XX Encuentro de Jovenes Investigadores
de la Universidad Nacional del Litoral
18y 19 de Octubre de 2016

DETERMINACION DE VALORES DE REFERENCIA PARA MARCADORES DE
UROLITIASIS EN ORINA DE ESTUDIANTES DE LA FACULTAD DE BIOQUIMICA Y
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL SANTA
FE 2014-2016

Bartolomé Jimena #

A Departamento de Bioquimica Clinica y Cuantitativa, Facultad de Bioquimicay Ciencias
Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral

Area: Ciencias Bioldgicas
Sub-éarea: Bioguimica
Grupo: X

Palabras claves: calciuria, oxaluria, citraturia

INTRODUCCION

La urolitiasis es una patologia multifactorial, siendo el estudio metabdlico de los
pacientes litidsicos indispensable para prevenir la alta recurrencia de esta enfermedad
(Ruiz Pecchio y col, 2015). EI mismo implica la determinacién de inhibidores y
promotores de la litogénesis presentes en la orina (pH, diuresis, calcio, citrato, oxalato,
acido urico, fosfato, sulfato, magnesio y amonio, entre los principales). La cristalizacion
de las sales formadoras de calculos depende del equilibrio entre promotores e
inhibidores encontrdndose en una solucion metaestable; cualquier alteraciéon de dicho
equilibrio condiciona un estado de sobresaturacion que favorece la precipitacion y la
subsiguiente formacién del calculo (Salha Villanueva y col, 2007). Las alteraciones
metabdlicas mas frecuentemente asociadas a litiasis son la hipercalciuria, la
hiperoxaluria, la hipocitraturia y la hiperuricosuria.

En las sociedades occidentales el oxalato de calcio es el principal constituyente de la
mayoria de los célculos (Khan y col, 2016). El oxalato proviene de dos fuentes: la
produccion enddgena y la absorcidn intestinal a partir de los alimentos. El oxalato tiene
mas influencia que el calcio como promotor de la cristalizacién en condiciones de
hipercalciuria e hiperoxaluria, refiriéndose que es 15-20 veces mas potente que el
exceso de calcio (Salha Villanueva y col, 2007). El citrato, en cambio, es un fuerte
inhibidor de la cristalizacion de sales de calcio. La mayoria de los pacientes con litiasis
renal presentan hipocitraturia (Del Valle, 2013). En cuanto a la litiasis renal de acido
arico, el principal factor de riesgo es un pH urinario persistentemente acido, y no
necesariamente la hiperuricemia o hiperuricosuria (Kim y col, 2016).

Las concentraciones en orina de los marcadores de urolitiasis dependen de factores
climaticos, genéticos, ambientales, estilo de vida y alimentacidn, entre otros. De alli la
necesidad de determinar los valores de referencia en cada poblacion para realizar una
certera evaluacion metabdlica.

OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivos determinar los valores de referencia de calcio,
oxalato, citrato y acido Urico urinarios en una poblacion sana de estudiantes de la
Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas (FBCB) de la Universidad Nacional del
Litoral (UNL), Santa Fe. Ademas, establecer la frecuencia de hipercalciuria,
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hiperoxaluria, hipocitraturia e hiperuricosuria utilizando el rango hallado y los
publicados para otras poblaciones.

METODOLOGIA
Poblacién y muestra de referencia

Se definié como poblacién de referencia los 679 alumnos de la Carrera de Bioquimica
de la FBCB-UNL, de la ciudad de Santa Fe, Argentina, durante el periodo 2014-2016.
El tamafio de muestra se determin6 con el Programa EPIDAT version 3.1 para un nivel
de confianza del 95 %, con una precision del 5 % y una prevalencia esperada para
esta enfermedad del 4 %, debiendo tener un tamafio minimo de 55 alumnos.

Se estudiaron 100 alumnos de ambos sexos, con edades comprendidas entre 18 y 31
afios. La participacion fue voluntaria. Se realizé una reunion informativa y todos los
alumnos firmaron su consentimiento (aprobado por el Comité Asesor de Etica y
Seguridad de la Investigacion de la FBCB-UNL). Luego de aplicar los criterios de
exclusion, la muestra de referencia fue de 69 alumnos.

Datos personales, antropométricos y clinicos de la muestra de referencia

Se aplic6 una encuesta personal donde se recogieron datos de historia clinica,
antecedentes familiares, dieta y habitos personales. Se tomaron medidas
antropomeétricas: peso, talla, y cintura abdominal. Se determiné la presion arterial
tomando el valor promedio de las ultimas dos de tres tomas de tension arterial
separadas por 2 minutos con el sujeto en sedestacién y utilizando tensiémetro
aneroide.

Especimenes analizados y determinaciones realizadas

A todos los participantes se los instruyé sobre su preparacién previa a la toma de
muestra. Se obtuvo: sangre, orina de 24 h y la primer orina de la mafiana.

Se extrajo sangre a los alumnos por puncién venosa, se fraccioné para hemograma y
pruebas quimicas. Se separ6 el suero y se guardd en crioviales a -18° C hasta el
momento de su utilizacion. Se realizaron las determinaciones de laboratorio:
hemograma por contador hematolégico Sysmex XS 1000i y microscopia; glucosa,
urea, colesterol y triglicéridos por métodos enzimaticos-colorimétricos; creatinina por
método colorimétrico Jaffé cinético. Todos los kits utilizados fueron marca Wiener.

En las muestras de orina, se determiné la diuresis, el pH y la densidad. En la primer
orina de la mafiana ademas se realiz6 microscopia del sedimento y se estudié su
composicion quimica con tiras reactivas marca Combur-Test®. La orina de 24 horas se
dividio en dos fracciones: una se acidific6 a pH<2 con HCI 6N y la restante no. Ambas
fracciones se centrifugaron y los sobrenadantes fueron guardados en crioviales a -18
°C hasta su utilizacién. Se cuantificd citrato por el método enzimatico-colorimétrico de
citrato liasa/malato deshidrogenasa de Bio-Systems, oxalato por el método enzimatico-
colorimétrico oxalato oxidasa/peroxidasa de Trinity Biotech, calcio por el método
colorimétrico cresolftalein complexona de Wiener y &cido arico por el método
enzimatico uricasa/peroxidasa de Wiener. Se utiliz6 un espectrofotometro Metrolab
1600 plus.

Tratamiento estadistico
Para realizar el tratamiento estadistico de los datos se utilizd el programa estadistico
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RESULTADOS

Para la determinacién de los valores de referencia se siguieron las recomendaciones
del National Committee for Clinical Laboratory Standards (Sasse y col, 2000). Luego
de analizar los resultados de las determinaciones realizadas a la muestra se
excluyeron quienes presentaron alguna de las siguientes caracteristicas:

Historia personal y/o familiar de litiasis urinaria, personas que variaron su estilo de vida
y habitos alimentarios usuales en los 30 dias anteriores al estudio, alteraciones séricas
ylo urinarias de los pardmetros bioquimicos evaluados, tasa de filtracion glomerular
estimada por ecuacion de Cockcroft-Gault < 90 mL/min/1,73 m?, indice de Masa
Corporal: 30 kg/m? < IMC < 18 kg/ m?, hipertensos, tratamiento con medicamentos 0
dietas particulares, consumo de alcohol > 45g/dia, fumar mas de 10 cigarrillos/dia,
embarazo y lactancia.

En la Tabla 1 se muestra el analisis descriptivo de los datos obtenidos. Antes de
calcular los intervalos de referencia, se observaron los histogramas con el objeto de
inspeccionar la distribucion. Se excluyeron los datos aberrantes utilizando los cuartiles
Q1 y Q3. Se aplicaron pruebas de gaussianidad. Los datos de citrato, acido Urico, y
calcio tuvieron una distribucidon normal (asimetria y curtosis entre +2 y -2). El oxalato
alcanzo esta condicion luego de realizar una tranformacién logaritmica. El célculo de
los intervalos de referencia fue realizado utilizando el método paramétrico.

Tabla 1: Andlisis estadistico: citrato, oxalato, calcio y &cido Urico en orina (mg/24h)

Citrato Oxalato Calcio Acido arico
mg/24h mg/24h mg/24 h mg/24 h
n 62 68 66 69
Promedio 389,40 9,40 135,70 420,50
Desviacion estandar 141,13 2,23 58,69 184,55
Asimetria tipificada 0,84 0,024 1,402 1,25
Curtosis tipificada -0,16 0,30 -0,423 -0,50

Fuente: Elaboracién a partir de resultados propios del proyecto.

En la Tabla 2 se presentan para cada uno de los marcadores de urolitiasis estudiados,
los intervalos de referencia (nivel de confianza 95%) con sus respectivos intervalos de
confianza al 90% de cada extremo, segun lo establecido por la Norma.

Tabla 2: Intervalos de referencia con 95% de confianza (mg/24h)

Analito Intervalo de Referencia (NC 95%)
Citraturia (mg/24h) 112,78 (62,41 - 163,14) - 666,01 (615,64 - 716,37)
Oxaluria (mg/24h) 1,96 (1,49 - 2,58) - 45,08 (34,28 - 58,88)
Calciuria (mg/24h) 20,65 (0,35 - 40,95) - 250,74 (230,44- 271,04)
Uricosuria (mg/24h) 58,73 (0,05 - 121,16) - 782,17 (719,74 - 844,60)

Fuente: Elaboracién a partir de resultados propios del proyecto.

Se analizé la conveniencia de realizar una particion segun sexo aplicando el criterio de
Linton, no siendo recomendable la misma para alguno de los analitos.

Los intervalos de referencia obtenidos fueron comparados con los valores establecidos
para otras poblaciones. Con los mismos se determinaron los porcentajes de alumnos
con hipocitraturia, hipercalciuria, hiperuricosuria, e hiperoxaluria en la fraccién de la
muestra que fue excluida del estudio anterior, Tabla 3.



Tabla 3: Comparacién de los intervalos de referencia hallados con los de otras poblaciones

Intervalo de Referencia %
Inserto Kit H: 114-912 mg/24h -
M: 247-1140 mg/24h hipocitraturia 39%
Valores propios | 113-666 mg/24h n=38 3%
hallados
Inserto Kit H: 7-44 mg/24h --
M: 4-31 mg/24h hiperoxaluria 9%
Valores propios | 2-45 mg/24h n=32 3%
hallados
Inserto Kit 300 mg/24h 6%
- hipercalciuria
Valores propios | 21-251 mg/24h n=34 12%
hallados
Pak y col. (1985) 700 mg/24h 6%
- hiperuricosuria
Valores propios | 59-782 mg/24h n=31 6%
hallados

En la Tabla 3 se puede observar que para el citrato, oxalato y calcio los valores de
referencia hallados difieren a los estipulados en el kit comercial, esto determina que
los porcentajes de alteraciones en la excrecion de estos analitos sean diferentes. En el
caso del acido Urico los resultados fueron coincidentes con los referidos por Pak y col.
Es necesario continuar el estudio evaluando la sensibilidad y especificidad de los
valores de corte encontrados a través de las curvas Receiver Operating Characteristic
(ROQ) y la transferibilidad de los mismos.

CONCLUSION

Se obtuvieron los valores de referencia de acido Urico, oxalato, citrato y calcio en orina
de 24 horas en alumnos de la FBCB-UNL. Se encontraron diferencias a los referidos
para otras poblaciones tanto en los insertos de los kit comerciales como los de otras
publicaciones cientificas. Estos resultados muestran la importancia de la
determinacion en cada poblacion de intervalos de referencias propios para realizar un
diagndstico certero de la urolitiasis.
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