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RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo revisar las contribuciones de la biotecnologia, en relacion con el tratamiento, diagnodstico y la monitorizacion
de la enfermedad renal cronica (ERC) y sus comorbilidades mas frecuentes, especialmente la anemia. En relacion con los tratamientos, enfoca-
mos el desarrollo de productos biofarmacéuticos como los agentes estimulantes de la eritropoyesis (ESA), que fueron los primeros biofarmacos
utilizados para el tratamiento de la anemia asociada a la ERC; analizamos sus caracteristicas y utilizacion actual después de varios afios de expe-
riencia clinica, asi como también otras alternativas en desarrollo. Revisamos distintos tipos de bioterapias, la utilizacion de las células estromales
mesenquimales de médula 6sea (MSC) y tratamientos alternativos con modificaciones dietarias, que se basan en la asociacion entre la microbiota
intestinal de los pacientes renales cronicos y sus condiciones fisiopatologicas. Finalmente, en relacion con el diagnoéstico y monitorizacion, nos
referimos al estudio y validacion de biomarcadores diagndsticos, predictivos y terapéuticos que han permitido optimizar los resultados clinicos
en este tipo de pacientes.
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BIOTECHNOLOGY CONTRIBUTION TO THE DIAGNOSIS AND TREATMENT OF CHRONIC KIDNEY
DISEASE AND FREQUENT COMORBIDITIES

ABSTRACT

The aim of this work is to review the contributions of biotechnology, in relation to the treatment, diagnosis and monitoring of chronic kidney di-
sease (CKD) and its most frequent comorbidities, especially anemia. Regarding the treatment, we focus on the development of biopharmaceutical
products such as erythropoiesis stimulating agents (ESA), which were the first biopharmaceuticals used to treat anemia associated with chronic
kidney disease (CKD). We analyzed their characteristics and their current use after several years of clinical experience, as well as other alterna-
tives in development. We also review different types of biotherapies, the use of bone marrow mesenchymal stromal cells (MSC) and alternative
treatments with dietary modifications, which are based on the association between the intestinal microbiota of chronic kidney patients and their
pathophysiological conditions. Finally, in relation to diagnosis and monitoring, we refer to the study and validation of diagnostic, predictive and
therapeutic biomarkers that have made clinical results possible to be optimized in this type of patient.
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INTRODUCCION

La enfermedad renal es una causa prevalente de discapa-
cidad y muerte en todo el mundo. En 2014, mas del 10%
de los adultos en Estados Unidos presentaba algun tipo de
enfermedad renal. Las enfermedades renales se clasifican
—segun el tiempo de evolucion—en: lesion (injuria) renal
aguda (IRA) y enfermedad renal cronica (ERC); reciente-
mente se ha propuesto una tercera categoria, enfermedad
renal aguda, con un tiempo de evolucion intermedio entre
IRAy ERC'.
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Enfermedad renal crénica

La enfermedad renal cronica (ERC o CKD,Chronic Kid-
ney Disease) se define como la presencia de dafio renal
o disminucion de la funcion renal por mas de 3 meses de
duracion. El dafio renal se refiere a alteraciones presentes
en las imagenes renales, la histologia renal, el sedimento
urinario (hematuria, leucocituria) o el aumento en la ex-
crecion de albumina. La disminucion en la funcion renal
se refiere a la concentracion elevada de creatinina sérica
(Crs) y una disminucion en la tasa de filtrado glomerular,
estimada a través de una ecuacion basada en la creatinina
sérica (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collabo-
ration CKD-EPI) u otras. La ERC esta asociada con un
mayor riesgo de morbilidad cardiovascular, mala calidad de
vida y muerte prematura. Es frecuentemente asintomatica
y puede evolucionar a la etapa terminal (ESRD, end stage
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renal disease), que requiere reemplazo de la funcion renal
mediante dialisis o trasplante de rifion.

A medida que progresa, la enfermedad se asocia frecuen-
temente con anemia de origen multifactorial (Cuadro 1),
que afecta al 50% de los pacientes con estadios 3 y 4.
El déficit en la produccion de eritropoyetina (EPO) es
una de las causas mas importantes de la anemia renal.
La produccién de EPO a través de la ingenieria de ADN
recombinante para tratar la anemia renal es uno de los
aportes mas importantes de la biotecnologia a la nefrologia.

Lesion renal aguda

La lesion renal aguda (IRA) es una disminucioén en la
funcién renal que ocurre muy rapidamente. Las guias
“Enfermedad renal: mejora de los resultados mundiales”
(Kidney Disease: Improving Global Outcomes, KDIGO por
su sigla en inglés) la definen segun los siguientes criterios:
1) aumento de la Crs > 0,3 mg% en menos de 48 horas, 2)
aumento de la Crs > 1,5 veces el valor basal dentro de 7
dias, 3) disminucion en la diuresis a < 0,5 mL/kg/h durante
6 horas. Se produce retencion de productos de desecho ni-
trogenados (urea y creatinina) e incapacidad para manejar
adecuadamente el medio interno y el volumen del compar-
timento extracelular (determinante de la presion arterial).
Si bien las causas de lesion al epitelio tubular son multi-
ples, los mecanismos finales son tres: 1) daiio por isquemia/
reperfusion, 2) sepsis y 3) dafio por toxicidad (moléculas
toxicas endogenas o exdgenas). En la isquemia/reperfu-
sion ocurre una disminucion de la oxigenacion tisular.
Esto produce agotamiento de ATP, deterioro metabolico,
apoptosis y produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS, Reactive Oxygen Species). Durante el periodo de
reperfusion aumenta el dafio oxidativo por el incremento
de la produccion de ROS, que supera la capacidad de las
enzimas antioxidantes del rifion. Otro mecanismo que se
produce durante la I/R es la vasoconstriccion, que poten-
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cia la isquemia e inflamacion. El segmento tubular mas
afectado es S3 (pars recta del tubulo proximal).

LaIRA por I/R es, a menudo, el resultado de una hipoten-
sion severa y sostenida que puede ocurrir en pacientes que
sangran o tienen abundantes pérdidas de sodio (Na*) por
el tubo digestivo o la orina y, en particular, en pacientes
susceptibles por patologias que cursan cronicamente con
bajo volumen circulante efectivo (pacientes con enferme-
dad cardiaca y cirrosis hepatica).

A continuacion, analizamos los aportes que la biotecnologia
realiza a través de: biofarmacos aprobados, tratamientos en
evaluacion con nuevos enfoques, bioterapias en distintas
etapas de ensayos clinicos y posibles biomarcadores que
puedan mejorar los diagnosticos y tratamientos actuales®>.

DESARROLLO

1. Biofarmacos

1.1. Agentes estimulantes de la eritropoyesis:
farmacodinamia y farmacocinética

La anemia renal, presente en los estadios mas avanzados de la
ERC, produce morbilidad y disminucién en la calidad de
vida de los pacientes. El déficit relativo de EPO es una
causa principal de esta anemia; por eso, en muchos casos,
el tratamiento consiste en la administracion de agentes
estimulantes de la eritropoyesis (ESAs por sus siglas en
inglés). En la figura 1 se esquematiza el mecanismo de

feedback + de la EPO y otros ESAs?.

La EPO es un factor de crecimiento eritropoyético. La glu-
coproteina natural tiene 166 aminoacidos que se activan al
perder una arginina carboxilada terminal por accion de una
carboxipeptidasa intracelular, por lo que su forma activa
tiene 165 aminoacidos. Es una proteina especie especifica,
ya que hay diferencias entre la EPO humana, de mono
y de raton, capaces de generar respuesta inmunologica.
La EPO humana posee 4 cisteinas ligadas por puentes
disulfuro internos entre las posiciones 29-33 y 7-161,

Cuadro 1. Causas mas relevantes implicadas en anemia y ferropenia asociadas a la enfermedad renal cronica

Anemi

Ferropenia (déficit de hierro)

Produccién insuficiente de eritroproyetina (EPO) Pérdidas sanguineas

Como consecuencia de la hemorragia gastrointestinal y otras asociadas a la

trombopatia urémica

Déficit absoluto o funcional de hierro

Absorcion intestinal de hierro disminuida

por el uso de antiacidos o de quelantes al fésforo

las restricciones dietéticas prescriptas

la menor apetencia por alimentos ricos en hierro de estos pacientes

o el aumento de los valores de hepcidina, que bloquea su absorcion intestinal

Supervivencia reducida de eritrocitos

Aumento de la utilizacion de hierro durante el tratamiento con Agentes Estimula-

dores de la Eritropoyesis (ESA)

Deficiencias nutricionales (folato, vitamina B12) Disminucion de la liberacion de hierro desde los depdsitos tisulares por el aumento

de los valores de hepcidina




Carlucci A. M., et al.

AUMENTAEL
OXIGENO

Aportes de la biotecnologia a la ERC 107

Figura 1. Mecanismo de accién y funcion de la eritropoyetina (EPO) y demds agentes
estimulantes de la eritropoyesis (ESAs, Erithopoyesis Stimulating Agents). El circuito
verde —-comienza con la disminucién de oxigeno- es un feedback positivo que aumenta
la eritropoyesis, culmina en el aumento de oxigeno en los tejidos, induciendo el feedback
negativo que disminuye la produccién de EPO vy la eritropoyesis.

cuya conservacion es necesaria para el mantenimiento de
la actividad bioldgica in vivo. Esté glicosilada principal-
mente con acido sidlico, hexosas, N-acetilglucosamina,
N-acetilgalactosamina y acido N-acetilneuraminico. La
estructura proteica es importante para la union al receptor
y su glicosilacion con acido sialico es importante para el
metabolismo? ya que disminuye la afinidad por el receptor,
lo que impacta en la vida media de esta y por lo tanto en
el mantenimiento de la actividad bioldgica in vivo por
mas tiempo. El peso molecular aparente es de 32 000 a
40 000 daltons®. Es producida en un 90% en las células
intersticiales de tipo fibroblasto que rodean los tibulos de
la corteza del rifidn y la médula exterior, donde tiene lugar
buena parte del consumo de oxigeno en los rifiones; el 10%
restante se forma fundamentalmente en el higado®. Es el
principal regulador de la produccion de gldbulos rojos,
participa en todas las fases de desarrollo eritroide, actuando
especialmente en los precursores: unidades formadoras
de colonias eritroides y unidades formadoras de colonias
eritroides de la bursa (BFU-E y CFU-E por sus siglas en
inglés). Una vez que se fija a su receptor en la superficie
celular, activa vias de transduccién de sefiales que inter-
fieren con la apoptosis y estimulan la proliferacion.

La hipoxia desencadena un incremento del AMPc en las
células productoras de EPO; este mensajero activa a su vez
auna proteinquinasa A, la que produce la fosforilacion de
varias proteinas que son necesarias en la transcripcion del
ADN vy el proceso de traduccion para la sintesis final de
la molécula de EPO. Regula su propia respuesta celular
al modificar el nimero de receptores de EPO a través
de la disminucion (“down regulation”) o aumento (“up
regulation”) de estos, segin el nimero de moléculas de
EPO presentes en el medio extracelular. La vida media de
estos receptores fue estimada en 1 a 4 horas?.

La produccion de EPO se ve afectada en pacientes con
ERC constituyendo la causa primaria de su anemia.
Los ESA comercializados son: epoetinalfa, darbepoetin
alfa y metoxi-polietilenglicol epoetina beta.
La epoetina alfa es EPO humana recombinante, expresada
en células de ovario de hamster chino, con idéntica far-
macocinética, actividad biologica y actividad especifica
que la endogena.
Los tres ESA aprobados para su comercializacion per-
tenecen a 2 generaciones diferentes y tienen distintas
propiedades farmacocinéticas®*:
» Epoetina alfa (primera generacion)
Eritropoyetina humana recombinante
Uso por via subcuténea (SC) o intravenosa (IV)
Tiempo de eliminacion: 4 horas en pacientes sanos (IV)
y 24 horas (SC)
» Darbepoetina alfa (segunda generacion)
Tiene cinco cadenas de azticares unidos a N, en lugar
de tres.
Mayor vida media. Los niveles en la circulacion perma-
necen por encima de la concentraciéon minima necesaria
para estimular la eritropoyesis durante mas tiempo.
Requiere menos frecuencia de administracion.
* Metoxi-polietilenglicol: epoetina beta (segunda gene-
racion)
Interacciona con el receptor de eritropoyetina.
Es un activador continuo del receptor (asociacion mas
lenta y disociacion rapida).
Mayor actividad y vida media.
A continuaciéon se resumen los principales parametros
farmacocinéticos luego de la administracion de metoxi-
polietilenglicol epoetina beta por via subcutanea y
intravenosa, en pacientes anémicos con ERC dializados
(ERC/D) y no dializados (ERC/ND).
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ADMINISTRACION SUBCUTANEA

Pacientes con enfermedad renal crénica en dialisis
» Concentraciéon maxima: 72 horas

« Area bajo la curva: 62%

» Tiempo de vida media: 139 horas

Pacientes con enfermedad renal crénica no
dializados

» Concentraciéon maxima: 95 horas

« Area bajo la curva: 54%

» Tiempo de vida media: 142 horas
ADMINISTRACION INTRAVENOSA

Pacientes con enfermedad renal crénica dializados
y no dializados

* Aclaramiento: 0,494 mL/h/kg peso

» Tiempo de vida media: 134 horas

1.2 ESA: recomendaciones para seguir para su
administracion?

Antes de empezar el tratamiento con un ESA, se debe op-
timizar el perfil ferrocinético y controlar la presion arterial.
Sin hierro no se logra la eritropoyesis y la aplicacion de ESA
produce aumento transitorio en la presion arterial. Durante el
tratamiento se debe medir la concentracion de hemoglobina
(Hb) semanalmente® hasta lograr la estabilidad y los objetivos
de concentracion deseada. La respuesta a la presion sanguinea
deberia seguir siendo monitorizada porque podria aumentar
en algunos pacientes; también se recomienda verificar el
estado del hierro mensualmente porque se transfiere una
gran cantidad desde los tejidos de almacenamiento para el
desarrollo eritroide y la induccion de deficiencia de hierro
frecuentemente limita la eficacia del tratamiento con ESA.
Los principales efectos adversos asociados a los ESA son trom-
bosis, hipertension arterial (HTA) y eventos cardiovasculares®.
La figura 2 resume los conocimientos adquiridos sobre
el tratamiento con ESA en pacientes con ERC. Indica be-
neficios claros para los pacientes con concentraciones de
Hb basal menores de 10 g/dL y objetivos de tratamiento
moderados (Hb menor de 13 g/dL), utilizando ademas el
criterio clinico para individualizar el objetivo de Hb en
funcion de cada paciente: enfermedades respiratorias,
cardiovasculares, trombofilia.
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Recomendaciones para seguir durante la eleccién

de la dosis de un ESA

» Evaluar las causas concomitantes de anemia antes de
iniciar la terapia.

« Utilizar la terapia ESA con precaucion en pacientes que
tengan patologias adicionales, como antecedentes de
trombosis/trombofilia maligna/severa.

* En pacientes adultos con ERC/ND (ND/CKD), con una
concentracion de Hb > 10,0 g/dL, se sugiere no iniciar
la terapia con ESA.

» Para pacientes adultos con IRC/ND (ND/CKD), con
concentracion de Hb < 10,0 g/dL, la decision de iniciar
el tratamiento sera individualizada segin la tasa de caida
de la concentracion de Hb y el estado clinico del paciente.

 Para todos los pacientes pediatricos con ERC (CKD), la
seleccion de la concentracion de Hb en la que se inicia
la terapia ESA en el paciente es individual.

1.3 Alternativa de los ESA: farmacos que actuan sobre el
sistema del factor inducible de hipoxia

Debido a los efectos no deseados de los ESA, recien-
temente se han desarrollado nuevos enfoques que se
encuentran en fase de ensayos clinicos?; estos farmacos
actuan sobre las moléculas implicadas en la percepcion
de la hipoxia tisular, entre ellos el factor inducible por la
hipoxia o proteina HIF. Esta proteina es un heterodimero
formado por una subunidad alfa y una beta, siendo la alfa
la proteina limitante para el reconocimiento del oxigeno.
En condiciones normoxicas, las enzimas prolilhidroxila-
sas (PH-HIF) —que son dependientes de oxigeno— actiian
sobre la subunidad alfa del factor inducido por la hipoxia
degradandolo. En cambio —en condiciones hipoxicas—,
al utilizar inhibidores de las enzimas prolilhidroxilasas
(PH-HIF) se impide su accion, HIF-alfa no es degradada
y puede translocarse al nucleo, donde se unira con la su-
bunidad HIF-beta para activar los elementos de respuesta
a la hipoxia, que transcribiran los genes de respuesta
hipoxica. En la figura 3 se describe el resultado de la ac-
tivacion de estos genes*. Los PH-HIF serian eficaces en
el corto y mediano plazo, pero sus efectos todavia deben
ser estudiados en el uso a largo plazo.

Concentraclén

de Hb target, g/dL

10 g/dL
<1og/ <10,115 g/dL
Beneficlo claro sin ninguna Recomendado Riesgo sin beneficlos
evidencla de rlesgo adiclonales
8 9 10 11 12 13 14

Figura 2. Esquema representativo de riesgo/beneficio considerando la concentracién de hemoglobina (Hb) para
conseguir (target) durante el tratamiento con ESA en distintas situaciones.
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INHIBIDORES DEPH-HIF
Roxadustat;
Vadadustat;
Daprodustat;
Molidustat
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CITOPLASMA
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DMT1

DcytB

Transferrina

Receptor de transferrina
Ceruloplasmina

Figura 3. Resumen del sistema del factor inducible de hipoxia (HIF).

2. Bioterapias

2.1 Células madre mesenquimales multipotentes

En los ultimos anos, el uso de células estromales mesen-
quimales (MSC, mesenchymal stromal cells) ha surgido
como una terapia prometedora para varias enfermedades,
incluidas las nefropatias’. Las MSC son aquellas células
multipotentes que provienen del mesodermo, del cual se
desarrollan los tejidos de tipo conjuntivo (cartilago, hueso,
tejido adiposo, tendones, etc.). Se pueden aislar de: médula
osea, tejido adiposo, periostio, membrana sinovial, pulpa
dental, tejido o sangre de cordon umbilical, placenta y
liquido amniético.

En modelos animales, las MSC han demostrado ace-
leracion en la recuperacion de la IRA y disminuyen la
progresion de la ERC en modelos de diabetes (DBT) tipo
1 y poliquistosis renal. Sus efectos son principalmente
paracrinos: inmunomodulacion, regulacion de la infla-
macion, secrecion de factores troficos y, posiblemente,
diferenciacion de precursores renales. Esto muestra la
potencia de las MSC para ser usadas en regeneracion
de tejidos, inmunomodulacién o mejora de recepcion de
trasplante’ (véase en Material Suplementario - Cuadro 1.
Criterios minimos para definir células estromales mesen-
quimales humanas).

Después de su administracion sistémica, las MSC se
trasladan a sitios de inflamacion, lesiones y tumores, pero
también pueden quedar atrapadas en diferentes tejidos y
organos (higado, bazo, pulmones) disminuyendo el nume-
ro de células en el 6rgano objetivo®.

Las MSC son una bioterapia prometedora para un amplio
rango de necesidades médicas no resueltas.

En los pacientes con ERC, esta terapia celular podria
contribuir a mejorar el pronostico de la nefropatia, limitar

la fibrosis gracias al aporte de factores troficos, promover
la angiogénesis, inhibir la apoptosis, atenuar los eventos
inflamatorios por su potencial inmunomodulador y con-
tribuir a la regeneracion renal’.
La inmunomodulacién de las MSC genera un entorno
inmunotolerante y reduce la respuesta inmunitaria de las
células efectoras como monocitos/macrofagos, células
dendriticas, células T o B, y también de las células alogé-
nicas. Expresan HLA/MHC clase 1 y de forma inducible
HLA/MHC clase II, pero presentan un perfil hipoinmuno-
génico®. Los aspectos para considerar en el tratamiento son:
numero de administraciones, dosis especifica ¢ interaccion
con la supresion inmunologica.
Las MSC secretan varias proteinas y particulas:
* Enzimas
» Citoquinas
» Factores de crecimiento
 Particulas: vesiculas extracelulares (EV), microvesicu-
las (MV) o exosomas.
Existen multiples factores que median los efectos pa-
racrinos y confieren renoproteccion por accion sobre la
inflamacion, la apoptosis y el estrés oxidativo. La fibrosis
renal es un deposito de ECM (matriz extracelular) en el
parénquima renal que reemplaza al tejido funcionante y
ocurre por un desequilibrio entre su acumulacion y su
degradacion/restauracion. Esto ocurre durante la regene-
racion del tejido en la IRA y durante la progresion de la
ERC y conduce a la enfermedad renal en etapa terminal.
Las MSC podrian prevenir/disminuir la fibrosis porque
compensarian ese desequilibrio a través de la represion
de los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP
por sus siglas en inglés) que permitiria que la matriz ex-
tracelular (ECM) sea degradada por las metaloproteasas
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de la matriz (MMP por sus siglas en inglés) y evitar la
acumulacién de ECM vy la fibrosis®.

Las MSC y sus EV parecen contrarrestar, también, los
principales eventos fisiopatologicos descriptos para
IRA/R. Sin embargo, se necesitan mas estudios antes de
trasladar a la clinica esta terapia.

Se realizaron numerosos estudios preclinicos y clinicos
usando células MSC para tratar la nefropatia diabética,
que incluyeron células madre alogénicas y xenogénicas y
también estan en curso ensayos clinicos con células madre
autdlogas y alogénicas’. Se utilizaron modelos animales
diabéticos, como el STZ (que induce diabetes tipo 1 por
accion toxica de la estreptozotocina sobre los islotes de Lan-
gerhans) y modelos con deficiencia de receptor de leptina
(diabetes tipo 2) para comprender la progresion que ocurre
en los diferentes tipos de pacientes diabéticos'® (Cuadro 2).
Estos ensayos confirmaron los beneficios de BM-MSC (MSC
de médula dsea) en los modelos de nefropatia diabética
resistentes a la insulina y con insuficiencia de insulina, con
resultados positivos utilizando no solo células sino también el
medio liquido que estuvo en contacto con las células (medio
condicionado). Esto indica que podrian ser mas relevantes
las EV y la liberacion de citoquinas que las células''. Estos
hallazgos sugieren que seria el microambiente prorregenera-
tivo desencadenado por las MSC lo que conserva la funcion
renal y la estructura en ratones con diabetes.

Actualmente se estan llevando a cabo dos ensayos clinicos
para estudiar seguridad, viabilidad y tolerabilidad de las
intervenciones basadas en hMSC (MSC humanas) alogé-
nicas y la eficacia en pacientes con nefropatia diabética’.
También se ha estudiado el efecto de la MSC en la nefropatia
cronica del injerto. Esta es la principal causa de pérdida del
trasplante renal luego del afo de realizado. Es una patologia
compleja y multifactorial, pero el mecanismo mas importan-
te es el rechazo cronico. Para tratar el desarrollo de fibrosis
intersticial y atrofia tubular, el uso de células madre surge
como posibilidad para crear nuevos regimenes en combina-
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cion con farmacos inmunosupresores o para minimizar sus
dosis necesarias y preservar la funcion renal®'2,

En el Material Suplementario - Cuadro 2 se retinen los
resultados de cuatro ensayos clinicos concluidos utilizando
MSC en combinacion con fAirmacos inmunosupresores'>-'¢.,
Queda por resolver cuando es el mejor momento para la
administracion y la dosis correspondiente, asi como eva-
luar los posibles efectos sinérgicos o antagdnicos entre las
MSC y los farmacos inmunosupresores’.

En el Material Suplementario - Figura 1 se resumen los
principales mecanismos de accion de las MSC como
terapia celular en enfermedades renales, observados en
estudios preclinicos y clinicos®.

2.2 Microbiota intestinal

La microbiota intestinal cumple —entre otras funciones—
con la catabolizacion de las proteinas de la dieta. Algunos
de los metabolitos generados, como la trimetilamina, el
paracresol e indol, se transforman en toxinas en el higado
como indoxil sulfato, P-cresol, 6xido de N-trimetilamina
(véase en Material Suplementario - Cuadro 3 toxinas
urémicas y sus acciones en el organismo). Cuando la co-
munidad intestinal microbiana se presenta desbalanceada,
con cambios cualitativos y cuantitativos en su composicion
y actividad metabdlica (disbiosis), existe una mayor pro-
duccién de estos metabolitos y las toxinas derivadas de
ellos. Varios de estos metabolitos toxicos se eliminan en
la orina, pero se acumulan en pacientes con ERC. Algunos
autores han propuesto que, modulando la microbiota en
la ERC, se podria llegar a disminuir la concentracion de
toxinas urémicas derivadas del intestino.

La microbiota intestinal en pacientes con ERC se puede
modular mediante el consumo de determinados productos
como probidticos, prebioticos, dietas ricas en fibras e
inhibidores de la a glicosidasa del intestino delgado, que
cumplirian con un potencial efecto terapéutico (véase en
Material Suplementario - Cuadro 4)".

Cuadro 2. Resumen de resultados obtenidos en estudios preclinicos y clinicos para nefropatia diabética®'

Estudios preclinicos y clinicos para nefropatia diabética
Modelo de ratones Se realiz6 una infusion intracardiaca de
diabéticos STZ

derivadas de médula ésea humana)

Modelo de ratones Se administré BM-MSC

similar de STZ

Un ensayo clinico Pacientes tratados con células

humano completo precursoras mesenquimales

realizado en 2016 derivadas de médula 6sea

hBM-MSC (células estromales mesenquimales

Se observo que se redujo la deposicion de matriz
mesangial y se restaurd el dafio pancreatico (la
restauracién del tejido secretor de insulina no se ha
confirmado en los Ultimos estudios)

Se observo una reduccién significativa de la

la glomeruloesclerosis y la deposicién de ECM, tanto en
presencia como en ausencia de la normalizacion de la
glucosa debido a la regeneracion pancreatica®

No reveld efectos adversos abgénicos en comparacion
con placebo

Sin embargo, los resultados respecto a la mejoria de la
funcién renal no fueron concluyentes, lo que sugiere que
podrian ser necesarias poblaciones mas grandes y estudios
a largo plazo't
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3. Biomarcadores

3.1Marcadores diagndsticos

La deficiencia de hierro es comun en los pacientes con
ERC por multiples mecanismos: las pérdidas en el circuito
extracorporeo de hemodialisis, las pérdidas gastrointesti-
nales y un manejo inadecuado del hierro biodisponible de
la dieta. Asi, cursan con disminucion de las reservas tota-
les de hierro, por lo que la disponibilidad de marcadores
diagnéstico validados para ferropenia es una herramienta
fundamental en el manejo clinico (véase en Material
Suplementario - Cuadro 5. Los analitos que se considera
conveniente medir en el laboratorio, caracteristicas y
consideracion particulares)'s.

Se han desarrollado biomarcadores de la ferrocinética
(sideremia, saturacion de transferrina, ferritina) que son
de uso cotidiano. Ademas, se ha examinado el papel bio-
marcador del receptor soluble de transferrina (sTfR) y la
hepcidina. Ambos son prometedores pero requieren mas
investigacion para establecer la mejor forma de uso en
la anemia por ERC. También requeriran el desarrollo de
plataformas de analisis estandarizadas y de bajo costo'®.

3.2 Marcadores predictivos

Lahemoglobina glicosilada (HbA 1¢) (') no es un marcador

bioquimico util en pacientes con ERC ya que:

* la elevada concentracion plasmatica de urea acorta la
vida media de los eritrocitos y también deriva en la
formacion de hemoglobina carbamilada que interfiere
en la glicosilacion de la hemoglobina,

« las transfusiones modifican los valores,

* la administraciéon de EPO induce la produccion de
nuevos globulos rojos.

La albuimina glicosilada, en cambio, parece ser un para-

metro que predice mejor las fluctuaciones de glucosa en

pacientes diabéticos con ERC.

Se requiere investigacion adicional para encontrar marca-

dores de control glucémico alternativos que podrian verse

menos afectados por el milieu de la uremia.

La anemia también se considera un indice de inflamacion

cronica y mala nutricion. En pacientes diabéticos con

ERC y anemia, los valores mas altos de proteina reactiva

C se asociaron con un mayor riesgo de enfermedad renal

terminal futura'.

3.3 Marcadores terapéuticos

La conexina 43 (Cx43) es la mas expresada dentro de una
familia de proteinas que establecen puentes de comuni-
cacion intercelulares distribuidos por todos los tejidos®.
Estas proteinas participan en la formacion de uniones en
hendidura (o gap junctions), que comunican el citoplasma
de dos células adyacentes. Asi, permiten la comunicacion
mediante el intercambio de mediadores quimicos de
bajo peso molecular (iones Ca*", Na*, etc.) y segundos
mensajeros (AMPc, IP3, etc.). Ademas, los conexones no
acoplados pueden permitir la comunicacion entre la célula
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y el medio extracelular (véase en Material Suplementario
- Cuadro 6).

Las conexinas estan implicadas en una amplia variedad
de funciones fisiologicas:

* Crecimiento celular

* Secrecion glandular

» Homeostasis vascular y angiogénesis

* Proliferacion

* Desarrollo 6seo

* Morfogénesis cardiaca

* Funcion glial y migracion neuronal

e Respuesta inflamatoria.

La inhibicion en la funcion de las conexinas podria tener un
papel antiinfimatorio en algunas patologias. Para prevenir la
sefializacion de Cx43 se usaron, como abordajes terapéuticos,
oligonucle6tidos antisentido (AS-ODN) y péptidos miméti-
cos de conexina, disefiados para imitar secuencias en bucles
extracelulares o intracelulares de proteinas conexina®.

Se demostrd que la inhibicion de Cx43 por los AS-ODN
amortigua las respuestas inflamatorias y promueve repara-
cion tisular en el sistema nervioso central, piel, corazon y
endotelio vascular. También inhibi6 la inflamacion renal,
la fibrosis y preservo de manera eficaz la funcion renal en
los modelos animales de ERC?.

Los péptidos miméticos de la conexina son bloqueadores
especificos; GAP19 (bloqueador del hemicanal) y GAP26
(bloqueador de la unién brecha) dificultaron las respuestas
inducidas por el factor de crecimiento tumoral B en las
células tubulares y previnieron los cambios en el citoes-
queleto y la apoptosis en los podocitos.

Como conclusion, la Cx43 fue identificada como un nue-
vo mediador de la enfermedad renal involucrado en pro-
cesos centrales de inflamacién y fibrosis. Su inhibicion,
incluso después del inicio de la enfermedad, fue capaz
de atenuar el dafio renal y preservar la funcion renal en
modelos animales de ERC vascular, tubular y glomerular;
constituyéndose en un blanco terapéutico promisorio?.

DISCUSION

La ERC es una patologia progresiva cada vez mas frecuen-
te, a medida que se prolonga la expectativa de vida de la
poblacion en general. Entre las comorbilidades asociadas
se encuentran anemia, diabetes, hipertension y obesidad.
Su diagnostico y seguimiento terapéutico se convirtid en
un verdadero desafio clinico por su prevalencia. La apari-
cion de la r-HuEPO (eritropoyetina recombinante humana)
de primera y segunda generacion es un hito biotecnologico
en el tratamiento de la anemia asociada a ERC.

Las bioterapias, en especial las MSC, son una alternativa
terapéutica biotecnoldgica para las nefropatias en vias de
evaluacion. Los estudios en animales han demostrado
efectos renoprotectores mediados por las vias paracrinas
y troficas. Los efectos inmunomodulador y antiinfla-
matorio del tejido afectado serian responsables de los
resultados obtenidos.
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Otro aporte de la biotecnologia al tratamiento de las enfer-
medades renales —en evaluacion— es la manipulacion de la
microbiota intestinal. Se ha propuesto que la modulacion
de la microbiota en la ERC podria disminuir la concen-
tracion de toxinas urémicas derivadas del intestino; el uso
de prebidticos y probidticos y de bacterias genéticamente
modificadas mostraron resultados interesantes, para cons-
tatarse en ensayos mas exhaustivos.

Se han desarrollado biomarcadores para guiar las decisiones
clinicas en el tratamiento de la deficiencia de hierro y se
han ido optimizando segun la naturaleza y el estadio de las
comorbilidades asociadas en cada paciente. Los pacientes
con ERC, diabéticos y con anemia constituyen un grupo
de mayor complejidad para seguir su evolucion clinica; la
albiimina glicosilada pareceria ser un mejor parametro que
los marcadores convencionales para monitorizar el com-
portamiento a largo plazo de las fluctuaciones de glucosa

Vol 40 | N° 3 | Septiembre 2020

Por tltimo, el conocimiento de la participacion de un grupo
de proteinas de comunicacion intercelular (las conexinas) en
la ERC ha llevado a proponer su silenciamiento a través de
la administracion de oligonucléotidos antisentido y péptidos
miméticos, con resultados exitosos en animales.

La Biotecnologia es el resultado del conocimiento transdis-
ciplinario que colabora en el estudio de la fisiopatologia de
las enfermedades, en su diagnostico y seguimiento y en el
tratamiento. Tal es el caso para las enfermedades renales.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Cuadro Suplementario 1. Criterios minimos para definir células estromales mesenquimales humanas'’

Caracteristica Porcentaje
Adherencia al plastico en condiciones de cultivo estandar 100%
Positivos para antigenos ausentes en la mayoria de las células hematopoyéticas, tales como > 95%
+ CD105,

+ CD73,

+ CD90

+ CD45 (leucocitos), < 2%
+ CD34 (progenitor hematopoyético),

+ CD14 o CD11b (monocitos y macréfagos),

+ CD79a o CD19 (células B),

+ HLA-DR (células y linfocitos presentadores de antigenos)

Potencial de diferenciacion en adipocitos, condrocitos y osteoblastos 100%

Cuadro suplementario 2. Resumen de estudios clinicos concluidos en trasplante renal®®

Estudios clinicos para trasplante de rifion

1. Se utilizaron altas dosis de células madre
de sangre periférica derivadas de donante en
receptores pediatricos en combinaciéon con
ciclosporina A y prednisolona

2. Se administré doble infusién de BM-MSC
autologa a receptores de aloinjertos con
rechazo subclinico

3. Se realizé una infusidon de MSC autodloga,
junto con dosis estandar y bajas de inhibi-
dores de la calcineurina. Un grupo adicional
recibié anticuerpos contra el receptor de
IL-2 y dosis estandar de inhibidores de la
calcineurina

4. Se infundieron las BM-MSC derivadas de
donantes en receptores de trasplantes de
donantes vivos. Los pacientes fueron tra-
tados adicionalmente con Alemtuzumab sin

mantenimiento con esteroides

Después de 18 meses de observacion, hubo 100% de supervi-
vencia del injerto, funcion renal sostenida y baja incidencia de

infecciones oportunistas?

Se observé una inhibicién de la inmunidad especifica del donan-
te en 5 de los 6 pacientes tratados seis meses después de la
infusion celular?

Los resultados mostraron que los pacientes que recibieron MSC
tuvieron menor incidencia de rechazo agudo, menor riesgo de
infecciones oportunistas y mejoria de la funcién renal después
de un aflo, en comparacién con los pacientes infundidos con el

anticuerpo del receptor IL-24

Esta combinacion no pudo inducir tolerancia y mostrd una su-

pervivencia subdptima del injerto®
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Figura suplementaria 1. Células madre estromales como
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terapia celular en enfermedades renales, principales

mecanismos de accion observados en estudios preclinicos y clinicos®

IRA
inducido
por
isquemia/

Disminuye la apoptosis
Aumenta:

e Proliferacién de células tubulares
¢ Funcion y morfologia renal

Enfermeda
drenal
poliquistica

Disminuye:
¢ La deposicion de matriz extracelular
e La relacidn albumina urinaria/ creatinina

Transplante

renal

reperfusidn

inducido

cisplatino

Disminuye:

¢ La necrosis tubular aguda

¢ La activacién y migracion de macréfagos
e La fibrosis intersticial

¢ La formacion de miofibroblastos

IRA

por

Disminuye:

e El aclaramiento de creatinina

¢ La fibrosis peritubular y la glomerulo esclerosis
e E| peso renal

Aumenta: La densidad vascular cortical y medular

Nefropatia
diabética

Suprime la activacion de los linfocitos T
Disminuye la fibrosis intersticial
Aumenta:

¢ La viabilidad y la supervivencia del trasplante
e Los linfocitos Treg y FOCP3+

Cuadro suplementario 3. Toxinas urémicas derivadas del intestino y su mecanismo de accion’

Toxina

Accion

Indoxil sulfato:

P-cresol:

Oxido de N- trimetil amina (TMAO del inglés Trimethyla-

mine N-oxide):

incrementa la expresion de genes relacionados con la fibrosis
tubular endotelial, adrtica, calcificacion del endotelio vascu-
lar, dafio celular y disminucion en la produccion de EPO vy el
recambio dseo

genera fibrosis renal, estrés oxidativo, incrementa las cito-
quinas inflamatorias, inhibe la proliferacion del endotelio e

incrementa la permeabilidad del endotelio.

estd asociado con aumento del riesgo de la mortalidad en

los proximos 5 afios en pacientes con ERC.
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Cuadro suplementario 4. Algunos de los productos que favorecen el crecimiento de la microbiota intestinal y que podrian cumplir
con un potencial efecto terapéutico”

PROBIOTICOS:

Son microorganismos Vivos
que, administrados en can-
tidades adecuadas, le con-
fieren un beneficio saludable

Lactobacillus acidophilus  El tratamiento via oral en pacientes con hemodialisis resulté en una
disminucidn de las concentraciones séricas de dimetilamina, una toxina
urémica potente

Bacterias genéticamente modificadas que producen determinadas molécu-

las terapéuticas o que actlen en la remocion de las toxinas del organismo

Bacterias inteligentes:
Escherichia coli DH5,

al huésped productora de ureasa La administracion via micro capsulas de de escherichia coli DH5, produc-
tora de ureasa, redujo el nitrégeno ureico en sangre de ratones urémicos.
PREBIOTICOS: La inulina La inulina promueve el crecimiento de especies de bifidobacteria, clos-

Son ingredientes de los ali-
mentos que no pueden ser
digeridos en el tracto gas-
trointestinal y tienen un
efecto benéfico mediante la
intervencion selectiva en el
crecimiento de determinado
tipo de bacterias en el colon.

DIETAS RICAS EN FIBRAS:
Las dietas altas en fibras
restauran la microbiota in-
testinal.

Almiddn resistente

Inhibidor de la a-glicosidasa  Acarbosa

del intestino delgado

El fructo-oligosacarido

Oligofructosa de inulina

tridium y enterobacterias y disminuye el crecimiento de bacterias pro-
teoliticas.

El uso de prebidticos en la alimentacion de ratas urémicas mejord el acla-
ramiento de creatinina y redujo la inflamacion renal y la fibrosis.

Pequefios ensayos en pacientes en hemodialisis han demostrado que la
suplementacion con oligofructosa de inulina y almidén resistente redujo
significativamente los niveles circulantes de sulfato de indoxilo y de p-
cresilo. La evaluacién de una dieta de control en comparacién con una
dieta alta en fibra o suplementada con acetato, en ratones tratados con
exceso de mineralocorticoides disminuyo6 la disbiosis intestinal, ademas
de reducir significativamente la presion sistdlica y diastdlica, la fibrosis
cardiaca y la hipertrofia ventricular izquierda.

En ratas con ERC se observd que la dieta alta en almiddn resistente retarda
la progresion de la enfermedad

El suministro de carbohidratos no digeridos a las bacterias coldnicas
demostrd reducir significativamente los niveles de p-cresol en la orina,

plasma y heces.

Cuadro suplementario 5. Analitos que se considera conveniente medir en el laboratorio, caracteristicas y consideracion particulares®2

Concentracidén corpuscu-
lar media de hemoglobina
(CCMH) Porcentaje de globu-
los rojos hipocromicos (GRH)

Saturacién de transferrina
(Tsat)

Contenido de hemoglobina en
reticulocitos

Ferritina sérica

Son eritrocitos con una CCMH inferior a 28 g/dL.
Con un umbral de diagndstico del 6%

La transferrina es una glicoproteina con dos
dominios de unidn al hierro y es sintetizada por
el higado. Es el vehiculo mas importante para
transportar hierro a las células y prevenir la toxi-
cidad de los radicales libres mediada por el hierro.

En condiciones eritropoyéticas normales, los
eritrocitos jovenes (reticulocitos) se liberan de
la médula d6sea a la circulacién y se convierten
en eritrocitos maduros después de varios dias.
El contenido de hemoglobina (CHr) de los reti-
culocitos, brinda informacion sobre un cambio a
corto plazo en el estado del hierrot®

Varios estudios analizaron la variabilidad bio-
légica y analitica®'! y concluyeron que, debido
a su gran variabilidad bioldgica, las mediciones
Unicas tienen un valor diagnéstico limitado en la
evaluacion del estado de hierro en pacientes con
ERC y no deben utilizarse para guiar las decisio-
nes clinicas relacionadas con el tratamiento de
la deficiencia de hierro.

Se encontr6 que el porcentaje de GRH era supe-
rior a otros indices de hierro en la deteccidn de la
deficiencia de hierro. Pero su utilidad clinica se ve
comprometida cuando las muestras se envian a
laboratorios centralizados, debido a que los eritro-
citos pueden expandirse en el almacenamiento®

En la atencion de pacientes con ERC, el TSat bajo
(<20%) combinado con ferritina sérica baja es
diagndstico de deficiencia absoluta de hierro. Un
TSat bajo combinado con ferritina sérica normal
o elevada es un diagndstico de deficiencia fun-
cional de hierro®

Se realizaron varios estudios y se determiné que
la variabilidad bioldgica y analitica de CHr fue
significativamente menor que la de la ferritina
sérica y el TSat®

En la practica clinica, este marcador se mide a
intervalos trimestrales tanto en pacientes con
ERC sin dialisis como en pacientes dependientes
de didlisis'?
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Cuadro suplementario 6. Funciones fisiopatoldgicas descriptas para Cx43 en modelos in vivo de enfermedad renal

cronica'®

-Modelo con glomerulonefritis inducida por el
suero nefrotdxico:

Cx43 media la sefializacién purinérgica para conducir el

fenotipo mesenquimal/migratorio de los podocitos y la

apoptosis, los ratones Cx43 +/- muestran una funcién y
estructura renal preservada

— -Modelo en Zucker rats:

La expresion de Cx43 aumenta y se asocia a inflamacion

renal

-Modelo con glomerulopatia relacionada con la
obesidad:

La expresion de Cx43 estd regulada al alza en glomérulos

(up regulation)

en en modelos in vivo con ERC:

L—  -Modelo anti-thy 1.1 de nefritis mesangial:

La expresion de Cx43 estd regulada al alza en podocitos
pero disminuida en las células mesangiales

Funciones fisiopatoldgicas para Cx43
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