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RESUMEN: Cisplatino y carboplatino son dos firmacos muy usados
en el tratamiento de tumores sélidos. Sin embargo, su eficacia estd limitada
por su nefrotoxicidad. Se ha demostrado que un 25-30 % de los pacientes
tratados con estos firmacos ha acabado desarrollando un dafio renal
agudo (DRA). En la actualidad, el diagndstico del DRA se lleva a cabo
mediante el uso de biomarcadores tales como creatinina plasmaética y urea,
pero resultan poco sensibles y especificos. El objetivo de este trabajo se
centra en la bisqueda de biomarcadores urinarios capaces de predecir la
aparicién de un fallo renal, antes incluso de comenzar dicho tratamiento,
siendo capaces de clasificar a los pacientes de acuerdo con su sensibilidad,
predecir la evolucién de su funcién renal y llevar a cabo un tratamiento
mds adaptado a cada paciente.

Un estudio clinico fue llevado a cabo con pacientes voluntarios del
Servicio de Oncologia del Hospital Universitario de Salamanca. Los
biomarcadores estudiados fueron proteinuria, N-acetil-B-glucosaminidasa
(NAG), Lipocalina asociada a la gelatinada de neutréfilos (NGAL) y
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albiimina. Para la cuantificacién de estos biomarcadores se utilizaron técnicas
colorimétricas y la técnica ELISA.

Los resultaron mostraron que los niveles de los biomarcadores en el
grupo Casos son significativamente superiores a los del grupo Control,
tanto en el momento anterior al maximo dafio renal, como en el momento
basal, lo que nos permitiria saber cudles son los pacientes que tendrian
més probabilidad de sufrir un dafio renal antes de iniciar el tratamiento.
Dichos marcadores serfan un gran avance en el tratamiento quimioterapico,
ya que nos permitirian un tratamiento mds preventivo y personalizado de
cada paciente.

Palabras clave: c1splat1no, dafio renal agudo (DRA); predispodicién
adquirida; biomarcadores urinarios.

ABSTRACT: Cisplatin and carboplatin are very used drugs for the
treatment of solid tumours. However, their efficacy is limited by their
nephrotoxicity. It is known that 25-30 % of the patients that have been
exposed to these treatments will end up developing acute kidney injury
(AKI). Nowadays, for the clinical diagnosis of AKI some biomarkers
are used, such as plasma creatinine and urea, which are not very sensitive
and specific. The aim of this work is focused on searching some urinary
biomarkers able to predict the occurrence of a possible kidney damage even
before starting the treatment, being able to classify the patients according
to their severity, to predict the evolution of kidney function and to carry
out a more adapted treatment for every patient.

A clinical study was carried out with voluntary patients from the
Oncology Service of the University Hospital of Salamanca. The studied
biomarkers were proteinuria, N-acetil-B-glucosamidinase (NAG), neutrophil
gelatinase-associated lipocalin (NGAL) and albumin. The quantification of
these proteins in urine was performed by colorimetric methods and ELISA.

It was evidenced that the levels of the biomarkers in the basal time and
in the one before the maximum kidney damage are practically the same,
what indicates that these levels do not vary during the chemotherapy cycle.
Moreover, they could indicate, before starting the treatment, that kidney
damage is going to happen. These biomarkers would be a great advantage
in determining, before undergoing the first chemotherapy cycle, whether
a patient will suffer kidney complications.

Key words: cisplatin; acute kidney injury; acquired predisposition;
urinary biomarkers.
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1. INTRODUCCION

El cisplatino y el carboplatino son dos firmacos muy utilizados en el trata-
miento de tumores s6lidos, destacando su uso en cncer de ovario, cabeza y cuello,
cérvix y pulmon (Rabik & Dolan, 2007). Sus mecanismos de accidn antineopldsica
son muy similares. Al activarse intracelularmente, quedan libres dos valencias
del ion platino, el cual forma dos enlaces estables con las bases nitrogenadas del
ADN. El resultado es la alteracion de la configuracion tridimensional del material
genético, la generacidn de errores de transcripcién y la imposibilidad de que las
cadenas se separen para la replicacién (Basu & Krishnamurthy, 2010). A pesar de
su elevada efectividad en el dmbito clinico, su capacidad para causar nefrotoxicidad
y ototoxicidad limita su utilizacién (Calderén-Ospina et al., 2012).

El cisplatino es el firmaco antineoplasico mis nefrotéxico. Se ha demostrado
que aproximadamente el 25-30 % de los pacientes tratados con él desarrollan
un dafio renal agudo (DRA) incluso después de una tnica dosis. Puede causar
episodios leves, transitorios y auto-reparables de dafio renal que pueden no tener
consecuencias importantes para la salud. Sin embargo, la aparicién de episodios
acumulados puede dar lugar a consecuencias més perjudiciales. De hecho, ciclos
repetidos de quimioterapia con cisplatino pueden conducir a fibrosis tubuloin-
tersticial crénica. Una pequena fraccidon de estos pacientes necesitaria didlisis
de por vida, y ademds, presentaria un alto riesgo de mortalidad a medio y largo
plazo. Por lo tanto, la deteccién temprana de formas leves de DRA son metas no
satisfechas para un mejor manejo de esta enfermedad (Vicente-Vicente et al., 2015).

Las principales manifestaciones clinicas del dafio renal producido por cispla-
tino y carboplatino consisten en aumentos en las concentraciones séricas de
creatinina y urea, y alteraciones electroliticas. Entre las mds frecuentes que se
han descrito destaca la hipomagnesemia, consecuencia de la inhabilidad para la
reabsorcién tubular de magnesio que producen estos compuestos (Prada et al.,
2011). Esta situacion se suele ver acompafiada de hipocalcemia e hipocaliemia.
Dichos cambios en el transporte tubular de iones se deben, entre otras causas, a
la alteracion de la respiracion celular producida por estos compuestos platinados
(Launay-Vacher et al., 2008).

Hasta la fecha, el diagnédstico del DRA se lleva a cabo mediante unos marca-
dores indirectos de funcién renal, como la creatinina plasmaética, que resulta
poco sensible y especifica, ya que se necesita al menos una disminucién del 50 %
de la tasa de filtracion glomerular (TFG) para poder detectarse un aumento de
su concentracién. Ademds, los niveles plasmdticos de este marcador dependen
de otras variables, como la masa muscular, la funcién hepatica o el volumen de
distribucién, que suelen variar en personas enfermas. Otro parimetro empleado
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es la urea plasmdtica, que tampoco es sensible y especifica ya que puede sufrir una
elevacién como consecuencia de una lesion renal, pero también puede aumentar
en ciertas condiciones como al seguir una dieta hiperproteica, tras una hemorragia
gastrointestinal o durante un tratamiento con corticoides (Lombi et al., 2016).

A pesar de la potencial nefrotoxicidad que muestran estos firmacos, no todos
los pacientes tratados con ellos acaban padeciendo DRA, sino que esto dependerd
de la sensibilizacién que presente cada individuo a sufrir este trastorno. Esta
predisposicién a sufrir DRA puede ser genetlca, o se puede ir adqulrlendo alo
largo de la vida y condicionard a que pacientes con el mismo tratamiento onco-
16gico acaben o no desarrollando dafio renal (Perazella, 2012). Esta altima estaria
relacionada con el desarrollo de un dafio renal subclinico, que seria reparado por
el organismo y no evolucionaria a DRA, pero si aumentaria la susceptibilidad a
padecerlo posteriormente. Este estado de sensibilizacion adquirida no es detectable
mediante el uso de los marcadores de funcién renal que se utilizan actualmente
(Vilander et al., 2015).

Por ello, se busca poder identificar precozmente a los pacientes con riesgo a
desarrollar DRA, de forma mas selectiva y especifica que con los métodos actuales
tras recibir un tratamiento quimioterapico (Seijas et al., 2014). Para ello, se estin
investigando biomarcadores de predisposicion, que se definen como moléculas
asociadas a patrones anatomopatoldgicos 0 a mecanismos patogénicos definidos,
que detectan la sensibilidad a sufrir un dafio renal y permiten clasificar a los
pacientes en base a ella (Segarra-Medrano er al., 2012).

Asi, el objetivo de este trabajo fue evaluar la utilidad de algunos de los biomar-
cadores de predisposicién identificados por nuestro grupo de investigacién en
estudios animales, en pacientes oncoldgicos tratados con cisplatino o carboplatino,
que faciliten la identificacién de los pacientes con riesgo de desarrollar DRA en
las fases iniciales de desarrollo, diagnosticarlo antes que las pruebas convencio-
nales y poder pronosticar el desarrollo de la funcién renal del paciente e iniciar
un tratamiento mds adaptado.

2. MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio clinico con pacientes voluntarios del Servicio de Oncologia
del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA). Este cumplié
con toda la legislacion vigente en lo referente a los estudios clinicos y obtuvo la
aprobacién del Comité Etico de Investigacién Clinica del CAUSA.

Tras llevar a cabo el reclutamiento de pacientes, se aplicaron los criterios de
inclusion: que consistieron en ser mayor de 18 afos, la aceptacion voluntaria y
firma de un consentimiento informado, y tener una funcién normal previa al
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tratamiento; y de exclusion: que no presentaran enfermedad o sintomas que por
criterio del investigador pudiera interferir en los resultados del estudio. Tras la
inclusion definitiva de los pacientes se llevo a cabo la recogida de sus muestras de
orina y sangre. Dichas muestras se recogieron en dos tiempos: tiempo 0 h (antes
de la primera administracién del antineoplasico) y 72 h (tiempo tedrico de miximo
dafio renal de los agentes platinados de acuerdo con la bibliografia (Salabarria,
2015)) en cada ciclo quimioterdpico. Las muestras de sangre fueron enviadas al
servicio de anilisis clinicos, el cual nos facilité los resultados de sus analiticas. Por
otro lado, las muestras de orina fueron almacenadas en el Biobanco del CAUSA
hasta su posterior utilizacién.

Se elabor6 una base de datos informatizada donde se registraron los datos
antropométricos, los factores de riesgo y los siguientes parimetros bioquimicos:
creatinina y urea plasmdticas; y calcemia y magnesemia (marcadores sanguineos
clasicos empleados para diagnosticar un DRA causado por un antineoplisico
platinado). En funcién de estos parimetros bioquimicos, los pacientes se distribu-
yeron en dos grupos: Casos (grupo de pacientes que sufrieron una alteracidn de al
menos dos de los cuatro pardmetros sanguineos evaluados en algin momento de
su tratamiento) y Controles (grupo de pacientes que no sufrieron esa alteracién
en al menos tres ciclos). Se seleccionaron, para cada paciente, la muestra urinaria
basal y la muestra urinaria previa al momento de maximo dafio renal.

Los biomarcadores cuantificados en dichas muestras de orina se presentan
en la Tabla 1.

La cuantificacién de proteinuria y de NAG se llevé a cabo mediante métodos
colorimétricos. El fundamento de la colorimetria estd basado en la medicién de la
absorcién de radiacion de la zona visible por sustancias coloreadas que se encuen-
tren en una muestra, y su intensidad de coloracion serd directamente proporcional
a sus concentraciones. Ya sea en el caso de la cuantificacién de proteinas, mediante
el método de Bradford, que estd basado en la adicién de un colorante. Como tltimo
paso, utilizamos la Ley de Lambert y Beer para la cuantificacién de proteinuria y
NAG, empleando una recta patrén de concentraciones conocidas de cada analito.

La NGAL vy la albumina se cuantificaron mediante la técnica ELISA (de
sus siglas en inglés Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), en este caso, de
tipo DAS (Double Antibody Sandwich). Esta técnica es un inmunoensayo que
revela la presencia de antigenos (Ag) o anticuerpos (Ac) mediante la formacién
de inmunocomplejos (complejos Ag-Ac) fijados a un soporte, los cuales tienen
actividad enzimdtica. Mediante la adicidn de un sustrato especifico que va a inte-
ractuar con ellos, dicha actividad enzimdtica generard un color cuantificable por
espectrofotometria.
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Tasra 1. Fundamento tedrico que justifica la deteccion de los biomarcadores
urinarios analizados y su método de cuantificacién.

Biomarcador

Método de cuantificacién

Fundamento fisiopatolégico

Proteinuria

Método de Bradford

Se define como un exceso de
proteinas en orina. El aumento
de su excrecién se debe a una re-
absorcién tubular disminuida de
las proteinas usualmente filtra-
das por el glomérulo (Montafiés
et al., 2011).

N-acetil-

B-D-glucosaminidasa (kit DZ062A-K Diazyme®)

(NAG)

Método colorimétrico

La NAG se libera de los lisoso-
mas presentes en el tibulo pro-
ximaf indicando dafio celular.
Su presencia en orina permite

identificar una lesién proximal
(Manj6n-Rodriguez, 2010).

Lipocalina asociada
a la gelatinasa de

neutroéfilos (NGAL)

Técnica ELISA

(kit 036 BioPorto®)

En el rifién, la NGAL se libera a
las pocas horas tras una isquemia
o tras un dafio tubular téxico,
por lo que su medicién en orina
puede servir como marcador de

dafio temprano (Espinosa-Sevi-
lla et al., 2013).

Albtimina

Técnica ELISA
(kit E88-129 Bethyl®)

La albuminuria (presencia de al-
biimina en orina) marca un pro-
blema en la reabsorcién tubular.
Sin embargo, cuando la albu-
minuria es muy alta, esta puede
deberse a una alteracién en el
proceso de filtracién glomerular,
por dafio estructural o por una
alteracién en las cargas eFéctricas
de la membrana basal del glomé-
rulo (Montafés et al., 2011).

En lo que respecta al anilisis estadistico, todos los resultados se presentan
como el promedio + error estindar de la media (EEM). El ajuste de resultados
de cada grupo experimental a la distribucion normal fue evaluado usando el test
Kolmogorov-Smirnof. La comparacion entre los dos grupos experimentales se
realizé empleando un test Chi-cuadrado (para variables cualitativas) o un test t
de Student o U de Mann-Whitney (para variables cuantitativas).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
Los datos antropométricos y farmacoldgicos, asi como la concentracién de

creatinina urinaria inicial de cada grupo de pacientes se presentan en la Tabla 2:

TaBLA 2. Caracteristicas iniciales, datos farmacoldgicos y concentracién basal de
creatinina urinaria de los pacientes incluidos en el estudio. Los valores se presentan
en forma de Promedio + EEM. n.s.: No significativo.

VARIABLE gf%? CogTle%LES p-valor
Sexo (m/f) 15/4 9/8 n.s.
Edad (afios) 60,7 + 1,8 57,1+ 1,6 n.s.
Peso (kg) 78,9 +32 71,227 n.s.
Altura (cm) 166 + 2 165 +2 n.s.
Indice de masa corporal (kg/m2) 28,8 + 1,1 26,4+ 1,3 n.s.
Superficie corporal (m2) 1,82 + 0,04 1,76 + 0,03 n.s.
i’:;li)eor;)tlzstitrl;gtados con cisplatino/ 14/5 9/8 s,
Dosis de cisplatino (mg) 107 = 11 99+ 13 n.s.
Dosis de carboplatino (mg) 508 + 51 625 + 41 ns.
Creatinina urinaria (mg/dL) 81,9 + 14,2 63,9 + 13,1 n.s.

A la vista de estos resultados, podemos comprobar que ambos grupos de
estudio son estadisticamente semejantes, y con caracteristicas antropométricas
muy similares y homogéneas. Por ello, no podemos atribuir a ninguno de estos
aspectos estudiados un mayor o menor riesgo a desarrollar un fallo renal.

Los resultados procedentes del anilisis cuantitativo de biomarcadores en las
muestras de orina se presentan en la Figura 1.

A la vista de los resultados, las cuatro grificas nos muestran que los niveles
urinarios de cada uno de los biomarcadores estudiados son superiores en el grupo
Casos que en el grupo Controles. Atendiendo al momento basal y al pre-dafio,
comprobamos que las concentraciones de cada biomarcador son similares dentro
de cada grupo.

La finalidad de este estudio es comprobar si hay algtin biomarcador en los
pacientes susceptibles que demuestre la posibilidad de desarrollar DRA antes
que los biomarcadores utilizados actualmente en la prictica clinica. De aqui la
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Ficura 1. Biomarcadores urinarios evaluados en las muestras de los pacien-
tes oncoldgicos. NAG: N-Acetil-beta-D-glucosaminidasa; NGAL: Lipocalina
asociada a la gelatinasa de neutréfilos. Los datos se expresan en forma de promedio
+ EEM. * p < 0.05; ** p < 0.01 vs grupos Controles.
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importancia de la seleccién de una muestra basal de cada paciente, para poder
comprobar que los niveles de los biomarcadores eran ya superiores antes de
empezar con el tratamiento quimioterapico.

Observando las grificas, los pacientes del grupo Casos poseen niveles de los
cuatro biomarcadores significativamente superiores a los del grupo Controles,
por lo que podemos sospechar que pacientes con altas concentraciones de estos
biomarcadores acabaran desarrollando DRA.
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Dentro de cada grupo, los niveles de biomarcadores de las muestras previas al
dafio son muy similares a las muestras basales, lo que quiere decir que se mantienen
practicamente estables a lo largo de los ciclos quimioterdpicos. Por la misma razén,
en el grupo de los Casos sabemos que los pacientes susceptibles a desarrollar DRA
estan, desde antes de iniciar el tratamiento, sensibilizados a sufrir complicaciones
renales ante la administracion de firmacos nefrotéxicos. Esto supone una ventaja,
ya que nos indica que se podrd evaluar el grado de predisposicién en cualquier
momento, incluso antes de iniciar el tratamiento.

La justificacién del aumento que se observa en la excrecion urinaria de estos
biomarcadores cuando va a desarrollarse DRA puede deberse, como se hace refe-
rencia en el apartado de introduccidn, a que los agentes platinados desencadenan
procesos de apoptosis y necrosis celular y afectan al funcionamiento del epitelio
tubular, lo que provocard un defecto en sus mecanismos de absorcidn.

Tras estos resultados, un objetivo futuro seria el disefio de un test capaz de
detectar si un paciente es susceptible a padecer DRA. Esto conllevaria un gran
avance en la prictica clinica, ya que mediante una muestra de orina podriamos
estratificar a los pacientes en funcién de su riesgo, y asi llevar a cabo un tratamiento
personalizado a cada paciente para disminuir las complicaciones renales, tales como
monitorizacion de la volemia, de la hidratacién, utilizacién de nefroprotectores,
reduccién de dosis, sustitucién de antineoplasicos, etc.

4, CONCLUSION

Se confirma que los biomarcadores urinario proteinas totales, NAG, NGAL
y albimina se excretan de manera significativamente superior en los pacientes
oncolégicos que posteriormente van a sufrir un DRA. Por tanto, este estudio es
un buen punto de partida para avanzar en el desarrollo de nuevas herramientas
aplicadas al tratamiento preventivo y personalizado de pacientes oncolégicos,
como test rapidos que en contacto con orina predigan si el paciente es susceptible
a desarrollar DRA, siendo de gran trascendencia clinica respecto a prondstico y
costes sanitarios.
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