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1. Resum

Introduccio

La insuficiéncia cardiaca aguda descompensada (ICAD, ADHF en anglés) és una de les
primeres causes d’hospitalitzacid als paisos industrialitzats i, com a tal, és una de les
principals despeses de la sanitat. Diversos factors, tant cardiovasculars com no
cardiovasculars, aixi com també factors especifics de cada pacient o iatrogenics,?
poden facilitar I'aparicié o el deteriorament dels simptomes i signes de la insuficiéncia
cardiaca que porten a la ICAD. Els pacients amb ICAD solen presentar també
insuficiéncia renal en el moment de I'admissié al recinte hospitalari, o bé solen
desenvolupar-la en forma aguda (insuficiéncia renal aguda, IRA) durant la seva
hospitalitzacié a causa d'un empitjorament de la ICAD, el tractament o ambdos. La
coocurrencia d’IRA en pacients amb ICAD, altrament coneguda com a sindrome
cardiorenal, complica la gestio dels pacients i no només s’associa a periodes més llargs
d’hospitalitzacid i a estades a la unitat de cures intensives, sind també a un increment
de les rehospitalitzacions i a un pitjor pronodstic (i una mortalitat més alta), aixi com
també a més despeses sanitaries. Per tant, I'avaluacio de la funcié renal en pacients
amb ICAD abans no desenvolupin IRA és un pas important per poder proporcionar un

millor prondstic als pacients.

En la practica rutinaria de cardiologia, la insuficiéncia renal es defineix com una
reduccio de la filtracié glomerular i es calcula utilitzant els nivells de creatinina en sang
(el principal marcador d’insuficiéncia renal) o bé amb diferents equacions, com ara
I'MDRD-4, basades en |'edat, el sexe i la raca, que son factors que influeixen en els
nivells de creatinina en sang. Es important recalcar que els nivells elevats de creatinina

impliguen que el ronyd ja esta fallant, de manera que ja és tard.

Per aquesta rad, cal trobar biomarcadors? que siguin eines precoces (abans no
incrementi la creatinina) i precises, i que representin un benefici medic, per estratificar

correctament els pacients amb ICAD i facilitar I'eleccié d’un tractament.

! Relatiu o pertanyent als problemes resultants de I'actuacié del metge.

O marcador biologic; en general, és una substancia quimica usada com a indicador d’un estat biologic.



Avui en dia es coneixen diverses molécules que han estat proposades préviament (com
ara la cistatina C, la lipocalina associada a la gelatina neutrofila [NGAL] i la kidney

injury molecule 1 [KIM-1]) com a possibles biomarcadors. La seva utilitat per detectar
el deteriorament de la funcié renal en pacients hospitalitzats per ICAD més precogment
no s’ha demostrat de manera consistent. De la mateixa manera, tampoc s’ha establert

el seu valor de precisid a I’hora de definir el pronodstic d’aquests pacients.

Per tant, la identificacié de nous biomarcadors que tant individualment o en combinacié
millorin la deteccié de disfuncid renal, I'estratificacio i pronostic de pacients amb ICAD,

continua sent un repte.

Objectius

Per donar resposta a aquestes necessitats meédiques, vam dissenyar EDRIAHF.
EDRIAHF és un projecte que tenia com a objectiu identificar i validar, utilitzant
técniques proteomiques,® nous biomarcadors per detectar precocment el deteriorament
de la funcid renal en pacients hospitalitzats per ICAD, abans no augmentin els nivells
de creatinina i urea. A més a més, aquestes molécules podrien proporcionar informacio
fisiopatologica de la sindrome cardiorenal aguda, cosa que permetria desenvolupar

nous possibles tractaments per a pacients amb ICAD.

Disseny de I'estudi i metodologia

Aquest projecte es basa en un estudi longitudinal de pacients (68% homes, 69+12
anys) hospitalitzats per ICAD al departament de cardiologia de I'Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau de Barcelona. Els pacients amb ICAD (n = 66) van ser distribuits en
tres grups diferents segons la presencia o abséncia de disfuncié renal en el moment de
I'ingrés (ADHF-RD+ i ADHF-RD-, respectivament), i segons si van desenvolupar IRA
durant I'hospitalitzacié (ADHF-DKI) després d’uns cinc dies. L'IRA es va definir utilitzant
la férmula MDRD-4, i es van considerar com a valors patologics tots aquells per sota de
60 mL / min / 1,73 m?. Es va utilitzar un grup d’individus sans (HS, n = 15, 49+9

anys) per establir els nivells normals de les proteines identificades.

De cada pacient es van obtenir mostres d’orina i de sang en el moment de l'ingrés

hospitalari i al llarg de I'hospitalitzacié (al cap de 24, 48 i 72 hores, i el dia 5) i quan se

3 Basat en I'estudi de les proteines.



li va donar l'alta. També es van obtenir dades demografiques, la historia clinica i el

tractament previ de tots els pacients.

En el nostre projecte, els estudis de la fase de discovery es van basar en la identificacid
del perfil de proteines diferencials en orina de pacients amb ICAD a partir de I'analisi
dels gels de poliacrilamida obtinguts per electroforesi de dues dimensions i
espectrometria de masses (MS/MS) i per cromatografia de liquids i MS/MS. A més a
més, els estudis de validacié de proteines especifiques es van dur a terme utilitzant

tecniques quantitatives d'immunoassaig.

2. Resultats

En el moment de I'ingrés hospitalari, els pacients amb ICAD presentaven valors molt
elevats del biomarcador d’insuficiéncia cardiaca, I'NT-proBNP. A més, un 45% de
pacients amb ICAD presentaven la fraccié d’ejeccié del ventricle esquerre reduida
(43,6£16%). Quant a comorbiditats, un 75% dels pacients estan en tractament per
hipertensid, un 44% tenen diabetis mellitus de tipus 2 i un 70% tenen dislipemia.
Quant a la funcioé renal, un 47% dels pacients amb ICAD ja presentaven nivells
patologics d’'MDRD-4 en el moment de l'ingrés hospitalari, cosa que indica una funcid
renal deficient (grup ADHF-RD+, MDRD-4: 41,1+11). En canvi, el valor mitja d’'MDRD-
4 es trobava en nivells sans (82,4+19) en el grup ADHF-RD-. D’aquest ultim grup, un
429 dels pacients van desenvolupar insuficiéncia renal aguda durant
I'hospitalitzacié (ADHF-DKI), mentre que el 58% restant va mantenir una
funcio renal normal durant I'estada a I’'hospital (ADHF-RD-). La durada de
I’hospitalitzacié va ser d’uns 9-10 dies de mediana per a tots els pacients, amb estades
més llargues per a aquells pacients que van desenvolupar IRA en comparaciéo amb els

gue van mantenir una funcié renal normal.

Entre les proteines detectades en orina, I'albumina, que arriba a l'orina per filtracié en
el ronyo, i I'alfa-1-microglobulina (AMBP), que és derivada de les cél-lules glomerulars i
tubular, van ser les més abundants, independentment de la funcié renal en els pacients
amb ICAD.



L’analisi del patré diferencial en orina dels pacients amb ICAD va presentar 33
proteines diferencials. Aquestes proteines diferencials van presentar canvis
consistentment comparades amb els individus sans. Tenen un pes molecular d’entre 15
i 200 kDa, i pertanyen a diferents grups funcionals, com ara metabolisme cel-lular,
senyalitzacioé cel-lular, coagulacié i metabolisme de vitamines. D’aquestes proteines, 18
estan associades a la insuficiencia cardiaca, independentment de la funcié renal (és a
dir, sén proteines amb valors alterats en orina en els pacients amb ICAD comparats
amb individus sans), mentre que 10 de les proteines diferencials detectades estan
especificament associades a la insuficiencia renal (sén proteines que presenten

diferents nivells quan es comparen els pacients ADHF-RD+ i ADHF-RD-).

Hem vist que només dues proteines diferencials en orina de pacients amb ICAD estan
directament produides a les cél-lules del ronyd (glomeéruls), mentre que les altres
proteines sén expressades en altres organs i sdn posteriorment filtrades al ronyé per
acabar a l'orina. Dins d’aquest ultim grup, 7 proteines son components de la cascada
de coagulacid, i la perdua d’una proteina inhibidora de la coagulacié és fins a 2,5
vegades superior en els pacients amb ICAD en comparacié amb els nivells obtinguts en
individus sans. Aquest diferencia podria suggerir que hi ha una alteracié en la cascada

de coagulacié d’aquests pacients.

A més, vam detectar nivells superiors de pérdua de 3 proteines involucrades en el
metabolisme de vitamines en l'orina dels pacients amb ICAD. Aquests nivells
anomalament elevats d’una d’aquestes proteines (codificada com a proteina X) es
deuen probablement a una mala reabsorcid en els tubuls proximals. A més, aquesta
proteina s’ha associat anteriorment a la insuficiencia renal en estudis preclinics i les
nefropaties relacionades amb malalties metaboliques en humans. En el nostre estudi,
la proteina X era més de 3 vegades superior en pacients amb ICAD que en individus
sans, sent els pacients ADHF-RD+ els qui van presentar els nivells més elevats.
L’analisi per transferéncia de proteines (Western blot) que vam dur a terme per a la

proteina X va mostrar una Unica banda als 50 kDa.

L’analisi quantitativa de la proteina X es va realitzar per immunoassaig i va mostrar un
patré semblant al de |'electroforesi quan es comparava amb els individus sans, de

manera que es van validar els resultats trobats durant la fase de discovery.



En el nostre estudi també vam investigar els canvis en orina de la proteina X al cap de
3 dies d’hospitalitzacié. En aquest punt, els nivells de proteina X van caure al nivell de
rang normal en els pacients ADHF-RD-, que sén els qui van mantenir una funcid renal
normal durant I'hospitalitzacié. Per contra, els valors en orina de la proteina X es van
mantenir elevats anomalament, amb valors dues vegades superiors al rang normal, en
aquells pacients que, tot i presentar una funcié renal normal en el moment de l'ingrés,
van desenvolupar IRA després del dia 5 d’hospitalitzaci6 (ADHF-DKI). De manera
similar, els nivells de proteina X també es van mantenir elevats en el dia 3 en els
pacients que ja presentaven insuficiéncia renal en el moment de l'ingrés (el grup
ADHF-RD+).

Es important recalcar que aquest patré del dia 3 es va mantenir al llarg dels dies 5-8
d’hospitalitzacid, quan la funcié renal s’havia deteriorat en el grup ADHF-DKI. Aix0
suggereix que la proteina X podria ser valuosa com a biomarcador preco¢ d'IRA en

pacients amb ICAD.

A part de la proteina X, també hem estudiat els valors en orina de les proteines
previament mencionades com a possibles biomarcadors d’IRA, com son la cistatina C i
I'NGAL. Els nostres resultats indiquen que els pacients amb ICAD en global i els
individus sans presenten valors semblants en orina. No obstant aix0, els pacients
ADHF-RD+ presenten valors més alts que els pacients ADHF-RD- de les dues proteines
en orina. Al cap de 3 dies, pero, els pacients ADHF-RD- i ADHF-DKI presenten valors
semblants de cistatina C, i no vam veure cap canvi significatiu dins els mateixos grups
de pacients. Tampoc hem vist canvis en els nivells de cistatina C ni d'NGAL al cap de 5
dies d’hospitalitzacio. Respecte d’aquestes proteines, els nostres resultats donen suport
als obtinguts préviament en altres estudis i el seu valor poc consistent com a
biomarcadors de disfuncié renal. Segons els nostres resultats, ni els nivells en orina de
cistatina C ni d'NGAL en el dia 3 servirien per identificar aquells pacients hospitalitzats

per ICAD que estan en risc de desenvolupar IRA al llarg dels dies posteriors.

Els valors de cistatina C i de proteina X es correlacionen significativament en els
pacients ADHF-RD+ en el moment de l'ingrés hospitalari (r = 0,453), de la mateixa
manera que gairebé ho fan en el grup ADHF-DKI (r = 0,523). D’altra banda, no hi ha

una correlacié estadisticament significativa entre les dues variables en els pacients



ADHF-RD- (p = 0,5986). La combinacié dels valors de la proteina X i cistatina C pot ser
gue discriminin segons el test estadistic C (p < 0,05) en els pacients ADHF-DKI.

A part, també hem seguit I'evolucié que han fet tots els nostres pacients al llarg d’'un
any després de la seva hospitalitzacio inicial per veure si hi ha una associacié potencial
entre les proteines identificades i la incidéncia d’esdeveniments clinics. Hem vist que
un 42% dels pacients han patit esdeveniments clinics adversos cardiacs o renals durant
aquest any de seguiment. Dins d’aquest grup, un 56% sén pacients que ja tenien
disfuncié renal en el moment de I'ingrés hospitalari (el grup ADHF-RD+). Les nostres
troballes suggereixen que els pacients ADHF-RD+ que presentaven valors més elevats
de proteina X en el moment de I'ingrés tendeixen a requerir més reingressos durant
I'any de seguiment. Ara per ara, no hem vist cap associacié consistent entre els valors
de proteina X i la incidéncia d’esdeveniments clinics adversos en els pacients que
presentaven una funcié normal en el moment de l'ingrés. Malauradament, no podem

oblidar que aquests resultats es veuen afectats per la mida de I'estudi.

Els resultats d’aquest estudi, tot i que es basen en un grup petit de pacients,
suggereixen que la proteina X podria servir com a biomarcador precog per a la
discriminacié de pacients amb ICAD, i dona suport al valor combinat de proteina X i

cistatina C per obtenir una millor discriminacié dels pacients.

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

Tal com s’ha mencionat préviament, la sindrome cardiorenal és un procés patologic
molt coml que complica el tractament i empitjora el pronostic dels pacients amb
insuficiéncia cardiaca aguda descompensada. Avui en dia, la creatinina és el
biomarcador de funcié renal que utilitzem rutinariament, perd malauradament el seu

augment indica que el pacient ja presenta dany renal.

Per aquesta rad vam dissenyar el projecte EDRIAHF, un projecte multidisciplinari que
tenia com a objectiu trobar nous biomarcadors d’insuficiencia renal aguda en pacients
amb insuficieéncia cardiaca aguda descompensada abans no augmentin els nivells de
creatinina i urea. Els resultats del nostre projecte evidencien que nivells elevats de
proteina X 72 hores després de I'hospitalitzacié s’associen a I’'aparicié de dany renal

durant els dies posteriors. Aquesta troballa, tot i que requereix ser provada en un grup



més nombros de pacients amb ICAD, podria proporcionar una nova eina per
diagnosticar precocment la insuficiéncia renal greu en aquests pacients. Aixo facilitaria
la presa de decisions per part del personal médic i permetria una millor estratificacié

del pronostic dels pacients amb ICAD.

La identificacié d’'un nou biomarcador no només afecta el personal medic, sin6é que
també beneficia directament els pacients. L'empitjorament de la funcié renal implica
estades més llargues, pitjor pronostic i ingressos més freqlients a I’hospital a causa de
les complicacions de les insuficiencies de cor o ronyd. Atés que revertir la insuficiéncia
renal és molt complicat, un nou biomarcador significaria que aquesta pot ser detectada
abans no sigui massa complicat revertir-la. D’aquesta manera, els pacients amb ICAD

tindrien un millor pronostic, ingressos més curts i menys ingressos posteriors.
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Cardiology (ESC), la Sociedad Espafiola de Cardiologia o Eurothrombosis (organitzat
pel working group de trombosi de I'ESC), entre d’altres (vegeu la llista seglient). Estem
preparant dos manuscrits i tenim previst escriure’n un altre amb els resultats que

encara s’estan analitzant.
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