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RESUMEN

INTRODUCCION: La proteinuria incrementa la morbilidad y mortalidad infantil, un
verdadero problema de Salud Publica en México, ya que al ser persistente acelera el
decline de la tasa de filtracion glomerular; se detecta en etapas avanzadas; por lo que
se sugiere cuantificar biomarcadores glomerulares, que se incrementan antes del
desarrollo de una proteinuria significativa.

OBJETIVO: Determinar la correlacion de la podocalixina urinaria con la proteinuria, y el
indice proteina/creatinina en pacientes con ERC estadio I-IV.

MATERIAL Y METODOS: Estudio Observacional, transversal, prospectivo, comparativo
unicéntrico. Lugar: Servicio de Nefrologia pediatrica de la Unidad Médica de Alta
Especialidad de Centro Médico Nacional Siglo XXI. Poblacion: Pacientes pediatricos con
diagnodstico de Enfermedad Renal Cronica estadios LILIILIV, durante el periodo de
octubre 2020 a marzo 2021. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO: Se
seleccionaron pacientes de la consulta externa del servicio. Se determind podocalixina
urinaria, proteina en orina de 24 horas, depuracion de creatinina en orina de 24 horas,
creatinina urinaria y se recabd la creatinina sérica. ANALISIS ESTADISTICO: Se realiz6
el andlisis de datos por estadistica descriptiva, para calcular la correlacién entre las
variables se utilizé la prueba de Spearman o Pearson. Para comparar los niveles de
podocalixina entre el estadio de la ERC se utilizé la prueba de ANOVA o Kruskal Wallis;
y para el tipo de etiologia de la ERC, se utilizo t de Student o U de Mann Whitney.
RESULTADOS Y DISCUSION: Se obtuvo una muestra de 173 pacientes en estadios
1,2,3 y 4 de ERC con una mediana de edad de 11 afios, sin predominio de sexo; donde
la etiologia principal de la enfermedad fueron las alteraciones estructurales (35%). El
estadio 1 fue el mas frecuente por formula de Schwartz (64.7%) y por depuracién de
creatinina (62.4%). Para los estadios 2,3 y 4 la mediana de proteinuria fue significativa,
y se encontré un indice proteina creatinina fuera de valores normales a partir del estadio
2; la correlacion de la proteinuria con el indice proteina/creatinina tuvo significancia
estadistica (r=0.921 p<0.001). No hubo correlacién de la proteinuria y el indice
podocalixina/creatinina (r=-0.091 p=0.0229), asociado a que a mayor estadio de la
enfermedad mayor fibrosis glomerular, mayor pérdida de los podocitos y de la barrera
de filtracion.

CONCLUSION: El indice podocalixina/creatinina no se correlaciono con la proteinuria
de 24 horas debido a la evolucién de la ERC por lo que se sugiere a la podocalixina

como un biomarcador de dafio glomerular temprano.



ANTECEDENTES GENERALES

INTRODUCCION

El rindn forma la orina a partir del ultrafiltrado del plasma a través de la pared del

capilar glomerular, que esta constituida por la membrana basal revestida en su
interior por el endotelio y externamente por el epitelio visceral. (1)

La barrera de filtracion glomerular estd compuesta por tres estructuras: el
endotelio, la membrana basal glomerular y las células epiteliales viscerales,
denominadas podocitos, unidos entre si por una red de prolongaciones digitales
interligadas a través de estructuras denominadas diafragma en hendidura, que
envuelve completamente a los capilares glomerulares. (2,3)

En individuos sanos, la interaccion entre los tres componentes del filtro
glomerular promueve la formacién de una barrera de filtracién selectiva que
impide el paso de proteinas de tamafio igual o superior a la albamina (69 Kd)
hacia el espacio urinario. (3)

Los podocitos son células muy diferenciadas, cuyas funciones se basan en su
compleja arquitectura, expresan proteinas especificas para su funcion. (1)
Dentro de las proteinas podocitarias tenemos proteinas de diferenciacion celular
entre estas la sinaptopodina es una proteina de union a la actina especifica de
los podocitos. Al estabilizar las fibras de estrés, la sinaptopodina desempefia un
papel crucial en la regulacién de la actina dinamica de los podocitos y en el
mantenimiento de la funcion del filtro glomerular. (4)

Las proteinas estructurales se observan a la actina, vinculina, distroglicano,
integrinas su pérdida provoca la eliminacion de estos por los podocitos urinarios.
1)

En cuanto a las proteinas de la barrera de filtracion contamos con las
sialoproteinas podocitarias como es la podocalixina. La superficie apical de los
podocitos que se enfrenta al espacio urinario esta recubierta por glicocalix rico
en acido sidlico, que se denomina polianion epitelial y esta compuesto
principalmente de podocalixina. (5)

Cuando los podocitos sufren algun tipo de lesion, las estructuras intercelulares,
del citoesqueleto de actina de las prolongaciones digitales de los podocitos y el
glicocalix de la membrana basal presentan modificaciones (3), se ve alterada la

filtracion glomerular de proteinas principalmente y con esto el riesgo del deterioro



de la funcion renal, manifestado por proteinuria y disminucion del filtrado

glomerular.

FACTORES DE PROGRESION RENAL
La historia natural de la mayoria de las enfermedades renales cronicas (ERC)

indica que el filtrado glomerular va disminuyendo a lo largo del tiempo,
progresando hacia estadios mas avanzados de insuficiencia renal
identificandose factores que aceleran su evolucion. (6)

En general las nefropatias con mas proteinuria progresan con mayor rapidez a
la insuficiencia renal terminal que las nefropatias no proteindricas. La proteinuria
no solo es un marcador de dafio renal sino también es un potente factor de
progresion. (6)

La incidencia de enfermedad renal terminal a tenido un incremento en los nifios
en las JdUltimas dos décadas, representando un serio problema. La
glomerulonefritis es la segunda causa mas frecuente de enfermedad renal
terminal en nifios, con un 23.1-27.1% de los casos en pacientes pediatricos. (8)
La glomerulonefritis es la causa mas comun de ER terminal en adolescentes,
con una edad media para el inicio de la terapia de reemplazo renal en torno a los
16 afos. Los adolescentes con enfermedad renal terminal tienen un aumento de

la mortalidad de 30 veces en comparacion con la poblacién general. (7)

PROTEINURIA

La tasa de progresion de la enfermedad renal cronica, se ha relaciona con el

grado de proteinuria tanto en etiologia glomerular y anomalias congénitas (7). El
aumento de la excrecion de albumina en la orina es un predictor establecido de
la progresion de la ERC y puede reflejar lesiones tanto glomerulares como
tubulos intersticiales. Sin embargo, como marcador sustituto del dafio renal, la
proteinuria tiene limitaciones, las cuales se basan en las diferentes etiologias de
la ERC y los mecanismos fisiopatoldgicos asociados, responsables de la
proteina en cada caso. En relacion a la tasa de filtracion glomerular un aumento
de la proteinuria se asocia con el riesgo de progresion de la ERC. (9)

Como formas de determinacion de este factor de progresion renal tenemos la
cuantificacion de proteinas en orina tanto en 24 horas o por cociente proteina-

creatinina, asi como el uso de determinacion de proteinas por tira reactiva.



Definimos como proteinuria a la presencia de proteinas en orina, tanto si es
normal o es el resultado de situaciones fisiologicas especiales o patologica.
Proteinuria normal: se considera normal en el nifio una eliminacion de hasta 100
mg/m?/dia o de 4 mg/m2/hora. En el neonato puede ser normal hasta 300
mg/m?/dia. (11). En rango nefrético consideraremos una proteinuria >1 g/m2/dia
o0 >40 mg/ m2/hora y siempre es indicativa de enfermedad renal. (10)

Sino es factible recoger la orina de 24 horas puede determinarse en una muestra
aislada el cociente de proteinas: creatinina (Prot: Cr) (mg:mg), preferiblemente
en la primera orina de la mafiana se considera normal un valor < 0,20 en el nifio
mayor de dos afios o < 0,50 en lactantes menores de dos afios (10),

considerandose en rango nefrotico al valor mayor o igual a 2.

BIOMARCADORES GLOMERULARES

Se han identificado varios biomarcadores clave presentes en la orina que reflejan

lesion renal en sitios especificos a lo largo de la nefrona, incluyendo dafio
glomerular (podocito) y dafio tubular. (17)

En la actualidad los podocitos han resultado ser las células mas importantes que
determinan la perdida de la estructura y de la funcién del filtro glomerular. Existen
muchos marcadores de podocitos entre estos destacan la sinaptopodina y la
podocalixina urinaria, las cuales se han usado como marcadores de pérdida de
podocitos en enfermedades tales como Glomerulopatias, pacientes con
Diabetes Mellitus tipo 2, Lupus Eritematoso Sistémico y nefropatia por IgA.

En la actualidad, la relevancia de la podocalixina en la orina para las
enfermedades glomerulares estd bastante estudiada. Su deteccion en
enfermedad glomerulares ya esta establecida y ya es un potencial biomarcador
no invasivo, sin embargo, la manera no sistematica en que se han estudiado
estos biomarcadores ha causado la repeticion innecesaria de estudios sobre
algunos temas, lo que deja otros temas sin estudiar o poco estudiados. Por
ejemplo, se han realizado varios estudios similares para establecer los niveles
urinarios de podocalixina, ignorando por completo los roles que podrian
desempeniar en el monitoreo de la progresion de la enfermedad. (12)
Recientemente se ha demostrado la presencia de podocitos y sus fragmentos
celulares en el sedimento urinario de pacientes con enfermedades glomerulares,

en estudios de inmunofluorescencia con un anticuerpo monoclonal especifico
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contra la podocalixina, demostrando que el nimero de podocitos urinarios (u-
podocitos) indica enfermedad actividad y que la excrecién prolongada de u-
podocitos puede ser un marcador de progresion de la enfermedad. Sin embargo,
este método es basicamente un citologico de orina, y por lo tanto tiene algunos
problemas: se necesitan patélogos experimentados para contar los u-podocitos,
requiere mucho tiempo para realizar y los sedimentos de orina contienen
podocitos enteros y también gran cantidad de residuos de células de podocitos,
lo que significa que contar los u-podocitos no necesariamente indica una lesion
celular completa. (13,14)

Por estas razones, pruebas de laboratorio mejoradas son necesaria por lo que
se mide la podocalixina en sedimentos urinarios (u-sed-PCX) mediante un
ensayo inmuno absorbente ligado a enzimas (ELISA). (12,13).

La podocalixina, una sialoglicoproteina, es el principal constituyente del glicocalix
de los podocitos y es responsable de la carga superficial altamente negativa de
los podocitos. Hara et al., cuantifico el desprendimiento de vesiculas utilizando
un ensayo inmuno absorbente ligado a enzimas (ELISA) altamente sensible para
detectar podocalixina urinaria en pacientes con diabetes tipo 2 (16,17).
Interesantemente, los niveles elevados se fueron observados en el 53,8% de los
pacientes con normo albuminuria, lo que indica que la podocalixina urinaria
podria ser un biomarcador Util para detectar lesiones tempranas de podocitos en
pacientes diabéticos (16,17).

Ademas, los estudios de perfil de ARNm urinario sugieren que la cuantificacién
de la expresion del ARNm de la podocalixina, asi como de otras moléculas
asociadas a los podocitos, como la sinaptopodina, la a actinina 4 y la podocina,
pueden ser biomarcadores Utiles para detectar lesiones tempranas de los

podocitos y la progresion de la enfermedad renal. (17)

PODOCALIXINA Y FUNCION RENAL

En el estudio “Urinay sediment podocalyxin in Children with Glomerular
Diseases”, del autor Katsue K y colaboradores en el 2003, realizaron un estudio
con enfermedad glomerular y un grupo de pacientes sanos se midid la
podocalixina en sedimento urinario por método ELISA, este sistema tiene un
plano lineal sobre un rango de 12.5 - 800 ng/ml, la deteccién limite por este

meétodo de ensayo fue 6.25 ng/ml. Los pacientes con enfermedad glomerular se
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dividieron en 2 grupos; grupo | enfermedad tipo inflamatoria y grupo Il no
inflamatoria. Obteniéndose los siguientes resultados los niveles de podocalixina
en el sedimento urinario fue altamente significativo en los pacientes con
enfermedades glomerulares, en el grupo | la correlacion entre la proteinuria y
podocalixina en sedimento urinario fue de r=0.576, p <0.001 en el grupo Il r=
0.124, p= 0.59.(15).

En el 2012 M. Hara y colaboradores en su estudio “Urinary podocalyxin is an
early marker for podocyte injury in patients with diabetes: establishment of a
highly sensitive ELISA to detectec urinary podocalyxin” se recolectaron muestras
de orina de pacientes controles y con enfermedad glomerular y Diabetes tipo 2,
usando la cuantificacion de podocalixina urinaria por método ELISA con un rango
de 12.5 - 800 ng/ml, la deteccion limitada por este método en el estudio fue de
6.25 ng/ml. Se obtuvo en los pacientes diabéticos un valor significativo en
relacion de la micro albuminuria y podocalixina urinaria p<0.001 y una correlacion
con la excrecion de albumina urinaria r= 0.35 y p <0.01. (16)

En el 2016 en el estudio “Urinary podocalyxin as a possible novel marker of
intrauterine nephrogenesis and extrauterine podocyte injury” del autor T. Hayashi
y colaboradores, se recolectaron muestras de orina de recién nacidos con 1 - 2
dias de vida pre términos y de termino, para la medicion de niveles de
podocalixina en orina con otros biomarcadores, microalbuminuria, de los 79
neonatos que se incluyeron en el estudio se encontr6 que los niveles de
podocalixina urinaria al nacimiento eran mas altos que los valores normales para
adulto pero al corregir su edad gestacional estos niveles descendian a los
valores normales de un adulto (62.8 = 4.4 ng/mgCr) con p =0.0242, sin embargo
al correlacionar con micro albuminuria se obtuvo una p = 0.48 y una correlacion
de spearman r = 0.0819, concluyendo que los niveles de podocalixina urinaria
en esta etapa podrian elevarse por la nefrogénesis alterada o bien como
predictor de deterioro renal (18).

“‘Relationships between Levels of Urinary Podocalyxin, Number of Urinary
Podocytes, and Histologic Injury in Adult Patients with IgA Nephropathy” un
estudio del 2012 de R. Asao y colaboradores realizaron recoleccion de muestras
de orina el dia de realizacién de biopsias renales en pacientes con Nefropatia
IgA en un periodo del 2007 al 2011 excluyendo a pacientes en tratamiento con

antiproteinuricos y esteroides un total de 49 pacientes fueron estudiados se
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encontrd una correlacion entre los niveles de podocalixina urinaria y excrecion
de proteinas en orina r= 0.18 con p=0.21, pero si se observo una correlacion
positiva con la severidad de anormalidades extracapilares agudas r=0.72, con p
<0..001. (21)

En el estudio “Urinary podocalyxin levels were associated with urinary albumin
levels among patients with diabetes” realizado por M. Shoji y colaboradores en
2015 se determin6é podocalixina urinaria en 240 pacientes con diabetes,
relacionandose con parametros clinicos y los efectos de DPP4i y a-Gl. Se
considero estadisticamente significativo una r >0.2. Se encontré una correlaciéon
entre niveles de podocalixina urinaria y el indice albumina - creatinina con r=
0.344 y p <0.001. Concluyendo que la podocalixina urinaria no solo sera un
marcador temprano, sino también un objetivo de tratamiento para Nefropatia
Diabética. (22)

“Urinary Podocyte Loss Is a More Specific Marker of Ongoing Glomerular
Damage than Proteinuria” estudio de D. Yu, en el afio 2005, realizado en
pacientes con Nefropatia Diabética ( n=68), controles sanos ( n= 28) y se
clasificaron en 3 grupos: normoalbuminuria, microalbuminuria 'y
macroalbuminuria, ademas de utilizar otros marcadores para realizar correlacion
de los niveles de podocalixina urinaria (cistatina c, creatinina sérica), dentro de
los resultados se obtuvo una correlacién de la podocalixina urinaria con la

albumina urinaria r=0.766, p < 0.001.
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JUSTIFICACION

La proteinuria incrementa la morbilidad y mortalidad infantil, constituyendo un
verdadero problema de Salud Publica en México. Un adecuado seguimiento por
consulta de nefrologia pediatrica es necesario para vigilar la funcion renal, asi
como prevencion de deterioro de la funcionalidad renal a largo plazo. La
proteinuria es comun en nifios, sin embargo, puede ser benigna o un trastorno
sistémico grave. Una proteinuria persistente acelera el decline de la tasa de
filtracion glomerular y es la clave en la progresion de enfermedad renal crénica.
La prevalencia de proteinuria varia de acuerdo a la poblacion en estudios
realizados en México en poblacion pediatrica la estiman entre 8 y 16%. En
hombres mayores de 10 afios se ha estimado una prevalencia de proteinuria
persistente de 0.1% e incidencia anual de 0.3% en hombres y 0.1% en mujeres;
en sujetos sin hipertensién arterial ni diabetes mellitus fue de 0.2% en hombres
y 0.06% en mujeres.

La deteccioén y cuantificacion adecuada de la proteinuria es de gran importancia
en el manejo de pacientes con factores de riesgo de padecer de enfermedad
renal. Entre estos se ha hecho utilidad de la recoleccion de orina de 24 horas,
asi como el indice de proteina: creatinina de muestra aislada, como marcadores
del deterioro de la funcién renal, sin embargo, la novedad de uso de
biomarcadores glomerulares nos ayudaria a una identificacion temprana de la
lesion glomerular antes de detectar una proteinuria importante en pacientes con
factores de riesgo lo cual nos habla de dafio glomerular temprano, en el cual
existe una funcion compensadora por lo que no hay manifestaciones clinicas

evidentes.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que la proteinuria es el factor de riesgo mas importante para la
progresion del dafio renal, que se pueden llegar a detectar en etapas avanzadas
de la enfermedad renal cronica, lo que no nos permite la identificacion precoz y
por lo tanto disminuir las complicaciones relacionadas, es decir la identificacién
temprana del dafio celular a nivel glomerular, lo cual nos permitiria tomar las
medidas preventivas pertinentes para retrasar el deterioro funcional; estudios
recientes han propuesto cuantificar en orina biomarcadores glomerulares, los
cuales se ha observado que incrementan antes del desarrollo de una proteinuria
significativa.

Por lo consiguiente, se debe considerar a los pacientes con ERC la realizacion
de estos biomarcadores glomerulares como medida de deteccion oportuna de
dafio a nivel glomerular o como factor prondstico de la progresiéon de la ERC en

los diferentes estadios.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es la correlacion de la podocalixina urinaria con la proteinuria y la indice

proteina/creatinina, en pacientes con enfermedad renal cronica estadio I-IV?
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HIPOTESIS

Se espera una correlacion positiva (r= 0.57) de la podocalixina urinaria con la
proteinuria (12) y una correlacién positiva (r=0.34) con el indice proteina/

creatinina (20) en pacientes con ERC.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.
Determinar la correlacion de la podocalixina urinaria con la proteinuria y el indice

proteina/creatinina en pacientes con ERC estadio I-IV.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Describir los niveles de podocalixina urinaria, proteinuria, y el indice

proteina/creatinina en pacientes con ERC estadio I, II, lll y IV.

14



MATERIAL'Y METODOS

Lugar donde se realizara el estudio:
Servicio de Nefrologia pediatrica de la Unidad Médica de Alta Especialidad de

Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Tipo de estudio:

Observacional, transversal, prospectivo, comparativo unicéntrico

Poblacion de estudio:

Pacientes pediatricos con diagndéstico de Enfermedad Renal Crénica estadios
LILILIV en el servicio de Nefrologia Pediatrica de la Unidad de Médica Alta
Especialidad del Centro Médico Nacional Siglo XXI, durante el periodo de
octubre 2020 a marzo 2021.
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CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION
e Pacientes menores de 17 afios.
¢ Ambos sexos

e Con enfermedad renal cronica estadio | y IV

CRITERIOS DE EXCLUSION
e Hematuria macroscopica.
e Ingesta de medicamentos que alteren el color de la orina.
¢ Que no acepten participar en el estudio
e Muestra incompleta para la determinacion de la podocalixina urinaria y el

indice proteina/creatinina
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TAMANO DE LA MUESTRA

De acuerdo a lo descrito en los articulos se espera una correlacion
positiva (r= 0.57) de la podocalixina urinaria con la proteinuria (12) y una
correlacion positiva (r=0.34) con el indice proteina/ creatinina (20) en pacientes
con ERC.

Considerando la menor correlacion, se calculo el tamafio con la r=0.34.

Con estos datos se realizo un calculo de tamafio de muestra con la
siguiente formula, considerando un a de 0.05 (Za=1.96) y una 3 de 0.80 (Z1-
3=0.84):

Formula: N = (Za:ZB)Z + 3

Zo.=1.96
Zp3=0.84
C=05xIn (%)

r=0.34

Se obtuvo un total de 65 pacientes
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VARIABLES

Variables de interés:

e Proteinuria en orina de 24 horas
e Podocalixina urinaria en muestra Unica
e Indice proteina/creatinina

¢ Indice podocalixina/creatinina

Variables de confusiéon

e Estadio de la ERC (determinacién del filtrado glomerular o cistatina C)
e Etiologia de la ERC

Variables descriptivas
¢ Edad

e Sexo

e Estado nutricional
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DEFINICION DE LAS VARIABLES

PROTEINURIA EN ORINA DE 24 HORAS

Definicion operacional: Presencia de proteinas en orina, que excreta un paciente

durante 24 horas. La medicién cuantitativa de proteinas en orina de 24 horas es
la prueba de oro para evaluar una proteinuria. Debe iniciarse la recoleccién de la
orina a una hora especifica, descartando inicialmente todo el contenido vesical y
recolectando todas las orinas posteriores durante un ciclo de 24 horas. Por medio
de técnica colorimétrica en laboratorio, se procede para cuantificacion de
proteina en recoleccion de orina de 24 horas, previa medicion de volumen
urinario, colocada en probeta, para la cuantificacion exacta del volumen en
mililitros, tomando muestra de 500 microlitros de orina en tubos de vidrio
estériles, para la preparacion de alicuotas, agregandose 1.5 ml de &cido
sulfosalicilico la cual debe cursar con un factor de dilucion entre 110 — 130.

Se procede a centrifugar por 5 minutos a 2500 revoluciones, para obtener
absorbancia la cual debera ser multiplicada por el factor de nuestra solucion de
acido sulfosalicilico para obtener el resultado de proteinas en orina.

Escala de medicion: cuantitativa

Unidad de medicién: mg/m?/dia

INDICE PROTEINA / CREATININA
Definicién operacional: Forma de estimar la proteinuria. Es el método de eleccion

para el paciente ambulatorio o con dificultad para recolectar orina de 24 horas,
ya que no hay necesidad de recoger la orina de 24 horas, se determina con una
muestra de orina ocasional. Esta relacién da un valor muy aproximado de la tasa
de excrecion de proteinas diarias._Para obtener la relacion creatinina / proteina
urinaria, se procede a realizar la division de la creatinina urinaria entre proteinas
reportadas en una muestra de orina al azar, se hace uso de técnica colorimétrica
tomando muestra de 500 microlitros de orina en tubos de vidrio estériles, para la
preparacion de alicuotas, agregandose 1.5 ml de acido sulfosalicilico la cual debe
cursar con un factor de dilucion entre 110 — 130.

Se procede a centrifugar por 5 minutos a 2500 revoluciones, para obtener

absorbancia la cual debera ser multiplicada por el factor de nuestra solucion de
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acido sulfosalicilico para obtener el resultado de proteina urinaria y creatinina
urinaria.

Escala de medicion: cuantitativa

Unidad de medicién: indice (mg/dl)/(g/dl)

PODOCALIXINA URINARIA

Definicidon operacional: La podocalixina sialoproteina podocitria con papel en el

mantenimiento de la barrera de filtracion glomerular, la cual es medida por medio
de prueba ELISA en orina con un kit comercial, ya estandarizado. Poco después
de la recoleccion de orina de la primera mafiana, 5 ml de orina se transfiriere por
separado a dos tubos de flujo. Los dos tubos de orina 5 min a 800 grados se
centrifugan. Los sobrenadantes se descartan cuidadosamente. Y los sedimentos
se lavan tres veces con (0,1% de azida de sodio / 1,0% de BSA en PBS) y
centrifugar 5 minutos a 800 grados una vez mas. Luego se incuba el primer tubo
con podocalixina monoclonal de ratén conjugada con ficoeritrina (PE) y el
segundo tubo se incubd con anticuerpo de control de isotipo IgG2A de raton
conjugado con ficoeritrina (PE) (Sistemas de | + D) durante 40 minutos a 4° C en
la oscuridad. Después de la incubacién, los sedimentos se lavaron tres veces
con 2 ml de tampdén de lavado y centrifugan 5 min a 800 g seguido. Los
sedimentos fueron re suspendidos en 500 Ul PBS, y luego 50 Ul se afiaden por
separado en los dos tubos para el conteo absoluto. Los dos tubos de mezclas se
agitaron y las mediciones se realizaron en citobmetria de flujo a media velocidad.

Escala de medicidn: cuantitativa

Unidad de medicion: ng/ml
INDICE PODOCALIXINA URINARIA/CREATININA URINARIA

Definicién operacional:Es el cociente resultante de la divisidon de la cuantificacion

de podocalixina entre la creatinina reportadas en muestra de orina. Una medida
por medio de prueba ELISA en orina con un kit comercial, ya estandarizado y la
otra por pruebas colorimétricas.

Escala de medicidn: cuantitativa

Unidad de medicion: indice (ng/dl)/(mg/dl)
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ESTADIO DE LA ERC (DETERMIANCION DEL FILTRADO GLOMERULAR O
CISTATINA C)

Definicion operacional: Se define como anormalidades de la estructura o funcion

del rifién, presente durante mas de 3 meses, con implicaciones para salud y ERC
se clasifican segun la causa, la categoria de la tasa de filtrado glomerular y la
categoria de albuminuria. La estimacion del Filtrado Glomerular (FG) puede
hacerse a partir del aclaramiento de sustancias enddgenas (creatinina y/o urea)
y exdgenas, o mediante ecuaciones estimativas validadas en poblaciones
determinadas.

Se realiza mediante formula de Schwartz donde se utiliza una constante (0.413)
multiplicado por la talla y se divide entre creatinina sérica.

Otra forma de determinar el filtrado glomerular es por medio de recoleccion de
orina de 24 horas donde se realiza una correccion en base a la superficie
corporal de paciente para estimar la tasa de filtracion glomerular del paciente
donde: Creatinina urinaria/creatinina sérica + volumen total de orina / minutos +
1.73 /superficie corporal.

La férmula en base a cistatina C formula de acuerdo a KDIGO para pediatria:
70.69 x cistatina C0-93%-

La estatificacion de la ERC de acuerdo a tasa de filtracion glomerular de acuerdo
a las guias KDIGO.

Estatificacion por TFG (ml/min/1.73 m2)

Escala de medicién: cualitativa

Unidad de medicion:
G1 >0 =90 Normal.
G2 60—89 disminucion media.

G3a 45-59 media o moderado descenso.

G3b 30-44 moderadamente severo descenso.

G4 15-29 severa disminucion.

G5 015 Falla renal.

Estos datos se tomaran de los estudios de laboratorio que se realizan a los

pacientes en forma rutinaria como parte del seguimiento de la ERC
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ETIOLOGIA DE LA ERC

Definicion operacional: Las causas de enfermedad renal crénica en nifios, en

todas las series son distintas a la de los adultos.

Las causas mas frecuentes son las malformaciones congénitas, grupo
heterogéneo que incluye: uropatias obstructivas, nefropatia por reflujo, displasia
— hipoplasia renal, mas frecuentes cuando mas pequefio es el paciente. El
siguiente grupo etiolégico lo constituyen las enfermedades glomerulares
primarias o secundarias, mas frecuentes en nifios mayores. En este apartado
destaca el sindrome nefrético corticorresistente por esclerosis focal y
segmentaria con o sin base genética. El resto de etiologia mucho menos
frecuente (sindrome hemolitico urémico, cistinosis, oxalosis, etc.)

Escala de medicion: Cualitativa

Unidad de medicion: anomalias estructurales, nefropatias hereditarias,

glomerulopatias, enfermedades vasculares y sistémicas, miscelanea.

EDAD

Definicion operacional: Tiempo transcurrido a partir del nacimiento de un

individuo. Cualquiera de los periodos en que se considera dividida la vida de una
persona, o cualquiera de dichos periodos por si solo.

Escala de medicion: cuantitativo

Unidad de medicion: Afios, meses.

SEXO

Definicién operacional: caracteristicas fisiolégicas y sexuales con las que nacen

mujeres y hombres, dividiéndolos en masculinos y femeninos, y hacen posible
una reproduccion que se caracteriza por una diversificacién genética.

Escala de medicién: cualitativa

Unidad de medicion: Femenino y masculino.

ESTADO NUTRICIONAL

Definicién operacional: Situacion en la que se encuentra una persona en relacion

con la ingesta y adaptaciones fisiol6gicas que tienen lugar tras el ingreso de

nutrientes.
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Para conocer el estado nutricional de una poblacion, podemos recurrir a los
indicadores directos e indirectos; los indicadores directos evallan a los
individuos y los indirectos permiten sospechar la prevalencia de problemas
nutricionales. Los indicadores directos mas comunes son los antropométricos,
pruebas bioquimicas, datos clinicos. Se realiz6 toma de estatura y peso el dia
de la toma de los estudios urinarios. El estado de nutricion se calcular a través
del indice de masa corporal y se estratificara de acuerdo a la edad y sexo.

Escala de medicion: cualitativa

Unidad de medicién: desnutricion, normal. Sobrepeso/obesidad
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

1. Los pacientes se seleccionaron de la consulta externa del servicio de
Nefrologia Pediatrica, para lo cual se revisaron los listados de pacientes que

se encuentran en vigilancia, a fin de identificar a los posibles participantes.

2. Se revisaron los expedientes clinicos para determinar si cumplen con los

criterios de seleccion.

3. A los padres de los pacientes que cumplieron con los criterios de seleccion
se les solicitd su participacion en el estudio. Para ser incluidos, los padres
firmaron una carta de consentimiento informado, mientras que a los

adolescentes se les solicitdé una carta de asentimiento informado.

4. En la evaluacion clinica se tomo peso, estatura y se realizo la exploracion

fisica.

5. En los pacientes que contaron con los criterios de seleccion se les solicito,

determinacién de podocalixina urinaria, proteina en orina de 24 horas.

6. Se les solicitd un tubo de 5 ml de orina para realizar la determinacién de
podocalixina, el mismo dia que lleve los estudios para realizar determinacion

de proteinuria y depuracion de creatinina.

7. De los estudios de laboratorio que habitualmente se le realiza a los pacientes
en el seguimiento de la consulta externa se tomaron los datos de la
depuracion de creatinina en orina de 24 horas, creatinina sérica, cistatina C

y creatinina urinaria.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo el analisis de datos por medio de estadistica descriptiva, de acuerdo
con la escala de medicion de las variables.

Las cualitativas se presentaron como frecuencias simples y porcentajes. A las
variables cuantitativas se aplico la prueba de Shapiro Wilks para identificar el tipo
de distribucion, y de acuerdo a esto se presentd como mediana y minimo y

maximo.

Para calcular la correlacion entre las variables se utilizo la prueba de Spearman

o Pearson de acuerdo al tipo de distribucién de las variables cuantitativas.

Se considero significancia estadistica con una p<0.05
Se utilizé el paquete estadistico STATA version 12.
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ASPECTOS ETICOS

El presente protocolo se apega a los lineamientos de la Declaracién de Helsinki
y Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la

Salud vigente, acerca de investigacion en seres humanos.

Riesqgo de la investigacion

De acuerdo con lo establecido en el Reglamento y conforme a los aspectos
éticos de la investigacion en seres humanos, Titulo I, Capitulo I, articulo 17, el

estudio se considera de riesgo minimo.

Estudio en poblaciéon vulnerable:

Los potenciales participantes son una poblacién vulnerable ya que se trata de
menores de edad. Se ha procurado que disminuir los riesgos del estudio al tomar
la muestra de orina de 5 mililitros el mismo dia que los pacientes asisten al
laboratorio a los estudios de seguimiento clinico que solicita el médico tratante
de Nefrologia. Como parte del estudio, no se les tomara muestras sanguineas.
Se solicitd la participacion en el estudio a sus padres mediante la carta de
consentimiento informado, ademas de la carta asentimiento informado a los

pacientes mayores de ocho afios (Anexo).

Contribuciones vy beneficios del estudio para los participantes y la sociedad:

Es un estudio de riesgo minimo y aquellos pacientes a los que se les identifico
alguna alteracién en la determinacién de los estudios solicitados, se le informo a
su médico tratante de nefrologia, que es colaborador de este estudio y continuar

seguimiento, de acuerdo a la alteracién que se identifique. Por otro lado, los
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beneficios para la sociedad que brindara esta investigacion identificar la utilidad
de la podocalixina en relacion al resto de los estudios que se realizan
habitualmente en el seguimiento de los pacientes con ERC para detectar

progresion renal.

Confidencialidad:

Para conservar la privacidad y confidencialidad de los pacientes, la informacién se
manejara en una base de datos, la cual esta codificada para evitar que sean
identificados y solo los investigadores principales tendran acceso a esta
informacion. De igual forma, en caso que los resultados del estudio sean

publicados, los nombres de los participantes no seran divulgados.

Condiciones en las cuales se solicitara el consentimiento:

El consentimiento informado se solicitd por el investigador responsable, una vez
que se confirmd que el paciente cumple con los criterios de seleccion. Los
médicos tratantes de nefrologia daran los datos de los pacientes para que de
manera independiente, al investigador responsable, para que contacte a los
padres de las potenciales participantes para explicarles en qué consiste el
estudio y solicitarles su consentimiento informado. Es de sefialar que el
investigador responsable del estudio, no forma parte de los médicos tratantes de

estas pacientes.
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Forma de seleccion de los pacientes:

Se invitaran a todos los pacientes con el diagndstico de ERC que sean referidos
a la Consulta Externa del Servicio de Nefrologia del Hospital de Pediatria CMN
XXl, sin distincion de su nivel econdmico o sus antecedentes culturales o

religiosos.

Aprobacion del protocolo de investigacion:

El protocolo fue sometido a los Comités de Investigacion y Etica locales de la

UMAE Hospital de Pediatria CMN XXI.
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RESULTADOS

Descripcion de la poblacién
De un universo de 183 pacientes con ERC, se excluyeron 7 pacientes por

muestras incompletas y 3 pacientes por encontrarse en estadio 5 de ERC
determinada por depuracion de creatinina en orina de 24 horas corregida por
superficie corporal; y finalmente se incluyeron un total de 173 pacientes con

diagnéstico de enfermedad renal cronica estadios 1, 2, 3y 4.

Tabla 1. Caracteristicas generales de pacientes con enfermedad renal crénica (ERC)
incluidas en el estudio.

Mediana (minimo-maximo)

n=173
Edad (afios) 11 (1-17)
Femenino Masculino
Genero* 86 (49.7) 87(50.3)
Z score IMC 0.31 (-11.9 a 3.6)
Estado de nutricion* = Desnutricion 55 (31.7)
Adecuado 118 (68.20)
Sobrepeso/obesidad 0
Estadio de la ERC Estadio de ERC por
por depuracion de Depuracion de Creatinina
Cr corregida por SC 1 108 (62.4)
2 34 (19.7)
3 25 (14.5)
4 6 (3.5)
Etiologia* Glomerulopatia 57 (33)
Tubulopatia 30 (17)
Alteraciones quisticas o 61 (35)
estructurales (agenesia, ERPQ)
Uropatia 25 (14)

*Porcentaje (%)
Se estudiaron pacientes entre 1 y 17 afios de edad, de los cuales en la tabla 1
observamos que la mediana de edad de la poblacién estudiada fue de 11 afios,
encontrandose sin predominio de sexo (Tabla 1)
Por otra parte, el z score de IMC tuvo una mediana de 0.31, y con respecto al
estado de nutricion 31% (n=55) presento desnutricion y 68% (n=118) presentd

adecuado estado nutricional.
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La causa principal de ERC en nuestra poblacion fueron las alteraciones quisticas
0 estructurales (agenesia, ERPQ) en un 35% correspondiente a 61 pacientes,
seguido de las glomerulopatias en un 33%, 57 pacientes en tercer lugar las
tubulopatias en un 17%, 30 pacientes y por ultimo las uropatias en un 14% que
corresponde a 25 pacientes. De los pacientes incluidos, el estadio mas frecuente
de la ERC fue 1 por depuracién de creatinina corregida por superficie corporal
en un 62.4% (Tabla 1)

Proteinuria de acuerdo al estadio de la ERC

De los 173 pacientes estudiados encontramos que en estadio 2,3 y 4 la mediana
para estas determinaciones corresponde a proteinuria significativa. Mientras que
en estadio 1 se puede observar una mediana con proteinuria normal (Tabla 2).

Al realizar la evaluacion con funcion renal estimada por depuracion de creatinina
sérica observamos que indice proteina creatinina fuera de valores normales a
partir de estadios 2,3 y 4, mientras que en estadio 1 esta determinacién con

proteinuria normal estimada por mediana. (Tabla 2).

Tabla 2. Descripcién de proteinuria, podocalixina, e indice

proteina/creatininay podocalixina/creatinina de acuerdo al estadio de la
ERC por depuracion de Creatinina
Estadio de la ERC

1 2 3 4
Mediana (minimo -maximo)
Proteinuria en 3.65 4.03 6.63 15.25
orinade 24 horas  (1.39-258) (1.18-3433.9) (0.81- (0.72-29.7)
(mg/m2/hr) 101.16)
indice 0.15 0.22 0.37 1.0
proteina/creatinin  (0.04-21.4) (0.05-103.2) (0.06-5.14) (0.1-3.1)
a
Podocalixina 1.68 1.69 1.92 1.85
(ng/ml) (0.08-8.46) (0.08-6.48) (0.08-3.78) (1.16-2.55)
Indice 0.041 0.044 0.058 0.043
podocalixinal/crea (0.0004- (0.0013- (0.0031- (0.009-

tinina (ng/mg ) 0.5610) 0.2030) 0.8190) 0.1900)
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Correlaciéon de la proteinuria en orina de 24 horas con el indice proteina

[creatinina y podocalixina/creatinina

Se realizo la correlacién de la proteinuria con el indice proteina/creatinina en
donde se observd una correlacion fuerte con significancia estadistica (r=0.921
p<0.001), sin embargo, se calculd la correlacion de acuerdo al estadio de la ERC,
en donde pudimos observar que no existe diferencia entre el indice y los distintos
estadios de Enfermedad Renal Cronica. Cuando se hizo la correlacion de la
proteinuria con el indice podocalixina/creatinina no se encontrd correlacion (r=-
0.091 p=0.0229); al realizar el andlisis de acuerdo al estadio de la ERC (Tabla 3,

Gréfica 1).

Tabla 3. Correlacion de la proteinuria en orina de 24 horas con el indice

proteina/creatininay el indice podocalixina/creatinina de acuerdo al
estadio de la ERC

indice indice
proteina/creatinina podocalixina/creatinine
Estadio de la ERC r p R P
1 (n=108) 0.961 <0.001 -0.034 0.716
2 (n=34) 0.692 <0.001 0.085 0.631
3 (n=25) 0.835 <0.001 -0.306 0.145

4 (n=6) 0.891 0.001 -0.455 0.218
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Grafica 1. Correlacién de la proteinuria en orina de 24 horas con el indice
proteinal/creatinina y el indice podocalixina/creatinina en pacientes con
ERC de acuerdo a los diferentes estadios
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DISCUSION

Hallazgos principales
- El indice proteina /creatinina tuvo una correlacion positiva con la
proteinuria de 24 horas y cuando se ajustd de acuerdo al estadio de la
ERC, hubo una correlacion mayor en el estadio 1.
- El indice podocalixina/creatinina no se correlaciono con la proteinuria de
24 horas.

En nuestro estudio de acuerdo a los resultados obtenidos se observo que el
indice proteina/creatinina tuvo una correlacion positiva con la proteinuria de 24
horas; al ajustarse de acuerdo al estadio de la enfermedad renal cronica, hubo
una correlacion mayor en el estadio 1; por lo que podriamos enfocarnos en el
estadio inicial de esta entidad nosoldgica, ya que cuando los podocitos sufren
algun tipo de lesion, las estructuras intercelulares, del citoesqueleto de actina de
las prolongaciones digitales y el glicocalix de la membrana basal presentan
modificaciones, con las cuales se ve alterada la filtracion glomerular que se
manifiesta como proteinuria (22). De acuerdo con la historia natural de la
enfermedad renal crénica a mayor estadio menor numero de nefronas y mayor
esclerosis glomerular; esto implica perdida de los podocitos y por lo tanto
alteracion de la barrera de filtracion, disminuyendo la resistencia al paso de
proteinas (1).

Con respecto a la podocalixina, se ha descrito en otros estudios la correlaciéon
entre la podocalixina y la proteinuria, como por ejemplo, en el 2003 Katsue K. y
colaboradores en su estudio titulado “Urinay sediment podocalyxin in Children
with Glomerular Diseases”, describieron dos grupos donde se observé una
correlacion  proteinuria y podocalixina  positiva para los pacientes con

enfermedad glomerular de tipo inflamatoria (r=0.576, p <0.001) mientras que
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para el segundo grupo con gomerulopatia de tipo no inflamatoria no hubo
correlacion (12). En otro estudio realizado en el 2012 por M. Hara y
colaboradores, titulado “Urinary podocalyxin is an early marker for podocyte
injury in patients with diabetes: establishment of a highly sensitive ELISA to
detectec urinary podocalyxin”, se obtuvo en los pacientes diabéticos un valor
significativo en relacion de la micro albuminuria y podocalixina urinaria p<0.001
y una correlacion con la excrecion de albumina urinaria con r=0.35 y p <0.01
(14).0tro estudio realizado en pacientes con nefropatia por IgA por R. Asao y
colaboradores titulado Relationships between Levels of Urinary Podocalyxin,
Number of Urinary Podocytes, and Histologic Injury in Adult Patients with IgA
Nephropathy, se realizaron biopsia renales y se observd una correlacion
positiva entre la podocalixina urinaria y la excrecién de proteinuria con la
severidad de anormalidades extracapilares agudas con r= 0.72 y con p <0.001
(19). En un estudio més reciente del 2015 titulado “Urinary podocalyxin levels
were associated with urinary albumin levels among patients with diabetes”, M.
Shoji y colaboradores, se encontré6 una correlacién positiva entre niveles de
podocalixina urinaria y el indice albumina - creatinina con r= 0.344 y p <0.001.
Es importante mencionar que todos los estudios en los que la correlacion de
podocalixina y proteinuria fue positiva tenian en comun el estudio de nefropatias
en etapas inciales, por lo que sugiere pensar que la podocalixina pudiera ser
usado como biomarcador temprano, asi como su posible rol como indicador

pronostico (23).
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En cuanto al indice podocalixina/creatinina, en nuestro estudio no se
correlacion6 con la proteinuria de 24 horas debido a la fisiopatologia de la
enfermedad renal cronica en la cual, en las etapas tempranas se caracterizan de
un mecanismo de hiperfiltracion con mayor proteinuria sin elevacion de
creatinina sérica; por lo que el indice se ve afectado por estas variables. Una
disminucion en el numero de nefronas como consecuencia de diversas
enfermedades glomerulares da lugar a cambios hemodinamicos glomerulares
compensadores que a la larga resultan nocivos (13). En particular, el incremento
de la presion capilar glomerular lesiona directamente las células glomerulares
mediante estiramiento mecanico (7). La hipertension glomerular también puede
deteriorar la funcién de selectividad de tamafio capilar glomerular, lo cual
provoca una ultrafiltracion proteica excesiva y a la larga lesiones del podocito y
proteinuria (13). Los podocitos responden a determinados estimulos que afectan
su estructura y alteran de forma sincrénica la transcripcion de los genes
implicados en las proteinas de la barrera de filtraciéon como son la sinaptopodina
y la podocalixina; también pierden otros antigenos de diferenciacion como WT-
1, GLEPP-1, CALLA y receptor C3b, lo que esta relacionado con la severidad del
dafio estructural glomerular; al perderse la célula funcional de la barrera de
filtracion seria dificil detectar y cuantificar la podocalixina en la orina, por lo
que este biomarcador podria identificarse en etapas iniciales de lesién

glomerular incluso antes de detectarse proteinuria (1).
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Figura 1.
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2016, 1787 (13)

Dentro de las limitantes de este estudio se encuentra el tamafio de la muestra y
la amplia gama de enfermedades en edad pediatrica que progresan a dafio renal
cronico, en lo estudios referenciados previamente, las entidades principalmente
estudiadas fueron glomerulopatias, de diferentes etiologias como son la
nefropatia diabética en dos de ellos, glomerulopatia infecciosa y la
glomerulopatia por IgA. A diferencia de nuestro estudio en el cual se tomaron
pacientes con diferente estadio de enfermedad renal cronica; la etiologia mas

frecuente fueron las alteraciones quisticas o estructurales, en segundo lugar, las
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glomerulopatias, seguido de las tubulopatias y uropatias. Ante esto, se deberia
dar seguimiento a estos pacientes en un periodo de 1 a 2 afios y evaluar la
podocalixina como factor pronostico del deterioro de la funcion renal y valorar
iniciar manejo para disminuir ese deterioro de la funcion renal, en forma

temprana.

CONCLUSION

Se pudo concluir por lo tanto que el indice podocalixina/creatinina no se
correlaciono con la proteinuria de 24 horas debido a la propia fisiopatologia de la
ERC en la cual el deterioro de la funcién renal es secundario a la perdida de la
barrera de filtracion y a la perdida de podocitos en el glomérulo renal, por lo que
se sugiere a la podocalixina como un biomarcador de dafio glomerular temprano
y se requieren de mas estudios para evaluarla como factor pronéstico del

deterioro de la funcién renal.
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