient scheme: (t; %B): (0.0; 60.00),
(7.00; 70.00), (7.01; 90.00), (10.00; 90.00), (10.01; 60.00). The
electrospray ionization conditions and ion optics were those previously
described [16]. The separation and quantification of 15-F,-IsoP was
performed by the analytical method previously described [20]. Data
acquisition and processing were performed using MassHunter software
version B.04.00 (Agilent Technologies, Walbronn, Germany). The
metabolites concentrations were calculated from standard curves
freshly prepared each day.

2.6. Statistical analyses

Quantitative data are presented as the median and interquartile
range for non-normally distributed data, and as the mean and standard
deviation for normally distributed data. Each metabolite measured was
analyzed after normalization with urinary creatinine and expressed as
ng mg creatinine *. The analyses of the different variables at the
different postransplant moments were performed using the Wilcoxon
test. The comparison of groups at each evaluation was performed using
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests. The correlations among the
study variables were performed by the Spearman rank-order correla-
tion. For continuous variables, univariate comparisons of the study
population and healthy controls were carried out using the Mann-
Whitney U test. The statistical analyses were performed using the SPSS
15.0 software package (LEAD Technologies Inc., Chicago, USA) and the
level of statistical significance was set at P < 0.05.

3. Results
3.1. Biochemical parameters evolution

In Table 1 the values of the different parameters measured at the six
postransplant moments, for the evaluation of kidney function and
nutritional status, are shown.

In this study, we compared the biochemical parameters measured
for the evaluation of allograft function at each moment with the
consecutive one and we expected changes in their evolution. Thus,
the serum levels of CrS and MDRD improved significantly between 5
and 10 days post transplant and between 10 days and 1 month post
transplant (P < 0.05 for all), with a maximum for MDRD and a
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minimum for CrS at 6 months post transplant. Although BUN decreased
progressively at the six different moments after transplantation, we
only found a significant difference between 10 days and 1 month post
transplant (P < 0.001). The reduction between the others consecutive
moment was not statistically significant (P > 0.05). The Prot/Creat
ratio in urine decreased between 5 days and 3 months post transplant,
with significant differences between 5 and 10 days post transplant and
10 days and 1 month post transplant (P < 0.05 for all), and with a
minimum at 3 months post transplant. In addition we observed a
significant increases for AlbS and Hct between 10 days and 1 month
post transplant, and between 1 and 2 months post transplant (P < 0.05
for all), with a maximum for both at 6 months post transplant.

When we compared the study variables between 5 days and 6
months post transplant (corresponding to the worst and best eGFR,
respectively), we observed significantly differences in all the biochem-
ical parameters measured (P < 0.001 for all).

3.2. Metabolites in renal recipients and healthy subjects

Concerning the qualitative profiles of the OS biomarkers of the
healthy and renal transplant patients of this study, NeuroPs were
mainly detected in renal recipients and not in healthy subjects, because
they were present at very low levels, below the limit of detection and/
or quantification (LOD/LOQ). In the control group, we only detected
one NeuroP, 4-F3-NeuroP,, ¢ ppa, but we didn’t detect its 4-epimer, 4-
epi— 4-F3-NeuroP,, ¢ ppa, maybe due to the higher LOD/LOQ that we
obtained in our assay [16]. The F,-dihomo-isoprostanes were detected
in patients and healthy subjects. So, we compared the study variables in
the 41 renal recipients between five days and 6 months post transplant,
(corresponding to the worst and best eGFR, respectively), and with
those of healthy subjects. When a comparison was developed at five
days post transplant with the control group, the patients showed
significantly higher levels of ent—7(RS)—7-Fp-dihomo-IsoP (P <
0.05) and significantly lower levels of 4-F3-NeuroP,, ¢ ppa (P <
0.05), 17-epi—17-F5-dihomo-IsoP (P < 0.01), 17-F,-dihomo-IsoP (P
< 0.001), and ent—7(S) — 7-Fo-dihomo-IsoP (P < 0.001). At 6 months
post transplant, significantly lower levels of 4-F3-NeuroP,, ¢ ppa (P
< 0.05), 17-epi—17-F, -dihomo-IsoP (P < 0.05), 17-F, -dihomo-IsoP
(P < 0.05), and ent—7(S)—7-F, -dihomo-IsoP (P < 0.001) were de-
tected in the patients. Furthermore, ent—7(RS) — 7-F5-dihomo-IsoP did
not differ significantly between renal recipients and healthy subjects at
6 months posttransplant (Fig. 1).

3.3. Qualitative and quantitative profiles of F,-NeuroPs, F3-NeuroPs,, s ppa,
and F,-dihomo-isoprostanes in the transplant recipients

Eleven metabolites were analyzed in the urine of the volunteers.
Their identification was carried out according to their molecular mass,
tandem mass spectrometry fragmentation pattern, and retention time.

For three of the F4;-NeuroPs from DHA measured, 4(RS)-F4-NeuroP,
4-F4-NeuroP, and 10-F4-NeuroP, we observed oscillations at the
different moments and no correlation with renal function. On the other
hand, 10-epi—10-F4-NeuroP, the other F4-NeuroP derived from this
fatty acid, increased over the postransplant stage. However, there were
no statistically significant differences when comparing the concentra-
tions of 10-epi — 10-F4-NeuroP at the different consecutive moments (P
> 0.05 for all the comparisons) or when comparing day 5 and month 6
post transplant (P=0.182) (Fig. 2).

The F3-NeuroPs,,.¢ ppa, metabolites derived from n-6 DPA, differed
in their evolution over the six postransplant moments. For example, 4-
epi— 4-F3-NeuroP,, ¢ ppa decreased in a concomitant manner with the
improvement of the kidney function, with a minimum at 6 months post
transplant - which showed the best glomerular filtration and the
minimum Prot/Creat ratio. Despite this progressive decline, we did
not find statistically significant differences when we compared the
concentrations of this NeuroP between different consecutive moments
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Table 1
Evolution of biochemical parameters for six moments after transplantation.
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Five days Ten days One month Two months Three months Six months Healthy
posttransplant posttransplant posttransplant posttransplant posttransplant posttransplant subjects
CrS (mgdL™ 1) 4.75 3.29 1.76 1.67 1.72 1.61 0.81
(2.40-6.03) (2.01-5.33) (1.64-2.22) (1.55-1.97) (1.56-2.07) (1.42-2.06) (0.73-0.93)
MDRD(mL/min/ 13.71 19.81 41.04 40.54 41.42 45.91 88.50
1,73 m?) (9.01-30.42) (10.12-34.71) (31.51-48.92) (35.91-51.79) (33.94-51.56) (34.52-55.50) (69.31-112.12)
BUN (mg dL— 1Y) 141.00 168.00 71.50 66.54 68.07 61.01 31.00
(88.50-182.50) (96.02-214.58) (54.57-103.33) (50.71-85.02) (52.04-99.56) (46.02-85.55) (23.50-39.56)
Prot/creat ratio 827.42 295.22 167.81 156.81 146.46 146.54 BTR
(mgg~ 1 creat) (507.03-2441.05) (205.25-943.02) (128.03-248.52) (95.12-312.41) (84.58-280.16) (81.56-279.62)
AlbS (gdL™ 1) 3.40 3.50 4.10 4.25 4.40 4.50 4.54
(3.00-3.80) (3.20-3.78) (3.65-4.45) (3.98-4.53) (4.15-4.60) (4.10-4.63) (4.12-4.96)
Hct (%) 30.82 29.92 34.34 37.77 40.12 40.74 42.92

(28.01-34.52) (27.21-34.36) (30.82-39.63)

(33.42-41.71) (36.83-43.96) (36.55-45.91) (40.41-47.12)

Data are presented as median and (interquartile range). BTR (Below test range). CrS (Serum creatinine). Urea Nitrogen (BUN). Prot/creat ratio (Protein/creatinine ratio). Serum Albumin

(AIbS) and Hematocrit levels (Hct).
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Fig. 1. Comparison at 5 days and 6 months post transplant with healthy subjects. Outlier
data points were removed.

(P > 0.05 for all the comparisons), but we found a significant decrease
when we compared it at 5 days and six months post transplant
(P=0.01). 4-F3-NeuroP,, ¢ ppa, the other F3-NeuroPs,, ¢ ppa mea-
sured, did not have a defined pattern, with oscillations at the different
moments and without correlation with renal function. The concentra-
tions of this metabolite were similar at the beginning and end of the

study (P=0.655) (Fig. 2).

In relation to the F,-dihomo-IsoPs, OS biomarkers of AdA, two
different patterns emerged. On the one hand, 17-epi—17-F,.-dihomo-
IsoP and 17-Fo-dihomo-IsoP presented increases and decreases, with no
correlation with renal function; on the other hand, we found a tendency
of the amounts of ent —7(RS) — 7-F-dihomo-IsoP and ent—7(S) — 7-Fo-
dihomo-IsoP to decrease during the postransplant period with a
minimum at 3 months post transplant. We compared their concentra-
tions at 5 days and 6 months post transplant, and we found only a trend
to decrease (P=0.072 and P=0.162, respectively), but when we
compared their concentrations at 5 days and 3 months post transplant,
corresponding to the highest and the lowest protein/creatinine ratios
respectively, a significant decrease in both metabolites was observed (P
< 0.05 for both) between these moments (Fig. 2.). Therefore, the
ent—7(RS) — 7-F-dihomo-IsoP and ent—7(S) — 7-F5,-dihomo-IsoP con-
centrations decreased as renal function improved.

The 15-F5-IsoP, the Fo-isoprostane isomer measured as reference
oxidative marker at systemic level, showed a tendency to decrease
during the postransplant period such as it was detected for the other
metabolites. However, there was no statistically significant difference
when comparing its concentrations at the different consecutive mo-
ments (P > 0.05 for all the comparisons). When we compared its
amount at day 5 (83,3 ng mg creatinine ~ ') and month 6 post transplant
(62,6 ng mg creatinine ~ 1) only a trend to decrease (P=0.170) was
underlined.

When we examined the relationships between the metabolites, F-
NeuroPs, Fs-NeuroPs,, —¢ ppa, Fo-dihomo-IsoPs and 15-Fy-IsoP, and
eGFR at the six different moments after renal transplantation, no
conclusive outcomes were observed.

Among the metabolites and the protein/creatinine ratio at the six
different moments after renal transplantation, there were several
significant correlations for 4-epi—4-F3-NeuroP,, ¢ ppa: at 1 month
post transplant (r;=0.534; P < 0.02), at 2 months post transplant
(rs=0.52; P=0.02), and at 6 months post transplant (rs_gs;; P <
0.01). At 3 months post transplant, there was a slight relationship
(r;=0.237; P < 0.123), and at 5 and 10 days post transplant, no
correlation with urinary protein excretion was detected. For
ent—7(RS) —7-Fy-dihomo-IsoP we only found a significant correlations
at 1 month post transplant (r;=0.533; P=0.02), and for ent—7(S) —7-
Fy-dihomo-IsoP at 2 months post transplant (rs=0.362; P=0.035). For
our reference metabolite, 15-F-IsoP, we detected a significant correla-
tion at 3 months post transplant (rs=0.464; P < 0.05), and at 6 months
post transplant (r;=0.612; P < 0.02).

Furthermore, we separated the transplantation group, depending on
the protein/creatinine ratio, into two groups, group A; for patients with
aratio < 30 mg/g and group A, for patients with a ratio > 30 mgg ™!,
and we found no differences between the two groups.
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4. Discussion

The current lifestyle of Western societies is causing an increase in
the incidence of metabolic disorders [1] that trigger long-term chronic
diseases such as chronic renal failure. The best treatment of this disease
is a kidney transplant, since it improves the patient's quality of life and
decreases the numerous complications associated with dialysis [21].
The rejection of the transplanted organ is one of the most serious
complications of this kind of treatment and the graft prognosis gets
worse in the long-term, sometimes causing its complete loss. Although
this complication is becoming increasingly rare, thanks to new im-
munosuppressants, it remains a fact among kidney transplant recipients
[2].

The rejection of a solid organ is a complex pathophysiological
process that goes beyond the immunological rejection and to which
many factors contribute [1], including OS [13]. An oxidative imbal-
ance, caused by an increase in the generation of ROS, and a decreased
ability to restore the redox balance of the body produce negative effects
in cells, worsening their function and shortening life expectancy [22].

This adverse effect of OS on cells is partly due to the destruction of
fatty acids that make up the cell membrane, such as DHA, n-6 DPA, and
AdA [23]. Three of the major targets of the lipid peroxidation process
are the brain, kidney, and liver. Thus, the toxicity of lipid peroxidation
products in mammals generally involves neurotoxicity, nephrotoxicity,
and hepatotoxicity [24]. Additionally, the kidney is very vulnerable to
ROS damage because renal lipids are composed of an abundance of
long-chain polyunsaturated fatty acids. The kidneys are a site of both
the production and clearance of these metabolites, so the best way to
explore their production in kidney diseases is through urine samples.
Some recent studies related OS to kidney damage [25], but few of them

182

investigated the OS effect on kidney development after a kidney
transplant. Thus, we have studied the OS effect on kidney function by
determination of fatty acids metabolites generated by ROS action. In
addition, after a thorough bibliographic review, we have not found an
article which describes the monitoring of this specific type of metabo-
lite in these patients.

In this regard, OS evaluation in patients receiving transplants has
been carried out by monitoring four F4-NeuroPs, two F3-NeuroPs,,_¢ ppa,
and four F,-dihomo-IsoPs at six different established times, which
highlighted differences in their behaviors.

Focusing on the F4-NeuroPs, metabolites produced from n-3 DHA by
0S, all of them were detected only in patients receiving transplants.
This shows that these metabolites were produced in higher concentra-
tions than in the control group due to the increased inflammation and
OS that this kind of patient exhibits, as observed by Lauzurica et al.
[26]. 4(RS)-F4-NeuroP, 4-F 4-NeuroP, and 10-F,-NeuroP did not follow
a distinct pattern, showing increases and decreases that did not
correspond to the kidney function; however, 10-epi—10-F4-NeuroP
-the other NeuroP derived from n-3 DHA- showed a non-significant
tendency to increase as time elapsed after the operation. We did not
expect this tendency as the postransplant phase progressed, which
could reflect some specific pathophysiological mechanism of trans-
planted organ damage. Clinical appearances of chronic rejection are not
noticeable until the existence of an advanced alteration of glomerular
structure. Thus, the long-term urinary excretion of this F4-NeuroP has
to be studied in order to establish the relationship between its increase
and the chronic rejection of the graft.

The F3-NeuroPs,_ ¢ ppa, 4-epi—4-F3-NeuroP,,_s ppa and 4-Fs-
NeuroP,,_¢ ppa, produced from the breakdown of n-6 DPA by OS,
didn’t follow a common pattern. So, 4-F3-NeuroP,,.s ppa increased
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and decreased, with no correlation with the kidney function of patients,
and showed no differences in concentration between the beginning and
the end of the study. Moreover, this metabolite was the only one found
in healthy patients, for some of whom it occurred at higher concentra-
tions: this needs to be studied thoroughly, to have a better under-
standing of the metabolism of this biomarker.

On the other hand, 4-epi—4-F3-NeuroP,, ¢ ppa wWas detected only
in transplant patients, and its level clearly dropped as kidney function
improved, with no significant differences in its concentration at
different consecutive moments - whereas we found a significant
decrease when comparing the worst and best moments regarding
kidney function: 5 days and 6 months post transplant, respectively. In
addition, significant and positive correlations were discovered for the 4-
epi—4-F3-NeuroP,,_¢ ppa concentration and Prot/Creat ratio at 1
month, 2 months and 6 months post transplant, as well as a slight
relationship at 3 months post transplant. For 5 and 10 days post
transplant, no correlation with urinary protein excretion was detected,
probably because this parameter is not assessable in the first four weeks
postransplant. We assigned the decrease in the urinary level of 4-epi —4-
F3-NeuroP,,_s ppa, Which depended on both the postransplant period
and the renal function improvement, to decreased OS in the kidney and
to decreased proteinuria when the graft function after the ischemia
period suffered at the time of the transplant become steady. The
positive correlation between the Prot/Creat ratio and the 4-epi — 4-F3-
NeuroP,, ¢ ppa concentration could be explained by increased oxygen
consumption by nephron cells when protein charge increases due to
absorption process [27,28]. Urinary albumin, the main globular protein
in proteinuria, is reabsorbed by endocytosis that is mediated by the
proximal tubular scavenger receptors megalin, cubilin, and CD36 [9-
33] Subsequently, these receptor-albumin complexes activate protein
kinase C signaling pathways, which lead to NAD(P)H oxidase-mediated
ROS generation [34,35]. Thus, the lower the proteinuria the lower the
concentration of ROS in proximal tubular cells; these species are among
the most toxic cellular factors that directly induce tubule interstitial
injury.

In the same sense, the reduction of urinary proteins excretion
between the start and the end of the study might be due to the fact
that during the transplant, and because of the ischemia-reperfusion
phenomenon, in over 90% of transplant patients acute tubular necrosis
and a variation of endothelial glycocalyx in the glomerular capillaries
happened [36,37]. These variations involved an increase in proteins
filtration that usually would be restored. The longer the ischemia
period of the organ, the greater the glomerular damage by OS since the
antioxidant defence mechanisms of kidney tissue, such as reduced
glutathione and vitamin E, were weakened. Hence, the progressive
restoration of the necrosis and endothelial damage suffered during
transplantation decreased albumin filtration and subsequent reabsorp-
tion, with a reduction in ROS levels and therefore decreased damage by
OS in proximal tubular cells.

Furthermore, F,-dihomo-IsoPs, AdA derived metabolites, reflect the
breakdown of this fatty acid by OS in the renal cortex and renal medulla
[38,39]. This degradation reduces the concentration-dependent func-
tion of AdA on maintenance of vascular tone in renal and adrenal
circulation, as Zhang et al. observed [39]. Its subsequent breakdown
would cause incorrect vascularization of kidney tissue, disrupting its
function and decreasing the life expectancy of the graft. We studied four
metabolites which were detected in both transplant patients and
healthy individuals. Three of them, 17-epi—17-F5-dihomo-IsoP, 17-
Fy-dihomo-IsoP, and ent—7(S) —7-F,-dihomo-IsoP were always de-
tected at lower concentrations in transplant patients. This could be
explained by the treatment. Kidney transplant patients in our institution
are given high doses of corticosteroids. This therapeutic group has a
wide range of effects and one of them is the phospholipase A2
inhibition. [40]. Unlike conventional prostanoids, these isomers are
formed by OS injury in cell membranes and subsequently released after
phospholipase activation [41]. Therefore, the inhibition of the enzyme
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decreases the concentration of AdA metabolites.

The metabolites 17-epi—17-F,-dihomo-IsoP and 17-F5-dihomo-
IsoP increased and decreased with no correlation with the allograft
function. The other two metabolites of AdA studied, ent—7(RS) —7-F-
dihomo-IsoP and ent—7(S)—7-F,-dihomo-IsoP, decreased as kidney
function improved and urinary proteins excretion decreased, with a
minimum for both at 3 months post transplant - which coincided with
the lowest proteinuria value. However, we only found a significant
correlation between this metabolites and urinary proteins excretion at
one of the six moments measured. The concentration of ent—7(S) —7-
Fo-dihomo-IsoP was always lower in transplant patients with respect to
ent—7(RS) —7-Fo-dihomo-IsoP. The ent—7(RS)— 7-F,.-dihomo-IsoP
concentration was clearly higher in transplant patients at the beginning
of the postransplant phase, and at 6 months post transplant was similar
for both groups. The decline in these two biomarkers shows how OS
decreased as renal function improved. This finding could be used for
monitoring of the kidney function. Moreover, these compounds should
be studied in detail in acute rejection to see their possible predictive
value in these events in which OS is increased [42].

On the other hand, our reference metabolite, 15-F5-IsoP, provided a
similar behavior than the three metabolites of our study which could be
considered as candidate indicators to monitor transplanted kidney
function: 4-epi — 4-Fz-neuroprostane,, — ¢ ppa, ent—7(RS) — 7-Fo-diho-
mo-isoprostane, and ent—7(S)—7-Fy-dihomo-isoprostane. We ob-
served than 15-Fy-IsoP decreased as kidney function improved and
urinary proteins excretion decreased, and we discovered several
positive correlations for the 15-F5-IsoP concentration and Prot/Creat
ratio. These outcomes have been discussed before for the other three
metabolites.

5. Conclusions

The analysis of F4;-NeuroPs, Fs-NeuroPs, ¢ ppa, and Fy-dihomo-
IsoPs in human urine provides a powerful approach to advance our
knowledge of the role of oxidative stress in kidney transplant patients.
Among the 11 biomarkers of lipoperoxidation measured, four of them,
4-epi — 4-F3-neuroprostane,, ¢ ppa, €nt—7(RS) —7-Fo-dihomo-isopros-
tane, ent—7(S)—7-Fy-dihomo-Isoprostane, and 15-F5-IsoP (8-iso-
PGF,,) could be considered as candidate indicators to monitor trans-
planted kidney development in the short-term period after the surgical
intervention. Unfortunately, little is known about these metabolites in
this kind of patient and so more studies are needed to explain their
influence on graft function and their possible ability to act as rejection
predictors.
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