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1. Resumen

Introduccion

La insuficiencia cardiaca aguda descompensada (ICAD, ADHF en inglés) es una de las
principales causas de hospitalizacién en paises industrializados y es uno los principales
gastos para la sanidad. Distintos factores, incluyendo tanto los cardiovasculares como
los no cardiovasculares, asi como también factores propios de cada paciente o
iatrogénicos,! pueden facilitar el rapido desarrollo o deterioro de signos y sintomas que
llevan a la insuficiencia cardiaca. Los pacientes con ICAD normalmente también
presentan insuficiencia renal cuando ingresan en el hospital, o la desarrollan de forma
aguda (insuficiencia renal aguda, IRA) durante la hospitalizacidn ya sea debido al
empeoramiento de la insuficiencia cardiaca, al tratamiento o a ambos. La coocurrencia
de IRA en pacientes con ICAD, también conocida como sindrome cardiorrenal, dificulta
la gestion del paciente y no solo se asocia con ingresos mas largos e ingresos a la
unidad de curas intensivas, sino también a un incremento de los reingresos, a un peor
prondstico y a un aumento de los gastos asociados. Por lo tanto, la evaluacién de la
funcién renal en pacientes con ICAD antes de que desarrollen IRA es un paso
importante para poder proporcionar un mejor pronostico a los pacientes.

En la practica diaria, la insuficiencia renal se define como la reduccién de filtracién
glomerular, que se calcula con los niveles de creatinina en sangre (el principal
marcador) o con distintas ecuaciones que también contienen los niveles de creatinina,
como por ejemplo MDRD-4. Esta ecuacidon considera, ademas de la creatinina, otros
factores, como la edad, el sexo y la raza, ya que estos afectan a los niveles de
creatinina. También es importante destacar que el aumento de creatinina implica que
el rindn ya se encuentra en fallo renal, es decir, ya es demasiado tarde.

Por este motivo es importante encontrar una herramienta de diagndstico que permita
detectar con antelacidon y con mas precisién el dafio renal. Ademas, un nuevo
biomarcador? seria un beneficio médico, ya que permitiria estratificar mejor el riesgo y
la eleccion del tratamiento de los pacientes ingresados por ICAD. Hoy en dia se
conocen algunas moléculas que han sido propuestas previamente como posibles
biomarcadores (como por ejemplo la cistatina C, la lipocalina asociada a la gelatina

neutroéfila [NGAL] y la kidney injury molecule 1 [KIM-1]). La habilidad de estas

1 Dicho de una alteracién del estado del paciente producida por el médico.

2 O marcador bioldgico; en general, es una sustancia quimica usada como indicador de un estado biolégico.



proteinas para detectar el deterioro de la funcién renal aun no ha sido demostrada
consistentemente, como tampoco el valor que tienen para mejorar el prondstico.

Es por eso que la identificacion de nuevos biomarcadores, ya sea individualmente o en
combinacién, que mejoren la deteccidn y la estratificacién en pacientes con ICAD es

aun un reto en el ambito de la medicina.

Objetivos

Para dar respuesta a esta necesidad, disefiamos EDRIAHF. EDRIAHF es un proyecto
que tiene como objetivo identificar y validar, mediante técnicas protedmicas,® nuevos
biomarcadores para la deteccion precoz de la IRA antes del aumento de la creatinina y
de la urea. Es mas, estas moléculas podrian proporcionar nueva informacién
fisiopatoldgica sobre el sindrome cardiorrenal, lo que daria la oportunidad de

desarrollar nuevas posibilidades de tratamiento para pacientes con ICAD.

Disefio del estudio y metodologia

Este proyecto estd basado en un estudio longitudinal de pacientes (68% varones,
69+12 afios) hospitalizados por ICAD en el departamento de cardiologia del Hospital de
la Santa Creu i Sant Pau, en Barcelona. Los pacientes con ICAD (n = 66) se
distribuyeron en tres grupos segun la presencia o ausencia de disfuncién renal en el
momento del ingreso (ADHF-RD+ y ADHF-RD-, respectivamente) y segun si
desarrollaron insuficiencia renal (ADHF-DKI), normalmente unos 5 dias mas tarde. La
insuficiencia renal se definié usando la férmula MDRD-4, y los valores por debajo de 60
mL / min / 1,73 m? se consideraron patoldgicos. Un grupo de individuos sanos (HS,

n = 15, 4949 afos) sirvieron para establecer el rango de niveles normales de las

proteinas identificadas.

De cada paciente se obtuvieron muestras de sangre y orina en el momento del ingreso
y en distintos momentos durante la hospitalizacién (a las 24, 48 y 72 horas y a los 5
dias), asi como también cuando se dio de alta al paciente. También se obtuvieron
datos demogréaficos, la historia clinica y el tratamiento previo de todos los pacientes

incluidos.

3 Basado en el estudio de las proteinas.



En nuestro proyecto, los estudios de la fase de discovery se basaron en la identificacidon
del perfil protedmico diferencial en orina a partir del analisis de geles de poliacrilamida
obtenidos por electroforesis de dos dimensiones y espectrometria de masas (MS/MS) y
por cromatografia de liquidos y MS/MS. Ademas, la fase de validacién de las proteinas

seleccionas se realizd usando técnicas cuantitativas de inmunoensayo (ELISA).

2. Resultados

En el momento del ingreso, los pacientes con ICAD presentaban niveles plasmaticos
muy altos de NT-proBNP, que es el biomarcador principal de la insuficiencia cardiaca
aguda. Ademas, el 45% de los pacientes con ICAD presentaban la fraccidén de eyeccion
del ventriculo izquierdo reducida (43,6+16%). Respecto a otras comorbilidades, el
75% de los pacientes estan en tratamiento por hipertension, el 44% tienen diabetes

mellitus tipo 2 y el 70% presentan dislipemia.

En cuanto a la funcidn renal, el 47% de los pacientes con ICAD ya presentaban valores
patoldgicos de MDRD-4 en el momento del ingreso, lo que indica que ya presentaban
una funcidn renal deficiente (grupo ADHF-RD+, MDRD-4: 41,1+11). Por lo contrario,
los pacientes con funciéon renal normal en el momento del ingreso (ADHF-RD-)
presentaban valores dentro de los rangos normales (MDRD-4: 82,4+19). De este
altimo grupo, un 42% de los pacientes desarrollaron insuficiencia renal aguda
(ADHF-DKI), mientras que el 58% restante mantuvieron la funcion renal

normal durante la hospitalizacion.

Dentro de las proteinas detectadas en orina, la albumina, que se filtra en el rifidn, y la
alfa-1-microglobulina (AMBP), que se deriva de las células glomerulares y tubulares,
fueron las mas abundantes, independientemente de la funcién renal de los pacientes
con ICAD.

El andlisis del perfil protedmico diferencial en orina de pacientes con ICAD en el
momento del ingreso mostrd 33 proteinas diferenciales. Detectamos cambios
consistentemente en los niveles de estas proteinas al compararlas con los de los
individuos sanos. Estas proteinas, que tienen un peso molecular de entre 15y

200 kDa, pertenecen a distintos grupos funcionales, como son el metabolismo celular,



la sefalizacidn celular, la coagulacién y el metabolismo de vitaminas. De estas, 18
fueron asociadas a la insuficiencia cardiaca, independientemente de la funcién renal
(proteinas con valores alterados en pacientes con ICAD en comparacion con sujetos
sanos), mientras que 10 proteinas diferenciales fueron asociadas a la insuficiencia renal
(proteinas que presentaron niveles diferentes al comparar los grupos de pacientes
ADHF-RD+ y ADHF-RD-).

Dos de las proteinas diferenciales en orina son directamente producidas en las células
del rindn (glomérulo), mientras que las otras proteinas son expresadas en otros
organos Yy filtradas en el rifidn para terminar en la orina. Dentro de este ultimo grupo,
7 proteinas son componentes de la cascada de coagulacién, y la pérdida de una
proteina inhibidora de la coagulacién es 2,5 veces mayor en los pacientes con ICAD.
Esta diferencia podria sugerir que los pacientes con ICAD tienen la cascada de

coagulacién alterada.

Ademas, también detectamos un incremento en la pérdida de 3 proteinas involucradas
en el metabolismo de las vitaminas. Una de estas proteinas (codificada como proteina
X), presentd valores muy elevados en orina debido a una mala reabsorcién en los
tubulos proximales; esta proteina ya se habia asociado previamente a otras
enfermedades renales. En nuestro estudio, vimos que la proteina X presentaba valores
mas de 3 veces superiores en los pacientes con ICAD en el momento del ingreso que
los individuos sanos. Dentro de los pacientes con ICAD, los pacientes ADHF-RD+
fueron los que presentaron los valores mas altos. Cuando analizamos esta proteina por

Western blot vimos una Unica banda en los 50 kDa.

Posteriormente, los analisis cuantitativos por inmunoensayo mostraron patrones
similares a los valores obtenidos por electroforesis cuando se comparan con los
individuos sanos, lo que validd los resultados obtenidos en la fase de discovery.

En nuestro estudio también hemos investigado los cambios hallados en la orina de la
proteina X a los tres dias de hospitalizacion. En ese momento, los valores de proteina X
disminuyeron al rango de valores normales en los pacientes ADHF-RD-, que son los
gue mantuvieron la funcién renal normal. Pero el grupo de pacientes que desarrolld
IRA (ADHF-DKI) mantuvo valores altos, 2 veces superiores al rango normal. De modo

similar, los niveles de proteina X también se mantuvieron elevados a los tres dias en



los pacientes que ya presentaban insuficiencia renal en el momento del ingreso (ADHF-
RD+).

Es importante destacar que este patrén también se mantuvo al cabo de 5-8 dias de
hospitalizacion, cuando se produce normalmente el deterioro de la funcidén renal en los
pacientes ADHF-DKI. Esto sugiere que la proteina X podria ser valiosa como
biomarcador precoz de insuficiencia renal en pacientes con ICAD durante su

hospitalizacion.

Aparte de la proteina X, y para poder comparar los resultados, también hemos
estudiado los valores en orina de las otras proteinas previamente propuestas en la
literatura como biomarcadores de la IRA, como son la cistatina C y la NGAL. Nuestros
resultados indican que los pacientes con ICAD en global y los individuos sanos
presentan una pérdida similar de ambas proteinas en orina. Sin embargo, a los tres
dias los pacientes ADHF-RD- y ADHF-DKI presentan valores similares de cistatina C, y
no vimos ningun cambio significativo dentro del mismo grupo de pacientes. Tampoco
hemos visto cambios en los niveles de cistatina C ni de NGAL a los cinco dias de
hospitalizacion. En cuanto a estas proteinas, nuestros resultados indican que estas
proteinas tienen un valor poco consistente como biomarcadores de disfuncion renal.
Segun los resultados que hemos obtenido, ni los niveles en orina de cistatina C ni de
NGAL en el dia 3 servirian para identificar a aquellos pacientes con ICAD con riesgo de

desarrollar insuficiencia renal durante los dias siguientes.

Los valores de la cistatina C y la proteina X se correlacionaron significativamente en los
pacientes ADHF-RD+ en el momento del ingreso (r = 0,453), casi del mismo modo que
en los pacientes ADHF-DKI (r = 0,523). Por el contrario, no vimos ninguna correlacién
estadisticamente significativa entre las dos variables en los pacientes ADH-RD-

(p = 0,5986). La combinacién de los valores de proteina X y cistatina C podrian
discriminar a los pacientes ADHF-DKI segun el test estadistico C (p < 0,05).

Ademas, también hemos seguido la evolucidn que han hecho todos nuestros pacientes
a lo largo de un ano tras su hospitalizacidn inicial para ver si existe una asociacién
potencial entre las proteinas identificadas y la incidencia de eventos clinicos adversos.
Hemos visto que un 42% de los pacientes han sufrido eventos clinicos adversos
cardiacos o renales durante este afio de seguimiento. Dentro de este grupo, un 56% de

los pacientes ya tenian insuficiencia renal en el momento del ingreso hospitalario



(ADHF-RD+). Nuestros resultados sugieren que los pacientes ADHF-RD+ que
presentaban los valores mas elevados de proteina X cuando ingresaron tienden a
requerir mas reingresos durante el afio de seguimiento. Por ahora, no hemos visto
ninguna asociacion consistente entre los valores de proteina X y la incidencia de
eventos clinicos adversos en los pacientes que presentaban una funcion renal normal al
ingresar. Sin embargo, no podemos olvidar que estos resultados se ven afectados por

el tamano del estudio.

Aunque los resultados estan basados en un grupo relativamente pequefo de pacientes,
estos sugieren que la proteina X podria servir como potencial biomarcador precoz de
insuficiencia renal en pacientes con ICAD, y apoya el valor combinado de proteina X y

cistatina C para obtener una mejor discriminacion de pacientes.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Como se ha mencionado anteriormente, el sindrome cardiorrenal es un proceso
patoldgico muy comun que complica el tratamiento y empeora el prondstico de
pacientes con insuficiencia cardiaca aguda descompensada. La creatinina es el principal
biomarcador de insuficiencia renal usado hoy en dia. No obstante, los cambios son solo

evidentes en cuanto el dafio renal ya esta presente.

Por esta razén disenamos EDRIAHF, un proyecto multidisciplinar que tiene como
objetivo identificar y demostrar el valor de las proteinas que podrian servir como
biomarcadores de insuficiencia renal en pacientes ingresados por ICAD antes del
aumento de la creatinina y la urea. Los resultados obtenidos evidencian que valores
elevados de la proteina X al cabo de 72 horas se asocian a un deterioro de la funcién
renal a lo largo de los siguientes dias en pacientes con ICAD. Este descubrimiento,
aunque requiere ser demostrado con una cohorte mayor, podria proporcionar una
nueva herramienta para el diagndstico precoz de disfuncion renal en pacientes
hospitalizados por insuficiencia cardiaca aguda descompensada. Esto facilitaria al
personal médico la toma de decisiones sobre estratificacion de pacientes hospitalizados
por ICAD. Ademas, la identificacién de un nuevo biomarcador precoz de insuficiencia
renal beneficiaria directamente a los pacientes. El deterioro de la funcion renal implica

hospitalizaciones mas largas, peor prondstico y reingresos mas frecuentes debido a las



complicaciones de corazdn o rifidén. Asi pues, un nuevo biomarcador ayudaria a
detectar el deterioro de funcion renal antes de que se produzca, de modo que los
pacientes con ICAD tendrian un mejor prondstico, hospitalizaciones mas cortas y

menor frecuencia de reingreso.
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