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Resumen

La enfermedad renal cronica (ERC) en el adulto se define como la presencia de una alteraciéon
estructural o funcional renal que persiste mas de tres meses, con o sin deterioro de la funcion
renal. Los factores de riesgo para ERC son edad, sexo, bajo peso al nacer, etnia, diabetes e
hipertension. En algunas regiones del pais, ademas la poblacién se encuentra expuesta a
otros factores de riesgo para el desarrollo de la ERC, como la exposicion a metales pesados.
Los actuales biomarcadores de la funcién renal como la microalbuminuria y la Tasa de
Filtracién Glomerular (TFGe, basada en los valores de CrS), no son 6ptimos para valorar dafio
renal y son afectados frecuentemente por caracteristicas como sexo, edad, indice de masa
corporal e infeccion de vias urinarias, etc. Por estas razones se han buscado nuevos
biomarcadores tempranos relacionados con el dafio tisular. El objetivo de este proyecto fue
determinar las concentraciones urinarias de los biomarcadores de dafio renal temprano KIM-
1, NGAL, Cistatina C y a-1 microglobulina y de la proteina GAS-1 en muestras de pacientes
con factores de riesgo para el desarrollo de la ERC. Se hizo un estudio de tipo transversal con
114 adultos de entre 43 y 69 afos, originarios y residentes de la Comarca Lagunera. Se
evaluaron los biomarcadores KIM-1, NGAL, Cistatina C y alfa 1 microglobulina a través de un
sistema de inmunoensayo en microesferas (Luminex), asi como la proteina GAS-1 a través de
la técnica de ELISA, ademas de la cuantificacion de la CrS para la estimacion de la TFG y de
la CrU para la normalizacion de los biomarcadores. Mediante un andlisis de correlacién, con
los datos transformados a logaritmo base 10 y las concentraciones de los biomarcadores y de
GAS-1 normalizados por CrU, los resultados muestran una correlacion negativa débil entre
éstos y la TFGe; asimismo, se encontré una correlacion positiva marginal entre los
biomarcadores de dafio renal temprano ya conocidos y la proteina GAS-1, los cuales muestran
una tendencia a incrementarse en aquellos pacientes que tienen una enfermedad renal crénica
ya establecida y mas avanzada. En conclusion, la proteina GAS-1 aparece posterior a la
exposicion a nefrotdxicos ya conocidos, se encuentra presente en la orina de sujetos con
factores de riesgo para desarrollo de enfermedad renal y en aquellos participantes con una
ERC ya conocida; ademas se correlaciona de forma marginal con los biomarcadores de dafio
renal ya conocidos. Se requieren mas estudios de GAS-1 y los biomarcadores de dafio renal
temprano, asi como con los biomarcadores tradicionales, para evaluar los niveles de corte y

establecer su utilidad para el diagnéstico o prondstico de la ERC.
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Abstract

Chronic kidney disease (CKD) in adults is defined as the presence of a structural or functional
kidney alteration persisting for more than 3 months, with or without renal function impairment.
Current renal function biomarkers, such as microalbuminuria and glomerular filtration rate
(eGFR, based on serum creatinine —sCr- values), are not optimal to estimated kidney damage,
and are frequently affected by characteristics like sex, age, body mass index or urinary tract
infections, to name a few. In some regions of México, the population is exposed to other risk
factors for CKD development, like heavy metals. For this reason, new early biomarkers related
to tissue damage have been researched. The aim of this project was to determine urine levels
of some early kidney damage biomarkers and the GAS-1 protein in specimens from people
with risk factors for CKD development. We performed a transversal study with 114 adults with
ages between 43 and 69 years old, born and raised in the Comarca Lagunera region. The
following biomarkers were evaluated: KIM-1, NGAL, cystatine C and alpha 1 microglobulin,
through a microsphere immunoassay system (Luminex Technology), and GAS-1 through
ELISA, also measuring sCr for eGFR, and uCr for biomarker normalization. By means of a
correlation analysis, with renal biomarkers data log transformed and GAS-1 levels normalized
by uCr, our results show a weak negative correlation between them and eGFR; moreover, we
found a marginal positive correlation between known early kidney damage biomarkers and the
GAS-1 protein, which show a tendency to increase in those participants having an established
and more advanced chronic kidney disease. In conclusion, this new protein, GAS-1, appearing
after being exposed to known nephrotoxics and thus being able to demonstrate its utility in case
of chronic or acute kidney damage, is present in the urine of people with risk factors for the
development of kidney disease and it is marginally correlated to known kidney damage
biomarkers. More studies are suggested analyzing GAS-1 and early kidney damage
biomarkers, as well as traditional biomarkers, to evaluate cutoff levels and to establish its utility

for diagnosis or prognosis of CKD.
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1. Introduccién

1.1. Nefropatia
1.1.1. Generalidades

Los rinones desempefian importantes funciones en el organismo como: filtrar la sangre
y eliminar productos de desecho del metabolismo, mantener el equilibrio hidroelectrolitico y
acido-base; secretar hormonas como renina y eritropoyetina; la sintesis de la forma activa de
la vitamina D para regular el metabolismo del fésforo y el calcio. La unidad funcional del rifién
es la nefrona, la cual est4 formada por un glomérulo y un tabulo. El primero es un conjunto de
capilares sanguineos a través del cual se filtran mas de 150 L de sangre/dia; los tdbulos, que
se dividen en tres regiones: tlbulo contorneado proximal (regién que filtra y reabsorbe
componentes de la sangre que pasan a través del rifion); asa de Henle (porcién descendente,
gue es muy permeable a la absorcidn del agua; y porcién ascendente, muy permeable a los
iones e impermeable al agua) y el tubulo contorneado distal (que posee la macula densa,
donde se estimula produccién de renina con la finalidad de secretar aldosterona para aumentar
la absorcién de sodio y agua). En los tubulos se reabsorbe agua y sustancias quimicas Utiles
como aminoacidos y iones, concentrandose las sustancias de desecho y el exceso de agua,
terminandose por excretar de 1 a 2 L de orina al dia. También producen y secretan sustancias
como eritropoyetina, renina y prostaglandinas (Dehesa-L6pez et al., 2009).

1.1.2. Etiologia y Fisiopatologia

Las causas de la enfermedad renal crénica (ERC) se pueden dividir en enfermedades
vasculares, enfermedades glomerulares, tubulo intersticiales y uropatias obstructivas. En
nuestro pais la etiologia mas frecuente es la DMT2, que es responsable del 50% de los casos
de ERC de acuerdo a lo reportado por el United States Renal Data System en 2007 (USRD,
2007) en segundo lugar la HTA y finalmente las glomerulonefritis.

En el 2002 cuando la National Kidney Foundation’s Kidney Disease Outcomes Initiative
(KDOQI, 2002; Patel and Singh, 2009) publicé una serie de lineamientos que rigen las
practicas clinicas para el cuidado de pacientes con enfermedad renal. Por primera vez éstas
incluian una definicion operativa de la enfermedad renal, sin tomar en cuenta la etiologia de la
enfermedad renal, pero si basdndose en la presencia de dafio renal o una tasa de filtracion
glomerular estimada (TFGe) menor a 60 mL/min/1.73m? de superficie corporal (SC) durante
més de 3 meses (tabla 1.1). De igual manera, se propuso un sistema de clasificacion de 5

categorias, determinado por el nivel de funcién renal basado en la TFGe (Levey et al., 2002).
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Tabla 1.1 Diagnéstico de la enfermedad renal cronica

Definicion de Enfermedad Renal Crénica (KDIGO)

1. Dano renal >3 meses, definido como alteraciones renales funcionales o
estructurales, con o sin limitacion en la TFGe, que pueden llevar a una
disminucion de la TFGe, manifestado por cualquiera de los siguientes sintomas:

¢ Anormalidades por patologia renal

¢ Marcadores de darfio renal, incluyendo anormalidades en la composicién de la
sangre u orina o anormalidades en los estudios de imagen renal

2. TFGe < 60 mL/min/1.73m2SC por > 3 meses, con o sin dafio renal

KDIGO= Kidney Disease Improving Global Outcomes; TFGe= Tasa de filtracion
glomerular estimada; SC= Superficie corporal (KDOQI, 2002)

1.1.3. Clasificacion de Enfermedad Renal Cronica

La TFGe es uno de los métodos mas usados para calcular la funcién renal y consiste
en medir la depuracién renal de una sustancia (Israni, 2007). Las guias Kidney Disease
Improving Global Outcomes (Levey et al., 2005) recomiendan la estimacion de la TFG a través
de las formulas MDRD (Modified Diet in Renal Disease) o de las férmulas de Cockcroft-Gault
(tabla 1.2).

Tabla 1.2 Férmulas méas comunes para el calculo de la TFGe

MDRD simplificado (4 variables)

186 x CrS x edad x (0.742 si es mujer) x (1.21 si es de raza negra)

MDRD (6 variables)

170 * CrS x edad x nitrdgeno ureico en sangre (BUN) x albumina x (0.762 si es mujer) x
(1.18 si es de raza negra)

Cockcroft- Gault
((140 — edad) x peso (kg)/ 72 x CrS) x (0.85 si es mujer))

Aclaramiento de Creatinina (orina 24 hrs)
(CrU (mg/dL) x volumen orina (mL/ min)/ CrS (mg/dL)

La ERC se define como la disminucién de la funcién renal, expresada por una TFGe
<60mL/min/1.73m? o como la presencia de dafio renal durante mas de 3 meses, manifestada

de forma directa a través de una biopsia renal, o de forma indirecta por marcadores de dafio
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renal como albuminuria, proteinuria, alteraciones en el sedimento urinario o alteraciones en
las pruebas de imagen (Cabrera, 2004; Eknoyan, 2007; Levey et al., 2005).

Este umbral de 60 mL/min/1.73m? fue elegido para diagnosticar ERC porque se
encuentra por encima del nivel asociado con falla renal (TFGe <15 mL/min/1.73m?) lo que
permite llevar a cabo medidas preventivas que eviten o retrasen la falla renal. Por otro lado,
éste es un nivel que esta por debajo de la TFGe que tiene el 50% de la poblacion adulta (tabla
1.3).

Tabla 1.3 Clasificacion de la enfermedad renal cronica de acuerdo a las guias KDIGO

CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA (KDIGO

Estadio Descripcion TFGe Tratamiento
(mL/min/1.73m?)

1 Dafio renal con TFGe normal o >90 TR
elevada.

2 Dafo renal con disminucion leve de la 60-89 TR
TFGe.

3 Disminucién moderada de la TFGe. 30-59 TR

4 Disminucion grave de la TFGe. 15-29 TR

5 Falla renal. <15 TD

TFGe= Tasa de filtrado glomerular estimada mediante férmula; TR=Trasplante renal; TD=
Tratamiento dialitico; KDIGO= Kidney Disease Improving Global Outcome (KDOQI,
2002).

1.1.4. Diagnostico de Enfermedad Renal

En la nomenclatura nefrolégica actual, el término de insuficiencia renal crénica ha
guedado en desuso, siendo reemplazado por el de enfermedad renal crénica; desde febrero
del 2002, de acuerdo con las guias de K/DOQ)I, fue definida como “dafio renal de una duracion
igual o mayor a tres meses, caracterizado por anormalidades estructurales o funcionales con
o sin descenso de la tasa de filtracion glomerular a menos de 60ml/min/1.73m?. Hay cinco
etapas en la evolucion de la enfermedad crénica renal, las cuales se basan en la presencia de
dafio estructural y/o la disminucion de la tasa de filtracion glomerular (TFGe).

El dafio renal puede ser diagnosticado directamente al ver alteraciones histolégicas en
la biopsia renal o indirectamente a través de albuminuria o proteinuria, al detectar alteraciones
del sedimento urinario o alteraciones en las pruebas de imagen. Como la TFGe disminuye con

la edad, la prevalencia de la ERC aumenta con la misma y se estima en aproximadamente el
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17% de la poblacion mayor de 60 afios con una TFGe menor a 60 mL/min/1.73m? (USRD,
2007).

La guia K/DOQI recomienda la estimacion de la TFGe como el mejor método para
determinar la funcion renal. La TFGe refleja la depuracion renal de una sustancia, es decir, el
volumen de plasma del que puede ser completamente eliminada una sustancia por unidad de
tiempo (Collins et al., 2007). La sola presencia de una TFGe <60 ml/min/1,73 m? por si sola
define ERC, porque implica la pérdida de al menos la mitad de la funcién renal, lo que ya se
asocia a complicaciones. El valor normal de la TFGe en adultos jovenes es de 120-130
mL/min/1.73m?, el cual disminuye con la edad. Una TFGe menor de 60 mL/min/1.73m?
representa la pérdida de mas del 50% de la funcién renal normal en adultos, y por debajo de
éste la prevalencia de las complicaciones propias de la ERC aumentan (Cabrera, 2004; Levey
et al., 2005).

De esta manera, si la TFGe es mayor o igual a 60 mL/min/1.73m2, el diagnéstico de
ERC se establece mediante evidencias de dafio renal, que pueden comprender:

Alteraciones urinarias (albuminuria, micro-hematuria)

Anormalidades estructurales (por ejemplo imagenes renales anormales).

Enfermedad renal genética (rifiones poliquisticos).

Enfermedad renal probada histolégicamente.

El requerimiento de un periodo minimo de tres meses en la definicion de ERC implica que las
alteraciones deben ser persistentes y progresivas.

En relacién con los marcadores de dafio renal, se recomienda la cuantificacion de la
excrecion urinaria de albumina, y puede presentarse secundaria a DMT2, nefroesclerosis
hipertensiva, en enfermedades tubulo intersticiales, enfermedad renal poliquistica y en
enfermedades del rifién trasplantado. El método recomendado para su medicion es el cociente
albumina (mg)/creatinina (g) en una muestra aislada de orina con un umbral de 30mg/gCr
(mujeres 25mg/gCr y hombres 17 mg/gCr) como marcador de dafio renal. Las razones para
usar este umbral son: a) se encuentra 2-3 veces por arriba del valor de excrecion normal de
albumina; b) las concentraciones por arriba de 30mg/gCr son poco frecuentes en hombres y
mujeres sanos de 40 afios; c) las concentraciones mayores a este umbral representan

marcadores tempranos de dafio renal por DMT2, HTA y enfermedades glomerulares.

1.1.5 Prevalencia e Incidencia

Desde el afio 2005, los nuevos criterios de la ERC fueron aplicados a la base de datos

de la National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES lIl), que reporté 8 millones
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de personas con una TFGe <60mL/min/1.73m2 en EUA y 12 millones con evidencia de
microalbuminuria. Asi mismo, se documento un incremento del 40% en la prevalencia de ERC,
principalmente por un incremento en los estadios 3-5 de la ERC, afectando al 13.5y 15.8% de
la poblacién general, lo que también ha sido reportado en Europa, Asia y Australia (Cabrera,
2004).

En México, uno de los estudios de referencia corresponde al estudio transversal en una
poblacion de 3564 sujetos, de ambos géneros, con una edad de >18 afios, afiliados al Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) de la ciudad de Morelia, Michoacan. La prevalencia de
una TFGe <15 mL/min/1.73m? fue de 1,142 por millén de habitantes (0.11%), en tanto que la
prevalencia de una TFGe <60 mL/min/1.73m? fue de 80,788 por millén de habitantes (8.07%)
lo que comprueba una elevada prevalencia de la ERC en nuestro pais, al igual que en el resto
del mundo (Amato et al., 2005).

En México la principal causa de ERC es la DMT2, que afecta 6.4 millones de adultos
mexicanos, seguida de la HTA, que afecta 22.4 millones de acuerdo a la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2012). Dado que en México no se tiene un registro nacional
de enfermos renales, se desconoce la prevalencia de pacientes en terapia de reemplazo renal;
sin embargo, algunas estadisticas de la poblacion derechohabiente del IMSS indican una
prevalencia de ERC en adultos superior a 1000 por millon de derechohabientes (Amato et al.,
2005).

En el estudio de educacién renal elaborado por el Programa de Deteccion Renal de
enfermedad Renal, KEEP por sus siglas en inglés (KEEP, 2008), se encontré una prevalencia
de ERC del 22% en la Ciudad de México y un 33% en Jalisco; estas prevalencias no son
significativamente diferentes a lo reportado en los registros de pacientes con ERC en Estados
Unidos -26%- (Obrador et al., 2010). En el afio 2013 se encontrd una prevalencia del 31.3%
de ERC en 9169 participantes de poblaciones de alto riesgo para desarrollo de ERC en
comunidades urbanas y rurales en el estado de Jalisco (Garcia-Garcia et al., 2013). En este
mismo estudio (KEEP) se informé que el porcentaje de ERC fue de 14.7% y ninguno de los
sujetos sabia que padecia ERC (Cueto-Manzano et al., 2014).

A pesar de que en México no existe un registro nacional de pacientes con enfermedad
renal cronica avanzada, el cual permitiria no s6lo conocer el nUmero de pacientes que la
padece, sino ademas estimar la sobrevida de éstos, si se han realizado varios esfuerzos para
estimar estos pardmetros. Existen dos estudios: uno realizado en la poblacion
derechohabiente del IMSS en el 2007, que reporta una prevalencia de ERC avanzada en

adultos mayor a 1000 por millon de habitantes; y el segundo, que utiliza el registro de dialisis
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y trasplante de Jalisco, que reportd para el afio 2007 una prevalencia de ERC avanzada de
986 casos por millén de habitantes. De esta manera, podemos inferir que para el 2009, en
México podrian existir entre 98,600 y 136,500 pacientes con ERC avanzada, siendo ésta ultima
la més cercana a las cifras encontradas en la poblacién de ascendencia mexicana en Estados
Unidos, de acuerdo al Sistema de Datos Renales (USRD, 2007).

En el afio 2009, un grupo de investigadores mexicanos, realiza estimaciones
epidemioldgicas de la ERC mediante el uso de un modelo matematico (Barendregt et al., 2003)
a través del programa DISMOD I, el cual permite la obtencién de las tasas de prevalencia y
mortalidad de un determinado problema de salud, en este caso la ERC en etapa avanzada, al
suministrarsele valores de incidencia, letalidad y remision. Los insumos para el modelo, se
toman de estudios epidemiolégicos, en datos secundarios y en opiniones de expertos. Lopez-
Cervantes et al., realizaron en 2009 una estimacion de la tasa de incidencia para toda la
poblacion mexicana con ERC en estado avanzado (Lopez-Cervantes et al., 2009), usando
como referencias dos estudios: Amato et al., en 2005 y el de Garcia-Garcia et al., en 2007
(Amato et al., 2005; Garcia-Garcia et al., 2013), obteniendo a través del programa DISMOD,
una incidencia de ERC avanzada de alrededor de 4 por millén, y una tasa de prevalencia de
cerca de 1 por millén de habitantes durante el 2005.

La informacién proporcionada por estos dos estudios permitio establecer una incidencia
de 4 por millén, una de mortalidad de aproximadamente 29% y una de prevalencia de cerca
de 1 por millon.

1.1.6. Factores de riesgo de enfermedad renal

Existen factores de riesgo de inicio y factores de riesgo de progresion de la ERC. Los

factores caracteristicos iniciadores son:

o Edad avanzada (edad >60 afos): es un factor de riesgo de ERC, pero no un factor de
progresion en si mismo, mas alla del deterioro funcional natural asociado a la edad
(“rifdn del viejo”).

e DMT2: Es un potente factor iniciador, de hecho, es la causa mas frecuente de ERC

avanzada.

e HTA asi como enfermedad cardiovascular o antecedentes familiares de enfermedad
renal que junto con la proteinuria son los dos factores de riesgo de progresion

modificables mejor documentados.
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Sexo masculino: descrito en estudios poblacionales como factor prondstico

independiente de padecer ERC. No esta claro como factor de progresion.

Raza negra o afroamericanos: en EEUU estd demostrada una mayor incidencia en
didlisis en la poblacion afroamericana. Esta circunstancia debe atribuirse,
principalmente, a la mayor prevalencia de HTA severa, peores circunstancias

socioculturales y posibles factores genéticos.

Nacimiento con bajo peso: asociado a un reducido numero de nefronas y al desarrollo
posterior de la ERC. De hecho, la pérdida adquirida de masa renal, experimental o

clinica se asocia a hipertension glomerular e hiperfiltracion.

Privacion sociocultural: los estudios epidemiolégicos demuestran claramente que el
bajo nivel social, cultural y econdmico se asocian a peor salud. La enfermedad renal

Nno escapa a estas circunstancias.

Exposicion a metales pesados: Los contaminantes ambientales mas comunes como
el cadmio, plomo y mercurio inducen la ERC, ya que los rifiones tienen la capacidad
de reabsorber y acumular metales divalentes, sin embargo, los mecanismos
moleculares a través de los cuales lo realizan estan aun siendo estudiados (Madden
and Fowler, 2000). La importancia del dafio renal ocasionada por estos compuestos
depende de: la naturaleza del metal no esencial, de la dosis, de la via y del tiempo de
exposicion (Barbier, 2009). Numerosas vias estan involucradas en el transporte de los
metales pesados en el epitelio renal dependiendo de la forma del metal (libre o
conjugado) y del segmento de la nefrona donde ocurra la reabsorcion (tubulo proximal,
asa de Henle, tibulo distal y segmentos terminales). La nefrotoxicidad por dichos
metales esta dada por el hecho de que la eliminacién urinaria es la principal ruta de
excrecion, y los tdbulos proximales son especialmente sensibles debido a su alta

actividad de reabsorcion de estos metales.

En personas expuestas puede existir una elevada concentracion de metales pesados al interior

de las células del tubulo contorneado proximal. Cadmio, mercurio, plomo, cromo, y platino

constituyen un riesgo laboral y ambiental importante. Porque el rifién re-absorbe y acumula

metales divalentes, es el primer 6rgano blanco de esta toxicidad por metales. La extension del

dafo renal por metales pesados depende de la naturaleza de éstos, la dosis, la ruta de
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exposicion. Tanto en la exposicidon que se da de manera crénica como de manera aguda, se
ha demostrado que causan nefropatias. Adicionalmente hay varias rutas involucradas en la
incorporacién de los metales pesados por el epitelio renal, dependiendo de su forma y del

segmento de la nefrona donde ocurre la reabsorcion (Kasiske, 2007).

La contaminacion por metales pesados puede ser geogénica 0 antropogénica. Actualmente,
la exposicion a elementos metalicos se produce de forma especifica en la actividad laboral,
ademas, la poblacién entra en contacto con ellos a través del agua, los alimentos y el ambiente,
donde su presencia se ha incrementado por la intervencion de la actividad industrial humana
sobre los ciclos hidrogeolégicos. Un gran ndmero de actividades industriales requieren la
manipulacién de metales; entre ellas la mineria y las industrias de transformacioén, fundiciones
y metallrgica. Actividades especificas producen riesgos mayores frente a determinados
elementos, como el plomo en las empresas de baterias, o el mercurio en operaciones de
electrélisis. Los trabajadores dentales estan expuestos a berilio, mercurio y niquel. De igual
manera, encontramos elementos metalicos en el agua y en los alimentos. Antafio, era clasica
la presencia de plomo en el agua de las tuberias o en los granos, o la presencia de mercurio
empleado como fungicida en el tratamiento del grano, en la enfermedad de Minamata. Otro
ejemplo fue la epidemia de arsenicosis por consumo de agua de pozo con concentraciones
altas de arsénico en paises asiaticos. Otra fuente de exposicion es la atmoésfera
potencialmente contaminada por diversos metales en forma de polvos, humos o aerosoles, de

origen industrial procedentes de combustibles fésiles.

En el caso de Torredn, Coahuila, uno de los municipios que integran la regién conocida como
la Comarca Lagunera (figura 1.1), se cree que el problema de la contaminacion por metales
pesados y sus efectos en la salud tuvo su origen con el funcionamiento en el centro de la
ciudad de Torredn, del cuarto complejo fundidor mas grande del mundo propiedad de la

compafia Met-Mex Pefioles (Valdés Perezgasga, 1999).
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1.Franciscol.Madero 6. Tlahualilo 12. Cuencamé

2.San Pedro - 7.Gémez Palacio 13. San Pedro del Gallo
3.Matamoros © B.Gral. Simén Bolivar 14, San Luis del Cordero
4. Viesca © 9.%anJuande Guadalupe  15.Nazas
5.Torredn -~ 10.Mapimi 16. Rodeo

. 11. Lerdo

Figura 1.1 Municipios que integran la Comarca Lagunera
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1.2. Biomarcadores de dafio renal

El grupo de trabajo sobre Biomarcadores de los Institutos Nacionales de Salud de
Estados Unidos (Biomarkers Working Group - National Institutes of Health - NIH), ha definido
un marcador biolégico como “una caracteristica que es objetivamente medida y evaluada como
un indicador de procesos biolégicos normales, procesos patogénicos 0 respuestas
farmacologicas hacia una intervencion terapéutica” (Naicker, 2011). Dentro de las
caracteristicas deseables de los biomarcadores de dafio renal se encuentran: a) deben ser no
invasivos y faciles de realizar a la cabecera del paciente o en un laboratorio clinico estandar
usando muestras facilmente accesibles tales como sangre u orina, b) deben ser rapidamente
y razonablemente medibles usando una plataforma de ensayo estandarizada, c) deben ser
altamente sensibles para facilitar la deteccion temprana y con un amplio rango dindmico y
valores de corte que sigan para el riesgo de estratificacion, d) deben ser altamente especificos
para dafio renal agudo y capaces de identificar los diferentes subtipos y etiologias de dafio
renal y e) deben exhibir propiedades de biomarcador fuerte sobre las curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic) (Nguyen and Devarajan, 2008).

Algunos biomarcadores también son necesarios: para discernir entre los diferentes
tipos de dafio renal agudo (pre-renal, intrinseco o post-renal), para identificar la etiologia del
dafio renal agudo (isquémico, toxinas, sepsis 0 una combinacién), para diferenciar el dafio
renal agudo de otras formas de enfermedad renal aguda (infecciéon del tracto urinario,
glomerulonefritis, nefritis intersticial), para predecir la severidad del dafio renal agudo o crénico
(estratificacién del riesgo para prondstico como una guia terapéutica), para monitorear la
evolucién del dafio renal agudo y crénico, asi como para evaluar la respuesta al dafio renal

agudo después de las intervenciones terapéuticas (ver tablas 1.4y 1.5).
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Tabla 1.4 Ejemplos de biomarcadores usados en la deteccion de la insuficiencia renal

aguda

Tomado de (Nickolas et al., 2008)

Enzima

\ Abrev. \

Fuente

Accion fisiologica

Enzimas tubulares liberadas en la orina

Expresada en la mayoria

glucosaminidasa

Alfa Glutation S transferasa| aGST de los tejidos renales:
células del tubulo proximal
Pi Glutation S Transferasa | TGST Idem: célgligfa;jel tubulo
Muchos tejidos: higado,
N-Acetil beta NABG cerebro, bazo, etc. En

rifién: células del tubulo
proximal

Liberadas desde los
lisosomas, del borde
en cepilloy
citoplasma de las
células epiteliales del
tdbulo proximal

Marcadores inflamatorios urinarios

Interleucina 18

IL-18

Interleucina 1,6y 8

IL-1, -6,
-8

Monocitos, células
dendriticas, macréfagos y
células epiteliales

Filtradas libremente
por el glomérulo,
reabsorbidas, no

secretadas

Proteinas de bajo peso molecular

L L Cistatina Todas las células
Cistatina C urinaria
C nucleadas
Factor c:]e creur_mento del HGF Células mesenquimales
epatocito
Alfa 1 microglobulina a1MG Higado
Beta 2 microglobulina B2MG Todas las células
nucleadas

Filtradas libremente
por el glomérulo,
reabsorbidas, no

secretadas

Proteinas del tubulo proximal

ligada a acidos grasos

Kidney injury molecule 1 | KIM-1 | Rifon: células del tubulo
proximal.
Lipocalina de Neutréfilo |~ Leucocitos, asa de Henle y
asociada a gelatinasa tabulos colectores
o L Cistatina Todas las células
Cistatina C urinaria
C nucleadas
Proteina tipo hepatica L-FABP Hepatocitos, rifion: células

del tabulo proximal

Sobrerreguladas por
las células epiteliales
del tabulo proximal

Proteinas de paro del ciclo celular

Proteina 7 ligada a factor

Expresada en la mayoria

metaloproteinasas-2

de crecimiento similar a la | IGFBP7 ; L
: : de las células epiteliales.
insulina
Tejido inhibidor de TIMP-2 Rifion: células epiteliales

tubulares

Células tubulares
renales que entran a
un periodo corto de

paro G1 del ciclo
celular seguida por

insuficiencia renal
aguda
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Tabla 1.5 Ejemplos de biomarcadores usados en la deteccidon de la enfermedad renal
cronica

Tomado de (Nickolas et al., 2008)

Enzima Abreviacion Fuente : A.‘CC,'O.n
fisiologica
Aminoéacidos
Dimetil arginina asimétrica . :
en plasma ADMA Células endoteliales
Proteinas. Aclaramiento
Factor 23 de crecimiento dafiado o
de fibroblastos FGF-23 Osteoblastos | produccion
Quimocinas mcremEegglda en
Proteina-1 quimioatrayente Todas las células
q ; y MCP-1 nucleadas, células
de monocitos
renales
Marcadores celulares de dafo tubular
Lipocalina de Neutrofilo NGAL Leucocitos, asa de Henle | Liberadas de los
asociada a gelatinasa y conductos colectores | |isosomas, borde
en cepilloy
o L o Todas las células citoplasma de las
Cistatina C urinaria Cistatina C nucleadas células epiteliales
Proteina tipo hepatica Hepatocitos, rifion: del m-bUIO
. PO NEP L-FABP células del tibulo proximal
ligada a acidos grasos .
proximal
Marcadores urinarios de fibrosis
Factor de crecimiento del . »
tejido conectivo CTGF Todos los tejidos Produ_cmon
Factor beta-1 de excesiva de
e tranet t TGF-B1 Todos los tejidos factores de
crecimiento transformante crecimiento
o profibréticos y de
Colageno IV COL IV Rifion, ojo, piel matriz extracelular
Marcadores de dafio celular glomerular
Cistatina C plasmatica. Cistatina C Todas las células TFG Dafada.
nucleadas
Podocalixina PCX Podocitos Defecto en la
estructura del
Nefrina Nep ldem podocito

1.2.1. Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL)

NGAL es una proteina de 25 kDa, normalmente expresada a bajos concentraciones en

muchos tejidos humanos, incluyendo el rifion, pulmones, estémago y el colon. La expresion
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de NGAL es inducida en el epitelio dafiado (Parikh et al., 2004). NGAL fue recientemente
identificada mediante analisis de microarreglos, como una de las moléculas mas temprana y
fuertemente inducida por genes y proteinas en el rifion después de un dafio isquémico o
nefrotoxico en modelos animales, y fue facilmente detectada en la sangre y la orina justo
después del dafo renal agudo (Ahlstrom et al., 2004; Herget-Rosenthal et al., 2004b; Parikh
et al., 2005). La concentracion de NGAL en plasma y orina correlaciona con las
concentraciones de CrS y es considerado un biomarcador sensible, especifico y altamente
predictivo de dafio renal agudo después de cirugia cardiaca en nifios (Han et al., 2002). La
concentracion urinaria de NGAL también permitié predecir la severidad del dafio renal y los
requerimientos de dialisis en un estudio multicéntrico de nifios con sindrome urémico
hemolitico asociado a diarrea (Gilbertson et al., 2005).

Las mediciones de NGAL en plasma se pueden ver influenciadas por un niamero de
variables coexistentes como la ERC, la HTA, infecciones sistémicas y en condiciones
inflamatorias (Parikh et al., 2016). NGAL urinaria esta también emergiendo como un marcador
de la ERC y su severidad. La NGAL urinaria puede también funcionar como un biomarcador
temprano de la disminucién de la funcion renal en enfermos cronicos con nefropatia IgA y
nefritis ldpica, y puede verse incrementada en infecciones del tracto urinario; pero los
concentraciones de NGAL urinario en estas condiciones son significativamente menores,
comparados con los concentraciones en que se presenta en pacientes con insuficiencia renal
aguda verdadera (Parikh et al., 2016).

1.2.5 CistatinaC

La Cys-C es una proteina de 13 kDa, un inhibidor de cisteina proteasa que es
sintetizada y liberada, en una tasa constante por todas las células nucleadas. Como las
concentraciones en sangre de Cys-C no son significativamente afectados por la edad, género,
raza o masa muscular, son mejores predictores de la funcion glomerular que los de CrS en
pacientes con ERC (Bolignano et al., 2007).

La Cistatina C es libremente filtrada por el glomérulo, completamente reabsorbida por
el tubulo proximal y no secretada (Nickolas et al., 2008). Es considerada para ser un mejor y
mas temprano marcador de disfuncién renal temprana y un marcador mas confiable de la
funcion renal que la CrS sola (Dharnidharka et al., 2002).

La excrecion urinaria de Cys-C ha mostrado ser predictor para requerimiento de terapia
de trasplante renal con una insuficiencia renal aguda establecida de alrededor de un dia, con

un area bajo la curva de 0.75 (Herget-Rosenthal et al., 2004a).
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Los investigadores de CKD-EPI desarrollaron 3 férmulas para la TFGe para Cys-C:
usando Cistatina C sola, Cistatina C con factores demogréficos, y Cistatina C mas CrS mas
factores demogréficos. La ecuacion que incluyé coeficientes de Cistatina C con CrS y factores
demogréficos proveyo las estimaciones mas precisas de la TFGe (Stevens et al., 2008).

Inker y colaboradores establecieron una referencia estandar para Cistatina C para
desarrollar una ecuacion de TGe basada en 5352 personas de 13 cohortes. Después, las
ecuaciones fueron validadas en 1119 participantes de 5 estudios diferentes. Finalmente, dos
nuevas ecuaciones, que incluyeron sélo Cys-C y en combinacion con CrS, fueron
desarrolladas. La ecuacion que combind Cys-C mas CrS resulté ser la mas éptima para la
TFGe (Inker et al., 2012).

1.2.6 Kidney injury molecule 1 (KIM-1)

Es una glicoproteina transmembranal que fue descubierta en un esfuerzo para
identificar moléculas que eran significativamente sub-reguladas después de un dafio renal
agudo isquémico (Ichimura et al., 1998). KIM-1 esta altamente sobre-expresada en las células
diferenciadas del tubulo proximal después del dafio renal agudo por isquemia o nefrotdxico en
modelos animales (Han et al., 2002; Ichimura et al., 1998).

En un pequefio estudio transversal en humanos, se encontr6 que KIM-1 esta
marcadamente inducida en los tibulos proximales en biopsias de rifidn de pacientes con lesion
renal aguda establecida -principalmente isquémica (Han et al., 2002). Una ventaja de KIM-1
sobre NGAL es que ésta parece ser mas especifica de dafio renal isquémico o nefrotdxico y
no esta significativamente afectada por ERC o infecciones del tracto urinario (Han et al., 2002).

En pacientes hospitalizados y que previamente contaban con diagnostico de lesion
renal aguda, los concentraciones urinarios de KIM-1 predijeron resultados clinicos adversos
tales como requerimiento de dialisis y mortalidad (Liangos et al., 2007) KIM-1 es también un
excelente biomarcador de nefrotoxicidad en estudios preclinicos (Vaidya et al., 2010).

Se ha encontrado también el aumento de la concentracion urinaria de KIM-1 en la ERC
de etiologia diversa (Van Timmeren et al., 2007). De acuerdo a los resultados de algunos
estudios de cohorte basados en poblaciones, las altas concentraciones urinarias de KIM-1
urinaria estan asociados alto riesgo de mortalidad cardiovascular, resistencia a la insulina,
incidencia de la ERC y falla cardiaca congestiva (Carlsson et al., 2014; Carlsson et al., 2013).

La concentracion urinaria de KIM-1 de humanos saludables es menor a 1 ng/mL. La
concentracion de KIM-1 aumenta tempranamente, a las 6 h después de una lesion isquémica

y permanece elevada por un periodo de 48 h post-dafio (Slocum et al., 2012).
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1.2.7 Alfa-1 Microglobulina (a-1 MG)

Es una proteina glicosilada con un peso molecular estimado entre 26 y 33 kDa de
acuerdo con el tipo de medicion; contiene 167 aminoacidos. Fue aislada en 1975 y ha sido
designada con otros nombres como proteina HC y alfa 1-micoglicoproteina. Es filtrada a través
del glomérulo y reabsorbida en el tibulo proximal, donde es catabolizada. Los intervalos
normales que fueron establecidos para a-1 MG en sujetos sanos en suero es de 20-42 mg/L y
en orina 3.5-8ng/L (Weber et al., 1985). La concentracion urinaria de a-1 MG es un sensible
indicador de funcién tubular renal dafiada (Kusano et al., 1985).

Probablemente el higado es el principal sitio de su sintesis. Aparte de la enfermedad
hepatica severa en donde a-1 MG puede encontrarse baja, y en falla renal donde los
concentraciones se encuentran incrementados, las concentraciones de a-1 MG experimentan
pequefios cambios en varias enfermedades como inflamatorias y neoplasicas (Kawai and
Takagi, 1982).

Los concentraciones de a-1 MG se encuentran incrementados en las siguientes
condiciones: funcién tubular dafiada, intoxicacion por metales pesados, nefropatia balcénica,
posterior a un célico renal y obstruccion ureteral crénica, en diferentes grados de reflujo
ureteral, en la medicién de complianza y presién del detrusor, en nefropatia diabética y en
casos donde la TFGe esté disminuida (Penders and Delanghe, 2004).

Adicionalmente a la albuminuria (la cual mide la disfuncion glomerular), la a-1 MG
urinaria se usa en la deteccién temprana de nefropatia en sujetos con diabetes (Hong et al.,
2003; Marczewski et al., 1996). La a-1 MG fue usada como marcador en los estadios
tempranos de nefropatia diabética asociada a DMT2. Los tlbulos proximales son dafiados tan

pronto como en la etapa subclinica de la nefropatia diabética (Marczewski et al., 1996).

1.2.8 Growth arrest-specific protein-1 (GAS-1)

GAS-1 es una proteina pleiotrépica con funciones proliferativas y proapoptéticas
novedosas. Su principal actividad proapoptética se ha observado en neuronas del hipocampo,
neuroblastoma y células de glioma (Dominguez-Monzén et al., 2011; Segovia and Zarco,
2014). GAS-1 mejora la sefalizacion de la via Hedgehog (Shh), que es importante en el
desarrollo del sistema nervioso central, principalmente durante el desarrollo del tubo neural,
vertebral y craneofacial (Allen et al., 2007; Martinelli and Fan, 2007). Se ha observado que
GAS-1 juega un rol potencial como supresor de tumores en pulmén, vejiga, tiroides y estbmago

y podria ser usado como un marcador de metastasis o de tumores benignos en prostata y
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cancer colorrectal (Jiang et al., 2011; Lapouge et al., 2005; Rizzi et al., 2008; Wang et al.,
2012).

GAS-1 es una proteina anclada a glicosil-fosfatidil-inositol, la cual est4 sobre-
expresada en fibroblastos embrionarios de ratdn e inhibe su proliferacion mediante el bloqueo
del ciclo celular en la transicion G1/S0. Su funcionalidad depende de la actividad de p53 (Del
Sal et al., 1995; Del Sal et al., 1992). GAS-1 muestra alta homologia estructural con el factor
neurotrofico derivado de las células gliales, de la familia de los receptores alfa. GAS-1 se une
al receptor tirosina-cinasa RET, disminuye su fosforilacion y modifica la sefializacién rio abajo
(Cabrera et al., 2006; Lopez-Ramirez et al., 2008).

Hasta la fecha, la funcion precisa de GAS-1 en el rifidn adulto es completamente
desconocida. Sin embargo, se ha demostrado que la proteina soluble GAS-1 recombinante es
capaz de inhibir la proliferacién de células del glomérulo. La proteina GAS-1 fue localizada en
podocitos de rifiones de ratas sanas. GAS-1 es un inhibidor endégeno de la proliferacién de
células glomerulares mesangiales y podria ser un blanco terapéutico para el tratamiento de
enfermedades glomerulares mesangioproliferativas (Van Roeyen et al., 2013).

En un estudio publicado por Zarco en 2012, se observo que la presencia de GAS-1
reduce la fosforilacion de RET e inhibe la activacion de AKT. También se determind que la
presencia de GAS-1 dispara la desfosforilacién de BAD, la cual, en su momento, provoca la
liberacion del citocromo C desde la mitocondria al citosol activando la caspasa-9, promoviendo
la actividad de la caspasa-3 y dando como resultado la apoptosis de las células. El proceso
apoptético es intrinseco, porque no hay activacion de la caspasa-8, siendo esto consistente
con la apoptosis inducida por la ausencia del soporte tréfico. Interesantemente, en células
donde GAS-1 ha sido silenciado se observa un significativo retraso en el comienzo de la
apoptosis (Zarco et al., 2012).

En otro estudio se presentd evidencia de que el factor de transcripcion supresor 1 del
tumor de Wilms (WT1) modula la sefalizacién del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)
mediante la activacion de la expresion de GAS-1, un nuevo gen blanco de WT1 y un novedoso
modulador de la sefializacion de FGF (Kann et al., 2015). Estos autores confirman que WT1
es requerido para la expresion de GAS-1 en rifiones in vivo. La pérdida de la funcién de GAS-
1in vivo, resulta en rifiones hipoplasicos con reducida masa de nefronas debido a la prematura
eliminacion de las células progenitoras de la nefrona (NPCs). Sus datos sugieren un modelo
en el cual WT1 modula la sefializacion del receptor tirosina cinasa en las NPCs mediante la
direccién de la expresion de GAS-1 (Kann et al., 2015). Los antecedentes del modo de accion

de GAS-1 citados anteriormente se encuentran en la tabla 1.6.
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Tabla 1.6 GAS-1: modo de accién

| wetodos | hallazgos

Revisién GAS-1 tiene actividad
proapoptoética prmmpalmente en
neuronas del hipocampo,

neuroblastoma y células del glioma.

Experimental GAS-1 es expresada durante la
nefrogénesis y su expresion es
modulada mediante el factor de
transcripcion WT1

Experimental En casos de DMT1 se reduce la
expresion de GAS-1 e incrementa la
expresion de los marcadores como
NCAM, CD24 y SIX1/2 y marcadores
del mesénquima como PAX2 en la
capsula de Bowman.
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2. Justificacion

La ERC es devastadora y ha tenido proporciones epidémicas en el mundo. Se
caracteriza por una declinacion progresiva en la funcién renal que es asociada con exceso en
la morbi-mortalidad. El estandar de oro para el monitoreo de la funcién renal es la medicién
real de la TFG por 24 h en colecciéon de orina, asi como la proteinuria; por lo tanto, los
principales biomarcadores usados para definir la ERC son la CrS y albuminuria. Estos
biomarcadores estan enfocados directamente sobre la filtracion y la funcion de la barrera del
glomérulo renal, que al igual que la albuminuria, resultan de la disfuncién tubular también. El
mayor problema con la CrS como marcador para falla renal aguda es que la CrS por definicién
es un parametro funcional y sus concentraciones pueden no presentar cambio hasta que un
50% de la funcién renal se haya perdido.

Recientemente se ha descrito, la expresion de GAS-1 (Growth Arrest Specific protein -
1) tanto en el glomérulo como en el tibulo proximal de la nefrona; de igual forma que los
actualesy principales biomarcadores de dafio renal crénico; su expresion, asi como su funcion,
han sido poco estudiados en el rifidén. No se sabe si GAS-1 juega un papel en la ERC por lo
cual es importante evaluar a GAS-1 en orina para entender si puede asociarse con en el
desarrollo de ERC en adultos mexicanos que presentan algun factor de riesgo para el
desarrollo de ésta.

3. Hipotesis

Existe correlacion positiva entre los biomarcadores de dafio renal temprano y de la proteina

GAS-1 con el estadio de la ERC con la TFGe en una poblacién de la Comarca Lagunera.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Relacionar las concentraciones urinarias de los biomarcadores de dafio renal temprano y de
la proteina GAS-1 con la TFGe en una poblacion con factores de riesgo para desarrollo de la

ERC de la Comarca Lagunera.
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4.2. Objetivos especificos

1) Analizar las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion de estudio.

2) Evaluar las concentraciones urinarias de NGAL, KIM-1, Cys-C, a-1 MG y GAS-1 en la

poblacion de estudio.

3) Estimar la tasa de filtrado glomerular en la poblacién de estudio.

4) Relacionar las concentraciones urinarias de los biomarcadores de dafio renal con la
TFGe.

5. Métodos

5.1. Disefio del estudio

Se realizé un estudio de tipo transversal, descriptivo y de relacién en 198 personas
adultas, originarias de la Comarca Lagunera, a través de una invitacion abierta usando carteles
y redes sociales. Se incluyeron 114 muestras, que cumplieran con los criterios de inclusion.
Las muestras urinarias fueron colectadas por el equipo del laboratorio de Farmacologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de Coahuila (UADeC). Se consideraron a
participantes que respondieron a la invitacién exprofeso y a pacientes del Hospital General
Universitario dependiente de la UAdeC. Ciento sesenta participantes cumplieron con los
criterios de inclusion; sin embargo, sélo fueron tomados ciento catorce de éstos debido a que
algunas muestras no contaron con suficiente volumen para llevar a cabo las determinaciones.
Las muestras forman parte del estudio titulado “Determinacion de las frecuencias alélicas y
genotipicas de los polimorfismos rs4072037, rs13146355, rs3925584, rs7197653, rs448378 y
rs4561213, y su relacién con el manejo renal de magnesio en individuos de la Comarca
Lagunera”, el cual fue sometido y aprobado por el Comité de Bioética de la UAdeC. Dichas

muestras se encontraron disponibles y congeladas a -70°C hasta su analisis.

5.2. Criterios de inclusion y exclusion

5.2.1. Criterios de inclusion:

e Originarios de la Comarca Lagunera.
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e Adultos de 40 a 75 afios de edad.
e Que cuenten o no, con alguno de los siguientes factores de riesgo para
desarrollar ERC: DMT2, HTA.
¢ Donacion voluntaria de muestra de sangre y orina.
e Firma de consentimiento informado.
5.2.2. Criterios de exclusion:
¢ Enfermedad renal por causas autoinmunes, hipertension o no diabética.
¢ Comorbilidades como cancer, enfermedades cardiacas agudas, hepatopatias,
desnutricién, enfermedad tiroidea, choque séptico.
5.2.3. Criterios de eliminacion:
e Pérdida de la muestra.

e Muestra insuficiente.

5.3. Recoleccion de lainformacion

A través de la historia clinica completa se obtuvo la informacién general como edad,
sexo, ocupacion, antecedentes de salud y su diagnéstico clinico.

5.4. Obtencion de la muestra de sangre

La muestra de sangre fue obtenida en condicién de ayuno por puncién venosa y en
tubos con gel de separacion sin anticoagulante; se centrifugaron los tubos a 1500 rpm durante
guince minutos para obtener el suero, se tomé una alicuota de 2 mL del sobrenadante mismo
y se almacend a 4°C hasta su andlisis en las instalaciones del Hospital General de Coahuila

adjunto a la Facultad de Medicina de Coahuila, unidad Torredn.

5.5. Evaluacion clinica de los participantes

Consistié en una evaluacion fisica de cada participante la cual se llevé a cabo gracias
a la colaboracion de personal calificado del Hospital General de Coahuila adjunto a la Facultad
de Medicina de Coahuila, unidad Torredn, donde se recopilaron datos antropométricos como:
talla, peso, indice de masa corporal (IMC); asi como signos vitales como tension arterial (T/A),
frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca y temperatura, usando los dispositivos de medicién

convencionales, previamente ajustados y calibrados.
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5.6. Obtencion de la muestra de orina

La muestra de orina fue proporcionada por cada participante de forma voluntaria, ésta
fue la primera de la mafana (chorro medio), y fue colectada en un recipiente estéril de
polipropileno, posteriormente cada muestra fue dividida en tubos de 15 mL. La muestra fue
utilizada para la determinacion de biomarcadores, se le agregaron 5 uL de inhibidor de
proteasas (SIGMAFAST TM), se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente
y del sobrenadante se tomaron 2 alicuotas, de aproximadamente 1 mL cada una en tubos de
polipropileno en todos los casos en que fue posible (suficiencia de la muestra). Estas se
transportaron a 4°C (en hielo) y se almacenaron a -80°C hasta su analisis en el Departamento
de Toxicologia en Cinvestav-IPN, donde se conservaron por menos de 6 meses. Las muestras

no fueron usadas para andlisis cuando tuvieran mas de dos ciclos de descongelamiento.

5.7. Analisis de quimica sanguinea

El andlisis de quimica sanguinea se llevé a cabo en el Hospital General de Coahuila
adjunto a la Facultad de Medicina de Coahuila, unidad Torredn, por personal calificado y
mediante el uso de un equipo automatizado de quimica clinica que se basa en reacciones
espectrofotométricas para la cuantificacion de varios parametros en suero como: glucosa, CrS,

urea, acido Urico, colesterol total, triglicéridos, TGO, TGP, etc.

5.8. Examen General de Orina (EGO)

Fue realizado por personal calificado del Hospital General de Coahuila adjunto a la
Facultad de Medicina de Coahuila, unidad Torredn, y consistié en uroanalisis y observacion
del sedimento urinario.

Principio

El EGO se hizo usando tiras reactivas que son comunmente usadas ya que
proporcionan un medio simple y rapido para llevar a cabo el analisis quimico de la orina,
midiendo: pH, proteinas, cuerpos ceténicos, glucosa, leucocitos, eritrocitos, hemoglobina,
nitritos, etc. Las tiras tienen almohadillas impregnadas con reactivos quimicos adheridas a una
tira plastica; al momento de entrar en contacto con la orina producen reacciones de color que
se interpretan a través de una escala cromatica provista por el fabricante. Para diferenciar el
pH se utiliza frecuentemente un sistema de indicador doble de rojo de metilo y azul de

bromotimol (Abbud-Filho et al., 2007). La prueba de proteinas en orina de las tiras reactivas

se basa en el principio de error proteico de los indicadores para producir una reaccion
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colorimétrica visible, es decir se basa en el hecho de que algunos indicadores de pH cambian
de color ante la presencia de proteinas aun cuando el pH del medio permanece constante;
esto se debe a que las proteinas (y en especial la albiumina) adquieren iones hidrogeno a
expensas del indicador. La deteccion de glucosa se basa en la reaccién enzimatica de la
glucosa oxidasa que cataliza la oxidacion de la glucosa por el oxigeno ambiental para formar
D-glucono-6-lactona y peroxido de hidrogeno. En una segunda reaccion acoplada, mediada
por una enzima peroxidasa, se cataliza la reaccion entre el peréxido y un cromoégeno (una
sustancia que adquiere color luego de una reaccion quimica), para formar un compuesto
coloreado que indica la concentracion de glucosa (Abbud-Filho et al., 2007). Las pruebas de
tira reactiva para la deteccion de cetonas se basan en la reaccién del nitroprusiato
(nitroferricianuro). En esta reaccion el 4cido acetoacético en medio alcalino reacciona con el
nitroprusiato de sodio para producir un complejo de color magenta (Abbud-Filho et al., 2007).
Para la deteccién de sangre en orina, se detecta la actividad pseudoperoxidasa de la
hemoglobina para catalizar una reaccion entre perdxido de hidrégeno y el cromdgeno
tetrametilbencidina para producir un producto oxidado de color azul oscuro (Abbud-Filho et al.,
2007). La bilirrubina se combina con una sal de diazonio (2,4-dicloroanilina o 2,6-
diclorobenceno-diazonio-tetrafluoroborato) en medio acido para producir un colorante azoico
con colores que varian del rosado al violeta. Para el urobilinbgeno algunos fabricantes utilizan
la reaccion de Ehrlich en la que el urobilin6geno reacciona con p-dimetilaminobenzaldehido
(reactivo de Ehrlich) para producir colores que varian del rosa claro al rosa oscuro. Otros
fabricantes utilizan una reaccion de acoplamiento diazo (2) que utiliza 4-mtoxibenceno-
diazonio-tetrafluoroborato para producir colores que varian del blanco al rosa. Se detecta nitrito
por medio de la reaccion de Greiss en la que el nitrito reacciona en medio acido con una amina
aromatica (acido para-arsanilico o sulfanilamida) para formar una sal de diazonio que a
continuacién se hace reaccionar con una tetrahidrobenzoquinolina para producir un colorante
azoico de color rosa. La reaccion de la tira reactiva se sustenta en la accion de la esterasa
leucocitaria para catalizar la hidrolisis de un éster de acido indolcarboxilico y detectar
leucocitos. El indoxilo liberado se combina con una sal de diazonio para producir un colorante
azoico de color violeta. La prueba de tira reactiva para densidad se basa en el cambio de la
constante de disociacion (pKa) de un polielectrolito anionico (poli-(metil vinil éter/anhidrido
maleico) en medio basico que se ioniza y libera iones hidrégeno en proporcién al nimero de

cationes presentes en la solucién (Abbud-Filho et al., 2007).
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Procedimiento

El procedimiento consta de mezclar bien la muestra (orina fresca, tan pronto como fue
entregada por el paciente) contenida en el tubo, se sumerge la tira reactiva durante unos
segundos a temperatura ambiente, se retira la tira, se elimina el exceso de orina mediante
secado con papel absorbente, se esperan entre 1-2 minutos aproximadamente y se compara
la reaccién de color mostradas en las almohadillas con la escala colorimétrica proporcionada
por el fabricante. Después el resto de la orina se centrifuga a 1500 rpm durante 10 minutos y
se agrega una gota de colorante al botén del sedimento, posteriormente se agrega una gota

de sedimento en un portaobjetos observandose 20 campos al microscopio.

5.9. Determinacién de biomarcadores de dafio renal en orina
Principio

Para la determinacion de los biomarcadores de dafio renal en orina, se uso el sistema
de micro-esferas MILLIPLEX® xMAP®-Human Kidney Toxicity Panel 3 y 4 (Millipore
Corporation), basado en la tecnologia Luminex® xMAP, la cual nos permite cuantificar de
manera simultdnea y usando la misma muestra de orina, los biomarcadores de dafio renal
temprano como: Cys-C, KIM-1, entre otros. El sistema Luminex® se basa en la combinacién
de un inmunoensayo enzimatico tipo sandwich (ELISA) y la deteccion por un sistema de
imagen CCD (Charge-Coupled Device). Cada micro-esfera esta marcada en su superficie, con
una proporcién determinada de dos fluorocromos y ademas esta cubierta con anticuerpos
especificos de captura de cada biomarcador. Una vez que el analito de interés es capturado
por las microesferas, se emplea un segundo anticuerpo biotinilado y un conjugado de
streptavidina-ficoeritrina (S-PE), como molécula reportera para completar la reaccion. Las
microesferas son analizadas en un procesador digital (MAGPIX® de Luminex Corp.) donde un
magneto captura las microesferas en una monocapa y dos diodos emiten dos espectros
diferentes, uno (635 nm) que excita al colorante interno de las micro-esferas, mientras que el
otro (525 nm) excita la molécula reportera. El equipo toma una imagen con el sistema CCD y
el resultado del bioensayo se basa en la identificacion de la fluorescencia emitida por cada
microesfera, asi como la cuantificacion de la fluorescencia emitida por la molécula reportera.
Procedimiento

Al momento de analizar los biomarcadores, las muestras de orina almacenadas se
descongelaron a temperatura ambiente, se homogeneizaron y se centrifugaron a 3000 rpm a
4°C durante 10 minutos, con el fin de remover las particulas interferentes; posteriormente se

tomo una alicuota de 13 pL del sobrenadante y se puso en contacto con las micro-esferas
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contenidas en una placa de 96 pozos, después se afiadié un segundo anticuerpo biotinilado
contra el anticuerpo localizado en la superficie de las esferas y se adicion6 el conjugado de
streptavidina-ficoeritrina (S-PE) como molécula reportera para completar la reaccion.
Finalmente, las placas fueron llevadas al procesador digital (MAGPIX®, Millipore) donde
dichas microesferas fueron expuestas a través de un primer laser (635nm) para excitar al
colorante interno de las micro-esferas para identificar a cada una, asi como a través de un
segundo laser (525nm) que excitdé a las molécula reportera. El procesador identifico la sefial
de cada esfera y se cuantifico la sefal emitida por la molécula reportera, como proporcional a
la concentracion del biomarcador en la muestra de orina.

Como parte del control de calidad para evaluar la exactitud y precision se afiadieron un
10 a 15% de muestras duplicadas, elegidas aleatoriamente y se determiné el porcentaje de

recuperacion (valora exactitud) y el coeficiente de variacion (para valorar la precision).

5.10. Determinacion de GAS-1 en orina
Principio

Para la cuantificacion de GAS-1 se utilizo el estuche comercial DuoSet® de la casa
R&D Systems. La técnica se basa en un inmunoensayo enzimatico tipo sandwich (ELISA)
seguido de la deteccidn por espectrofotometria. Cada estuche contiene una placa de 96 pozos
gque tendra adherido una capa de anticuerpos monoclonales anti-GAS-1. Una vez que el analito
de interés es capturado por este anticuerpo se emplea un segundo anticuerpo biotinilado y un
conjugado enzimatico, que ante el sustrato tetrametilbencidina (TMB), generara un producto
colorido cuya absorbancia se midié a 405 y 650 nm. La formacién del producto colorido es

proporcional a la cantidad de GAS-1 en la muestra.

Procedimiento

En una placa de 96 pozos se adicionaron 100uL de muestra, estandares, blancos y
controles en los pozos apropiados. Posteriormente se adicioné el anticuerpo apropiado y se
incub6 2 h a temperatura ambiente. Se lavo la placa y se agrego6 la solucion de conjugado
enzimatico a cada pozo, excepto el blanco y se incubé por 30 min. Se lavo la placa y se
adicion6 el estabilizador de cromégeno y pasados 30 min la solucién de paro para finalmente
determinar la absorbancia a 405 y 650 nm.

Para evaluar la precisién se repitieron en un segundo andlisis, algunas muestras

elegidas al azar (10% de las muestras), y para determinar la exactitud se utiliz6 una muestra
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con concentracion conocida de GAS-1, donada por el departamento de Fisiologia del

CINVESTAV-IPN que se valoro en repetidas veces con resultados muy similares.

5.11. Determinacion de creatinina en orina

Principio
Para la determinacion de CrU se utilizé el estuche CREA (CR510) de Randox®, basado en la
reaccion de Jaffé (Guterres et al., 2004), que consiste en la reaccion del &cido picrico en medio
alcalino con la creatinina, para la formacion de un tautbmero de picrato de creatinina de color

naranja rojizo brillante que se mide en un espectrofotémetro a 500nm.

Procedimiento

Las muestras de orina se centrifugaron a 3000 rpm a 4°C durante 10 min para eliminar
particulas interferentes y con el sobrenadante se realizaron diluciones 1:50. Durante el andlisis
se mezclaron 50 yL de la dilucién de la orina con 450 uL en una mezcla 1:1 del reactivo 1y 2
del estuche en un tubo de polipropileno; después, se mezcld en vortex por 25 segundos y se

cuantifico la lectura de la absorbancia en el fotbmetro Tecan®.

Para evaluar la precisibn de la técnica, para 5% de las muestras se hizo la
determinacion por duplicado, eligiéndolas de forma aleatoria; para evaluar la exactitud se
utilizaron muestras con concentracion conocida de creatinina asegurandose de que existiera

coincidencia en los valores.

5.12. Normalizacion de biomarcadores por creatinina urinaria

Las concentraciones de los biomarcadores fueron normalizadas por CrU a partir de la
férmula XCU=X1/CrU (Miller et al., 2004), donde XCU representé la concentracion del analito
(los biomarcadores, en este caso) normalizado por CrU y, X1 fue la concentracion del analito
en la orina.

5.13. Célculo de la TFGe

La TFGe se calcul6 en todos los participantes mediante la formula de Cockcroft-Gault
(ver tabla 1.2).

5.14. Analisis estadistico

Los resultados generados fueron organizados y capturados en el programa estadistico

STATA, version 12.1 (Stata Corp, College Station, TX) y con el programa Graphpad Prisma 6.
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Con los resultados obtenidos se realizd estadistica descriptiva (frecuencias, proporciones,
medias, desviaciones estandar, etc.). En cuanto a la estadistica inferencial como andlisis
multivariado, o regresiones, éstas no se incluyeron, ya que los modelos no explican, con valor
estadisticamente significativo, ninguna asociacién entre nuestras variables de interés. Se
utilizaron las diferentes pruebas estadisticas para comparacién de diferencias de medias y de
proporciones, segun correspondieran como por ej. Chi-cuadrada de Pearson, t de Student,
etc., para el analisis bivariado.

Inicialmente y para todas las variables se hicieron pruebas de normalidad, en nuestro
caso Kruskal Walllis, y debido a que nuestra muestra present6 una distribucion no normal, se
decidié dar un tratamiento a los datos para poderlos analizar con pruebas estadisticas para

muestras con distribucion normal, elevandolos a logaritmo base 10.

Andlisis univariado

Es usado con fines descriptivos, analiza una sola variable al mismo tiempo. La
estadistica univariada de este estudio para las variables continuas incluyé medidas como la
media, la mediana y sus intervalos intercuartilicos; y medidas de dispersién como rango y
desviacion estandar. Para las variables categoéricas se incluyeron frecuencias y porcentajes

de las mismas.

Analisis bivariado

Su propésito es determinar si existe relacion entre dos variables. Es usada para
determinar si las variables cumplen con supuestos como normalidad y variacion y permite, de
esta manera, elegir la prueba estadistica que se aplicaran a las variables de interés.
Variables del estudio

1) Variables dependientes: tasa de filtrado glomerular.

2) Variables independientes: KIM-1, NGAL, Cistatina C, GAS-1. Alfal-
microglobulina.

3) Variables confusoras: edad, sexo, indice de masa corporal (IMC), masa

muscular.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio

En el presente estudio se incluyeron 114 sujetos adultos que cumplieron los criterios
de inclusion midiendo en todos, los biomarcadores de dafio renal; el 37% fueron hombres (42)
y el 63% mujeres (72). A todos se les realiz6 un examen clinico, y en algunos casos, revision
de expediente médico, cuantificAndose la glucosa en ayuno. Aquellas personas que tuvieron
concentraciones de glucosa sérica = a 126 mg/dL, el punto de corte establecido por la
Asociacion Americana de la Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés) o bien, con diagnéstico
previo de diabetes tipo 2, se les consider6 como tal. Asi mismo, se calculé la TFG, por medio
de la formula de Crockcroft-Gault, considerando los valores de creatinina sérica (Crs), edad,
talla, peso. Los participantes se dividieron en 3 grupos: 1. Grupo Control (CTRL): sujetos sin
patologias clinicas previamente diagnosticadas sin DMT2 y con TFGe > 60mL/min/1.73m?
(32.43%); 2. Grupo con DMT2 (DMT2) (33.33%): pacientes con diagndstico previo de DMT2
establecido por un especialista 0 con concentracion sérica de glucosa en ayuno = a 126 mg/dL
(ADA, 2012) y con una TFGe 2 a 60 mL/min/1.72 m?; y 3. Grupo con nefropatia diabética
(NFD), aquellos participantes con diagnoéstico de DMT2 y con TFGe <a 60 ml/min/1.73 m?
(34.2%). En la tabla 3.1 se describen las caracteristicas generales de los participantes y los
resultados medios de los marcadores clinicos y de los biomarcadores evaluados en la
poblacion de estudio. Para el caso de las concentraciones de los biomarcadores, dado que su
distribucion no era normal, se decidié transformar estas variables logaritmicamente para
estimar sus concentraciones medias y su desviacion estandar. El promedio del IMC fue de 34
Kg/m?, lo que denota la condicion de sobrepeso y obesidad de los participantes de los tres

grupos de estudio (ver tabla 3.1).
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Tabla 3.1 Caracteristicas clinicas, bioquimicas y concentraciones promedio de los

biomarcadores de dafio renal obtenidos en esta poblacion de estudio

Variable Controles Diabéticos Nefrépatas P
(CTRL) (DMT2) (NFD)
N: 37 N: 38 N:39
Edad (afios) 51.76 £+ 8.12 55.31+10.97 62.76 £7.80 0.0001
(40-72) (32-75) (35-75)
IMC (kg/m?) 29.88+5.38 30.80+1.04 28.29+6.04 0.25
(21.6-43.44)  (19.82-53.40) (18.03-40.06)
Sexo (F/M) F:29 M: 8 F:22 M:16 F:19 M:20
Glucosa sérica 95.86 167.7 £ 82.01 125.9 + 64.51 0.0001
(mg/dL) 11.68 (80-484) (55-443)
(76-122)
CrS (mg/dL) 0.79+0.23 0.78+0.18 (0.5- 4.89 + 4.6 (0.08- 0.0001
(0.34-1.23) 1.3) 19.4)
CrU (mg/dL) 13.19+7.0 14.15+12.89 43.41 +16.57 (13- 0.0003
(4.5-36) (4.5-52.5) 66.9)
TFGe C-G 98.3+43.27 85.77 +47.99 24.23 + 24.25 0.0001
(mL/min/1.73m?) (67.9-139.6) (60-117.6) (6.3-41.95)
KIM-1* 1.085+0.36 1.10+0.31 1.56 + 0.47 0.0001
(ng/mgCr)** (0.39 -1.98) (0.45-1.81) (0.76 - 2.61)
NGAL" 2316 +0.56 2.15+0.76 3.40+0.79 0.0001
(ng/mgCr)** (1.06-3.54) (0.63-4.43) (1.86-4.58)
Cistatina C’ 1.45+0.83 1.26 +0.77 2.64 +1.02 0.0001
(ng/mgCr)** (-0.24-3.10) (0.08-3.92) (0.79-4.03)
a-1 MG* 2.94 +0.39 1.63+1.19 3.89 + 0.57 0.0001
(ng/mgCr)** (1.84-3.87) (-1.04-3.09) (2.59-5.36)
GAS-1’ 3.034+ 0.63 2.945+0.64 3.62 + 0.60 0.0001
(pg/mgCr)** (1.43-4.31) (0.88-4.90) (2.46-4.78)

*La variable fue transformada para el andlisis estadistico a Log*®

**Las concentraciones de cada analito estan justadas por CrU, se muestran
concentraciones medias y su desviacién estandar
F: femenino; M: masculino
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6.2. Edad

En la figura 3.1, observamos que existe diferencia significativa entre las medias de
edad promedio de los grupos CTRL y de DMT2 y NFD. El grupo CTRL es el grupo de menor
edad (51.76+8.125 afios) mientras que la edad es significativamente mayor en los grupos de
mayor riesgo (55.3 y 62.8 afios) respectivamente. Por lo tanto, hay diferencias
estadisticamente significativas (P<0.0001) entre las medias de edad entre los grupos de
interés, siendo la mas significativa el grupo de CTRL y NFD, lo que implica que nuestros grupos

son diferentes entre si, en cuanto a la edad se refiere.
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Figura 3.1 Diferencias en las edades en los tres subgrupos de estudio de la
poblacion de estudio.
Andlisis de Varianza; post hoc Dunn’s. CTRL: Control; DMT2: Diabetes mellitus tipo 2; NFD:
Nefropatia Diabética. ** P< 0.001,***P<0.0001.

6.3 Glucosa sérica

En la figura 3.2, observamos que existen diferencias significativas entre los 3 grupos:
CTRL, DM2, y NFD, siendo la media de glucosa para cada grupo: 95.86+11.68 (rango 76 a
122 mg/dL), 187.7+82.01 (intervalo 80 a 484 mg/dL y 125.9 +64.51 (intervalo 55 a 443 mg/dL,
respectivamente. Por lo que podemos concluir que para nuestra poblaciéon de estudio hay
diferencias estadisticamente significativas (P<0.0001) entre las medias de glucosa de los 3
grupos de interés, por lo que nuestros tres grupos son diferentes entre si. Dado que la
concentracion de glucosa sérica es el parametro que permitié clasificar a los sujetos de este
estudio en controles y diabéticos, este resultado y las diferencias significativas corresponden

con los esperados.
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Figura 3.2 Concentraciones de glucosa sérica en condiciéon de ayuno en los tres
grupos de la poblacion de estudio: CTRL, DMT2 y NFD. Se muestra la mediay la
desviacién estandar.

Andlisis de Varianza; post hoc Dunn’s. CTRL: Control; DM: Diabetes Mellitus tipo 2; NFD:
Nefropatia Diabética. * P<0.05, ** P< 0.001,***P<0.0001.

6.4. Parametros de funcion glomerular: CrS, CrU y TFGe

En la figura 3.3 se muestran tres paneles comparativos de los tres grupos de estudio.
En los paneles Ay B se muestran las comparaciones entre las concentraciones de CrSy CrU,
donde claramente el grupo NFD presenta un promedio significativamente mayor a los grupos
CTRLyDMT2. En el panel C de la figura 3.3 se muestra la TFGe, donde el grupo NFD presenta
una disminucién significativa de la funcion renal, mientras que la TFGe entre los grupos CTRL
y con DMT2 es similar.

Con base en estos resultados, se aprecia que hay diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de interés; hay concordancia entre los niveles tanto de CrSy de
CrU y la TFGe, donde claramente vemos que ésta Ultima es mas baja en el grupo de NFD y
mas alta en el grupo CTRL y esta misma TFGe sigue una relacion inversamente proporcional

con la CrSy CrU en estos mismos grupos, acorde con la progresion de la enfermedad renal.

6.5. Biomarcadores de dafio renal: KIM-1, Cys-C, NGAL, a-1 MG

Se determinaron las concentraciones en orina de las diferentes proteinas urinarias, todas ellas
ajustadas por CrU; donde observamos que para la proteina KIM-1, los pacientes con NFD
presentaron un aumento, con un valor de media 1.56 + 0.47 ng/mg CrU (rango 0.76 a 2.61).

El grupo CTRL mostré una media de 1.085 + 0.36 ng/ mg CrU (intervalo 0.39 a 1.98), mientras
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gue en DMT2 se encontraron valores de 1.10 + 0.31 ng/ mg CrU (intervalo 0.45 a 1.81, ver
figura 3.4A). La concentracion de la proteina NGAL no mostro diferencias entre los grupos
CTRL y DMTZ2, con valores de 2.31 + 0.56 (intervalo 1.06 a 3.54) y 2.15 + 0.76 ng/ mg CrU
(intervalo 0.63 a 4.43), respectivamente (P<0.0001). Las diferencias entre los grupos pueden
observarse en la figura 3.4B. Para la CysC encontramos una diferencia estadisticamente
significativa entre los valores de los grupos de estudio, siendo mayores en el grupo NFD
(media 2.64 £+ 1.02; intervalo de 0.79 a 4.03 ng/ mg CrU). No existieron diferencias entre los
valores de Cys-C entre CTRL y DMT2 (CTRL: media 1.45, intervalo -0.24 a 3.10; DMT2: media

1.26, intervalo 0.08 a 3.92; ver figura 3.4C). La proteina a-1 MG mostré un aumento en el grupo
de NFD (3.891£0.57 ng/mg CrU; intervalo de 2.59 a 5.36 ng/ mg CrU) siendo mayor y
estadisticamente significativa que entre los grupos CTRL y DMT2 (2.94+0.39, intervalo 1.84 a

3.87 ng/ mg CrU; 1.63+1.19, intervalo -1.04 a 3.09 ng/ mg CrU, respectivamente); ver figura
3.4 panel D.
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Figura 3.3 Andlisis comparativo de las concentraciones de Creatinina sérica,
creatinina urinariay de la TFGe en los 3 grupos de estudio de la poblacién de estudio.
Andlisis de Varianza; post hoc Dunn’s. Las barras representan la media y la desviacion
estandar. * P<0.05, ** P< 0.001,***P<0.0001.
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Figura 3.4 Andlisis comparativo de los marcadores de dafio renal temprano y
GAS-1 en la muestra de los 3 subgrupos de estudio de la poblacion con factores de

riesgo para desarrollo de ERC.

Analisis de varianza; post hoc Dunn’s. CTRL: Control; DM: Diabetes Mellitus tipo 2; NFD:

Nefropatia Diabética. * P<0.05, ** P< 0.001,***P<0.0001.
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6.6. GAS-1

Finalmente, la concentracion de la proteina GAS-1 fue cuantificada en orina. No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre CTRL (3.03+0.63 pg/ mg CrU, intervalo 1.43
a 4.31) y DMT2 (2.94 £0.64pg/ mg CrU, intervalo 0.88 a 4.90). Sin embargo, en el grupo NFD,
se encontraron valores mayores con respecto a los dos grupos restantes (3.62 + 0.60 pg/ mg
CrU, intervalo 2.46 - 4.78), P<0.0001 (Ver figura 3.4 panel E). Todos los biomarcadores de
dafio renal mostraron el mismo comportamiento, siendo mas evidente y estadisticamente
significativas las diferencias entre los grupos CTRL y NFD. En el caso de todas estas
proteinas, se elevaron los valores de acuerdo con el grado de ERC ya que encontramos los
valores mas bajos de éstas en el grupo CTRL y los més altos en el grupo de NFD; asi mismo
se aprecia una tendencia a elevarse en el grupo de DMT2, mucho mas que en el grupo CTRL,
fisiopatoldgicamente esperado debido a la progresion de la ERC en individuos de mayor edad.

6.7. Relacion entre glucosa sérica, TFGe, biomarcadores urinarios de dafio renal y
GAS-1 en orina

Para evidenciar una posible correlaciébn entre los parametros clinicos como la
concentracion sérica de glucosa y la TFGe, biomarcadores renales y/o GAS-1, se realizaron
pruebas de andlisis de correlacion de Pearson para la obtencién del valor del coeficiente de
correlacion (r?), considerando un valor de P<0.05, como estadisticamente significativo. En el
andlisis de datos en conjunto, es decir incluyendo los tres grupos estudiados, se encontré una
correlacion entre la TFGe y las 5 proteinas (ver tabla 3.2.2).

Tomando en cuenta los datos anteriores, donde se analizaron los diferentes
biomarcadores de dafio renal temprano y con las concentraciones de glucosa en sangre y
TFGe, vemos que en la mayoria de ellos se presenta una correlacion negativa débil, lo que se
traduce en que, a medida que los valores de biomarcadores de dafio renal temprano se
incrementan, las concentraciones de glucosa y TFGe disminuyen; sin embargo, al analizar
esta poblacién de estudio de la Comarca Lagunera en un solo conjunto, vemos que aqui si se
presenta una correlacion negativa entre los biomarcadores y TFGe, y su coeficiente de
correlacion es mayor, ademas de que es estadisticamente significativa (P<0.0001), como se
aprecia en las tablas 3.2.1y 3.2.2.

En el grupo CTRL, se encontrd una correlacion positiva entre los valores de Cistatina
Cy TFGe (0.33; P<0.05), mientras que para GAS-1y TFGe, la correlacion fue negativa (-0.34;

P<0.05). En el grupo de pacientes con DMT2, los valores de KIM-1 tuvieron una correlacion
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negativa con TFGe (-0.43; P<0.001). Los participantes que fueron diagnosticados con NFD

presentaron una correlacion positiva entre NGAL y la TFGe (0.30; P<0.05).

Por otro lado, al comparar las concentraciones de la proteina GAS-1 en orina, con el

resto de los biomarcadores, vemos que existe una correlacién positiva marginal entre ellos

estadisticamente significativa, como se muestra en la tabla 3.6.3.

Tabla 3.2.1 Analisis de correlacion entre la concentracién de glucosa sérica y las
concentraciones urinarias de los biomarcadores proteicos de dafio renal en la poblacién

con factores de riesgo para desarrollo de ERC

n=114 Glucosa

Variable re p
KIM-1 (ng/mgCr) 0.04969 0.6199
NGAL (hg/mgCr) -0.1318 0.1868
Cys-C (ng/mgCr) -0.1712 0.0779
o - 1 MG (ng/mgCr) -0.06359 0.5152
GAS-1 (pg/mgCr) -0.09083 0.3738

Todos los valores fueron elevados a Log10 y ajustados por CrU. KIM-1: Kidney Injury Molecule-
1; NGAL: Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin; GAS-1: Growth Arrest-Specific protein

1; Cys C: Cistatina C. r? Correlacién de Pearson.
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Tabla 3.2.2 Analisis de correlacién de la TFGe con respecto a las concentraciones
urinarias de los biomarcadores proteicos de dafio renal en la poblacién con factores de
riesgo para desarrollo de ERC.

n=114 TFGe

Variable re p

KIM-1 (ng/mgCr) -0.3945 <0.0001
NGAL (ng/mgCr) -0.5435 <0.0001
Cys-C (ng/mgCr) -0.3714 <0.0001
o -1 MG (ng/mgCr) -0.4741 <0.0001
GAS-1 (pg/mgCr) -0.6699 <0.0001

Todos los valores fueron elevados a Log10 y ajustados por CrU. KIM-1: Kidney Injury Molecule-
1; NGAL: Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin; GAS-1: Growth Arrest-Specific protein
1; Cys C: Cistatina C. r* Correlacion de Pearson.

Tabla 3.2.3 Analisis de correlacién entre GAS-1 y las concentraciones urinarias de los
demas biomarcadores proteicos de dafio renal en la poblacién con factores de riesgo
para desarrollo de ERC.

n=114 GAS-1

Variable rP p
KIM-1 (ng/mgCr) 0.5783 <0.0001
NGAL (ng/mgCr) 0.5794 <0.0001
Cys-C (ng/mgCr) 0.5805 <0.0001
a-1 MG (ng/mgCr) 0.5904 <0.0001

Todos los valores fueron elevados a Log10 y ajustados por CrU. KIM-1: Kidney Injury Molecule-
1; NGAL: Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin; GAS-1: Growth Arrest-Specific protein
1; Cys C: Cistatina C. r? Correlacion de Pearson.
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7. DISCUSION

En este trabajo, se evaluo la relacion entre los biomarcadores de dafio renal temprano,
la proteina GAS-1 y la TFGe en una poblacién humana adulta con factores de riesgo para
desarrollo de ERC de la Comarca Lagunera. Los resultados muestran la presencia de la
proteina GAS-1 en orina en esta poblacién, asi como una correlaciéon positiva débil entre esta
proteina y el resto de los biomarcadores de dafio renal temprano analizados en este estudio,
y una elevacién estadisticamente significativa de todos ellos a medida que la TFGe disminuye.
Debido a que ésta ultima determina el grado de dafio renal que presenta un determinado
individuo, podemos confirmar que, a medida que se incrementa la ERC, existe también una
elevacién de los diferentes biomarcadores de dafio renal y de la proteina GAS-1, las cuales
son directamente proporcionales.

En estudios anteriores, se ha demostrado la presencia de la proteina GAS-1 en la orina
de ratones (1.8-2 ng/umol), asi como la presencia de ésta en biopsias de individuos sanos y
en pacientes asi como en algunas glomerulopatias (Van Roeyen et al., 2013). En nuestra
poblacion estudiada, observamos la presencia de dicha proteina tanto en pacientes sanos,
como en diabéticos y nefropatas diabéticos en un intervalo de 2.03-2.62 pg/mgCrU, lo que
confirma la presencia de GAS-1 también en orina de humanos sin factores de riesgo conocidos
para ERC y aquellos con factores de riesgo como DMT2 y NFD. Como se menciond
anteriormente, GAS-1 reduce la fosforilacién de RET, inhibe la activacion de AKT ayudando a
la sobrevivencia celular y, al mismo tiempo dispara la desfosforilacion de BAD provocando la
liberacion del citocromo C desde la mitocondria al citosol activando la caspasa-9, promoviendo
la actividad de la caspasa-3 y dando como resultado la apoptosis de las células (Zarco et al.,
2012). También participa en la regulacion de la proliferacién celular (Zhang et al., 2014). Todas
estas caracteristicas sugieren una posible participacion de GAS-1 en mecanismos de
respuesta al dafio celular controlando la proliferacién y la muerte celular. Estas caracteristicas
son comunes a varias moléculas usadas como biomarcadores de diagnéstico temprano para
el dafio renal (Ortega and Hueng, 2018) y sugieren fuertemente que GAS-1 podria jugar el
papel de un nuevo biomarcador complementario a los existentes.

Tanto el plasma como la orina son fuentes importantes para medicion de
biomarcadores; sin embargo, es ésta ultima la que puede ser obtenida més facilmente a través
de métodos no invasivos y permite monitorear varios procesos fisiopatologicos en el organismo
humano. A pesar de estas ventajas, dichas muestras urinarias pueden mostrar variabilidad en
cuanto a volumen, concentracion de proteinas (en nuestro caso las de interés como los

biomarcadores de dafio renal), pH, entre otros, por lo cual se hace necesaria la normalizacién
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de las concentraciones de los biomarcadores en la orina y de esta forma reducir la variabilidad
biol6gica (Thomas et al.,, 2010), especialmente en muestras obtenidas por miccién
espontanea, como es el caso de las muestras de nuestro estudio, ya que éstas pueden estar
alteradas por el consumo y excrecién de agua (Brott et al., 2014). Como ya mencionamos con
anterioridad, nuestras muestras fueron obtenidas de la primera miccion del dia (por la mafiana,
después de dormir). Los biomarcadores se analizaron de dos formas: sin normalizar y
normalizados por creatinina urinaria. Dado que los resultados de nuestro estudio no mostraron
gran variabilidad entre los grupos estudiados, ni entre las TFGe ni entre los biomarcadores de
dafio renal, entre las muestras normalizadas como aquellas sin normalizar (ver tablas del
apéndice), decidimos reportarlos ajustados por creatinina urinaria.

En varios estudios se ha cuestionado el uso de la CrU para la normalizacién de los
biomarcadores, argumentando que es un parametro normalmente alterado durante los
procesos de disfuncion renal, y que esto repercute en alteraciones en la estimacion de la TFGe
(Waikar et al., 2010) y por lo tanto una infra o supraestimacién de los biomarcadores. De igual
forma, se pone en tela de juicio la recoleccidon de la orina en 24 horas y la de la primera de la
mafana; sin embargo varios estudios determinaron que no existe gran variabilidad (Thomas
et al., 2010; Witte et al., 2009) e incluso algunos apoyan mejor el uso de la primera del dia
(Lambers Heerspink et al., 2010). Tomando en cuenta que los participantes de nuestros
estudios presentan comorbilidades como DMT2 y obesidad, los biomarcadores normalizados
aportan la mejor opcién para disminuir esta variabilidad de la que hablamos antes. Aun asi, y
como no existe un consenso internacional acerca de esta normalizacion y sobre cual seria el
mejor método, estamos conscientes que se necesitan mayores estudios sobre este tema para
poder establecer conclusiones definitivas.

Histéricamente, la literatura clinica sugiere que la TFGe es el mejor indice para valorar
la funcién en la ERC (Rahman and Smith, 1998); ésta se mide a través de la tasa de
aclaramiento en plasma de un marcador de funcion renal. Los valores normales van de 130/ml/
min/1.73m? para los hombres y de 120 mL/min/1.73m? para mujeres, valores que van en
decremento conforme uno envejece (Astor et al., 2011). Una TFGe <60mL/min/1.73m? se ha
seleccionado como valor de corte para definir la ERC, ya que representa aproximadamente
una reduccion de mas de la mitad del valor normal de filtrado glomerular (Bardaji and Martinez-
Vea, 2008). Este valor se asocia a la deteccion de anomalias caracteristicas de la ERC,
ademas del aumento de la prevalencia y de la severidad de los factores de riesgo
cardiovascular. Sin embargo, las moléculas usadas para la medicion de la TFGe consideradas

como estandares de oro son también poco practicas, caras e invasivas; por esto la TFGe es
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estimada a través de ecuaciones que usan marcadores enddgenos de la filtracion y factores
demogréficos, existen tres ecuaciones validadas para la estimacion de la TFGe; en nuestro
estudio hemos usado la de Cockcroft-Gault. Para nuestra poblacion, encontramos TFGe
estimadas por dicha formula que van dede 85.77 hasta 24.23 mL/min/1.73m?. Consideramos
aguellos con TFGe aceptablemente conservada a los que presentaron una tasa de
>60mL/min/1.73m?, y aquellos con ERC bien establecida, cuando la TFGe fue
<60mL/min/1.73m?, de acuerdo con lo reportado en los estudios anteriormente mencionados.
De esta manera, tenemos en nuestro estudio a 37 sujetos sanos con un promedio de TFGe
de 98.3 (DE: 43.27). Al observar nuestra desviacion estandar notamos que hay disminucién
en la TFGe de estos sujetos considerados como sanos y esto mismo ya los ubica dentro de
alguno de los estadios de ERC. Sugerimos que este resultado podria deberse a que la
poblacion de estudio pertenece a una de las regiones del pais que presenta factores de riesgo
para ERC, particularmente la exposicion a metales pesados, lo que se ha reportado su
asociacion con ERC en varios estudios epidemiologicos, principalmente en nifios (Cardenas-
Gonzélez et al., 2016; Jimenez Cordoba, 2014); cabe la posibilidad de que esta poblacién esté
cursando ya con ERC, probablemente asociada a este factor de riesgo; aunque hacen faltan
estudios donde se explore esta asociacion en una poblacion adulta.

Se encontraron 38 sujetos diabéticos sin nefropatia con un promedio de TFGe de 84.77
(DE: 47.99), en los que también observamos ya cierto estadio de nefropatia, probablemente
relacionada con el tiempo de evolucion con DMT2 ya que ninguno de estos pacientes
diabéticos fue de reciente diagnostico sino de seguimiento. Hay evidencias clinicas que indican
gue la diabetes puede ser considerada una situacion de alto riesgo para enfermedad
nefrocardiovascular, afectando a la gran mayoria de los diabéticos con mas de 10 afios de
evolucion (documentado en las guias internacionales como K/DOQ)I). Si ademas se acompafa
de complicaciones macro o microvasculares con mas tiempo del diagndstico, estamos
hablando de riesgo de enfermedad nefrovascular muy elevado (ADA, 2012; Ascaso et al.,
2009). La DMT2 puede no ser diagnosticada hasta que pasan varios afios, esto puede generar
una prevalencia aumentada de NFD (Deshpande et al., 2008). Sin embargo, para esta
poblacion fue imposible determinar dicha asociacion ya que no contamos con esa variable
(tiempo de evolucion de la enfermedad). Finalmente, estan los 39 sujetos con nefropatia y
diabetes con una TFGe promedio de 24.23 (DE: 24.25), en los que vemos que ya estan
claramente cursando con ERC establecida.

El rifion tiene capacidad de repararse basicamente mediante tres mecanismos de

compensacién ante un dafo: migracion, proliferacién y reparacion de las células componiendo
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las estructuras responsables de la funcion normal a través de dichos procesos se regula la
filtracion, secrecion o expresion de diversas proteinas (KIM-1, Cys-C, NGAL) las cuales se
pueden determinar y cuantificar para su uso como biomarcadores de dafio renal (Van Vieet
and Schnellmann, 2003). En nuestro estudio, los concentraciones urinarios de KIM-1, NGAL y
Cistatina C, se encuentran elevados en aquéllas muestras de orina de pacientes con factores
de riesgo para ERC y aun méas en aquéllos con ERC ya establecida; como también han sido
reportados en otros estudios (Zeng et al., 2017), donde evalian NGAL y Cys-C, ademas de
Clusterina para determinar si éstos aparecen de forma mas temprana en ERC que la
microalbuminuria y donde se encontré que dichos biomarcadores fueron méas elevados en
pacientes con ERC ya establecida y que éstos son muy prometedores para diagndstico de
ERC en pacientes DMT1 y ademas, para NGAL y Cys-C que aumentan sus valores incluso
antes que aparezca microalbuminuria.

Nuestros resultados muestran que existe una correlacién positiva débil entre la proteina
GAS-1 vy los diferentes biomarcadores de dafio renal en una poblacion con factores de riesgo
para ERC, como ya se mencioné en otro estudio (Zeng et al., 2017) de 146 pacientes y donde
se encontraron concentraciones elevados de los biomarcadores en pacientes con ERC y de
igual forma encontraron una correlacion positiva pero entre la microalbuminuria y el tiempo de
diagnostico de DMTL1. Sin embargo, en un estudio realizado con pacientes tomados de una
cohorte y seguidos durante 6 afios (Panduru et al., 2015), se encontré una asociacion inversa
entre las concentraciones urinarias de KIM-1 con baja TFGe, al igual que en nuestro estudio,
donde también se demuestra un comportamiento similar de GAS-1 con el resto de los
biomarcadores, incluyendo a KIM-1; lo cual, concluyeron los autores, es aceptable para
representar causalidad. En otro estudio de mayor tamafo, en donde fueron tomados
participantes de 5 cohortes con factores de riesgo para ERC, las concentraciones urinarias de
KIM-1 fueron mas altos en pacientes con TFGe baja, asi como encontraron diferencias entre
los diferentes factores de riesgo para ERC, lo que concuerda también en lo hallado en nuestro
estudio, aunque cabe mencionar que tiene un disefo diferente (Waikar et al., 2010).

Como ya se ha reportado en muchos estudios (Ferenbach and Bonventre, 2016), la
concentracion urinaria de KIM-1 esti presente en baja cantidad en rifiones de individuos
aparentemente sanos y los concentraciones de dicha molécula se elevan de forma secundaria
a un dafo por hipoxia, lo cual culmina en la generacion de fibrosis intersticial renal; esto podria
explicar el comportamiento de los concentraciones urinarios mas bajos de KIM-1 en controles
y diabéticos en nuestro estudio. Sin embargo, KIM-1 se eleva en pacientes con ERC, como ya

se reportd (Ferenbach and Bonventre, 2016). Como GAS-1 esta presentando un
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comportamiento similar al del resto de los biomarcadores de dafio renal, asumimos que la
tendencia es que, GAS-1 al igual que el resto de los biomarcadores de dafio renal conocidos,
se comienza a elevar en los pacientes con DMT2 sin dafio renal establecido, probablemente
por la misma fisiopatologia explicada por Bonventre, y se halla aiun més elevados en los
pacientes con ERC ya establecido (Ferenbach and Bonventre, 2016).

Finalmente, y a pesar de los resultados prometedores de nuestro estudio en relacion a
los diferentes biomarcadores de dafio renal y de la proteina GAS-1, éstos aln no pueden
competir con los biomarcadores actuales para diagndstico de dafio renal y progresién, como
lo son CrS y microalbuminuria. Otros estudios han concluido que estos biomarcadores,
estuvieron fuertemente asociados con la progresibn de ERC en un analisis no ajustado
mediante estadisticos C, pero que sin embargo, no hubo ninguna asociacion independiente
después de ajustar por TFGe, radio Alb/Cr y otros factores de riesgo establecidos para
progresion de ERC (Hsu et al., 2017; Waikar et al., 2010).

8. Limitaciones y fortalezas del estudio

La mayor fortaleza de nuestro estudio, equiparable al de otros estudios reportados en
la literatura mundial es que, nuestros participantes tienen un amplio rango de la funcién renal,
asi como la comorbilidad agregada de la DMT2 y que es la primera vez que se estudia en una
poblacion de un estado de la republica mexicana este tipo de correlacion.

Dentro de las debilidades la encontramos basicamente en nuestro disefio
metodoldgico: es un estudio transversal, en el que solamente se realiza una medicion en el
tiempo en el cual evaluamos tanto efecto y exposicion, lo que nos impide establecer
causalidad; la eleccién de la poblacién y la division de la muestra; el no incluir en nuestros
criterios el tiempo de evolucion de la enfermedad, en el caso de la DMT2 y de aquellos con
enfermedad renal ya conocida y probablemente la falta de medicion de microalbuminuria, para
poder realizar otras estimaciones con nuestros biomarcadores y con la nueva proteina que

estamos estudiando, por mencionar algunas.
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. CONCLUSIONES

GAS-1 esta presente en orina de pacientes que presentan factores de riesgo para ERC,

siendo mas elevada su concentracion en aquellos que ya tienen una ERC establecida.

No existe variacion significativa entre la relacion de la TFGe y los diferentes biomarcadores
de dafo renal, asi como de la proteina GAS-1 en muestras sin normalizar y normalizadas

por creatinina urinaria.

Las concentraciones urinarias de todos los biomarcadores de dafio renal temprano se
encuentran elevados en muestras de orina de pacientes con factores de riesgo para ERC,
y aun mas elevados en aquellos con ERC ya diagnosticada, de forma directamente
proporcional al grado de ERC, observandose una clara tendencia al incremento de éstos

también en el grupo de pacientes que tienen un factor de riesgo para ERC ya establecida.

Existe una correlacion positiva significativa entre la proteina GAS-1 y los diferentes
biomarcadores de dafio renal (estadisticamente significativa) en una poblacién con

factores de riesgo para ERC.

10. PERSPECTIVAS

1. Establecer la asociacion entre la progresion de la ERC vy los diferentes biomarcadores de
dafio renal temprano y tradicionales, asi como de la proteina GAS-1, de acuerdo con el

tiempo de evolucién de la DMT2.

2. Estudiar la asociacion entre la exposicién de metales pesados y algunos biomarcadores
de dafio renal, incluyendo a la proteina GAS-1, con el desarrollo de ERC y algunas

complicaciones asociadas a ésta como las cardiovasculares.

3. Evaluar el valor pronéstico de la asociacién de los biomarcadores de dafio renal

tradicionales y la proteina GAS-1 para diagndéstico temprano y progresion de la ERC.

4. Establecer el efecto de la exposicion ambiental a metales pesados en este tipo de
poblacién, para el desarrollo y progresion de la ERC a través de los biomarcadores de

dafio renal temprano y los tradicionales, y de la proteina GAS-1.
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5. Como sabemos, los biomarcadores pueden ayudar a distinguir entre los diferentes
subtipos de ERC, asi como determinar cierto grado de progresion y prondstico para esta
enfermedad; por lo tanto, estos hallazgos podrian proveer informacion para el disefio de
futuros estudios relacionados con prondstico y progresion de la ERC, que cuenten con
un disefio metodoldgico que les provea de mayor poder estadistico.
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ANEXOS

Tabla Al.1 Analisis de correlacion entre la concentracion de Glucosa y las
concentraciones urinarias de los biomarcadores proteicos de dafio renal en lapoblacion
con factores de riesgo para desarrollo de ERC de la Comarca Lagunera

Glucosa
Variable re p
Kim-1 (ng/mL) -0.1190 0.2310
NGAL (ng/mL) -0.3262 0.0008
Cys C (ng/mL) -0.2103 0.0289
Alfa 1 microglobulina (ng/mL) -0.1561 0.1247
GAS-1 (pg/mL) -0.0587 0.5459

Todos los valores fueron elevados a Log10 y no estan ajustados con Creatinina urinaria. KIM-
1: Kidney Injury Molecule-1; NGAL: Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin; GAS-1:
Growth Arrest-Specific protein 1; Cys C: Cistatina C. r? Correlacion de Pearson.
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Tabla Al.2 Analisis de correlacién de la TFGe con respecto a las concentraciones
urinarias de los biomarcadores proteicos de dafio renal en la poblacién con factores de

riesgo para desarrollo de ERC de la Comarca Lagunera

TFGe
Variable re p
Kim-1 (ng/mL) -0.4739 <0.0001
NGAL (ng/mL) -0.4967 <0.0001
Cys C (ng/mL) -0.2888 0.0024
Alfa 1 microglobulina (ng/mL) -0.5309 <0.0001
GAS-1 (pg/mL) -0.3841 <0.0001

Todos los valores fueron elevados a Logl0 y no estan ajustados con la concentracion de
creatinina urinaria. KIM-1: Kidney Injury Molecule-1; NGAL: Neutrophil Gelatinase-Associated
Lipocalin; GAS-1: Growth Arrest-Specific protein 1; Cys C: Cistatina C. r° Correlacién de

Pearson.

Tabla A1.3 Analisis de correlacién entre GAS-1 y las concentraciones urinarias de los
demas biomarcadores proteicos de dafio renal en la poblacién con factores de riesgo
para desarrollo de ERC de la Comarca Lagunera

GAS-1
Variable re p
Kim-1 (ng/mL) 0.4707 <0.0001
NGAL (ng/mL) 0.4687 <0.0001
Cys C (ng/mL) 0.5062 <0.0001
Alfa 1 microglobulina (ng/mL) 0.5062 <0.0001

Todos los valores fueron elevados a Log10 y no estan ajustados con Creatinina urinaria. KIM-
1: Kidney Injury Molecule-1; NGAL: Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin; GAS-1:
Growth Arrest-Specific protein 1; Cys C: Cistatina C. rP Correlacion de Pearson.
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