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Marco teodrico
Definicion

El término de hipercalciuria idiopéatica fue acuifiado por Albright y col. en
1953 para referirse a los pacientes con urolitiasis recurrente que presentaban
aumento en la excrecion urinaria de calcio, con calcio sérico dentro de limites

normales (1).

La hipercalciuria es el factor de riesgo mas frecuente encontrado en niflos
con urolitiasis. Se ha reportado que su incidencia ha incrementado en las ultimas
décadas en menores de 18 afios reportada hasta de 18.5 por cada 100,000 nifios
gue acuden a un servicio de urgencias para el afio 2007, comparado con 7.9 de
cada 100,000 en el afio 1996 (2).

En la homeostasis de calcio en el organismo participa el tracto
gastrointestinal, el hueso y el rifién, con la accion de hormonas como la 1,25-
dihidroxivitamina D (1,25 OH, Vit D), la hormona paratiroidea (PTH), la calcitonina,
el factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF-23), entre otros (3). Normalmente,
se tiene un balance neutro de calcio integrando la absorcidén de calcio en la dieta
con las pérdidas en el sudor y la orina. El esqueleto representa la principal reserva
de calcio, conteniendo el 99% del total en el cuerpo y contribuye en el equilibrio de
calcio mediante la disolucion de cristales de hidroxiapatita y de manera adicional
acoplando el proceso de formacion y resorcion de hueso por accidon hormonal
directa.(4)

La absorcion gastrointestinal de calcio estd dada por dos procesos de
transporte: 1) Absorcion transcelular saturable mediada por canales de calcio
epiteliales que es regulada por 1,25 OH, Vit D y 2) Absorcion paracelular no
saturable, que depende del calcio de la dieta. A nivel renal, solo el calcio no unido
a proteinas es filtrado al espacio urinario. Aproximadamente 70% del calcio filtrado
se reabsorbe en el tubulo proximal, 20% en el asa gruesa ascendente de Henle y

la regulacion final del 10% restante ocurre en la nefrona distal. La reabsorcion en



el tabulo proximal de calcio es paralela al sodio, de manera que cualquier situacion
gue disminuya la reabsorcion proximal de sodio como puede ser la expansion del
volumen extracelular, también disminuye la reabsorcion de calcio. En la porcion
distal de la nefrona, la reabsorcion de calcio es estimulada por la PTH, diuréticos
tiazidicos y amiloride e inhibida por acidosis metabolica y depleciéon de potasio
sérico (3).

La HI es la excrecion de calcio mayor a 4 mg/Kg/dia en al menos dos
recolcciones de orina diferentes durante 24 horas, o bien como una relacion
urinaria de calcio/creatinina elevada segun el rango de edad (Tabla 1). Se ha
encontrado hipercalciuria hasta en 5-10% de los nifios aparentemente sanos (5);
asi mismo se puede presentar hipercalciuria fisiolégica que se relaciona a una

ingesta elevada de sodio, calcio o proteinas.

Tabla 1. Valores normales de cociente calcio/creatinina en orina por grupo
de edad (Modificado de Hoppe B y Kemper MJ)(6).

Edad Valor normal (mg/mg)
<12 meses 0.81
1-3 afios 0.53
3-5 afos 0.39
5-7 afos 0.28
> 7 afios 0.21

Fisiopatologia
Cuando se presenta hipercalciuria es indispensable la determinacién de

calcio seérico, ya que si hay presencia de hipercalcemia se descarta la HI.

La hipercalciuria es generalmente idiopatica. Charles Pak introdujo una

clasificacion tripartita para el diagnostico segun la excrecion urinaria de calcio,



fosfato seérico y niveles de PTH, bajo dieta de restriccion de calcio y posterior a
una carga del mismo (7, 8):
1) Aumento en la absorcion intestinal de calcio (Absortivas tipo | y I1).
2) Disminucion de la reabsorcion renal de calcio (hipercalciuria renal) o de
fosforo (hipercalciuria absortiva tipo Il1).

3) Aumento en la resorcion 6sea (hipercalciuria resortiva) (9).

En la absortiva tipo I, la hipercalciuria persiste a pesar de una dieta baja en
calcio, las caracteristicas clinicas son normocalcemia, hipercalciuria, aumento en
la absorcion intestinal de calcio, valores normales o disminuidos de PTH
sanguinea y de AMP ciclico urinario. En la hipercalciuria absortiva Tipo 1l hay
normocalciuria bajo dieta restringida e hipercalciuria con carga de calcio, y existe
un exceso de 1, 25 OH, Vit D. En la renal hay hipercalciuria en ayuno, bajo dieta y
con carga de calcio, puede haber disminucién de la velocidad de filtracion
glomerular e hiperparatiroidismo secundario. En la Tipo Il hay hipofosfatemia e
hipercalciuria en dieta restringida de calcio. En la resortiva 6sea hay hipercalciuria
en ayuno con normocalcemia y con funcion paratiroidea normal, en este caso
participan citocinas como interleucina IL-1p, IL-6, TNF-ay TGF-p.

Actualmente la clasificacion de acuerdo al mecanismo patologico que
produce la hipercalciuria no se considera clinicamente relevante, debido a la
complejidad entre los tres sistemas que intervienen y que el tratamiento y el
abordaje en todos los casos es el mismo (10)

Se ha considerado que la hipercalciuria no es una enfermedad, sino una
alteracion metabdlica, que no necesariamente requiere tratamiento farmacolégico
(11).

Genética de la hipercalciuria
La agregacion familiar de hipercalciuria y litiasis se conoce desde hace

mucho tiempo. En el modelo de rata con hipercalciuria absortiva se reporta un
incremento en la densidad de los receptores de vitamina D (VDR) en el

intestino(12) situacion que también se ha encontrado en pacientes con HI(13).



La mitad de los pacientes con hipercalciuria tienen antecedente familiar de
litiasis. La HI se ha descrito como autosémica dominante ya que no sigue un
patron recesivo y hay evidencia de transmision de padre a hijo lo cual descarta un

padecimiento ligado a cromosoma X(14).

Se han descrito mutaciones monogénicas y polimorfismos genéticos en
proteinas que participan ya sea directamente en la regulacion de la homeostasis
de calcio, en la absorcion paracelular del mismo o bien en el metabolismo de la
vitamina D, que ocasionan hipercalciuria, entre las que se encuentran los canales
epiteliales de calcio, el sensor de calcio (CASR), WNK cinasas 1y 4, Claudina 14,
16 y 19, VDR, asi como en CYP24A1 y SLC34A3 (cotransportador sodio-fosfato)
(15-19). Algunas de estas mutaciones llevan a hipercalciuria absortiva, en el cual
el defecto primario esta en intestino, otras tienen principal efecto en hueso, otras
en rifidn y en algunas el efecto es combinado (15, 20). Ninguna mutacién o
polimorfismo hasta ahora ha sido relacionado a la Hl.

Manifestaciones clinicas
La hipercalciuria puede ser asintomatica, o bien presentarse con hematuria

macroscopica 0 microscopica con urolitiasis. Los sintomas patognomonicos en
adultos como cdélico renal y hematuria macroscopica, no ocurren con frecuencia en
los nifios. Dolor en el flanco o hematuria se encontré en 95% de los adolescentes
y en 72% de los escolares, pero tan solo en 56% en niflos menores de 5 afos
(21).

Se ha reportado que en nifios la HI puede manifestarse como disuria sin
infeccion de vias urinarias(22), pero también que 21% de los nifilos con infecciones

de vias urinarias presentan hipercalciuria(23).



Hipercalciuriay hueso
Desde 1976 Alhava y cols. describieron que los pacientes con urolitiasis

tenian menor densidad mineral 6ésea (DMO) (24), y se ha documentado una
histologia 6sea anormal en pacientes con HI, con disminucion de la mineralizacion
y de la formacion de hueso (25). También se ha reportado que los nifios con
hipercalciuria tienen disminucion en la DMO (26). Un estudio en Brasil encontr6
que 35% de los niflos presentan osteopenia al momento del diagnostico de Hi
(27); las causas de esta disminucion en la masa 6sea podria ser genéticas, ya que
se ha visto que las madres de los nifios con hipercalciuria también pueden
presentar osteoporosis (28), o bien estar relacionada con la dieta, la actividad

fisica, y la participacion de la respuesta inmune (29).

En un estudio reciente en el cual evaltan la absorciometria dual por rayos X
(DXA), en nifios con hipercalciuria idiopatica realizado en Polonia, se encontré que
25% tenian un Valor Z <-1, y la DMO tenia una correlacion positiva con los niveles
de 25 hidroxivitamina D (25 OH Vit D) en suero (30).

Algunos pacientes con hipercalciuria pueden tener una pérdida de calcio
mayor a lo que absorben, principalmente si tienen una dieta baja en calcio. La
fuente del calcio adicional al ingerido es el hueso, el principal reservorio de calcio
del cuerpo, por esto no se recomienda una dieta baja en calcio en ellos (31, 32).

En un estudio realizado en el Hospital Infantil de México Federico GOmez
(HIMFG), en 170 pacientes con litiasis que se admitieron en los servicios de
Urologia y Nefrologia en un periodo de 5 afios (2009-2014), de los cuales 164 que
aceptaron participar en el estudio, 40% presentaban hipercalciuria, y 50% tenian
historia heredo-familiar de litiasis. Asi mismo en 102 pacientes mayores de 5 afios
en quienes se realizo restriccion de calcio para determinar el tipo de hipercalciuria,
se encontro que 11 nifios mostraban hipercalciuria absortiva. En las conclusiones
reportadas se encontraron como principales factores de riesgo para litiasis a la

hipocitraturia, hipomagnesuria e hipercalciuria(33).



La DXA sigue siendo el método referente para la medicion de la DMO en
nifios debido a su disponibilidad, reproducibilidad, rapidez en su realizacion, baja
exposicion a radiacion ionizante y datos de referencia en poblacion pediatrica. Las
metas de la DXA de hueso es identificar a los pacientes con alto riesgo de
fracturas por fragilidad 6sea, tomar decisiones con respecto al tratamiento médico

y monitorizar la respuesta al tratamiento(34).

Los sitios esqueléticos preferidos para la medicion mediante DXA en nifios
es la columna lumbar (L1-L4) y la corporal total, sin incluir la cabeza. El craneo
debe ser excluido, ya que constituye una masa Osea considerable que cambia

poco con el crecimiento, actividad o enfermedades(34, 35).

La masa 6sea, medida por DXA se reporta como contenido mineral de
hueso (g) o como DMO (g/cm2). Estos valores son comparados con valores de
referencia obtenidos de nifios sanos de edad, sexo y étnia similares para el calculo
de valores Z con respecto a la media. Se considera como valor de corte para
definir una DMO baja <-2 de valor Z, estipulado en las udltimas guias para
interpretacion y reporte de DXA en nifios y adolescentes, publicadas en el
2013(35).

Diagnéstico

En sangre se solicita creatinina sérica, calcio, fosforo, magnesio, fosfatasa
alcalina, pH, bicarbonato y acido arico. En todos los casos es necesario solicitar
determinacion de PTH y 25 OH Vit D.

En orina se solicita examen general de orina, en donde el pH de orina es
importante para la precipitacion de cristales, cuando este es alcalino, la densidad
urinaria permite identificar si el paciente tiene una ingesta apropiada de liquidos, la
presencia de hematuria y/o proteinuria se hace con facilidad, el examen del

sedimento permite conocer si hay eritrocitos, leucocitos, bacterias o cristales.



La recoleccién de orina de 24 horas en al menos dos determinaciones
diferentes. En nifios sin continencia urinaria, se puede hacer el diagnostico con
una muestra aislada de orina corrigiendo el valor calcio en relacion a la

concentracion de creatinina urinaria (Ver tabla 1)
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Antecedentes

Se llevé a cabo una busqueda sistematizada, de julio de 2016 a abril de

2018, de la bibliografia que hiciera referencia a HI y DMO en nifios, usando

terminos MESH como: children idiopathic hypercalciuria y bone mineral density.

También fueron utilizados terminos libres como: hypercalciuria, bone, lithiasis. Se

utiliaron los buscadores: MEDLINE y LILACS. En la busqueda fueron hallados solo

2 estudios observacionales de tipo longitudinal y 7 estudios transversales tanto

descriptivos como analiticos. Todos se describen en la Tabla 2. Es importante

mencionar que no existen estudios de cohorte prospectiva reportados y desde

1982 en trabajos no publicados y reportes de caso se ha estudiado la asociacion

entre Hl'y DMO.

Tabla 2. Estudios observacionales que evaluaron la asociacion de la Hl con

la DMO en nifios

Autor, afio y Tipo de Seguimiento | Tipo de Resultados
pais estudio poblacion
Artemiuk |, et al. | Transversal NA 31 nifios Valor Z — DMO en
2015 descriptivo 14 hombresy 17 | L1-L4 en 25.8% de
Polonia(30) mujeres nifos <-1,
5 - 17 afios, principalmente
todos con mujeres. Niveles de
disgnostico de HI. | 25 OH Vit D
<20ng/mL en 71%.
Nefrolitiasis
concomitante a
DMO reducida en
50% de casos.
Escribano J, et Analisis NA Casos: 31 Nifios Prevalencia de HI

al.

2014
Espafia/Alemani
a(36)

secundario de
una cohorte
prospectiva

de 7 afos de
edad con HI.
Controles: 135
Nifios de 7 afios
de edad sin HIC
extraidos de la
cohorte del
programa de
obesidad infantil
(CHOP).

de 17.7%, ambos
grupos con
caracteristicas
basales
antropométricas,
sexo, dietay
actividad fisica
similares. 22.6% de
nifios con HI'y
11.9% de controles
con DMO corporal
total con valor Z
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menor a -1 con RR
de 1.91 (95% IC
0.86 —4.23, p=
0.113). 3 nifios (2
controles y uno con
HI) tuvieron valor Z
<-2. Andlisis
multivariado
demuestra que la
Hl y la talla influyen
en DMO
independiente de la
ingesta de calico o
actividad fisica.

Penido et al
2012
Brasil(37)

Cohorte
retrospectiva

11 afos

80 nifios
43 hombres y 37
mujeres

Excreciéon media de
calcio antes y
después de
tratamiento con
citrato de potasio
ylo tiazidas de 5 a
2.6mgkgdia; Z-
DMO columna
lumbar de -
0.763+0.96 a -
0.537+898
(p<0.0001). No
consideran factores
como crecimiento,
exposicion solar o
actividad fisica.

Schwaderer A et
al

2008

Estados
Unidos(38)

Cohorte
retrospectiva

6 afios de
estudio, media
de seguimiento
no especificada

110 pacientes

Identificar cuantos
nifios con
hipercalciuria y(o
nefrolitiasis tienen
DMO baja . 47%
conDMO <-1y
26% <-2. Se
consider6 solo
DMO en columna
lumbar. Pacientes
con nefrolitiasis
tuvieron la menor
DMO.

Skalova S et al
2005
Republica
Checa(39)

Transversal
analitico

NA

9 nifios y 6 nifias
con 12.4+4 afios
de edad
Comparacién con
estandares de
referencia

Niveles elevados
en orina de NAG
sugiriendo una
alteracion tubular
asociada.
Considerar a la HI
como factor de
riesgo para
crecimiento
alterado y DMO

12




disminuida.
Correlacién de r -
0.70, -0.64 y -0.55
entre calciuria y
talla, area de DMO
y vol de DMO.

Penido et al. Transversal NA Casos: 88 nifios | DMO disminuida
2003 analitico con Hl al (valor Z <-1) en
Brasil(27) diagnéstico (50 columna lumbar en
hombres, 38 35% de los
mujeres) media pacientes en
edad 9.4 afos. comparacién con
Divididos con los nifios sanos.
litiasis y sin Niveles elevados
litiasis. de N-telopéptido en
pacientes con Hly
Controles: 29 correlacion
nifos sanos (13 negativa con DMO
hombresy 16 lumbar.
mujeres) media No diferencias en
de edad 9.8 afios. | DMO entre aquellos
con litiasis e
hiperuricosuria.
Garcia-Nieto V, Transversal NA Dos grupos de Valor Z de <-1 en
et al. analitico casos: columna lumbar en
2003 40 nifias con nifas de 42.5% y
Espafia(28) media de edad de | 47.5% de las
9.5£3 afios / madres. Con
disminucién
40 madres significativa del
premenopausicas | valor Z con
menores de 45 respecto a los
afos de edad. controles p<0.001
Dos grupos
control:
19 nifias con
media de
10.1+3.2afi0s
17 mujeres sanas
con media de
edad
36.81+5.5afios
Freundlich M, et | Transversal NA 22 nifios, 15 DMO disminuida en
al. descriptivo hombrey 7 38% de los nifios y
2002 mujeres, con sus | 33% de las madres.
EUA(40) madres Los hijos de madres

premenopausicas

osteopénicas con
DMO en columna
lumbar reducida en
comparacién con
aquellos de madres
con DMO normal
(p<0.05).
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Marcadores de
resorcién 6sea
normales en nifios
con Hl.

Garcia-Nieto V,
et al.

1997
Espafia(26)

Transversal
analitico

NE

Casos: 73 nifios
(34 hombres y 39
mujeres)

3 - 18 afios

Controles: 57
nifos (32
hombres y 25
mujeres)

3 - 13 afios

Nifios con HI con
osteocalcina y
calcitriol séricos
elevados, Mg y
PGE2 urinarios
elevado, en
comparacién con
controles.
Osteopenia en
30.1% de casos
(valor Z columna
lumbar -1.72+0.51).
Pearson r=-0.34
p<0.01 entre Z -
DMO y edad.

NA: No aplica; RR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza; NAG: N-acetil-beta-
glucosaminidasa; PGE2: Prostaglandina E2
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Planteamiento del problema

En México no existen reportes de HI en poblacidn infantil y la relacion que
tiene con la mineralizacion 0sea o con alguna variacion o mutacién genética

especificos.

Existen pocos trabajos que relacionen dicho padecimiento con la DMO, asi
como las caracteristicas clinicas o espectro de gravedad de esta alteracion
metabolica que expliquen la alteracion en la mineralizacion Osea en

aproximadamente solo el 30% de los casos.

Hasta el momento todos los trabajos que reportan DMO en pacientes con
HI, la reportan como disminuida cuando se tiene un valor Z <-1 en columna
lumbar, a diferencia de lo que indican las guias actuales considerando el rango

disminuido con Z < -2.

Se han demostrado alteraciones o modificaciones génicas para proteinas
claves del metabolismo o absorcion del calcio en entidades patologicas
especificas relacionadas a hipercalciuria y litiasis o nefrocalcinosis, por lo que las
mismas podrian ser precursoras del desarrollo de la HI, y a su vez, estar

relacionado con disminucion en la DMO.

La identificacion en la variabilidad génica (polimorfismos) codificante para
estas proteinas, su relacion con la HI y la DMO, puede servir para establecer un
pronéstico real en pacientes con esta patologia y dar tratamiento oportuno y

especifico.

15



Justificacion

El estudio molecular de las variaciones en genes que codifican para
proteinas claves del metabolismo del calcio, su relacion clinica con el desarrollo de
HI y su efecto sobre la DMO, podrian ayudar a desarrollar bases diagndsticas para
su deteccion y ligado a estudios especificos sobre eéstos genes utilizando
herramientas de la biologia molecular en pacientes futuros, se podra lograr una
mejor comprension de la fisiopatologia de la enfermedad, su relacion en la

resorcion del calcio en los huesos y desarrollar medidas preventivas.

Pregunta de Investigacion

¢, Cual es la asociacion de la DMO determinada por DXA con polimorfismos en
genes relacionados al metabolismo de calcio e hipercalciuria VDR, CASR,
SLC34A3y Claudina 14,16 y 19, en pacientes de 5 a 18 afios con Hl en el
HIMFG?

Hipotesis
Polimorfismos en genes codificantes para Claudina 14, 16, 19, VDR, CASR y

SLC34A3 se asocian a una disminucion de la DMO en pacientes pediatricos de 5
a 18 afos con hipercalciuria idiopatica en el HIMFG.

Objetivos

General
1. Asociar la DMO en pacientes con hipercalciuria idiopatica de 5 a 18 afios

con polimorfimos en genes relacionados al metabolismo del calcio.

16



Especificos
1. Evaluar la DMO mediante el uso de DXA.

2. Secuenciar las regiones génicas codificantes para Claudina 14, 16, 19;
CASR, VDR y SLC34A3 a través de analisis de exoma completo.
3. Asociar polimorfismos encontrados con la DMO.

Secundarios
1. Correlacionar parametros clinicos y bioquimicos séricos y urinarios con la

DMO.

Metodologia
1. Disefo del estudio

Estudio transversal descriptivo.

2. Lugary tiempo de estudio
Unidad de Diagnostico e Investigacion en Nefrologia y Metabolismo Mineral
Oseo en el HIMFG, en el periodo de Agosto de 2016 a Enero de 2018.

3. Poblacién de estudio
Pacientes que acudan a atencion médica de primera vez o subsecuente

con el diagndstico de HI.

4. Tamafo de muestra
Incluiremos a los pacientes que se logren captar en dos afos, en una
sola institucion, por lo que se planea el estudio de toda la poblacién con el
diagnéstico en el tiempo propuesto para el estudio.
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5. Criterios deinclusion

a. Pacientes de 5 a 18 afos con diagnoéstico de Hl.

b. Funcién renal normal determinada por el calculo a partir de la

C.

d.

creatinina plasmatica.

Suspender tratamiento (hidroclorotiazida o citrato de potasio) en caso
de tenerlo indicado previo al ingreso al estudio por al menos 1
semana.

Firma de consentimiento informado y asentimiento en mayores de 8
afnos.

6. Criterios de exclusion

a.

Pacientes que tengan hipercalciuria secundaria (hiperoxaluria
primaria, tratamiento con vitamina D, acidosis tubular renal,

sindrome de Bartter, hiperparatiroidismo primario).

7. Criterios de Eliminacion

a.
b.

C.

Deseo voluntario de abandonar el estudio.
Que en el estudio detallado se encuentre una causa secundaria de
hipercalciuria.

Pacientes con urolitiasis en quienes no se documente Hl.

8. Estudio clinico, laboratorio y gabinete

a.

b.

Se realizara historia clinica con énfasis en antecedentes familiares de
litiasis y enfermedad renal, ademas de alteraciones urinarias y
control de esfinteres. Examen fisico completo que incluye
antropometria y presion arterial. Todo llevado a cabo por médico

Nefrologo Pediatra encargado del proyecto.
Valoracion nutricional mediante recordatorio de 24 horas solicitado

directamente al cuidador primario o familiar con el que acuda el

paciente al momento de la valoracion. Posteriormente cada
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recordatorio serad analizado mediante el Software Food Processor
Nutrition Analysis para determinar su composicion en oligoelementos
de interés como son calcio, sodio, proteinas y agua total. Esta

valoracion se llevara a cabo por nutriéloga.

c. Estudios de laboratorio:
Se obtendran 8 ml de sangre para evaluar : Creatinina, calcio,
fosfatos, magnesio, sodio, potasio, fosfatasa alcalina, pH,
bicarbonato y acido urico, PTH, 25 OH Vit D y osteocalcina. Ademas
en orina aislada: Examen general de orina con determinacion de
calcio, oxalato, fosfatos, creatinina, magnesio y citratos. En orina de
24 horas se cuentificara la cantidad total de calcio y creatinina

excretados.

d. Ultrasonido renal:
Se realizara para determinar nefrocalcinosis o litiasis asintomatica al
momento del estudio o se consultara expediente clinico en caso de

tener alguno reciente.

9. Evaluacion de la DMO
a. Mediante DXA, tomando como referencia dos areas anatomicas que
seran valoradas en todos los pacientes, (corporal total menos la
cabeza y de columna lumbar). Los valores de DMO se expresaran en
g/cm?, obteniendo el coeficiente de utilidad diagnostica: El T-score y
el Z-score. El primero de éstos, compara los resultados obtenidos en
el paciente, con la masa 0sea ideal de adulto en relacion a su edad y
sexo; mientras que el Z-score compara los valores obtenidos en el
paciente contra sus pares de la misma edad y sexo, de una
poblacion de referencia. Debido al manejo de poblacion infantil se
utilizara Z-score. Trabajaremos con equipo iDXA lunar GE con un
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filtro de cerium que resulta en energia de 45 y 80keV. Emite una
dosis de radiacion menor a 6 pSv. El equipo iDXA lunar se encuentra

en el Centro de Investigacion de Epidemiologia Clinica del HIMFG.

10.Estudio genético

a. Aislamiento de ADN genomico

b.

Se tomara una muestra de 3 ml de sangre venosa periférica de cada
paciente, en tubo BD Vacutainer® con EDTA-K2 como
anticoagulante. Se aislard el ADN genomico de los leucocitos
empleando el kit Gentra® Puregene® Blood (QIAGEN®), de acuerdo
a las especificaciones del proveedor. Se evaluara concentracion y
pureza del ADN aislado mediante espectrofotometria con luz UV
(A2s0:280), Se evaluara la integridad del DNA mediante electroforesis
horizontal en gel de agarosa (0.8%, Buffer TAE 1X), con tincion
fluorescente no téxica (EZ-Vision®) y visualizacion con luz UV2s4.302.
Las muestras seran ajustadas a una concentracion de 100ng/ul, y

almacenadas a -20°C hasta su utilizacion.

Panel de secuenciacion masiva o de exoma completo.
Trusight™ One Sequencing Panel

Este método de secuenciacibn comprende 12 Mb de contenido
genomico, incluyendo 4813 genes con descripcion de mas de 62,000
exones y sus sitios de splicing con relevancia clinica diversa y
asociados a distintos fenotipos, los cuales pueden ser analizados en
grupo completo o por subconjuntos. El panel de secuenciacion se
enfoca en regiones exonicas que se sabe son susceptibles de

mutaciones y causan enfermedades diversas. Las secuencias
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gendomicas blanco, ya se encuentran identificadas en base a la
informacion proporcionada por la Human Gene Mutation Database
(HGMD), la Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) catalog y la
GeneTests.org. Combinando datos de estas fuentes permite que el
panel de secuenciacion cubra todos los genes hasta ahora revisados

en la investigacion clinica reportada en la literatura.
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Variables de estudio

Figura

1. Clasificacion Metodologica

VARIABLE

relacionados al metabol
de calcio (Claudina 14,

INDEPENDIENTE:
Polimorfismos en genes

19, VDR, CASR y SLC34A3).

ismo
16,

VARIABLE
DEPENDIENTE:

DMO

MODIFICADORAS DEL EFECTO:

Edad
Género
Peso
Talla
25-0OH VitD
PTH
Calciuria
Citraturia
Contenido de calcio y sodio en la dieta
Ingesta hidrica en 24 hrs
Litiasis urinaria

VARIABLES ANTECEDENTES, DE CONFUSION Y
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Tabla 3. Clasificacion de acuerdo a nivel de medicidn

Variable Definicién Definicién Unidad de Escala de
conceptual operacional medicion medicion
Densidad Cantidad de Cantidad mineral de | Valor Z Cuantitativa
mineral 6sea | mineral por cm2 | hueso corporal total continua de
(DMO) de hueso e menos la cabezay intervalo
importante lumbar (L1-L4)
predictor de medida con DXA
osteoporosis comparada con la
media de acuerdo a
edad y género como
Valor Z
Normal: Valor Z> -2 | Normal / Baja Cualitativa
Baja: Valor Zz< 6 = -2 nominal
dicotémica
Variacion Diferencias Polimorfismos Presente / Cualitativa
génica entre genotipos | identificados en los ausente nominal
en cuanto a genes Claudina 14, dicotémica
tamafio y 16, 19, VDR, CASR
constitucion de | y SLC34A3 por
bases secuenciacion
directay
comparacion con
genoma humano
Edad Tiempo Grupo de edad al Prescolar Cualitativa
transcurrido que corresponde el (<6 anos) ordinal
desde el paciente de acuerdo | Escolar
nacimiento a la edad en afios (6 al1l2 afnos)
hasta la Adolescente

inclusion en el

estudio

(<12 afos
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Sexo Condicion Hombre o mujer Masculino / Cualitativa
organica que Femenino nominal
distingue al dicotémica
hombre de la
mujer

Peso Fuerza con que | Cuantificacion en Valor Z Cuantitativa
atrae la tierraa | kilogramos y continua de
un cuerpo comparacion de intervalo

acuerdo a la media
por edad y genero

Talla Estatura Estatura Valor Z Cuantitativa

determinada por continua de
estadimetro y intervalo
comparacion de

acuerdo a la media

por edad y genero

Antecedente | Adquirir Obtenidos por Presente / Cualitativa

familiar de informacién de interrogatorio directo | ausente nominal

litiasis un paciente a los padres, sobre dicotbmica
acerca de eventos de litiasis en
condiciones la familia
médicas del
pasado

Litiasis Formacioén de Presencia actual o Presente / Cualitativa

urinaria litos en previa de litos ausente nominal
cualquier parte identificada por dicotémica

del tracto
urinario,
usualmente
rifion, vejiga y

ureter

ultrasonido

morfolégico renal
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Tasa de Volumen de Estimacién de la mL/min/1.73m2 | Cuantitativa
filtrado agua filtrada del | funcion renal SC continua de
glomerular plasma a través | mediante la formula razéon
de los capilares | de Schwartz
glomerulares a modificada (TFG =
la capsula de 0.413(Talla en
Bowman por cm/creatinina sérica)
unidad de
tiempo. Valores normales:
64 — 145
mL/min/1.73
Fosfatos Niveles de Obtenidos en suero | mg/dL Cuantitativa
fosfatos en y medido por técnica continua de
suero electrodo ion razon.
selectivo.
Valores normales:
Preescolares: 4.5 —
5.8 mg/dL
Escolares: 3.5 -5.5
mg/dL
Adolescentes: 2.4 —
4.5 mg/dL
Calcio en Niveles de Obtenidos en suero | mg/dL Cuantitativa
suero calcio en suero | y medido por técnica continua de
electrodo ion razon.
selectivo.
Valores normales:
8.5 —10.5 mg/dL
Magnesio Niveles de Obtenidos en suero | mg/dL Cuantitativa
sérico magnesio en y medido por técnica continua de
suero electrodo ion razon

selectivo.
Valores normales:
1.6 — 2.4 mg/dL

25




Fosfatasa Enzima que Niveles de fosfatasa | UI/L Cuantitativa
alcalina total | cataliza la alcalina en suero continua de
conversion de Valores normales: razon
un monoester 2 a 10 afios: 100 —
ortofsférico y 320 UI/L
agua a alcohol y | Adolescente
ortofosfato masculino: 100 —
390UI/L
Adolescente
femenino: 100 — 320
Ul/L
Bicarbonato Niveles de Niveles de mmol/L Cuantitativa
bicarbonato bicarbonato sérico continua de
sérico obtenido por razén
gasometria venosa
Valores normales:
2 meses — 2 afios:
16 — 24 mmol/L
>2 afos: 22 a 26
mmol/L
Hormona Niveles de PTH | Niveles de PTH en pg/mL Cuantitativa
paratiroidea en suero suero por continua de
quimioluminiscencia razon
(DiaSorin LIAISON)
Valores normales:
15 — 65 pg/mL
25 0H Vit D Niveles de 25 Niveles de 25 ng/mL Cuantitativa
hidroxivitamina | hidroxivitamina D en continua de
D en suero suero por razon

quimioluminiscencia
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(DiaSorin LIAISON)

Valores de
referencia:
Deficiencia:
<12ng/mL
Insuficiencia:
12 — 20 ng/mL
Suficiencia:
>20ng/mL
Osteocalcina | Niveles de Niveles de ng/mL Cuantitativa
osteocalcina en | osteocalcina en continua de
suero suero por razon
quimioluminiscencia
(DiaSorin LIAISON)
Valores normales no
establecidos en
edad pediatrica
pH urinario Logaritmo Logaritmo negativo Sin unidades Cuantitativa
negativo de la de la concentracion continua de
concentracién de hidrogeniones en razén
de orina medido con
hidrogeniones potencidometro
en orina
Eritrocituria Conteo de Conteo de eritrocitos | Eritrocitos/mm® | Cuantitativa
eritrocitos en el | en sedimento discreta
sedimento urinario
urinario
Calciuria Contenido de Contenido de calcio | mg/Kg/dia Cuantitativa
calcio en orina en orina de 24 horas continua de
entre el peso del razon

paciente y cociente
calcio/creatinina en
orina de acuerdo a
edad
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Magnesiuria

Cociente de
magnesio/
creatinina en

orina

Cociente de
citrato/creatinina en
orina de acuerdo a
edad

Valores normales:

5—7 afos :
>0.21mg/mg
7 —10 afos:
>0.18mg/mg
10 — 14 afios:
>0.15mg/mg
14 — 17 afios:
>0.13mg/mg

mg/mg

Cuantitativa
continua de

razon

Uricosuria

Cociente de
acido urico/
creatinina en

orina

Cociente de acido
rico/ creatinina en
orina de acuerdo a
edad

Valores normales:

5—-10afos:
<0.9mg/mg
> 6 =10 afos:

<0.6mg/mg

mg/mg

Cuantitativa
continua de

razon

Citraturia

Cociente de
citrato/creatinina

en orina

Cociente
citrato/creatinina en
orina de acuerdo a
edad

Valores normales:

>0.25mg/mg

mg/mg

Cuantitativa
continua de

razon

Normal

Bajo

Cualitativa
nomial

dicotémica

Oxaluria

Cociente de
oxalato/creatinin

a en orina

Cociente de
oxalato/creatinina en

orina de acuerdo a

mg/mg

Cuantitativa
continua de

razon
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edad

Valores normales:

2 — 5 afos:
0.11mg/m
6 -12 afos: 0.063

mg/mg
>18 afios: 0.031

mg/mg

Normal

Bajo

Cualitativa
nomial

dicotémica

Umbral
maximo de
reabsorcion
tubular de
fosfatos por
tasa de
filtrado
glomerular
(RTP/TFG)

Concentracién
sérica de
fosfatos en la
cual empieza la
aparicion de
fésforo en la

orina

Concentracién
sérica de fosfatos en
la cual empieza la
aparicion de fosforo
en la orina

(fésforo sérico-
fésforo urinario x
creatinina sérica
[creatinina urinaria
Valores normales:
3.6 — 7.6mg/dL

mg/dL

Cuantitativa
continua de

intervalo

Calcio en la

dieta

Cantidad de
calcio contenido

en la dieta

Cantidad obtenida a
través del
recordatorio de 24
horas con el
software Food
Processor Nutrition
Analysis, dividido
entre el peso

corporal en Kg

mg/Kg

Cuantitativa
continua de

razon

Aguaen la

dieta

Cantidad de
agua contenida

en la dieta

Obtenido a través de
recordatorio de 24
horas con el

software Food

mL

Cuantitativa
continua de

razon
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Processor Nutrition

Analysis
Proteinas en | Cantidad de Cantidad obtenida a | g/Kg Cuantitativa
la dieta proteinas través del continua de
contenidas en la | recordatorio de 24 razon
dieta horas con el
software Food
Processor Nutrition
Analysis, dividido
entre el peso
corporal en Kg
Sodio en la Cantidad de Cantidad obtenida a | meqg/Kg Cuantitativa
dieta sodio contenido | través del continua de
en la dieta recordatorio de 24 razon
horas con el
software Food
Processor Nutrition
Analysis, dividido
entre el peso
corporal en Kg
Potasio en la | Cantidad de Cantidad obtenida a | meqg/Kg Cuantitativa
dieta potasio través del continua de
contenido en la | recordatorio de 24 razon
dieta horas con el
software Food
Processor Nutrition
Analysis, dividido
entre el peso
corporal en Kg
Tratamiento Uso de Uso de tratamiento Si/ No Cualitativa
previo tratamiento con | con hidroclorotiazida nominal
hidroclorotiazida | o citrato de potasio a dicotémica

o citrato de

cualquier dosis
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potasio previo al | previo al ingreso al
ingreso al estudio

estudio

Plan de analisis de los datos

Se llevara a cabo analisis de las variables para determinar la distribucion de
aquellas cuantitativas como son la DMO medida en valores Z, tanto corporal total
como de columna lumbar y las diversas variables séricas y urinarias, a través de

la prueba Shapiro — Wilk y en base a valores de asimetria y curtosis reflejados.

Se utilizara estadistica descriptiva con medidas de tendencia central (media
0 mediana) y dispersion (desviacion estandar o rango intercuartilico) de acuerdo a

la normalidad de los datos cuantitativos.

Las variables cualitativas como la edad, el sexo, la presencia o ausencia de
litiasis, antecedentes familiar de litiasis, se resumiran como frecuencia y
porcentajes. Las diferentes variantes génicas o polimorfismos se reportaran como

frecuencias y porcentajes para cada gen propuesto.

Para el andlisis de correlacion entre variables clinicas, bioquimicas y
dietéticas de confusion y modificadoras del efecto con el desenlace DMO se
realizaran pruebas de Spearman y Pearson de acuerdo a la distribucion de cada

una.

Se realizara comparacion de frecuencia de presentacion de variantes
génicas reportadas entre el grupo con DMO normal y disminuida utilizando prueda
exacta de Fisher. Se realizara el mismo analisis en aquellas variables de interés
con escala nominal dicotbmica y que se consideren directamente relacionadas a la

DMO (tratamiento previo, litiasis urinaria e hipocitraturia).
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Limitaciones del estudio

Por la naturaleza descriptiva del estudio, sélo sera posible caracterizar a la
poblacion sin poder determinar la causalidad entre las variables de estudio y
resultado propuestas.

Pueden existir otros genes ademas de los que estudiaremos en este
proyecto que participen en la fisiopatologia de la HI.

El estudio es transversal, por lo que el impacto a largo plazo de la HI sobre

la salud 6sea no podra ser evaluado.

Consideraciones éticas y confidencialidad.

El proyecto se apega a las recomendaciones internacionales para
Investigacion en seres humanos, y al Reglamento de Investigacion en Seres
Humanos de la Ley General de Salud. En el estudio sélo participaran los pacientes
cuyos padres o tutores otorguen el consentimiento informado por escrito, ademas
del asentimiento de los nifios participantes, que seran mayores de 8 afos. (Anexo
1,2). Los pacientes o sus familiares conservaran una copia del mismo y se
mantendra la disponibilidad del personal médico para atender las dudas durante el

proceso del protocolo.

Por los procedimientos a los que seran sometidos los pacientes, se
considera de riesgo mayor que el minimo, la realizacion de DXA implica
exposicion a radiacion semejante a la de un dia de sol, la toma de sangre puede
producir dolor y flebitis en el sitio de toma. La cantidad de la muestra sanguinea no
sera mayor al limite establecido por el Reglamento de Investigacion en Seres
Humanos de la Ley General de Salud. Se considera un volumen total de sangre de
8mL.
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Los resultados obtenidos del presente protocolo se proporcionaran a los
pacientes y en caso de tener expediente en el HIMFG se enviara una copia al
mismo. El beneficio que obtendran es conocer si la hipercalciuria o litiasis que
presentan es idiopatica o no, y en caso de serlo sabran el estado de salud 0sea si

esta relacionada con alguno de los genes estudiados.

La informacion proporcionada por el paciente y sus familiares sera de
manejo exclusivo de los investigadores y se mantendra en reserva en el
expediente clinico y en los formatos de recoleccion de los datos del estudio. Los
resultados seran analizados de manera grupal, no en forma de casos individuales,
por lo que no se publicaran resultados individuales sino el comportamiento de
grupos de acuerdo con los resultados obtenidos; los cuales seran manejados con

claves asignadas a cada paciente para fines de analisis.

Consideraciones bioseguridad

Para la manipulacion tanto del material biolégico como de los reactivos a
emplear durante el desarrollo del proyecto sera necesario utilizar de manera
permanente elementos de proteccion personal, tales como bata, guantes y en
algunos casos protectores como cubre bocas o lentes, mantenidos en buenas
condiciones de higiene. Los desechos generados a partir de las muestras
biologicas seran contenidos dentro de un recipiente rojo, especificamente para
liquidos. Las puntas para micro pipetas, tubos, gasas, algodon, entre otros
instrumentos que estuvieron en contacto con material bioldgico, se depositaran en
un contenedor especialmente para desechos solidos. En el caso de los desechos
punzocortantes se colocaran en un solo recipiente rojo destinado para ese fin.
Cada contenedor se encontrara debidamente etiquetado. En cuanto a otro tipo de
desechos no bioldgicos empleados para el trabajo de laboratorio, se depositaran
en un recipiente destinado a este tipo de productos.

33



Resultados

Se examinaron para ser elegidos a 52 pacientes con sospecha clinica o de
laboratorio de HI o bien con antecedente de litiasis confirmada, referidos o
captados desde la consulta externa de Nefrologia Pediatrica y Urologia Pediatrica
del HIM, de los cuales se confirmdé el diagnostico en 27. Se incluyeron al final 23
para el analisis completo, excluyendo a 4 casos de HI por ser menores de 5 afos
de edad.

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de seleccion de la muestra

Evaluados (n=52)

[Excluidos (n=29)

- Hiperparatiroidismo primario (n=2)

- Litiasis sin hipercalciuria (n=3)

- Proteinuria nefrética, catarata,glaucoma (n=1)
- Sin alteracion renal documentada (n=19)

- HI menores de 5 afnos (n=4)

Incluidos y analizados
(n=23)

Del total de la muestra incluida el 65.2% corresponde a hombres y 34.8% a
mujeres, manteniendo una relacion hombre — mujer de 1.8:1. Como parte de la
sintomatologia referida al diagndstico o evolucion de la enfermedad, la mayoria
curso asintomatico al diagnoéstico y 26% con hematuria macroscopica, sélo dos

casos asociados a infeccion de vias urinarias o alteraciones miccionales sin incluir
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enuresis. Se presento litiasis en 61% de los casos. Las caracteristicas clinicas se

muestran en la tabla 4 .

Tabla 4. Caracteristicas antropométricas y clinicas de nifios con HI (n=23)

Caracteristicas antropométricas y clinicas

Valor Z de peso -1.5(-1.9-0.4)
Valor Z de talla -1.2 (-1.7 - -0.4)
TA sistélica (mm/Hg)

Preescolares 93 (90 -93)
Escolares 95 (87-107)

Adolescentes

115 (102 — 115)

TA diastélca (mm/Hg)

Preescolares 64 (60 — 64)
Escolares 60 (55 — 68)
Adolescentes 74 (58 — 74)

Los datos son presentados como medianas y rango intercuartilico (p25, p75)

La funcion renal se encontré conservada en el 100% de casos con mediana
de tasa de filtrado glomerular de 107 mLminl.73m?SC; no se identifcaron
alteraciones electroliticas. Se determinaron los niveles de 25 OH Vit D con
mediana de 24.5 ng/mL (p25 19.2 , p75 28.2), siendo clasificados 7 pacientes
(30.4%) con niveles considerados como deficientes o insuficientes, de los cuales
28.5% tienen DMO disminuida. No se ha identificado hipomagnesuria,
hiperoxaluria o hiperuricosuria en ningun paciente que pudiera ser un factor de
riesgo agregado para la formacion de litiasis, pero llama la atencion la presencia
de citraturia con mediana de 0.38mg/mg (p25 0.28 y p75 0.63), con una proporcion
en la muestra de 21.7% con rangos considerados disminuidos de acuerdo a la
edad, de los cuales 80% han cursado con litialsis renal en algin momento desde

su diagnostico.

Con respecto a otros parametros bioquimicos de interés relacionado con el
metabolismo 0seo destaca FA con mediana de 277U/L (p25 207 y p75 319),
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RTP/TFG de 4.4 mg/dL (p25 4.02 y p75 4.81), osteocalcina de 78.7 ng/mL (p25 63
y p75 124) y PTH de 12 pg/mL (p25 9.5y p75 13.6).

Con respecto a la determinaciéon de la DMO, la mediana del valor Z de
columna lumbar L1-L4 es de -0.5 (p25 -1.1 y p75 -0.1) y valor Z corporal total
menos cabeza con mediana de -1.2 (p25 -1.5y p75 -0.4), considerando al 13% de
la muestra dentro de rangos patolégicos disminuidos de acuerdo al ultimo
consenso internacional con valor Z menor o igual a -2; 15 pacientes (65.2%) de la
muestra mostraron un Valor Z menor o igual a -1 corporal total o lumbar.
Considerando de manera individual a la medicion lumbar, 6 (26.1%) de los
individuos tiene un valor Z menor a -1 y solo 8.7% menor a -2 (Grafica 1); en el
caso de la medicion corporal total menos cabeza el 60.8% presenta valor Z menor
a -1y 4.3% menor a -2 (Gréafica 2). En ningun caso se tiene el antecedente de

fracturas patoldgicas.

Grafica 1. Frecuencia de acuerdo a valor Zde DMO lumbar L1 a L4

20+

154

107

Numero de casos

-la-2 <-2
Valor Z DMO lumbar
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Gréfica 2. Frecuencia de acuerdo a valor Z de DMO corporal total

menos cabeza
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Al explorar la asociacion existente entre ambas mediciones de DMO se
encontré una correlacion positiva entre ambas (Spearman r = 0.569 , p = 0.005).

Se llevé acabo el analisis de correlacién bivariada de Spearman entre
variables bioquimicas y clinicas con los valores Z de DMO corporal total y lumbar.
Existe asociacion negativa entre los niveles de osteocalcina y la DMO corporal
total menos cabeza, por el contrario encontramos una asociacion positiva entre los
niveles de 25 OH Vit D y DMO en la misma regién, ambas correlaciones sin

significancia estadisitca (Tabla 5).

37



Tabla 5. Coeficientes de correlacion de Spearman para cada variable
relacionada con el valor Z de DMO corporal total menos cabezay lumbar L1-
L4 en niflos con HI (n=23)

Corporal Total menos
Lumbar (L1-L4)
cabeza
Parametro bioquimico r p r p
FA (UI/L) 0.289 0.182 -0.042 0.849
PTH (pg/mL) 0.286 0.186 0.22 0.314
HCO3; (meq/L) 0.122 0.58 -0.072 0.746
Osteocalcina (ng/mL) 0.11 0.618 -0.407 0.054
25 OH Vit D (ng(mL) 0.042 0.849 0.382 0.072
Ca/Cr urinario -0.127 0.562 -0.177 0.419
Calciuria de 24 hrs 0.068 0.842 0.069 0.841
Cit/Cr urinario -0.13 954 -0.252 0.246

FA — Fosfatasa alcalina total, PTH — Paratohormona, HCO; — Bicarbonato sérico, 25 OH
Vit D — 25 hidroxivitamina D, Ca/Cr — Cociente calcio creatinina, Cit/Cr — Cociente citrato
creatinina.

*Datos con significancia estadistica

Debido a la inclusion tanto de casos prevalentes como incidentes, de los 23
individuos incluidos en la muestra, el 43.5% (10) se encontraba en tratamiento
con hidroclorotiazida con dosis entre 0.5mgkgdia y 2mgkgdia; dos individuos
(8.7%) ademas tenian tratamiento concomitante con citrato de potasio a dosis
menor a 2 megkgdia. Al llevar a cabo la comparacion de la frecuencia entre nifios
en tratamiento con DMO normal o disminuida no se obtuvo diferencia significativa
(p= 0.560 Prueba exacta de Fisher).

Se determind la cantidad de sodio, potasio, proteinas y calcio en la dieta a
través de recordatorios de 24 horas, realizados a los pacientes el dia de su
valoracion. Todas las determinaciones fueron ajustadas al peso corporal de cada
individuo. La ingesta de sodio fue de 3.92 megKgdia (p25 2.53meqgkgdia y p75
5.62meqgkgdia), calcio de 27.2mgkgdia (p25 1lmgkgdia y p75 33.8mgkgdia),
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proteinas de 2.48 mgKgdia (p25 1.77 y p75 5.02) y potasio de 0.82 meqgkgdia (p25
0.51y p75 1.36). La mediana de ingesta de agua total por kilogramo en un dia fue
de 32.7 mLKgdia (p25 17.55 y p75 50). Se realizaron correlaciones bivariadas
entres las variables de la dieta, con la magnitud de calcuria tanto en mgkgdia
como en cociente Ca/Cr, asi como con los valores Z de la DMO. En todos los

casos sin tener una asociacion significativa (Tabla 6).

Tabla 6. Coeficientes de correlacion de Spearman para variables de la dieta
con la magnitud de calciuria, valor Z de DMO corporal total menos cabezay
lumbar L1-L4 en nifios con HI (n=23)

Corporal Total menos
Lumbar (L1-L4)
cabeza
Parametro en la dieta r p r p
Calcio (mg/Kg de peso) -0.186 0.432 -0.152 0.522
Proteina (g/Kg de peso) 0.232 0.325 -0.102 0.67
Sodio (meqg/Kg de peso) -0.019 0.414 -0.194 0.414

Todos los parametros fueron considerados del recordatorio de 24 hrs
*Datos con significancia estadistica

ESTUDIO GENETICO

Se realizé la secuenciacion de exoma completo en los 23 pacientes
incluidos en la muestra, determinando variantes ganicas en cada gen considerado

con relacion al metabolismo del calcio.

En la siguiente tabla (Tabla 7), se muestran los polimorfismos identificados,
asi como la frecuencia en la muestra comparada con la reportada del estudio de
genoma humano en poblacion aparentmente sana con ancestria mexicana en los

Angeles, California (ensemble.org).
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Tabla 7. Comparacion de la frecuencia de las variantes polimorficas
identificadas en 23 pacientes con Hl y la reportadas en poblacion general

Frec.
_ Frec.
Gen Cr. Variante GH p
Muestra
MXL
rs1042636 0.3 0.33 0.61
rs12493789 0.26 0.35 1.00
CASR 3
rs142818334 0.04 0.008 0.28
rs1801725 0.21 0.07 0.04*
rs202109348 0.04 0.001 0.003*
SCL34A3 9 rs28542318 0.39 0.91 0.000*
rs34372115 0.13 0.02 0.04*
rs149116671 0.04 0.05 1.00
CLDN16 3 rs3214506 0.13 0.14 1.00
rs368234054 0.08 0.15 0.52
VDR 12 rs2228570 0.21 0.51 0.01*

®Abreviaturas: Cr: Cromosoma, Frec: Frecuencia, GH: Genoma humano, MXL: Ancestria
Mexicana en Los Angeles California, CASR: Receptor Sensible a Calcio, SCL34A3:
Proteina trasnportadora de sodio — fosfato, CLDN16: Claudina 16, VDR: Receptor de
vitamina D

®Posicién cromosémica en GRCh38.p12

“Valor p para prueba exacta de Fisher en todos los casos.

*Datos con significancia estadistica

Del total de variantes polimorficas identificadas, de acuerdo a lo reportado
en la descripcion fenotipica en estudios de genoma humano, la mayoria se
catalogan como benignas o probablemente benignas, sélo dos de ellas
(rs202109348 y rs34372115) correspondientes al gen SCL34A3 son consideradas
como posiblemente patogénicas debido a su baja prevalencia en poblacion

general y a que hasta ahora no tienen ninguna descripcion fenotipica identificada.

Para determinar la asociacion existente entre la presencia o ausencia de

cada una de las variantes identificadas con alteracion o no de la DMO, se llev6 a
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cabo una comparacion entre ambos grupos considerando a aquellos individuos de
la muestra que fueran portadores del alelo de menor frecuencia de acuerdo a lo
reportado en el estudio del genoma humano (ensembl.org). Se consideraron tanto
a homocigotos como heterocigotos del alelo identificado como menos frecuente
(Tabla 8).

Tabla 8. Comparacion entre polimorfismos y DMO en 23 pacientes con Hl.

FAM
FAM
DMO
VARIANTE GEN AMF DMO NL P
DISM.
(n=20)

(n=3)
rs1042636 G 0.35 0 0.52
rs12493789 G 0.2 0.67 0.15

CASR

rs142818334 T 0.05 0 1.00
rs1801725 T 0.2 0.33 0.54
rs202109348 A 0.05 0 1.00
rs28542318 SCL34A3 T 0.45 0 0.25
rs34372115 A 0.1 0.33 0.35
rs149116671 G 0.05 0 1.00
rs3214506 CLDN16 C 0.15 0 1.00
rs368234054 A- 0.1 0 1.00
rs2228570 VDR G 0.15 0.67 0.11

®Abreviaturas: AMF: Alelo de menor frecuencia, FAM: Frecuencia de alelo menor, DMO:
Densidad Mineral Osea, NL: Normal, Dism: Disminuida, CASR: Receptor Sensible a
Calcio, SCL34A3: Proteina trasnportadora de sodio — fosfato, CLDN16: Claudina 16, VDR:
Receptor de vitamina D

®Valor p para prueba exacta de Fisher en todos los casos.

*Datos con significancia estadistica
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Discusion

La hipercalciuria idiopatica hasta ahora es considerada como una variante
metabolica y no una patologia por si misma (10), la cual tiene el potencial de
desencadenar morbilidad caracterizada fundamentalmente por la presencia de
litiasis urinaria y deterioro de la DMO, que depende de factores diversos como son
la dieta, actividad fisica, ingesta de medicamentos y hormonas asociadas al
metabolismo del calcio. En pacientes pediatricos, este comportamiento ha sido
corroborado por diversos estudios observacionales tanto prospectivos como
comparativos, haciendo especial énfasis en la disminucion de la DMO (26, 27, 36,
38, 40, 41).

En cuanto a las caracteristicas clinicas de este trabajo, llama la atencion
que la mayoria de los individuos curso asintoméatico al momento del diagnostico, a
diferencia de lo reportado en otras series (26, 37) que refieren sintomas de
irritacion urinaria, hematuria o enuresis como los mas frecuentes. Lo anterior es
debido a que la hipercalciuria idiopatica fue un hallazgo en pacientes inicialmente
valorados por otras patologias como acidosis tubular renal o incluso en individuos
sanos a los que se llevo a cabo estudios urinarios en los cuales se identificd
hematuria microscépica. Esto plantea la posibilidad, hasta ahora no explorada de
acuerdo a la literatura revisada, de considerar en estudios de tamizaje en
poblacion pediatrica la presencia de hipercalciuria idiopéatica, que aunque no es

tan frecuente, su identificacion temprana, puede evitar comorbilidades asociadas.

El papel de la 25 OH Vit D ha sido explorado en otras series (30),
encontrandola como deficiente en 50% de casos de pacientes con DMO, a
diferencia del presente estudio que solo lo identificd en 28.5%.

Es importante recalcar el comportamiento de la osteocalcina como
marcador de resorcion 6sea en nifios con hipercalciuria idopatica. En un estudio
realizado por Garcia Nieto y cols (26) se encontraron niveles mas elevados en

nifios osteopénicos (sin diferencia estadisticamente significativa), comparados con
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controles con DMO normal. De acuerdo a los hallazgos en esta serie, aunque no
se obtuvo un numero suficiente de individuos para realizar pruebas de diferencia
de medias entre aquellos con DMO normal y disminuida, ni se cuenta con un
grupo control, se tiene una correlacion negativa entre los niveles de osteocalcina y
el valor Z para DMO corporal total menos la cabeza con tendencia a ser
estadisticamente significativa (p= 0.054). Es posible que el papel de la
osteocalcina pueda ser analizado en series longitudinales para determinar el
riesgo de desarrollo de alteraciones en la mineralizacion en pacientes con

hipercalciuria idiopatica.

Los articulos reportados en nifios, que analizan la asociacion de
hipercalciuria idiopatica con DMO, proponen como disminucion de la
mineralizacion a todo valor Z <-1, sin embargo los estandares de reporte e
interpretacion de DXA sefalados por la International Society for Clinical
Densitometry (ISCD) (34, 35) en nifios refiere como valor de Z critico de DMO
disminuida aquel <-2, por lo que para poder comparar los resultados con el resto

de la literatura, se realizé un subanalisis el Z <-1, lo cual no es correcto.

El ajuste considerando el valor Z <-1 como de corte, la frecuencia de
mineralizacion disminuida es de 26.1% en columna lumbar que contrasta siendo
menor con respecto a lo reportado por Gacia-Nieto y cols en Espafa (26) de
30.1%, Freundlich y cols en Estados Unidos (40) de 38%, Penido y cols en Brasil
(27) de 35% y Schwaderer en Estados Unidos (38) de 47%; asi mismo mayor en
comparacion a Escribano y cols en Espafa (36) siendo de 22.6% y semejante a lo
reportado por Artemiuk en Polonia (30) de 25.8%. Las diferencias encontradas
entre las diversas poblaciones pueden deberse a variaciones dietéticas,
tratamientos concomitentes iniciados, especificamente con tiazidas y
probablemente al factor racial y variaciones génicas, aunque esto no ha sido hasta

ahora analizado en ninguna serie de hipercalciuria idiopatica.
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La medicion del valor Z de DMO lumbar de L1 a L4 ha sido empleada en
todos los estudios que analizan su comportamiento en pacientes con
hipercalciuria, sin embargo para este estudio se realiz6 también la medicion
corporal total menos la cabeza, encontrando una correlacion positiva entre ambas
mediciones que es estadisticamente significativa. Sin embargo no es posible
determinar cual es de mayor utlidad clinicamente, ya que se requeriria
seguimiento a largo plazo para saber cual es mejor para predecir fracturas en la
edad adulta. Sin embargo es posible que al incluir la totalidad del esqueleto en la
corporal total menos cabeza, resulte un valor mas exacto de la mineralizacion
O0sea y composicion corporal, sobre todo ante factores que afecten de manera
sistémica como pueden ser enfermedades crénicas concomitantes o uso de

farmacos como esteroides y tiazidas.

Con respecto a los reportes de hipocitraturia y la presencia de litiasis
concomitantes como factores asociados a DMO disminuida (26, 27, 38), ambos no
fueron identificados en esta muestra posiblemente en relacion al bajo numero de
individuos incluidos. Cabe sefialar que la magnitud de la calciuria expresada en
mg/Kg/dia en orina de 24 horas y cociente Ca/cr no tuvo ninguna asociacion con la

DMO disminuida, al igual que lo publicado en todos los estudios revisados.

La dieta es un factor importante que puede comprometer la DMO en el
contexto de hipercalciuria idiopatica, ya que es la principal fuente de recuperacion
del calcio fugado por la orina. En este estudio no se encontré una correlacion
significativa entre la ingesta de Ca en 24 hrs y el valor Z de DMO tanto para
columna lumbar como corporal total, al contrario se obtuvieron coeficientes de
correlacion negativos, lo cual no tiene plausibilidad biologica con respecto a mayor
mineralizacion esperada ante una mayor ingesta de calcio. El sodio en la dieta al
contrario si presentd coeficientes negativos con respecto a la DMO, aunque sin ser

estadisticamente significativos.
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Hasta ahora ninguna alteracion génica ha sido vinculada directamente con
el desarrollo de hipercalciuria idiopatica, aunque se sabe que puede tener un

comportamiento de herencia autosomico dominate (28, 40).

Los genes incluidos en este estudio fueron elegidos ya que su mutacion ha
sido documentada en otras entidades nosoldgicas que cursan con hipercalciuria
tales como la hipomagnesemia e hipercalciuria familiar con nefrocalcinosis con y
sin alteracion ocular, alteracion de CLDN16 y CLDN19 respectivamente; sindrome
de Bartter tipo 5, con altercion de CASR; y raquitismo hipofosfatémico con
hipercalciuria, con alteracion de SLC34A3. Aunque la caracterizacion genética de
los individuos incluidos fue adecuada mediante la secuenciacion de exoma
completo, resultan como grandes limitantes en este estudio, la ausencia de grupo
control y el namero total de muestra incluida, la cual no permite realizar
asociaciones de las diferentes variantes encontradas con la DMO normal o
disminuida. El incluir genes que hasta ahora se han asociado con variaciones en
la densidad mineral 6sea en nifios (42) tales como el receptor alfa de estrégenos,
receptor de androgenos, COL1Al, COL1A2, Osteocalcina, Osteonectina y
Osteopontina, podria esclarecer en pacientes con hipercalciuria la asociacion

causal entre su alteracion y la DMO disminuida.
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Conclusiones

Considerando un valor Z de <-2 como punto de corte, 13% de los pacientes con

hipercalciuria idiopatica tuvieron disminucion en la DMO.

Si se utiliza un valor de corte para disminucion de la DMO de Z < -1 en columna
lumbar L1-L4, encontramos 26.1% de nifios con DMO disminuida, siendo similar a

lo reportado en otras series pediatricas,

Del estudio genético realizado a los 23 pacientes, algunos polimorfismos como
el rs1801725 del CASR y todos los correspondientes al gen SCL34A3 fueron
significativamente mas frecuentes en la poblacion con HI que lo reportado en la
literatutra para poblacion hispana en EUA, sin embargo no encontramos relacion
entre los polimorfismos genéticos estudiados y la DMO, pero el tamafio de

muestra es muy pequefio.

Encontramos una correlacion negativa entre osteocalcina sérica y disminucion en
la DMO.

Tuvieron deficiencia de 250H vitamina D (valores <20ng/ml) 30.4% de los nifios

con HI y de ellos 28.5% tuvo disminucion en la DMO.
Es necesario realizar estudios con un mayor numero de pacientes, incluir otros

genes que pudieran participar en la DMO e idealmente tener un seguimiento a

largo plazo que permita identificar a los pacientes que desarrollan fracturas.
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Anexos

Carta de consentimiento informado )
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO “FEDERICO GOMEZ”
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN
ESTUDIO DE INVESTIGACION
Titulo del estudio: “MINERALIZACION OSEA Y GENES ASOCIADOS A
HIPERCALCIURIA EN PACIENTES DEL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO
FEDERICO GOMEZ*

Introduccion

Deseamos a invitarlo a participar en este estudio de investigacion que se llevara

cabo en el Hospital Infantil de México.

Su participacion es voluntaria. Usted puede decidir no participar o puede retirarse
del estudio en cualquier momento. En cualquier caso no perdera ninguna forma de

atencion medica en el Hospital.

La investigacion puede proporcionar informacion que ayude, en el futuro

inmediato, a otros nifios con la misma enfermedad que la de su hijo(a).

Antes de decidir participar, lea con cuidado el presente documento y tomese el
tiempo que requiera para realizar cualquier pregunta o discutir este estudio con
cualquier persona que participe en la investigacion, con su familia o con cualquier

otro profesional de la salud.

Finalidad del estudio

La hipercalciuria es una enfermedad en la que se pierde calcio en la orina, esta
condicion aumenta el riesgo de la formacion de piedras en los rifiones, conocida
como urolitiasis. Se ha reportado que 3 de cada 10 nifios con hipercalciuria tienen
la densidad de los huesos disminuida, lo cual puede ademas incrementar el riesgo
de fracturas en la edad adulta.

Se cree que es una enfermedad hereditaria, de origen genético por lo que

deseamos hacer un estudio cuidadoso a los pacientes con esta enfermedad que
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incluya un estudio de los huesos y el estudio genético, para saber si ciertas

variantes genéticas estan relacionadas con mayor o menor dafio al hueso.
Procedimiento del estudio

Si usted acepta que su hijo participe en este estudio pasara lo siguiente:

Se hara un examen fisico completo, con toma de sangre para medir calcio,
fésforo, creatinina, calcio, fosfatos, magnesio, fosfatasa alcalina, acido urico,
hormona paratiroidea, vitamina D, N-telopéptido y extraccion de ADN (material
genético), y orina para determinar examen general de orina, calcio, oxalato,

fosfatos, creatinina, magnesio y citratos.

Se realizara el ultrasonido cuantitativo de radio (brazo) y tibia (pierna). También se
hara una densitometria 6sea, que si bien es un estudio que lleva radiacion, es

equivalente a tomar 2 horas de sol y no se considera peligroso.

Riesgos y molestias

Las muestras de sangre se toman por puncidon venosa y su nifio (a) presentara
dolor en el sitio de la puncion; este dolor cede en los siguientes minutos después

de la puncion.
Beneficios

El beneficio que mi hijo(a) tendra es que se conocera con certeza si la pérdida de
calcio en la orina ha afectado al hueso y podra recibir el tratamiento mas
adecuado en forma oportuna. La informacion que se obtenga del estudio permitira
conocer mejor esta enfermedad y asi proponer tratamientos a quienes padezcan

hipercalciuria.

Procedimientos alternativos y costos

La realizacion de la densitometria 0sea, el ultrasonido de brazo y pierna asi como
los estudios de sangre mencionados anteriormente y tomados en una ocasion no
tendran costo para el paciente. No se solicita ultrasonido de brazo y pierna asi

como densitometria en forma rutinaria a los pacientes con hipercalciuria.
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Accesibilidad de los investigadores y confidencialidad

Los meédicos que atienden a su hijo estaran en todo momento, dispuestos a
responder a todas sus preguntas e inquietudes respecto a los resultados del

estudio que se realizara a su hijo.

En todo momento se mantendra la confidencialidad de los resultados de los
examenes practicados en la muestras de su hijo. Solamente usted y los médicos

conoceran el resultado del estudio.

Durante el estudio usted recibira informacion de los resultados que se vayan
obteniendo del mismo con el fin de actualizar ante usted la informacion cientifica al
respecto y que usted pueda tomar las decisiones siguientes con mayor

fundamento.

Este estudio contempla el analisis de 7 genes que han sido involucrados en la
enfermedad, pero el material genético de su hijo(a) sera conservado en el
Laboratorio de Investigacion en Nefrologia y Metabolismo Mineral por 10 afos y
podran estudiarse otros genes si en ese tiempo se describen nuevos genes que

participen en el padecimiento.

Problemas o preguntas

Si surgiera algun problema o tuviese usted una pregunta con respecto a este
estudio, a sus derechos como participante en la investigacion o cualquier situacion
relacionada con la misma, debe comunicarse con los médicos que participan en
este estudio:

Dra. Mara Medeiros, en el Laboratorio de Investigacion en Nefrologia y
Metabolismo Mineral Oseo Hospital Infantil de México Federico Gomez, Tel. 52-
28-99-17, extension 4410

Documento de consentimiento

Usted puede decidir no participar en el estudio, o bien decidir retirarse del estudio.
En cualquier caso, no perdera ninguna prestacion a la que tenga derecho. Le
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sugerimos que conserve copia de este documento para consultarlo

posteriormente.

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad
de discutirlas y de hacer preguntas. Por este medio otorgo mi consentimiento para

participar en este estudio.

Nombre y firma del sujeto de estudio, padre, madre o tutor responsable del nifio

Médico responsable: Nombre, posicion en el Hospital, teléfono, firma.

Nombre del Investigador principal en donde puede referir al familiar en caso de
duda:
Dra. Mara Medeiros Domingo

Laboratorio de Investigacion en Nefrologia y Metabolismo Mineral Oseo

Tel. 52-28-99-17, Ext. 4410, 4410. Celular: 04455 14744239
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Carta de asentimiento )
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO “FEDERICO GOMEZ"

CARTA DE ASENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION
Titulo del estudio: “MINERALIZACION OSEA Y GENES ASOCIADOS A
HIPERCALCIURIA EN PACIENTES DEL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO
FEDERICO GOMEZ”

Introduccion

Queremos invitarte a participar en este estudio de investigacion que se llevara

cabo en el Hospital Infantil de México.

Tu participacion es voluntaria. Puedes decidir no participar o puedes retirarte del

estudio en cualquier momento. Esto no afectara tu atencion en el Hospital.

La investigacion puede proporcionar informacion que ayude, en el futuro, a otros
nifios con la misma enfermedad que tu tienes (hipercalciuria o pérdida de calcio en

la orina).

Finalidad del estudio

La hipercalciuria es una enfermedad en donde se pierde calcio en la orina, esto
puede hacer que hagas piedras en los riflones, que se conoce como urolitiasis. El
calcio es muy importante para tener huesos fuertes y si se pierde por la orina el
hueso puede hacerse débil y tener mayor riesgo de romperse cuando seas adulto.
Se cree que es una enfermedad hereditaria, que pasa de padres a hijos a traves
de los genes. Queremos estudiar como estan tus huesos con esta enfermedad y si

se relaciona con alguna variacion en tus genes.
Procedimiento del estudio
Si aceptas participar en este estudio pasara lo siguiente:

Te revisaremos tomando el peso, cuanto mides y la presion de la sangre.
Tomaremos una muestra de sangre y de orina para medir el funcionamiento de tu

rinon, y medir el calcio, y otras sustancias que son importantes para controlar el
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calcio en el cuerpo. De esa muestra también sacaremos tus genes para

estudiarlos.

También se hara ultrasonido en el brazo y en la pierna, para esto te ponen un gel
y un aparato que toca tu piel sin lastimarte, asi como una densitometria de hueso,
en donde te acuestan en una cama y un aparato mide sin tocarte qué tan duros

estan tus huesos.

Riesgos y molestias

Las muestras de sangre se toman con una aguja picando la vena y puede haber
dolor en el sitio del piquete; este dolor se quita en los siguientes minutos después
de la puncion. En ocasiones puede quedar un pequefio moreton en el lugar del

piquete.
El gel que se utiliza en el ultrasonido se siente frio pero no duele.

El cuarto donde se hace la densitometria también es frio porque el aparato

necesita un ambiente fresco.
Beneficios

El beneficio que tendras es que sabremos con seguridad si el perder calcio en la
orina ha hecho tus huesos débiles o no y darte recomendaciones para esto.
También sabremos si tu enfermedad esta relacionada con alguno de los genes
que estudiaremos. La informacion que se obtenga del estudio permitira conocer

mejor esta enfermedad.

Procedimientos alternativos y costos

La realizacion de los examenes de sangre, la densitometria 6sea y el ultrasonido

de brazo y pierna no tendran costo para tu familia.

Problemas o preguntas
Si surgiera algun problema o tuvieses una pregunta con respecto a este estudio,
debes comunicarte con los médicos que participan en este estudio: Dra. Mara

Medeiros Domingo, en el Laboratorio de Investigacion en Nefrologia y
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Metabolismo Mineral Oseo del Hospital Infantil de México Federico Gomez, Tel.
52-28-99-17, extension 4410.
Documento de asentimiento

Puedes decidir no participar en el estudio, o bien decidir retirarte del estudio. En

cualquier caso, no perderas ninguna prestacion a la que tengas derecho.

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad
de discutirlas y de hacer preguntas. Por este medio otorgo mi asentimiento para

participar en este estudio.

Nombre y firma del sujeto de estudio,

Nombre del Investigador principal, Dra. Mara Medeiros Domingo

Tel. 52-28-99-17, Ext. 4410 y 4407. Celular: 04455 14744239
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