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RESUMEN

Antecedentes: Durante la pandemia de COVID-19, la mortalidad aumentd en
pacientes que desarrollaron lesion renal aguda. Es ampliamente aceptado que el
diagnéstico precoz es fundamental para evitar la evolucion de la lesion renal a
formas graves. El objetivo del estudio es identificar el papel de las citocinas y los
biomarcadores renales estructurales en una cohorte de pacientes con COVID-19 y
lesion renal aguda subclinica.

Métodos: estudio de cohorte longitudinal prospectivo que incluyd pacientes con
COVID-19 en estado critico sin lesidén renal aguda en el momento en que se
inscribieron en el estudio. Se recolectaron muestras de orina al ingreso a las areas
de cuidados intensivos para determinacion de NGAL, [TIMP-2][IGFBP7] y

concentraciones de citoquinas en dos mediciones una basa y otra 5 dias después.

Resultados: De los 51 individuos estudiados, 28 desarrollaron lesién renal aguda
durante la hospitalizacién (54%). Encontramos menor riesgo de lesion renal aguda
con niveles de EGF >4600 pg/ml (HR=0,095, IC 95%:0,01-0,81; p=0,031). EGF
mostré una buena correlacion con [TIMP*IGFBP-7] R -0,73, p=<0,001 y N-Gal R -
0,63, p=0,0018. Posteriormente las citocinas en orina fuerén analizadas mediante
el uso de andlisis de componentes principales (PCA) y este permitié identificar un
mayor riesgo de LRA en el dia 1 con [PC-2: IL-5 e IP-10] (HR = 19,84, IC del 95 %
1,00-399; p =0,050) y [PC-3: N-Gal, RANTES, IL-8] (HR =21,52, IC 95% 1,91-242;
p=0,013).En el dia 5 se encontrd6 menor riesgo con PC-1: EGF (HR 0,06, IC 95%
0,01-0,64; p=0,019); y mayor con [PC-2: IL-5 e IP-10] (HR=5,38, IC 95% 1,05-27,7;
p=0,044).

Conclusiones: El panel de citocinas urinarias analizado en nuestra cohorte con
lesion renal aguda subclinica y COVID-19 mostré que los niveles elevados de EGF
se asociaron con un menor riesgo de lesion renal aguda y exhibieron una buena
correlacion con TIMP-2*IGFBP7 y N-Gal en el dia 1. Su papel como biomarcador
de la salud tubular en pacientes criticos con COVID-19 aun debe explorarse en
grandes ensayos clinicos. Las citocinas inflamatorias IL-5, IP-10, RANTES e IL-8

podrian reflejar vias involucradas en la lesion tubular



ABREVIATURAS

ACE2 Enzima convertidora de angiotensina 2

AKI Acute Kidney Injury

AUC Area bajo la curva

EGF Factor de crecimiento epidérmico.

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos

HGF factor de crecimiento de hepatocitos

IMC indice de masa corporal

IGFBP-7 Proteina de unién al factor de crecimiento
similar a la insulina 7

IP-10 Proteina-10 Inducida por interferon gamma

KDIGO kidney disease: Improving Global Outcomes

LRA Lesion renal aguda

MIG Monocina inducida por gamma.

MIP Proteina inflamatoria de macréfagos

N-GAL Lipocalina asociada a gelatinasa de
neutrofilos

PaO2/Fi02 Presion arterial parcial de oxigeno/fraccion de
oxigeno inspirada

TIMP-2 Inhibidor tisular de metaloproteinasas-2

TNF Factor de necrosis tumoral

RANTES Regulado por activacion, linfocitos T normales
expresados y secretados

VEGF factor de crecimiento endotelial vascular

VPP Valor predictivo positivo
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INTRODUCCION

La aparicion del nuevo sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) ha
planteado grandes amenazas para el mundo en muchos aspectos, asi mismo ha
provocado efectos en el sistema de salud mundial [1]. El sindrome respiratorio
agudo severo 2 (SARS-COV?2) es un virus de ARN positivo que surgio a fines del
2019 en Wuhan,China pertenece al genero betacoronavirus, y es el septimo
coronavirus capaz de causar infeccion humana. EIl SARS-CoV-2 codifica cuatro
proteinas estructurales: espiga (S), membrana (M), envoltura (E) y nucleocépside
(N). La envoltura viral esta conformada por las proteinas S, E y M juntas, mientras
gue la proteina N se une al ARN viral. (Hernandez, Esquer, Prakhar, 2022)

El contagio ocurre cuando las particulas virales se inhalan e ingresan a las vias
respiratorias y se unen a los receptores en la superficie de la célula huésped. La
proteina S del SARS-CoV-2 se une de 10 a 20 veces mas fuerte la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2), una metaloproteinasa que se encuentra en
las células epiteliales y endoteliales de las vias respiratorias y que permite la fusion
del virus y el huésped. La enzima convertidora de angiotensina 2 se expresen varios
tejidos humanos, incluidos el corazon, los rifiones y las células endoteliales
arteriales y venosas. Es factible que la presencia de ACE2 en estos tejidos colabore
a las manifestaciones extrapulmonares, como diarrea, lesion renal agudo, falla
cardiaco y dafio del endotelio vascular con falla organica multisistémica.
(Hernandez, Esquer, Prakhar, 2022). Desde la introduccién de la vacunacion, las
hospitalizaciones, la enfermedad grave y la muerte relacionadas con COVID-19,
incluidas las causadas por las nuevas variantes, han disminuido considerablemente
[2], sin embargo, la aparicion de nuevas variantes de SARS-COV-2 continla
causando brotes en todo el mundo, transformando este virus en un riesgo latente

en poblaciones vulnerables [3, 4].



MARCO TEORICO

La pandemia por COVID-19 ha puesto a prueba los sistemas médicos en todo el
mundo. La enfermedad es el resultado de la infeccion por el sindrome respiratorio
agudo severo coronavirus(SARS-CoV-2) mismo que genera a través de su
fisiopatogenia lesiones en varios organos, incluidos los rifiones. La enfermedad
tiene implicaciones Unicas para los pacientes que desarrollan lesion renal aguda
(AKI), asi como para los pacientes con enfermedad renal cronica (ERC) o
enfermedad renal en etapa terminal y receptores de trasplante de rifion . Segun los
estudios realizados durante el primer pico de la pandemia, la LRA se desarroll6 en
el 6,7 % de los pacientes con una duracion media de 20 dias después del inicio de

la infeccion viral, y el 30 % requirié terapia de reemplazo renal. (Kant et al, 2020) .

En los casos de infeccion por SARS-COV-2 que debutan con lesion renal se
iIdentificaron tasas de mortalidad de hasta el 70%, por lo que se establecieron en
conjunto con la edad como predictores independientes de mortalidad. En este tipo
de pacientes, se identific6 que la lesion renal aguda se desarrolla durante la
hospitalizacion hasta en un 37-57% de los pacientes en los primeros 4 dias
posteriores al ingreso. Cabe mencionar que la gravedad de la neumonia se asocio
comunmente con una menor probabilidad de recuperacion renal y una menor
remision de proteinuria o hematuria.

En los pacientes con lesion renal aguda se asocié un aumento en la duracion de la
estancia y la mortalidad. En dos metanalisis se identifico que la LRA se relaciona
con la gravedad de la enfermedad, por lo tanto, es un predictor clinico desfavorable
por su asociacidon con altas tasas de mortalidad. Los estudios actuales demuestran
gue hasta la mitad de los pacientes con AKI no se recuperaron a los niveles de
creatinina basales y pueden tener ERC persistente. Dada la falta de seguimiento a
largo plazo de los pacientes hospitalizados hasta la fecha, se desconoce la tasa de
recuperacion de la lesion renal aguda posterior a la recuperacion de la infeccion por
SARS-COV-2.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La lesion renal aguda se ha asociado con una mayor mortalidad durante la
hospitalizacion y una progresion desfavorable a largo plazo hacia la enfermedad
renal crénica (ERC) [6, 7]. Los criterios funcionales clasicos (creatinina sérica y
diuresis) siguen siendo medidas fundamentales para el diagndéstico de lesion renal

aguda, aunque sus limitaciones son bien conocidas [11].

Algunos estudios han tratado de identificar la funcion de los biomarcadores renales
estructurales en la lesion renal temprana [9, 12], asi como el papel que juegan las
citoquinas inflamatorias y reparadoras en lesion renal causado por COVID-19 [9,
10]. Hoy en dia, estas pruebas deben interpretarse junto con otros factores clinicos
y la consulta de nefrologia porque no hay suficiente informacion para justificar la
adicion a la definicion de lesion renal aguda [8, 19]. El diagndstico temprano de LRA
en pacientes con COVID-19, asi como la identificacion de los mecanismos

involucrados, podria potencialmente prevenir resultados adversos graves [6].
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JUSTIFICACION

Hasta un 30-50% de los pacientes que requieren hospitalizacion e ingreso en areas
de cuidados intensivos desarrollan una lesion renal aguda (LRA) definida por los
criterios funcionales establecidos por K-DIGO (kidney disease: Improving Global
Outcomes) [5, 6]. Por tal motivo, este protocolo de tesis pretende identificar el papel
de las citocinas y los biomarcadores renales estructurales asociados con el
sindrome de insuficiencia respiratoria aguda y la lesién renal aguda subclinica
secundario a COVID-19.

El objetivo de este protocolo es describir el papel de las citocinas urinarias y
biomarcadores en el area de hospitalizacion del INER, asi como su prondéstico. El
identificar los factores asociados estos, permitira tomar acciones encaminadas a
mejorar la atencién clinica y el pronéstico de los pacientes. La informacién recabada
orienta a la identificaciébn de conductas terapéuticas para la atencion de los

pacientes y el disefio de futuros protocolos de investigacion.

11



PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cual es el comportamiento de las citocinas urinarias en pacientes con sindrome

de insuficiencia respiratoria aguda por SARS-Cov-2 y que desarrollaron lesion

renal aguda subclinica?

12



HIPOTESIS NULA
No encontraremos diferencias en el comportamiento de los biomarcadores
estructurales y citocinas en orina entre los grupos de los pacientes que

desarrollaran LRA subclinica y no LRA.

HIPOTESIS ALTERNATIVA
Encontraremos diferencias entre los biomarcadores y citocinas en orina entre los
grupos de pacientes con LRA y No-LRA en una muestra de orina tomada en una

fase subclinica.

13



OBJETIVO

El objetivo del estudio es evaluar el papel de las citocinas y los biomarcadores
renales estructurales en una cohorte de pacientes con sindrome de insuficiencia

respiratoria aguda y lesién renal aguda subclinica secundario a COVID-19.

OBJETIVOS SECUNDARIOS
« lIdentificar la mortalidad en una cohorte de pacientes con neumonia por
SARS-CoV2 y LRA subclinica.

« Identificar el comportamiento de biomarcadores estructurales y citocinas en

orina de en pacientes con LRA subclinica Vs No LRA.

14



MATERIAL Y METODOS
Disefio.
Estudio de cohorte longitudinal prospectivo que se realizé en el Instituto Nacional

de Enfermedades Respiratorias durante el periodo mayo-agosto 2020.

Poblacién de estudio.

Pacientes diagnosticados con sindrome de insuficiencia respiratoria aguda por
COVID-19 durante su hospitalizacion de mayo-agosto2020.

En este estudio, medimos un panel de 30 citocinas en la orina tomada los dias 1 y
5 de nuestra cohorte con LRA subclinicay COVID-19, que se publicé recientemente
[12]. La Junta de Revision Institucional aprobo el estudio (Aprobacion No C-2620) y
se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los participantes. Se
incluyeron pacientes ingresados con diagnostico de neumonia grave por SARS-
CoV-2, que tuvieran al menos 18 afios y no tuvieran antecedentes de enfermedad
renal cronica (ERC) en el interrogatorio directo y cuyo filtrado glomerular, calculado
con el ecuacion CKD-EPI, fue superior a 60 ml/min/1,73 m2.

Sindrome de insuficiencia respiratoria aguda por SARS-CoV-2 se definid por datos
clinicos de dificultad respiratoria, opacidades bilaterales en 2 o mas Iébulos, una
relacion presion arterial parcial de oxigeno/fraccion de oxigeno inspirada
(PaO2/Fi02) <300 mmHg y resultado positivo para SARS-COV2 -Ensayo de
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (rRT-

PCR) en un hisopado nasofaringeo.

Criterios de inclusion.
- Pacientes hospitalizados en el Instituto nacional de enfermedades
respiratorias del periodo mayo-agosto de 2020.
- Pacientes mayores de 18 afios.
- Pacientes con prueba de reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa en tiempo real positiva para SARS-COV2 en

un hisopado nasofaringeo.

15



- Pacientes con sindrome de insuficiencia respiratoria aguda por
SARS-COV2.

Criterios de exclusion.
- Pacientes hospitalizados con antecedente de enfermedad renal
cronica.

- Pacientes embarazadas.

Criterios de eliminacion
- Pacientes sin expediente clinico disponible.

- Pacientes que fueron trasladados a otros hospitales.

Definiciones operativas

Definicion de lesién renal aguda
El diagndstico y la estadificacion de lesion renal aguda se basaron en los criterios
Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) utilizando los niveles de
creatinina sérica Yy la diuresis. El nivel basal de creatinina se defini6 como el valor
minimo durante la hospitalizacion en primeros 7 dias de ingreso [13]. La etapa 1 de
AKI correspondi6 a un aumento en la creatinina de >0,3 mg/dl dentro de las 48 horas
0 un aumento en creatinina de 1,5 a 1,9 veces desde los valores iniciales dentro de
los 7 dias .El estadio 2 de AKI correspondié a un aumento en la creatinina de 2,0-
2,9 veces desde los valores basales, y el estadio 3 de AKI correspondié a un
aumento en la creatinina > 3 veces al valor inicial o inicio de terapia de reemplazo

renal .

Determinaciones de Biomarcadores Estructurales de Rifion
La orina se congeld a -80C dentro de los primeros 30 minutos después de la
recoleccion de la muestra. Las concentraciones urinarias del inhibidor tisular de
metaloproteinasas-2 (TIMP-2) y la proteina de unién al factor de crecimiento similar

a la insulina 7 (IGFBP-7) se determinaron usando kits ELISA disponibles
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comercialmente (Human TIMP-2 Quantikine ELISA Kit, R and D, Minneapolis ,
Minnesota; Human IGFBP7 ELISA Kit, Abcam, Cambridge, Reino Unido) siguiendo
las instrucciones del manual. Las placas ELISA se leyeron a D.O. de 450 y los
calculos se hicieron de acuerdo con la sefial dada por la curva estandar de cada Kkit.
Las determinaciones de lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos (N-GAL) se
realizaron utilizando el kit N-GAL (Abbot, Chicago, lllinois) de acuerdo con las
instrucciones del manual y utilizando el analizador Abbott TM ARCHITECT TM.

Determinaciones de citocinas
Las concentraciones de citocinas y quimiocinas en orina se midieron con un
instrumento Luminex 200 (Luminex Corporation, Austin, TX) usando tecnologia
XMAP (Multi-Analyte Profile). Los datos fueron analizados por el software Milliplex
Analyst para determinar las concentraciones de citocinas (VigeneTech, Carlisle,
MA, EE. UU.). Se usbé el kit de reactivos de citocinas humanas Milliplex (Millipore,
Billerica, MA) para medir un panel de citocinas que consistia en FGF, factor de
crecimiento de fibroblastos; G-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos;
Colonia de granulocitos/macréfagos-Stim factor de regulacion (G-CSF); RANTES,
regulado por activacion, linfocitos T normales expresados y secretados; MIP,
proteina inflamatoria de macréfagos-; GM-CSF, factor estimulante de colonias de
monocitos y granulocitos; MCP-1, proteina quimioatrayente de monocitos-1; EGF,
Factor de Crecimiento Epidérmico; HGF, factor de crecimiento de hepatocitos;
VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; IFN , Interferon alfa y gamma; IP-
10, Proteina-10 Inducida por interferon gamma; MIG, Monocina inducida por
gamma; eotaxina, IL (interleucina) 1, IL-10, IL-13, IL-6, IL-12, IL-17, IL-15, IL-5, IL-1
R (receptor), IL-2, IL-7 , IL-2R, IL-4 e IL-8.

17



ANALISIS ESTADISTICO

Realizamos estadisticas descriptivas que incluyeron medias y desviaciones
estandar para variables continuas distribuidas normalmente, medianas y rangos
intercuartilicos para distribuciones no paramétricas y proporciones para variables
categoricas. Las comparaciones de individuos que desarrollaron lesion renal aguda
durante la hospitalizacién con aquellos sin lesion renal se realizaron mediante la
prueba de chi-cuadrado para variables categéricas y la U de Mann-Whitney para

variables continuas.

Un hecho a destacar cuando se utilizan citocinas son los valores que no se pueden
detectar por estar por debajo o por encima de los limites establecidos por el
fabricante, se trataron como valores perdidos en el conjunto de datos. Después de
esto, implementamos la imputacion multiple usando PROC Ml en el software SAS,
la version 9.4 del sistema SAS para Windows 10 y el paquete de ratones en R. Los
detalles sobre la creacion del conjunto de datos se proporcionan en la Tabla
complementaria 1. Dadas muchas evaluaciones para cada grupo, utilizamos la
estadistica de valor "q" de tasa de descubrimiento falso para corregir las pruebas
de hipdétesis multiples de citocinas. La significacion estadistica se fijo en p<0,05y
g<0,2.

Para cada biomarcador y citocina significativos, se calcul6 el area bajo la curva de
caracteristicas operativas del receptor con intervalos de confianza del 95 %, asi
como la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP), el valor
predictivo negativo y la precision en diferentes valores de corte de muestras de orina
tomadas el dia 1. Se usé la prueba de Spearman usando valores imputados para
analizar la correlacién entre citocinas urinarias significativas con biomarcadores
renales funcionales y estructurales en el dia 1. Se usé analisis de regresion logistica
para identificar la asociacion entre covariables relevantes con AKI. Obtuvimos
estimaciones estratificadas por edad considerando a los mayores de 60 ailos como
poblacién vulnerable. Las variables se ingresaron en los modelos cuando el nivel

alfa del factor de riesgo fue <0,20 en el analisis univariado. La edad y el género se
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ingresaron en los modelos independientemente del nivel alfa. Todas las pruebas
estadisticas fueron bilaterales, y los valores de p <0,05 se consideraron

estadisticamente significativos.

Analisis de los componentes principales
Debido al alto nivel de correlacion entre las citocinas y los biomarcadores de dafio
renal, usamos andlisis de los principales componentes para combinarlos. El analisis
de los principales componentes con rotacion ortogonal convierte variables
altamente correlacionadas en componentes principales no correlacionados [14].
Conservamos los componentes con valor propio > 2 y una proporcion de varianza
> 50 % en la muestra de orina del dia 1. Se utilizé un andlisis de regresion logistica
para identificar la asociacién entre los componentes principales con lesion renal
aguda en las muestras de orina de los dias 1 y 5. Todas las pruebas estadisticas
fueron bilaterales, los valores de p <0,05 se consideraron estadisticamente

significativos. El analisis se realiz6 con R Studio 1.4.1717.
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RESULTADOS

Caracteristicas iniciales de los participantes del estudio

Durante el periodo comprendido entre mayo y agosto de 2020, un total de 420
personas fueron ingresadas en areas criticas del INER. De ellos, 69 dieron negativo
para la infeccion por SARS-CoV-2; en 44 no se pudo confirmar la infeccion; 60
permanecieron en urgencias por saturacion hospitalaria y 20 fallecieron alli. No se

pudo obtener el consentimiento informado de 196 pacientes.

Asi, se incluyeron 51 pacientes que dieron su consentimiento informado para
participar en el estudio. De ellos, 30 eran hombres (58,8%); la mediana de edad fue
de 53 afios (RIC, 40-61); 14 tenian hipertension arterial sistémica (27,5%); 16 tenian
diabetes (31,4%); y 21 eran obesos 41,2%. De los 51 individuos estudiados, 28
tenian lesion renal aguda subclinica en el momento de la primera muestra de orina
y desarrollaron lesion renal aguda hasta 48 horas después (grupo LRA, 54,9%) y 23
no desarrollaron LRA (grupo no FRA, 45,1%). Los pacientes del grupo AKI tenian
mas hipertension 42% vs 8,7% p=<0,01; y tenian niveles mas altos de puntuacién
SOFA 4 (IQR, 3-7) vs 3 (IQR, 2-6) p=0,01. Otras caracteristicas, asi como los

laboratorios de bioquimica sérica se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio

Caracteristicas Overall (51) | AKI (28) No-AKI (23) p value

Edad* 53 (40-61) 56 (40.5-61.5) | 51 (40-55) 0.12

Masculino [n (%)] 30 (58.8) 19 (68) 11 (47) 0.14

IMC, kg/m2* 29.3 (25.9-| 16 (57) 14 (46.7) 0.71
31.6)

Obesidad [n (%0)] 21 (41.2) 12 (43) 9 (39) 0.78

Diabetes [n (%0)] 16 (31.4) 8 (28) 8 (35) 0.63

Hipertension [n (%)] 14 (27.5) 12 (42) 2 (8.7) <0.01

Dos 0 mas | 21 (41.2) 14 (50) 7 (30.4) 0.15

comorbilidades [n (%)]

IMV [n (%)] 32 (62.7) 20 (71.4) 12 (52.2) 0.15

PaO,/FiO, ratio, | 141 (108- | 139 (101-162) | 167 (132-220) | 0.06

mmHg* 187)

PEEP, cmH.0* 10 (9.5-14) 10 (10-14) 10 (10-12) 0.79

pH* 741  (7.33-]7.39 (7.34- | 7.41 (7.33- ] 0.53
7.44) 7.44) 7.46)

pCO,, mmHg* 38.0 (32.3-]42.1(35-52.5) | 37.5(25-47) 0.15
51.9)

SOFA score* 4 (2-6) 4 (3-7) 3 (2-6) 0.01

Vasoactivos [n (%)] 16 (31.4) 10 (62.5) 6 (26) 0.46

Inotrépicos [n (%)] 2 (3.9) 1 (50) 1(4.3) 0.88

Esteroide [n (%0)] 25 (49) 13 (52) 12 (52) 0.68

Hidroxicloroquina  [n | 7 (13.7) 5(71.4) 2 (8.69) 0.34

(%)]

Lopinavir/Ritonavir [n | 12 (23.5) 4 (33.3) 8 (34.7) 0.08

(%)]

Medicamentos 1(2) 0 (0.0) 1(4.34) 0.26

Nefrotoxicos [n (%)]
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Creatinina Sérica 0.60 (0.50-|0.61 (0.51- | 0.60 (0.49- | 0.58
Day 1 0.72) 0.76) 0.70)
CKD-EPI 112.38 113 (96-118) 111 (106-124) 0.73
Day 1 (98.45-
121.40)
Creatinina Sérica 0.69 (0.54-|0.79 (0.67- | 0.60 (0.51- | <0.01
Day 5 0.88) 1.13) 0.75)
CKD-EPI 104 (90- | 99 (69.5-109.5) | 110 (103-121) |<0.01
Day 5 117.50)
Creatinina Sérica 0.67 (0.55-(0.74 (0.61- | 0.61 (0.52-0.13
Final 0.97) 1.09) 0.76)
CKD-EPI 104 (90-118- | 102 (88.5-113) | 107 (102-121) | 0.07
Final 50)
Laboratorio at Day 1
Hemoglobina, g/dL* 13.3 (12.6- | 13.4(12.5-15) |13.3 (12.7- | 0.99
14.9) 14.4)
Leucocitos, 10x® mm3* | 8.9 (6.3-13.4) | 9.3(7.8-12.1) | 7.8(5.1-13.5) |0.22
Linfocitos, 10x3 mm3* | 0.8 (0.6-1.0) | 0.8 (0.45-1) 0.8 (0.65-1) 0.37
Plaquetas, 10x3 mms3* | 272 (219- | 272 (216-362) | 272 (219-314) |0.75
329)
Deshidrogenasa 387 (299- | 386 (314-544) | 397 (265-572) | 0.37
lactica, U/ml* 557)
Bilirrubinas totales, | 0.47  (0.37- | 0.56 (0.40- | 0.43 (0.34- | 0.07
mg/dL* 0.63) 0.88) 0.54)
Creatinfosfoquinasa, 140 (39-443) | 2245 (79.5-| 60 (35.5-291) |0.02
U/L* 739.5)
D-dimero, pg/ml* 091 (0.42-|1.08 (0.55- | 0.49 (0.34- | 0.04
2.50) 4.27) 1.29)
Proteina C reactiva, | 16.5 (10- | 18(13-31.9) 13.2 (10-22.4) | 0.05
mg/dL* 27.6)
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Fibrinbgeno, mg/dL* 734 (580- | 742 (604-805) | 685 (565-786) | 0.41
821)

Procalcitonina, ng/ml* |{0.39  (0.11-| 0.62 (0.35- | 0.14 (0.08- | <0.01
0.92) 1.26) 0.34)

Troponina, pg/ml* 5.6 (3.3-37) 11.8 (3.8-37) 3.9 (1.5-9) 0.04

Ferritina, ng/ml* 745(358- 710 (304-2491) | 756 (457-953) | 0.83
1883)

Outcomes

Dias en el hospital 16 (12-27) 20.5(14.5-28) | 13 (10.5-22.5) | 0.031

Dias de ventilacion | 13 (10-22.2) | 13 (12-22) 10.5( 8-26) 0.432

mecénica

Mortalidad [n (%)] 10 (19.6) 7 (25) 3(13) 0.285

AKI, lesion renal aguda; IMC, indice de masa corporal; IMV, ventilacion mecénica
invasiva; PaO2/FiO2, presion arterial parcial de oxigeno/fraccion de oxigeno
inspirada; pCO2, presion parcial de dioxido de carbono; PEEP, presion positiva al
final de la espiracion; SOFA, evaluacion secuencial de falla organica; FGe: filtrado
glomerular estimado; Esteroides sistémicos: dexametasona, metilprednisolona;
prednisona

* Los datos se expresan como medianas (rango intercuartilico). Las comparaciones
del grupo AKI frente al grupo sin AKI se realizaron mediante la prueba de chi-
cuadrado para variables categéricas y la U de Mann-Whitney para variables
continuas. Los valores en negrita denotan significacién estadistica en el nivel p <
0,05.

Los pacientes del grupo AKI expresaron en orina el dia 1 valores mas altos de
[TIMP2]*[IGFBP-7] 0,16 (IQR, 0,05-0,32) vs 0,07 (0,04-0,11) p=0,045, q=0,11; N-
Gal, ng/ml 54,7 (IQR, 36,4-117,4) vs 32,4 (14-40) p=0,002, g=0,06; RANTES, pg/ml
17,4 (RIC, 13,2-25,4) vs 10,7 (7,9-12,8) p=0,01, g=0,14 y valores inferiores de EGF,
pg/ml 2044 (RIC, 719-4083) vs 5568 (5056-5974 ) p=0,014, g=0,04.Otras
caracteristicas de los biomarcadores renales estructurales y las citoquinas en el dia

1y 5 se muestran en la Tabla 2
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Tabla 2. Biomarcadores renales y citocinas en orina.

Caracteristicas Overall AKI No-AKI p q
(51) (28) (23) value | value

TIMP-2 , ng/ml Dial |5.55 (3.02-|6.16 (3.49-|5.04 (2.96-|0.21 |0.33
9.01) 9.66) 6.87)

TIMP-2 , ng/ml Dia5 |5.21 (3.31-|4.16 (3.18- | 5.26 (3.65-|0.118 | 0.33
7.81) 7.36) 12.03)

IGFBP7, ng/ml Dia 1 13.39 17.43 12.2 (6.94-|0.08 |0.15
(8.24-24.1) | (9.35- 18.83)

30.20)

IGFBP7, ng/ml Dia 5 22.75 28.44 16.53 0.222 | 0.33
(12.63- (13.05- (11.93-
46.20) 77.78) 32.35)

(TIMP2)(IGFBP7)/1000 | 0.08 (0.05- | 0.16 (0.05- | 0.07 (0.04-|0.045 | 0.11

Dia 1 0.24) 0.32) 0.11)

(TIMP2)(IGFBP7)/1000 | 0.14 (0.05- | 0.13 (0.05- | 0.14 (0.06- | 0.992 | 0.99

Dia5 0.28) 0.32) 0.19)

N-Gal Dia, ng/ml 1 39.3 (19.2- | 54.7 (36.4-|32.4  (14-|0.002 | 0.06
98.5) 117.4) 40.0)

N-Gal Dia, ng/ml 5 33 (14- | 35.2 (17.6- | 20.5 (11.5-|0.079 | 0.56
106.2) 118.9) 52.5)

FGF * Dia 1 2.60 (1.19-|2.00 (1.06-|3.63 (1.63-|0.27 |0.85
7.95) 6.64) 9.61)

FGF *Dia 5 1.86 (0.74-|1.44 (0.74-|2.27 (0.84-|0.397 | 0.92
4.84) 4.96) 4.48)

IL1B * Dia 1 9.77 (2.63-|8.11 (3.03-|10.66 (4.36- | 0.31 | 0.85
18.46) 15.87) 20.66)

IL1B *Dia 5 7.02 (2.97-|5.57 (2.22- | 7.90 (4.64-|0.088 | 0.56
12.35) 8.23) 12.59)
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GCSF * Dia 1 86.66 31.01 121 (8.62-]0.63 |0.85
(8.62- (8.62- 177.88)
176.49) 172.19)

GCSF *Dia 5 64.60 14.16 93.41 (8.62- | 0.656 | 0.95
(8.62- (8.62- 163.07)
173.48) 181.37)

IL-10 * Dia 1 1.48 (1.48-|1.48 (1.48-|1.48 (1.48-|0.92 |0.92
1.74) 1.74) 1.77)

IL-10 *Dia 5 1.48 1.48 (1.48-|1.48 (1.48-]0.563 |0.92
(1.489- 2.47) 1.48)
2.056)

IL-13 * Dia 1 472 (1.80- |4.72 (1.82-|6.30 (1.87-|0.47 |0.85
7.87) 7.82) 9.04)

IL-13 *Dia 5 4.08 (1.61-|2.89 (1.61-|5.33 (2.31- | 0.133 | 0.70
7.23) 6.35) 7.80)

IL-6 * Dia 1 7.46 (3.57-|6.15 (3.71- | 10.3 (3.39- | 0.27 |0.85
15.43) 14.00) 19.61)

IL-6 *Dia 5 6.39 (2.32-|5.92 (2.54- | 7.55 (2.41-|0.703 | 0.97
16.16) 13.14) 17.88)

IL-12 * Dia 1 1.77 (1.06-|1.90 (1.12- |1.73 (1.06- | 0.85 |0.91
2.90) 2.65) 2.94)

IL-12 *Dia 5 1.53 (1.06- | 1.23 (1.06- | 2.26(1.12- | 0.031 | 0.49
2.60) 2.03) 5)

RANTES * Dia 1 13.8 (9.4- | 17.4 (13.2-|10.7 (7.9-|0.01 |0.14
22.7) 25.4) 12.8)

RANTES * Dia 5 16 (12.9- | 15.6 (11.1- | 16.1 (12.9-|0.212 | 0.84
25.1) 28.7) 22.8)

EOTAXIN * Dia 1 1.11 (0.56- | 0.95 (0.56- | 1.14 (0.56- | 0.66 |0.85
3.04) 2.90) 3.16)
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EOTAXIN * Dia 5 0.984 1.41 (0.56- | 0.63 (0.56- | 0.496 | 0.92
(0.563- 4.81) 4.87)
4.87)

IL17A * Dia 1 2.87 (2.87-|2.87 (2.87-|2.87 (2.87-|0.63 |0.85
2.90) 3.03) 2.89)

IL17A * Dia 5 2.87 (2.87-|2.87 (2.87-|2.87 (2.87-|0.991 | 0.99
3.02) 3.04) 2.97)

MIP1la * Dia 1 11.79 9.54 (2.40- | 11.84 (3.87- | 0.34 | 0.85
(2.40- 24.48) 29.80)
29.80)

MIP1a Dia 5 2.40 (2.40-|2.40 (2.40- | 2.40 (2.40-|0.96 |0.99
9.41) 8.94) 10.70)

GMCSF * Dia 1 0.65 (0.38-|0.75 (0.43- | 0.59 (0.34-|0.46 |0.85
1.27) 1.27) 1.22)

GMCSF *Dia5 0.68 (0.43- | 0.53 (0.38- | 0.74 0.446 | 0.92
1.32) 1.38) (0.53.1.26)

MIP1b * Dia 1 2.94 (1.84-|3.05 (1.84- | 2.14 (1.84-|0.84 |0.91
8.16) 6.36) 8.16)

MIP1b * Dia5 427 (1.69-|2.81 (1.37-|4.37 (2.13-|0.582 | 0.92
6.61) 6.64) 6.03)

MCP1* Dia 1 137.22 148.43 121.02 0.62 |0.85
(50.57-311) | (61.49- (49.55-

323.19) 237.50)

MCP1 * Dia 5 124.6 116.29 143.23 0.888 | 0.99
(50.77- (91.46- (45.57-
242.04) 254.88) 219.43)

IL-15* Dia 1 87.60 86.62 100.04 0.90 |0.92
(2.57- (22.25- (2.57-
174.07) 169.44) 167.14)
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IL-15 * Dia 5 29.23 114.33 2.57 (2.57-|0.027 | 0.49
(2.57- (2.57- 75.25)
141.52) 150.92)

EGF * Dia 1 4083 2044 (719- | 5568 (5056- | 0.014 | 0.04
(1218- 4083) 5974)
5768)

EGF * Dia 5 4127 3934 4614 (3537- | 0.254 | 0.90
(1723- (1552- 5424)
5495) 5254)

IL-5 * Dia 1 1.20 (0.59- [1.20 (0.70- [ 1.20 (0.53-|0.30 |0.85
1.20) 2.18) 1.20)

IL-5 * Dia 5 1.20 (1.20- | 1.20 (1.20- | 1.20 (1.20- | 0.846 | 0.99
2.38) 2.38) 2.30)

HGF * Dia 1 36.62 28.2 36.64 0.58 [0.85
(13.30- (12.52- (19.97-
80.22) 71.54) 71.23)

HGF * Dia 5 41.39 41.98 36.62 (1.74- | 0.392 | 0.92
(6.07- (18.92- 71.30)
69.96) 66.34)

VEGF * Dia 1 2.32 (0.62-|1.97 (0.72-|2.82 (0.65-|0.74 |0.91
4.20) 3.79) 4.61)

VEGF * Dia 5 2.74 (0.77-|2.88 (0.95-|1.36 (0.77-|0.609 | 0.92
4.41) 3.76) 4.60)

IFNg * Dia 1 0.57 (0.45-|0.51 (0.45-|0.73 (0.45-|0.46 |0.85
1.11) 0.87) 1.21)

IFNg * Dia 5 0.51 (0.45- | 0.45 (0.45-|0.73 (0.45- | 0.066 | 0.92
0.94) 0.70) 1.38)

IFNa * Dia 1 10.90 10.34 13.64 (2.52- | 0.17 |0.85
(1.55- (1.47- 17.50)
17.50) 16.55
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IFNa * Dia 5 10.90 10.01 1251 (1.91- | 0.429 [ 0.56
(1.65- (1.34- 18.12)
17.13) 14.39)

ILIRA * Dia 1 3421.78 2738.40 | 3802.30 0.60 |0.85
(1269.20- | (1238.42- | (1471.84-
7850.06) | 6753.48) | 13012.75)

ILIRA * Dia 5 1879.33 1543.39 | 2225.61 0.475 | 0.92
(1000.58- | (1071.18- | (1002.67-
4591.50) |3105.42) |4696.67)

TNFa * Dia 1 2.14 (1.76- | 2.25 (2.15-| 1.97 (1.71- | 0.041 | 0.31
2.32) 2.4) 2.15)

TNFa * Dia 5 1.9 (1.48-|0.55 (0.55- | 0.55 (0.55-|0.211 | 0.92
2.31) 1.39) 1.95)

IL-2 * Dia 1 1.61 (1.50-|1.61 (1.52-|1.61 (1.24-|0.63 |0.85
1.95) 1.89) 1.98)

IL-2 * Dia 5 1.61 (1.57-|1.61 (1.61-|1.61 (1.46-|0.959 | 0.84
1.95) 1.83) 1.95)

IL-7 * Dia 1 9.82 (3.20- | 15.69 7.68 (2.79-|0.30 |0.85
27.48) (4.65- 24.47)

30.05)

IL-7 * Dia 5 5.74 (2.26-|8.34 (1.91- | 5.73 (3.26- | 0.944 | 0.99
20.75) 30.71) 13.85)

IP-10 * Dia 1 1.20 (0.38-|0.79 (0.38-|1.20 (0.38-|0.85 |0.91
2.52) 2.58) 2.33)

IP-10 * Dia 5 0.38 (0.38-|0.38 (0.38- | 0.38 (0.38- | 0.896 | 0.99
2.86) 2.93) 2.48)

IL-2R * Dia 1 645.26 625.98 786.61 0.53 |0.85
(148.86- | (170.42- | (193.19-
1595.04) | 1107.43) |1686.19)
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IL-2R * Dia 5 290.94 220.52 296.03 0.423 [ 0.99
(96.41- (94.62- (107.33-
818.01) 684.11) 818.01)

MIG * Dia 1 34.67 22.28 39.96 0.53 |0.85
(7.24-50.58 | (5.78- (18.52-

50.53) 50.58)

MIG * Dia 5 25.97 27.75 25.97 (3.87- | 0.841 | 0.92
(8.49- (14.46- 53.69)
57.46) 60.47)

IL-4 * Dia 1 6.36 (6.36- | 6.36 (6.36- | 6.36 (6.36- | 0.59 | 0.85
6.36) 6.36) 6.36)

IL-4 * Dia 5 25.97 6.36 (6.36- | 6.36 (6.36- | 0.563 | 0.92
(8.49- 6.36) 6.36)
57.46)

IL-8 * Dia 1 8.09 (2.37-|9.04 (2.48-|7.56 (2.92-]0.76 |0.91
28.60) 31.33) 24.26)

IL-8 *Dia 5 15.01 10.81 15.16 (2.72- | 0.810 | 0.99
(4.14- (5.22- 104.69)
75.59) 73.64)

Los datos se expresan como medianas (rango intercuartilico). Las comparaciones
del grupo AKI frente al grupo sin AKI se realizaron utilizando Mann-Whitney U para
variables continuas. Los valores en negrita denotan significacion estadistica al nivel
de p £0,05 y para p ajustado < 0,2.

* Los valores de citocinas se expresan en pg/ml

AKI, lesion renal aguda; TIMP-2, inhibidor tisular de metaloproteinasas 2; IGFBP7,
proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina 7; NGAL, Lipocalina
asociada a gelatinasa de neutrofilos; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; IL,
interleucina; G-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos; factor
estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos (G-CSF); RANTES, regulado
por activacion, linfocitos T normales expresados y secretados; MIP, proteina

inflamatoria de macréfagos-; GM-CSF, factor estimulante de colonias de
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granulocitos y monocitos; MCP-1, proteina quimioatrayente de monocitos-1; EGF,
Factor de Crecimiento Epidérmico; HGF, factor de crecimiento de hepatocitos;
VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; IFN, interferon; TNF, factor de
necrosis tumoral; IP-10, Proteina-10 Inducida por interferén gamma; MIG, Monocina

inducida por gamma.

Correlaciones entre EGF y RANTES con biomarcadores

renales funcionales y estructurales.
Se evaluaron las correlaciones entre EGF y RANTES con biomarcadores renales
funcionales y estructurales. EGF mostré una alta correlacion con sCr (R= -0.74, p
<0.001), eGFR evaluado por CKD-EPI (R= 0.74, p=<0.001), [TIMP2*IGFBP7] (R -
0.73, p=<0.001) y N-Gal (R= -0.63, p=0.002) Figura 2. RANTES solo mostro
correlacion moderada con N-Gal (R=0.37, p=0.008).

R=0.74, p<0.001

4 R=-074, p<0.001
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Papel de los biomarcadores como predictores de lesion

renal aguda.
Con base en los valores méas altos de AUC, especificidad y precision, los
biomarcadores con mejor rendimiento para AKI fueron EGF en un punto de corte de
4600 pg/ml (AUC 0,788 (IC del 95 % 0,597-0,979); p=0,014) y NGAL en un punto
de corte de 40 ng/ml (AUC 0,797 (IC 95% 0,668-0,927.

Los niveles més altos de EGF urinario fueron protectores

para lesién renal aguda.
El andlisis univariado indicd que los pacientes con lesion renal aguda tenian mayor
frecuencia de hipertension arterial (HR=11,42, IC 95%: 1,15-113; p=0,037); Se
encontré que EGF >4600 pg/ml era protector (HR=0,05, IC del 95%: 0,008-0,40;
p=0,004). Después de ajustar por posibles variables de confusion, EGF > 4600
pg/ml permanecié significativamente asociado con un menor riesgo de LRA
(HR=0,095, IC 95%: 0,01-0,81; p=0,031) Tabla 3.

Tabla 3. Factores de riesgo de dafio renal agudo en pacientes criticos con COVID-
19.

Variables Unajusted HR p Adjusted HR p
(Cl 95%) (Cl 95%)
Edad >60 2.29 (0.44-11.91) | 0.324 | 0.84(0.06-11.22) | 0.901
Masculino 2.25(0.34-14.61) | 0.396 | 2.75(0.28-26.68) | 0.381
Hipertension 11.42 (1.15-113) |0.037 |5.75(0.32-103) | 0.235
D-Dimero pg/ml 1.35(0.18-10.0) |0.769 | - -
uN-Gal >40 2.66 (0.46-15.25) | 0.270 | - -
UEGF >4600 pg/ml | 0.18 (0.04-0.80) | 0.024 | 0.08 (0.008-0.87) | 0.039
UEGF >4600 pg/ml* | 0.05 (0.008-0.40) | 0.004 | 0.095 (0.01-0.81) | 0.031

HR: razon de riesgo; IC: intervalo de confianza; UNGAL,; lipocalina asociada a
gelatinasa de neutrdfilos en orina; UEGF; Factor de crecimiento epidérmico en orina.

Las variables se introdujeron en el modelo cuando el nivel alfa del factor de riesgo
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era inferior a 0,20. La edad y el sexo se agregaron al modelo independientemente

del nivel alfa. *Andlisis de uEGF mediante imputacion multiple.

Analisis de componentes principales
Notamos una alta correlacion entre 30 citocinas en el panel multiplex. Por lo tanto,
realizamos PCA para incluir estos biomarcadores en un solo modelo. Los primeros
cinco componentes principales tuvieron autovalores >2 (componente 1: 7.262;
componente 2: 4.98; componente 3: 3.47; componente 4: 2.10; componente 5: 2.05)

y explicaron > 50% de la varianza acumulada (56.83%). Tabla B.

El andlisis multivariado para lesion renal aguda muestra un mayor riesgo en el dia
1 con PC-2 [IL-5 e IP-10] (HR = 19,84, IC del 95 % 1,00-399; p = 0,050) y PC-3 [N-
Gal, RANTES, IL-8] (HR =21,52, IC 95% 1,91-242; p=0,013). En el Dia 5
encontramos un riesgo menor con PC-1: EGF (HR = 0,06, IC del 95 % 0,01-0,64; p
= 0,019) y mayor con [PC-2: IL-5 e IP-10] (HR = 5,38, IC 95% 1,05-27,7, p=0,044)
Tabla 4.

Tabla 4. Analisis univariado y multivariado de los componentes principales de la

lesion renal aguda en pacientes criticos con COVID-19.

Variables Unadjusted p Adjusted HR | p
HR (95% CI) | Value (95% CI) value

Day 1

PC-1 0.65 (0.33-|0.218 0.49 (0.19- | 0.149

EGF 1.29) 1.29)

PC-2 4.12 (0.68- | 0.123 19.84 (1.00- | 0.050

IL-5, IP 10, | 24.88) 399)

IGFBP7

PC-3 2.61 (0.63- | 0.184 2152 (1.91-|0.013
10.74) 242)
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N-GAL,

RANTES, IL 8

PC-4 1.22 (0.51- | 0.657 1.22 (0.51- | 0.894
IL-4,  IL-12, | 2.89) 2.89)

EOTAXINA

PC-5 0.79 (0.34- | 0.573 0.54 (0.18- | 0.283
HGF, MIP 1B, | 1.82) 1.66)

IL-2

Day 5

PC-1 0.32 (0.09- | 0.077 0.06 (0.01- | 0.019
EGF 1.13) 0.64)

PC-2 1.84 (0.6- | 0.286 5.38 (1.05- | 0.044
IL-5, IP 10, | 5.61) 27.7)

IGFBP7

PC-3 1.38 (0.54- | 0.502 1.87 (0.4-| 0.427
N-GAL, 3.57) 8.68)

RANTES, IL 8

PC-4 0.76 (0.24- | 0.641 2.38 (0.44- | 0.313
IL-4, IL-12, | 2.42) 12.84)

EOTAXINA

PC-5 0.8 (0.23-2.7) | 0.716 0.8 (0.09- | 0.844
HGF, MIP 1B, 7.24)

IL-2

HR: razon de riesgo; IC: intervalo de confianza; PC (Componente Principal). EGF,
Factor de Crecimiento Epidérmico; IL, interleucina; IP-10, Proteina-10 Inducida por
interferon gamma; IGFBP7, proteina de unién al factor de crecimiento similar a la
insulina 7; NGAL, Lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos; RANTES,
regulado por activacioén, linfocitos T normales expresados y secretados; HGF, factor
de crecimiento de hepatocitos; MIP, proteina inflamatoria de macrofagos. Los

valores en negrita denotan significacion estadistica en el nivel p < 0,05.
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DISCUSION

Se sabe que varias citocinas estan involucradas en la lesion renal aguda (16), son
mediadores clave durante todas las fases de la lesion renal, es decir, desde el inicio
hasta el mantenimiento y la resolucion (17); una mejor comprension de las citocinas
involucradas en los mecanismos del desarrollo de AKly su contribucién potencial al
diagndstico sigue sin estar clara.

En este estudio de cohorte prospectivo y longitudinal de pacientes criticos con
COVID-19, se describe un panel de citocinas urinarias y biomarcadores de dafio
renal estructural que se pueden encontrar en la fase subclinica de lesion renal
aguda y cinco dias después. Se encontro que el nivel de uEGF> 4600 pg/ml en el
dia 1 se asocié con un menor riesgo de lesién renal y mostrd una buena correlacion
con el dafo tubular funcional (sCr y eGFR por CKD-EPI) y estructural (TIMP-2,
IGFBP7 y N-Gal) biomarcadores de LRA.

Recientemente, de acuerdo con nuestro trabajo, Menez et al encontraron que los
niveles mas altos de EGF urinario se asociaron con un menor riesgo de LRA en
etapa 3, nuevo inicio de dialisis o muerte dentro de los 60 dias posteriores al ingreso
hospitalario en una cohorte de pacientes hospitalizados con COVID-19 (HR, 0,61
[IC 95%, 0,47-0,79]) [9]. En la misma linea, se midié el EGF urinario, en muestras
de orina postoperatorias después de cirugia cardiaca y se encontrd que niveles mas
altos de EGF se asociaron con menor riesgo de progresion de la ERC, en el mismo
estudio a través de un andlisis transcriptomico, mostraron una pérdida de expresion
de EGF en biopsias renales en pacientes con LRA (18). Pocos estudios han
investigado su papel potencial en la LRA [9, 18], pero algunas ventajas potenciales
son que es un biofluido accesible, la concentracidbn en orina tiene una buena
correlacién con la expresion de ARN renal y, ademas, sus niveles no se modifican

por factores extrarrenales como creatinina y proteinuria [24, 38].

En condiciones cronicas el EGF urinario tiene un buen desempefio; mostrando una

correlacién negativa con el indice de cronicidad histolégica en la nefritis lupica [20],
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los niveles mas bajos se asocian con una disminucion acelerada de la TFG en
pacientes con diabetes tipo 2 [21] y es un buen predictor de fibrosis renal en
pacientes con nefropatia por IgA [22] . En resumen, estos resultados clinicos
respaldan la idea de que un EGF urinario mas bajo podria reflejar una disfuncién
tubular [23].

Las guias de practica clinica mas recientes de K-DIGO para lesion renal aguda
volvieron a enfatizar la importancia de la deteccion temprana y destacan la
importancia de usar los biomarcadores para evaluar la salud tubular y la lesién
tubular porque la elevacion de los niveles de Creatinina sérica se retrasa hasta 48-
72 horas después [27]. Nuestra investigacion asocio claramente un mayor EGF con
un menor riesgo de lesion renal aguda durante la hospitalizacion. EI EGF urinario,
una proteina globular no dializable, se genera en el rifidn, especialmente en el asa
de Henle y el tibulo contorneado distal [23]. Su mayor expresién puede reflejar un
metabolismo tubular saludable que protege a las células renales de la apoptosis en

un tabulo preservado. [23, 43].

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que evalla la relacion de nuevos
biomarcadores en un contexto de lesion renal subclinica. EGF mostré una fuerte
correlaciéon negativa con [TIMP2]*[IGFBP7]. Las correlaciones observadas podrian
tener un trasfondo fisiolégico solido porque [TIMP-2]*[IGFBP-7] son proteinas
expresadas después de una detencion del ciclo celular principalmente en las células
del tubulo proximal [25, 39], estos son marcadores altamente sensibles de dafio
renal en pacientes criticamente enfermos. Su expresion temprana después del
dafio renal se ha utilizado como predictor de resultados adversos en lesion renal
aguda, ejemplo muerte, dialisis o progresién grave en pacientes con choque
séptico [40]; AKI en pacientes después de una cirugia mayor [41] y AKI en pacientes
tratados con platino en la UCI [42]. N-Gal una proteina de 25 kDa, generalmente
expresada en bajas concentraciones, pero aumentada en caso de dafio epitelial,
tiene buena correlacion con EGF, N-Gal es un buen biomarcador de lesion renal

aguda en varios entornos clinicos, esta correlacion podria deberse al hecho N-Gal
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también aumenta en la LRA secundaria a un proceso inflamatorio sistémico agudo

grave (p. ej., sepsis o traumatismo) [37, 44, 45].

El analisis por componentes principales mejord la visualizacion y una mejor
comprensién de las proteinas con funciones biolégicas [30]. La transformacién lineal
de nuestros datos permitid confirmar las trayectorias involucradas en AKI [30].
Curiosamente, las citoquinas inflamatorias IL-5, IP-10, RANTES e IL-8 comparten
caminos con los biomarcadores de dafio renal estructural IGFBP-7 y N-Gal (Tabla

complementaria 2).

La amplia expresion de citocinas inflamatorias en la orina con lesion renal aguda
podria reflejar una infiltracion masiva de células inflamatorias en los tubulos
lesionados. La mayor expresion de IL-5, IP-10, RANTES e IL-8 en pacientes con
lesion renal esté relacionada en estudios experimentales con infiltracién masiva de
macrofagos por células inflamatorias [15, 28, 29]; quimiotaxis de monocitos y
neutréfilos [16, 33, 37]. En entornos clinicos, O. Kwon et al monitorearon un conjunto
de citocinas en la orina en pacientes con lesion renal aguda isquémica para predecir
la recuperacion no renal y la mortalidad a los 3 meses; IP-10, VEGF, IL-8, TNF-alfa
urinarios mas elevados predijeron la ausencia de recuperacion de la funcion renal
en diferentes dias después de la lesion renal aguda isquémica, mientras que
RANTES, MCP-1, IL-8, IP-10, EGF y VEGF predijeron muerte dentro de los 3 meses
[31]. En el mismo estudio, el EGF urinario mostré niveles mas bajos en el grupo de
lesion renal aguda mientras que los niveles urinarios mas altos predijeron la
recuperacion de la funcién renal; sin embargo, una limitacion importante de este
estudio es que el grupo de control estaba formado por donantes vivos de trasplante
renal, una poblacion con reserva renal comprometida [31,32]. Del mismo modo, en
nuestro estudio, el componente 1 en el dia 5, compuesto principalmente por EGF,
se asoci6 con la proteccion renal, reforzando su papel como biomarcador de un

epitelio tubular sano.
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CONCLUSION

El EGF urinario podria desempefiar un papel en la proteccion o reparacion renal en
pacientes con lesion renal aguda y COVID-19, su papel como biomarcador de la
salud tubular en pacientes con COVID-19 gravemente enfermos aun debe
explorarse en grandes ensayos clinicos. Las citocinas inflamatorias IL-5, IP-10,

RANTES e IL-8 podrian reflejar vias involucradas en la lesion renal.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una limitacion importante de nuestro estudio fue el pequefio tamafio de la muestra.
Otra limitacion del estudio fue que no se incluyeron en el estudio pacientes con
expedientes clinicos incompletos o que fueron trasladados a otros hospitales por
saturacion local, lo que puede representar un sesgo de seleccion.

A diferencia de nuestro estudio anterior [12], tuvimos la oportunidad de obtener el
volumen urinario por hora exacto de los pacientes de nuestra cohorte, que
utilizamos para definir mejor a los pacientes con lesion renal aguda. Analizamos las
citocinas con la técnica Luminex, que permite medir multiples citocinas al mismo
tiempo, mientras que ELISA solo permite medir una citocina a la vez.
Lamentablemente los resultados emitidos por la técnica luminex nos dieron muchos
datos con resultados en los limites inferior y superior, limitando el namero de
resultados completos y por lo tanto tuvimos que utilizar imputacion multiple. Hubiera
sido bueno conocer la evolucién a largo plazo de nuestros pacientes, sin embargo,
nuestro hospital era un centro de referencia para pacientes criticos que no daban

seguimiento a los pacientes una vez que eran dados de alta.
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ANEXOS

Tabla complementaria A. Valores faltantes de cada citocina.

Cytokines | Detectable | Reason for | Differences between
[ Missing | missingness | complete/incomplete data
values (%) Age Men SOFA | AKI Death
Years | %/% Points | % /% | %/ %
() () () () ()
FGF 43 | 8| Reported 53 /|58/63 |4/6 53/63 [23/0
(15.6%) value <0.74 | 55 (0.81) | (0.20) | (0.63) | (0.12)
(0.65)
IL1B 45 | 6 | Reported 53 /|60/50 |3 / 6|56/50|20/13
(11.7%) value <1.31 | 60 (0.64) | (0.07) | (0.79) | (0.84)
(0.23)
GCSF 28 | 23| Reported 47 /|68/ 48 |3 /| 6|54/57|18/22
(45%) value <8.62 | 56 (0.14) | (0.08) | (0.83) | (0.72)
(0.02)
IL-10 19 / 32| Reported 53 /| 74/50|4 / 4|63/ 50 |26/16
(62.7%) value <1.48 | 53 (0.09) | (0.64) | (0.36) | (0.35)
(0.64)
IL-13 41 / 10 | Reported 53 /|56/70|3 / 5|54/60 | 17/30
(19.6%) value <1.61 |54 (0.42) | (0.23) | (0.71) | (0.35)
(0.312)
IL-6 51/0 ALL ALL ALL ALL ALL ALL
(0%)
IL-12 37 | 14 | Reported 53 /|54/71|4 |/ 3|57/50|19/21
(27.4%) value <1.06 |54 (0.26) | (0.24) | (0.66) | (0.84)
(0.68)
RANTES |29 / 22| Reported 53 /|55/64|4/35|66/41|21/18
(43.1%) value <2.06 | 53 (0.54) |(0.19) |(0.08) | (0.82)
(0.84)
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EOTAXIN |32 / 19 |Reported |53 /|59/ 58|3.5/4|50/63|22/16
(37.2%) | value <0.56 |53 (0.91) |(0.35) |(0.36) | (0.59)
(0.94)
IL17A 22 | 29 |Reported |47 /|64/55|3 / 4|50/58]|23/17
(56.8%) | value <2.87 |56 (0.54) |(0.19) |(0.54) | (0.62)
(0.08)
MIPla |35 / 16 |Reported |53 /|60/56 |3 / 4|51/ 62 |23/13
(31.3%) | value <2.40 |54 (0.80) |(0.58) |(0.46) | (0.38)
(0.52)
GMCSF | 51/0 ALL ALL |ALL |ALL [|ALL [ALL
(0%)
MIP1b | 48/3 Reported |53 /|60/33|4 / 2|54 /67]19/33
(5.8%) value <1.84 |53 (0.35) |(0.08) |(0.67) |(0.53)
(0.84)
MCP1 51/0 ALL ALL |ALL |ALL [|ALL [ALL
(0%)
IL-15 37 /| 14 |Reported |54 /|62/50|4/45|57/50|24/7
(27.4%) | value <2.57 | 45 (0.43) |(0.64) |(0.66) | (0.16)
(0.14)
EGF 26 /25 Reported |45 /|65/52|35/4|58/52]|23/16
(49%) value >4581 | 56 (0.33) |(0.81) |(0.68) |(0.52)
(0.06)
IL-5 31 / 20|Reported |51 /|55/65|4 / 4|55/55]|16/25
(39.2%) | value <1.20 |54 (0.47) |(0.36) |(0.99) | (0.43)
(0.25)
HGF 45 | 6|Reported |53 /|56/83|4/25|53/67|20/16
(11.7%) | value <1.74 |53 (0.19) |(0.36) |(0.53) | (0.84)
(0.77)
VEGF 4813 Reported |53 /|58/67 |4 | 4|54/67 |21/ 0
(5.8%) value <0.36 | 53 (0.77) |(0.82) |(0.67) |(0.37)
(0.52)

47



IFNg 34 | 17 | Reported 53/56 |53/ 714 | 4|50/65 |21 /
(33.3%) value <0.45 | (0.21) | (0.22) | (0.79) |(0.32) |18
(0.80)
IFNa 49/2 Reported 53 /|57 4 /| 5(53 [/]201/0
(3.9%) value <1.34 |55 100 (0.53) | 100 (0.47)
(0.69) | (0.22) (0.19)
ILIRA 46 /5 Reported 53 /|63/20|4 / 3|59/20(20 [/
(9.8%) value 40 (0.06) | (0.07) |(0.09) |20
>38618.6 | (0.47) (0.98)
TNFa 18 / 33| Reported 42 /|61/58 |3 / 4|44/61|22/18
(64.7%) | value <0.55 |56 (0.80) | (0.27) | (0.26) | (0.72)
(0.02)
IL-2 36 / 15| Reported 52 /|50/80|4 / 4|53/ 60|22/13
(29.4%) | value <1.61 |56 (0.04) | (0.53) | (0.63) | (0.46)
(0.10)
IL-7 48 /3 Reported 53 /|54/ 674 |/ 6|28/ 0|21/0
(5.8%) value <1.91 |53 (0.77) |(0.52) | (0.04) |(0.37)
(0.65)
IP-10 28123 Reported 52 /|64/ 52 |35/4|54/57 |11 [/
(45%) value <0.38 | 54 (0.38) |(0.99) |(0.83) |30
(0.23) (0.07)
IL-2R 49/ 2 Reported 53 /|61/0(4 / 5|53 [/]|20/0
(3.9%) value <3.24 | 54 (0.08) | (0.56) | 100 (0.47)
(0.90) (0.19)
MIG 43/8 Reported 53 /|61/50(4 / 5|54/63|21/12
(15.6%) | value <0.51 |58 (0.58) | (0.79) | (0.63) | (0.58)
(0.69)
IL-4 3 | 48| Reported 42 /]133/60(3 / 4,100 /|0/ 20
(94.1%) | value <6.36 |53 (0.35) | (0.58) |52 (0.37)
(0.47) (0.10)
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IL-8 4873 Reported |53 /]|60/33|4 / 3|54/67|20/0
(5.8%) value <1.18 | 39 (0.35) | (0.58) | (0.67) |(0.37)
(0.07)

Los datos se expresan como medianas. Las comparaciones entre datos completos

e incompletos se realizaron utilizando la U de Mann-Whitney para variables
continuas. Los valores en negrita denotan significaciéon estadistica en el nivel p <
0,05.

AKI, lesion renal aguda; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; IL, interleucina;
G-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos; factor estimulante de
colonias de granulocitos/macrofagos (G-CSF); RANTES, regulado por activacion,
linfocitos T normales expresados y secretados; MIP, proteina inflamatoria de
macréfagos-; GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos;
MCP-1, proteina quimioatrayente de monocitos-1; EGF, Factor de Crecimiento
Epidérmico; HGF, factor de crecimiento de hepatocitos; VEGF, factor de crecimiento
endotelial vascular; IFN, interferon; TNF, factor de necrosis tumoral; IP-10, Proteina-

10 Inducida por interferon gamma; MIG, Monocina inducida por gamma.

Tabla complementaria B. Analisis de componentes

principales de biomarcadores y citoquinas.

Principal Eigen Variance Variance Weight of each
Component | Value?! Explained? | Accumulat | component
e3

1 7.262 20.75 20.75 EGF (9.42), MIPa
(8.29), IFN a (8.13),
GCSF (7.53)

2 4.98 14.28 35.03 IL-5 (13), IP 10
(10.61), IGFBP7
(9.04), MIG (8.48)

3 3.47 9.93 44.96 N-GAL (13), RANTES
(12), IL 8 (10.53).
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4 2.10 6.00 50.96 IL-4 (5.8), IL-12 (4.83),
EOTAXINA(3.30)

5 2.05 5.87 56.83 HGF (6.53), MIP 1B
(6.14), IL-2 (5.56)

6 1.79 5.13 61.96 NA

7 1.67 4.77 66.73 NA

Tabla de autovalores (Negrita >2) de cada componentel, varianza explicada por
cada componente principal y varianza acumulada3. Los primeros 5 componentes
del andlisis de componentes principales se incluyeron en el analisis final porque
tenian valores propios >2. Peso de Citoquinas y Biomarcadores en el componente
(Negrita >10).

EGF, Factor de Crecimiento Epidérmico; MIPa, proteina alfa inflamatoria de
macrofagos; IFN U, Interferén alfa; G-CSF, factor estimulante de colonias de
granulocitos; IL, interleucina; IP-10, Proteina-10 Inducida por interferon gamma;
IGFBP7, proteina de unién al factor de crecimiento similar a la insulina 7; Monocina
inducida por gamma; NGAL, Lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos;
RANTES, regulado por activacion, linfocitos T normales expresados y secretados;

HFG, factor de crecimiento de hepatocitos.
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