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Resumen
Antecedentes: La lesion renal aguda es una condicion clinica prevalente en nuestra poblacion hospitalaria,

con una tasa de 22 al 45% de los pacientes, pese a que actualmente contamos con biomarcadores funcionales
como gasto urinario y creatinina sérica para el diagndstico, estos biomarcadores presentan limitaciones
sustanciales, como una elevacion tardia, lo cual retrasa el diagnéstico y las modificaciones pertinentes en su

resolucion con un riesgo sustancial de no recuperacion de la funcién renal.

Objetivo: Conocer la sensibilidad y especificidad de NGAL, IL-18, ademéas de identificacion de
polimorfismos de NADPH y MIF CATT5-7 y su correlacion con los biomarcadores séricos y urinarios.

Material y métodos: Se realizo un estudio prospectivo que incluyo a 104 pacientes 52 con lesion renal aguda

se evalud NGAL, IL 18 séricos, creatinina, genotipo de rs74387438 y rs2435378. Para la determinacion de
area bajo la curva comparando NGAL, IL18 versus creatinina sérica.

Resultados: Encontramos diferencias estadisticamente significativas en edad p=0.001 entre ambos grupos,
los niveles de creatinina fueron diferentes entre ambos grupos p=0.001, los niveles de glucosa sérica fueron
diferentes entre ambos grupos p=0.001, NGAL sérico p=0.001, IL-18 sérico p=0.001. Evaluamos los
polimorfismos entre ambos grupos, los genotipos de los pacientes con y sin lesion renal aguda no encontrado
diferencias entre los grupos p=0.916.

Conclusiones: el area bajo la curva de IL 18 fue 0.55 (IC 95% 0.46-0.63) NGAL fue 0.58 (IC 95% 0.49-0.66)

Palabras clave: lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrdfilos, interleucina 18, lesion renal aguda.



MARCO TEORICO
LESION RENAL AGUDA

La lesion renal aguda (LRA) es un sindrome heterogéneo definido por un descenso rapido de la tasa de
filtracion glomerular (TFG) (en horas o dias), que da lugar a la retencién de productos de desecho del
metabolismo, que incluyen la urea y la creatinina, asi como desequilibrio hidroelectrolitico y alteraciones en

el equilibrio acido-base.'2

Acorde a las guias KDIGO la lesion renal aguda se define como una elevacion de creatinina de 0.3 mg/dL o
mas en 48 horas de observacion o elevacion de 1.5 veces su valor basal o0 mayor en los primeros 7 dias o
evidencia de reduccion de gasto urinario por debajo de 0.5ml/kg por 6 horas, posteriormente se clasifica en

estadios®. (véase tabla 1)

Estadio Creatinina sérica Gasto urinario

1.5-1.9 veces elevacion de creatinina Menor a 0.5ml/hr por 6-12

basal horas

Incremento 0.3 mg/dL

2-2.9 veces elevacion de creatinina Menora0.5ml/hr por méas de

basal 12 horas

3 veces elevacion de creatinina basal Menor a 0.3 ml/hr por mas
de 24 horas

Incremento superior a 4mg/dL de O

creatinina Anuria por mas de 12 horas

Tabla 1. Criterios KDIGO para lesion renal aguda

Inicio de terapia renal sustitutiva

La lesion renal aguda (LRA) es una complicacion comin entre los pacientes hospitalizados, se han

identificado multiples factores de riesgo para su desarrollo, véase tabla 1.2



Factores de riesgo potenciales para desarrollo de lesién renal aguda.
Factores demograficos
e Edad avanzada
e Diabetes mellitus
e Hipertension arterial sistémica
e Enfermedad cardiovascular o insuficiencia cardiaca
e Indice de masa corporal elevado
e Polimorfismos APOL-1, ECA
Factores de riesgo de lesion renal aguda en la admision hospitalaria
e Estado ventilatorio
e Afectacion
e Hipovolemia
e Deshidratacion
e Rabdomiolisis
e Exposicion a nefrotoxicos previo a admision (AINES, antimicrobianos, IECAS,
ARA)
Factores de riesgo de lesion renal aguda durante la hospitalizacion
e Exposicion a nefrotoxicos
e Uso de vasopresores
e Ventilacién mecanica invasiva con presion positiva en el final de la espiracién
e Sobrecarga hidrica
e Hipovolemia

Tabla 1.2 Factores de riesgo potenciales para desarrollo de lesidon renal aguda.

En relacion a edad avanzada, se ha demostrado que conforme envejecemos perdemos la habilidad de
compensar la lesion renal aguda, los cuales mostraron un incremento de la perdida de filtrado glomerular?, en
la revision sistematica conducida por Stille, encontro que diversas cohortes encontraron mayor frecuencia de
lesion renal aguda en mayores de 75 afios en comparacién con aquellos con menor edad, ademas de mayor
gravedad, con menor tasa de filtrado glomerular, mayor enfermedad cardiovascular en la poblacion evaluada

uso de nefrotdxicos. °
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Jiang et al, encontraron que la lesion renal aguda es un escenario clinico comun entre los pacientes con
diagndstico de diabetes mellitus tipo 2 que afecto a una tercera parte de los pacientes incluidos, encontrando

como predictora de complicaciones renales y mortalidad ©

La presencia de enfermedad cardiovascular previa empeora el pronostico de recuperacion de la lesion renal

aguda’

Se han identificado otros factores de riesgo relacionados con la estancia intrahospitalaria, ya sea en el piso de
hospitalizacion, a la par en la unidad de cuidados intensivos la lesion renal aguda constituye un escenario
clinico comun, relacionado al estado critico del paciente, a una reanimacién hidrosalina fuera de metas de
fases de reanimacidn, uso de ventilacion mecanica invasiva, uso de vasopresores que comprometen el flujo

sanguineo renal.

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

BIOMARCADORES FUNCIONALES PARA EVALUAR LESION RENAL AGUDA
Creatinina sérica

La creatinina es una degradacion ciclica formada espontaneamente produccion de degradacion de creatina en
los tejidos. Creatina se sintetiza en el higado, y en menor medida en el rifidén, y adquirida en una dieta rica en
carne. Se incorpora a las células. a través de transportadores transmembrana, mientras que la fosfocreatina,
proporciona un amortiguador para la produccion rapida de energia. Por lo tanto, el musculo contiene la mayor

parte de la reserva de creatina del cuerpo. y en consecuencia es la fuente de la mayor parte de la creatinina.’

La creatinina tiene un peso molecular de 113 Da, la cual se filtra libremente en el glomérulo y la concentracion
en orina se mantiene constante debido a la secrecién tubular, mientras que la excrecion extrarrenal de
creatinina es insignificante en la mayoria de condiciones. La creatinina plasmaética se excreta
predominantemente por ultrafiltraciéon glomerular: cuando la tasa de filtrado glomerular disminuye, la

creatinina se acumula.

la creatinina plasmatica basal y los cambios agudos en su concentracion, como en el caso de la lesion renal
aguda , requiere la comprension del estado basal y la cinética dindmica de la generacion y excrecion de
creatinina, ya que toda la creatinina se filtrd libremente en el glomérulo se excreta en la orina, y esto constituye
mas del 90% de la excrecidn de creatinina, excrecion neta de creatinina se aproxima a la GFR (tasa de

filtracion de plasma) multiplicado por la concentracion de creatinina en el plasma.
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En segundo lugar, en el estado estacionario (definido por la creatinina plasmatica constante), la tasa de

excrecion debe ser igual a la tasa de generacién de creatinina
en la siguiente relacion:
GFR x[Cr]P = G*
Tasa de filtrado glomerular en litro minuto; [Cr]P = creatinina en pmol/L; G =
Tasa de generacion de creatinina en pmol/min.

Por lo tanto, cuando la creatinina esta en estado estacionario, la TFG es proporcional a la creatinina
plasmatical® en la suposicion de que se produce un cambio de creatinina y se estabiliza en una nueva
concentracion, logrando un nuevo estado estable, cuando se presenta una duplicacién de creatinina plasmatica,
implica una reduccion aproximada a la mitad de TFG, siempre y cuando la tasa de generacion de creatinina
también se mantenga constante. Esta relacion constituye el fundamento del incremento de 1.5, dos y tres veces
en la creatinina por encima de la linea de base para definir la gravedad de la LRA.*112

Sin embargo, aunque los cambios relativos en la creatinina plasmatica para definir LRA, hay limitaciones
significativas a la interpretacion de estos valores en el enfermo critico, el uso de la creatinina plasmatica como
reflejo del cambio en la TFG depende de una nueva concentracion de creatinina en estado estacionario.*®
Después de un cambio en la TFG, la creatinina aumentara o disminuira hasta que se llega un nuevo estado
estacionario, donde la excrecion de creatinina, acorde a una alta concentracion de creatinina en plasma de
nuevo coincide con la produccion, dependiendo la duracidn de este proceso y de la magnitud del cambio en

la TFG y la subyacente tasa de generacion de creatinina. 4

Durante la estancia en unidad de cuidados intensivos se han observado reducciones en la masa muscular de
los pacientes criticamente enfermos; por lo que la generacién de creatinina se ve modificada por la postracion

y la ingesta caldrica.t>1®

En algunas ocasiones los pacientes presentan una marcada reduccion en los niveles de creatinina por debajo
de la linea de base que puede persistir hasta el alta hospitalaria, que subestima la funcionalidad
paradojicamente la recuperacion renal después de una lesion renal aguda puede sobrestimarse

significativamente.’18

Gasto urinario
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La cantidad de uresis depende de la TFG y de la subsiguiente tasa de reabsorcion de agua y solutos a lo largo
de la nefrona.'® En fisiologia renal normal se requiere una TFG alta para mantener bajas concentraciones de
productos del metabolismo en el plasma por aclaramiento convectivo no selectivo en el glomeérulo con
reabsorcion tubular subsiguiente, la medicion precisa de la produccion de orina puede proporcionar una vision

dinamica del rifién y su funcionalidad %

En particular, las preocupaciones sobre la velocidad y la precision con las cuales los cambios en la creatinina
plasmatica reflejan en tiempo real los cambios en la TFG condujeron a los expertos a incluir reduccion de
volumen urinario 2! La oliguria y anuria reflejan la reduccion significativa de la TFG en pacientes agudos o

aquello con enfermedad renal cronica establecida 2223

La oliguria puede considerarse como un signo de inestabilidad hemodinamica o un signo tardio de gravedad
de la disfuncidon renal en un cuadro agudo o un rifién lesionado crénicamente, el gasto urinario carece de
sensibilidad y especificidad con respecto a la causa y el pronostico de LRA, particularmente en la ausencia
de cambios hemodinamicos o la necesidad de vasopresores.?*% La presencia de oliguria puede ser predictor

de pobres desenlaces como mortalidad en aquellos pacientes con lesion renal aguda.?®
Lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrofilos (NGAL)

La lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos (NGAL) es un péptido de 25 kDa producido en los rifiones,

higado, células epiteliales y neutrofilos. 2

El metaanalisis conducido por Albert et al el cual incluyo 52 estudios observacionales para probar la precision
predictiva del nivel de NGAL en 13 040 pacientes con riesgo de LRA. La precision discriminatoria y las
concentraciones de corte de NGAL en orina y plasma Después de evaluar diferentes factores de confusion, la
evaluacion de la calidad del metanalisis de datos de estudios individuales mostré una mejora en el riesgo de
sesgo de la prueba indice y una alta aplicabilidad. Este metanalisis de concentraciones de corte de NGAL y
precision discriminatoria: solo el metanalisis de datos de estudios individuales permitié el calculo de
concentraciones de corte de NGAL, sensibilidad y especificidad, valores predictivos, cocientes de
probabilidad para LRA, LRA grave y LRA que requirio sustitucion de la funcion renal.

Las concentraciones de corte calculadas y proporcionadas a partir de 30 conjuntos de datos de estudios
individuales se incluyeron en el metanalisis utilizando el enfoque propuesto por ejemplo, la concentracion de
corte de NGAL en orina fue de 12 ng/mL para LRA KDIGO 3 con una sensibilidad del 95 % (con una
especificidad del 21 % [IC del 95 %, 7 %—35 %]; OR, 5.1). Con una combinacion optima de sensibilidad y

13



especificidad (indice de Youden), una concentracion de corte de 105 ng/ml tuvo una sensibilidad del 65 % y
una especificidad del 71 % (OR, 4,5), mientras que con una especificidad del 95 %, el corte fue de 580 ng/ml
(sensibilidad, 27 % [IC 95 %, 10 %—45 %]; OR 7.0; 8

Para NGAL en plasmay LRA KDIGO 3, con una sensibilidad del 95 %, la concentracion de corte fue de 79
ng/mL (especificidad, 33 % [IC 95 %, 17 %—41 %]; OR, 9,4). Se calcul6 una concentracion de corte de 231
ng/ml, con una sensibilidad del 67 % (IC del 95 %, 46 %—77 %) y una especificidad del 89 % (IC del 95 %,
76 %—92 %) (OR, 16,4) para el Youden Indice. Con una especificidad del 95 %, el limite fue de 364 ng/ml
con una sensibilidad del 44 % (IC del 95 %, 23 %—55 %) (OR, 14,9)?°

El area bajo la curva para la concentracion sérica de NGAL fue de 0,80 (IC 95 %, 0,79-0,81) para la LRA

grave.

Estudio Pacientes Peso Areabajola  1C 95%
curva
Soto y cols 2013  616(30) 38.5 0.870 0.820-0.920
Subgrupo normal = 616(30) 38.5 0.870 0.820-0.920
Yamashita 2014 = 98 (27) 30.9 0.870 0.785, 0.955
Hjortruo 2015 124(12) 17.5 0.670 0.510, 0.830

Tabla 1.3 Biomarcadores en lesion renal aguda.

14



NGAL urinario NGAL sérico

Lesion renal aguda

AUC

AUC 0.762(0.747-
0.694-.0.705 0.773)
Lesion renal aguda )
KDIGO 3 i
: 0.749(0.734- AUC 0.802

0.763) (0.793-0.811)

Interleucina 18 (IL-18)

La interleucina (IL-18) es un miembro de la familia de citocinas IL-1, que se sintetiza como un precursor
inactivo de 23 kDa por monocitos, macréfagos y células epiteliales tubulares. ** En modelos animales, la IL-
18 puede ser activada por caspasa-1, lo que induce lesion isquémica e inflamacion en el tabulo renal proximal,

luego excretado en la orina.3!

Diferentes estudios sobre IL 18 urinario (IL-18u)en la prediccion de lesidn renal aguda, su expresion fue
regulado al alza en la etapa temprana de LRA y podria ser detectado mucho antes que la elevacion de
creatinina sérica. En el metaandlisis conducido por Qiny cols, considero los estudios que evaluaron el tiempo
de obtencion de la muestra, el tiempo de evaluacion, el corte optimo del valor de IL-18 urinaria con su
sensibilidad, especificidad y area bajo la curva (IC del 95%). La sensibilidad y especificidad estimadas valores
de IL-18u en el diagnostico de LRA fueron 0,64 (IC 95 %: 0,54-0,73) y 0,77 (IC 95 %: 0,71-0,83) el valor
de 12 de 86,47% y 93,64%.%

Genética y lesion renal aguda
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Los factores genéticos se han sugerido como potencialmente responsables de la susceptibilidad del paciente

y la consiguiente gravedad clinica.

Recientemente, la respuesta inflamatoria ha sido reconocida como un factor crucial en la patogenia de la LRA.
Se ha identificado infiltracion de células inflamatorias en los tubulos lesionados, ademas dafio de los vasos
renales y posterior progresion a LRA, se sugiere que la presencia de estas células no solo comienzan sino que
también mantienen el dafio renal al producir especies de radicales de oxigeno, condicionan un incremento en
los vasoconstrictores como la endotelina e impiden la liberacion de 6xido nitrico, lo que provoca directamente
una lesion endotelial. 33-3’ Ademas, la reparacion y regeneracion del huésped individual de los pacientes, donde

la biologia también podria tener una gran influencia en la etiologia de la LRA®

Los factores genéticos se han propuesto como potencialmente responsables de la susceptibilidad y la gravedad
de la LRA, lo que explica por qué s6lo determinados pacientes son méas propensos a la LRA y por qué
diferentes pacientes responden al tratamiento de forma distinta °

Los estudios de asociacién de polimorfismos generalmente consisten en estudios de casos y controles,
comparando la ocurrencia de una variacion genética en algunos individuos con un determinada enfermedad a

la ocurrencia en una poblacion sana de control.

Ademas, aunque varios polimorfismos se han identificado, la mayoria de los estudios a menudo consisten en
poblaciones de tamafio de muestra relativamente pequefio y homogéneo, lo que restringe significativamente

la capacidad de sacar conclusiones.
Fosfato de dinucleo6tido de nicotinamida y adenosina (NADPH)

La familia de enzimas NADPH Oxidasa (NOX) cataliza la reduccion de O2 a especies reactivas de oxigeno,
superoxido o peroxido de hidrogeno, acoplado a la oxidacion de NADPH #°. Los siete mamiferos tienen
diversas isoformas enzimaéticas de la familia NOX (NOX1-5, DUOX1-2) las cuales son encontradas
expresandose de forma Unica en tipos de células y tejidos especificos que destacan sus roles particulares en

circunstancias funcionales especificas.*!4?
ISOFORMAS DE NOX
NOX1

NOX1 fue el primer homdélogo de NOX2 en ser descrito. es altamente expresada en el epitelio colénico,

células musculares lisas, células endoteliales, Utero, placenta, osteoclastos, pericitos retinianos, neuronas,
16



astrocitos y microglia.*® EI complejo NOX1 esta compuesto por la subunidad catalitica NOX1 (un homdlogo
de gp91phox), NADPH oxidasa organizador 1 subunidad (NOXO1, un homoélogo de p47phox), subunidad 1
del activador de la NADPH oxidasa (NOXAL, un homdélogo de p67phox), la subunidad p22phox y una
pequefia subunidad GTPase Racl.Ademas, NOX1 se activa formando un complejo con los activadores
NOXA1, NOXO1y Racl GTPasa, lo que resulta en la reduccion de oxigeno molecular a superdxido.***® La
generacion de superdxido por NOX1 requiere la fosforilacion de NOXO1

NOX2

NOX2 se expresa en células inflamatorias (monocitos, macréfagos, neutréfilos) y en una variedad de tejidos,
incluido el cerebro, neuronas, microglia, corazén, rifion, musculo tracto gastrointestinal, higado, y pancreas.*®

La sefializacion de NOX2 ha sido ampliamente estudiada en neutréfilos
NOX3

NOX3 es estructuralmente similar a NOX1 y NOX2. Se activa ya sea por subunidades reguladoras (p47phox
y p67phox) o por NOXO1 y NOXA1 #Estudios recientes han demostrado que p22phox es crucial para la
activacion de NOX3 y la generacion de superdxido.*’

Perianayagam et al. encontré que la variante rs4673 en el gen que codifica la subunidad p22phox de la

NADPH oxidasa en la posicion +242 esta relacionada con la RRT y la muerte entre los pacientes con LRA. %
Factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF)

El factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) se encontré inicialmente como un factor soluble
producido por los linfocitos T y puede inhibir la migracion dirigida de macréfagos, el MIF se considera como
un citocina pleiotrépico que juega un papel en la inmunidad natural induciendo la secrecion de citocinas

proinflamatorias y resulta en respuesta inflamatoria excesiva*®
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Planteamiento del problema
La lesion renal aguda es una complicacion comdn entre los pacientes hospitalizados que conlleva riesgo de

desarrollar enfermedad renal aguda y posteriormente enfermedad renal cronica en aquellos con factores de
riesgo para su desarrollo durante la hospitalizacion y la necesidad de uso de terapia renal sustitutiva. Ademas

de un riesgo de continuar en terapia de reemplazo renal con una frecuencia del 3 al 18%.

Es importante destacar el impacto de esta condicion clinica en la mortalidad general de la poblacion que la
desarrolla dentro de su estancia intrahospitalaria, a la par de la necesidad de terapia rena sustitutiva, en algunos
casos sin la recuperacion de la funcion renal, a la par con dependencia a tratamiento sustitutivo, ademas del

impacto negativo en la calidad de vida del paciente.
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Pregunta de investigacion

¢Cudl es la sensibilidad y especificidad de las concentraciones séricas de NGAL e IL-18 urinario en pacientes
con factores de riesgo para el desarrollo de lesién renal aguda intrahospitalaria y su correlacion con

polimorfismos relacionados con mayor gravedad, mortalidad y dependencia a dialisis?
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Justificacion.
El uso de biomarcadores séricos y urinarios como predictores de lesion renal aguda en aquellos pacientes con

factores de riesgo, optimizara el diagnostico temprano de lesion renal aguda, previo a la elevacion de los
biomarcadores usuales como creatinina sérica, ya que la creatinina sérica es un biomarcador tardio poco util

en la poblacién criticamente enferma.

El beneficio sustancial de los pacientes es la identificacién oportuna de la lesion renal aguda, identificando a
aquellos que requieran manejo hidrosalino, uso de diuréticos, ademas de ajuste de nefrotdxicos,
antimicrobianos, en aquellos que progresen a lesion renal aguda KDIGO 11, con requerimiento de inicio de
terapia de reemplazo renal en modalidad terapia lenta continua o hemodialisis intermitente, con un impacto

positivo en la funcién renal.

La importancia de correlacionar biomarcadores séricos con polimorfismos relacionados a riesgo sustancial de
desarrollar lesiéon renal aguda, mayor estancia hospitalaria ,que aquellos pacientes con lesién renal aguda

evolucionen a dependencia a dialisis, mortalidad.

Consideramos relevante este estudio que nos dilucidara en relacion a traspolar laboratorio y clinica. Con ello
reducir los costos ya que la identificacion tardia conlleva mayor estancia hospitalaria, ademas de perdida de
funcional y riesgo de deterioro de la funcion renal de manera permanente, con repercusion negativa en su vida
cotidiana. Ademas de permitir los polimorfismos en nuestra poblacion hospitalaria, que puede aportar nuevas

lineas de investigacion.
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Objetivos
Objetivo general.

Conocer el valor predictivo de NGAL sérico e IL-18 urinario en pacientes con lesion renal aguda

Objetivos particulares

Identificar la sensibilidad y especificidad de lipocalina de gelatinasa de neutréfilo sérico en pacientes
con lesion renal aguda
Estimar la sensibilidad y especificidad de 1L-18 urinaria en pacientes con factores de riesgo para lesion

renal aguda

Reconocer el &rea bajo la curva de NGAL e 1L18 frente a creatinina sérica.

Determinar las concentraciones de corte en 3 puntos estandarizados en la curva ROC de resumen,
especificamente: la concentracion de corte con 95% de sensibilidad y especificidad correspondiente,
el indice de Youden (que otorga el mismo peso a la sensibilidad y la especificidad), y la concentracién
de corte con 95% de especificidad y sensibilidad correspondiente

Conocer los genotipos de NADPH NOX 4 y factor de migracion de polimorfonucleares.
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HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Hipdtesis de trabajo: la lesion renal aguda depende de multiples factores para el desarrollo como
comorbilidades, con una presentacion clinica heterogénea lo cual dificulta un diagnostico temprano
que acarrea retraso en el diagndéstico, por lo que los biomarcadores séricos y urinarios son de utilidad
en el diagnostico.

Hipotesis nula: no brinda utilidad el uso de biomarcadores como NGA, IL 18 para el diagndstico
temprano.

Hipdtesis alterna: brinda utilidad el uso de biomarcadores como NGAL, IL 18 para el diagnostico
temprano.
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Disefio metodoldgico
Disefio del estudio: estudio prospectivo, observacional, longitudinal de pacientes de la unidad de cuidados

intensivos sin lesion renal aguda con factores de riesgo pre admision del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional Siglo XXI
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Universo de trabajo
Universo de trabajo: Pacientes hospitalizados con factores de riesgo para desarrollar lesion renal aguda que
desarrollen durante su internamiento lesion renal aguda.

Desenlaces Primarios: rendimiento diagndstico de NGAL e IL-18 en pacientes con factores de riesgo para

lesion renal aguda

Desenlaces secundarios: comparacion frente a biomarcadores usuales como creatinina sérica y gasto urinario

Caracteristicas del lugar donde se realizard el estudio: Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional
Siglo XXI en unidad de cuidados intensivo

Area de influencia: Delegacion Sur de la Ciudad de México.

Grupo de estudio: aquellos pacientes con lesion renal aguda intrahospitalaria y pacientes hospitalizados sin

lesion renal aguda.
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Obtencion de la muestra

Previa autorizacion por el Comité de Investigacion, se realizara la captura en las hojas de datos de cada uno
de los pacientes que ingresen a UCI sin lesion renal aguda, con factores de riesgo para su aparicion; Se
recabaran los pardmetros bioquimicos y se caracteristicas clinicas de relevancia desde su ingreso y hasta la
aparicion de lesion renal aguda, al ingreso hospitalario para las determinaciones por ensayo de
enzimoinmunoanalisis de adsorcion de NGAL E IL-18, en el laboratorio de la Unidad de Investigacion de
Enfermedades Nefrologicas, s e realizara curva ROC para determinar la sensibilidad y especificidad, ademas
de los valores predictivos positivo y negativo. para la determinacién de polimorfismo se usara un tubo EDTA
para extraccion de Acido desoxirribonucleico (DNA) con cuantifcacion de DNA 'y posterior procesamiento
de reaccion de cadena de la polimerasa (PCR) en el laboratorio previamente citado. Dichas actividades se
realizaran por la Dra. Soto Santillan que cuenta con experiencia en determinaciones por ELISA y extraccion

de DNA, ademas de procesamiento de PCR.
Determinacion de los polimorfismos
Extraccion de ADN

La sangre se deposito en tubos de 5 mL que contenian la sal disdica del acido etilendiamino tetra acético
(EDTA) 0.5M, pH 8, como anticoagulante. La extraccion de DNA genémico mediante la técnica de Rocco

modificado, a partir de la muestra sanguinea que se obtendra de los pacientes.
a) Centrifugar la muestra sanguinea a 3500 rpm

b) Separar todo el suero de la muestra

c) Extraer los leucocitos

d) Agregar 2mL de sacarosa-triton y 1mL de agua bidestilada

e) Agitar en vortex

f) Incubar 10 minutos en frio

g) Agitar en vortex cada 3 minutos y reincubar hasta completar 10 minutos

h) Centrifugar 15 minutos a 2500rpm
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i) Decantar sobrenadante

j) Agregar 2mL de sacarosa-triton y 1mL de agua bidestilada
k) Centrifugar 10 minutos a 2500rpm

I) Suspender la pastilla en 72uL de NaCl 5mM

m) Transferir a tubo Eppendorf

n) Agregar 36uL de SDS al 10% (agitar vigorosamente) 0) Incubar 5 minutos a temperatura ambiente p)

Agregar 246uL de NaCl saturado g) Incubar 5 minutos a temperatura ambiente
r) Centrifugar a 14 000 rpm por 10 minutos

s) Recuperar la fase liquida intermedia

t) Precipitar con dos volimenes de etanol absoluto frio

u) Lavar con etanol 70% dos veces

v) Centrifugar a 14 000rpm 5 minutos

w) Decantar el etanol

X) Suspender la pastilla con agua bidestilada (20-60uL)

Cuantificacion de ADN

Las muestras de ADN se cuantificaran con el espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Inc. Wilmington, DE USA. El espectrofotometro ND-1000 ayuda a estimar la cantidad de ADN
gendmico y verificar su calidad, dependiendo de la densidad dptica obtenida a dos diferentes longitudes de
onda 260 nm y 280 nm. Se considera que el ADN tiene una adecuada pureza cuando el cociente de densidad
Optica 260/280 nm es mayor a 1.8, mientras que si es menor a 2.0 se considera el ADN de la muestra podria

tener algun tipo de contaminacion que pueden ser sales o proteinas.
Procedimiento:

e Colocar 1ul de H20 pura en el lector del aparato, cerrar el brazo del lector y realizar la

asignacion del elemento considerado blanco
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e Limpiar el lector utilizando solamente material apropiado (kim wipes)
e Colocar ahora 1uL de la muestra problema y realizar la lectura

e Tomar los datos referentes a esa lectura

El genotipo de los alelos 2, 3y 17 de CYP2C19, se determind por ensayos de discriminacion alélica punto
final con sondas TagMan (Applied Biosystems) y TagMan GT Master Mix (Applied Biosystems) en un
termociclador 7900 HT fast real time PCR System (Applied Biosystems). En un estudio previo se conformo
el genotipo CYP2C19 por secuenciacién bidireccional, utilizando primer locus especifico. En este estudio,

hemos preparado una nueva dilucién y reanalizando un 30% las muestras.
Integridad el ADN

Para verificar la integridad del ADN el método por excelencia es la separacion en gel de agarosa, el cual

permite la identificacion y purificacion de fragmentos de &cidos nucleidos ademas de verificar la integridad.

e Preparar gel de agarosa al 1.5%, colocar en cAmara de electroforesis con una solucion buffer
TBE 1X A 2uL de muestra agregar 3L de buffer de carga 6X, cargar en el gel y correr a 60V
durante 1h

e Observar en el transiluminador
PCR en tiempo real

En este tipo de ensayos se requiere de un par sondas Thermo, una sensor que debe ser complementaria al alelo
silvestre del SNP de interés y otra sonda adyacente al SNP objetivo, adicionalmente se requieren
oligonucleotidos especificos para la amplificacion de la region de interés. Una de las sondas es marcada con
Red640 (emite fluorescencia a 640 nm), la segunda sonda esta marcada con fluoresceina (es usada como
fluoréforo donador, emite fluorescencia a 350 nm). Al momento en el que las sondas hibridan con la secuencia
y debido a que las moléculas se encuentran a una distancia suficientemente cercana, el equipo excita a una
molécula de tal manera que ocurre la transferencia de energia la cual es registrada por el equipo justo en el

momento que se esta llevando a cabo.

Las sondas utilizadas para la busqueda de variantes de TNFSF4 rs2205960
GTGCRTGRCATIIGCATAMMATAAGTGTTCAATAAATATTAGINIATTCTTATRIRTCAGTICA

173222336 en GRCh38
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https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=1:173221836-173222836;vdb=variation;vf=42937179
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=1:173221836-173222836;vdb=variation;vf=67218556
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=1:173221836-173222836;vdb=variation;vf=41594024
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=1:173221836-173222836;vdb=variation;vf=39006827
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=1:173221836-173222836;vdb=variation;vf=1509581
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=1:173221836-173222836;vdb=variation;vf=75629692
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=1:173221836-173222836;vdb=variation;vf=10232539
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=1:173221836-173222836;vdb=variation;vf=29769123
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=1:173221836-173222836;vdb=variation;vf=70162894
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;r=1:173221836-173222836;vdb=variation;vf=49326682

Las concentraciones de las sondas se ajustaran a 0.2 M de “anchor” y 0.4 M de sensor a 0.25 M de ambas. El

“Master mix” que se utilizara es el “Light Cycler 480 Probes Master mix” (ROCHE)

Las condiciones para la PCR de tiempo real se programaran en el aparato LightCycler480 (ROCHE) y son
las descritas por (Yi, 2009)

e A 95°C durante 10 minutos de pre-incubacion.

e Realizar 47 ciclos de amplificacion: a. 95°C por 10 segundos para la desnaturalizacion
e A 55°C por 10 segundos para el alineamiento ¢. 72°C por 10 segundos para la extension
e Serealizaran 4 curvas de Melting a 94°C

e Conservacion a 37°C
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Criterios de seleccion
Criterios de seleccion:

o Criterios de inclusion:
= Pacientes pertenecientes al servicio de terapia intensiva con factores de riesgo para
desarrollar lesion renal aguda
= Pacientes sin diagndstico de lesion renal aguda previa a su ingreso en unidad de
cuidados intensivos
= Que cuenten con evaluaciones clinicas y bioquimicas de la funcién renal desde su
diagndstico y hasta la presentacion de diagndstico de lesion renal aguda
o Criterios de exclusion:
ERC en sustitucion de la funcion renal
o Criterios de eliminacion
= Pacientes que se rehdsen a otorgar el consentimiento informado
= Pacientes que egresa de la unidad hospitalaria

= Pacientes sin determinacion bioquimica
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Variables

Variables de Estudio: lipocalina de gelatinasa de neutrofilo, interleucina 18, creatinina serica, gasto urinario,

uso de terapia de remplazo renal, comorbilidades.

Unidades  Rango de Prueba Tipo de Definicion
de medicion estadistica  variable Conceptual
Medicion

Lipocalina de Contiua Curvas Cuantitativa Presencia de
gelatinasa del ROC/AUC lesion renal
neutrofilo aguda.
Nivel serico
mayor a 580
ng/ml

Interleucina 18 Mg/dL Continua Curvas Cuantitativa
ROC/AUC

mg/dL Continua T pareada Cuantitativa 0.6-1.2 mg/dL
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Anélisis estadistico
Se evaluaran los valores discriminativo y el rendimiento de los biomarcadores candidatos para predecir los

criterios de valoracion del estudio. En resumen, el area bajo la curva ROC (AUC) (informada como AUC
[intervalo de confianza (I1C) del 95 %]) basada en las concentraciones de biomarcadores medidas al ingreso
en la UCI junto con los criterios de valoracion primarios y secundarios del estudio se calculd por separado
para cada marcador (NGAL, IL 18, KIM 1, creatinina sérica). Los coeficientes de correlacion se calcularon
utilizando la prueba de correlacion de rangos de Spearman con los polimorfismos NADPH y MIF CATT5-7
. La precision discriminativa de un biomarcador para predecir un evento de interés se considerd aceptable
cuando el AUC univariante >0,7 . Las AUC se compararon segln el método de Hanley y McNeil. Para evaluar
la capacidad de un biomarcador para predecir de forma independiente los criterios de valoracion, calculamos
la razon de posibilidades (OR) [Exp(B)] ajustada a las siguientes variables de puntuacion de riesgo de lesion
renal de Cleveland: género, insuficiencia cardiaca congestiva definida segun la clasificacion de la New York
Hearth Association clase 3 0 4 o fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo <35%, enfermedad renal
cronica definida como Cr preoperatoria >1.2, diabetes mellitus insulinodependiente, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica y antecedentes de cirugia cardiaca. Evaluaremos las mejoras en el rendimiento del modelo
de referencia definido anteriormente luego de agregar un biomarcador utilizando la mejora de la
reclasificacion neta libre de categorias (cfNRI) y la mejora de la discriminacion integrada. Se utilizara SPSS,
version 25.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE. UU.), MedCalc, version 19.5.2 (MedCalc Software Ltd., Ostend,
Bélgica)
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Aspectos éticos
Este protocolo ha sido disefiado en base a los principios éticos para las investigaciones médicas en seres

humanos adoptados por la 182 Asamblea Médica Mundial Helsinki, Finlandia de junio de 1964 y enmendada
por la 292, Asamblea Médica Mundial en Tokio, Japon de octubre; 352 Asamblea Médica Mundial, Venecia,
Italia de octubre de 1983; 412 Asamblea Médica Mundial de Hong Kong de septiembre de 1989; 482
Asamblea General Somerset West, Sudafrica de octubre de 1996 y la 522. Asamblea General de Edimburgo,
Escocia de octubre de 2000. Nota de clarificacion del parrafo 29, agregada por la asamblea general de la
AMM Washington 2002, nota de clarificacion del parrafo 30, agregada por la asamblea general de la AMM,
Tokio 2004 y Helsinki 2008 y de acuerdo a lo normado en la ley general de salud y en el Instituto Mexicano

del Seguro Social para investigacion en seres humanos. >0

Este estudio requiere de carta de consentimiento informado la cual se elabora como elemento anexo a este

protocolo, el cual seré leido y explicado a cada paciente para su participacion.

Asimismo, se respetan cabalmente los principios contenidos en el Cédigo de Nuremberg y el Informe

Belmont; donde los investigadores garantizan que:

1. Se realizé una bisqueda minuciosa en literatura cientifica sobre el tema a desarrollar.

2. El estudio se sometera a la evaluacion por el comité de Investigacion de la Unidad Médica de Alta
Especialidad Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda Gutiérrez” del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, y se ajustara a las recomendaciones de la Coordinacion Local de Investigacion
del Instituto Mexicano del Seguro Social.

La investigacion serd realizada por personas cientificamente calificadas y bajo la supervision de un
equipo de médicos clinicamente competentes y certificados en su especialidad.

Este protocolo guardaréa la confidencialidad de las personas, y no se obtendra ningun beneficio directo
para los participantes. EI mayor beneficio sera de aspecto cientifico, al obtener datos (como
caracteristicas clinicas y bioguimicas) que permitan un diagndstico temprano, y con eso se disminuya

el impacto de la lesion renal aguda, al identificar cambios en la concentracion sérica

32



El presente protocolo implica un riesgo minimo para el paciente con base en articulo 17 del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud. En la evaluacion
riesgo/beneficio se dictamina que existe un beneficio colectivo, ya que se permitira el enriquecimiento
del conocimiento de la comunidad cientifica, calificindose de riesgo minimo como formacion de
hematoma y en casos excepcionales lesion vascular reportado en menos de 1 evento por cada 10,000.
El beneficio sustancial de los pacientes es la identificacion oportuna de la lesion renal aguda, identificando a
aquellos que requieran manejo hidrosalino, uso de diuréticos, ademéas de ajuste de nefrotoxicos,
antimicrobianos, en aquellos que progresen a lesion renal aguda KDIGO 11, con requerimiento de inicio de

terapia de reemplazo renal en modalidad terapia lenta continua o hemodidlisis intermitente, con un impacto

positivo en la funcién renal.

La importancia de correlacionar biomarcadores séricos con polimorfismos relacionados a riesgo sustancial de
desarrollar lesién renal aguda, mayor estancia hospitalaria ,que aquellos pacientes con lesidn renal aguda

evolucionen a dependencia a dialisis, mortalidad.

Consideramos relevante este estudio que nos dilucidara en relacién a traspolar laboratorio y clinica. Con ello
reducir los costos ya que la identificacion tardia conlleva mayor estancia hospitalaria, ademas de perdida de
funcional y riesgo de deterioro de la funcion renal de manera permanente, con repercusion negativa en su vida
cotidiana. Ademas de permitir los polimorfismos en nuestra poblacion hospitalaria, que puede aportar nuevas

lineas de investigacion.

Todos los pacientes que ingresaron al estudio seran tratados con apego estricto de confidencialidad,
durante la recoleccion de la informacidn, no se registrara el nombre o algin dato personal que permita
la identificacion del paciente, quedando prohibida la divulgacion. Asimismo, los reportes de la
investigacion no llevaran ningun dato personal de los participantes. Unicamente con folio LRA-2023
-numero consecutivo

El consentimiento informado se recabara por parte de la Dra Soto al ingreso del paciente, explicando

riesgos y beneficios, a la par de la necesidad de estudios de la funcion renal seriados, el DNA solo se
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almacenara durante la determinacién de PCR de los polimorfismos mencionados en el protocolo de

investigacion y posteriormente sera depurado
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Programa de trabajo

Enero-Febrero 2023

Junio
2022

Enero a
Jun 2024



Recursos humanos, fisicos y financieros.
Humanos

e Dr. Juan Carlos Anda Garay
e Dr. Luis Sanchez Hurtado

e Dra. Raquel Pamela Soto Santillan

Fisicos: se cuenta con computadora, programa estadistico y material de oficina
Financieros: el servicio de medicina interna cuenta con el equipo necesario para la captura
electronica, por otra parte la infraestructura disponible en recursos técnicos como de personal con

experiencia hace factible el estudio.
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Resultados

Nosotros evaluamos a 104 pacientes, de los cuales 52 con diagndstico de lesion renal aguda y 52 pacientes
hospitalizados sin lesidn renal aguda hospitalizados.

Encontramos diferencias estadisticamente significativas en edad p=0.001 entre ambos grupos, los niveles de
creatinina fueron diferentes entre ambos grupos p=0.001, los niveles de glucosa sérica fueron diferentes
entre ambos grupos p=0.001, NGAL sérico p=0.001, IL-18 sérico p=0.001

CARACTERISTICAS DE PACIENTES CON Y SIN LESION RENAL AGUDA
PACIENTES CON LRA PACIENTES SIN LRA P
N=52 N=52

Edad 47,31+17,16 36,89+9,653 0.001
Peso 77,52+14,34 77,25+15,194 0.061
Talla 165,15+7,64 164,33+8,565 0.365
Creatinina 3,1387+1,36 0,9447+0,23 0.001
Glucosa 135,88+12,07 78,97+4,74 0.001
NGAL 203,9708+42,01 66,2520+10,42750 0.001
IL 18 259,3039+30,36 126,4466+40,39199 0.023

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de la poblacién evaluada.

Evaluamos los polimorfismos entre ambos grupos, en la tabla se describen los genotipos de los pacientes
con y sin lesion renal aguda no encontrado diferencias evaluadas por chi cuadrada p=0.916

rs74387438 PACIENTES CON LRA PACIENTES SIN LRA

genotipo N=52 NELY

40(76.92%) 36 (69.23%)
11(21.15%) 14(26.92%)
1(1.92%) 2(3.84%)

Tabla 3. Genotipos de rs74387438 involucrado en el metabolismo oxidativo de la familia de NOX.

R8243_5378 PACIENTES CON LRA PACIENTES SIN LRA
genotipo N=52 NSV

40(76.92%) 16 (65.23%
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C/IC

0

12(23.07%

21(30.76%)
0

Tabla 4. Genotipos de rs 2435378 involucrado con el factor inhibidor de la migracion de macréfagos.

Evaluamos por curvas ROC a los biomarcadores con la presencia de lesion renal aguda.

Curva ROC

Sensibilidad

02

0,0

02 04

1 - Especificidad

Figura 1. NGAL y presencia de lesidn renal aguda

Variables de resultado de prueba: NGAL
Positivo si es mayor o igual que?

50,0000
51,5000

0,8

Coordenadas de la curva

Sensibilidad

1,000
1,000

0 10

1 - Especificidad

1,000
,940
38



53,0000
54,6500
55,6500
56,5000
57,5000
59,5000
61,5000
62,7000
63,9500
66,0000
67,6500
68,2500
69,0500
69,6000
69,9000
70,5000
71,5000
72,1700
72,7750
74,4050
76,2000
76,9000
77,7500
80,4000
83,1500
85,5000
87,2500
110,7500
138,5000
143,5000
148,5000
153,5000
154,1500
154,6500
155,5000
156,9000
158,7000
174,6000
189,6900
194,1900
202,1000

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
,981
,962
,942
,923
,904
,788
,769
,750
,692
,635
,615
,596
577

897
802
784
;707
690
672
629
612
552
509
491
A74
457
440
422
405
353
293
276
233
216
172
155
,095
052
034
017
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
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212,7450 519
220,5950 ,462
227,6500 404
234,2500 ,385
236,7000 ,365
239,9500 346
242,2500 288
243,5300 231
243,9500 212
244,6700 154
245,8500 ,135
248,9500 ,115
252,6000 ,096
254,1500 077
254,8750 ,058
258,3750 ,038
263,5000 ,019
266,7000 ,000
Tabla 5. Coordenadas de curva ROC para NGAL
Curva ROC
10
08
.-'r
E 05
%
P 04
02
D'DD,D 02 0,4 0,6 03

Los segmentos de diagonal se generan mediante empates.

Figura 2. Curva ROC de IL 18

1 - Especificidad

1,0

,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
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Coordenadas de la curva

Variables de resultado de prueba: IL 18

Positivo si es mayor o igual que?

Sensibilidad

1 - Especificidad

33,2000 1,000 1,000
51,3500 1,000 974
74,7500 1,000 ,957
82,0000 1,000 ,940
83,5000 1,000 ,922
85,5000 1,000 ,905
89,5000 1,000 ,888
94,0000 1,000 ,871
96,5000 1,000 ,853
97,5000 1,000 ,819
98,2000 1,000 ,784
98,5500 1,000 , 167
98,7300 1,000 ,750
98,8800 1,000 ,733
99,3350 1,000 ,690
100,3350 1,000 ,672
101,5000 1,000 ,655
104,0000 1,000 ,629
107,0000 1,000 ,612
108,5000 1,000 ,595
110,5000 1,000 ,578
113,2500 1,000 ,560
114,7500 1,000 ,534
116,0000 1,000 ,491
119,0000 1,000 474
122,2000 1,000 ,457
123,7000 1,000 ,440
128,5000 1,000 422
133,7800 1,000 ,405
134,7250 1,000 ,379
135,9450 1,000 ,353
139,5000 1,000 ,328
143,5000 1,000 ,284
148,0000 1,000 ,267
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153,5000 1,000 ,250
157,5000 1,000 ,207
160,5000 1,000 ,190
165,0000 1,000 ,172
168,5500 1,000 ,155
176,5500 1,000 ,112
187,5000 1,000 ,069
192,5000 1,000 ,052
202,9500 1,000 ,034
212,9500 ,980 ,034
217,5000 ,961 ,034
221,5000 ,941 ,034
222,5000 ,922 ,034
223,1000 ,902 ,034
223,9500 ,882 ,034
227,8500 ,863 ,034
232,0000 ,843 ,034
233,5000 ,824 ,034
234,7000 ,784 ,034
236,3000 , 745 ,034
237,3500 725 ,034
237,7500 ,686 ,034
239,5000 ,686 ,017
243,5000 ,667 ,017
246,0500 ,627 ,000
247,1500 ,608 ,000
249,3000 ,588 ,000
251,2000 ,569 ,000
296,6500 ,118 ,000
306,8000 ,098 ,000
314,3000 ,078 ,000
319,3000 ,059 ,000
328,5000 ,039 ,000
339,0000 ,020 ,000
346,0000 ,000 ,000

Tabla 6. Coordenadas de curva ROC para IL 18
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Figura 3. Curva ROC de biomarcadores NGAL, IL 18 y creatinina sérica

El area bajo la curva de IL 18 fue 0.55 (IC 95% 0.46-0.63) NGAL fue 0.58 (IC 95% 0.49-0.66).



Discusion

El presente estudio evaluo la presencia de biomarcadores de dafio renal agudo NGAL, IL 18 y creatinina
séricos en pacientes sin dafo renal agudo y en pacientes con lesion renal aguda hospitalizados. Encontramos
una elevacion de NGAL sérico en aquellos pacientes con lesion renal aguda versus pacientes sin lesion renal
aguda, en un metaanalisis conducido por Pan et al incluyeron a 38,725 de los 8,340 con lesion renal aguda,
los niveles de  NGAL sérico ( 84.7%, 95% CI 80.7-87.9%), IL-18 sérico (82.1%, 95% CI 70.2-88.9%)
nuestro estudio encontro lo siguiente NGAL sérico (58.2 95% IC 49.5-66.9), IL 18 (55.2 95% IC 46.5-63.9).
una limitante importante de nuestro estudio es la ausencia de determinacion de NGAL e IL 18 urinarias, ya
que estos biomarcadores de dafio renal constituyen una herramienta Gtil con una sensibilidad 80.0 (74.7-84.4)
y especificidad del 81.8 (77.3-85.5), IL 18 urinaria con una sensibilidad 61.0 (51.3-69.9) y especificidad 78.3
(72.8-82.9). *°

Jahaj et al. Evaluaron a 266 pacientes criticamente enfermos sin sepsis, evaluaron los niveles de NGAL y
creatinina realizaron curvas ROC para estimar el valor pronostico, encontrando que aquellos pacientes con
NGAL elevado al ingreso tenian mayor riesgo de desarrollar lesion renal aguda comparados con aquellos que
no desarrollaron lesion renal aguda, p= 0.001, dentro de este estudio evaluaron como punto de corte de NGAL
90.5 con una area bajo la curva de 0.67 95% IC 0.60-0.74, en el analisis de NGAL y creatinina con una rea
bajo la curva de 0.67 95% IC 0.59-0.74 56 con una sensibilidad de 59.14 % y especificidad 67.86%

Yi etal. Incluyo a 151 pacientes con uno o mas factores de riesgo para lesién renal aguda, con la finalidad de
predecir aquellos con enfermedad renal crénica preexistente, realizaron un modelo de regresion logistica que
incluyo NGAL sérico y creatinina inicial, en aquellos pacientes sin enfermedad renal cronica prexistente

encontraron un mejor poder predictivo en el uso de NGAL urinario (0.79 vs 0.66, P =0.010) 7

La lipocalina gelatinasa de neutréfilo con un valor de corte de 387 ng/ml predice mortalidad a 28 dias en
pacientes con sepsis® Nuestro estudio tiene una limitante relevante que no evaluamos consecutivamente
durante su estancia hospitalaria estos biomarcadores, para determinar la prediccion de desenlaces clinicos a
30 dias.

Li et al evaluaron a los pacientes con sepsis analizaron factores de riesgo ademas de construccion de curvas
ROC ademas de analizar el nivel de factor inhibidor de la migracion de macr6fagos y la mortalidad en

pacientes con lesion renal aguda, encontrando que los niveles elevados de factor inhibidor al ingreso tenia una
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area bajo la curva de 0.79, encontrando como un buen predictor de lesién renal KDIGO 3, severidad de la
misma, ademas de mortalidad.>®

Nuestro estudio tiene como limitante que no evaluo6 los niveles séricos de factor inhibidor de la migracion de
macrofagos (MIF) unicamente nuestro estudio evaluo los genotipos de la poblacién con y sin lesion renal
aguda.

el uso de IL 18 urinario se ha descrito en pacientes con enfermedades inflamatorias cronicas y cirugia
cardiotoracica®®*

Bullen et al. Evaluaron marcadores de funcion tubular como: NGAL, KIM 1, FGF 23, PTH, IL18 entre otros
determinando los 4 factores que reflejan la lesidn/reparacion de los tubulos (NGAL, IL-18 y YKL-40), la
lesion/fibrosis de los tdbulos (KIM-1 y MCP-1), la reabsorcion de los tubulos (A1M y B2M) y la
reserva/metabolismo mineral (UMOD, FGF-23 y PTH). Cada puntuacién de 1 DE de reserva tubular/factor de
metabolismo mineral mas alta se asoci6 con una disminucién de la TFGe 0,58% (IC del 95%, 0,39%-0,67%) mas
rapida, independientemente de la TFGe inicial y la albuminuria. Tanto los factores de lesidén/reparacion de los
tibulos como de lesion de los tubulos/fibrosis se asociaron de forma independiente con el riesgo futuro de LRA
(por 1 DE mayor, HR de 1,18 [IC del 95 %: 1,10-1,37] y 1,23 [IC del 95 %: 1,02-1,48], respectivamente). Nuestro
estudio no evalué de manera prospectiva cambios en la tasa de filtrado glomerular.®?

Los polimorfismos permiten evaluar la variacién individual con alguna enfermedad en especifico y su presentacion
poblacional, en el caso especifico de lesion renal aguda se considera una enfermedad poligénica donde multiples
interacciones con factores de riesgo se consideran relevantes en su presentacion clinica, se han relacionado algunos
estudios de asociacion genomica para la identificacion de genes puntuales®

Perianayagametal et al encontraron que una variante del NADPH en una unidad 22 fosforilada proporciono mayor

riesgo de mortalidad asociada a lesion renal aguda
Nuestro estudio tiene como limitante el que no evaluamos los biomarcadores en diferentes momentos de la

hospitalizacién, sin embargo, da pauta para estudios posteriores, evaluamos la presencia de genotipos del

metabolismo oxidativo de NADPH de la familia NOX-4 y factor de migracion del neutrofilo.
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Conclusiones

El &rea bajo la curva de IL 18 fue 0.55 (IC 95% 0.46-0.63) NGAL fue 0.58 (IC 95% 0.49-0.66)
Nuestro estudio da pauta para continuar una linea de investigacion sobre los cambios en los biomarcadores
séricos y presencia de polimorfismos, ademas de requerir un mayor estudio al evaluar las vias de sefializacion

implicadas en el metabolismo oxidativo modificado en los pacientes con lesidn renal aguda.
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Anexos

‘ I
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
Direccion de Prestaciones Médicas

Unidad de Educacién, Investigacion y Politicas de Salud
Coordinacién de Investigacion en Salud

“Carta para protocolos con implicaciones de bioseguridad”

Titulo del protocolo de investigacion

“NGAL e IL-18 como predictores de lesion renal aguda intrahospitalaria y su

en salud: correlacién con polimorfismos del NADPH y MIF CATT5-7 en poblacién mexicana.
Investigadora o el Investigador Dr. Juan Carlos Anda Garay

Responsable:

Lugar donde se desarrolla el HE CMN Siglo XXI IMSS/

protocolo:

Implicaciones de Bioseguridad

Marque las opciones que aplique a su protocolo: Tipo

(X) Material bioldgico infecto-contagioso. Tejidos y acidos nucleicos

Cepas patdgenas de bacterias, virus o parasitos

Material radioactivo.

Animales genéticamente modificados.

Células genéticamente modificadas.

Vegetales genéticamente modificados.

e N R R N
— N N N N

Material que pueda poner en riesgo la salud del
personal.

() Material que pueda poner en riesgo la salud del
derechohabiente.

Material que pueda afectar el medio ambiente.

Animales de laboratorio, granja o vida silvestre

Trasplante de células, tejidos u 6rganos.

~ A~~~
~— N

Terapia celular.

La normatividad sobre Bioseguridad relacionada con este protocolo, debe mencionarse enel
apartado de “Aspectos de Bioseguridad” del protocolo de investigacion. También se debe
manifestar que existe evidencia documental auditable en el sitio donde se desarrollara el protocolo:

a) Permisos y/o licencias oficiales que se requieran para llevar a cabo el trabajo
propuesto.

b) Las instalaciones de los laboratorios involucrados se encuentran en estadosatisfactorio
de operacion y son adecuadas para llevar a cabo el trabajo
propuesto.

¢) El equipo a utilizar se encuentra en estado satisfactorio de operacion.

d) Existen dispositivos personales de proteccion que se encuentran en estado
satisfactorio de operacion.




e) Los involucrados en el protocolo, incluyendo a los estudiantes que participen en el
mismo, han recibido la capacitacidon necesaria para trabajar con el material sefialado
anteriormente.
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f) Se mantendran las condiciones adecuadas de instalaciones, equipo y personal
durante el desarrollo del protocolo y que el protocolo se suspendera en caso
de haber alguna irregularidad.

g) Lineamientos Generales recomendados para la utilizacién de: I)
Sustancias quimicas peligrosas y toxicas

h) Ley General de Salud

i) Bioseguridad en laboratorios biomédicos y microbiolégicos 2009, (52 Edicion),
Centro para el control y prevencién de enfermedades (CDC), Institutos
Nacionales de Salud, Departamento de Salud y Servicios Humanos, USA.

J) Los materiales utilizados o sobrantes, serdn eliminados o almacenadosde
forma apropiada de acuerdo a practicas de bioseguridad consignadas en la
NOM-052-SEMARNAT-2005 y NOM-087-SSAl- 2002 en las que se
establecen los lineamientos de seguridad e higieneen el trabajo, asi como el
manejo de residuos peligrosos biolégico infecciosos, ademas el Instituto
cuenta con convenios con compaiiias especializadas en recolecciéon y manejo.
Los procedimientos para el manejo de los residuos quimicos (CRETI) que se
generen durante la realizacién del proyecto se llevaran a cabo de acuerdo a
los Lineamientos Generales Recomendados para la Utilizacién de Sustancias
Quimicas Peligrosas y Toxicas e Is6topos Radioactivos de la Comision de
Bioseguridad del IMSS.

El Investigador Responsable declara que conoce, ha leido los requisitos
para protocolos de investigacion con implicaciones de bioseguridad del
IMSS, y cumplird las normas, reglamentos y manuales de bioseguridad
gue apliquen al protocolo.

Dr. Juan Carlos Anda Garay

Nombre y firma del Investigador Responsable

Para el desarrollo de este proyecto se consultaron los documentos:

e Lineamientos Generales recomendados para la utilizacion de: 1) Sustancias quimicas
peligrosas y toxicas

e Ley General de Salud

e Bioseguridad en laboratorios biomédicos y microbiolégicos 2009, (52 Edicidn), Centro

para el control y prevencion de enfermedades (CDC), Institutos Nacionales de Salud,
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Departamento de Salud y Servicios Humanos, USA

También se manifiesta que existe evidencia documental auditable de que:
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a) Se cuenta con los permisos y/o licencias oficiales que se requieran para llevar a cabo el
trabajo propuesto.

b) Las instalaciones del laboratorio involucrado se encuentran en estado satisfactorio de
operacion y son adecuadas para llevar a cabo el trabajo propuesto.

c) El equipo a utilizar se encuentra en estado satisfactorio de operacion.

d) Existen dispositivos personales de proteccion que se encuentran en estado satisfactorio de
operacion.

e) Los involucrados en el proyecto, han recibido la capacitacion necesaria para trabajar con el
material sefialado anteriormente.

f) Se mantendrdn las condiciones adecuadas de instalaciones, equipo y personal durante el
desarrollo del proyecto y que el protocolo se suspenderd en caso de haber alguna
irregularidad.

Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos (RPBI):

Derivado de la emergencia sanitaria por COVID-19 y con el objeto de atender las medidas de
prevencion de infecciones por SARS-CoV-2 y de otras infecciones, y de esta manera disminuir el
riesgo de su transmision a nivel comunitario, en los centros de atencion a la salud de todos los niveles,
se atenderan las recomendaciones del Proceso de Prevencion de Infecciones para las personas con
Covid-19), contactos y personal de la salud independientemente del trabajo con pacientes con lesion
renal aguda.

En este contexto, todo el personal de salud que manipule y transporte las muestras, debera utilizar
precauciones estandar durante la exploracion del paciente, entre las que se incluye realizar la higiene
de manos antes y después de cada consulta, entrevista y exploracién del paciente. Si existe
contaminacion con las manos durante la manipulacién de la muestra, se debe realizar higiene de

manaos.

Las muestras seran almacenadas en la Unidad de Investigacion de Enfermedades Nefrologicas
El material desechable utilizado para su manejo (jeringas, agujas, torundas, gasas, etc.) sera
colocado en contenedores punzocortantes o bolsas rojas, dependiendo del caso. Todo este
material sera recolectado por el personal destinado para el transporte del RPBI en periodos no

mayores de 7 dias paraser llevado al almacén temporal de RPBI del Hospital.
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La unidad de investigaciéon y el laboratorio cuenta con los equipos necesarios para la
realizacion de losprocedimientos antes mencionados. Asimismo, que, se cuenta con personal
altamentepreparado para la realizacion de estudios moleculares requeridos para el presente
estudio. Dentro de la infraestructura, areas y equipo para almacenamiento de las muestras, asi

comolas &reas para el trabajo experimental se encuentran las siguientes:

-Area para almacenamiento de muestras: Para ello se dispone de una zona de almacenamiento
de aproximadamente 12 m? donde se cuenta con un ultracongelador de - 85°C, un congelador
de -20°C y un refrigerador de 8°C, cada uno dispone de un sistema de alarma de temperaturas
y corriente eléctrica y cuentan con un sistema de alimentacion Ininterrumpida (SAI) que
proporciona energia eléctrica en caso de apagon y regulador que filtra subidas y bajadas de

tension.

-Area de trabajo experimental: Se cuenta con campana de bioseguridad para extraccion de DNA
y RNA, campana de luz UV para realizacion de PCR, Termociclador Perkin Elmer,
Termociclador tiempo real One Step plus, termomixers, Centrifugas sin refrigeracion,
microcentrifugas, microscopio con fluorescencia Leitz, incubadora sin COg, vortex, juegos de
pipetas volumétricas de 10, 20, 100, 200 y 1000ul, 4 cAmaras de electroforesis horizontales,

fuente de poder.

Biocustodia de las muestras:

Se revisaran los registros histopatoldgicos de los servicios de patologia y las muestras que
cuenten con los criterios de seleccion seran analizadas. En este sentido, todas las muestras seran
procesadas y resguardadas en la Unidad de Investigacion de Enfermedades Nefrologicas en donde se
realizaran las mediciones de los componentes de acidos nucleicos y determinaciones de
infecciones virales posibles. Se establece que el Dra. Raquel Pamela Soto Santillan sera la
responsable de la biocustodia de las mismas, y responsable de la destruccion de las alicuotas

remanentes.
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Embalaje de muestras y Transporte de muestras

Se usara un sistema basico de embalaje/envasado triple. Una vez tomada la muestra sanguinea, y
biopsias, estas serén etiquetadas con un folio interno consecutivo y colocada dentro de un contenedor
primario (bolsas de plastico con cierre, para espécimen bioldgico) y posteriormente se colocaran
dentro de un frasco de plastico rigido o contenedor secundario. Finalmente, el contenedor secundario
sera colocado dentro de una caja de poliuretano (tipo termo) y sellada de acuerdo con las
recomendaciones de la Guia sobre la reglamentacion relativa al transporte de sustancias infecciosas
2019-2020, emitidas por la OMS el 1 de enero de 2020. Esta técnica de triple embalaje o de tres
capas, se empleara para el transporte externo de la muestra de sangre y biopsias de los pacientes. De
esta manera, las muestras bioldgicas de los pacientes estardn dentro de un sistema de
embalaje/envasado de tres capas, en el que se puedan utilizar capas redundantes de
embalaje/envasado y cantidades suficientes de material absorbente para controlar las fugas o
filtraciones de la contencion.

De acuerdo con la Guia sobre la reglamentacion relativa al transporte de sustancias infecciosas 2019—
2020 [60]; la sangre es un material bioldgico infeccioso, perteneciente a la clase 6, categoria B. En
consiguiente, se usard como designacion oficial de transporte la leyenda: UN3373 [Sustancia
bioldgica, de categoria B]. Se seguiran el instructivo de embalaje/envasado a usar sera el P650 (para
el de las sustancias categoria B, asignadas con el N° UN 3373) [61].

Dado que se trata de una sustancia infecciosa de categoria B, no es imprescindible que el transporte
la realice una empresa especializada [59]. Es por ello por lo que la Dra. Raquel Pamela Soto Santillan
es quien las transportara al laboratorio , en medio de transporte particular, procurando asegurar el
contenedor terciario o paquete, con un sistema de sistema de anclaje que impida el movimiento del
paquete y posibles golpes. Es responsabilidad del Dra. Raquel Pamela Soto Santillan el transporte y

se asume que conoce los riesgos y el compromiso de informar en caso de ocurrir un incidente.

Manipulacion de muestras de sangre en el laboratorio

Tratandose de sangre de pacientes criticamente enfermos con y sin lesion renal aguda y con
posibilidad de infecciones acompaiiantes como virus de hepatitis C (HCV), virus de hepatitis B
(HBV) etc; es de caracter obligatorio atender las disposiciones sefialadas tal como se mencionan en
la Norma Oficial Mexicana NOM-010-SSA2-2010. Cualquier exposicion accidental a materiales
infecciosos debera ser reportada inmediatamente al jefe del laboratorio para la evaluacion adecuada

[62]. Cualquier manipulacion, procesamiento y analisis de muestras de sangre y biopsias de pacientes
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deberéan realizarse en laboratorios debidamente equipados por personal competente, previamente
capacitado en los procedimientos técnicos y de seguridad. Deben seguirse las pautas nacionales sobre

seguridad de la biotecnologia en el laboratorio en todas las circunstancias [63].

Las muestras de sangre de los pacientes deben ser manejadas en un laboratorio de Nivel de
Bioseguridad 2 (BLS-2), provisto de gabinetes de seguridad bioldgica (BSC) de Clase Il, tipo B2. A
este respecto, en el IMSS se encuentran estos gabinetes de seguridad, tipo B2 de la marca Nuaire®,

en excelentes condiciones de funcionamiento.

El gabinete BSL-2 esta indicado cuando el trabajo se enfoca a la manipulacion de agentes asociados
con enfermedades humanas que presentan un riesgo moderado [60]. Este tipo de gabinete esta
provisto de una superficie y paredes de acero inoxidable, una ventanilla de vidrio temperado con
deslizamiento vertical, asi como un flujo laminar, filtros HEPA y luz UV.

El gabinete de seguridad bioldgica de Clase Il, tipo B2, destinado al manejo de sangre de pacientes
con VIH, estard equipado con contenedores de desechos internos (suministrados con solucion de
0.5% de hipoclorito de sodio, bolsa roja chica para RPBI), donde se descarta cualquier posible
material biol6gico contaminado (tubos de pléastico, microtubos, puntas de micropipeta) [64].

El personal o investigador que manipulara las muestras bioldgicas usara de manera obligatoria equipo
de proteccién personal (googlees, bata desechable o bata blanca de laboratorio, 1 pares de guantes
desechables, mascarilla quirdrgica 0 KN95, necesarios para evitar la propagacion de gotas no
deseadas). Las puertas del laboratorio se mantendran cerrados durante todos los experimentos en
curso. Asimismo, se limitara la presencia de dos personas capacitadas, dentro del area del laboratorio
donde se encuentre el gabinete de seguridad biologica clase 11, tipo B2.

En los Laboratorios, existe evidencia documental auditable de que:

a) Las instalaciones se encuentran en estado satisfactorio de operacion y reciben mantenimiento
(preventivo) de manera periodica que hacen factible el desarrollo del protocolo.

El personal que operara en el gabinete BSL-2 cuenta con equipo personal de proteccion (googles,
bata desechable de polipropileno, resistente a liquidos, de frente cerrado, con bies y pufios elasticos

de algodon, cubrebocas quirdrgico, gorro quirdrgico).

Tratamiento de los RPBI
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De acuerdo con la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, publicada en el Diario Oficial de la
Federacion el 17 de febrero del 2003, los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos (RPBI) son
residuos generados durante los servicios de atencion medica que contienen agentes biologicos
infecciosos y que puedan causar efectos nocivos a la salud y al ambiente [63].

Dado que en la presente Investigacion, se generaran residuos de sangre (y sus hemoderivados como
plasma) y los utensilios desechables utilizados para su manipulacion; el desarrollo del presente
protocolo, se llevara a cabo en apego estricto a las Normas oficiales Mexicanas: NORMA Oficial
Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 de Proteccion ambiental Salud ambiental-Residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos-Clasificacion y especificaciones de manejo, la NOM-052-
SEMARNAT-2005, que establece las caracteristicas, el procedimiento de identificacion,
clasificacion y los listados de los residuos peligrosos y la NOM-055-SEMARNAT-2003, que
establece los requisitos que deben reunir los sitios que se destinaran para un confinamiento
controlado de residuos peligrosos previamente estabilizados [63-66].

El destino final de los componentes sanguineos (paquete eritrocitario y plasma en el caso del presente
protocolo) su desecho en las condiciones sanitarias previstas en la NOM-087-SEMARNAT- SSA1-
2002 [63].

En relacién con los restos de sangre y sus hemoderivados (plasma, fraccion celular), al final de cada
experimento, se procedera a inactivar con solucion de hipoclorito de sodio al 1%, empleando una
décima parte del volumen de hipoclorito de sodio respecto al volumen de sangre a inactivar. Al
tratarse de un RPBI en estado liquido inactivado, en apego a la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002
[63], estos RPBI liquidos, posteriormente, se depositaran en un recipiente hermético color rojo
etiquetado con la leyenda “PELIGRO BIOLOGICO - RPBI”, el cual se llenara al 80% de su

capacidad, cerrandose antes de ser transportadas al sitio de almacenamiento temporal .
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Procedimiento para el manejo de residuos quimicos (CRETY) y residuos peligrosos
biolégico infecciosos

Residuos

Residuos quimicos

Clasificar

CRETI

(NOM-052-SEMARNAT-2005)

Almacén temporal

Residuos biolégicos infeccioso
(NOM-0B87-SEMARNAT-SSA1-2002)

N

Desactivar
(Hipoclorito al 6%, 30 min)

Clasificar:
Soélido, liquido, punzo-cortante

Eliminac

Disposicién para:

i6n temporal

Disposicién Final

(Recoleccién por empresa autorizada) |
-~
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COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

Carta de consentimiento informado para participacién en
protocolos de investigacion (adultos)

Nombre del estudio:

NGAL e IL-18 como predictores de lesion renal aguda
intrahospitalaria y su correlacion con polimorfismos
del NADPH y MIF CATT5-7 en poblacion mexicana.

Patrocinador externo (si aplica): No aplica
Lugar y fecha: Ciudad de Mexico a 07 de julio del 2023
Nuamero de registro institucional: F-2023-3601-040

En este estudio se pretende analizar 2 elementos presentes en la sangre de los pacientes
con dafio renal agudo como predictores de dafio renal agudo, con la finalidad de mejorar
los tiempos diagnésticos

Justificacion y objetivo del estudio:

Se tomaran muestras de sangre al ingreso a unidad de cuidados intensivos, se le tomara
una muestra de sangre venosa para conocer los niveles de creatinina sérica y miccion
ademas se realizar4 una revision de expedientes, con el fin de recolectar datos que
incluyen: genero, edad, presencia de enfermedades, laboratorios sanguineo e
identificacion de una molécula en sangre que puede llevarnos a identificar tempranamente
a personas aquejadas por el dafio renal agudo.

Procedimientos:

riesgo minimo ya que se realizara toma de muestra de sangre venosa por via periférica
gue en algunos casos puede presentar dolor en sitio de puncién en una proporcién ain
menor del 1% posibilidad de lesién vascular, nerviosa, infeccion de tejidos blandos.

Posibles riesgos y molestias:

se realizara un estudio que evalué estas sustancias sanguineas, ademas del tratamiento
oportuno en caso de encontrar anormalidades, usted recibird atencién oportuna.

Posibles beneficios que recibira al participar

en el estudio:
Informacién sobre resultados y alternativas Con los resultados que arroje la informacién proporcionada, se averiguara la importancia
de tratamiento: de las moléculas evaluadas en su sangre
En caso de no desear participar en el estudio se atendera de forma oportuna en caso de
presentar lesion renal aguda
Participacion o retiro: Nos comprometemos a aclarar toda duda que surja durante el desarrollo del estudio, al

mismo tiempo le informamos que usted es libre de retirar su autorizacion para el uso de
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su informacién en todo momento, sin que esto modifique la atencién que recibe por parte
del personal del IMSS.

En cualquier momento el participante puede retirarse del estudio, sin que esto modifique
su tratamiento ya que su tratamiento es independiente a este estudio.

cabe recalcar que toda la informacién recabada sera confidencial, sin relacionarla a sus
datos personales, por lo que su identidad se encuentra protegida.

Privacidad y confidencialidad:

Declaracién de consentimiento:

Después de heber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

I:I No acepto participar en el estudio.
I:I Si acepto participar y que se tome la muestra solo para este estudio.
I:I Si acepto participar y que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros, conservando su sangre hasta por

afios tras lo cual se destruira la misma.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigadora o Investigador Responsable:

Colaboradores:

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comité Local de Etica de Investigacion en Salud
del CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, correo electronico: comité.eticainv@imss.gob.mx

Nombre y firma del participante Dra. Soto Santillan 97385451
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacién y firma Nombre, direccion, relacion y firma
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Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion,
sin omitir informacién relevante del estudio.

Clave: 2810-009-013
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