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RESUMEN

La lesién por isquemia seguida de reperfusién es una cons-
tante en trasplante renal; se asocia a dano celular produci-
do por especies reactivas de oxigeno, en especial en injertos
recuperados de donantes fallecidos. N-acetilcisteina (NAC)
es un farmaco que participa en la neutralizacién de especies
reactivas de oxigeno y ha demostrado ser util en diversos
contextos clinicos. El objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto de NAC ministrada en el donante multiorganico sobre
el estrés oxidativo, lesién renal aguda y funcién inicial del
injerto renal trasplantado mediante la cuantificacion de mar-
cadores biolégicos en suero y orina. Entre marzo de 2014 y
julio de 2015 se trasplantaron 28 injertos renales a pacientes
adultos con enfermedad renal crénica en lista de espera en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién «Salva-
dor Zubiran» con protocolos clinicos y quirdrgicos completos;
y de acuerdo con un procedimiento aleatorio y cegado con
una probabilidad 1/1, estos pacientes fueron asignados a reci-
bir un injerto de donantes, cuyo manejo durante la cirugia de
extraccién incluyé la infusién endovenosa sistémica de NAC

ABSTRACT

Ischemia reperfusion injury is constant in kidney
transplantation and is associated with cellular damage
caused by reactive oxygen species, especially in grafts
recovered from deceased donors. N-Acetylcysteine (NAC)
is a drug that participates in the neutralization of reactive
oxygen species and has proven to be useful in several clinical
contexts. The aim of this study was to evaluate biomarkers of
oxidative stress, acute kidney injury and immediate function
of transplanted kidneys from deceased donors exposed to
NAC before clamping during procurement, by measuring
biological markers in serum and urine of receptors. Between
March 2014 and July 2015, 28 renal grafts were transplanted
to adult patients with chronic kidney disease on the
waiting list at the Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion «Salvador Zubirdn», whose clinical and surgical
protocols were complete; and according to a randomized
and blinded procedure with a 1/1 probability, these patients
were assigned to receive a donor graft whose management
during extraction surgery included systemic intravenous
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30 mg/kg o placebo 2 horas antes del pinzamiento vascular
definitivo para la extraccion. Se evalué la concentracién uri-
naria de NGAL, Hsp72, H,0, a las 6, 12 y 24 horas postreper-
fusién y MDA en suero al dia siete postrasplante y se registrd
la ocurrencia de funcién retardada del injerto (FRI). No se
registraron complicaciones relacionadas con la intervencién.
No hubo diferencia en las concentraciones de marcadores
biolégicos de lesién renal y/o estrés oxidativo entre pacientes
con injertos expuestos a NAC o placebo; sin embargo, en un
subanalisis, quienes presentaron FRI con rifiones expuestos
a NAC mostraron menor concentracién urinaria de NGAL,
Hsp72 y H,0, (NGAL ng/dL 24 horas postreperfusién 1056.8
[404.03-2120.17] vs 5891.75 [2197.71-8500.51], NAC vs pla-
cebo, p = 0.05; Hsp72 ng/mL 12 horas postreperfusién 0.39
[0.2-0.52] vs 1.96 [1.17-8.9], NAC vs placebo, p = 0.02; H,0,
nmol/mL 12 horas postreperfusion 5.68 [1.83-7.87] vs 73.32
[51.87-130.87], NAC vs placebo, p = 0.02), lo que sugiere un
efecto protector del farmaco en los érganos sometidos a un
mayor insulto isquémico al modular el estrés oxidativo y aso-
ciarse a concentraciones bajas de marcadores de lesién renal
aguda.

Palabras clave: N-acetilcisteina, trasplante renal, lesion re-
nal, estrés oxidativo, funcién retardada, NGAL.

INTRODUCCION

Los injertos renales recuperados de donantes con
muerte encefalica son expuestos a periodos variables
de isquemia en funcién de las condiciones hemodi-
namicas que se mantienen antes su extraccion; la
perfusién sanguinea es completamente interrumpida
para mantener las condiciones de preservacion a baja
temperatura, al momento de ser trasplantados la res-
tauracion de la perfusion sanguinea condiciona una
serie de fenébmenos que se traducen en lesion por re-
perfusién. La lesidn por isquemia-reperfusion (LIR) es
un evento constante en trasplante renal y las conse-
cuencias clinicas de este fendmeno pueden traducirse
en una pobre funcion inicial y compromiso del injerto
a mediano y largo plazo.! Para abatir o modular la LIR,
se han propuesto mltiples estrategias farmacolégicas
y no farmacoldgicas, tanto en donantes como en re-
ceptores, evaluando el impacto con marcadores biol6-
gicos de depuracion, lesién renal aguda y estrés oxi-
dativo. De estos estudios se han obtenido resultados
variables y contradictorios, sin encontrarse, hasta hoy,
una estrategia efectiva para prevenir o limitar la lesion
relacionada con los eventos de isquemia seguidos por
reperfusion durante el trasplante renal.?

Ante la perpetuacién de la hipoxia que caracteri-
za al periodo de isquemia, diversos grupos celulares
con funciones especializadas en el rifién disminuyen
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infusion of NAC 30 mg/kg or placebo 2 hours before
definitive vascular clamping for extraction. The urinary
concentration of NGAL, Hsp72, H,0, was evaluated at 6, 12
and 24 hours after graft reperfusion and serum MDA at day
7 after transplantation and the occurrence of delayed graft
function (DGF) was recorded. There were no complications
related to the intervention. There was no difference in the
concentrations of biological markers of acute kidney injury
and/or oxidative stress between patients with grafts exposed
to NAC or placebo; however, in a sub-analysis, patients who
presented DGF showed lower urinary concentration of NGAL,
Hsp72 and H,0, when donors received NAC, some of which
showed statistical significance (NGAL ng/dL 24 hours post-
reperfusion 1056.8 [404.03-2120.17] vs 5891.75 [2197.71-
8500.51], NAC vs placebo, p = 0.05; Hsp72 ng/mL 12 hours
post-reperfusion 0.39 [0.2-0.52] vs 1.96 [1.17-8.9], NAC vs
placebo, p = 0.02; H,0, nmol/mL 12 hours postreperfusion
5.68[1.83-7.87] vs 73.32 [51.87-130.87], NAC vs placebo, p
= 0.02), suggesting a potential protective effect of the drug
on organs subjected to greater ischemic insult by modulating
oxidative stress and also revealing lower concentrations of
acute kidney injury biomarkers.

Keywords: N-acetylcysteine, kidney transplant, kidney injury,
oxidative stress, delayed graft function, NGAL.

la produccién de adenosin trifosfato, con acumulacion
de adenosin difosfato y adenosin monofosfato (AMP).
El AMP es metabolizado a nucledtidos de adenina e
hipoxantina. Durante el reestablecimiento de la nor-
moxia al momento de la reperfusion, la conversion de
la hipoxantina acumulada a acido Urico genera anio-
nes superoxido y perdxido de hidrégeno, que ademas
interactian para formar una especie altamente reacti-
va: el anién hidroxilo. Las especies reactivas de oxi-
geno producen disfuncién mitocondrial, citotoxicidad,
peroxidacion lipidica, dafio al ADN e induccion de la
apoptosis. Las células mas afectadas son aquéllas es-
pecialmente susceptibles a la isquemia, como las cé-
lulas tubulares renales.

Los mecanismos intracelulares que participan en
la regulacion del dafio por estrés oxidativo incluyen ru-
tas enziméaticas catalizadas por la enzima superéxido
dismutasa y el binomio glutation peroxidasa/glutation
reductasa. La enzima glutation reductasa cataliza la
reduccién del glutation oxidado a glutation reducido;
este Ultimo es empleado por la glutation peroxidasa
(GPO) para la reduccion de peroxido de hidrogeno y
lipoperoxidos.

Durante la isquemia, las reservas de cisteina in-
tracelular no se mantienen constantes, por lo que la
generacion de glutatiéon no es 6ptima y la funcion re-
ductora de la GPO no puede llevarse a cabo de mane-
ra eficiente.®4
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N-acetilcisteina (NAC) es un farmaco considerado
como antioxidante, ya que es precursor de la L-cistei-
na, la cual interviene en la formacién de glutatién y en
la reduccion de especies reactivas de oxigeno. Este
farmaco se ha empleado con éxito para tratar el dafio
hepatico, resultado de la intoxicacion por acetaminofén
u otras causas de lesién hepética aguda relacionadas
con lesiodn por estrés oxidativo, se ha demostrado su
papel en la reduccion de la lesion renal originada por
la exposicién a medio de contraste.>®

NAC también se ha propuesto como intervenciéon
para modular la LIR en trasplante hepético, intestinal,
pulmonar y renal. En este Ultimo, los resultados han
sido poco concluyentes, tal vez en parte porque las
intervenciones se han llevado a cabo en los recepto-
res de los injertos renales, ya habiéndose instalado la
LIR.710

El objetivo de este ensayo clinico, doble ciego,
controlado por placebo, es determinar si el uso de N-
acetilcisteina ministrado en donantes con muerte en-
cefalica antes del pinzamiento para la extracciéon de
los injertos renales, tiene un efecto en la modulacion
del estrés oxidativo, lesién y funcion inicial postreper-
fusion, medida a través de marcadores biologicos en
orina y suero de los receptores.

MATERIAL Y METODOS

El protocolo fue aceptado por el comité cientifico y
comité de ética del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion «Salvador Zubiran». La inter-
vencion fue asignada a 14 donantes multiorganicos
con muerte encefélica, cuyo diagnéstico fue reali-
zado mediante electroencefalograma por personal
calificado. Para la evaluacion de los desenlaces de
interés se incluyeron 28 receptores renales, mayo-
res de 18 afios de edad, que aceptaran participar
en el estudio, firmaran consentimiento informado y
gue hubieran sido trasplantados con los injertos de
los donantes intervenidos. Fueron excluidos donan-
tes cuyo diagnostico se realizdé con angiografia ce-
rebral, o de los que la donacion de alguno de los
organos fuera dirigida a receptores protocolizados
fuera del instituto. Se elimin6 a dos receptores, debi-
do a que uno de ellos recibié trasplante combinado
de higado-rifion y del otro no fue posible recuperar
las muestras bioldgicas para su estudio.

El tamafio de la muestra se determind a través del
calculo de diferencia de medias independientes con
base en el estudio de Danilovic,** considerando valor
de alfa de 0.05 y poder de 0.9. La asignacion de la
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intervencion a los donantes fue aleatoria y en bloques,
mediante el empleo de una tabla de combinaciones
posibles ademas del uso de una serie de nimeros
aleatorios y fue almacenada en sobres sellados que
se abrieron hasta el momento de la cirugia de recu-
peracion multiorganica. La maniobra fue realizada por
investigadores independientes que no intervinieron en
la cirugia de procuracion, trasplante, manejo periope-
ratorio o seguimiento de los receptores. La maniobra
consistio en la ministracion endovenosa de N-acetil-
cisteina a razon de 30 mg/kg diluidos en 250 mililitros
de solucion salina 0.9% al inicio de la procuracion. El
grupo placebo recibié el mismo volumen de solucién
salina sin el farmaco. Durante el procedimiento qui-
rurgico, todos los injertos fueron recuperados tras ser
perfundidos con 5 litros de solucién de preservacion a
4 °C, con una velocidad de infusion uniforme a través
de canulas 20 Fry almacenados en bolsas estériles en
depdsitos con temperatura controlada.

Las muestras de orina se obtuvieron directamente
de la sonda urinaria colocada a los receptores a las 6,
12 y 24 horas postreperfusion, mientras que la mues-
tra de suero se recuperé a los siete dias postrasplante;
todos los productos biolégicos fueron etiquetados y al-
macenados inmediatamente a -80 °C.

Se obtuvieron datos clinicos y demogréficos tanto
de los receptores como de los donantes.

Tabla 1: Caracteristicas basales de los donantes con muerte encefélica.
Comparacion entre el grupo placebo y grupo intervencion.

Variable Placebo (n=7) NAC (n=7) p
Género femenino, n (%) 3(42.8) 3(42.8) 1.0
Edad* 31 +13 36.85 + 16.65 049
IMC* 252+3.65 28.42+8.98 0.39
Crst 0.97 [0.76-1.46] 1.76 [1.05-2.4] 0.31
Sodio sérico* 147 £11.36 148 +12.84 0.88
DMT2, n (%) 1(14.29) 2(28.5) 0.51
HAS, n (%) 1(14.29) 2(28.5) 0.51
Obesidad, n (%) 2(28.57) 2(28.57) 1.0
Muerte por EVC, n (%) 1(14.29) 3 (42.86) 0.23
KDPI* 22[7-52] 45 [24-89] 0.2
KDRF 0.76 [0.65-1.01] 0.95[0.78-.55] 022

NAC = grupo intervenido con N-acetilcisteina, IMC = indice de masa corporal en kg/m? de
superficie corporal, DMT2 = diabetes mellitus tipo 2, CrS = creatinina sérica, HAS = hipertensién
arterial sistémica, EVC = enfermedad vascular cerebral, KDPI = Kidney Donor Profile Index,
KDRI = Kidney Donor Risk Index.

* Media + desviacion esténdar.

#Mediana [RIC 25-75).
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Deteccion urinaria de NGAL. Tanto para la cuan-
tificacion de NGAL como de Hsp72, fue necesario me-
dir la concentracion de creatinina urinaria presente en
las muestras para su normalizacion en el reporte de
resultados.

La concentracion de NGAL en orina fue analizada
con el kit comercial disponible de ensayo inmunoab-
sorbente ligado a enzimas (NGAL ELISA kit BioPorto
Diagnostics), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Deteccion urinaria de Hsp72. Las concentracio-
nes de Hsp72 fueron analizadas con el kit comercial
disponible de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzi-
mas (kit ADI-EKS 15, Enzo Lifesciences), que consiste
en depositar las muestras en un pozo cubierto con an-
ticuerpo monoclonal de raton, el cual captura la molé-
cula de Hsp72, reaccién que desarrolla una respuesta
colorimétrica al adicionarse una peroxidasa ligada a
un compuesto cromogeno. La densidad 6ptica de las
muestras se leyeron a 450 nm.

Deteccion de peroxido de hidrégeno urinario
(H,0,). Se emple6 un estuche comercial Amplex®
Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Invitro-
gen) de acuerdo con las instrucciones emitidas por el
fabricante. Es un método colorimétrico en el cual el
10-acetil-3,7-dihidroxifeboxizano reacciona con el pe-
roxido de hidrégeno contenido en las muestras, lo cual
crea un producto de oxidaciéon rojo-fluorescente que
se cuantifico por espectrofotometria a una absorben-
cia de 560 nm, para una expresion de resultados en
unidades de nmol/mL de H,O,,.

Deteccion de malondialdehido en sangre peri-
férica. El MDA es el producto final de la peroxidacion
de los acidos grasos y un marcador de la actividad de
los radicales libres. Para su determinacion se utilizo el
método del &cido tiobarbiturico, el cual es un método
colorimétrico que comprende una etapa de precipita-
cion proteica, durante la cual se pone en contacto di-
cho compuesto con el plasma obtenido de la muestra
sanguinea para producir una reaccion directa con el
MDA, previamente separada mediante la adicion de
butanol. El producto de MDA se determiné por colori-
metria en un espectrofotdmetro a una longitud de onda
de 532 nm.

Andlisis estadistico. Se realiz6 con el paquete es-
tadistico STATA version 11. Las series de nimeros
aleatorios se obtuvieron de Excel (Microsoft Office).
Se exploré normalidad de los datos cuantitativos re-
colectados con la prueba Shapiro-Wilk. En funcién del
resultado, se empled t de Student o U de Mann-Whit-
ney para determinar diferencia entre las medidas de
tendencia central de las variables cuantitativas entre
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Tabla 2: Caracteristicas basales de los receptores de rifion. Comparacion
entre el grupo placebo y grupo intervenido con N-acetilcisteina.

Variable Placebo (n=14) NAC(n=12) p
Género femenino, n (%) 9(64) 5(41) 0.24
Edad” 36.85+1379  4391+1221 0.8
Peso (kg)* 54+ 134 61749 0.06
IMC* 21.87£4.17 236+25 02
TSRHD, n (%) 7(50) 7(58) 0.67
TSR DPCA, n (%) 7(50) 5(42) 0.67
Tiempo de 76.6 £ 55 62+37.22 049
inicio en meses TSR*
DMT2, n (%) 2(14) 3(25) 049
HAS, n (%) 13(92) 9(75) 02
Obesidad, n (%) 1(7) 0 0.34
CrS basal* 11.62 £4.29 1431 £6.7 0.22
TFG mL/min/1.73 m?SC basal* 721£419 6.4+272 0.57

NAC = grupo intervenido con N-acetilcisteina, IMC = indice de masa corporal en kg/m? de
superficie corporal, TSR HD = terapia sustitutiva renal con hemodidlisis, TSR DPCA = terapia
sustitutiva renal con dilisis peritoneal continua ambulatoria, TSR = terapia sustitutiva renal,
DMT2 = diabetes mellitus tipo 2, HAS = hipertension arterial sistémica, CrS = creatinina basal,
TFG =tasa de filtrado glomerular calculada con CKD-EPI.

* Media + desviacion estandar.

los grupos (NAC, placebo). Se utilizd prueba exacta
de Fisher para la comparacion de proporciones entre
grupos. Se realiz6 andlisis de regresion logistica para
evaluar el efecto de las variables registradas sobre el
desenlace secundario. Se consider6 significado esta-
distico cuando p < 0.05.

RESULTADOS

Se analiz6 la informacion obtenida de los donantes
intervenidos y los receptores de los injertos recupe-
rados de los mismos. En total, fue posible tener datos
de siete donantes expuestos a N-acetilcisteina y siete
expuestos a placebo. Se recuperaron los datos de 14
receptores que recibieron injertos tratados con place-
bo; dos receptores de diferentes donantes con NAC
fueron eliminados por dafio a las muestras obtenidas,
por lo que se incluy6 en el andlisis la informacién de 12
receptores de rifiones a cuyos donantes se administrd
NAC.

Los resultados cuantitativos cuya distribucion fue
normal se reportan a continuacion como media * des-
viacion estandar, mientras que aquéllos con distribu-
cibn no paramétrica se reportan como mediana-ran-
go intercuartilar 25-75. Las proporciones se reportan
como porcentajes.
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En las Tablas 1y 2 se muestran las caracteristicas
basales de donantes y receptores que fueron expues-
tos a N-acetilcisteina o placebo, sin reportarse diferen-
cias clinicas o estadisticamente significativas.

No se identifico diferencia con significado estadis-
tico en la concentracion de MDA sérico al séptimo dia
postrasplante entre receptores de injertos expuesto a
NAC o placebo (Tabla 3).

En el andlisis de otros desenlaces (Tabla 3), se en-
contr6 una menor concentracion de creatinina sérica
en los receptores de injertos expuestos a placebo al
dia siete postrasplante; no obstante, esto no fue con-
sistente con la diferencia de tasa de filtrado glomerular
calculada en el mismo periodo (p = 0.06).

La incidencia de funcion retardada del injerto fue
de 21% en los receptores de rifiones tratados con pla-
cebo y 41% en quienes recibieron rifiones expuestos
a N-acetilcisteina; sin embargo, esta tendencia no
marca significacion estadistica. Al analizarse las ca-
racteristicas de los pacientes que presentaron funcion
retardada del injerto y compararlas con quienes no
la desarrollaron (Tabla 4), se encontr6 que el sodio y
creatinina séricos cuantificados previamente al ingreso
del donante a sala de operaciones para la recupera-
cion de los injertos, fueron significativamente mayores
en los receptores de dichos drganos que desarrollaron

retardo en la funcion (143 [135-154] vs 160 [154-163]
p =0.02; 0.97 [0.76-1.05] vs 2.4 [1.46-3.77] p = 0.004,
respectivamente); ademas, la tasa de filtrado glomeru-
lar de los donantes cuyos receptores presentaron re-
tardo en la funcion fue menor (140 [98.8-153.1] vs 60
[39.19-83.3] p = 0.006).

Se realiz6 un subanalisis de las caracteristicas
basales y desenlaces medidos y calculados entre
pacientes que presentaron retardo en la funcién del
injerto o funcidn renal inmediata postrasplante, para
determinar las diferencias entre pacientes con rifio-
nes expuestos a NAC o placebo (Tablas 5y 6). Los
receptores cuyos rifiones fueron expuestos a NAC,
pero que no desarrollaron retardo en la funcion del
injerto, exhibieron un peor perfil bioquimico que
sus equivalentes no expuestos a la intervencion; el
andlisis arrojo que estos injertos fueron procurados
de donantes con mayor IMC y puntajes significati-
vamente mas elevados de KDPI y KDRI; empero,
al ingresarse como variables independientes en un
andlisis de regresion logistica para caracterizar la
ocurrencia de funcién retardada del injerto, no hubo
significacion en el estudio univariado ni multivaria-
do. Los receptores de riflones que desarrollaron
funcion retardada y que recibieron injertos tratados
con NAC, presentaron menores concentraciones de

Tahla 3: Comparacion de resultados de biomarcadores en receptores con injertos renales recuperados
de donantes con muerte encefélica intervenidos con N-acetilcisteina o placebo.

Variable Placebo (n = 14) NAC (n=12) P
NGAL ng/dL 6 horas* 1658.9 [705.03-2526.7] 2459[1109-3510] 0.28
NGAL ng/dL 12 horas* 916.44 [387.5-1766.08] 1290 [821-2516] 0.28
NGAL ng/dL 24 horas* 441,03[140.89-1155.91] 766 [441-1381] 0.28
Hsp72 ng/dL 6 horas* 0.615[0.35-2.83] 0.63[0.36-0.87] 0.79
Hsp72 ng/dL 12 horas* 0.31[0.13-1.96] 0.53[0.38-1.0] 0.57
Hsp72 ng/dL 24 horas* 0.88[0.33-2.46] 0.55[0.4-0.9] 041
H,0, nmol/mL 6 horas* 3.18[2.4-15.19] 3.8[2-16.5] 083
H,0, nmol/mL 12 horas* 2.34[1.88-15.82] 3.49[1.88-7.4] 0.97
H,0, nmol/mL 24 horas* 2.67 [1.54-12.75] 2.8[1.8-5.88] 0.83
MDA nmol/dL 7 dias* 31.75[17.18-49.88] 41,62 [22.3-47) 0.68
CrS7 dias 1.01[0.84-2.02] 1.73[1.33-3.07] 0.03°
CrS mg/dL 90 dias* 1.07£0.35 1.5+0.52 0.008
TFG mL/min/1.73 m2SC 7 dias* 63.09+358 40.07 £19.43 0.05
TFG mL/min/1.73 m®SC 90 dias* 69.69 + 23.54 53.75+18.26 0.06
Funcién retardada del injerto, n (%) 3(1) 5(#4) 0.26

NGAL = concentracién urinaria de lipocalina asociada a gelatinasa de neutrdfilos normalizada por creatinina, Hsp72 = concentracion urinaria de proteina de choque térmico isoforma 72 normalizada
por creatinina, H,0, = concentracion urinaria de perdxido de hidrégeno, MDA = concentracién sérica de malondialdehido al dia 7 postrasplante, CrS = creatinina sérica, TFG = tasa de filtrado glomerular

calculada por CKD-EPI.

* Mediana [RIC 25-75].

# Media + desviacion estandar.

$ Diferencia estadisticamente significativa p < 0.05.
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Tabla 4: Comparacion de caracteristicas de pacientes con funcion inmediata y funcion retardada del injerto.

Variable Funcion normal (n = 18) Funcion retardada (n = 8) p
Edad® 4161148 36.75 £ 9.01 0.4
Género femenino, n (%) 9(50) 5(62) 0.55
IMC* 22.6 £3.83 22.89 +3.05 0.85
Creatinina basal* 1.7 +£4.42 15.31£7.39 0.13
TSR HD, n (%) 9(50) 5(62) 0.55
Tiempo en meses desde TSR 48[30-96] 66 [48-144] 0.24
DMT2, n (%) 4(22) 1(12.5) 0.56
HAS, n (%) 16 (88.8) 6 (75) 0.36
Edad del donante* 375+ 14.84 29+13.24 0.18
Género femenino del donante, n (%) 9(50) 2 (25) 0.23
IMC donante* 24.4[23.04-31.02] 24.22 [21.27-25.9] 0.25
Muerte del donante por EVC, n (%) 7(38.89) 1(12.5) 0.17
Na donante?* 143[135-154] 160 [154-163] 0.028
Creatinina donante* 0.97[0.76-1.05] 2.4(1.46-3.77) 0.0048
TFG mL/min/1.73 m?SC donante* 140[98.8-153.1] 60 [39W.19-83.3] 0.006°
KDRF 0.84[0.75-1.55] 0.951[0.88-1.01] 0.59
KDPI 32 [20-89] 451[38-52] 0.59

NAC = grupo intervenido con N-acetilcisteina, IMC = indice de masa corporal en kg/m? de superficie corporal, TSR HD = terapia sustitutiva renal con hemodidlisis, TSR = terapia sustitutiva renal, DMT2 =
diabetes mellitus tipo 2, HAS = hipertension arterial sistémica, TFG = tasa de filtrado glomerular calculada con CKD-EPI, KDPI = Kidney Donor Profile Index, KDRI = Kidney Donor Risk Index.

* Media + desviacion estandar.
* Mediana [RIC 25-75]. § Diferencia estadisticamente significativa p < 0.05.

marcadores bioquimicos urinarios que los tratados
con placebo.

Las Figuras 1 a 3 representan el comportamiento
de las concentraciones urinarias medidas de los tres
biomarcadores de lesién renal aguda y estrés oxidativo
en diferentes momentos postreperfusion, en pacientes
gue desarrollaron retardo en la funcion del injerto y son
comparados con pacientes cuya funcion fue inmedia-
ta; en estas graficas es posible constatar la tendencia
a una marcada disminucion de las concentraciones
en pacientes que recibieron injertos expuestos a N-
acetilcisteina, en particular quienes fueron expuestos
a mayor insulto isquémico.

DISCUSION

Al momento de estructurar la presente comunicacion,
no existe en la literatura médica disponible un estudio
donde se evalle el impacto de la ministracion de N-
acetilcisteina en donantes fallecidos sobre la funcion
inicial y estrés oxidativo en los receptores de los in-
jertos renales expuestos al farmaco. Para ello, se em-
plearon marcadores bioldgicos previamente validados
en otros contextos de lesion renal aguda y estrés oxi-
dativo, con la finalidad de obtener datos mas sensibles
y especificos con respecto al impacto de la interven-
cion farmacolégica .1

www.medigraphic.com/trasplantes

NGAL es un biomarcador temprano de lesion tubu-
lar proximal capaz de predecir lesion renal en su fase
mas temprana, 24 a 48 horas antes del incremento
de creatinina y con una sensibilidad de 84 a 90%, es-
pecificidad de 83% y precision de 93.3%.*15 Parikh®
demostré que una concentracion urinaria de 2,000 ng/
mg de creatinina fue capaz de identificar a pacientes
trasplantados de rifidn que desarrollaron retardo en la
funcién del injerto con una sensibilidad de 80% y es-
pecificidad de 93%, lo cual fue un hallazgo consistente
en nuestros resultados.

Hsp72 es una isoforma de la subfamilia de las
Hsp70, que es inducida en células tubulares renales y
son proyectadas al espacio urinario durante la lesion
renal aguda, siendo una de las proteinas mas abun-
dantes, lo que permite su identificacion y constituye un
predictor temprano de lesion. Esta se regula al alza en
los tubulos renales tras ser sometidos a un insulto is-
guémico o nefrotdxico. Posterior a un episodio de lesion
renal aguda, el segmento S3 del tubulo proximal sufre
muerte celular por necrosis y apoptosis, ademas de
desprendimiento de la membrana basal epitelial, por lo
gue esta molécula puede detectarse en orina después
de la isquemia renal, lo que constituye un marcador de
lesion renal antes de instalarse todo el espectro clini-
co conocido.r™® En el estudio realizado por Morales-
Buenrostro y colaboradores'® en pacientes criticamente
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enfermos, se determind que una concentracion de 1
ng/mL de Hsp72 tuvo una sensibilidad de 100% y es-
pecificidad de 83.3% para la deteccion de lesion renal
aguda. Los resultados obtenidos de los receptores de
rifidn evaluados en el periodo postrasplante, mostraron
concentraciones urinarias significativamente mayores
en quienes presentaron retardo en la funcion del injerto
y que recibieron injertos expuestos a placebo durante la
cirugia de extraccion del donante, de estos hallazgos se
pudo demostrar significancia estadistica a las 12 horas
postreperfusion (1.96 [1.17-8.9] vs 0.39 [0.2-0.52] en
placebo vs NAC, p = 0.02).

El peréxido de hidrégeno es un compuesto genera-
do in vivo por la dismutacion del radical superoxido, re-
accion catalizada por la enzima superéxido dismutasa.
El perdxido de hidrégeno es producido también por un
rango de enzimas oxidasas que incluyen la glicolato y
monoamino oxidasas, asi como por oxidacion de aci-
dos grasos por efecto de los peroxisomas. Esta mo-
lécula puede detectarse en diversos tejidos y fluidos
humanos, incluyendo la orina, por lo que ha sido pro-
puesta como un biomarcador de estrés oxidativo.2>%
En nuestro analisis inicial, no pudo demostrarse dife-
rencia en la concentracion de H,O, urinario; no obstan-
te, al realizar el subanalisis en pacientes que presenta-
ron funcién retardada, hubo diferencia estadisticamen-
te significativa a las 12 y 24 horas postreperfusion, a
pesar de la limitacién en el nimero de observaciones,
lo que favorece a los receptores de injertos expues-
tos a NAC, lo que podria sugerir un efecto protector

de N-acetilcisteina sobre los tejidos con mayor insulto
isquémico.

La peroxidacion lipidica es uno de los mecanismos
de lesion tisular y resulta en formacion de aldehidos,
de los cuales el malondialdehido (MDA) es el mejor
estudiado como biomarcador de estrés oxidativo,
también como marcador biolégico temprano de lesion
renal aguda en pacientes con quemaduras térmicas
extensas al elevarse hasta tres veces sobre su valor
basal, siendo su mayor utilidad a partir del séptimo
dia del insulto y hasta el dia 21.%® En 2011, Danilovic!
publicé los resultados de un ensayo clinico, controla-
do por placebo, en donde 38 pacientes trasplantados
de rifién de donante fallecido recibieron NAC 1,200
mg en dos tomas al dia durante los primeros siete
dias postrasplante, y compard la concentracion de
MDA en suero al séptimo dia con receptores parea-
dos que recibieron placebo. Al dia siete, la concentra-
cion de MDA fue mayor en receptores que recibieron
placebo (5.4 + 1.8 vs 3.2 + 1.3, p < 0.001; placebo
vs NAC, respectivamente); ademas, la concentracion
de creatinina a los 90 y 365 dias postrasplante fue
menor en quienes recibieron NAC. En nuestro estu-
dio estos hallazgos no pudieron ser reproducidos al
séptimo dia postrasplante. La concentraciéon de MDA
fue mayor en todos los receptores que la reportada
por Danilovic.

Si bien el uso de NAC para disminuir el estrés oxi-
dativo en receptores de rifion de donante fallecido ha
surgido como tema recurrente, la diferencia funda-

Tabla 5: Comparacion de caracteristicas basales entre receptores con injertos renales expuestos a N-acetilcisteina
0 placebo que presentaron funcion retardada y funcién renal inmediata postrasplante.

Funcion inmediata Funcion retardada
Variable Placebo (n = 11) NAC (n=7) p Placebo (n=3) NAC (n=5) p
IMC* 21.93[17.74-24.5] 24[20.3-24.23] 0.68 20.9 [16.44-23.63] 24.7 [24.2-25] 0.05
Tiempo TSR meses* 48 [24-108] 48 [48-60] 0.78 72 [48-168] 60 [36-144] 0.51
CrS basal* 12.91[7.83-14.6] 9.9[8.97-16.36) 0.73 10.9[6.88-15.96] 16 [14-16.6] 0.17
Edad donante* 25 [24-48] 48 [44-63) 0.09 19[19-52] 22 [20-41] 0.44
IMC donante* 24.222.9-29.3] 34.5[23.04-45.97] 0.05 24.22 [24.22-31.02] 21.79[20.76-25.9] 0.28
Na donante* 152 [136-154] 143[135-164] 0.89 163[143-163] 160 [154-160] 0.50
CrS donante* 0.93[0.76-0.98] 1.05[0.27-2.57] 0.18 3.77 [1.46-3.77] 1.56[1.56-2.4] 0.28
TFG donante* 151.54[98.8-153.51] 140.31[33.72-391.43] 0.55 36.71[36.71-79.53] 80.66 [41.67-85.94] 0.09
KDRI* 0.75[0.65-0.9] 1.55[1.46-1.82] 0.004 1.01[1.01-1.74] 0.88[0.88-0.95] 0.02
KDPI* 20 [7-40] 89 [85-96] 0.004 52 [52-95] 38 [38-45] 0.02

IMC = indice de masa corporal en kg/m? de superficie corporal, TSR HD = terapia sustitutiva renal con hemodidlisis, NGAL = concentracion urinaria de lipocalina asociada con gelatinasa de neutrdfilos,
Hsp72 = concentracion urinaria de proteina de choque térmico isoforma 72, H,0, = concentracién urinaria de perdxido de hidrdgeno, MDA = concentracion sérica de malondialdehido al dia 7 postrasplan-
te, CrS = creatinina sérica, TFG = tasa de filtrado glomerular calculada por CKD-EPI, KDPI = Kidney Donor Profile Index, KDRI = Kidney Donor Risk Index.

* Mediana [RIC 25-75).
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Tabla 6: Comparacion de desenlaces entre receptores con injertos renales expuestos a N-acetilcisteina o
placebo que presentaron funcidn retardada y funcién renal inmediata postrasplante.

Funcion inmediata

Funcion retardada

Variable Placebo (n = 11) NAC (n=7) p Placebo (n=3) NAC (n=5) p
NGAL ng/dL 6 horas* 1373.2[677.46-2052.57]  2347.17[1040.46-3204.31]  0.18  9227.33[1473.86-9745.84]  3003.28 [1860.41-3815.71]  0.29
NGAL ng/dL 12 horas* 621.98 [380.25-978) 1145.35 [782.69-2108.22] 016  6215.49[2441.17-6363.8]  2059.33[1177.17-2923.93]  0.10
NGAL ng/dL 24 horas* 203.9[138.59-532.82) 733.85 [478.4-1094.07] 006  5891.75[2197.71-8500.51)  1056.8 [404.03-2120.17] 0.05
Hsp72 ng/dL 6 horas* 0.6[0.35-1] 0.58{0.15-0.83] 0.68 22.61(0.27-59.87] 0.65[0.61-5.47] 0.29
Hsp72 ng/dL 12 horas* 0.27[0.13-0.83] 0.99[0.51-1.12) 0.04 1.96[1.17-8.9] 0.39{0.2-0.52] 0.02
Hsp72 ng/dL 24 horas* 0.83[0.29-3] 0.58[0.48-1.34] 075 0.94(0.36-1.26] 0.34{0.33-0.62] 0.10
H,0, nmol/mL 6 horas* 2.82[1.99-3.21] 3.05[1.67-9.26] 0.75 93.98 [29.24 -340.48 14.39[2.26-60.41] 0.17
H,0, nmol/mL 12 horas* 1.93 [1.44-4.31] 2.59[1.94-6.94] 0.29 73.32[51.87-130.87] 5.68[1.83-7.87] 0.02
H,0, nmol/mL 24 horas* 2.22[1.38-6.59] 2.15[1.39-3.76] 0.96 29.74127.76-35.75] 7.96[2.61-8.44] 0.02
MDA nmol/dL 7 dias* 25.27[16.4-68.4] 41.62 [41.44-47.01] 0.33 38.23 [24.14-47.01] 31.31[9.4-49.48] 072
CrS 7 dias* 0.93[0.73-1.18] 1.53[1.23-1.87] 0.01 5.22[3-5.26] 3.45[2.7-4.84] 045
CrS 90 dias* 0.87[0.83-1.16] 1.481.16-1.82] 0.01 1.09 [1.04-1.75] 1.48 [1.36-1.85] 045
TFG mL/min/1.73 m®SC 7 dias* 70.3[53.97-87.22] 43.96 [37.83-52.98] 0003  10.54[10.23-18.12] 19.29 [16.39-35.6] 0.10
TFG mLmin/1.73 m?5C 90 73.61(68.14-90.29] 44.22 [41.04-63.26] 0007  49.88[31.46-51.76] 52.55 [44.98-81.95] 0.29

dias*

IMC = indice de masa corporal en kg/m? de superficie corporal, TSR HD = terapia sustitutiva renal con hemodidlisis, NGAL = concentracién urinaria de lipocalina asociada con gelatinasa de neutrdfilos,
Hsp72 = concentracion urinaria de proteina de choque térmico isoforma 72, H,0, = concentracién urinaria de perdxido de hidrdgeno, MDA = concentracion sérica de malondialdehido al dia 7 postrasplan-
te, CrS = creatinina sérica, TFG = tasa de filtrado glomerular calculada por CKD-EPI, KDPI = Kidney Donor Profile Index, KDRI = Kidney Donor Risk Index.

* Mediana [RIC 25-75).

mental con nuestro trabajo es el momento de minis-
tracion de N-acetilcisteina antes del pinzamiento vas-
cular durante la cirugia de extraccion en el donante,
con la ventaja hipotética de permitir el incremento de
la reserva intracelular de cisteina antes del estableci-
miento definitivo de la isquemia fria, y exhibir una me-
jor maguinaria antioxidante al momento de ser reper-
fundidos. Un trabajo similar al publicado por Danilovic
fue desarrollado en 2018 por Modarresi y su equipo de
trabajo, donde emplearon la cuantificacion de NGAL
en orina como instrumento de medicién; su trabajo
consistio en un ensayo clinico donde 70 receptores de
rifion de donante fallecido recibieron 600 mg de NAC
o placebo dos veces al dia durante los primeros cinco
dias del postoperatorio, y en este esquema lograron
documentar una marcada disminucion de las concen-
traciones de NGAL en orina el primer dia (646 + 374 vs
730 £ 423, p = 0.02, NAC vs placebo, respectivamen-
te) y el quinto (443 + 432 vs 586 + 483, p < 0.001, NAC
vs placebo, respectivamente); ademas, encontraron
tendencia a la disminucion en la incidencia de retardo
en la funcidn del injerto favoreciendo el uso de NAC,
sin resultar estadisticamente significativa (36 vs 56%
en NAC y placebo, p = 0.15).2

www.medigraphic.com/trasplantes

En nuestro estudio, el analisis inicial de los resul-
tados demostro que la exposicion a NAC no impacta
en una mejor funcidn temprana del injerto cuando es
medida por marcadores bioquimicos convencionales,
y tampoco mostrd diferencia considerable en la con-
centracion de malondialdehido sérico ni marcadores
biolégicos recuperados en orina, obteniendo un resul-
tado similar al reportado por Orban y colaboradores,*°
quienes disefiaron un ensayo clinico de un solo ciego
en donde ministraron 600 mg de N-acetilcisteina o
placebo a 236 potenciales donantes multiorganicos
antes de la confirmacion de la pérdida de vida por
angiografia, y evaluaron la incidencia de funcién re-
tardada del injerto entre los receptores de los rifiones
recuperados de dichos donantes, sin encontrar dife-
rencias estadisticamente significativas; sus desenla-
ces se limitaron a creatinina sérica y requerimiento de
terapia de sustitucion renal durante la primera sema-
na postrasplante, ademas, la dosificacion del farmaco
no fue ponderada y no se centraron en donantes de
alto riesgo en donde la intervencién podria mostrar su
mejor desempefio.

N-acetilcisteina es un farmaco de bajo costo y
minimos efectos adversos, que ha sido evaluado en
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otros escenarios relacionados con trasplantes de
organos solidos, mostrando resultados alentadores.
En 2013, D’Amico y colaboradores’ demostraron en
un ensayo clinico controlado con placebo y cega-
do, que la infusién de NAC a dosis de 30 mg/kg en
donantes fallecidos de quienes se recuperaron hi-
gados con fines de trasplante tuvo un gran impacto
en los desenlaces clinicos de los receptores en tér-
minos de supervivencia a tres y 12 meses postras-
plante, asi como complicaciones postoperatorias de
cualquier origen; asimismo, en un subandlisis de re-
ceptores de injertos subdéptimos, documentaron que
la incidencia de falla primaria fue de 15% en injertos
expuestos a NAC contra 32% de los no expuestos;
sin embargo, esta comparacion no alcanzé significa-
cion estadistica.

En estudios experimentales con modelos animales
de trasplante de intestino delgado se pudo demostrar
que la ministracion de NAC antes del insulto isquémi-
co, incrementa la sintesis de Oxido nitrico y de &cido
hialurénico, por lo que le confiere un efecto protector
a tejidos especialmente susceptibles a la lesion por is-
quemia seguida de reperfusion.®

Ya que la mayor ventaja hipotética del empleo de
NAC es en las poblaciones de tejidos con mayor reto
isquémico potencial, se realizé un subanalisis de los
datos para evaluar el comportamiento de los biomar-
cadores en pacientes que desarrollaron retardo en
la funcién del injerto. En esta subpoblacion, el tra-
tamiento con N-acetilcisteina se relacioné a una im-
portante disminucion de la concentracion urinaria de
marcadores de lesion renal y estrés oxidativo que se
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Figura 1: Concentracion urinaria de NGAL a las 6, 12 y 24 horas postre-
perfusién. Comparacion entre pacientes que desarrollaron retardo en la
funcion del injerto y quienes mostraron funcién inmediata. NGAL = lipoca-
lina asociada a gelatinasa de neutrdfilos, NAC = N-acetilcisteina.
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Figura 2: Concentracion urinaria de Hsp72 a las 6, 12 y 24 horas postre-
perfusién. Comparacion entre pacientes que desarrollaron retardo en la
funcion del injerto y quienes mostraron funcidn renal inmediata. Hsp72 =
proteina de choque térmico 72, NAC = N-acetilcisteina.

cuantificaron en las primeras 6, 12 y 24 horas pos-
trasplante.

En este punto, los resultados podrian sugerir que el
efecto de NAC es potencialmente benéfico al infundir-
se en donantes cuyas condiciones se relacionan a alto
riesgo de pobre funcion inicial de los injertos. Al explo-
rar las caracteristicas de los pacientes que desarrolla-
ron retardo en la funcién del injerto, las variables que
contrastaron fueron sodio sérico mas elevado, creati-
nina sérica incrementada antes del pinzamiento y tasa
de filtrado glomerular considerablemente mas baja en
los donantes, aun cuando otras caracteristicas como
edad, IMC, comorbilidades y causa de fallecimiento
fueron comparables y equivalentes. Estos hallazgos
podrian estar relacionados a una pobre reanimacion
del donante y/o posible dafio isquémico previo al cese
del flujo durante la extraccion.

Laincidenciareportada de FRI varia entre 5y 70%.
En 2019, Melih y colaboradores?* reportaron una in-
cidencia de 43% en su centro, e identificaron que en
un analisis univariado los factores que se relacionan
a este acontecimiento son edad del donante, creati-
nina previa a la extraccion, tiempo de estancia en la
Unidad de Cuidados Intensivos y tiempo de isquemia
fria. En nuestra poblacion, el tiempo promedio de is-
quemia fria fue 1,274 minutos *+ 282 y de isquemia
tibia 46 minutos * 10.54, sin mostrar diferencias entre
los grupos de pacientes incluidos en el estudio y, por
lo tanto, no hubo correlacién con la presentacion de
retardo en la funcidn; sin embargo, al realizar un ana-
lisis univariable, donantes con creatinina > 1.5 mg/dL
y tasa de filtrado glomerular < 60 mL/min/1.73 m2SC
resultaron en un OR de 15 (IC 1.98-113.55, p = 0.00)
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y 8 (IC 1.06-60.32, p = 0.044), respectivamente, para
el desarrollo de FRI.

Cuando se exploraron los datos obtenidos de la
subpoblaciéon que no present6 retardo en la funcién,
llamo la atencion la tendencia a un peor perfil bio-
qguimico en quienes fueron expuestos a NAC, lo cual
contrasta con los hallazgos en los pacientes que re-
quirieron terapia sustitutiva renal durante la primera
semana postrasplante. Al analizar las variables po-
siblemente involucradas en estos desenlaces, inclu-
yendo la propia exposicion a la intervencion, la dife-
rencia mas evidente fue el puntaje de KDPI y KDRI
en donantes a los que se ministr6 NAC, situacion que
se presentd a pesar de la aleatorizacion de la inter-
vencion, lo cual podria explicar la aparente asocia-
cion de la NAC con peores desenlaces en receptores
sin requerimiento sustitutivo postrasplante; pero esto
pudo descartarse al realizar un modelo de regresion
logistica considerando como desenlace la presencia
0 ausencia de retardo en la funcion del injerto, en la
gue no fue posible asociar las variables estudiadas,
probablemente debido al nimero de observaciones y
su distribucion.

Las limitaciones de este estudio se relacionan fun-
damentalmente con el nimero de observaciones obte-
nidas debido a la eliminacion de sujetos intervenidos
y que el calculo de tamafio de muestra fue disefiado
para el andlisis de un desenlace distinto. Esto podria
limitar la evaluacién de algunas de las tendencias ob-
servadas. Los hallazgos del analisis de subpoblacio-
nes podrian representar un nuevo planteamiento para
explorarse con una poblacién mas robusta.
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Figura 3: Concentracion de H,0, urinario a las 6, 12 y 24 horas postre-
perfusién. Comparacion entre pacientes que desarrollaron retardo en la
funcion del injerto y quienes mostraron funcion renal inmediata. H,0, =
perdxido de hidrégeno, NAC = N-acetilcisteina.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio sugieren que el uso de
N-acetilcisteina como parte del manejo transoperato-
rio de los donantes multiorganicos con muerte ence-
falica durante la cirugia de extraccion, podria ser una
estrategia adicional para la recuperacion de 6rganos
y tejidos mejor preservados y con menor dafio por
estrés oxidativo, especialmente en donantes cuyas
caracteristicas les confieran riesgo incrementado de
retardo en la funcién de los injertos tras ser trasplan-
tados. Debe resaltarse que los resultados obtenidos
de marcadores biolégicos si bien aportan informacion
bioquimica de interés, no fue posible relacionarla con
desenlaces clinicos durante el periodo de observacion.
Los hallazgos plantean la posibilidad de generacion
de nuevas hipdtesis que podrian ser exploradas con
estudios que incluyan una muestra mas enriquecida.
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