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ABSTRACT

Acute kidney injury (AKI) corresponds to a sudden reduction in renal function,
and its diagnosis is based on an increase in serum creatinine or a decrease in
diuresis. Both diagnostic criteria show slow kinetics and do not allow early
intervention to modify the course of the pathology. Hence, it is essential to
identify more early AKI biomarkers. In this protocol, a new biomarker, the fibro-
blast growth factor 23 (FGF23), will be studied for the detection of AKI caused
by renal hypoperfusion due to transient and controlled ischemia during partial
nephrectomy. Therefore, the objective of this protocol will be to evaluate the
role of FGF23 in predicting the development of ischemic AKI. An observational
and prospective study of a group of patients undergoing partial nephrecto-
mies will be carried out. The control group will include patients undergoing
abdominal surgeries. All patients will be measured creatinine and FGF23 before
surgery and after 1, 24, and 72 hours of ischemia. Additionally, the duration
of ischemia, episodes of hypotension, and estimated bleeding will be recorded.
Preliminarily, 10 patients undergoing partial nephrectomies have been studied.
Three developed AKI, but in all 10 patients, FGF23 increased in the first hour
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after ischemia. Although these results are promising, they should still be confir-
med once the experimental protocol is concluded.

RESUMEN

La injuria renal aguda (IRA) corresponde a una reduccién subita de la funcion
renal y su diagnostico se basa en un aumento de la creatinina sérica y/o una
disminusién de la diuresis. Ambos criterios diagndsticos presentan una cinética
lenta y no permiten actuar precozmente para modificar el curso de la patologia.
Por ello, es imprescindible identificar biomarcadores de IRA més precoces. En
este protocolo se estudiard un nuevo biomarcador, el factor de crecimiento
fibroblastico 23 (FGF23), para la deteccion de IRA causada por una hipoperfu-
sién renal debido a una isquemia transitoria y controlada durante una nefrecto-
mia parcial. Entonces, el objetivo de este protocolo serd evaluar el rol de FGF23
para predecir el desarrollo de IRA de causa isquémica. Se realizard un estudio
observacional y prospectivo, de un grupo de pacientes sometidos a nefrecto-
mias parciales. Como grupo control se incluird a pacientes sometidos a cirugias
abdominales. A todos los pacientes, se les medira creatinina y FGF23 previo a
la cirugfa y tras 1, 24 y 72 horas de la isquemia. Adicionalmente, se registrara
la duracion de la isquemia, los episodios de hipotensién y el sangrado estima-
do. Preliminarmente, se han estudiado 10 pacientes sometidos a nefrectomias
parciales. Tres desarrollaron IRA, pero en los 10 pacientes el FGF23 se elevd en
la primera hora posterior a la isquemia. A pesar de que estos resultados son
promisorios, aun deben ser confirmados una vez que se concluya el protocolo
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Introduccion

reduccién subita de la funcién renal, lo cual clini-

camente se manifiesta con un aumento absoluto
de la creatinina plasmatica y/o una disminucién de la
diuresis[1]. Se ha descrito que un 20% de los adultos
hospitalizados presentan un dafio agudo a nivel re-
nal[2] y, ademas, se ha demostrado que la IRA es un
factor de riesgo independiente de morbimortalidad a
corto y largo plazo. Es asi como, los pacientes que
cursan con IRA tienen una mortalidad aumentada con
un odds ratio (OR) de 2,2-8,8 en relacién a los pacien-
tes sin IRA, lo cual aumenta en forma proporcional a
la severidad[3]. Adicionalmente, en el primer afio de
evolucién, un 25,8% de los pacientes que sobreviven
al cuadro agudo renal evolucionan hacia una enfer-
medad renal crénica y 8,6% requeriran algun tipo de
terapia de reemplazo renal[4].

Fisiopatoldgicamente la IRA consiste en una caida
rapida y potencialmente reversible de la velocidad de
filtracion glomerular (VFG)[5]. ClasificAndose segun
la relacién anatémica respecto al tubulo renal como:

La injuria renal aguda (IRA) se define como una

prerrenal (proximal al tubulo, glomerular y/o vascu-
lar), renal (a nivel del taibulo) y postrrenal (distal al
tlbulo, ej. Obstruccion de uréteres). El diagnéstico
de la IRA y su clasificacion actual se basan en la de-
terminacién del aumento de los niveles plasmaticos
de creatinina y la disminucion de la diuresis, segun
los criterios definidos actualmente por las gufas de
la “Kidney Disease: Improving Global Outcomes” o
“KDIGO". Sin embargo, los cambios de la creatini-
nemia presentan una cinética lenta, manifestandose
el alza de ésta con un importante retardo temporal
con relacion al deterioro agudo de la VFG, por lo
gue no se ajusta adecuadamente a la evolucion de la
enfermedad([6],[7]. Por otro lado, la disminucion de
la diuresis, el segundo indicador de IRA, se observa
solamente en el 10% de los pacientes, lo que limita
su utilidad[8]. Ambas determinaciones generan que
el diagnostico de IRA en el dmbito clinico sea tardio
para la eventual toma de decisiones que puedan pre-
venir el dafio. Es debido a esto que existe un gran
interés en encontrar biomarcadores de dafo renal
que permitan predecir y diagnosticar precozmente el
desarrollo de IRA.
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Biomarcador propuesto

La National Institutes of Health establecio la defi-
nicién de biomarcador como un parametro bioldgico,
medible y cuantificable, capaz de identificar procesos
fisioldgicos o patoldgicos, o bien una respuesta a una
intervencion. En relacion a la IRA, corresponderia a
una molécula plasmatica cuyos niveles se modifiquen
concordantemente junto al desarrollo agudo del dafio
renal, permitiendo su variacion realizar un diagnostico
precoz. Este biomarcador debe, ademas, poseer una
alta sensibilidad y especificidad para el diagnéstico y
ser capaz de reflejar la magnitud del dafio glomerular
y tubular. Ademas, idealmente deberia poder predecir
la severidad y recuperacion, anticipar potenciales des-
enlaces clinicos y no ser modificado por condiciones
distintas del proceso fisiopatoldgico de la IRA.

El biomarcador propuesto en nuestro estudio co-
rresponde al factor de crecimiento fibroblastico 23
(FGF23), el cual es una proteina de 251 aminoéacidos
(28 kDa), sintetizada principalmente en el hueso, en
osteocitos y osteoblastos[9]. Esta molécula pertenece
a la familia de los “Fibroblast Growth Factors”, tenien-
do acciones paracrinas/autocrinas en el tejido 6seo,
disminuyendo el crecimiento longitudinal y la minerali-
zacion[10],[11]. Su accién endocrina es la inhibicion de
la reabsorcion de fosfato en el tubulo proximal renal,
causando fosfaturia e hipofosfatemia[12]. Ademas, en
el tejido renal disminuye la sintesis de vitamina D, por
supresion de la expresion de la enzima 1 a-hidroxilasa.
Otro de sus tejidos blanco corresponde a la glandula
paratiroides, donde inhibe la expresion y secrecion de
paratohormonal13]. En estudios clinicos, se ha demos-
trado que el FGF23 tiene un alza precoz y acorde a la
severidad en pacientes con enfermedad renal crénica
(ERC). Ademas, en modelos experimentales en los que
se induce una ERC se ha demostrado que la concen-
tracion plasmatica de FGF23 aumenta precozmente y
la magnitud de aumento se correlaciona directamente
con el deterioro crénico de la VFG[14].

El alza precoz de FGF23 en pacientes con ERC
permitié cuestionarse si en la IRA este biomarcador
también se eleva. De hecho, en un estudio clinico
transversal realizado por Zhang My cols.[15], el afio
2011, se demostré que FGF23 aumenta en pacien-
tes con IRA (n = 12) respecto a pacientes sin IRA (n
= 8), sin encontrar una asociacion con la severidad
del dafio renal. En un siguiente estudio caso-control
realizado por Leaf DE y cols.[16], el afo 2012, en pa-
cientes hospitalizados en sala comun y en una Unidad
de Cuidados Intensivos (UCI), se encontraron niveles
significativamente elevados de FGF23 a las 24 horas
en los pacientes que desarrollaron una IRA, ademas,

se observo que una elevacion mayor de FGF23 se aso-
Cié a una mayor necesidad de terapia de reemplazo
renal y una mayor mortalidad durante la hospitaliza-
cion, demostrando que el alza de FGF23 se asocio a
severidad y peor prondstico.

La IRA es frecuente en los primeros dias tras una
cirugia, ya que los pacientes se ven expuestos a di-
versos factores que empeoran la perfusion renal en
el acto quirurgico, tales como: a) deplecion de volu-
men intravascular (hemorragia, pérdidas elevadas de
volumen), b) hipotension con volumen conservado
y/o vasoplejia (farmacoldgicas, shock cardiogénico,
shock séptico), ¢) obstruccion de vasos arteriales (gj.
pinzamiento de grandes vasos arteriales) y/o d) al-
teracion de la autorregulacion renal miogénica. Por
ello, en este contexto es critico predecir y diagnosticar
precozmente la IRA. Sin embargo, el diagnostico en
el perioperatorio se realiza tardiamente, fundamen-
talmente en base a la elevacion de la creatinina plas-
matica. El rol de FGF23 en el postoperatorio como
biomarcador de IRA sélo se ha evaluado en el contex-
to de cirugia cardiaca, encontrandose que los niveles
plasmaticos de FGF23 se elevaron significativamente
en pacientes con necesidad de terapia de reemplazo
renal y muerte intrahospitalaria[17]. No obstante, en
las cirugias cardiacas existen multiples injurias, tales
como isquémicas, inflamatorias y secundarias al uso
de mdltiples farmacos, por lo que estos resultados no
se pueden generalizar al resto de las cirugias, en las
que el dano renal ocurre fundamentalmente por un
déficit en la perfusion. Por ello, es necesario evaluar el
rol de FGF23 tras cirugias en las cuales el dafio renal
sea generado fundamentalmente por una isquemia.
Tal es el caso de las nefrectomias parciales, en las
cuales ocurre una injuria renal isquémica controlada
(hipoperfusiéon extrema) con tasas conocidas de de-
sarrollo de IRA (39%). Por este motivo, este tipo de
cirugias se transforma en un modelo clinico efectivo
para determinar el rol de FGF23 como biomarcador
del desarrollo de IRA en el postoperatorio.

El presente protocolo de estudio tiene como obje-
tivo establecer el rol de FGF23 en el contexto de IRA
en el postoperatorio inmediato. Se espera que una
isquemia renal transitoria incremente los niveles plas-
maticos de FGF23 proporcionalmente al dafo renal,
determinando asi su papel en el diagndstico y eva-
luacion de severidad en pacientes postoperados de
nefrectomias parciales.

Metodologia

Para el objetivo especifico en pacientes sometidos
a nefrectomias parciales durante una isquemia renal
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transitoria y la determinacion del rol de FGF23 como
biomarcador de IRA en el postoperatorio, se realizara
un estudio clinico observacional prospectivo, el cual
ha sido aprobado por el Comité Etico-Cientifico del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile. En este
estudio se incluirdn pacientes adultos sin comorbili-
dades mayores (ASA 1y 2), quienes seran sometidos
a una cirugia de nefrectomfa parcial habiendo previa-
mente aceptado el consentimiento informado (Grupo
Estudio). Ademads, se estudiara un grupo de pacientes
con similares caracteristicas, quienes seran sometidos
a cirugias electivas realizadas bajo anestesia gene-
ral, las cuales se realizan sin isquemia renal (Grupo
Control). Se excluiran los pacientes con anteceden-
tes de enfermedad renal crénica, definida como una
alteracion de la funcion renal de mas de tres meses
de evolucion caracterizada por una velocidad de fil-
tracion glomerular estimada (eVFG) menor a 60 ml/
min. La eVFG sera calculada a través de la ecuaciéon
CKD-EPI[18]. Se excluirdn, ademas, pacientes meno-
res de 18 anos, embarazadas, usuarios de farmacos
nefrotoxicos, de metformina, pacientes en los cuales
su procedimiento corresponda a una reintervencion
quirdrgica, pacientes anémicos (hemoglobina < 13 g/
dl hombres y < 12 g/dl mujeres), pacientes ferropéni-
Cos y pacientes con alteraciones en paratohormona
y/o vitamina D.

A los pacientes del Grupo Estudio se les realiza-
ra en distintas temporalidades la mediciéon de niveles
plasmaticos de FGF23, creatinina, diuresis, velocidad
de filtracién glomerular estimada a través del clea-
rence de creatinina. Previo a la cirugia, se obtendran
los datos demograficos, clinicos y el uso de farma-
cos para control de comorbilidades crénicas. Luego,
al ingreso a pabellén se tomardn muestras de sangre
venosa para determinacion de creatinina y FGF23, las
cuales se repetiran: 1 h, 24 h'y 72 h posterior al inicio
de la isquemia renal. Ademas, a las 24 h postoperato-
rias se realizard la medicion de clearence de creatinina
acotado a 8 h[19]. Adicionalmente, se registraran en
el intraoperatorio farmacos utilizados durante la ciru-
gia, estimacion de sangrado en el intraoperatorio, pe-
riodos de hipotensién (definida como presion arterial
media menor de 65 mmHg, mantenida por mas de
tres minutos) y aporte de volumen endovenoso (cris-
taloides y/o coloides). Finalmente, se registraran datos
clinicos de la evolucion del paciente durante toda su
hospitalizacion.

Por otro lado, a los pacientes del Grupo Control
se les medira creatinina, FGF23, en una muestra ba-
sal, tras transcurrido una hora desde el inicio de la
intervencion, luego a las 24 y 72 horas posteriores a
la cirugia.

Analisis estadistico

La muestra de pacientes del Grupo Estudio sera
conseguida en el Hospital Clinico de la Universidad
de Chile. El tipo de muestreo a utilizar sera aleato-
rio simple. Para el calculo del tamafio de la muestra
a estudiar, se considerarda como desenlace primario
los niveles plasmaticos de FGF23 en pacientes que
desarrollen y no desarrollen IRA postoperatorio. De
esta forma, es importante tener en consideracién los
siguientes aspectos de acuerdo a lo reportado por la
literatura y a los resultados de estudios previos:

e En un contexto de sepsis en paciente critico, se
determiné que los niveles plasméticos de FGF23
de los pacientes con y sin IRA fueron de 28 y 8 pg/
ml con una desviacion estandar de 10 pg/ml[20].

e Existe una incidencia de IRA tras una nefrectomia
parcial de un 39% segun publicaciones epidemio-
l6gicas previas.

e Se considerard un 80% potencia, 5% de error, y
un test de dos colas.

De acuerdo a la férmula de tamafio muestral para
diferencia de dos medias, se calculé un tamano mues-
tral de 20 individuos para diferenciar en base a FGF23
a los pacientes que desarrollan IRA y los que no desa-
rrollan tras una nefrectomia parcial.

Por otro lado, la muestra de pacientes del Grupo
Control serd un 50% (10 pacientes) de la muestra cal-
culada para el Grupo Estudio, para obtener un valor
promedio de FGF23 con una dispersion similar al otro

grupo.
Estadistica descriptiva

Se realizard el test de Shapiro Wilk para evaluar
la distribucion normal de las variables continuas. Las
estadisticas descriptivas se realizardn con porcentaje
en caso de las variables categoéricas y en el caso de
las continuas con media + desviacion estandar o me-
diana (p25-p75) segun corresponda de acuerdo a su
distribucién de normalidad.

El desarrollo de IRA postoperatorio, sera represen-
tado en un grafico de cajas con bigotes, uno para el
grupo que desarrolle IRA, otro el que no lo haga y
otro para el Grupo Control. El analisis estadistico se
realizara usando el software Prism 6.

En base al desarrollo y no desarrollo de AKI posto-
peratorio se subdividird la poblacion del Grupo Es-
tudio en dos grupos y se realizardn comparaciones
adicionales. Para realizar las inferencias de hipdtesis
entre los dos; En el caso de las variables continuas se
utilizarad t-student o U de Mann-Withney segun co-
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rresponda a la distribucion de las variables. En el caso
de las variables categdricas, se compararan mediante
la prueba exacta de Fisher. Todas las pruebas esta-
disticas se realizardn considerando significativo un p
- valor < 0,05.

Para evaluar si existe correlacion entre los niveles
de FGF23 y la gravedad de la IRA (etapificacion se-
gun guia de KDIGO), determinado por la creatinina
y clearence de creatinina, se realizardn pruebas de
correlacion de Pearson o Spearman, se utilizaran de-
pendiendo de la distribucién de las variables.

Ejecucion del protocolo y resultados preliminares

En nuestro protocolo elegimos estudiar un grupo
de pacientes especificos, los que representan un desa-
fio fisiopatolégico conocido y comun al intraoperato-
rio. A pesar de que la etiologia de la disfuncién renal
suele ser multifactorial y con factores de riesgo varia-
dos, la causa predominante de IRA durante la cirugia
es la hipoperfusion renal. Por ello y con el fin de expo-
ner la ejecucion inicial del protocolo de investigacion
se muestran a continuacion la informacién obtenida
a partir de los 10 primeros pacientes incluidos en el
Grupo de Estudio, correspondiente solo a pacientes
sometidos a nefrectomfas parciales con isquemia re-
nal controlada a través del pinzamiento de la arteria
renal.

Dentro de los 10 primeros participantes se encuen-
tran 5 pacientes de sexo femenino y 5 masculinos. Te-
niendo una edad promedio de 48 afios con un rango
entre los de 31 a 65 afos, con un valor de creatinina
basal de referencia de 0,70 + 0,2 mg/dl y una eVFG
segun CKD-EPI de 106 = 16 ml/min /1,73 m2,

Con respecto al procedimiento quirdrgico, todas
las intervenciones se realizaron sin incidentes, logran-
do en el 100% la correcta realizacién de la nefrecto-
mia parcial. El tiempo de isquemia controlada fue de
21 £ 9 minutos. Adicionalmente, el tiempo de hipo-
tension registrado en el intraoparatorio fue de 13 £ 6
minutos y el sangrado intraoperatorio estimado fue
en promedio 360 + 40 ml. Por otro lado, el aporte de
volumen fue realizado en el 100% de los casos con
cristaloides (1.120 + 538 ml).

Con respecto al desarrollo de IRA, tres pacientes
(30%) cumplieron con criterios para el diagnoéstico de
IRA segln las guias actuales de la KDIGO; 2 en base
a un alza desde su creatinina basal > 0,3 mg/dl (Figu-
ra 1) y un paciente debido a oliguria < 0,5 ml/kg/h
mantenida por 12 horas. En todos los casos los cri-
terios diagnosticos de IRA se cumplieron entre las 24
y 72 horas posteriores a la cirugia. Adicionalmente,
el clearence de creatinina realizado durante el primer

Figura 1. Curso temporal de creatinina sérica de los 10 pa-
cientes sometidos a nefrectomia parciales. Cuatro muestras
de sangre obtenidas en los distintos tiempos: Basal, y luego
1, 24 y 72 horas posteriores a la isquemia renal. No existen
diferencias al comparar los valores basales con ninguna de
las mediciones posteriores.

dia postoperatorio resulté en promedio 142 + 34 ml/
min/173 m?, no siendo un aporte para la ayuda diag-
noéstica en ninguno de los casos estudiados hasta el
momento. Es importante destacar que ningun pacien-
te requirio didlisis después de la operacién y no hubo
complicaciones ni muertes asociadas a la intervencion
quirdrgica. Por otro lado, en relaciéon al biomarcador
propuesto en el estudio, FGF23, hasta el momento se
ha elevado precozmente en todos los pacientes, ob-
servandose un alza promedio de 82%. Ademas, esta
elevacion ocurrié en 100% de los casos en la primera
hora posterior a la isquemia renal (Figura 2).

Discusion

El rindn es un drgano bastante resistente que pue-
de tolerar la exposicién a varios insultos sin sufrir un
cambio estructural o funcional significativo. Por esta
razén, cualquier cambio agudo en la funcién renal a
menudo indica un trastorno sistémico relevante y po-
tencialmente predice un mal prondstico. A pesar de
esto, actualmente la VFG es ampliamente aceptada
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Figura 2. Curso temporal del factor de crecimiento fibro-
blastico 23 en 10 pacientes sometidos a nefrectomias par-
ciales. Se muestran en el gréfico los valores normalizados,
correspondiendo estos a la concentracion (pg/ml) de cada
muestra en relacién al promedio de la concentracion (pg/
ml) de muestras basales. Existe una diferencia significativa
(p < 0,05) al comparar los valores basales con la medicion
realizada tras una hora desde la isquemia renal.

como pilar diagnéstico y como el mejor indice gene-
ral de la funcion renal en condiciones fisiolégicas y
patoldgicas. Sin embargo, la VFG es dificil de medir
y comunmente se estima a partir del nivel sérico de
marcadores de filtracion endégenos, como la creati-
nina. Por esta razén, la creatinina y la diuresis son los
subrogantes de los cambios reales que ocurren en el
ambito de la funcién renal.

Dado que el desarrollo de una IRA se asocia con
una mayor morbilidad y mortalidad, el reconocimien-
to y manejo temprano de ésta es fundamental debido
a que su manejo precoz puede producir mejores re-
sultados que el tratamiento de la IRA ya establecida.
Es debido a esto la importancia en la deteccion de IRA
en sus etapas tempranas. Sin embargo, para lograr
esto, se necesitan biomarcadores mas sensibles y es-
pecificos que los cambios en la creatinina sérica o en

la produccion de orina, los cuales forman la base de
todos los criterios de diagndéstico actuales.

En el protocolo de investigaciéon presentado se ob-
servan exactamente las mismas caracteristicas que se
critican actualmente a las recomendaciones diagnoés-
ticas actuales. Observamos que de los diez pacientes
presentados, tres (30%) manifestaron una IRA con los
criterios KDIGO. Sin embargo, los 10 pacientes fueron
sometidos a una hipoperfusiéon renal extrema, dada
por el pinzamiento de la arteria renal. Esta hipoper-
fusiéon renal, transitoria y controlada, en la mayorfa
de los pacientes (70%) no se manifesté con cambios
en la funcion renal, ya sea como una alteracion de la
creatinina sérica, oliguria o disminucion del clearence
de creatinina medido. Es aqui donde se demuestra la
fortaleza potencial de FGF23. Se observa en los 10
pacientes una elevacién significativa del biomarcador
dentro de la primera hora posterior a la isquemia. Es-
tos resultados son promisorios, pero deben ser confir-
mados una vez que se concluya el protocolo experi-
mental.

Finalmente, en la literatura existen diversos ensa-
yos clinicos que han probado variadas intervenciones
farmacolégicas dirigidas a la prevencién de la IRA me-
diante la proteccion del rifién. Estas intervenciones
farmacolégicas incluyen infusiones de antioxidantes,
administracion de estatinas, N-acetilcisteina, hidrata-
cion con cristaloides intravenosos, alcalinizacion uri-
naria con bicarbonato de sodio, entre otros. Lamenta-
blemente, a la fecha, la evidencia que respalda el uso
rutinario de estas intervenciones para prevenir la IRA
en el contexto perioperatorio sigue siendo limitada,
y es claro que se necesitan mas estudios. Basando-
nos en esto, creemos que futuros resultados podrian
permitir a FGF23 predecir eficazmente el desarrollo
de IRA en el postoperatorio, sobre la base de una
medicién realizada en una muestra sanguinea de fa-
cil acceso, lo que permitiria, en condiciones clinicas
reales, tomar medidas terapéuticas que hagan que el
desenlace de dafo sobre la funcién renal pueda ser
aminorado.

En conclusién, este es un protocolo novedoso, cu-
yos resultados nos pueden dar nuevas luces acerca de
la fisiopatologia de la IRA perioperatoria y orientarnos
de mejor manera para estudiar posibles medidas pre-
ventivas.
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