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CKD-MBD

Definicion de CKD-MBD

El rifidn es el responsable de la excrecion de calcio y fosforo, es el 6rgano donde se activa
la vitamina D y es diana de hormonas fosfaturicas como el Fibroblast Growth Factor 23
(FGF23) y la paratohormona (PTH), ésta dltima implicada también en la regulacion del
calcio sérico. La enfermedad renal altera estas funciones, por lo que los pacientes con
enfermedad renal crénica (ERC) estadio 2-3 desarrollan mecanismos compensatorios en
forma de elevacion de PTH y FGF23 y descenso de calcitriol para mantener los valores de
calcio y fosforo dentro o cerca de la normalidad. A medida que progresa la ERC estos
mecanismos no son suficientes y dan lugar al desarrollo de alteraciones del metabolismo
mineral 6seo (MMO) asociadas a la ERC, cuyo término anglosajon es Chronic Kidney
Disease Mineral Bone Disorders (CKD-MBD).

La entidad CKD-MBD se refiere a una constelacion de alteraciones del MMO que tienen
lugar exclusivamente en los pacientes con enfermedad renal y que incluyen alteracion de
niveles sanguineos de calcio, fosforo, PTH y vitamina D; alteraciones en la formaciéon y el
remodelado 6seo que conllevan modificacién de la linea de crecimiento (nifios) y
desarrollo de fracturas (adultos); y calcificacion de tejidos blandos y arterias'.

Las guias elaboradas y publicadas en 2009 para el diagndstico, evaluacion, prevencion y
tratamiento de las alteraciones del MMO asociado a la ERC fueron llevadas a cabo por un
grupo internacional de expertos (Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO)
CKD-MBD Work Group) tras una revision rigurosa de la evidencia cientifica disponible'.
Debido a la falta de ensayos clinicos aleatorizados, muchas de las recomendaciones de
estas guias son débiles y han sido posteriormente comentadas por diferentes grupos>.

Las recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Nefrologia para el manejo de las
alteraciones del MMO en los pacientes con ERC fueron publicadas en 2011*.

Posteriormente, en el afio 2013, un grupo de expertos de la KDIGO se reunié en Madrid
para repasar la nueva evidencia cientifica disponible desde 2009 y asi identificar los
puntos de la guia que necesitaban ser revisados®. Concluyeron que, aunque la mayor
parte de las recomendaciones continuaban vigentes, un total de 12 recomendaciones
deberian ser reevaluadas.

Alteraciones presentes en CKD-MBD

Alteraciones parametros sanguineos relacionados con CKD-MBD:

El fosforo inorganico es filtrado por el rifidn y posteriormente el 70-80% es reabsorbido
en el tubulo proximal. A medida que progresa la ERC, el aclaramiento renal de fésforo se
ve comprometido y hormonas como el FGF23 y la PTH ayudan a su eliminacion
inhibiendo su reabsorcion renal.
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El FGF23 aumenta desde estadios iniciales de ERC en respuesta al aumento de la carga
corporal de fosforo para tratar de mantener sus niveles dentro de la normalidad. Para
ello aumenta la excrecion renal y disminuye la absorciéon intestinal del fosforo, esto
ultimo a través de la disminucidn de los niveles de calcitriol.

Dado que FGF23 precisa a Klotho como correceptor para ejercer su accion, el hecho de
que Klotho disminuya a medida que progresa la ERC da lugar a una resistencia a la
acciéon del FGF23, por lo que su producciéon 6sea aumenta cada vez mds para intentar
mantener los niveles de fésforo dentro de la normalidad® .

La vitamina D nativa es metabolizada en el rifidén por la enzima 1cthidroxilasa para dar
lugar a la vitamina D activa o calcitriol. La expresion de la 1cthidroxilasa se ve inhibida
por el FGF23 y estimulada por la PTH. El calcitriol aumenta la absorcién intestinal de
calcio y fésforo, aumenta la reabsorcion renal de fosforo, inhibe la produccion de PTH y
aumenta la de FGF23.

La disminucion de calcitriol en la ERC conlleva un aumento de la PTH por accién directa
e indirecta a través de la disminucion de la absorcién intestinal de calcio.

La hipocalcemia, el déficit de calcitriol y la hiperfosforemia estimulan la produccion de
PTH en la glandula paratiroidea, la cual estimula la produccion de calcitriol para que
aumente la absorcion intestinal de calcio y estimula la resorciéon 6sea para liberar calcio
del hueso. Dado que ambas acciones también aumentan los niveles de fosforo, la PTH
compensa esta accion disminuyendo la reabsorcion renal de fosforo directamente y a
través de la estimulacion de la produccion de FGF23.

Tanto la PTH como el FGF23 aumentan la excrecién renal de fésforo y parece que en
estados de hipocalcemia predomina la accion de la PTH y en estados de hiperfosforemia
e hipercalcemia predomina la accion del FGF23".

El FGF23, cuya produccion se ve estimulada por la PTH, intenta inhibir la produccién de
PTH. Sin embargo, en situacién de uremia disminuyen los receptores para FGF23 y
vitamina D en la glandula paratiroidea, por lo que la inhibicion de la PTH por estas dos
hormonas se ve afectada®
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Cuando los niveles sanguineos de
Calcio son bajos se estimula la
secrecion de PTH (1), la cual estimula a
su vez la sintesis de vitamina D activa
(2), que conlleva incremento de la
absorcion intestinal de calcio y fosforo
(3). La PTH también intenta combatir
la  hipocalcemia estimulando la
retencion renal de calcio (4) y el
recambio Oseo para liberar calcio del
hueso (5). FGF23 aumenta desde
estadios iniciales de ERC cuando la
carga de fosforo se ve incrementada sin
que necesariamente los valores de
fosforo en sangre sean altos (6). Con
intencién de disminuir la carga de
fésforo, FGF23 inhibe la sintesis de
vitamina D activa de manera directa
(7) e indirecta a través de la inhibicién
de la PTH-dependiente de Klotho (8) y
provoca la eliminaciéon urinaria de
fosforo (9). FGF23 es asimismo
estimulada por la vitamina D (10) y por
PTH (u), cerrando asi los ejes con feed
back negativo. Figura extraida de Hu
et al, Annu.Rev.Physiol 2013

De esta manera, los pacientes con ERC suelen presentar niveles altos de FGF23,

hiperparatiroidismo secundario (HPTS) y déficit de calcitriol para intentar mantener los

valores de calcemia y fosforemia dentro de la normalidad. A medida que progresa la ERC

estos sistemas fallan y los pacientes pueden acabar presentando también hipocalcemia e

hiperfosforemia.
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Alteraciones en el remodelado éseo:

El término osteodistrofia renal se refiere especificamente a la patologia del hueso en los
pacientes con ERC y es uno de los componentes de CKD-MBD.

La evaluacion de la osteodistrofia renal se lleva a cabo mediante la realizaciéon de una
biopsia ésea tomando muestra del hueso trabecular de la cresta iliaca previo doble
marcaje con tetraciclina 3 semanas y 3-5 dias antes de la biopsia. Las tetraciclinas se unen
a la hidroxiapatita y marcan el hueso para su posterior visualizacion a través de
microscopio de fluorescencia, de manera que la cantidad de hueso formada entre las dos
marcas de tetraciclina sirve para calcular el remodelado 6seo.

Clasicamente la osteodistrofia renal se clasificaba en osteomalacia, hueso adinamico,
hiperparatiroidismo moderado, osteitis fibrosa y osteodistrofia urémica mixta. Hoy dia se
realiza una evaluacion teniendo en cuenta el remodelado (turnover), la mineralizacién y
el volumen 6seo, de manera que se realiza la clasificacion TMV para la valoracién
histomorfométrica del hueso (T = Turnover; M = Mineralization; V = Volume). Con esta
clasificacion la osteomalacia entraria en las categorias de bajo remodelado,
mineralizaciéon anormal y volumen bajo ¢ medio; el hueso adindmico en bajo
remodelado, mineralizacion normal y volumen bajo; el hiperparatiroidismo moderado y
la osteitis fibrosa forman un continuum desde el remodelado medio al alto,
mineralizacién normal y volumen dependiente de la duracion de la enfermedad; y la
osteodistrofia mixta urémica tiene diferentes definiciones internacionalmente y podria
enmarcarse en alto remodelado, mineralizacién anormal y volumen medio’.

Los pacientes con ERC tienen un riesgo de desarrollo de fracturas mayor que la
poblacion general® y la incidencia de fracturas aumenta a medida que avanza la
enfermedad renal”. Después del trasplante renal, hasta una cuarta parte de los pacientes
trasplantados presentan fracturas dentro de los primeros 5 afios tras el trasplante”.

En los ultimos 20 afios, las estrategias de cribado y prevencion disminuyeron las fracturas
en la poblacion general. Sin embargo, en el mismo periodo la proporcién de fracturas se
ha duplicado en la poblacién con ERC *.

Por tanto es evidente que se debe realizar cribado en la poblacién con ERC, de la misma
manera que existe en la poblacidn general, para disminuir el desarrollo de fracturas. La
controversia estd en qué método de cribado utilizar.
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La absorciometria de rayos X dual (DXA) es, actualmente, el método estandar para
determinar la densidad mineral dsea (DMO). Se determina habitualmente en cuello
femoral, columna vertebral y radio distal, evitando el brazo de fistula arterio-venosa
funcionante®. La DXA es un método simple, rapido y no invasivo que utiliza una dosis
muy pequefia de radiacion y predice el riesgo de fractura en la poblacion general. Sin
embargo, nos proporciona informacion acerca de la cantidad pero no acerca de la calidad
del hueso y no distingue entre los diferentes tipos de osteodistrofia renal. La calidad del
hueso incluiria el remodelado, la microarquitectura y la mineralizacién, informacion que
obtenemos con la biopsia 6sea.

La biopsia dsea presenta un riesgo bajo, sin embargo es muy comun el disconfort y dolor
en la zona de la biopsia por lo que, se reserva para determinados casos. Las guias KDIGO
sugieren realizar biopsia 0sea en los pacientes con ERC E 3-5D en algunos escenarios
como son el desarrollo de fracturas sin causa filiada, dolor dseo persistente,
hipercalcemia y/o hipofosforemia sin causa filiada, sospecha de intoxicacion por
aluminio y previamente al inicio de tratamiento con bifosfonatos™*.

A pesar de ser el gold estandar, la realizacién de biopsias 6seas es inusual en muchas
partes del mundo debido a que, ademds de ser una técnica invasiva, el beneficio de la
misma pasa por tener un buen soporte a la hora de interpretar el resultado por parte un
histopatologo o nefrélogo debidamente entrenado®. Ademds, actualmente no existen
ensayos clinicos aleatorizados que nos den informacion acerca de qué estrategia
terapéutica llevar a cabo una vez conocido el resultado de la biopsia mas alla de evitar los
bifosfonatos si existiese bajo remodelado.

La tomografia computerizada cuantitativa periférica de alta resolucion (high resolution
peripheral quantitative computed tomography: HR-pQCT) proporciona informacién
acerca de masa dsea, geometria y mocroarquitectura trabecular y cortical, aunque no da
informacién acerca de remodelado o mineralizacién. Estudios transversales han
mostrado que la HR-pQT en radio distal y tibia da informacidn acerca del status de
fractura en pacientes con ERC" y precisamos de estudios prospectivos que nos informen
de si la HR-pQCT podria predecir el riesgo de fractura o si podria aumentar la
prediccion combinada con la DXA".

Las guias KDIGO del 2009 no recomiendan la realizacion de DXA de manera rutinaria en
los pacientes con ERC E 3-5D debido que la evidencia disponible en el momento de su
elaboracion en cuanto a prediccion de fractura en la poblacion con ERC era débil y
estaba basada principalmente en estudios de corte transversal'.

Desde la publicacién de las guias han surgido metaandlisis®® y nuevos estudios de
caracter prospectivo, demostrando que una menor densidad mineral 6sea medida por
DXA se asocia a un mayor riesgo de fractura en la poblacién con ERC predidlisis”, en
dialisis”® y trasplantados renales , por lo que se ha propuesto que esta recomendacion
sea revisada’.
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Biomarcadores como la PTH y la fosfatasa alcalina 6sea ayudan a realizar una evaluacion
indirecta no invasiva del estado dseo y por ello las guias recomiendan su mediciéon
rutinaria, dado pueden ser dtiles dando informacién sobre remodelado oseo
especialmente cuando sus valores son muy anormales. Otros marcadores de la sintesis y
degradacion del coladgeno no aportan informacién clinica adicional a la aportada por la
PTH vy la fosfatasa alcalina d6sea por lo que no se recomienda su medicién rutinaria,
aunque las guias animan a su uso en investigacion>

Las estrategias terapéuticas para la prevencion de fracturas en pacientes con ERC E 1-3
que no presenten hiperfosforemia o hiperparatiroidismo incluyen bifosfonatos’. Existe
evidencia cada vez mayor de que también se podrian incluir nuevas terapias aprobadas
ya para la poblacién general con osteoporosis, como son el denosumab®™ o el
teriparatide™, por lo que se ha propuesto la revision de esta recomendacion®.

Calcificacién de tejidos blandos:

La calcificaciéon extradsea es muy prevalente en la poblacién con ERC, siendo la
calcificacion vascular la mas temida por estar relacionada con morbilidad cardiovascular
y mortalidad™.

Los pacientes con ERC presentan calcificacion vascular en mayor medida que la
poblacion general®, con prevalencias descritas del 47-80% en pacientes con ERC y de
>80% en los pacientes en didlisis™.

La edad y el tiempo en didlisis son factores relacionados y se ha propuesto que también
los niveles de fésforo y el uso de quelantes del fésforo célcicos se podrian relacionar con
el grado de calcificacidon vascular***.

La calcificacién vascular presente en los pacientes con ERC puede afectar a la capa
intima, la capa media arterial o ambas. La capa intima arterial estd formada por células
endoteliales y la calcificacion a este nivel se asocia con dislipemia, inflamacién y
aterosclerosis, pudiendo dar lugar a ruptura de la placa de ateroma y oclusion arterial
aguda. La capa media arterial estd formada por células del musculo liso vascular y la
calcificacion a este nivel suele ser secundaria a diabetes mellitus o ERC. Clasicamente
conocida como arteriosclerosis de Monckeberg, la calcificacién de la capa media es la
mas especifica de la ERC*®.
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Inicialmente se pensaba que la calcificacion vascular asociada a la ERC era un proceso
pasivo en el que la alteracion de la homeostasis del calcio y fésforo daba lugar a la
precipitaciéon y depdsito de los mismos en la pared vascular. Actualmente sabemos que,
aunque las alteraciones del calcio y fésforo juegan un papel importante en la
calcificacion vascular, se trata en realidad de un complejo proceso activo en el que las
células del musculo liso vascular presentan un cambio fenotipico a células de estirpe
osteogénica. De esta manera, pierden sus propiedades contractiles para pasar a producir
una matriz coladgena sobre la que se incorporan calcio y fésforo que mineralizan en
cristales de hidroxiapatita. Este proceso tiene lugar en un ambiente en el que
predominan factores favorecedores (alteraciones en la homesotasis de calcio y fésforo,
toxinas urémicas, inflamacidn, estrés oxidativo) sobre factores inhibidores de la
calcificacién (fetuina A, matrix GLA protein, ostepontina entre otros)***.

La técnica disponible para cuantificar la calcificacion vascular de manera mas sensible es
la tomografia computerizada multicorte (multislice computed tomography, MSCT) o por
haz de electrones (electron beam computed tomography, EBCT). La cuantificacién de la
calcificacién coronaria con estas técnicas mediante el indice de Agatston® se ha
relacionado con eventos cardiovasculares y mortalidad en la poblacién general y en la
poblacion con ERC**°.

Otras técnicas como la ecocardiografia pueden cuantificar la calcificacién valvular y las
radiografias simples ofrecen informaciéon semicuantitativa del grado de calcificacién en
arterias de mayor calibre. El indice de Kauppila mide la calcificacion de la aorta
abdominal® y el indice de Adragao mide calcificacion en pelvis y manos.*

Dado el elevado coste que supone la realizacion de tomografias y la buena correlacién
objetivada entre las radiografias laterales de aorta abdominal y la EBCT, las guias
sugieren la realizacion de radiografias laterales de abdomen y un ecocardiograma a
pacientes con ERC E 3-5D para detectar calcificacion vascular y valvular como alternativa
a la tomografia, si bien no recomiendan su realizacion de forma rutinaria”?

Los pacientes con calcificacidon vascular/valvular moderada o severa serian considerados
pacientes de alto riesgo, si bien no existe evidencia en cuanto a qué estrategias
terapéuticas utilizar en estos pacientes mas alla de la sugerencia de reducciéon de los
quelantes del fésforo calcicos o control de otros factores de riesgo cardiovascular™.

En cuanto al trasplante renal, los estudios publicados hasta el momento no acaban de
concluir si la calcificaciéon vascular progresa mas lentamente en los pacientes
trasplantados renales comparados con los pacientes en dialisis**.

Dado que falta evidencia acerca de cémo una modificacion de tratamiento tendria un
impacto favorable en los pacientes identificados con calcificacién vascular, algunos
grupos no recomiendan realizar cribaje de calcificacion vascular en pacientes con ERC?*
mientras que otros recomiendan realizarlo para al menos tomar medidas que reduzcan
su riesgo cardiovascular* o para reducir o retirar quelantes del fosforo célcicos®.

12
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Se ha observado que casi la totalidad de los pacientes incidentes en didlisis que no
presentan calcificacion vascular en el momento basal contintan sin desarrollar aparicién
o progresion de la calcificacion vascular a lo largo de 18 meses de seguimiento y que la
progresion de la calcificacidon vascular depende sobre todo de la calcificacion presente en
el momento basal®?*. Un hecho destacable es que en las distintas series con seguimiento
prospectivo de pacientes con ERC, existe siempre un 20-50% de pacientes que no
presentan calcificaciéon en el momento basal ni durante el seguimiento®?. La razén por
la cual estos pacientes no desarrollan calcificacidn arterial es desconocida.

Estas observaciones nos plantean la necesidad de identificar cudles son los factores que
llevan al desarrollo inicial de la calcificacidn vascular para actuar de manera precoz sobre
ellos antes de que la calcificacion vascular se establezca ya que, una vez establecida, no
disponemos actualmente de estrategias terapéuticas para frenar su progresion.

Cada vez existe mayor informacién y conocimiento de los factores implicados en la
calcificacion vascular, lo cual abre las posibilidades de nuevas terapias. Las vitaminas D y
K parecen jugar algun papel en la regulaciéon de la calcificacién y drogas como el
tiosulfato sodico, los bifosfonatos y los calcimiméticos podrian tener efectos beneficiosos
sobre la calcificacidon extradsea *.

Otro paradigma de la calcificacion extraesquelética es la arteriolopatia urémica
calcificante (CUA) o calcifilaxis. La CUA es un trastorno vascular poco frecuente pero
potencialmente mortal que afecta casi exclusivamente a los pacientes con ERC con una
incidencia del 1% anual y la prevalencia en hasta un 4%. Se caracteriza por la progresiva
calcificacion de los vasos pequerios y el desarrollo de necrosis isquémica de los tejidos
blandos y la piel, siendo una afeccién muy incapacitante y de alta letalidad con una tasa
de mortalidad del 60-80%. Los factores de riesgo son la hiperfosfatemia, obesidad,
género femenino, largo tiempo en didlisis, uso de anticoagulantes orales inhibidores de la
vitamina K e hipoalbuminemia. Los tratamientos potenciales son el control de los
factores precipitantes, la paratiroidectomia, el cese de los quelantes del fosforo calcicos,
optimizacion de la pauta de didlisis, terapia con camara hiperbarica, tiosulfato sédico,
calcimiméticos y bisfosfonatos®*. Dada la baja prevalencia de esta entidad, no existen
ensayos clinicos aleatorizados para ninguno de los tratamientos propuestos. Es necesaria
la organizacién comun entre distintos centros y paises para el manejo de la CUA de cara
a mejorar nuestro conocimiento de la entidad y de su manejo, para lo cual ya se estan

llevando a cabo distintas iniciativas®3®.

Tratamiento de las alteraciones del MMO en ERC

El tratamiento de las alteraciones del MMO asociadas a la ERC va dirigido sobre todo a la
correccion de la hiperfosforemia y del HPTS.

Para el control de la hiperfosfatemia se recomienda dieta baja en fosforo junto con
tratamiento con quelantes del fésforo'. Aunque la hiperfosfatemia estimula la secrecion
de PTH?, la correccién de la misma no suele ser suficiente para el control del HPTS.
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Los ARVD reducen los valores de PTH en ERC en mayor medida que la vitamina D
nutricional® y son el tratamiento de eleccion para el control inicial del HPTS'.

El calcitriol es el primer ARVD sintético que demostrd disminuir significativamente los
niveles de PTH en pacientes con ERC*. Sin embargo, la utilidad clinica de los ARVD se
ve limitada por el hecho de que aumentan la absorcion intestinal de calcio y fosforo, por
lo que se deben se deben monitorizar los valores de calcio, sobre todo si se estan
utilizando concomitantemente quelantes del fosforo calcicos.

Nuevos activadores selectivos del receptor de la vitamina D, como paricalcitol (19-nor-
1,25-dihidroxivitamina D2) o maxacalcitol (22-oxa-1,25-dihidroxivitamina D3) han
mostrado menor elevacion del calcio sérico.

A medida que progresa la ERC, disminuyen los receptores para la vitamina D en la
glandula paratiroidea hiperplasica®*, lo que provoca una menor sensibilidad de la
glandula a la accién inhibitoria de los ARVD. Por tanto, es un tratamiento efectivo en
pacientes con HPTS leve-moderado pero pierde efectividad en el HPTS severo.

El cinacalcet es un modulador alostérico del receptor sensible al calcio presente en la
membrana de la célula paratiroidea, aprobado para el tratamiento del HPTS en pacientes
en didlisis, en el carcinoma de paratiroides y en el hiperparatiroidismo primario.

Varios ensayos clinicos han demostrado que el cinacalcet es efectivo reduciendo los
valores de PTH séricos junto con disminucion de calcemia y fosfatemia en pacientes con
HPTS moderado-severo®*. La combinacion de cinacalcet y ARVD consigue un adecuado
control del HPTS junto con unos niveles aceptables de calcio y fosfato séricos®.

El cinacalcet es ademads efectivo en pacientes con hiperplasia severa de glandulas
paratiroideas “° y se ha convertido en una alternativa a la paratiroidectomia*. Se ha
utilizado también como tratamiento fuera de guia para la hipercalcemia secundaria al
hiperparatiroidismo persistente post-trasplante renal *4,

Sin embargo, en ocasiones el control del HPTS requiere dosis altas de cinacalcet, que no
siempre se pueden alcanzar debido a los efectos adversos gastrointestinales (nduseas y
vOmitos), en cuyo caso la alternativa es la paratiroidectomia.
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Peculiaridades CKD-MBD en Trasplante Renal

Trasplante renal

El trasplante renal (TR) conlleva tremendos beneficios para los pacientes con ERC al
mejorar su calidad y esperanza de vida®™'.

En Espafia existe una elevada tasa de donaciones de rifiones procedentes de donante
cadaver comparado con el resto de Europa. Sin embargo, el tiempo medio de espera
continua siendo largo para los receptores y por ello se fomenta cada vez mas la donacion
de rifiones procedentes de donantes vivos®”.

En Espana, de 2007 a 2013 el nimero de trasplantes renales se ha incrementado un 15,4%
de 48,9 pacientes por millon de poblaciéon (pmp) a 54,2 pmp siendo el incremento en su
mayor parte producido por el aumento de la donacién de vivo y de la utilizacion de
organos procedentes de donantes fallecidos en asistolia®®. Durante 2013 se realizaron en
Espafa 2552 trasplantes renales de los cuales 320 (14,97%) fueron de donante vivo y 200
(7,8%) de donante fallecido por criterios circulatorios y respiratorios (asistolia)*.

El TR de donante vivo acorta las listas de espera, tiene un buen pronéstico a largo plazo y
permite, en mayor medida que el trasplante de cadaver, la posibilidad de realizar el
trasplante previamente a la entrada en didlisis.

El TR anticipado o predidlisis, conocido en la terminologia anglosajona como preemptive
kidney transplant, ha demostrado disminuir la comorbilidad y mejorar el pronéstico de
los receptores a largo plazo *>*.

La realizacion de un TR anticipado previa entrada en dialisis es una opcion cada vez mas
frecuente. En 2013 en Espana el 4,2% (238 pacientes) de los pacientes con ERC avanzada
recibieron un TR anticipado como primera opcion de terapia renal sustitutiva cuando en
2007 este porcentaje fue del 1,7% (96 pacientes). En Catalufia se observa la misma
tendencia pasando de un 4,2% en 2007 a un 7,2% en 2013,
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Persistencia de alteraciones del MMO tras el TR

Las alteraciones del MMO presentes en los estadios avanzados de ERC no desaparecen
sino que preceden a las alteraciones presentes tras el trasplante.

El injerto renal responde de manera distinta que el riiidn enfermo a las elevaciones
persistentes de FGF23 y PTH provocando en ocasiones alteraciones de novo como son la
hipercalcemia y la hipofosforemia.

Existe una enorme heterogeneidad entre receptores debido a las diferentes alteraciones
del MMO previas al trasplante, el tratamiento inmunosupresor recibido y la evolucion de
la funcidn renal, que no siempre se recupera completamente.

Asimismo, también hay que diferenciar entre el post-trasplante renal de los meses
inmediatamente posteriores al trasplante, caracterizado por alteraciones bioquimicas
severas y disminucion de la densidad mineral dsea, y el post- trasplante renal tardio, mas
influenciado por el filtrado glomerular.

Es importante tener en cuenta que las alteraciones del MMO en el TR tienen lugar en
pacientes que presentan dafio previo en hueso y tejidos blandos debido a las alteraciones
MMO previas al trasplante, que recibirdn terapia inmunosupresora a largo plazo que
muchas veces incluyen corticoides, que pueden requerir dosis altas de corticoides si
presentan episodios de rechazo y cuya funcion renal podria ir deteriorandose de manera
progresiva o abrupta.

Aunque existe controversia, varios estudios indican que las alteraciones del MMO
presentes en la ERC o en el TR temprano influyen sobre la evolucidn del injerto o la
mortalidad de los receptores®>® y que contribuyen al desarrollo de alteraciones dseas
post-trasplante®.

Estos hallazgos destacan la importancia del inicio de las medidas profilacticas desde el
momento del trasplante con el objeto de evitar el desarrollo de patologia 6sea y sobre el
injerto renal.

Es por todo ello que el periodo post-trasplante se debe considerar una época particular
en la historia natural de las alteraciones del MMO propias de la ERC y requiere ser
investigada.

Alteraciones parametros sanguineos relacionados con CKD-MBD en el TR:

Tras el trasplante renal puede desarrollarse hipofosfatemia e hipercalcemia debido en
muchas ocasiones a persistencia de la elevacion de FGF23 y del hiperparatiroidismo
secundario.

Las fluctuaciones en el calcio y fosforo séricos requieren inicialmente monitorizacion
semanal hasta su estabilizacién™*
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Fosforo: La hipofosfatemia post-trasplante es una entidad conocida y ampliamente
estudiada® que puede llegar a ocurrir hasta en un 90% de los casos segtin las series. Esta
complicacién, que en ocasiones llega a ser grave alcanzando fosfatemia < 1,5 mg/dL, se
habia atribuido, tradicionalmente, a la persistencia del HPTS tras el trasplante aunque se
ha constatado que la persistencia de valores séricos altos de FGF23 podrian ser los
responsables® %,

Si bien la fosfatemia suele normalizarse en los tres primeros meses post-trasplante, se ha
descrito que en hasta un 39% de los casos persiste a los 6 meses posTR®.

La hipofosfatemia de las primeras semanas del trasplante se ha asociado a debilidad
muscular® y al depédsito de complejos fosfato calcico en el injerto renal®, hechos estos
independientes de los niveles de PTH , y que podrian conllevar pérdida de masa désea con
un incremento del ndmero de fracturas y de disfuncién del injerto renal,
respectivamente.

La hiperfosfatemia, mds frecuente en pacientes trasplantados de larga evolucion, se
asocia con mortalidad en pacientes trasplantados renales®.

Calcio: La hipercalcemia es un hallazgo frecuente en los pacientes con TR funcionante,
con una prevalencia que oscila entre el 5y el 66 % segtn las series®®®. Estas diferencias
de prevalencia se deben al hecho de considerar distintos valores de corte como
diagnosticos de hipercalcemia, el que se considere el valor sérico de calcio i6nico o de
calcio total, corregido o no por albumina o el periodo de tiempo considerado, ya que la
prevalencia de la hipercalcemia va disminuyendo a medida que pasa el tiempo desde el
TR.

Por lo general, la prevalencia de la hipercalcemia se ha descrito como mucho mas
elevada durante los tres primeros meses después del TR, descendiendo de forma
progresiva hasta el primer afio para mds adelante permanecer practicamente estable en
torno al 5-10 %%,

Los mecanismos fisiopatoldgicos sugeridos como responsables de la hipercalcemia post-
trasplante son una mayor reabsorcion tubular de calcio y una mayor resorcion osea
mediadas por la accion de la PTH junto con una mayor absorcion intestinal de calcio
debida a un aumento de calcitriol™.

Algunos grupos han observado que la hipercalcemia parece estar en relacién con la
presencia de microcalcificaciones en el injerto renal, aunque se han obtenido distintos
resultados en cuanto a si existe o no influencia sobre el pronéstico del injerto renal®®”.
PTH: Conviene diferenciar entre el hiperparatiroidismo presente en el post-trasplante
renal inmediato, denominado también hiperparatiroidismo refractario o terciario
(HPTT), del hiperparatiroidismo secundario asociado al deterioro del filtrado glomerular
presente en algunos pacientes trasplantados renales.
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El HPTT se caracteriza por ir precedido de un HPTS severo pre-trasplante y por provocar
hipercalcemia e hipofosforemia en presencia de un injerto renal funcionante. Por el
contrario, el HPTS presente en pacientes trasplantados con cierto grado de insuficiencia
renal, se suele asociar con hipocalcemia, hiperfosfatemia y déficit de vitamina D.

El HPTT es debido a que la glandula paratiroidea hiperpldsica’ contintia produciendo
PTH de manera autéonoma. Durante los primeros 3-6 meses post-trasplante los valores
de PTH suelen dirminuir rapidamente (>50%) debido a una reduccion en la glandula
hiperplasica” seguida de un descenso mas gradual atribuido probablemente en una
involucién glandular mas lenta®. Sin embargo, se ha descrito persistencia del
hiperparatiroidismo en el 30% de los pacientes trasplantados con FG > 30 ml/min un afio
después del trasplante®®®

Es la severidad del hiperparatiroidismo pre-trasplante la que influye en el desarrollo de
HPTT. Esta severidad no sélo viene determinada por los valores de PTH previos al
trasplante, sino también por los tratamientos requeridos para su control. La introduccién
del cinacalcet ha conllevado un mejor control del HPT secundario, con lo que ha
disminuido considerablemente el porcentaje de pacientes que llegan al TR con valores
séricos elevados de PTH. Los estudios de la era previa a la introduccion del cinacalcet
mostraban que los valores séricos elevados de PTH eran el predictor mas importante de
hipercalcemia postrasplante’. Tras la introduccién del cinacalcet se ha visto observado
que el uso de cinacalcet en dialisis y su retirada en el momento del trasplante influyen en
los valores de PTH y calcio sérico post-trasplante renal’>”°

El hiperparatiroidismo se ha asociado con riesgo de fractura”, progresidon de calcificacion
vascular’ y nefropatia crénica del injerto”. Por ello debe ser tratado requiriendo en
ocasiones la reintroduccién del tratamiento con cinacalcet o incluso la
paratiroidectomia”™

Vitamina D y FGF23: Tras el trasplante de érganos sélidos suelen existir niveles bajos de
de 25(OH)vitamina D*’, por lo que las guias KDIGO recomiendan la monitorizacién de
los niveles de vitamina D tras el trasplante renal y llevar a cabo las mismas estrategias de
reposicion que las recomendadas en la poblacién general en caso de déficit o
insuficiencia’.

Los valores de 1,25(0H)vitamina D tienden a recuperarse tras el trasplante renal®®
aunque algunos autores describen niveles por debajo de la normalidad en un 64% y 49%
de los pacientes a los 3 y 6 meses tras el trasplante, respectivamente®. Los valores de
1,25(OH)vitamina D parecen influidos por la PTH, FGF23 y funcion renal tras el
trasplante®.

FGF23 esta elevado en el momento del trasplante y en el post-trasplante renal inmediato
hasta alcanzar niveles comparables a la poblacién con el mismo filtrado glomerular al
afo postrasplante®
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Las variaciones de la vitamina D y el FGF23 en la ERC y el trasplante renal y su relevancia
clinica son tratadas con mayor profundidad mas adelante.

Papel de la medicacion inmunosupresora

La terapia inmunosupresora para evitar el rechazo del injerto renal incluye diferentes
combinaciones terapéuticas en funcion del riesgo inmunoldgico o vascular del injerto y
las caracteristicas del paciente. De esta manera los pacientes pueden recibir corticoides,
inhibidores de la calcineurina (ciclosporina o tacrolimus), antiproliferativos (azatioprina
o micofenolato) y/o inhibidores de la via mTOR (sirolimus o everolimus). En ocasiones
se asocia también terapia de induccién inicial con inmunoglobulinas o anticuerpos
monoclonales.

Los corticoides se asocian con el desarrollo de osteoporosis en receptores renales,
habiéndose evidenciado pérdida de hueso trabecular en los primeros 6 meses
postrasplante® ™. Las fracturas ocasionadas por los corticoides ocurren sobre todo en
regiones donde predomina el hueso trabecular, como la columna lumbar y el fémur
proximal, y pueden ser asintomaticas®. No obstante, no se ha podido evidenciar relacién
entre el uso de corticoides y el desarrollo de fracturas en pacientes trasplantados renales,
incluso en estudios de de mas de 6 afios de seguimiento™.

Los corticoides inhiben la formacion 6sea reduciendo la proliferaciéon e induciendo la

8889 y promoviendo la osteoclastogénesis®®. Ademas generan

apoptosis de los osteoblastos
un balance negativo de calcio al reducir su absorcién intestinal y aumentar su excreciéon
renal, con lo que empeoran el hiperparatiroidismo de estos pacientes® y favorecen el
desarrollo de hipogonadismo hipogonadotrdpico, lo cual empeora la pérdida de masa

Gsea®™?,

Los corticoides pueden provocar también osteonecrosis®, que suele tener lugar en la
cabeza femoral o humeral y cuyo sintoma principal es el dolor. Aunque la patogenia es
desconocida, se han propuesto como mecanismos la apoptosis de osteoblastos y
osteoclastos y la diferenciacion de células mesenquimales a células adiposas, las cuales
ocupan mayor espacio generando un aumento de la presion intradsea que colapsaria los
sinusoides medulares®.

Los efectos negativos de los glucocorticoides en los pacientes trasplantados renales se
relacionan con la dosis acumulada de los mismos®. Se ha descrito correlaciéon entre el
uso de dosis altas y acumuladas de corticoides y episodios frecuentes de rechazo con
reduccion de masa dsea en vértebras lumbares™.

Aunque no existe evidencia en cuanto a qué dosis acumulada de corticoides es la que da
lugar al desarrollo de osteoporosis86, la evidencia en cuanto a sus efectos deletéreos sobre
el hueso obliga a intentar utilizar terapias inmunosupresoras ahorradoras de corticoides
que permitan disminuir o incluso retirar el tratamiento con corticoides.
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Los inhibidores de la calcineurina (ciclosporina y tacrolimus) se han relacionado con
osteoporosis®®*, sin embargo no se ha podido establecer una asociacion con el desarrollo
de fracturas®’.

En modelos animales se ha observado que la ciclosporina estimula la actividad
osteoclastica por encima de la osteobldstica provocando pérdida 6sea® y el tacrolimus se
asocia a alto remodelado 6seo®. Es dificil evaluar el papel de los inhibidores de la
calcineurina en estudios clinicos con pacientes, dado que suelen ir asociados a
tratamiento con corticoides.

La evidencia clinica disponible en cuanto al efecto del micofenolato, la azatioprina, los
inhibidores de la via mTOR o las terapias inductoras sobre el hueso es escasa, aunque a
priori se presupone un efecto positivo al permitir bajar o retirar el uso de corticoides. En
estudio animales el micofenolato, la azatioprina y el sirolimus no afectan al volumen
6seo™.

Relevancia clinica:
Afectacion d6sea

Los pacientes trasplantados tienen un riesgo 30% mayor de padecer una fractura en los 3
primeros afios tras el trasplante que los pacientes en didlisis”’. Este riesgo es alrededor de
un 3.60-3.8 veces mayor que en la poblacién general®”®” en los primeros afios, para ir
reduciéndose hasta el doble que la poblacion general a partir de los 10 afos post-
trasplante®’.

Las fracturas son predominantemente a nivel vertebral®’, probablemente debido a los
efectos deletéreos de la medicacién inmunosupresora sobre el hueso trabecular, que es el
que predomina en las vértebras. Las fracturas se asocian con la edad, el género, diabetes
mellitus®, trasplante combinado reno-pancreatico®®, pérdida de visién, enfermedad
vascular y neuropatia periféricas®’.

A diferencia de la poblacién con ERC, en la poblacion de pacientes trasplantados renales
si existe correlacion entre la densidad mineral dsea medida por DXA vy el desarrollo de
fracturas®. Tras el trasplante suele haber un descenso rapido de la DMO en los primeros
6 meses®* que se enlentece hasta el afio'.

Existe controversia en cuanto a la relacion de los valores elevados de PTH con la pérdida
de masa 0sea y los estudios que encuentran una relacién entre ambos muestran que ésta
depende del género y de la zona afectada y del tiempo tras el trasplante®.
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Las guias KDIGO' sugieren la realizacidén de densitometria dsea en los 3 primeros meses
tras el trasplante renal en aquellos pacientes con FG> 30 ml/min/1.73m2 que reciban
corticoides o tengan factores de riesgo para osteoporosis, asi como considerar el
tratamiento con vitamina D, calcitriol/alfacalcidiol o bifosfonatos durante el primer afio
tras el trasplante. En pacientes con FG< 3oml/min/1.73m2 sugieren no realizar
densitometria 6sea de manera rutinaria, dado que no predice el riesgo de fractura y ni el
tipo de enfermedad 6sea.

Posteriormente a la realizacion de las guias, ha surgido nueva evidencia que muestra que
la densitometria dsea predice el riesgo de fractura en la poblacion con ERC, por lo que se
ha planteado revisar estas recomendaciones®

Afectacion vascular y mortalidad

La enfermedad cardiovascular contintia siendo la principal causa de muerte de los
pacientes tras el trasplante renal'”.

La relacién descrita en pacientes con ERC entre bajo remodelado 6seo y desarrollo de
calcificacion vascular'® no se ha descrito hasta el momento en pacientes trasplantados.

En un estudio en que se realizo MSCT en pacientes que habian sido trasplantados hace
mas de un afo, se observo una prevalencia del 81% de calcificaciéon vascular'®.

El trasplante renal podria frenar la progresidn de la calcificacion vascular y asi lo muestra
un estudio realizado en 23 pacientes trasplantados en los que se realizé MSCT en el
momento del trasplante y tras 15-20 afios, observandose estabilidad de la calcificacion
vascular®”. Sin embargo un estudio longitudinal en 281 pacientes trasplantados
prevalentes mostré un aumento de calcificacion vascular en un intervalo de 4 afios en
estos pacientes®.

Se han descrito casos de calcifilaxis en pacientes trasplantados renales™

La hiperfosforemia y la elevacion de FGF23 se han relacionado con mortalidad y mala
evolucioén del injerto renal *°.
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FGF23

Qué es FGF23

El FGF23 es una hormona formada en el hueso que juega un papel muy importante en la
regulacion de la homeostasis del fosforo y la vitamina D al promover la excrecion
urinaria de fésforo y la supresion de la vitamina D activa (1,25-OH-Vitamina D 6
calcitriol)®.

El FGF23 fue identificada en el afio 2000 por Shimada et al. como la hormona
responsable de la hipofosfatemia provocada por el tumor inductor de osteomalacia
(TIO)*. Los pacientes con TIO presentan clinica de debilidad muscular, dolor 6seo y
fracturas espontaneas junto con hipofosfatemia como consecuencia de una eliminacion
urinaria elevada de fésforo y normalizacion de la clinica y de los niveles de FGF23 y de la

106

fosfatemia tras la reseccion del tumor®. Asimismo en el Raquitismo hipofosfatémico

107

autosomico dominante'”, en el recesivo y en la Hipofosfatemia ligada a X existen
defectos genéticos que de manera directa o indirecta provocan incremento de los niveles
de FGF23"®. Por el contrario, en los pacientes con calcinosis tumoral hiperfosfatémica e
hiperostosis-hiperfofatémica por mutaciones del gen GALNT3 existen niveles bajos de

FGF23"",

FGF23 pertenece a la familia de Fibroblast Growth Factors (FGFs), en concreto a la
subfamilia 19, la cual se diferencia del resto de subfamilias por su capacidad para ejercer
sus efectos de manera endocrina®.

Los Fibroblast Growth Factors (FGFs) son una familia de péptidos que ejercen sus efectos
en procesos biologicos relacionados con el desarrollo, la organogénesis y el
metabolismo™. En humanos se han identificado 22 FGFs que se dividen en 7

11

subfamilias™. La mayor parte de FGFs ejercen sus efectos de manera autocrina/paracrina
al poseer un dominio de unién con el heparan sulfato (HS) presente en la matriz
extracelular, el cual aumenta la afinidad de los FGFs por sus receptores (FGFRs). Los
FGFs de la subfamilia 19, al carecer del dominio de union a HS, pueden ser liberados para

ejercer su accion en organos alejados de su lugar de produccion.
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FGF4 FGF7
subfamily FGF3 subfamily
FGF7
FGF5 FGF10
EGF6 FGF22
FGF4
FGF9
FGF1 FGF2 FGF9
subfamily EURIS subfamily
FGF20
FGF1
FGF8
FGF13
FGF14 FGF17
FGF11 FGF8
FGF12
subfamily FGF11 FGF19 ACHL subfamily
FGF21
FGF23
FGF19
subfamily

Arbol filogenético de los Fibroblast Growth Factor humanos. Los FGFs de las subfamilias FGF1,4,7,8 y 9
ejercen sus acciones de manera autocrina/paracrina. La subfamilia FGFu consta de mediadores
intracelulares que ejercen sus acciones de manera independiente a los receptores de FGF. La subfamilia
19, que incluye al FGF23, se caracteriza por ejercer sus acciones de manera endocrina y son
fundamentalmente reguladores de energia y metabolismo mineral. El FGF19 se llama también FGFi5/19

(FGFi5 es el ortdlogo murino del FGFig humano). Figura extraida de Hu et al, Annu.Rev.Physiol 2013

FGF23 es una glicoproteina de 26 kDa y 251 aminodcidos que consta de un dominio

amino-terminal (residuos 1-24), un dominio homdlogo a otros FGFs de 155 aminoacidos

(residuos 25-179) y un dominio carboxi-terminal (residuos 180-251) exclusivo de FGF23 y

que es esencial para la union con el complejo FGFR-Klotho

12 13

FGF23 puede ser escindida por proteasas dando lugar a los fragmentos inactivos N y C

terminal. El fragmento C terminal puede competir en la unién con el FGFR-Klotho con la

proteina intacta de FGF23 y actuar asi como un inhibidor competitivo de FGF23™.

Signal N-terminal FGF RHTR'7®  C-terminal receptor
peptide homology region v binding region
N C
1 24 25 175 180 251

Estructura del polipéptido FGF23, que presenta tres dominios. El dominio N terminal es homélogo al
presente en otros FGFs, mientras que el dominio C terminal es exclusivo del FGF23 y le permite su
union a su receptor. Figura extraida de Hu et al, Annu.Rev.Physiol 2013
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FGF-23 ejerce su efecto uniéndose a su receptor (FGF-23-R), para lo cual depende de su
correceptor Klotho, una molécula transmembrana de 130kDa descubierta en 1997™. El
hecho de que los ratones knockout para Klotho (Klotho -/-) presenten un fenotipo casi
idéntico a los ratones knockout para FGF23 (FGF23 -/-) ha sido el punto de partida que
llevé a descubrir a Klotho como obligado correceptor para FGFG23"5 "® Los ratones
Klotho -/- presentan un envejecimiento prematuro caracterizado por el desarrollo de
infertilidad, arteriosclerosis, enfisema, osteoporosis y disminucion del tiempo de vida™.
Los ratones FGF23 -/- presentan un fenotipo similar con retraso del crecimiento,
alteracion dsea y acortamiento del tiempo de vida™.

La expresion del gen Klotho se ha comprobado en el tabulo renal, en la glandula
paratiroidea y en el plexo coroideo confiriendo a FGF-23 selectividad por estos tejidos a

pesar de la ubiquidad del FRF-23-R™.

Actualmente se han identificado tres miembros en la familia Klotho, los cuales son
proteinas transmembrana de diversas longitudes que se denominan oKlotho (en rifidn,
plexo coroideo, paratiroides y células Bpancreaticas), fKlotho (en higado, pancreas, piel,
tracto gastrointestinal, y musculo esquelético) y yKlotho (en rifién, piel, cerebro,
corazon, arterias, higado, pulmon, estémago y testiculos)™.

Es la forma transmembrana de oKlotho la que forma complejos con FGFRic, FGFR3c y
FGFR4 para unirse a FGF23 con mayor afinidad™.

Hasta ahora no se han identificado formas solubles para PKlotho ni yKlotho™. Sin
embargo, existen formas solubles de aKlotho como resultado de alteraciones en la
transcripcion o por escision proteolitica de la forma transmembrana por secretasas™.
Se ha identificado forma solube de aKlotho en plasma a una concentraciéon de 10-50nM,
en orina a mayores concentraciones y en liquido cefalorraquideo en concentraciones ain
no conocidas™ ™. Actualmente no estd claro si la forma soluble de oKlotho podria
actuar como correceptor de FGFR.

Funciones de FGF23

FGF23 provoca fosfaturia a través de la supresion de los cotransportadores NaPi 2a y 2¢™
implicados en la reabsorcion del fosforo en el tabulo proximal renal™*.

125

FGF23 es sintetizada por osteocitos™ y osteoblastos®. Su sintesis es estimulada por
mutaciones en los genes PHEX (P-regulating gene with homology to endopeptidase on
the X chromosome)* y DMP-1 (dentin matrix protein-1)*” *®, El calcitriol *° *°, la PTH'

132

3, el calcio™ y los niveles bajos de Klotho™ también estimulan la produccion de FGF23.

La carga sostenida de fésforo en la dieta estimula la produccion de FGF23™, sin embargo
la inyeccion intravenosa de fosforo no eleva FGF23%*. El mecanismo por el cual los
osteocitos/osteoblastos detectan la carga de fosforo todavia es desconocido.
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Aproximadamente el 80% del fosforo filtrado por el rifion es reabsorbido en el tubulo
proximal. El transporte de fosforo a través de las células epiteliales del tibulo proximal es
debido a la existencia de un gradiente extracelular de sodio, el cual se mantiene gracias a
la bomba Na-K-ATPasa. En la membrana luminal de las células del epitelio tubular
existen cotransportadores de Na y P (NaPi) y la reabsorcién de fosforo en el tubulo
proximal se lleva a cabo principalmente por el cotransportador Na/Pi 2a, mientras una
tercera parte es debido al cotransportador Na/Pi 2c. FGF23 favorece la fosfaturia
reduciendo la abundancia de estos cotransportadores en la luz de las células del tubulo
proximal.

Aparentemente el FGF-23 provoca fosfaturia de modo similar a la PTH, aunque cabe
destacar que en ratones paratiroidectomizados continta ejerciendo este efecto, por lo
que se cree que la PTH no es imprescindible para que FGF-23 provoque fosfaturia™.

FGF23 también suprime la sintesis y promueve la degradaciéon de vitamina D activa a
través de la inhibicion de la expresidon del gen Cypz7b1 y estimulando la expresion del
gen Cyp24 en las células del tibulo proximal renal®®. Cypz27b1 codifica la enzima
1-alfa-hidroxilasa que convierte la 25-OH-Vitamina D (250HD ¢ calcidiol) en
1,25-OH,-Vitamina D (1,250H,D 6 calcitriol) y Cyp24 codifica la enzima 24-hidroxilasa,
que convierte al calcitriol en metabolitos inactivos de la vitamina D*’.

El hecho de que las acciones de FGF23 sobre el rifidén tengan lugar en el tubulo proximal,
cuando la expresion de Klotho suele ser mayor en el tabulo distal, se podrian explicar por
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accion directa de FGF23 sobre el tubulo proximal™ (donde se expresa Klotho aunque en
menor cantidad) o por accion de FGF23 sobre el tabulo distal y posterior liberacion de
factores que acttien de manera paracrina sobre el tubulo proximal®®. Ambas opciones no

son excluyentes entre si y deben ser todavia investigadas.

FGF23 y PTH se regulan mutuamente existiendo un feed-back negativo, donde PTH
estimula la produccién de FGF23*>"”3° mientras que FGF23 suprime la sintesis de
PTH®*. De esta manera, la glandula paratiroidea es también una de las dianas de accién
de FGF23 a través de su interaccion con el complejo receptor FGFRi-Klotho y, en
ausencia de Klotho, a través de la activacion de una via dependiente de la calcineurina''.

Por otro lado, la evidencia actual sugiere que el impacto de FGF-23 va mas alla de su
papel en la regulacién del metabolismo fosfocdlcico habiéndose asociado con la
progresion del deterioro de funcion renal** asi como con hipertrofia miocdrdica(falta
citacién) y mortalidad en pacientes con ERC en didlisis'®

Se ha propuesto a FGF23 como mediador de hipertrofia ventricular y se ha observado
que promueve el crecimiento patoldgico del miocardio a través de mecanismos
dependientes de la calcineurina e independiente de Klotho**

Determinacion de FGF23
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En el momento de llevar a cabo nuestro estudio, habian disponibles tres enzima-
inmunoandlisis (ELISA) para determinacion de FGF23: un ensayo para medir el FGF23 C-
terminal (cFGF23) (Immunotopics, San Clemente, CA, EE.UU.) y dos ensayos para medir
la molécula intacta (iFGF23), uno de Immunotopis y otro de Kainos (Tokio, Japon). El
ensayo de Immunotopics que mide iFGF23 ha mostrado una alta variabilidad inter-
ensayo'®, por lo que menos frecuentemente utilizado.

Actualmente han aparecido dos ensayos mdas que miden la molécula intacta, uno de
Millipore (Billerica, MA, USA)*° y el mas reciente de Diasorin (Stillwater, MN, USA), éste
ultimo es un ensayo quimiolumiscente totalmente automatizado para la deteccion
cuantitativa de FGF23 en suero y plasma.

Los anticuerpos en el ensayo iFGF23 se dirigen frente las regiones C-terminal y N-
terminal del FGF23, por lo que detectan so6lo FGF23 intacta. En el ensayo cFGF23 los
anticuerpos se dirigen contra la region C-terminal del FGF23, y por lo tanto detectan
tanto el FGF intacto como los fragmentos C-terminales.

FGF23 estd presente en la circulaciéon normal y el rango de referencia de iFGF23

"7, El rango

establecido es de 29.7 + 20 pg/ml a partir de 18 controles sanos pedridtricos
de normalidad para cFGF23 es < 120-150 RU/ml"*® segtin estudios y 47 +/- 24 RU/mL a

partir de 20 controles sanos en nuestro centro.

Los diferentes kits de ELISA disponibles para medir la molécula intacta no son
equiparables debido principalmente a diferencias en la calibraciéon de los mismos, por lo
que la interpretacion de resultados se ha de hacer con precaucion y siempre teniendo en

cuenta el kit utilizado™.

147,148

Hay una buena correlacion entre los ensayos cFGF23 y iFGF23 , excepto para los

"®_El hecho de que las diferencias

niveles de FGF23 de menos de 120 RU/ml por cFGF23
entre los dos ensayos se encuentren so6lo en los niveles mas bajos de FGF23 nos hace
pensar que ambos ensayos son comparables en la ERC, en didlisis y en pacientes
trasplantados cuando los niveles estan por encima del rango normal y existen menos

fragmentos C-terminales'’,
FGF23 y ERC

FGF23 tiene un papel muy importante en las alteraciones del MMO presentes en la ERC
19 5% Se ha demostrado que el FGF23 aumenta ya desde estadios iniciales de la ERC
previamente al desarrollo de hiperfosfatemia y se correlaciona inversamente con el

151,152

filtrado glomerular
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Increase

Changein plasma parameter

Decrease

>90 <90 <60 <30 <15

eGFR (ml min~11.73 m-2)

Klotho desciende desde estadios iniciales de la ERC y disminuye progresivamente a medida que empeora
el filtrado glomerular. Los valores bajos de Klotho inducen resistencia a la accién de FGF23, causando un
aumento de FGF23 compensatorio para mantener los niveles de fosfato sérico dentro de la normalidad. El
aumento de FGF23 ademads genera descenso de calcitriol y ello estimula la secrecién de PTH. La
hiperfosfatemia aparece tardiamente en ERC como resultado del agotamiento de todos estos sistemas
compensatorios. Figura extraida de Hu et al, Annu.Rev.Physiol 2013

Inicialmente se suponia una reducciéon del aclaramiento de FGF23 a medida que
progresaba la insuficiencia renal, pero esta hipdtesis no se ha podido demostrar y parece
mas bien que el incremento de FGF23 es debido al aumento de su produccién 6sea para
mitigar la resistencia al efecto fosfaturico de FGF23 a medida que progresa la ERC. De
este modo podemos ver cdmo el desarrollo de hiperfosfatemia no tiene lugar hasta
estadios avanzados de ERC cuando la capacidad fosfaturica se ve agotada.

La resistencia a la acciéon fosfatarica de FGF23 podria ser debida al déficit de Klotho en
ERC, ya que se ha detectado una reduccién en la expresiéon de ARN mensajero de Klotho
en las biopsias renales de sujetos con ERC™ y una disminucion de Klotho en orina de
pacientes desde estadios iniciales de ERC**. En cuanto a los niveles solubles de Klotho
en sangre, existen datos mas controvertidos, dado que algunos estudios muestran niveles
de oKlotho bajos desde estadios iniciales de ERC con asociacion significativa con el
filtrado glomerular® y otros autores no encuentran una asociacion significativa entre los
valores de Klotho y las cifras de filtrado en pacientes con ERC estadios 2-4°*.
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FGF23 inhibe la secrecién de PTH®"*°, sin embargo la inhibicién de PTH se ve disminuida
en situacion de uremia®. Algunos autores han propuesto que la disminucién de la
inhibicién de la PTH presente en la situaciéon de uremia a pesar de la existencia de
niveles elevados de FGF23 podria ser debida a una resistencia a la accién de FGF23 como
consecuencia de la menor expresion de Klotho y FGFRs observada en las células

paratiroideas en esta situacion®'5>'>°

. Posteriormente, otros autores han evidenciado que
existe una via dependiente de la calcineurina a través de la cual FGF23 regula la secrecion

de PTH de forma independiente de Klotho™".

La relacion entre mortalidad y hiperfosfatemia™ sugeriria que el aumento de FGF23
podria tener un efecto beneficioso al retrasar la acumulacién de fosfato en ERC. Sin
embargo, diferentes ensayos clinicos han demostrado que los niveles altos de FGF23 son
un predictor independiente de mortalidad en pacientes incidentes y prevalentes en
dialisis, independientemente de los niveles de fosfato sérico™ ',

Por tanto, la medicina basada en la evidencia muestra que FGF23 no es s6lo un marcador
bioldgico que evalta la carga de fosfato, sino también un predictor de progresiéon de
ERC*?, del desarrollo de hiperparatiroidismo refractario’ o de mortalidad'#*®.

Varios estudios observacionales en adultos sugieren que el exceso de FGF23 se asocia de
manera independiente con aterosclerosis en la poblacién general®, hipertrofia

161

ventricular en personas de edad avanzada'®, enfermedad renal crénica'® y pacientes en

hemodialisis'® '** e incluso con fibrilacién auricular en pacientes con ERC'® y eventos

cardiovasculares, particularmente insuficiencia cardiaca, en ERC'®
FGF23 y Trasplante renal

Los niveles de FGF23 aumentan a medida que progresa la ERC* '’ alcanzando valores de
hasta 1000 veces por encima de la normalidad en los pacientes en didlisis™" .

Los datos en conjunto sugieren que, aunque tras el trasplante renal los niveles de FGF23
descienden hasta niveles comparables a los de pacientes con ERC, la presencia de
elevaciones por encima del rango normal contribuye al desarrollo de hipofosfatemia
temprana post-trasplante, a la pérdida de densidad mineral dsea e influyen sobre la
evolucion del injerto y la supervivencia.

FGF23 e hipofosfatemia post-trasplante:

Desde 2006, varios grupos han publicado estudios observacionales sobre el exceso de
FGF23 e hipofosfatemia post-transplante.
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En un estudio de 27 pacientes sometidos a trasplante de riién de donante vivo con un
periodo de seguimiento de 6 meses, el 85% de los pacientes desarrollé hipofosfatemia
(fosfato sérico <2,6 mg / dL), siendo ésta severa (fosfato sérico <1,5 mg / dl) en un 37% de
los casos. ¢FGF23 (Immunotopics, EEUU) se redujo considerablemente durante la
primera semana después del trasplante y se asocié de manera independiente con los
niveles post-trasplante de fosfato sérico, con la excrecién urinaria de fosforo y con los
niveles de 1,250H,D, mientras que la PTH no se asoci6 independientemente con ninguno
de estos parametros®

Esta asociacion entre los niveles de FGF23 en el momento del trasplante y los niveles de
fosfato y la excrecion urinaria de fosforo tras el trasplante también fue descrita en
estudios posteriores®®>'%*7°,

Un afio mas tarde, Evenepoel et al® publicaron un nuevo estudio prospectivo sobre 41
receptores de un trasplante de rifién de donante cadaver, con un periodo de seguimiento
de 3 meses. El 90% de los pacientes desarrollo hipofosfatemia (fosfato sérico <2,3
mg/dL). Los niveles de fosfato sérico alcanzaron su punto mas bajo (1,48 + 0,48 mg/dL)
en el dia 27 + 19 post-trasplante, siendo los niveles de iFGF23 pre-trasplante el unico
predictor significativo. Niveles medios de iFGF23 (Kainos, Japon) se redujeron de
1270 (498-5418) ng/L a 56 (43-89) ng/L en tres meses, manteniéndose por encima del
rango normal (= 50 ng / L) en 61 % de los receptores.

En un estudio posterior ®*, 50 receptores de trasplante renal con filtrado glomerular por
encima de 3oml/min a los 12 meses post-trasplante se compararon con pacientes con
ERC no trasplantados emparejados segtn la tasa de filtrado glomerular. A pesar de la
tremenda disminucién de FGF23 tras el trasplante, los niveles de FGF23 al tercer mes
seguian siendo superiores en trasplantados en comparacién con los pacientes con ERC
emparejados segun filtrado. Sin embargo, mas tarde, al afio post-trasplante, los niveles
de FGF23 disminuyen hasta alcanzar niveles comparables a los pacientes con ERC
emparejados segun filtrado, manteniéndose significativamente elevados en comparacion
con voluntarios sanos. Otros estudios mostraron niveles de FGF23 normales un afo

después del trasplante renal'®® 7.

FGF23y densidad mineral 6sea post-trasplante:

La relacion entre el exceso de FGF23 y la pérdida de DMO fue evaluada en 127 receptores
incidentes de trasplante renal””. Se encontré una débil asociacion entre los niveles
séricos elevados de FGF23 y niveles bajos de PTH y el desarrollo de mayor riesgo de
pérdida de la DMO durante el primer afio post-trasplante. Estas asociaciones eran
independientes de los niveles de fosfato sérico a los tres meses, por lo tanto podria ser
que los cambios en la DMO fuesen independientes de la hipofosfatemia.

FGF23y evolucion del injerto y supervicencia del receptor:
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En una cohorte prospectiva de 984 trasplantados renales estables, con una mediana de
seguimiento de 37 meses los niveles elevados de <¢FGF23 se asociaron
independientemente con un mayor riesgo de mortalidad por cualquier causa y con la

pérdida del injerto *.

30



Introduccién

VITAMINA D

Metabolismo y acciones de la vitamina D

La vitamina D es adquirida a partir de la conversion en la piel de 7-dehidrocolesterol en
vitamina D3 con la ayuda de la radiacion ultravioleta B y/o a través de la ingesta de
vitamina D2 (ergocalciferol) o vitamina D3 (colecalciferol) de la dieta. Posteriormente la
vitamina D es hidroxilada por la 25-alfa- hidroxilasa hepatica dando lugar a la 25-hidroxi-
vitaminaD (250HD) 6 calcidiol y es transportada al rifién para que la 1-alfa-hidroxilasa
(CYP27B1) la convierta en 1,25-dihidroxi-vitamina D (1,250H,D) 6 calcitriol.

La PTH, la hipocalcemia y la hipofosforemia estimulan la 1-alfa-hidroxilasa renal,
mientras que el FGF23 inhibe la 1-alfa-hidroxilasa y estimula la 24-alfa-hidroxilasa
(CYP24), enzima responsabe del catabolismo del calcitriol y calcidiol 7>'74.

La 1,250HD es considerada la vitamina D activa, al tener 500 veces mayor afinidad por el
receptor de RVD que la 250HD, la cual define mejor el estatus de vitamina D debido a
que tiene una mayor vida media (21-30 dias, frente a las 4-15h de la 1,250HD) y se
presenta en mayores concentraciones (nanogramos frente a picogramos)’*.

La vitamina D es un factor crucial en la homeostasis mineral 6sea, dado que regula la
absorcidn intestinal de calcio y fésforo y participa en el remodelado 6seo.

Bien conocidos son también los efectos pleiotrépicos de la vitamina D, cuyo déficit se
relaciona con enfermedad cardiovascular, cancer, deterioro de funcidén renal 7,
desarrollo de ERC terminal 7°, disfuncién del injerto renal 77 y con mortalidad en la
poblacion general y con ERC .

Una explicacion plausible acerca de los efectos pleiotrépicos de la vitamina D seria la
presencia de la enzima 1-alfa-hidroxilasa y del receptor de la vitamina D en células de la
prostata, mama, colon y células del sistema inmune, del endotelio vascular y
cardiomiocitos, que permite la formacion local de 1,250H,D. La produccién extrarrenal
de calcitriol controla de manera directa o indirecta mas de 200 genes, regulando entre
otras cosas la proliferaciéon, diferenciacion y apoptosis celular, la angiogénesis y la

secrecion de insulina y renina?"”®
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Few dietary uvB (290—315 nm) Dietary sources almost
sources absent from western diet

Y O

Vitamin D Vitamin D,
(cholecalciierol} (ergocalcnerol}

Liver |
1,250H2D
(Ca\cllrlol}
« (D,orD) W‘*"ﬂw J (D, or D)
Non-classical effects of vitamin D
In many tissues not
related with calcium or bone PTH, HyperP04;
metazbolism, 250HD is hypoPO4, EGE 23 24,250H2D
locally hydroxylated into calcium intake calcium intake 1,24, 250H3D
calcitriol IGF 1 1,250H2D

La mayor fuente de vitamina D proviene de la conversion de 7-dehidrocolesterol en vitamina D3 en la piel
bajo la accién de la radiacion UVB. Algunos alimentos, como el aceite de pescado, contienen vitamina D3
o estan fortificados con vitamina D2 o D3. Una vez la vitamina D es sintetizada en la piel (vitD3) o es
ingerida (vitDz2 6 D3), es transportada al higado donde es hidroxilada a 250HvitD ¢ calcidiol, la cual
refleja el estatus de vitamina D. En el rifion, la 1ohidroxilasa renal convierte 250HvitD en 1,250HvitD o
calcitriol. El calcitriol estimula la absorcién intestinal de calcio y fosforo. Células de otros tejidos como la
prostata, el colon, la mama o las células 3 pancredticas, poseen la enzima 1cthidroxilasa y el recpetor de la
vitamina D. Es la produccion extrarrenal de vitamina D la que se relaciona con sus efectos pleiotrépicos.
Figura extraida de Courbebaisse et al. Transplantation 2010.

Valores adecuados de vitamina D en la poblacion general

No existe consenso acerca de la definicion estricta de los valores adecuados de vitamina
D y es por ello que la prevalencia del déficit de vitamina D varia en funcién de la
definicion utilizada. Para algunos grupos los valores de vitamina D adecuados son
aquellos en los que existen valores normales de PTH y para otros grupos son aquellos por
encima de los cuales no existe una reduccion de PTH a pesar de recibir tratamiento con
vitamina D'7. Se ha observado que valores de 250HD > 10 ng/ml previenen el desarrollo
de raquitismo y osteomalacia y valores > 30 ng/ml previenen el HPTS o la osteoporosis'®

Se han propuesto varios puntos de corte para definir el estatus adecuado de vitamina
D'7*. El comité para la revision de los valores dietéticos de referencia para calcio y
vitamina D del Institute of Medicie (IOM) de EEUU concluye que valores por encima de
20 ng/mL (50 nmol/L) no confieren mayores beneficios, por lo que este punto de corte es
probablemente el mas adecuado para la poblacién general . La Sociedad Americana de
Endocrinologia propone el punto de corte de 20 ng/mL (50 nmol/L) para definir déficit,
21-29 ng/mL para definir insuficiencia y > 30 ng/mL (75 nmol/L) como valor éptimo de
vitamina D', pudiendo estar este valor mas orientado al uso en pacientes. Los valores
intoxicacion por vitamina D estan por encima de 150 ng/mL (374 nmol/L)"”

La prevalencia de déficit de vitamina D en la poblacién general es del 33-58%">'%4
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Las causas de déficit de vitamina D incluyen la reduccién de sus sintesis en piel (por
disminucion de la absorciéon de rayos UVB debida al uso de cremas de proteccion solar,
por hiperpigmentacion de la piel por melanina o por reduccion del 7-dehidrocoloesterol
de la piel debido a la edad); la disminucién de su biodisponibilidad (por sindromes de
malabsorcion intestinal o por obesidad debido al secuestro de vitamina D en el tejido
adiposo); la poca disponibilidad de vitamina D en la alimentacién, como ocurre en la
lactancia materna exclusiva; la alteracién de la produccién hepdtica si existe fallo
hepatico; la pérdida urinaria de 250HD unida a proteinas, como ocurre en el sindrome
nefrético. Ademds existen trastornos hereditarios (raquitismo hipofosfatémico
autosdmico dominante o ligado a X, raquitismo vitamina D resistente o dependiente,
entre otros) y adquiridos (tumor inductor de osteomalacia e hiperparatiroidismo
primario entre otros) que provocan déficit de vitamina D.

El déficit de vitamina D se relaciona con osteoporosis, debilidad muscular, riesgo de
desarrollo de fracturas, cancer de colon, esclerosis multiple, diabetes tipo 1, resistencia a
la insulina, insuficiencia cardiaca congestiva, esquizofrenia y depresion'” y mortalidad”.

Reposicidn de la vitamina D en poblacion general

La reposicion de vitamina D disminuye el riesgo de fracturas, de caidas, esclerosis
multiple y diabetes tipo 1 en nifios y el riesgo de cancer en la poblacién general ' e
incluso un metaandlisis de la Cochrane ha concluido que la vitamina D3 reduce
mortalidad'®®

De manera similar, la exposicion solar se ha asociado a disminucion del riesgo de cancer
de prostata, de linfoma no-Hodgking, de progresion de melanoma y ha demostrado que
ayuda a reducir las cifras de PA'?

En la poblacion general se recomienda reposicion de vitamina D en caso de déficit o
insuficiencia de la misma. Los regimenes recomendados incluyen colecalciferol,
ergocalciferol y exposicion solar. En la practica clinica también se prescribe calcifediol
aunque existe menos informacion en la literatura.

En Espafa no disponemos de la farmacopea para vitamina D2 (ergocalciferol) excepto en
preparados multivitaminicos. Por otra parte, disponemos de vitamina D3 en forma de
gotas (en frascos de 1oml=20.000 Ul/frasco = 2.000 Ul/ml = 2.000Ul/30 gotas) o varios
preparados contienen 400-8oo Ul de vitamina D3 junto con diversas cantidades de
calcio. Se recomienda ser prudente con las asociaciones de vitamina D y calcio,
especialmente en pacientes con calcificaciones vasculares o con riesgo de desarrollarlas.
Otra posibilidad es el empleo de calcifediol (ampollas de 266 microg = 16.000 UI). La
administracion de calcifediol quincenal o mensual, con controles de los niveles de
calcidiol, es una alternativa cémoda para adecuar los aportes nutricionales en los
pacientes con ERC*.

Las recomendaciones de consumo de vitamina D en la poblacion general son de
alrededor de 400Ul/dia en nifios menores de 1 afio, 600 Ul/dia en nifios y adultos hasta
los 70 afios y 8ooUI/dia para adultos mayores de 70 afios™.
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En la poblacion con riesgo de déficit de vitamina D, se recomienda ingesta de 400-1.000
Ul/dia en nifios menores de 1 afio, 600-1.000 Ul/dia en nifios mayores de un afio y
menores de 18 afios y de 1.500-2.000 Ul/dia en adultos mayores de 18 afios™

En pacientes con déficit de vitamina D, se ha propuesto prescribir 50.000 Ul de vitamina
D2 6 D3 una vez a la semana durante 8 semanas o tratar con 6.000 Ul diarias de vitamina
D2 o D3 hasta alcanzar valores > 30 ng/mL y posteriormente continuar con 1.500-2.000
Ul/dia como mantenimiento™

Dosis de vitamina D > 50.000 Ul/dia se han demostrado toxicas, alcanzando valores de
vitamina D > 150 ng/mL y asociadas a desarrollo de hipercalcemia e hiperfosforemia”>.

La vitamina D se encuentra en alimentos como el aceite de higado de bacalao, el salmon,
sardinas, setas shiitake y alimentos fortificados, entre otros '*, Sin embargo, no hay
que olvidar que la exposicion solar es la mejor fuente de vitamina D, ya que la piel tiene
una gran capacidad de produccion de vitamina D3, incluso en edades avanzadas de la
vida. La exposicion solar o a rayos UVB equivalente a 0.5 dosis minima eritematdgena
(exposicion solar directa de brazos y piernas durante 5-10 minutos, dependiendo de la
hora del dia, la estacion, la latitud y la sensibilidad de la piel) es equivalente a ingerir
3000 Ul de vitamina D3. La exposicion en traje de bafio a 1 dosis minima eritematdgena
es equivalente a ingerir 20.000 UI. Por tanto, la exposicion solar de brazos y piernas entre
5y 30 minutos al dia (dependiendo de la hora del dia, la estacion del afio, la latitud y la
pigmentacién de la piel) entre las 10 a.m. y las 3 p.m. dos veces a la semana suele ser
adecuado™.

Acudir a centros con camas de bronceado (soldrium) con moderacién también es una de
las opciones recomendadas. En un estudio se observé que los individuos que acudian al
soldrium tenian valores de 250HD alrededor de 45 ng/mL al final del invierno y una
mayor densidad mineral ésea que los individuos que no acudian'. De hecho, para los
individuos con malabsorcién intestinal, la exposicidn a la luz ultravioleta durante el 30-
50% del tiempo recomendado para broncearse, es una excelente opcién para prevenir y
tratar el déficit de vitamina D'*®.

Vitamina D en ERC

Valores bajos de vitamina D en ERC

Los pacientes con insuficiencia renal presentan valores bajos de calcidiol debido a la baja
ingesta, una exposicion solar insuficiente, la pérdida urinaria de vitamina D por la
proteinuria, la disminucion de la sintesis hepatica de 250HD vy la incapacidad renal para
conservar calcidiol descritos en la ERC*®. Ademds existe déficit de 1,250HD desde
estadios iniciales debido a las elevadas cifras de FGF23 y posteriormente a la falta de
disponibilidad de 1-alfa-hidroxilasa renal.

34



Introduccién

La prevalencia de déficit varia en funcién de los valores séricos considerados. De esta
manera, se han observado valores subdptimos de vitamina D en el 80% de los pacientes
con ERC, presentando insuficiencia en el 53-60% y déficit en el 18-22% de los casos™"".
Los valores bajos de vitamina D en la ERC no sélo participan en el desarrollo y
mantenimiento de HPTS, sino que también se ha demostrado una asociacion entre
valores bajos de 250HD y disminucién de FG*' y desarrollo de ERC terminal” y
mortalidad en pacientes en dialisis"”.

Reposicion de vitamina D en ERC

Las diferentes guias recomiendan corregir el déficit o insuficiencia de vitamina D en
pacientes con ERC con las mismas pautas recomendadas para la poblacion general ™. Los
estudios publicados en ERC han utilizado pautas de reposicion de 700-4.000 Ul/dia,
5.000-50.000 Ul/semana ¢ 50.000-300.000 Ul/mes****3. Un estudio ha demostrado que la
exposicion a irradiacion UVB en pacientes con ERC 3 veces a la semana corrige los
valores de calcidiol y calcitriol en estos pacientes en mayor medida que la reposicion con
colecalciferol oral™.

En los pacientes con ERC, que también tienen déficit de 1,250HD, existe controversia en
cuanto a qué vitamina D prescribir, sin existir actualmente ningun ensayo clinico que las
comparen. La siguiente tabla ilustra diferentes tipos de vitamina D nutricional, activa y
los andlogos.
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NOMBRE MOLECULA PROCEDENCIA ACTIVA/SELECTIVA
Colecalciferol Vitamina D3 Exposicion solar y dieta | No/No
Ergocalciferol Vitamina D2 Dieta No/No
Calcidiol 25-OHD3 Hidroxilacién de vitamina | No/No
D en el higado
Calcitriol 1,25-OH,D3 Hidroxilacén de vitamina | Si/No
D principalmente en el
rifién
Alfacalcidol 10-OHD Andlogo sintético del No/No
calcitriol que se convierte
en 1,25-OH,D en el higado
Maxacalcitol 22-0xa-1,25-OH,D3 Agonista sintético del Si/Si
RVD
Paricalcitol 19-NOR-1,25-OH,D2 Agonista sintético del Si/Si
RVD

OHD: hidroxivitamina D; OH,D: dihidroxivitamina D; RVD: receptor de la vitamina D

En la poblacion con ERC existe menos evidencia en cuanto a los efectos beneficiosos de
la reposicion de la vitamina D nutricional **"**>. El tratamiento con ergocalciferol o
colecalciferol, aunque corrige los valores de calcidiol, no consigue corregir el HPTS en
pacientes con estadios avanzados de ERC y tampoco ha logrado mejorar otros objetivos
como la rigidez arterial, la masa ventricular izquierda o la disminucién del uso de
eritropoyetina**’®>. Recientemente, un ensayo clinico del 2016 ha mostrado que el
calcifediol de liberacion extendida administrado a una dosis de 30 6 60 microg diarios es
seguro y efectivo disminuyendo los valores de vitamina D y de PTH en pacientes con
ERC™?

Por otra parte, los andlogos del receptor de la vitamina D activa (ARVD) reducen los
valores de PTH en ERC en mayor medida que la vitamina D nutricional*. Sin embargo
no corrigen los valores de calcidiol y por tanto, mantienen a los tejidos con 1-alfa-
hidroxilasa sin el sustrato necesario para la produccion local de 1,250HD.

En cuanto a su efecto sobre la proteinuria, tanto el colecalciferol®® como el paricalcitol'?’
han mostrado reduccion de la proteinuria en pacientes con nefroptia diabética.
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Actualmente, hay varios ensayos clinicos aleatorizados en marcha que intentan
investigar los potenciales efectos de la vitamina D nutricional en la hipertrofia
ventricular izquierda (NCTo1323712), en la resistencia a la insulina (NCT00893451), en la
dosis de eritropoyetina (NCTo01395823), en la proteinuria (NCTo01426724), en la
inmunidad (NCT00892099), en la maduracién de la fistula arterio-venosa para dialisis
(NCT00912782) y en el desarrollo fisico y cognitivo (NCToosn225, NCT01229878)"*. El
ensayo clinico VITAL'®, que pretende conocer el efecto del colcelciferol y de los acidos
omega-3 sobre prevencion del cancer y de la enfermedad cardiovascular, es uno de los
ensayos mas esperados.

Vitamina D en Trasplante renal
Valores bajos de vitamina D en trasplante renal

En el momento del trasplante renal, los pacientes presentan habitualmente un déficit de
ambas formas de vitamina D, y éste se puede ver acentuado posteriormente por la
inmunosupresiéon, que aumenta el catabolismo de la vitamina D, y por las
recomendaciones de evitar la exposicion solar para prevenir el desarrollo de neoplasias
de la piel”.

El comportamiento de las diferentes formas de Vitamina D tras el TR, cuando existe un
injerto renal funcionante, los valores de FGF23 disminuyen y el calcio y fésforo se alteran
de forma aguda, es poco conocido.

Se han observado valores bajos de 250HD tras el trasplante’, con sélo el 12% de
pacientes con valores 250HD > 30 ng/mL en el momento del trasplante **° y un 18% a
mas largo plazo **'. Por otro lado, se ha descrito aumento de 1,250HD en los primeros 6
meses® e incluso en las primeras semanas tras el trasplante renal, mientras los valores
de 250HD permanecen bajos™”.

El déficit de vitamina D post-trasplante estd relacionado con patologia 6sea y su
reposicion previene la pérdida de masa 6sea en los pacientes trasplantados de rifion®®.
Los valores bajo de vitamina D en el momento del trasplante se relacionan con un peor
filtrado glomerular 1 afio después del trasplante”’, siendo esta relaciéon temporal, al
existir una asociacién significativa entre déficit de 250HD y rapido deterioro de la
funcién renal del injerto solamente durante los 10 primeros afios tras el trasplante **.
Esta relaciéon temporal podria ser debida a la descrita correlacion inversa entre los
valores de 250HD vy el rechazo agudo **.

En pacientes trasplantados renales se ha observado una asociacion independiente entre
valores de 250HD < 12 ng/ml y mortalidad por cualquier causa **
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En la mayor parte de los estudios que relacionan 250HD con factores pronodsticos como
mortalidad o desarrollo de enfermedad cardiovascular, cancer, ERC terminal o deterioro
de funcién renal, no se miden los valores de 1,250HD. Sin embargo, en pacientes
trasplantados existen estudios que han medido ambas hormonas y han observado que
solo los valores de 250HD son los que predicen el deterioro de filtrado glomerular,

177,201

mientras que no existe relacion entre 1,250HD y FG en pacientes trasplantados
Reposicion de vitamina D en el Trasplante renal

Varios estudios han mostrado disminucion de la PTH y correccion de la calcemia tras
prescripcion de vitamina D nutricional en pacientes trasplantados. Sin embargo, atn
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existe controversia acerca de su efecto sobre la densidad mineral 6sea y No existe
evidencia en cuanto a prevencion de desarrollo de fracturas en estos pacientes. El ensayo
clinico VITALE tiene como objetivo secundario conocer el efecto de dosis altas y bajas de
colecalciferol sobre la densidad mineral 6sea medida a los 2 afios post-trasplante*®.

La evidencia en cuanto a los efectos de la reposicién con colecalciferol sobre el
prondstico del injerto es actualmente escasa, aunque hay un par de ensayos clinicos en
marcha. En un estudio retrospectivo, la reposicion con colecalciferol 3-12 meses tras el
TR no modificaba la progresion del filtrado glomerular o el desarrollo de fibrosis
intersticial/atrofia tubular y proteinuria®”. El estudio VITALE estd actualmente en
marcha y compara el dosis bajas y altas de colecalciferol (12.000 Ul vs 100.000 Ul cada 2
semanas durante 2 meses y posteriormente mensual durante 22 meses), con el objetivo
secundario de conocer el efecto de ambas dosis sobre el desarrollo de proteinuria y
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supervivencia del injerto*°. Otro estudio pendiente de publicar sus resultados es el VITA-
D, un ensayo clinico randomizado, con grupo placebo y doble ciego, que incluye a 200
pacientes trasplantados que recibian 6.800 Ul diarias de colecalciferol oral o placebo
durante 1 afio y que pretende investigar el efecto de inmunomodulador y renoprotector

1211

del colecalcifero

Se han propuesto pautas de reposicion de vitamina D con colecalciferol y ergocalciferol,
sin embargo hay poca informacion acerca de reposicion con calcifediol en trasplante
renal.

Courbebaisse et al. han propuesto una pauta de reposicion de vitamina D con altas dosis
de colecalciferol de 100.000 Ul cada 15 dias durante 2 meses (equivalente a 6.600 Ui/dia)
que demostraron que corregia los valores de vitamina D y disminuia los valores de PTH
sin provocar efectos secundarios, seguida de una pauta de mantenimiento de 100.000 Ul
al mes %, Otras pautas son las anteriormente mencionadas, de los ensayos clinicos en
marcha VITALE y VITA-D***".,
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Hipdtesis de Trabajo

Hipotesis 1: El hecho de que los pacientes en didlisis presenten valores mas altos de
FGF23 que los pacientes con ERC avanzada puede conllevar diferencias en los valores de
FGF23 y fosfato séricos en el post-trasplante renal entre receptores que realizaban dialisis

comparados con los receptores pre-dialisis.

Hipdtesis 2: El uso de cinacalcet como tratamiento del HPTS podria provocar

alteraciones en los valores de FGF23 previa y posteriormente al trasplante.

Hipdtesis 3: Los valores de los diferentes tipos de vitamina D, calcidiol y calcitriol

podrian tener una evolucion diferente tras el trasplante renal.

Hipdtesis 4: El calcifediol administrado en pauta quincenal o mensual podria ser una
opcion adecuada para la resposicion de calcidiol y podria contribuir al control del HPTS

en pacientes trasplantados renales.

40



Objetivos

OBJETIVOS




Objetivos

Objetivo 1: Comparar los cambios en los valores de FGF23 post-trasplante en los
pacientes en didlisis comparados con los pacientes pre-didlisis y ver qué influencia
podrian tener estas diferencias en los valores de FGF23 en cuanto al desarrollo de
hipofosfatemia, déficit de vitamina D y cambios en otros parametros relacionados con el

MMO durante el post-trasplante renal inmediato.

Objetivo 2: Comprobar si existen diferencias en el comportamiento de FGF23 y otros
parametros del metabolismo mineral 6seo entre los pacientes trasplantados renales que

hayan recibido o no cinacalcet previamente al trasplante renal.

Objetivo 3: Analizar las variaciones en los valores de calcidiol y calcitriol en tras el

trasplante renal y su relacidn con el resto de pardametros del metabolismo mineral éseo.

Objetivo 4: Analizar la efectividad y la seguridad de la administracion de calcifediol en

régimen quincenal o mensual en una poblacién de trasplantados renales.
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ABSTRACT

Background. Levels of fibroblast growth factor (FGF)-23, a phosphaturic
hormone, increase from the early stages of CKD and are dramatically elevated in
dialysis patients. Excessive FGF-23 may be involved in the hypophosphatemia and
inappropriately low calcitriol levels observed after kidney transplantation (KT).

This prospective observational cohort study was carried out to determine whether
there are any differences in the changes in FGF-23 levels after surgery in KT
recipients according to whether they were or not on dialysis before transplantation
and to assess the influence of FGF-23 in the development of posttransplantation
hypophosphatemia.

Methods. Consecutive KT recipients at the Hospital Clinic of Barcelona were
recruited. Patients developing delayed graft function were excluded. Mineral
metabolism parameters, including C-terminal fragment of FGF-23, intact
parathyroid hormone, and 1,25(OH).D;, were measured in 72 KT recipients (58 on
dialysis before transplantation and 14 preemptive transplant recipients) at baseline,
on day 15, and at 1, 3, and 6 months after transplantation. No patients received
treatment with calcimimetics, bisphosphonates, vitamin D, or phosphate
supplementation during the follow-up.

Results. FGF-23 decreased significantly in the first month after transplantation.
FGF-23 levels atbaseline and within the first posttransplantation month were lower
in preemptive transplant recipients than in patients on dialysis at transplantation.
Serum phosphate levels were lower in dialysis patients until the third month after
transplantation. Pretransplantation FGF-23 was the main predictor of
posttransplantation phosphate blood levels.

Conclusions. FGF-23 levels and the risk of developing posttransplantation
hypophosphatemia were lower in preemptive kidney transplant recipients than in
patients on dialysis before transplantation.
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INTRODUCTION

Fibroblast growth factor (FGF)-23 is involved in bone metabolism disorders in patients at
different stages of chronic kidney disease (CKD)"*.

Levels of FGF-23 are increased 100- to 1000-fold above the reference range in dialysis
patients, whereas a more discrete increase is observed in CKD patients not on dialysis>.
Preliminary studies have suggested that the excess FGF-23 in patients with CKD at
transplantation is one of the causes of hypophosphatemia and vitamin D deficiency in
the early posttransplantation period*™.

The main aim of our study was to determine the behavior of FGF-23 levels in kidney
transplant (KT) recipients on dialysis at surgery compared with CKD patients who
received a preemptive transplant and the influence of FGF-23 on the development of
hypophosphatemia, vitamin D deficiency, and changes in other parameters of mineral
metabolism during the initial posttransplantation period, defined as the first 6 months
after transplantation.

MATERIALS AND METHODS
Study Design

We performed a prospective observational study with a 6-month longitudinal follow-up
in our center. This study was approved by the hospital ethics committee.
All transplant recipients except those receiving a non heart-beating donor transplant
were consecutively included after accepting to participate and providing informed
consent. Patients with delayed graft function with eGFR less than 3omL/min per 1.73m2
on day 15 were excluded from the follow-up.
We measured sCr, sPO,, sCa, intact PTH (automated immunoassay, Liaison; DiaSorin,
Minnesota), 1,25(OH)2D3 (radioimmunoassay; DiaSorin), and FGF-23 at baseline, on day
15 and at 1, 3, and 6 months after transplantation.
At baseline and at 6 months, 25(0OH)D3 (automated immunoassay, Liaison, DiaSorin)
was measured.
eGFR was computed according to the abbreviated Modification of Diet in Renal disease
equation in mL/min per 1.73mz2.
We calculated sCa adjusted for serum protein: sCa adjusted=sCa measured mg/dL+[(4—
Alb g/dL) x 0.8].
Twenty-four hour urine was obtained during the follow-up to calculate FEPO,:
FEPO,=uPO, mg/dL x sCr mg/dL : uCr mg/dL x sPO, mg/dL; reference range, 0% to
25%.
FGF-23 was measured by a second generation enzyme-linked immunosorbent assay
(Inmunotopics, San Clemente, CA), which measures the C-terminal fragment. The
reference range in our laboratory was similar to that previously described by other
studies: less than 120 to 150 RU/mL™".
No patients received treatment with phosphate binders, calcimimetics, bisphosphonates,
or vitamin D during the follow-up.
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Statistics

Results are expressed as frequencies for categorical variables, as mean (SD) for normal
distributed continuous variables and median (IQR) for continuous variables with skewed
distribution. The Kolmogorov-Smirnov test was performed to determine the distribution
of variables. For differences between periods, the paired Student t test or Wilcoxon test
for paired values was used. For differences between groups, Student t test or the Mann-
Whitney U test was performed. The Fisher exact test or the chi-square test was used to
compare categorical variables. To assess associations among variables, Pearson
correlation was performed, and thereafter, linear or logistic regression was used,
considering ariables with a P value of less than 0.05 in the univariate analysis.

All P values were two-tailed, and a P value of less than o0.05 was considered significant.
The statistical analysis was performed with SPSS 15.0.

RESULTS
Patients

A prospective study was performed with consecutive inclusion of 72 patients (45 men)
who received a KT between April 2010 and June 2011.
The mean patient age (SD) was 51 (12.6) years.
Fourteen patients (19.4%) received a preemptive transplant. The remaining 58 patients
were on dialysis before receiving the transplant for a median of 36 months (interquartile
range [IQR], 24.5-56.2): 11 (15.3%) patients were on peritoneal dialysis for 27 months
(IQR, 22—-46), and 47 (65.3%) were on hemodialysis for 38 months (IQR, 25-66).
Fifty-nine patients (82%) received an isolated KT; and 13 patients (18%), a simultaneous
pancreas-KT.
Twenty-three patients (32%) received a living-donor transplant; and 49 (including 13
simultaneous pancreas-KT), an allograft from a deceased donor.
Fourteen patients (19.4%) underwent retransplantation. Although two patients from the
group who underwent preemptive transplantation had received a second allograft, they
have been considered as preemptive because primary allograft failure was consequence
of technical complications, and they never required dialysis.
Five patients (8.6%) had been parathyroidectomized before transplantation.
The primary kidney disease was diabetic nephropathy in 22 patients (30.6%),
glomerulonephritis/vasculitis in 16 (22.2%), unknown etiologies in 10 (13.9%),
hypertensive/ vascular disease in 9 (12.5%), polycystic kidney disease in 7 (9.7%),
urologic disease in 5 (6.9%), and interstitial nephritis in 3 (4.2%).
In the group of patients who were on dialysis, 25 patients (43%) were under treatment
with cinacalcet for secondary hyperparathyroidism (SHPT) at transplantation. Cinacalcet
was stopped at surgery and was not restarted in any of these patients.
Proportion of patients under treatment with vitamin D and phosphate binders before
transplantation were similar between groups. Any of these medications were restarted
during the follow-up.
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Immunosuppression was based on calcineurin inhibitors in 55 patients (76.4%) and was
calcineurin inhibitor-free in 17 patients (23.6%).

Baseline Data

Patient characteristics and serum parameters at baseline are summarized in Tables 1 and
2, respectively.

Patients who underwent preemptive transplantation were younger and had lower FGF-23
levels than patients who were on dialysis at transplantation. Serum levels of calcium
(sCa), phosphate (sPO,), parathyroid hormone (PTH), and 250HD3 were similar
between groups. 1,25(0OH)2D3 was slightly but not significantly higher in patients who
underwent preemptive transplantation (P=0.062).

TABLE 1. Baseline characteristics in patients on dialysis before transplantation or who received a preemptive kidney
transplant

Variable All (n=72)  Pretransplantation Dialysis (n=58) Preemptive Transplant (n=14) P
Patient age, yr 51 (12.6) 533 (12) 40 (8.6) <0.001
Patient gender (male), % 62.5 63.8 57.1 NS
Time on dialysis, mo 29 (12-50.7) 36 (24.5-56.2) 0 <0.001
Retransplantations, % 19.4 20.7 14.3 NS
Previous mineral metabolism treatment

Phosphate binders 70.8 74.1 57.1 NS

Vitamin D 43.1 414 50 NS

Calcimimetics 34,7 43.1 0 0.001
Type of transplant, %

SPKT 18.1 15.5 28.6 NS

KT deceased donor 50 60.3 7.1 0.001

KT living donor 31.9 24.1 64.3 0.008
Diabetes, % 333 345 28.6 NS
Primary kidney disease, %

Diabetes 30.6 31 28.6 NS

Hypertension 125 138 ! NS

Glomerulonephritis 22.2 20.7 28.6 NS

Other 34.7 34.5 35.7 NS
Immunosuppression, %

CNI 76.4 793 64.3 NS

CNI-free 23.6 20.7 35.7 NS

Data are presented as mean (SD), median (interquartile range), or percentage.
CNI, calcineurin inhibitors; KT, kidney transplant; NS, not significant; SPKT, simultaneous pancreas-kidney transplant.

TABLE 2. Baseline biochemical data in patients on dialysis before transplantation or who received a preemptive kidney
transplant

Variable All (n=72) Pretransplantation Dialysis (n=58) Preemptive Transplant (n=14) P

sPO,, mg/dL 4.32 (1.24) 4.27 (1.3) 4.58 (0.8) NS
sCa, mg/dL 9.19 (0.75) 9.2 (0.73) 9.16 (0.87) NS
ALP, IU/L 152 (122-205) 155 {(122-228.5) 133 (122.5-154) NS
PTH, pg/mL 267 (134-395) 273 (134-395) 221 (125-422) NS
1,25(0OH ), D3, pg/mL 18.41 (7.23) 17.6 (7.2) 2192 (6.72) NS
250HD;, pg/mL 16.5 (8.99) 16.26 (9.02) 17.66 (9.18) NS
FGF23, RU/mL 2003.8 (722.7-3084) 2062.7 (1247.2-3241.7) 420.7 (316.2-1766.8) 0.001

Data are presented as mean (SD) or median (interquartile range).
ALP, alkaline phosphatase; FGF23, fibroblast growth factor 23; NS, not significant; PTH, parathyroid hormone; sCa, serum calcium; sPO4, serum phosphate.
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Changes in FGF-23 Levels

FGF-23 decreased significantly during the first month after transplantation from 2003.8
RU/mL (IQR, 722.7-3084 RU/mL) to 167.1 RU/mL (89.2-416.9 RU/mL) (P=0.000).
Patients who received a preemptive transplant had lower FGF-23 levels than those who
had been on dialysis. After the first month, levels were similar between the two groups
(Table 3).

Normal FGF-23 levels, defined as less than 120 RU/mL"" were reached in 38.2%, 51.8%,
75%, and 75.5% of patients at days 15, 30, 90, and 180, respectively. In the first month, the
proportion of patients with normal FGF-23 levels was significantly higher in preemptive
transplant recipients than in patients who had been on dialysis. After the first month,
the proportion of patients with normal levels of FGF-23 was similar between groups
(Table 3).

TABLE 3. Differences in changes in FGF-23 and serum phosphate levels between preemptive transplant recipients and
patients on dialysis before transplantation

Variable All (n=72) Pretransplantation Dialysis (n=58) Preemptive Transplant (n=14) P

FGF-23, RU/mL

At day 15 167.1 (89.2-416.9) 233.7 (133.6-651.9) 87.2 (59.9-98.9) <0.001
At day 30 199.4 (72.8-183.9) 132.9 (102-258.3) 70.1 (46.9-111.5) 0.002
At day 90 97.3 (76.1-123.8) 99.4 (81.5-151.8) 70.7 (59.5-117.6) NS
At day 180 90.8 (60.3-118.5) 96.3 (64.5-129.4) 75.9 (47.6-88.8) NS
sPO,, mg/dL
At day 15 2.7 (0.9) 2.6 (0.9) 3 (0.8) NS
At day 30 2.7 (0.9) 2.5 (0.8) 3.1 (0.7) 0.028
At day 90 3.1 (0.8) 2.9 (0.7) 3.6 (0.7) 0.01
At day 180 3.2 (0.6) 3.2 (0.7) 3.2 (0.6) NS
1,25(0OH), D3, pg/mL
At day 15 27.2 (16.9) 24.4 (12.8) 36.1 (24.9) NS
At day 30 32.3 (12.9) 31.5 (13) 35.1 (13) NS
At day 90 34.5 (18.1) 31.6 (15.2) 45.3 (24.1) NS
At day 180 40.6 (19.7) 38.9 (18.1) 46.4 (24.6) NS
FGF-23 <120 RU/mL day 30, % 51.8 44.2 76.9 0.038
FGF-23 <120 RU/mL day 90, % 75 72.7 83.3 NS
sPO, <2.5 mg/dL day 30, % 50 57.8 23.1 0.028
sPO, <1.5 mg/dL day 30, % 12.1 15.6 0 NS

Data are presented as mean (SD), median (interquartile range), or percentage.
FGF23, fibroblast growth factor 23; NS, not significant; sPO4, serum phosphate.

Changes in sCa and sPO, and Urinary Fractional Excretion of Phosphate

sPO, levels decreased significantly during the first month after transplantation from 4.45
+1.23 t0 2.65 + 0.86 mg/dL (P=0.000).

During the posttransplantation follow-up, sPO, levels were lower in patients who had
been on dialysis than in recipients who underwent preemptive transplantation (Table 3)
(Fig. 1).
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FIGURE 1. Changes in bone metabolism markers in patients on dialysis before transplantation compared with those
receiving a preemptive transplant. Data are presented as mean. 1,25(0OH)2D3, 1,25-dihydroxyvitamin D3; FEPO,, fractional
excretion of phosphate; FGF23, fibroblast growth factor 23; PTH, parathyroid hormone; sCr, sexum creatinine level; sPO4,
serum phosphate. * P<0.08 in comparison between groups.

In the first month, the proportion of patients who achieved sPO, less than 2.5 mg/dL and
sPO, less than 1.5 mg/dL was 50% and 12.1% in the entire group, respectively, and these
proportions were higher in the dialysis group (Table 3).

Levels of sPO, increased progressively from the first to the third month after
transplantation (P=0.000) and remained stable until the sixth month, with a consequent
disappearance of the difference between patients who were or were not on dialysis at
transplantation (Table 3) (Fig. 1).

Urinary fractional excretion of phosphate (FEPO,) was high (36% + 16%) in the first
month, consistent with the initial decline in sPO,.

FEPO, in the first month was higher in patients who had been on dialysis than in
recipients of a preemptive transplant (40% + 16% vs. 24% * 9%; P=0.000). FEPO,
subsequently declined to similar levels between the two groups (29% + 1% vs. 22% + 10%
at the third month and 27% = 9% vs. 23% + 8% at the sixth month; P=not significant)
(Fig. 1).

It is important to note that none of the patients received phosphate supplementation
during the follow-up.

sCa levels increased significantly in the first 2 weeks after transplantation from 9.1 + 0.77
to 9.6 = 0.57 mg/dL when the patients were analyzed as a whole (P=0.000). A significant
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increase was also found in patients on dialysis (from 9.1 + 0.75 to 9.6 + 0.6 mg/dL;
P=0.000) but not in preemptive transplant recipients (9.16 + 0.87 to 9.55 + 0.48 mg/dL;
P=not significant), whose initial increase in sCa was not significant.

This initial significant increase in sCa in patients on dialysis was independent of having
received cinacalcet at transplantation, although patients who were on calcimimetics
showed higher levels of sCa throughout the follow-up (Fig. 2).
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FIGURE 2. Changesinparathyroidhormone (PTH) and serum calcium (sCa) in patients receiving a preemptive transplant
compared with those on dialysis and receiving cinacalcet until transplantation (* P<0.05) and patients on dialysis without
cinacalcet treatment (** P<0.08). Data are presented as mean. Cinacalcet was stopped at surgery and was not restarted inany
of these patients.

Changes in PTH Levels

PTH levels declined until the third month after transplantation from 267 pg/mL (IQR,
134-395 pg/mL) to 135 pg/mL (IQR, 87.5-185.5 pg/mL) (P=0.000). This

decrease was more pronounced in the first 2 weeks (Fig. 1).

During the follow-up, this decline in PTH was not observed in patients on calcimimetics
at surgery (n=25), who showed similar PTH levels at baseline and at the sixth month: 316
pg/mL (IQR, 124-416 pg/mL) to 210 pg/mL (IQR, 164.5-273.5 pg/mL); P=not significant
(Fig. 2).

Although there were no differences in PTH levels at baseline between patients who were
or were not on dialysis at transplantation, PTH levels were lower in preemptive
transplant recipients in the first 6 months after transplantation: 151 pg/mL (IQR,
116.5-216.5 pg/mL) vs. 101 pg/mL (IQR, 69-125 pg/mL) at the sixth month; P=o.01 (Fig. 1).
When patients who had received cinacalcet were excluded from the comparison, PTH
levels were similar between the two groups after the first posttransplantation month

(Fig. 2).
Changes in 25-Hydrocivitamin D and 1,25-Dihydroxyvitamin D3 Levels

After 6 months, 250HD3 levels were low at baseline and remained low (16.26 + g and
16.97 * 9.5 ng/mL; P = not significant).

From baseline to the first month after transplantation, 1,25(0OH)2D3 increased
significantly (P=0.000) and increased progressively thereafter until the sixth month.
Changes in 250HD3 and 1,25(0OH)2D3 levels were similar between patients who were or
were not on dialysis at surgery (Table 3) (Fig. 1).
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It is important to note that none of the patients received treatment with vitamin D
supplements during follow-up.

Changes in Creatinine and Creatinine Clearance

Both serum creatinine (sCr) levels and estimated glomerular filtration rate (eGFR)
improved significantly within the first month after transplantation (P=0.000) and
remained stable thereafter.

sCr was 1.57 + 0.62, 1.43 + 0.39 , 1.4 + 0.3, and 1.34 + 0.33 mg/dL; and eGFR was 51 + 22),
53.7 £ 20, 52.4 + 13.6, and 54.5 + 14.3 mL/min per 1.73m2

at days 15, 30, 90, and 180, respectively.

Kidney function improvement was similar in both groups (Fig. 1).

Relationship between FGF-23, PTH, Phosphate and Calcium Blood Levels

FGF-23 at baseline was negatively correlated with sPO, until the third month (r=0.385,
P=0.004) and was positively correlated with FEPO, until the sixth month after
transplantation (r=0.321, P=0.029).

PTH at baseline was not correlated with sPO, but correlation between
posttransplantation PTH levels and sPO, (inverse) and FEPO, (positive) was observed
during the follow-up.

In regression analysis, baseline FGF-23 was an independent predictor of sPO, levels
within the first 3 months after transplantation. At month 6, the main predictor of sPO,
was PTH at this time.

Higher levels of FGF-23 at baseline conferred a higher risk of reaching sPO, less than 2.5
mg/dL during the first 3 months after transplantation in patients on dialysis achieving
normal allograft function within the first month. However, PTH at baseline was an
independent predictor of sPO, less than 1.5 mg/dL at this time. On the other hand, levels
of sPO, less than 2.5 mg/dL at month 6 were determined by PTH at this moment.

FGF-23 levels at baseline predicted FGF-23 levels within the first 6 months after
transplantation.

In patients who had been on dialysis, the improvement in kidney function also
influenced the decline in FGF-23 levels within the first 15 days of follow-up, whereas this
influence was almost imperceptible in patients with preemptive transplants, whose FGF-
23 levels were only influenced by FGF-23 levels at baseline.

No correlations were found between FGF-23 and sCa levels.

Relationship between FGF-23, 25-Hydroxyvitamin D3, and 1,25-Dihydroxyvitamin
D3

FGF-23 at baseline was negatively correlated with 1,25(0OH)2D3 levels throughout the
follow-up and was the main predictor of 1,25(OH)2D3 levels within the first 3 months
after transplantation, such as higher FGF-23 at baseline-implied lower 1,25(OH)2D3 after
transplantation.
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At month 6, 1,25(OH)2D3 levels were predicted not only by baseline FGF-23 but also by
25(OH)D3 levels, such as lower levels of 25(0OH)D3 implied lower levels of 1,25(OH)2Ds3.

DISCUSSION

The present study found a substantial difference in changes in FGF-23 and sPO, levels
between patients who were or were not on dialysis at transplantation.

We found that a significant proportion of patients had low sPO, levels after
transplantation, more marked in the first month, when 50% of the patients achieved
sPO, less than 2.5 mg/dL in our study cohort. Previous studies have found a proportion

5%'° in populations who underwent transplantation.

of hypophosphatemia of 60% to 90%
This decrease in sPO, was accompanied by a simultaneous increase of FEPO, above the
reference range.

Inappropriate urinary phosphate wasting, traditionally linked to persistence of severe
SHPT from dialysis to the posttransplantation period”, can occur despite normal PTH
levels”, and previous studies have shown persistence of excessive FGF-23 to be the
main contributor to posttransplantation hypophosphatemia*®.

FGF-23 inhibits renal tubular reabsorption by suppressing the expression of luminal
sodium cotransporters 2a and 2c, and this phosphaturic effect is independent of PTH™,
In the present study, we found that baseline FGF-23 was the main predictor of FEPO,and
sPO, levels in the early posttransplantation period and observed a predominant
influence of FGF-23 at baseline on sPO4 levels within the first 3 months after
transplantation, whereas sPO4 levels in the sixth month were mainly influenced by PTH
at that time.

The fact that baseline PTH did not correlate with posttransplantation phosphate levels
might be because PTH levels at surgery were falsified by the use of agents to treat SHPT
before transplantation, such as vitamin D or cinacalcet.

Baseline FGF-23 was more than five times higher in patients who were on dialysis at
surgery than in those with preemptive transplants. FGF-23 elevations 100- to 1000-fold
above the reference range have been described in patients on dialysis with lower
elevations in predialysis patients®*, but this is the first study that indicates the
differences in posttransplantation changes in FGF-23 and sPO, between patients
according to whether they were on dialysis at transplantation.

After transplantation, patients who had been on dialysis before surgery achieved higher
FGF-23 levels until the first posttransplantation month and lower levels of sPO, until the
third month after transplantation, with no significant differences between the two
groups thereafter (Fig. 1).

Despite early normalization of sPO, and FGF-23, ongoing phosphate wasting persisted.
This could be explained by the persistence of high levels of PTH.

High PTH levels may lead to a higher fracture risk among transplant recipients because
of skeletal mobilization of phosphate. On the other hand, elevated FEPO,,
hypercalcemia, and high PTH have been described as factors involved in the
development of microscopic nephrocalcinosis after transplantation, which could have
negative effects on allograft outcome”.
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Early normalization of FGF-23 levels might have a favorable impact on KT recipients.
Increased levels of circulating FGF-23 have been described as an independent risk factor

20,21

for mortality'®", cardiovascular disease®>*, and progression of CKD?, as well as being a
predictor of poor allograft outcome™ and bone mineral density loss in KT recipients*.

In the present study, FGF-23 levels decreased within the reference range in 50% of
patients in the first month after transplantation and in 77% of patients with preemptive
transplants (Table 3).

Kidney function improvement, which has been previously described as a major
determinant of FGF-23 levels in CKD?**, was correlated with a decline in FGF-23 levels
after transplantation. This improvement was similar in both groups regardless of
whether preemptive transplant recipients were younger or had a higher proportion of
living-donor transplants than patients who had been on dialysis (Table 1).

Despite the differences between patients according to whether they were receiving
dialysis at transplantation, we found no influence of time on dialysis on sPO, or FGF-23
levels, possibly because more than 61% of dialysis patients had been receiving kidney
replacement therapy for more than 24 months. A previous study found no relation
between years on dialysis and FGF-23 concentrations®.

FGF-23 reduces 1,25(0OH)2D3 levels by inhibiting CYP27B1, which coverts 250HD3 to
1,25(0H)2D3, and by stimulating CYP24, which converts 1,25(0OH)2D3 to inactive
metabolites in the proximal tubule of the kidney™. In the present study, 1,25(0OH)2D3
increased significantly in both groups even though 250HD3 levels were low at baseline
and after 6 months.

Higher levels of FGF-23 at baseline implied lower 1,25(0OH)2D3 levels within the first 3
months after transplantation. Therefore, the increase of 1,25(OH)2D3 could be explained
not only by the recovery of its renal production after KT but also by a lower inhibition by
FGF-23.

In general population, it is known that there is a high prevalence of native vitamin D
deficiency with normal calcitriol. Calcidiol deficiency is also prevalent in CKD patients®.
In our study, the lack of recovery of 250HD3 could be explained because of the lack of
vitamin D supplementation after transplantation and because clinicians recommend
reduced sun exposure to avoid skin cancers in KT patients™.

In summary, FGF-23 decreased significantly in the first month after transplantation.
Patients who received a preemptive KT had lower FGF-23 levels and less risk of
developing posttransplantation hypophosphatemia than patients who were on dialysis at
surgery. The earlier decrease of FGF-23 and lower urinary phosphate loss observed in
preemptive transplant recipients could have positive effects on allograft outcome and
patient survival.

54



Publicaciones

REFERENCES

10

11

12

13

14

15

Seilier S, Heine H, Fliser D. Clinical relevance of FGF-23 in chronic kidney
disease. Kidney Int 2009; 76(suppl 114): S34.

Razzaque MS. The FGF23-Klotho axis: endocrine regulation of phosphate
homeostasis. Nat Rev Endocrinol 2009; 5: 611.

Larsson T, Nisbeth U, Ljunggren O, et al. Circulating concentration of FGF-23
increases as renal function declines in patients with chronic kidney disease, but
does not change in response to variation in phosphate intake in healthy
volunteers. Kidney Int 2003; 64: 2272.

Pande S, Ritter CS, Rothstein M, et al. FGF-23 and sFRP-4 in chronic kidney
disease and post-renal transplantation. Nephron Physiol 2006; 104: 23.

Bhan I, Shah A, Holmes ], et al. Post-transplant hypophosphatemia: tertiary
hyper-phosphatoninism? Kidney Int 2006; 70: 1486.

Evenepoel P, Naesens M, Claes K, et al. Tertiary hyperphosphatoninism
accentuates hypophosphatemia and suppresses calcitriol levels in renal
transplant recipients. Am ] Transplant 2007; 7: 1193.

Evenepoel P, Meijers BK, De Jonge H, et al. Recovery of hyperphosphatoninism
and renal phosphorus wasting one year after successful renal transplantation.
Clin ] Am Soc Nephrol 2008; 3:1829.

Economidou D, Dovas S, Papagianni A, et al. FGF-23 Levels before and after renal
transplantation. ] Transplant 2009; 2009: 379082.

Kawarazaki H, Shibagaki Y, Fukumoto S, et al. The relative role of fibroblast
growth factor 23 and parathyroid hormone in predicting future
hypophosphatemia and hypercalcemia after living donor kidney transplantation:
a 1-year prospective observational study. Nephrol Dial Transplant2o1; 26: 2691.
Trombetti A, Richert L, Hadaya K, et al. Early post-transplantation
hypophosphatemia is associated with elevated FGF-23 levels. Eur ] Endocrinol
2011; 164: 839.

Jonsson KB, Zahradnik R, Larsson T, et al. Fibroblast growth factor-23 in
oncogenic osteomalacia and X-linked hypophosphatemia. N Engl ] Med 2003;
348:1656.

Ito N, Fukumoto S, Takeuchi Y, et al. Comparison of two assays for fibroblast
growth factor (FGF)-23. ] Bone Miner Metab 2005; 23: 435.

Ward HN, Pabico RC, McKenna BA, et al. The renal handling of phosphate by
renal transplant patients: correlation with serum parathyroid hormone, cyclic
3’,5-adenosine monophosphate urinary excretion, and allograft function. Adv Exp
Med Biol 1977; 81: 173.

Rosenbaum RW, Hruska KA, Korkor A, et al. Decreased phosphate reabsorption
after renal transplantation: evidence for a mechanismindependent of calciumand
parathyroid hormone. Kidney Int 1981; 19: 568.

Green ], Debby H, Lederer E, et al. Evidence for a PTH-independent humoral
mechanism in post-transplant hypophosphatemia and phosphaturia. Kidney Int
2001; 60: 1182.

55



Publicaciones

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Saito H, Kusano K, Kinosaki M, et al. Human fibroblast growth factor- 23 mutants
suppress Na+-dependent phosphate co-transport activity and 1alpha,25-
dihydroxyvitamin D3 production. ] Biol Chem 2003; 278: 2206.

Evenepoel P, Lerut E, Naesens M, et al. Localization, etiology and impact of
calcium phosphate deposits in renal allografts. Am ] Transplant 2009; 9: 2470.
Gutierrez OM, Mannstadt M, Isakova T, et al. Fibroblast growth factor 23 and
mortality among patients undergoing hemodialysis. N Engl ] Med 2008; 359: 584.
Jean G, Terrat JC, Vanel T, et al. High levels of serum fibroblast growth factor
(FGF)-23 are associated with increased mortality in long haemodialysis patients.
Nephrol Dial Transplant 2009; 24: 2792.

Mirza MA, Hansen T, Johansson L, et al. Relationship between circulating FGF23
and total body atherosclerosis in the community. Nephrol Dial Transplant 2009;
24: 3125.

Kirkpantur A, Balci M, Gurbuz OA, et al. Serum fibroblast growth factor-23 (FGF-
23) levels are independently associated with left ventricular mass and myocardial
performance index in maintenance haemodialysis patients. Nephrol Dial
Transplant 2011; 26: 1346.

Fliser D, Kollerits B, Neyer U, et al. Fibroblast growth factor 23 (FGF23) predicts
progression of chronic kidney disease: the mild to moderate kidney disease
(MMKD) study. ] Am Soc Nephrol 2007; 18: 2600.

Wolf M, Molnar MZ, Amaral AP, et al. Elevated fibroblast growth factor 23 is a
risk factor for kidney transplant loss and mortality. ] Am Soc Nephrol 2011; 22:
956.

Kanaan N, Claes K, Devogelaer JP, et al. Fibroblast growth factor-23 and
parathyroid hormone are associated with post-transplant bone mineral density
loss.Clin ] Am Soc Nephrol 2010; 5: 1887.

Shimada T, Hasegawa H, Yamazaki Y, et al. FGF-23 is a potent regulator of
vitamin D metabolism and phosphate homeostasis. ] Bone Miner Res 2004; 19:
429.

Dusso AS, Tokumoto M. Defective renal maintenance of vitamin D endocrine
system impairs vitamin D renoprotection: a downward spiral in kidney disease.
Kidney Int 2011; 79: 715.

Courbebaisse M, Souberbielle JC, Thervet E. Potential nonclassical effects of
vitamin D in transplant recipients. Transplantation 2010; 89: 131.

56



Publicaciones

Subproyecto 2

Change in bone mineral metabolism parameters, including FGF23,
after discontinuing cinacalcet at kidney transplantation

Xoana Barros, David Fuster, Raphael Paschoalin, Federico Oppenheimer, Domenico
Rubello, Pilar Perlaza, Francesca Pons and José V. Torregrosa

Endocrine 2015; 49:267-273

Contribucion: Primer autor

Factor de Impacto JCR 2014: 3,878

Factor de Impacto JCR 2009-2014: 2,842

Posicion en 2014:

. ISI Journal Citation Reports: Q2 (40/128 Endocrinology & Metabolism)
Posicion en 2015:

. SCImago Journal Rank: Q2 (79/208 Endocrinology, Diabetes & Metabolism)

57



Publicaciones

ABSTRACT

Introduction. Little is known about the effects of the administration of cinacalcet in
dialytic patients who are scheduled for kidney transplantation, and in particular about
the changes in FGF23 and other mineral metabolism parameters after surgery compared
with recipients not on cinacalcet at kidney transplantation.

Patients and Methods. We performed a prospective observational cohort study with
recruitment of consecutive kidney transplant recipients at our institution. Patients were
classified according to whether they were under treatment with cinacalcet before
transplantation.

Bone mineral metabolism parameters, including C-terminal FGF23, were measured at
baseline, on day 15, and at 1, 3, and 6 months after transplantation.

In previously cinacalcet-treated patients, cinacalcet therapy was discontinued on the day
of surgery and was not restarted after transplantation.

Results. A total of 48 kidney transplant recipients, 20 on cinacalcet at surgery and 28
cinacalcet non-treated patients, completed the follow-up. Serum phosphate declined
significantly in the first 15 days after transplantation with no differences between the two
groups, whereas cinacalcet-treated patients showed higher FGF23 levels, although not
significant. After transplantation, PTH and serum calcium were significantly higher in
cinacalcet-treated patients.

Conclusion. We conclude that patients receiving cinacalcet on dialysis presented
similar serum phosphate levels but higher PTH and serum calcium levels during the
initial six months after kidney transplantation than cinacalcet non-treated patients.

The group previously treated with cinacalcet before transplantation showed higher
FGF23 levels without significant differences, so further studies should investigate its
relevance in the management of these patients.
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INTRODUCTION

Cinacalcet, an allosteric modulator of the calcium-sensing receptor, has been approved
for the treatment of secondary hyperparathyroidism (SHPT) in dialysis patients,
parathyroid carcinoma, and primary hyperparathyroidism. Its efficacy in reducing
parathyroid hormone (PTH) levels has been demonstrated in several studies [1-3].
Fibroblast growth factor 23 (FGF23) is a bone-derived hormone that plays an important
role in regulating vitamin D and phosphate homeostasis [4]. FGF23 inhibits renal tubular
reabsorption of phosphate by suppressing the expression of luminal sodium co-
transporters (NaPi) 2a and 2c [5] and also reduces calcitriol levels by inhibiting 10-
hydroxylase, which coverts 250HD to 1,25(OH)2D, and by stimulating 24-hydroxylase,
which converts calcitriol to inactive metabolites in the proximal tubule of the kidney [6].
FGF23 levels are elevated in patients with chronic kidney disease (CKD), reaching levels
100- to 1000-fold above the normal range in dialysis patients [7, 8]. These levels rapidly
decrease to within the normal range between months 1 and 3 after kidney
transplantation (KT) [8]. Excess FGF23 at KT may be involved in the hypophosphatemia
and low calcitriol levels observed after surgery [8-13].

Recently, cinacalcet has been reported to lower FGF23 levels in dialysis patients, whether
this decrease is a direct action or a consequence of alteration of circulating levels of
phosphate, calcium, and PTH is unclear [14, 15].

In our recent clinical practice, we observed that a not inconsiderable number of patients
on dialysis are under cinacalcet treatment at transplantation, which is stopped at
surgery.

Although biochemical profiles and clinical outcomes in patients discontinuing cinacalcet
at transplantation are scarce, most studies have found that patients receiving cinacalcet
before transplantation develop hypercalcemia, high PTH levels and, in some cases,
hypophosphatemia after KT [16,17]. Nevertheless, the mechanisms of action leading to
these alterations are unclear.

To date, no study has described whether post-transplantation changes in FGF23 could be
influenced by the use of calcimimetics prior to transplantation.

The aim of the present study was to examine if there are differences in FGF23 and other
mineral metabolism parameters after KT between patients who received calcimimetics in
dialysis and it was halted at surgery compared with patients not on calcimimetics at time
of KT.

PATIENTS AND METHODS
Study population

This is a prospective observational study with a 6-month longitudinal follow-up
including patients who received a kidney allograft in our center between May 2010 and
June 2011. All transplant recipients were consecutively included after accepting to
participate and providing informed consent.
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Patients who received a preemptive transplant and those with an estimated glomerular
filtration rate (eGFR) < 30 ml/min/1.73 m2 on day 15 were excluded from the analysis of
the present study. We excluded preemptively kidney-transplanted patients because none
of them received cinacalcet for treatment of SHPT before transplantation and we already
knew that receiving a preemptive kidney transplant would lead to differences in post-
transplantation changes in FGF23 and serum phosphate [8].

This study was conducted in accordance with the principles of the Declaration of
Helsinki, and the study protocol was reviewed and approved by the institutional review
board of Hospital Clinic.

Analyses

We prospectively collected blood samples for measurement of serum creatinine, serum
phosphate (sPO,), serum calcium (sCa) (automated ADVIA, Siemens Healthcare
Diagnostis, USA), intact PTH (automated immunoassay, Liaison, Diasorin, USA),
calcitriol (RIA, Diasorin, USA), and FGF23 (C-terminal fragment, second-generation
ELISA, Inmunotopics, San Clemente,USA) at baseline, on day 15, and at 1, 3 and 6 months
after transplantation.

Calcidiol (automated immunoassay, Liaison, DiaSorin, USA) was measured at baseline
and at 6 months.

We calculated sCa adjusted for serum protein: sCa adjusted = sCa measured mg/dl +
((4—Alb g/dL) x 0.8).

eGFR was computed according to the abbreviated Modification of Diet in Renal disease
(MDRD) equation in ml/min/1.73 m2.

We obtained 24-h urine during the follow-up to calculate FEPO,: FEPO, = uPO, mg/dl x
sCr mg/dl: uCr mg/dl x sPO, mg/dl, normal range o-25 %.

None of the patients received treatment that could modify the evolution of bone mineral
metabolism parameters, such as calcimimetics, phosphate binders or supplements and
bisphosphonates or vitamin D, during the follow-up.

Statistical analysis

The results are reported as frequencies for categorical variables, as mean + SE for
normally distributed continuous variables and as medians [interquartile range] for
continuous variables with skewed distributions. The Kolmogorov-Smirnov test was
performed to determine the distribution of variables. For differences between periods,
the paired Student’s t test or Wilcoxon'’s test for paired values was used. For differences
between groups, Student’s t test or the Mann-Whitney U-test was used. Fisher’s exact
test or the Chi-square test was used to compare categorical variables. For associations
among variables, Pearson correlation was performed and, thereafter, linear regression
was used, considering variables with a P value of less than 0.05 in the univariate analysis.
All P values were two-tailed and a P value of <o0.05 was considered significant.

The statistical analysis was performed with SPSS 15.0.
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RESULTS
Study population and baseline results

Forty-eight patients completed the follow-up: 20 who were receiving cinacalcet until
surgery (cinacalcet-treated) and 28 cinacalcet-naive patients. The patient’s baseline
demographic and analytical data are summarized in Tables 1 and 2.

Table 1 Comparison of

Parameter Total (N = 48)  On calcimimetics Without calcimimetics P
baseline characteristics between before KT (N = 20)  before KT (N = 28)
patients receiving calcimimetic
therapy at transplantation Patient age (year) 53 +£12 56 + 10 50 +13 0.08
(Slnneaicet as (Aliswnlinuulxm Patient gender (%male) 62.5 55 68 0.36
surgery and not restarted during
the follow-up) and calcimimetic Time on dialysis (month) 30 (22-52) 36 (23-76) 30 (21-44) 0.19
non-treated patients Dialysis modality (%PD) 18.8 15 214 0.72
Type of transplant (%) 0.7
KT deceased donor 73 70 75
KT living donor 27 30 25
Primary renal disease (%) 0.65
Diabetes 333 25 39.3
Hypertension 12.5 10 14.3
Glomerulonephritis 20.8 20 214
Polycystic kidney disease 8.3 15 3.6
Interstitial nephritis 2.1 10 6.3
Unknown or missing 18.8 20 17.9
Other 25.1 30 21.4
Immunosuppression (%) 0.9
KT Kidney transplant, CNI CNI 79.2 80 78.6
calcineurin inhibitor, PD CNI-free 20.8 20 21.4

peritoneal dialysis

Table 2 Comparison of baseline biochemical data between patients receiving calcimimetic therapy at transplantation (cinacalcet was discon-
tinued at surgery and not restarted during the follow-up) and calcimimetic-naive patients

Parameter Total (N = 48) On calcimimetics before KT (N = 20) Without calcimimetics before KT (N = 28) P
sPOy (mg/dL) 441 +£13 43+ 1.5 448 £1.2 0.65
sCa (mg/mL) 9.1+ 0.75 9.2 +0.86 9.04 + 0.69 048
PTH (pg/mL) 273 (129-396) 311 (98-423) 267 (155-389) 0.75
Calcitriol (pg/mL) 16.8 +5.9 145+ 438 184 + 6.2 0.039
Calcidiol (ng/mL) 1623 + 9.1 17.6 + 9.1 152 £ 9.1 0.36
FGF23 (RU/mL) 2063 (1248-3276) 2264 (1303-3307) 2016 (960-3207) 0.75

sPO4 serum phosphate, sCa serum calcium, PTH parathyroid hormone, FGF23 fibroblast growth factor 23

Calcitriol levels were lower in cinacalcet-treated patients than in those not receiving
calcimimetics at transplantation (P< 0.05). The other demographic and baseline mineral
metabolic parameters were similar in both groups (Tables 1, 2).

Cinacalcet was halted in cinacalcet-treated patients at engraftment. None of the patients
restarted cinacalcet during the follow-up.
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Among the group of cinacalcet-treated patients, the median daily dose at transplantation
was 30 mg in 15 patients (75 %), 60 mg in four patients (20 %), and more than 60 mg in
only one patient (5 %).

Renal function parameters

Renal function improved equally in both groups. Cinacalcet-treated and Cinacalcet non-
treated patients had serum creatinine levels of 1.56 + 0.5 versus 1.66 + 0.76 mg/dl at day
15 (P = 0.6) and 1.37 + 0.35 versus 1.29 + 0.32 mg/dl at the end of follow-up (P = 0.4),
respectively.

These findings were confirmed by comparing eGFR: 47 + 16 versus 52 + 29 ml/min/1.73
m2 at day 15 (P = 0.5) and 51 + 14 versus 57 + 16 ml/min/1.73 m2 at 6 months (P = 0.2) in
the cinacalcet-treated and cinacalcet non-treated groups, respectively.

Serum calcium, PTH, serum phosphate, and FEPO,

Levels of sCa increased within the first 15 days after transplantation in both groups: from
9.2 + 0.86 to 9.9 + 0.67 mg/dl (P = 0.031) in cinacalcet-treated patients and from 9.03 +
0.69 to 9.44 + 0.49 mg/dl (P = 0.006) in cinacalcet non-treated patients. Thereafter, sCa
levels remained stable throughout the follow-up period in both groups.

Multiple regression analysis showed relationship between sCa at the six month and
simultaneously measured PTH (F statistic 6.597; P = 0.015), with a positive correlation (R
= 0.398; P = 0.007).

Levels of sPO, decreased within the first 15 days after transplantation in both groups:
from 4.3 + 1.5 to 2.59 + 0.82 mg/dl (P = 0.001) in cinacalcet-treated patients and from 4.49
+ 119 to 2.59 + 0.92 mg/dl (P = 0.000) in cinacalcet non-treated patients. Thereafter,
sPO, levels remained stable until the first month, increasing later until reaching similar
levels in the two groups at the end of the follow-up (Fig. 1).

Multiple regression analysis showed relationship between sPO, at the six month and
simultaneously measured PTH (F statistic 7.889; P = 0.008), with a negative correlation
(R = -0.415; P = 0.004).

FEPO, was similar in both groups throughout the follow-up: 39.5 versus 39.8 % (P = 0.9)
at day 15, 42 versus 38.1 % (P = o.5) at day 30, 27.8 versus 28.7 % (P = 1) at day 90, and
26.9 versus 26.6 % (P = 0.9) at day 180 in cinacalcet-treated and cinacalcet non-treated
patients, respectively.

In contrast, PTH levels differed markedly between the two groups. PTH levels remained
stable from 31 pg/ml (IQR 98-423 pg/ml) at baseline to 210 pg/ml (IQR 164-273 pg/ml)
at the end of follow-up in cinacalcet-treated patients (P = 0.17), but decreased in
cinacalcet non-treated patients, from 267 pg/ml (IQR 155-389 pg/ml) at baseline to 128
(IQR 93-154 pg/ml) at 6 months after transplantation (P = 0.000).

Multiple regression analysis showed relationship between PTH at the six month with
baseline PTH and cinacalcet cessation (F statistic 12.382; P = 0.000).

Serum calcium and PTH levels were higher in cinacalcet-treated patients during the
follow-up (Fig. 2).
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Fig. 1 Time course of fibroblast growth factor 23 (FGF23) (a) and
serum phosphate (sPO4) (b) after transplantation in patients who
received cinacalcet before transplantation and cinacalcet was halted at
engraftment (Cinacalcet+) and cinacalcet non-treated patients (Cin-
acalcet—). Data is presented as mean + standard error of mean (SE).
There were no significant differences between groups for FGF23 or
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Fig. 2 Time course of parathyroid hormone (PTH) (a) and serum
calcium (sCa) (b) after transplantation in patients who received
cinacalcet before transplantation and cinacalcet was halted at
engraftment (Cinacalcet+) and cinacalcet non-treated patients (Cin-
acalcet—). Data are presented as mean = standard error of mean
(SE). Statistical significant differences were found between groups for
PTH and sCa as indicated in the graphs of both panels by asterisks

similar between the two groups (Fig. 1).

Hypercalcemia, defined as sCa > 10.3 mg/dl, was more common among cinacalcet-
treated patients, with a proportion of 35, 22.2, 26.3, and 27.8 %at day 15 and months 1, 3,
and 6, respectively, compared with a proportion of 3.6, o, and 4.3 % at the same time-
points in the cinacalcet non-treated group (P = 0.006, P = 0.021, P = 0.01, and P = 0.07).
At transplantation, PTH levels were = 300 pg/mL in 21 patients (44.7 %), with a similar
proportion in the cinacalcet-treated group (55 %) and in the cinacalcet non-treated
group (37 %); P = 0.2. At the end of follow-up, the proportion of patients with PTH = 110
pg/ml was higher in cinacalcet-treated patients (94.4 %) than in cinacalcet-naive
patients (65.2 %); P = 0.025.

Vitamin D status

Calcitriol significantly increased in the first month, with no differences between groups,
with levels of 26.9 + 12 versus 22.5 + 13.2 pg/ml at day 15 (P = 0.2) and 37.6 + 12.4 versus
39.9 + 21.6 pg/ml at 6 months (P = 0.7) in cinacalcet-treated and cinacalcet non-treated
patients, respectively.

Calcidiol remained insufficient in both groups with no differences. At month 6, calcidiol
levels were 15.2 + 9.8 ng/ml in cinacalcet-treated patients and 17.6 + 8.5 ng/ml in

cinacalcet non-treated patients (P = 0.4).

Fibroblast growth factor 23

63



Publicaciones

FGF23 levels decreased in cinacalcet-treated patients from 2264 RU/ml (IQR 1303-3307
RU/ml) at baseline to 472 RU/ml (IQR 134-674 RU/ml) at day 15 after transplantation (P
= 0.000), as well as in the cinacalcet non-treated group with a decrease from 2016 RU/ml
(IQR 960-3207 RU/ml) at baseline to 379 RU/ml (IQR 16-540 RU/ml) at day 15 (P =
0.000). After transplantation, changes in FGF23 were similar between groups, showing
cinacalcet-treated patients higher FGF23 levels, although not significant (Fig. 1).

DISCUSSION

The present study examined the evolution of FGF23 blood levels along with other
mineral metabolism parameters after KT in patients who received cinacalcet in dialysis
and it was halted at surgery compared with patients not on cinacalcet at time of KT.

To our knowledge, it represents the first prospective study comparing the evolution of
FGF23 in this specific situation.

As some studies have shown [16, 17], discontinuing cinacalcet at transplantation may
result in a rebound of PTH in the early post-transplantation period in incident renal
transplant patients. This significant rebound of PTH after cinacalcet cessation has also
been reported in maintenance dialysis patients [18] and prevalent renal transplant
recipients [19].

Like other authors [16, 17], we observed higher posttransplantation serum calcium and
PTH levels along with a higher proportion of hypercalcemia in patients receiving
cinacalcet before transplantation than in patients not on cinacalcet at surgery. We also
observed that PTH at month six was mainly influenced by baseline PTH along with the
fact of receiving cinacalcet treatment at time of KT.

This finding could be explained because cinacalcet-treated and cinacalcet non-treated
patients were substantially different at the time of cinacalcet treatment initiation.
Therefore, it is very likely that patients receiving cinacalcet had a more severe
hyperparathyroidism tan cinacalcet non-treated patients and this fact justified cinacalcet
initiation during dialysis to avoid the severe complications of SHPT.

The first factor that was recognized to cause hipercalcemia after KT was persistence of
SHPT after transplantation [20], almost invariably associated with the nodular form of
parathyroid hyperplasia, which is less prone to spontaneous regression even after the
uremic state has been corrected [21]. The main factors related to post-transplantation
hypercalcemia seem to be PTH-mediated bone resorption and recovered calcitriol levels.
We observed that sCa at the six month was mainly influenced by simultaneously
measured PTH.

Rebound hyperparathyroidism and associated hypercalcemia should not be considered
innocent complications as they contribute to bone loss [22] and may impair graft
function either acutely, by inducing vasoconstriction, or chronically, by mediating
calcification of the tubulointerstitium (nephrocalcinosis) [23, 24]. However, the data in
the literature establishing a clear relationship between the presence of high calcium
levels and kidney damage in humans and particularly in kidney transplant patients are
scanty and not fully conclusive [25,26].
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In contrast, despite observing differences on posttransplantation levels of PTH and
serum calcium in cinacalcet- treated compared with cinacalcet non-treated patients, we
did not find differences in post-transplantation levels of sPO, and FEPO,.

Vitamin D status after transplantation appears to evolve differently for calcidiol and
calcitriol. While calcidiol remained lower than normal range and unchanged from
baseline, calcitriol increased progressively to reach the normal range within the first 6
months after transplantation.

The fast recovery of calcitriol could be a consequence of its increased production by the
kidney and of its lower inhibition by FGF23 [8, g]. The fact that none of our patients
received supplementation with vitamin D during the follow-up could justify the absence
of calcidiol recovery to normal levels. Treatment with or without cinacalcet prior to
transplantation did not show differences on post-transplantation changes in any of the
vitamin D forms.

Excess FGF23 levels were present at transplantation with no differences between groups.
After transplantation, FGF23 levels decreased rapidly by 1o-fold in 15 days and these
changes were independent of cinacalcet treatment before surgery.

A recent study showed that cinacalcet treatment lowers serum FGF23 levels in
hemodialysis patients with SHPT independently of the effects of vitamin D [14]. This
reduction could be a direct effect or could be due to changes in other mineral metabolic
parameters, such as reduction of sPO, levels, which have been shown to influence FGF23
levels in clinical and in vivo studies [27]. However, a recent animal study reported a
significant reduction in FGF23 levels in CKD rats treated with cinacalcet, which occurred
despite a marked increase in serum phosphate [28]. Although these studies
demonstrated an influence of cinacalcet on FGF23 levels in dialysis, we observed that this
effect does not extend to the period after KT if cinacalcet is discontinued at surgery.
Therefore, it seems that the absence of differences in post-transplantation FGF23 levels
according to whether patients received or not cinacalcet prior to transplantation could
explain the lack of differences in post-transplantation sPO,, FEPO,, and calcitriol levels
between the two groups. However, recent experimental studies suggest that both
calcium and PTH can stimulate FGF23 expression in osteocytes, it could explain the
tendency in our series to have higher levels of FGF23 in the group previously treated with
cincacalcet [29].

We conclude that patients receiving cinacalcet on dialysis presented similar FGF23 and
serum phosphate levels but higher PTH and serum calcium levels during the initial six
months after KT than cinacalcet non-treated patients.

The group treated with cinacalcet showed higher FGF23 levels but without significant
differences and further studies should establish its relevance in the management of these
patients.
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ABSTRACT

Introduction. Vitamin D deficiency or insufficiency is prevalent in kidney transplant
recipients. Little is known about post-transplantation changes in vitamin D forms,
which are essential for bone health and other health outcomes. The aim was to
measure the levels of calcidiol and calcitriol during the first 6 months after kidney
transplantation and examine their relation with other bone mineral metabolic
parameters.

Patients and Methods. Prospective study was performed on 98 patients recruited
between April 2010 and June 20u. Calcidiol and calcitriol levels were measured at
baseline and at days 15, 30, 90, and 180 after kidney transplantation.

Results. Serum calcidiol levels remained persistently low: 14.3 (9-22) ng/ml at
baseline and 16.3 (10.1-20.6) ng/ml at 6 months (P=0.641). At 6 months, calcidiol levels
showed an inverse correlation with simultaneously measured parathyroid hormone
levels. Calcidiol showed a trend to be higher in patients transplanted in spring but
with no statistically significant difference. Calcitriol levels increased from 17 (13-23.7)
pg/ml at baseline to 24 (16-32) pg/ml (P=0.002) in the first 2 weeks after
transplantation and reached 37 (25-50) pg/ml (P=0.000) after 6 months. During the
follow-up, calcitriol levels showed a significant inverse correlation with baseline
fibroblast growth factor-23 levels. At month 6, calcitriol levels were inversely
correlated with baseline fibroblast growth factor-23 levels and directly correlated with
calcidiol levels.

Conclusion. In most patients, calcidiol levels remain low 6 months after kidney
transplantation, whereas calcitriol levels rapidly return to normal. Lower calcidiol
blood levels promoted lower calcitriol blood levels and higher parathyroid hormone
concentrations.
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INTRODUCTION

Traditionally, vitamin D deficiency has been associated with the development of rickets
in children, with osteomalacia in adults, and with an increased risk for osteoporosis'.
More recently, vitamin D has been shown to help reduce the risk for type 2 diabetes
mellitus®, cardiovascular diseases?, cancer?*, infectious diseases®, decrease in renal
function®, and graft rejection’®.

The major source of vitamin D comes from conversiéon of 7-dehydrocholesterol into
vitamin D3 in the skin under ultraviolet B radiation. Once vitamin D is produced in the
skin (D3 isoform) or is ingested (D2 or D3 isoforms), it is transported to the liver, where
it is converted to 25-hydroxyvitamin D (250HD or calcidiol). Calcidiol is then converted
to its active form, 1,25-dihydroxyvitamin D (calcitriol), by the renal CYP27B1 enzyme (1«
hydroxylase).

Renal calcitriol production is regulated by parathyroid hormone (PTH) and fibroblast
growth factor-23 (FGF-23) and contributes to endocrine regulation of calcium and
phosphorus homeostasis®.

Other tissues, unrelated to bone metabolism, are involved in calcitriol production, such
as prostate, colon, breast, pancreatic 3 cells, cardiomyocytes, vascular smooth muscle
cells, endothelial cells, and macrophages, which express both vitamin D receptor and the
CYP27B1 enzyme; this extrarenal production of calcitriol is considered to have autocrine
or paracrine effects®™.

Measurement of serum calcidiol concentrations is considered to be the more reliable
measure of vitamin D status®.

Although consensus is lacking, vitamin D deficiency is defined as calcidiol levels lower
than 10 ng/ml, because such levels increase the risk for rickets/osteomalacia and
decrease active absorption of calcium in the intestine™. Vitamin D insufficiency is
defined as calcidiol levels of between 10 and 29 ng/ml, because this limit is associated
with an increase in PTH secretion® and because interventional studies have shown
positive effects of vitamin D supplementation when calcidiol levels are above 30 ng/ml*™.
Calcidiol insufficiency is common in the general population and shows seasonal and
geographical variations'>*.

In chronic kidney disease (CKD), the kidney not only loses its ability to transform
calcidiol to circulating calcitriol, because of a reduction in renal CYP27B1, but also loses
its ability to maintain serum calcidiol levels”. Moreover, CKD decreases vitamin D
metabolism by the liver®.

After kidney transplantation, calcidiol deficiency persists in more than 85% of kidney
transplant recipients'™.

In CKD patients, low calcitriol levels are due to impaired calcitriol production by the
kidney and high FGF-23 levels®, but in the initial months after kidney transplantation,
when kidney function improves and FGF-23 levels decrease, the evolution of calcitriol
blood levels is not very well known***.

The main aim of our study was to determine the behavior of calcidiol and calcitriol levels
in the early posttransplantation period, defined as the first 6 months after kidney
transplantation, and their relation with other bone mineral metabolic parameters.
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PATIENTS AND METHODS
Study population

We performed a 6-month longitudinal follow-up prospective observational study that
examined changes in bone mineral metabolism parameters after consecutive inclusion of
72 patients (45 men) who received a kidney transplantation between April 2010 and June
2011.

Eleven kidney transplantations (15.3%) were performed in winter (December-February),
24 (33.3%) in spring (March-May), 20 (27.8%) in summer (June-August), and 17 (23.6%)
in autumn (September-November).

This study was conducted in accordance with the principles of the Declaration of
Helsinki, and the study protocol was reviewed and approved by the institutional review
board of Hospital Clinic.

Analysis

All transplant recipients were consecutively included after they had accepted to
participate in this study and had provided informed consent.

Twenty-eight patients with an estimated glomerular filtration rate less than 30
ml/min/1.73m2 on day 15, indicating a persistently deteriorating renal function, and
unable to metabolize vitamin D were excluded from the analysis.

We measured 25(0OH)D (automated immunoassay; Liaison, Diasorin, Minnesota, USA) at
baseline and at 6 months.

1,25(0OH)2D was measured (RIA, Diasorin, Minnesota, USA) simultaneously with serum
creatinine (N=0.30-1.30 mg/dl), intact PTH (automated immunoassay; Liaison) (N=10-65
pg/ml), and FGF-23 (C-terminal fragment, ELISA; Inmunotopics, San Clemente,
California, USA) at baseline, on day 15, and at 1, 3, and 6 months after transplantation.
We computed estimated glomerular filtration rate according to the abbreviated
modification of diet in renal disease equation in ml/min/1.73m2.

Statistics

Results are expressed as frequencies for categorical variables, as mean +SD for
continuous variables with normal distribution, and as median (interquartile range) for
continuous variables with skewed distribution. The paired Student t-test or the
Wilcoxon test was used to analyze differences between periods. The Student t-test or the
Mann-Whitney U-test was used to analyze differences between two groups. Analysis of
variance or Kruskal-Wallis was performed to assess differences among more than two
groups. Pearson (r) and Spearman (p) correlation coefficients were used to assess
associations among variables, and thereafter a multivariate linear regression model was
performed using multivariate analysis of variance command to establish whether all
equations were statistically significant.
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All P-values were two-tailed and a P-value less than 0.05 was considered significant.
The statistical analysis was performed with SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).

RESULTS
Baseline results

The mean age of the patients was 50.7 + 12.6 years.

Twenty-four patients (33.3%) had diabetes. The primary kidney disease was diabetic
nephropathy in 22 patients (30.6%), glomerulonephritis in 16 (22.2%), kidney disease of
unknown etiology in 10 (13.9%), hypertensive/vascular disease in 9 (12.5%), polycystic
kidney disease in 7 (9.7%), urologic disease in 5 (6.9%), and interstitial nephritis in three
patients (4.2%).

Five patients (6.9%) underwent parathyroidectomy before receiving the kidney
transplant.

Cinacalcet, vitamin D analogs, and phosphate binders were discontinued at surgery and
were not restarted in any of the patients.

Fourteen patients (19.4%) received a pre-emptive transplant.

Fifty-eight patients (80.6%) were on dialysis for a median of 36 months (interquartile
range 24.5-56.2) before receiving the transplant. Eleven patients (15.3%) were on
peritoneal dialysis.

Twenty-three patients (32%) received a living donor transplant. Thirteen patients

(18%) received a simultaneous pancreas-kidney transplant.

Immunosuppression was based on calcineurin inhibitors in 55 patients (76.4%) and was
calcineurin inhibitor-free in 17 patients (23.6%).

Renal function at baseline and at 6 months did not show statistically significant
differences and serum creatinine levels were 1.52 + 0.7 and 1.36 + 0.4, respectively.

Calcidiol

The median calcidiol level at baseline was 14.3 (9-22) ng/ml and no differences were
observed among patients on the basis of sex, age, or the season when the transplant was
performed. No differences were found in patients with and without diabetes or between
patients who were under dialysis before transplantation and those who received a pre-
emptive transplant.

Baseline calcidiol correlated significantly with baseline PTH (p= -0.298, P =0.014).
Multivariate linear regression showed an inverse relationship between baseline calcidiol
levels and simultaneously measured PTH levels (P = 0.010).

Calcidiol levels were low at baseline and remained low at 6 months (Fig. 1).
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Fig. 1

[ = 1.250HD pg/ml = 250HD |

Baseline 15 30 90 180
Time after kidney transplantation (days)

Changes in calcidiol (250HD) and calcitriol (1,250HD) levels after
kidney transplantation. Results are expressed as mean and SD. There
were no significant differences between periods for calcidiol and there
was a significant increase in calcitriol at day 15 (P=0.001), which
continued increasing significantly between day 90 and month 6
(P=0.022).

At 6 months, the median calcidiol level was 16.3 (10.1-20.6) ng/ml. No differences were
found on the basis of sex, donor characteristics (living vs. deceased donor), or type of
graft (isolated vs. combined pancreas-kidney transplant). Immunosuppression had no
influence on calcidiol levels at 6 months.

At 6 months, multivariate linear regression showed a direct relationship between
calcidiol and simultaneously measured calcitriol and an inverse relationship with
simultaneously measured PTH and with the season when the transplant was performed
(P=0.007).

The proportion of patients with normal, deficient, or insufficient blood levels of calcidiol
was unchanged during the follow-up (Fig. 2).
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Fig. 2
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Proportion of patients with calcidiol deficiency (< 10 ng/ml) or
insufficiency (10-29 ng/ml), or adequate calcidiol levels (>30 ng/ml)
at baseline and at 6 months after kidney transplantation. There were
no significant changes during the follow-up.

At 6 months after transplantation, calcidiol levels were higher in patients who had
received a transplant in spring than in those transplanted in autumn [23.1 (14.5-35.9) vs.
11.4 (10.22-18.77) ng/ml; P = 0.03] and summer [11 (9-19.85) ng/ml; P= 0.059].

Calcidiol levels increased only in patients who underwent transplantation in spring, but
this increase was not significant.

Calcitriol

The median calcitriol level at baseline was 17 (13-23.7) pg/ml with no differences among
patients on the basis of age or sex. No differences were found on the basis of whether the
patients had been under dialysis before transplantation.

Baseline calcitriol correlated with baseline FGF-23 (p= —325, P =0.009). Multivariate
linear regression analysis showed no interdependence between baseline calcitriol levels
and FGF-23, PTH, or baseline calcidiol levels.

During the follow-up, calcitriol levels increased from 17 (13-23.7) pg/ml at baseline to 24
(16-32) pg/ml on day 15, 30 (21-40) pg/ml on day 30, 29 (19.2-43) pg/ml on day 9o, and 37
(25-50) pg/ml on day 180. The increase was significant in the first 15 days after
transplantation (P =0.002) and continued until month 6 (Fig. 1).

At 6 months, there were no differences in calcitriol levels between patients on the basis
of age or sex, the use of pretransplantation dialysis, or the type of transplant (isolated
kidney transplant vs. simultaneous pancreas-kidney transplant, or deceased vs. living
donor transplant).

Immunosuppression had no influence on calcitriol levels at 6 months.

During the follow-up, the proportion of patients with calcitriol levels above 30 pg/ml
increased from 4.7 to 65.3% (Fig. 3).
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Fig. 3
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Proportion of patients with levels of calcitriol above 30 pg/ml at baseline
and at 6 months after kidney transplantation (P=0.001).

Multivariate linear regression analysis revealed an inverse relationship between baseline
FGF-23 and calcitriol levels at each time point (days 15, 30, 90, and 180).

Multiple linear regression analysis showed an independent relation of calcitriol at 6
months with simultaneously measured calcidiol and baseline FGF-23 (P= 0.004).

DISCUSSION

In this study we analyzed changes in the blood levels of calcidiol and calcitriol in the first
6 months after kidney transplantation. We found that calcitriol blood levels rapidly
increased, whereas calcidiol levels remained low.

Despite increased interest among physicians in the vitamin D status of CKD patients and
kidney transplant recipients, there are few published reports of calcidiol and calcitriol
levels in the first 6 months after kidney transplantation®™, and vitamin D
supplementation is usually delayed.

In this study, the prevalence of calcidiol insufficiency in CKD patients at the time of
kidney transplantation was 60.3% and that of calcidiol deficiency was 27.9% (Fig. 2).

This finding is consistent with studies of calcidiol status in CKD patients* and in
incident kidney transplant recipients™.

Calcidiol levels remained low at 6 months after kidney transplantation (Fig. 1). This
finding was expected because previous reports have indicated that kidney transplant

19-21

recipients have a high risk of calcidiol deficiency”™, and show lower calcidiol levels
compared with the general population®.

Throughout the study, we observed an association between low blood calcidiol levels and
higher PTH concentrations. This association has previously been described in CKD

21,27

patients®, stable kidney transplant recipients™”, and in the general population®,
suggesting that calcidiol deficiency could be partly responsible for the persistence of

high PTH blood levels.
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When 6-month calcidiol levels were analyzed according to the season when kidney
transplantation was performed, the highest levels were found in patients who had
undergone transplantation in spring. In fact, at 6 months after kidney transplantation,
calcidiol levels increased only in patients who had undergone transplantation in spring
and were similar to or lower than baseline levels in patients who had undergone
transplantation in other seasons.

An explanation for this finding is that, in patients transplanted in spring, the 6-month
determination was taken just after the end of the summer, which is the sunniest season.
Previous studies have reported an association between calcidiol levels and sun exposure
in relation to the different seasons™". The use of clothes can reduce calcidiol levels* and
the use of a factor 8 sunscreen reduces the skin’s production of vitamin D by 95% *°.
Therefore, the persistently low calcidiol levels in most of our patients could be partly
explained by the reduced sun exposure recommended in kidney transplant recipients to
prevent skin cancers®.

Another factor could be the use of corticosteroids, which may affect vitamin D
metabolism by activating genes involved in the expression of enzymes that catabolize
vitamin D*.

Calcitriol levels significantly increased during the first 6 months after kidney
transplantation, with a rapid increase in the first 2 weeks (Fig. 1). Six months after
transplantation, calcitriol levels had reached normal values in most patients.

The increase in calcitriol in the first 6 months after kidney transplantation could be
explained by lower inhibition by FGF-23%.

We also observed a positive influence of baseline PTH and calcidiol levels at month 6.
The most frequent alterations observed in transplanted patients, such as persistent
hyperparathyroidism (with or without hypercalcemia) and hypophosphatemia, may
stimulate the production of calcitriol and theoretically support a decrease in serum
calcidiol. However, we observed a positive relationship between calcidiol and calcitriol
after transplantation.

Inadequate serum calcidiol levels in kidney transplant recipients have been related to
increased risk for malignancies™*, cardiovascular disease? diabetes®, poor outcome of
CKD®, and chronic allograft nephropathy”.

In kidney transplant recipients, the provision of a source of calcidiol would serve not
only to supply the substrate of the extrarenal CYP27B1 enzyme, which is involved in
nonclassical effects, but also to improve control of PTH levels and stimulate adequate
calcitriol levels, which were persistently low in one-third of our patients.

CONCLUSION

Calcidiol levels remained persistently low 6 months after kidney transplantation,
whereas calcitriol levels rapidly increased in most patients. Lower calcidiol blood levels
promoted lower calcitriol blood levels and higher PTH concentrations. Given the
harmful effects of calcidiol deficiency, our results suggest the potential benefits of

early calcidiol supplementation in kidney transplant recipients.
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ABSTRACT

Introduction. Vitamin D deficiency is prevalent in kidney transplant recipients
(KTR) and recommendations on how to replenish vitamin D deposits are scarce.

Aim. To evaluate, in KTR, the safety and efficacy of calcifediol in two different
vitamin D supplementation regimens, in order to assess the most suitable dose.

Patients and Methods. Prospective observational study with two calcifediol
supplementation regimens randomly prescribed by clinicians in liquid form, at 266
mcg doses, monthly or biweekly. We analyzed 168 KTR with a functioning allograft
for more than 6 months. Patients receiving other vitamin D forms, calcimimetics or
bisphosphonates were excluded. Before calcifediol initiation (pre-treatment levels)
and after at least 3 months of treatment (post-treatment levels), we measured serum
levels of 25-OH vitamin D (25(0OH)D), parathyroid hormone (PTH), alkaline
phosphatase (ALP), calcium (sCa), phosphate (sPO4) and creatinine (sCreat).

Results. In the monthly group (n = 72), 25(OH)D levels increased from 14 ng/ml
[interquartile range, IQR 9-22] at baseline to 31 [20-38] (p = 0.000), PTH decreased
from

124 pg/ml [87-172] to 14 [78-163] (p = 0.006), while sCa and sPO4 remained stable. In
the biweekly group (n = 96), 25(0OH)D increased from 14 ng/ml [9-20] at baseline to
39 [28-52] (p = 0), PTH decreased from 141 pg/ml [95-221] to 12 [9o-180] (p = 0.000),
sCa remained stable and sPO4 increased from 3.3 + 0.6 mg/dl to 3.5 + 0.6 (p = 0.003).
Renal function remained stable in both groups.

Conclusion. Vitamin D reposition with oral calcifediol, in a biweekly or monthly
regimen, is safe and effective in improving 25(OH)D blood levels and in decreasing
PTH in kidney transplant recipients.
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INTRODUCTION

Traditionally, adequate blood levels of vitamin D have been associated with bone health.
More recently, low vitamin D has been hypothesized to be associated with common
cancers and autoimmune, infectious, and cardiovascular diseases [1-3].
VitaminD deficiency is prevalent not only in the general population [3] and in chronic
kidney disease (CKD) patients [4] but also in kidney transplant recipients (KTR) [5,6],
who are more susceptible to develop cardiovascular, infectious and bone diseases
because of immunosuppression and the persistence of secondary hyperparathyroidism.
There are different forms of vitamin D supplementation, such as cholecalciferol (vitamin
D3), ergocalciferol (vitamin D2) and calcifediol (25-OH vitamin D).
Although several vitamin D supplementation regimens have been proposed in KTR [7-
9], recommendations on how to replenish vitamin D are scant and unclear in the
guidelines

[10-12], which wusually recommend supplementation with ergocalciferol or
cholecalciferol.

Calcifediol is the nutritional vitamin D form recommended by the Spanish Society of
Nephrology to control mineral and bone disorders in CKD patients [12]. However, there
is no description of the precise schedule of administration.

The aim of the present study was to evaluate, in KTR, the efficacy and safety of
calcifediol in two different vitamin D supplementation regimens, in order to assess the
most suitable dose.

PATIENTS AND METHODS

Patients

An observational study with prospective follow-up was performed in 217 KTR who
initiated calcifediol supplementation randomly prescribed by clinicians in liquid form, at
a dose of 266 mcg, monthly or biweekly.

Calcifediol was initiated between July 2010 and February 2012 at the kidney transplant
outpatient clinic of our institution. The end of the follow-up was after 6 months.

We included patients older than 18 years, recipients of an isolated kidney transplant at
least 6 months prior, with functioning allograft at the time of the study. Patients
receiving other vitamin D forms, calcimimetics or bisphosphonates were excluded from
the analysis.

The study was conducted in accordance with the declaration of Helsinki and was
approved by our ethics committee.
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Measurements

In the 3 months before calcifediol initiation (pre-treatment levels), we measured serum
levels of 25-OH vitamin D (25(OH)D) (automated immunoassay, Liaison, DiaSorin,
Stillwater, MN, USA), parathyroid hormone (PTH) (automated immunoassay, Liaison),
alkaline phosphatase (ALP), calcium (sCa), phosphate (sPO,) (automated ADVIA,
Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, USA) and creatinine (sCr).

The estimated glomerular filtration rate (eGFR) was calculated according to the
abbreviated Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) equation as ml/min/1.73 m2.
The same determinations were performed after at least 3 months of treatment during a
follow-up of 6 months.

Statistical analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was performed to determine the distribution of variables.
Results are expressed as frequencies for categorical variables, as mean = SD for
continuous variables with normal distribution and as the median [interquartile range,
IQR] for continuous variables with skewed distribution. The paired Student’s t test or
Wilcoxon test for paired values was used to calculate differences between periods.
Student’s t test or the Mann-Whitney U test was performed to calculate differences
between groups.

More than two continuous variables were compared by ANOVA with subsequent
comparisons between individual groups using Student’s t test with a Bonferroni
correction.

All p values were two-tailed and p< 0.05 was considered significant.

The statistical analysis was performed with SPSS 18 statistical package.

RESULTS
A total of 168 KTR completed the follow-up and were included in the analysis: 72 patients

receiving monthly and 96 receiving biweekly calcifediol. A total of 49 patients were
excluded for different reasons as explained in the flow-chart.
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Biweekly group (n=118)

217
Kidney transplant recipients
\ 4 A\ 4
Exclusion criteria Monthly group (n=99)

18 Calcimimetics/Othervit D forms 25
1 Deceased 0
3 STOP treatment 2
A 4 \L
96 patients wereanalysed 72 patienis were anatysed

Five of these patients abandoned treatment. No episode of kidney stone and no adverse

events of any kind were observed in the patients.

There were no differences between the groups concerning baseline demographic or
biochemical data (Table 1).

Table 1 Comparison of

: i Monthly (n = 72) Biweekly (n = 96) p
baseline demographic and
b?ochcmicul data hcn‘vccn Men (n, %) 42 (58.3) 67 (69.8) 0.14
kidney transplant patients who ) )
received monthly vs. biweekly Age (years) 555 =155 573 + 134 0.40
calcifediol supplementation BMI 233 +6.8 23.1 6.3 0.64
Steroids 91 % 89 % 0.28
KT vintage (months) 72.4 (33.7-131) 72.8 (29.2-113) 0.75
94.5 + 87.9 83.6 + 65.8 0.36
sCr (mg/dl) 1.5 £05 1.6 + 0.5 0.21
eGFR (ml/min/1.73 m?) 49.7 + 18 46.7 + 15 0.25
25(0OH)D (ng/ml) 14 (9-22) 14 (9-20) 0.68
PTH (pg/ml) 124 (87-172) 141 (95-221) 0.05
sPO, (mg/dl) 34 + 0.7 33 + 06 0.52
sCa (mg/dl) 9.7 + 0.6 9.7 + 0.6 0.53
Alb (mg/dl) 424 +2.1 423 +2.7 0.97
ALP (1U/1) 179 (142-210) 166 (138-226) 0.92

Data are presented as percentage, mean + SD and median (IQR)

p value for comparison of variables between groups by Student’s ¢ test or the Mann-Whitney U test, as

appropriate

BMI body mass index, K7 Kidney transplant, sCr serum creatinine, eGFR glomerular filtration rate,
25(0H)D 25-OH vitamin D, PTH parathyroid hormone, sPO4 serum phosphate, sCa serum calcium, Alb
albumin, ALP alkaline phosphatase

Changes in bone mineral metabolism parameters after supplementation

In the total group of patients, 25-OH vitamin D levels significantly increased from 14
ng/ml [IQR 9-22] at baseline to 35 [24-47] (p < 0.001) and PTH levels decreased from 129

pg/ml [92-203] to 112 [83-174] (p < 0.001) after treatment.

ALP levels also decreased from 173 Ul/I [140-213] to 170 [137-199] (p < 0.001).
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sPO, increased from 3.3 + 0.6 mg/dl to 3.49 + 0.7 (p = 0.03) and sCa levels remained
stable at 9.7 + 0.62 and 9.8 + 0.55 mg/dl (p = 0.33).

Kidney function parameters remained stable. Pre-treatment eGFR was 48 + 16
ml/min/1.73 m2 and post-treatment eGFR was 47.84 + 16.8 ml/min/1.73 m2 (p = 0.75);
pretreatment sCr was 1.56 + 0.53 mg/dl and post-treatment sCr was 1.57 + 0.59 mg/dl (p =

0.51).
Monthly calcifediol

25(OH)D levels significantly increased from 14 ng/ml [IQR 9-22] at baseline to 30 [20-
38] (p < 0.001) after 4.5 + 2 months.

PTH significantly decreased from 124 [87-172] to 14 pg/ml [78-163] (p = 0.006) and ALP
from 179 UlI/I [142-210] to 170 [137-194] (p = 0.002).

sCa remained stable at 9.7 + 0.6 mg/dl (p = 0.82), as did sPO, (3.4 + 0.7 mg/dl vs. 3.5 +
0.6) (p = 0.28).

sCr and eGFR remained stable at 1.49 + 0.5 mg/dl vs. 1.49 + 0.6 (p = 0.92) and 49.7 + 18 vs.
50 + 19 ml/min/1.73 m2 (p = 0.42), respectively.

When we compared the aforementioned bone mineral metabolism parameters according
to eGFR, we observed an increase of 25(OH)D levels independently of the eGFR.
However, PTH decreased significantly and sPO, increased only in patients with eGFR >
60 ml/min/1.73 m2 (Table 2).

Biweekly calcifediol

25(OH)D levels significantly increased from 14 ng/ml [9-20] at baseline to 39 [28-52] (p =
o) after 5.4 + 2.8 months.

PTH significantly decreased from 141 pg/ml [95-221] to 112 [9o-180] (p\o.0o1) and ALP
from 166 UI/1 [138-226] to 169 [137-205] (p = 0.003).

sCa remained stable at 9.7 + 0.6 vs. 9.8 + 0.5 mg/dl (p = 0.26) and sPO4 increased from
3.3+ 0.6 to 3.5 + 0.7 mg/dl (p = 0.003).

sCr and eGFR remained stable at 1.6 + 0.5 vs. 1.6 + 0.6 mg/dl (p = 0.38) and 46.7 + 15 vs.
46 +15 ml/min/1.73 m2 (p = 0.29), respectively.

When we compared the aforementioned bone mineral metabolism parameters according
to eGFR, we observed a significant increase of 25-OH vitamin D and a decrease of PTH,
independently of the eGFR. sPO, increased in patients with eGFR 30-60 ml/min/1.73 m2,
while sCa decreased in those with eGFR > 60 ml/min/1.73 m2 (Table 3).

Comparison between monthly and biweekly calcifediol regimens after
supplementation

After supplementation, 25-OH vitamin D levels were significantly higher with the
biweekly than with the monthly regimen (p < 0.001) (Table 4).
No differences were observed in PTH, sCa, sPO,, ALP or renal function parameters

between regimens after calcifediol supplementation.
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Table 4 Comparison of bone

; 4 Monthly (n = 72) Biweekly (n = 96) p

mineral metabolism parameters

after calcifediol 25(0H)D (ng/ml) 30 (20-38) 39 (28-52) <0.001

supplementation between 5

kidney transplant recipients who PTH (pg/ml) 114 (78-163) 112 (90-180) 0.43

received monthly vs. biweekly sCa (mg/dl) 9.7 £ 0.6 9.8 £ 0.5 0.53

regimen sPO, (mg/dl) 35+ 06 351 £10:7 0.70
ALP (TU/) 170 (137-194) 169 (137-204) 0.81
eGFR(ml/min/1.73 m?) 50 + 19 46 + 15 0.1

sCr (mg/dl) 149 + 0.6 1.63 + 0.6 0.1

Data are presented as mean + SD and median (IQR)

p value for comparison of variables between groups by Student’s #-test or the Mann—Whitney U/ test, as
appropriate

25(0OH)D 25-OH vitamin D, PTH parathyroid hormone, sCa serum calcium, sPO4 serum phosphate, ALP
alkaline phosphatase, eGFR glomerular filtration rate, sCr serum creatinine

DISCUSSION

Vitamin D has long been known for its effects on calcium and bone metabolism. Severe
vitamin D deficiency causes a lack of bone mineralization, which manifests as rickets in
children and osteomalacia in adults [1]. There is also accumulating evidence that
insufficient vitamin D status contributes to osteoporosis and that adequate vitamin D
supplementation can reduce the risk of osteoporotic fractures by approximately 20 %
[13]. However, it is becoming increasingly clear that vitamin D has a much broader range
of action in the human body, with physiological effects that are not limited to bone.
Vitamin D is a key regulator of several cellular metabolic pathways and is an important
factor for cellular maturation, differentiation, and apoptosis 2, 14].

Vitamin D has been hypothesized to play an important role in decreasing the risk of
many chronic illnesses but the possible causality has not been elucidated [15-22].

Low 25(0OH)D levels are common in patients with CKD and are related to disease
outcome [23]. Furthermore, inadequate 25(OH)D levels are independently associated
with all-cause mortality [21-24].

After kidney transplantation, the prevalence of vitamin D insufficiency and deficiency is
extremely high, probably related to immunosuppression [25] and the strict sun
protection recommended to prevent skin cancers [26-28].

The potential non-classical effects of vitamin D have been widely defined in transplant
recipients [29].

Despite the lack of evidence for clinical outcomes to support the use of nutritional
vitamin D compounds, Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI), Kidney
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) and Spanish guidelines [10-12]
recommend supplementation with nutritional vitamin D in patients with stage 3 and 4
CKD and secondary hyperparathyroidism when 25(OH)D levels are < 30 ng/ml.
Recommendations on how to replenish vitamin D are scant and unclear in the guidelines
[10-12]. Usually the use of ergocalciferol or cholecalciferol is recommended and the
Spanish Nephrology Society recommends the use of calcifediol [12], which has received
little attention until now and is gaining acceptance as vitamin D replacement therapy
[30].

The aim of calcifediol supplementation is to reach a normal level of 25-OH vitamin D
rather than to attain target levels of PTH.
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Calcifediol does not need liver metabolism and may offer some advantages in patients
with CKD who have a moderate deficit of hepatic metabolism of vitamin D because of
uremia and/or hyperparathyroidism [31, 32].

The only calcifediol supplement marketed in Spain is Hidroferol (Faes Farma, Leioa, Viz,
Spain), which is available in several pharmaceutical forms.

Currently, there is no recommendation on how to prescribe calcifediol in KTR and we
prescribe drinkable calcifediol ampoules of 16,000 IU (266 mcg) because this is easily
administered in biweekly or monthly doses.

Our results show that the calcifediol supplement with either monthly or biweekly
regimes is easy, safe and effective in increasing vitamin D deposits. In both regimens,
blood 25(0OH)D levels were normalized, but they were higher after biweekly
administration (Table 4).

PTH also decreased with both alternatives. However, although there was no significant
difference in posttreatment PTH between the two regimens, all patients receiving
biweekly supplementation showed a decrease in PTH independently of their eGFR
(Table 3). In contrast, in patients receiving monthly supplementation, PTH decreased
only in those with eGFR > 60 ml/min/1.73 m2 (Table 2).

Based on our results, it seems that the biweekly regimen would be more appropriate for
decreasing PTH in patients with GFR < 60 ml/min/1.73 mz2.

Patients who received biweekly supplementation showed a significant increase in sPO,
from 3.3 £ 0.6 to 3.5 = 0.6 mg/dl, with post-treatment sPO, levels within the normal
recommended range [10-12]. Notably, we did not observe a greater increase in sPO, in
patients with worse kidney function. In fact, when patients were analyzed according to
eGFR, those with better kidney function tended to show a greater increase of sPO,.

We hypothesize that this increase could be related to a decreased urinary phosphate
excretion because of a greater decrease of PTH. However, we cannot confirm this
because many factors are involved and we lacked data on urinary phosphate excretion.
No changes in kidney function and either hypercalcemia or hyperphosphatemia were
observed with either of the two alternatives, indicating that calcifediol supplementation
in KTR is safe with both regimens.

Considering these results, oral calcifediol in kidney transplant recipients improves
25(OH)D blood levels and decreases PTH in both regimens.

Further interventional studies are needed to demonstrate whether replenishing of
vitamin D could provide clinical benefits to kidney transplant patients.
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Discusion

FGF23 en el Trasplante renal

En este trabajo de tesis se presenta el primer articulo publicado que describe diferencias
sustanciales en la evolucion de los valores de FGF23 y fosfato séricos entre receptores en
funcidn de si habian realizado o no didlisis previamente al trasplante®”.

También se presenta el primer articulo que afirma no encontrar diferencias en los valores
de FGF23 tras el trasplante renal en los receptores en funcion de si habian recibido o no
calcimiméticos para el control del HPTS previamente al trasplante™.

Los trabajos que describen el comportamiento de FGF23 tras el trasplante renal,
publicados a partir del afio 2006, confirman las sospechas reflejadas en publicaciones de
afnos anteriores acerca de la existencia de un mecanismo independiente de la PTH que
interviene en la hipofosfatemia post-TR®.

Estos estudios mostraron que FGF23 desciende ya en la primera semana tras el
trasplante®, y que este descenso puede llegar a ser del 95% con respecto al basal a los 3
meses post-trasplante® para posteriormente disminuir de manera gradual y alcanzar
valores de FGF23 al afio post-TR equivalentes a los que presentan los pacientes con ERC
con un filtrado glomerular similar®. Sin embargo, a pesar de su descenso, FGF23

1% por lo que se ha

continta permaneciendo alto en un alto porcentaje de pacientes
acuiado el término de hiperfosfatoninismo terciario para referirse a la persistencia de

valores elevados de FGF23 tras el TR.

En nuestro estudio, FGF23 desciende de forma mas significativa durante el primer mes
posterior al trasplante para a continuaciéon disminuir de una manera mas gradual.
Durante todo el seguimiento de 6 meses, los valores de FGF23 estan influidos
principalmene por el FGF23 en el momento del trasplante, segun ya se habia descrito
previamenteﬁl. Mas adelante, la evidencia apunta que, al afo, aunque la influencia de
FGF23 basal persiste, es el filtrado glomerular el principal factor que influye sobre los
valores de FGF23%.

El descenso tan acusado de FGF23 tras el TR puede ser debido a que, en presencia de un
injerto renal funcionante, desaparece la resistencia a su accion fosfatarica y existe una
mayor disponibilidad de Klotho. De esta manera se frenaria la produccion ésea de FGF23
a la vez que aumentaria su eliminacion renal, alcanzando una normalizaciéon de sus
valores en sangre de una manera mas o menos lenta en funciéon de los valores de FGF23
de partida.
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En nuestro trabajo, al presentar los pacientes en didlisis valores de FGF23 basales mucho
mas altos en comparacion con los receptores pre-dialisis, también presentan valores mas
altos de FGF23 durante el primer mes post-TR. Debemos sefalar que los pacientes
seleccionados para nuestro estudio presentaban FG > 30 ml/min durante el seguimiento
para evitar la interferencia que podria provocar en los resultados el hecho de que los
pacientes provenientes de didlisis presentasen una peor recuperacién de la funcion renal
durante los primeros meses posteriores al trasplante.

Describimos también que son los valores de FGF23 en el momento del trasplante los que
determinan la fosfatemia durante los 3 primeros meses post-trasplante y es por ello que
observamos diferencias en la fosfatemia y en la excrecion urinaria de fosfato entre
grupos. La prevalencia de hipofosfatemia en nuestra serie es del 50% el primer mes tras
el trasplante renal y este porcentaje es mayor en los receptores que realizaban didlisis,
alcanzando el 57,8%, frente al 23% de los receptores pre-dialisis.

Con respecto al calcitriol, cuyo valor durante el seguimiento depende también de FGF23,
podemos decir que aumenta progresivamente tras el trasplante renal sin diferencias
significativas entre ambos grupos. Este hecho puede ser debido a la insuficiente
disponibilidad de calcidiol como sustrato.

Las diferencias en FGF23 entre los grupos desaparecen a los 3 meses post-TR, y
posteriormente la fosfatemia no se iguala hasta el mes 6 post-TR.

Desconocemos si este periodo de tiempo es o no suficienciente para generar diferencias
en cuanto a pronostico. Sabemos que los valores altos de FGF23 se han relacionado con
mortalidad, mal pronostico del injerto y pérdida de DMO en pacientes trasplantados
renales®”. A ello habria que anadir las complicaciones relacionadas con la
hipofosfatemia, como son la alteraciéon de la contractilidad miocdrdida, la debilidad
muscular, la anemia hemolitica, el desarrollo de calcificaciones del injerto y de
osteopenia/osteomalacia.

Sin embargo, hay muchos otros factores que podrian explicar el mejor pronostico de los
pacientes pre-dialisis como el hecho de que en nuestra serie son pacientes mds jovenes,
reciben en mayor medida trasplantes renales procedentes de donantes vivos y no
presentan comorbilidades asociadas al largo tiempo en didlisis.

Aunque desconocemos si las diferencias de FGF23 entre grupos suponen diferencias en
cuanto a pronostico a largo plazo, si sabemos que los pacientes en didlisis tienen mayor
riesgo de desarrollar hipofosfatemia debido a que presentan valores mas altos de FGF23
en el momento de trasplante y que la influencia del FGF23 basal sobre la fosfatemia dura
al menos 3 meses tras el trasplante.
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FGF23 se considera la hormona implicada en la hipofosfatemia inmediata tras el
trasplante renal y el FGF23 pretrasplante continta siendo un buen predictor de la
hipofosfatemia presente al afio post-trasplante™.

En TR estables, después del post-TR inmediato, los valores de FGF23 persisten elevados
comparados con la poblacidn sana, aunque son mas bajos que los pacientes con ERC que
presentan similar FG** y tienen tendencia a presentar un fosfato sérico mas bajo que los
pacientes con ERC e incluso mas bajo que los sujetos sanos™. En los trasplantados
renales de larga evolucion es la PTH la que influye de manera mds significativa sobre la
fosfatemia y la pérdida urinaria de fosfato®**>.

Uno de estos estudios muestra que el FG, la PTH, la fosfatemia, el calcitriol, la
proteinuria y un mayor tiempo bajo tratamiento con corticoides influyen en los valores
de FGF23 en pacientes TR estables™, sin embargo no han podido dilucidar si el valor de
FGF23 en el momento del trasplante juega algin papel dado que es un estudio de corte
transversal que no dispone de parametros sanguineos del momento del trasplante.
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La elevacion de FGF23 ocurre desde estadios iniciales de ERC (1). El ascenso gradual de FGF23 provoca un
descenso temprano de calcitriol (2) de manera que la PTH se libera de la inhibicién por parte del calcitriol
y se eleva dando lugar al hiperparatiroidismo secundario (3). Finalmente, cuando existe una resistencia a
la accion fosfaturica del FGF23 en los estadios finales de la ERC, aumentan los valores de fosfatemia (4).
Tras el trasplante renal, FGF23 y PTH descienden de manera mas marcada en los primeros meses para
posteriormente descender mds progresivamente (5). El descenso de FGF23 permite una elevacion de los
valores de calcitriol (6). El hecho de que los valores de FGF23 permanezcan durante aproximadamente los
primeros 3 meses post-TR da lugar a la hipofosfatemia post-TR (7). Figura adaptada de Wolf et al, JASN
2010
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Segun el esquema propuesto por Wolf et al, la normalizaciéon de la fosfatemia se produce
a los 3 meses y es en adelante cuando el descenso de FGF23 se hace mas progresivo.
Nosotros proponemos que primero se enlentece el descenso de los valores de FGF23y a
continuacion la fosfatemia tiende a subir entre los 3-6 meses.

Dado que es el FGF23 basal el que determina la gravedad de la hipofosfatemia y déficit de
calcitriol post-trasplante renal, pareceria conveniente centrar los esfuerzos en disminuir
los valores de FGF23 con los que llegan los pacientes con ERC al trasplante renal, sobre
todo teniendo en cuenta que la correccion de la hipofosfatemia actualmente se basa en la
suplementacion con foésforo, que junto con la hipercalcemia pueden provocar efectos
adversos como calcificacion vascular.

Tal y como demostramos en nuestro estudio, una manera de disminuir este riesgo es
realizando el trasplante renal antes de la entrada en didlisis. Sin embargo en la practica
clinica esto no siempre es posible y se plantea necesario buscar terapias que disminuyan
los valores de FGF23 previamente al trasplante.

Segtn la evidencia actual, aun existe controversia en cuanto a si el tratamiento con
quelantes del fosforo desde estadios iniciales de ERC, cuando aun no existe
hiperfosforemia franca, podria prevenir la elevacion de FGF23 al diminuir la carga
corporal de fosforo™®*7.

Se ha observado que en pacientes en didlisis el tratamiento con vitamina D aumenta los
valores de FGF23, mientras que el cinacalcet los disminuye®,

En un estudio en pacientes en hemodidlisis se ha obervado que el uso de cinacalcet
disminuye los valores de FGF23 de manera independiente a los efectos de la vitamina
D*®. Este efecto podria ser directo o indirecto a través de la reduccién de la fosfatemia,
aunque cabe destacar que un estudio experimental ha mostrado una reduccion en FGF23
en ratas tratadas con cinacalcet a pesar de presentar valores altos de fosfatemia™®.

Segiin nuestra experiencia, los pacientes en didlisis que reciben tratamiento con
cinacalcet llegan al trasplante con los mismos valores de FGF23 que los pacientes que no
lo recibian. De hecho observamos que los valores de FGF23 son algo mas altos en el
grupo que recibia cinacalcet, aunque no de manera significativa. Esto podria ser debido a
que los pacientes que recibian cinacalcet en realidad padecen un HPTS mas severo y la
PTH estimula la expresién de FGF23 en los osteocitos™.

Posteriormente al trasplante renal hemos visto que no existen diferencias en la evoluciéon
de los valores de FGF23 tras el trasplante renal en funcién de si los pacientes habian
recibido tratamiento con cinacalcet o no hasta el momento del trasplante, asi como
tampoco se observan diferencias en los valores de fosfato y calcitriol séricos™>.
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Lo que si hemos observado, como ya se ha descrito previamente’”, es la presencia de
valores de calcemia y PTH mas altos en los pacientes que recibian cinacalcet, asi como
mayor proporcion de hipercalcemia. Este hecho es con mucha probabilidad debido a que
los pacientes que reciben cinacalcet durante la época de didlisis, padecen un HPTS mas
severo en el momento de inicio del tratamiento con cinacalcet, es decir que aunque los
valores de PTH en el momento del TR sean similares en ambos grupos, muy
probablemente no lo eran en el momento en que se inicid el tratamiento con cinacalcet.

En los distintos estudios publicados en poblacion trasplantada han utilizado diferentes
ensayos para medir los valores de FGF23, los cuales tienen diferentes valores de
normalidad, por lo que los resultados no son extrapolables entre estudios™*.

El hecho de que nosotros hayamos elegido el ensayo C-Terminal es porque es el ensayo
que ofrece menos variabilidad intradividual y por tanto es el mas idéneo para comparar
valores de FGF23 en diferentes momentos en un mismo individuo. Por el contrario, el
ensayo para determinacién de la molécula intacta, tiene una menor variabilidad
interdividual y por ello parece el mas adecuado para establecer puntos de corte*. De
todas maneras, la discordancia entre el ensayo que mide la molécula intacta y el que se
une al extremo C-terminal (que mide tanto la molécula intacta comolos fragmentos C-
terminales), es menor en pacientes con ERC o en didlisis, dado que en estos pacientes
predomina la molécula intacta porque existen menos fragmentos C-terminales'°.

El hecho de haber seleccionado pacientes con filtrado glomerular > 30 ml/min nos da la
ventaja de evitar las interferencias que podria haber producido en las diferencias
observadas entre grupos el hecho de presentar diferente recuperacion de la funciéon
renal. Sin embargo, no podemos inferir que el comportamiento de FGF23 vy del fosftao
sérico y urinario sea en todos los pacientes trasplantados tal y como nosotros lo
describimos, dado que en la practica clinica habitual existe siempre un porcentaje de
pacientes que presentan disfuncidn del injerto ya en el post-trasplante renal inmediato.
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Vitamina D en el Trasplante renal

En este trabajo de tesis se describe la rapida recuperacion de los valores de calcitriol tras

el trasplante renal frente a la persistencia de valores bajos de calcidiol**.
Ademads se comparan dos posibles regimenes de reposicion de calcidiol en pacientes
trasplantados renales de larga evolucion™=.

Los valores de calcidiol persisten bajos a los 6 meses post-trasplante, mientras el
calcitriol aumenta ya durante los primeros 15 dias posteriores al trasplante renal. La
evolucion de ambas formas de vitamina D no se ve influida por el hecho de que los
pacientes hayan realizado o no didlisis previamente al trasplante y tampoco por el uso de
calcimiméticos.

El rapido ascenso de los valores de calcitriol es secundaria a la menor inhibicién por
parte de FGF23 tras el trasplante, de manera que cuanto mayor es el FGF23 basal menor
es el valor de calcitriol durante los 3 primeros meses post-trasplante. A los 6 meses es la
PTH y el calcidiol los factores que mas influyen en los valores de calcitriol.

Por el contrario, los valores de calcidiol no dependen de los valores de FGF23 y
permanecen bajos tanto en el momento del trasplante como a los 6 meses post-
trasplante. La estacion del afio parece no influir en los valores basales, sin embargo
observamos que los pacientes trasplantados en primavera presentan unos valores mas
altos de calcidiol a los 6 meses post-trasplante, probablemente porque el verano ha
tenido lugar durante esos 6 meses.

La teoria de que el déficit de calcidiol post-trasplante podria ser debido a un agotamiento
de éste como sustrato al tener lugar una mayor produccion de calcitriol como
consecuencia del descenso de FGF23, la presencia de hipofosfatemia y la persistencia del
hiperparatiroidismo, se ve refutada a partir de los resultados de nuestro estudio. El hecho
de que en nuestro trabajo la correlacion entre calcidiol y calcitriol sea directa y no
inversa, nos hace pensar que es la falta de calcidiol como sustrato lo que limita la mayor
produccién de calcitriol y podria estar implicada en la persistencia de valores bajos de
calcitriol observada en un tercio de nuestros pacientes a los 6 meses post-trasplante.

El hecho de que el calcitriol se corrija en la mayor parte de nuestros pacientes en las
primeras semanas tras el trasplante, nos lleva a pensar que no tiene sentido tratar el
HPTT con formas activas de vitamina D, ya que los valores de calcitriol aumentan por
encima de 30 pg/mL en un 65,3% de los pacientes. Sin embargo, el hecho de que el
calcidiol se correlacione negativamente con la PTH y de que persista bajo a los 6 meses,
invita a corregir los valores de calcidiol. Ademas no debemos ignorar que son varios los
estudios y revisiones de la literatura que tratan acerca de los efectos pleiotrépicos de la
vitamina D nutricional.
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Aungque el impacto clinico del uso de la vitamina D en pacientes trasplantados no se ha
llegado a demostrar, es cierto que el déficit de calcidiol se ha relacionado con mal
prondstico y es por ello que las diferentes guias recomiendan su reposicion en caso de
presentar valores bajos de vitamina D. Las guias clinicas recomiendan utilizar
colecalciferol y ergocalciferol’. La guia espafiola recomienda el uso de calcifediol en
pacientes con ERC*.

Dado que observamos que en la practica clinica habitual de nuestro centro se prescribe
calcifediol de manera regular para reponer los valores de calcidiol tanto en pacientes con
ERC como en pacientes trasplantados renales, hemos decidido analizar si estas pautas
son suficiencientes para reponer los depodsitos de vitamina D, si ademas tienen algin
efecto sobre el control de la PTH vy si se asocian o no a complicaciones como son la
hipercalcemia e hiperfosfatemia.

El calcifediol estd comercializado en Espafia en forma liquida y, mas recientemente, en
forma de comprimidos con 266 microgramos, equivalentes a 16.000 Ul. Se puede
administrar facilmente de manera oral, cada quince dias o mensualmente, por lo que es
de facil cumplimiento por parte de pacientes polimedicados.

Con ambas pautas hemos conseguido reponer los valores de calcidiol en sangre y
disminuir la PTH. Sin embargo, la pauta mensual sélo disminuye la PTH en aquellos
pacientes con mejor funcién renal (FG> 60 ml/min), mientars que la pauta quincenal lo
consigue también en los pacientes con filtrados glomerulares bajos.

Cuando comparamos ambas pautas tras recibir el tratamiento, los valores de PTH son
comparables entre ambos grupos y los valores de calcidiol, aunque son
significativamente mds altos con la pauta quincenal, alcanzan valores adecuados también
con la pauta mensual.

En definitiva, cualquiera de las dos pautas es valida para reponer calcidiol en pacientes
trasplantados renales, sin presentar hipercalcemia ni hiperfosfatemia.

El hecho de que ambas pautas consigan corregir los niveles de calcidiol es especialmente
importante en una poblacion como es la de trasplantados renales, que no pueden
sintetizar vitamina D en la piel dado que deben evitar la exposicion solar para prevenir el
desarrollo de cancer de piel.
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Conclusiones

- FGF23 estd mds elevada en el momento del trasplante en los receptores que habian
realizado didlisis comparados con los pacientes pre-dialisis.

- FGF23 en el momento del trasplante renal predice los valores de FGF23 durante los
primeros seis meses y la fosfatemia durante los primeros tres meses post-trasplante.

- Los valores de FGF23 y la excrecion urinaria de fosfato son significativamente mds altos
durante el primer mes tras el trasplante renal en los receptores que habian realizado
didlisis comparados con los pacientes pre-dialisis.

- La proporcion de pacientes con hipofosfatemia, definida como fosfato sérico < 2,5
mg/dl, es mayor en los receptores que habian realizado didlisis comparados con los
pacientes pre-didlisis.

- Los pacientes en didlisis que recibian cinacalcet hasta el momento del trasplante renal,
presentan valores similares de FGF23 y fosfatemia y valores mayores de PTH y calcemia
durante los primeros seis meses post-trasplante comparados con los pacientes que no
recibian cinacalcet.

- Los valores de calcitriol, que aumentan de manera constante durante los primeros 6
meses tras el trasplante renal, dependen inicialemente de FGF23 para posteriormente, al
mes seis, pasar a depender de calcidiol y de PTH.

- En pacientes trasplantados renales, la reposicion con calcifediol oral a dosis de 266
microgramos quincenal o mensual, consigue reponer los valores de calcidiol y ayuda a
disminuir la PTH sin generar hipercalcemia o hiperfosfatemia.
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Addendum

Anexo 1: Validacion interna de la técnica ELISA de 22
generacion para determinacion del fragmento C-
terminal de FGF23

Para el la determinacion de FGF23 en cada momento se extrajeron 4 ml de sangre en un
tubo con EDTA, que se almacenaron a 4°C en la nevera hasta el momento en que se
llevaron a laboratorio para centrifugacion durante 10 min en una centrifuga refrigerada.
Tras la obtencién de aproximadamente 2 ml de plasma, éste se almacend entre -80°C y -
20°C.

1 ml se procesd por el investigador principal como se detalla a continuacién y el otro ml
de plasma se mantuvo guardado en una alicuota por si se precisase realizar alguna nueva
determinacion en el futuro.

Pasos del procesado:

Se coloca en una placa el suficiente numero de tiras recubiertas con Streptavidina para
realizar los FGF-23 standards, los controles y las muestras. Se realizaron cada uno por
duplicado.

Pipetear 100 microl. de standard, control o muestra y depositar sobre el pocillo
designado. Congelar el resto de controles y standards tras su uso.

Pipetear 50 microL de la solucion de anticuerpos en cada pocillo.

Cubrir la placa con una ldmina y posteriormente cubrir con papel de aluminio para
protegerlos de la luz.

Mantener la placa a temperatura ambiente durante tres horas en un agitador horizontal
a180-220 rpm.

Retirar el papel de aluminio y la ldmina. Usando un lavador de placas automatico lavar 5
veces con 350 microL de solucion de lavado.

Pipetear 150 microL de sustrato de ELISA HRP en cada pocillo.

Recubrir con una lamina y con papel de aluminio. Agitar durante 30 mins a 180-220 rpm
a temperatura ambiente.

Retirar la lamina y el papel de aluminio. Leer la absorbancia a 620 nm dentro de los
siguientes 5 minutos en un lector de placas frente al Standard o como blanco.

Pipetear inmediatamente 50 microL de ELISA Stop Solution en cada una de los pocillos.
Agitar durante 1 minuto.

Leer la absorbancia a 450 nm dentro de los siguientes 10 minutos en lector de placas
contra un blanco de reactivo de 150 microL de sustrato y 50 microL de Stop Solution.
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La lectura a 450 nm es la recomendada para valores comprendidos entre o y 680 RU/mL
y la lectura primera realizada a 620 nm para valores superiores a 680 RU/mL.

Validacion de la técnica:

- Linealidad.

Se realizan dos lecturas que dan lugar a dos curvas. La lectura de la primera curva (rango
de ensayo 6-445 RU/ml) se realiza a una longitud de onda de 450 nm utilizando las
absorbancias obtenidas con los 5 primeros standards.

Se han realizaron 6 determinaciones por duplicado de los 5 primeros standards,
observando una relacion lineal entre la absorbancia y las concentraciones.
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La lectura de la segunda curva se realiza a una longitud de onda de 650 nm utlizando las
absorbancias de los 3 standards mas altos. Esta segunda curva se utiliza para la lectura de
la concentraciones muestrales por encima del standard 5 (445 RU/ml).

Se han llevaron a cabo 6 determinaciones por duplicado de los 3 ultimos standards,
observando una relacion lineal entre la absorbancia y las concentraciones.
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FGF-23
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Para determinar si la linealidad se conservaba al alcanzar concentraciones por encima
del Standard mas alto (1500 RU/mL) se ha realiz6 diluciéon de una muestra de elevada
concentracion, observando una pérdida de la linealidad al alcanzar valores por encima de
4000 RU/ml, por lo que concentraciones por encima de este valor fueron diluidas a lo
largo de la realizacion del estudio.

Linealidad
FGF-23
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Diluciones de muestra de concentracion elevada

- Precision.

Para determinar la precision intra-ensayo, la media y el coeficiente de variacion
fueron calculados mediante 4  determinaciones por duplicado (8
determinaciones) de los controles de calidad (nivel alto y nivel bajo) y 7
determinaciones por duplicado (14 determinaciones) de tres muestras.
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MEDIA COEFICIENTE DE
(RU/mL) VARIACION
CONTROL BAJO 19,89 14.31%
CONTROL ALTO 308,97 4.94%
MUESTRA 123,13 3.53%
MUESTRA 489,16 10.87%
MUESTRA 2795,23 5.67%

Para determinar la precisidon inter-ensayo, la media y el coeficiente de variacion fueron
calculados mediante determinaciones por duplicado de los controles de calidad (nivel
bajo y nivel alto) en 9 ensayos distintos y determinaciones por duplicado de tres
muestras en 7 ensayos.

MEDIA COEFICIENTE DE
(RU/mL) VARIACION
CONTROL BAJO 28,6 27,01%
CONTROL ALTO 302,3 14,08%
MUESTRA 123,1 15,01%
MUESTRA 489,2 16,95%
MUESTRA 2795,2 13,07%
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- Exactitud.

La recuperacidn se realizé afiadiendo 50 microL de Stdi500 a 200 microL de una muestra
de concentracion 76.98 RU/mL, obteniendo una concentracion final de 354.432 RU/mL
(esperada de 361.58 RU/mL), con una recuperaciéon del 98%. De la misma manera se
afnadieron 25 microL de Stdi500 a 225 microL de la misma muestra con concentracion de
76.98 RU/mL, obteniendo una concentracién final de 174.937 RU/mL (esperada de 219
RU/mL), con una recuperacion del 79.9%.

- Sensibilidad analitica (limite de deteccion).

La sensibilidad de la técnica ha sido determinada tomando 12 muestras de diluyente,
resultando ser 6.06 RU/mL con un 95% de intervalo de confianza.

Esta es la concentracion minima que el ensayo es capaz de detectar.
- Intervalos de referencia.

Segun estudios previos en poblacién sana se consideran normales niveles de FGF23 por
debajo de 150 RU/mL o 120 RU/mL. Hasta el momento se han determinado niveles de
FGF23 en muestras de plasma (EDTA) en 13 controles sanos en nuestro centro con
niveles de 47 +/- 24 RU/mL.
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Anexo 3: Aprobaciones del Comité de Etica en
Investigacion Clinica

CLINIC

BARCELONA

Hospital Universitari

D. Joan Albert Barbera Mir, Adjunto a la Direccion de Investigacion del

Hospital Clinic de Barcelona,
CERTIFICA:

Que el Comité de Investigacion del Hospital Clinic, en la sesion
celebrada en el dia de hoy, ha analizado el proyecto de investigacion
titulado:

Papel del FGF23 en la hipofosfatemia y déficit de calcitriol tras el
trasplante renal aislado y reno-pancreatico.

cuyo investigador principal es la Dra. Barros, Xoana

del Servicio de Nefrologia

CIF - G-08431173

entendiendo que dicho estudio se incluye en una de las lineas de
investigacion biomédica acreditadas en este centro, cumpliendo
los requisitos metodolégicos necesarios, y que es viable en todos
sus términos, por lo que lo ha considerado adecuado y ha decidido

su aprobacion.

Lo que firmo en Barcelona, a 28/01/2010

Registro: 2010/ 5494

HOSPITAL CLINIC DE BARCELONA
Villarroel, 170 - 08036 Barcelona (Espana)
Tel. 93 227 54 00 Fax 93 227 54 54
www. hospitalclinic.org

852
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CLINIC

BARCELONA

Hospital Universitari

Diia. Begofia Gémez Pérez ,del Servicio de Farmacia del Hospital
Clinic de Barcelona y Secretaria del Comité Etico de Investigacion
Clinica (CEIC)

CERTIFICA:

Que el Comité Etico de Investigacion Clinica, segun consta en el acta

de la reunion celebrada en el dia de hoy, ha analizado el proyecto de

investigacion titulado:

Papel del FGF23 en la hipofosfatemia y déficit de calcitriol tras el
trasplante renal aislado y reno-pancreatico.

cuyo investigador principal es la Dra. Barros, Xoana

CIF - G-08431173

del Servicio de Nefrologia
entendiendo que dicho estudio se ajusta a las normas éticas esenciales
y criterios deontolégicos que rigen en este Centro, y, por tanto, ha

decidido su aprobacién.

Lo que firmo en Barcelona, a 28/01/2010
"/,747

Registro: 2010/ 5494
HOSPITAL CLINIC DE BARCELONA
Villarroel, 170 - 08036 Barcelona (Espana)
Tel. 93 227 54 00 Fax 93 227 54 54
www.hospitalclinic.org

852
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