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RESUMEN

Elobjetivodeesteestudio fueinvestigarlosniveles demoléculas
de deteccion temprana de dafio renal en la orina, que incluyen
la molécula 1 de lesién renal en humanos (KIM-1), la proteina
hepética transportadora de acidos grasos (L-FABP), el N-acetil-
b-D-glucosaminidasa A (NAG) y la lipocalina asociada con la
gelatinasa de neutréfilos (NGAL), en nifios con deficiencia de
vitamina B12 (cobalamina). Se incluyeron 12 nifios con deficiencia
de vitamina B12 y 20 nifios sanos en el grupo de referencia
emparejado. Se registraron los parametros hematologicos, la
urea en suero, la creatinina (Cr), los electrolitos, y los niveles de
vitamina B12 y folato. Se calculd la tasa de filtracién glomerular
estimada (TFGe). Semidieronlosniveles de proteinas, electrolitos
ymarcadoresde deteccién tempranaenlaorina. Los pacientes con
deficiencia de cobalamina tenian un cociente significativamente
superior de electrolitos/Cr en la orina (p < 0,05). Se hallaron
niveles significativamente superiores de KIM-1/Cr, L-FABP/
Cr,NAG/CryNGAL/Crenlaorinaenel grupo con deficiencia
de cobalamina (p < 0,05). En estos pacientes, también se hallaron
correlaciones negativas significativas entre los niveles de
vitamina B12 en suero y los marcadores en la orina (p < 0,05).
Elaumento de los electrolitos y de las moléculas marcadoras de
lesion renal en la orina en los nifos con deficiencia de vitamina
B12 sugiere una posible disfuncién renal subclinica, que no
puede determinarse mediante las pruebas funcionales renales
convencionales.
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INTRODUCCION

La vitamina B12 (cobalamina) es un componente
esencial de la proliferacién y la diferenciacién
celular, la hematopoyesis y las funciones
neuroldgicas.! La deficiencia de cobalamina es un
problema mundial en todos los grupos etarios. La
deficiencia de cobalamina puede causar diversos
sintomas, dado que la vitamina B12 es esencial
para la sintesis de los dcidos nucleicos, para los
eritrocitos y para el mantenimiento de la mielina.?
En los lactantes, se observan sintomas como
hipotonia, convulsiones y retraso en el desarrollo,
mientras que en los nifios de mayor edad se
observan cambios hematolégicos megaloblasticos,
signos extrapiramidales y delirio o psicosis.> Se han
informado casos de absorcion deficiente selectiva de
vitamina B12 o sindrome de Grasbeck-Imerslund,
junto a proteinuria’. Ademas, si la deficiencia de
cobalamina avanza, produce anemia,* que puede
derivar en hipoxia crénica como una de las causas
de lesion renal.’ Si bien los aspectos hematolégicos
y neurolégicos de la deficiencia de cobalamina
se han investigado ampliamente, no se encontré
un estudio sobre los efectos renales de dicha
deficiencia en la bisqueda bibliografica.

Los niveles en suero de la creatinina o el
nitrégeno ureico en sangre no aumentan hasta
que se pierde mds de la mitad de las funciones
renales.® Por lo tanto, se necesitan biomarcadores
de deteccién temprana no invasivos que predigan
el dafio renal subclinico. Los biomarcadores con
mas probabilidad de lograrlo son la molécula 1
de lesién renal en humanos (KIM-1), la proteina
hepatica transportadora de dcidos grasos
(L-FABP), el N-acetil-b-D-glucosaminidasa A
(NAG) y la lipocalina asociada con la gelatinasa
de neutréfilos (NGAL). En este estudio, se
utilizaron nuevos marcadores de lesién, que
incluyen KIM-1, L-FABP, NAG y NGAL, para
investigar los posibles efectos subclinicos de la
deficiencia de cobalamina en las funciones renales.

De acuerdo con la basqueda de bibliografia en
inglés, no se hallaron estudios que investigaran
marcadores de deteccién temprana de dafio renal



en ninos con deficiencia de vitamina B12. Por lo
tanto, en este estudio, el objetivo fue investigar
la posibilidad de lesién renal subclinica, que
no puede determinarse a través de métodos
convencionales en los nifios con deficiencia de
cobalamina.

MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron 12 nifios (7 varones, 5 mujeres)
con deficiencia de cobalamina, que ingresaron al
hospital de la Universidad de Dicle entre abril
y diciembre de 2015. El grupo de referencia
incluyé6 20 nifios sanos emparejados por edad
y sexo (11 varones, 9 mujeres), que ingresaron
al hospital debido a un control de rutina o una
cirugia menor, sin anemia ni uso de fdrmacos o
enfermedades que afectaran las funciones renales.
Se registraron los antecedentes médicos, los
motivos de consulta y los resultados del examen
fisico. Se excluy¢ a los nifios con diabetes mellitus,
enfermedad reumadtica, infeccion urinaria,
septicemia, nefropatia, antecedentes de uso de
farmacos nefrotéxicos, enfermedad hepatica o
respiratoria, o cardiopatia.

Se registraron los siguientes valores:
hemoglobina sanguinea (Hb), leucocitos,
eritrocitos, volumen globular medio (MCV),
concentracién globular media de hemoglobina
(MCHC) y plaquetas. La anemia infantil se
definié como la concentracién de hemoglobina
(Hb) inferior al valor de corte establecido por la
Organizaciéon Mundial de la Salud: 11 g/dl en
nifios de 6 a 59 meses, 11,5 g/dl en nifios de 5 a
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11 afios y 12 g/dl en nifios de 12 a 14 afios’. Los
analisis bioquimicos incluyeron lo siguiente: urea
en suero, creatinina (Cr), electrolitos [sodio (Na),
potasio (K), calcio (Ca)], aspartato transaminasa
(AST), alanina aminotransferasa (ALT), lactato
deshidrogenasa (LDH), proteina C-reactiva (PCR),
y niveles de vitamina B12 y folato. El diagnéstico
de deficiencia de cobalamina se estableci6é cuando
los niveles de vitamina B12 eran < 148 pmol/],
con niveles normales de folato y con la exclusiéon
de otras causas de anemia.

Se centrifugaron muestras de orina de 10 ml
durante 3 minutos a 3000 rpm, y la orina de la
parte superior del tubo se transfirié a cuatro
tubos Eppendorf diferentes, que se almacenaron
a -80 °C hasta las mediciones. En las muestras de
orina, se estudiaron las siguientes variables: Ca,
Na, K, magnesio (Mg), acido trico (AU), proteina
y Cr. También se midieron los marcadores de
deteccién temprana de lesién renal en la orina,
que incluyen KIM-1, L-FABP, NAG y NGAL. Los
parametros bioquimicos se investigaron con un
dispositivo Abbott ARCHITECT C16000 (Abbott
Park, IL), a través de un método enzimatico
colorimétrico. Los marcadores de deteccién
temprana de dafio renal se examinaron mediante
el método de analisis inmunoenzimatico sobre
adsorbente (ELISA). Para las comparaciones, las
concentraciones de electrolitos y marcadores de
detecciéon temprana de lesién renal en la orina
se dividieron por la creatinina en la orina. La
TFGe se calcul6 a partir de la creatinina en suero
utilizando la férmula de Schwartz para los nifos.®

TasLa 1. Caracteristicas demogrificas y bioquimicas del grupo de deficiencia de cobalamina (B12) y el grupo de referencia

(mediana [minimo-mdximo])

Grupo de deficiencia de B12 (n=12) Grupo de referencia (n= 20) p
Edad (afios) 8,0 (1,0 - 14,0) 5,0 (2,0 - 11,0) NS
Altura (cm) 125,0 (74,0 - 157,0) 109,0 (75,0 -145,0) NS
TFGe (ml/min/1,73 m?) 101,7 (90,6 - 115,8 104,7 (83,4-121,5) NS
Vitamina B12 en suero (pg/ml) 111,0 (50,0 - 147,0) 298, 0 (122 - 442,0) <0,001
Folato en suero (ng/ml) 17,5 (9,2 - 23,0) 15,0 (11,0 - 19,0) NS
Glucosa en suero (mg/dl) 92,0 (84,0 - 124,0 87,0 (79, 0 -100,0) NS
Urea en suero (mg/dl) 17,0 (15,0 -223,0) 18,0 (15,0 - 23,0) NS
Creatinina en suero (mg/dl) 0,50 (0,31 - 0,56) 0,49 (0,33 -0,58) NS
Sodio en suero (mEq/1) (136,0 (134,0 - 139,0) 137,0 (131,0 - 141,0) NS
Potasio en suero (mEq/1) 45(3,1-5,3) 4,3(3,8-5,9) NS
Calcio en suero (mg/dl) 10, (7,8 -10,4) 9,7 (9,0 -11,0) NS
AST en suero (UI/1) 34,0 (15,0 - 42,0) 26,5 (14,0 - 48,0) NS
ALT en suero (UI/1) 20,0 (9,0 - 43,0) 15,0 (8,0 - 35,0) NS
LDH en suero (UI/1) 345,0 (223,0 - 2313,0) 254,5 (169,0 - 330,0) <0,001

TFGe: tasa de filtracién glomerular estimada; AST: aspartato transaminasa; ALT: alanina aminotransferasa;

LDH: lactato deshidrogenasa; NS: no significativo.
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El estudio cumplié con las pautas de
la Declaracién de Helsinki, todos los sujetos
firmaron un consentimiento informado y el
protocolo del estudio fue aprobado por el
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Dicle.

Los datos numéricos se presentaron como
media mas/menos desviacion estandar, mediana
y méximo-minimo, mientras que los datos
categodricos se presentaron como nimero y
porcentaje. Para la comparacién entre grupos
independientes, se utiliz6 la prueba U de Mann-
Whitney. Para comparar los datos categoricos, se
utilizo la prueba de la %2 Las relaciones entre los
datos se investigaron mediante los analisis de
correlacién de Spearman. El valor p inferior a 0,05
se considerd estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Se incluyeron 12 nifios (7 varones, 5 mujeres)
con deficiencia de cobalamina. El grupo de
referencia incluy6 20 nifios sanos (11 varones,
9 mujeres). No hubo una diferencia significativa
entre la edad media de los nifios con deficiencia
de cobalamina y la de los nifios sanos del grupo
de referencia (6,9 + 4,6 frente a 5,3 + 2,4 afios)
(p>0,05) (Tabla 1).

No se hallaron diferencias significativas en la
TFGe y los niveles de urea en suero, Cr, Na, K,
Ca, ALT, AST, glucosa y folato entre los pacientes
con deficiencia de cobalamina y los del grupo de
referencia. El nivel medio de vitamina B12 en
suero fue significativamente inferior en el grupo
de deficiencia de cobalamina comparado con el
grupo de referencia (p < 0,001); sin embargo, el

TasLa 2. Caracteristicas hematologicas del grupo de deficiencia de cobalaminay el grupo de referencia (mediana [minimo-mdximo])

Grupo de deficiencia de B12 (n=12) Grupo de referencia (n= 20) p
Leucocitos 9,1(8,8-14,4) 8,0(54-10,4) NS
Eritrocitos (x10°¢ células/ul) 3,7 (1,3-4,2) 4,8 (4,2-6,6) <0,001
Hemoglobina (g/100 ml) 10,1 (4,4-11,2) 13,0 (12,0 -15,0) <0,001
Hematocrito (%) 30,4 (12,6 -33,6) 39,0 (32— 49,0) <0,001
MCYV (fL) 90,0 (82,3 - 96,0) 80,1 (73,4 -87,0) <0,001
MCHC (g/dL) 34,3 (32,1- 36,9) 32,4 (27,0 -35,0) 0,031
Recuento de plaquetas (x10°/mm?) 273,0 (127,0 -664,0) 288,5 (304,6 —664,0) NS

MCV: volumen globular medio; MCHC: concentracion globular media de hemoglobina; NS: no significativo.

TaBLA 3. Niveles de moléculas de deteccion temprana de lesién renal en la orina en el grupo de deficiencia de cobalamina y el

grupo de referencia (mediana [minimo-mdximo])

Cociente Grupo de deficiencia de B12 (n=12) Grupo de referencia (n= 20) p

KIM-1/Cr 0,08 (0,01 -0,32) 0,01 (0,00 - 0,03) 0,008
NGAL/Cr 19,5 (3,1-87,1) 3,9(1,1-10,5) 0,019
NAG/Cr 0,81 (0,13 -5,85) 0,19 (0,04 - 0,70) 0,003
L-FABP/Cr 3,87 (0,76 - 19,21) 0,90 (0,34 - 2,09) 0,011

NGAL: lipocalina asociada con la gelatinasa de neutréfilos; NAG: N-acetil-b-D-glucosaminidasa;
L-FABP: proteina hepatica transportadora de acidos grasos; KIM-1: molécula 1 de lesién renal en humanos; Cr: creatinina.

TasLa 4. Cocientes de electrolitos/creatinina en la orina en el grupo de deficiencia de cobalamina y el grupo de referencia

(mediana [minimo-mdximo])

Grupo de deficiencia de B12 (n=12)

Na/Cr 2,27 (1,21-14,25)
K/Cr 0,76 (0,39 — 2,33)
Ca/Cr 0,12 (0,02 - 1,30)
P/Cr 0,52 (0,15- 2,02)
Mg/Cr 0,17 (0,05 - 0,25)
Proteina/Cr 0,09 (0,05 - 0,26)
Acido urico/Cr 0,93 (0,07-2,21)

Grupo de referencia (n= 20) p
1,74 (0,40 -5,37) 0,029
0,56 (0,19 - 2,25) NS
0,05 (0,01- 0,26 NS
0,65 (0,23 -1,22) NS
0,09 (0,03 - 0,25) NS
0,09 (0,03 - 0,21) NS
0,22 (0,04-1,56) 0,025

Na: sodio; K: potasio; Ca: calcio; P: fésforo; Mg: magnesio; Cr: creatinina.



nivel de LDH en suero fue significativamente
superior en el grupo de deficiencia de cobalamina
(p <0,001) (Tabla 1).

Se hallaron niveles significativamente mas
bajos de eritrocitos, hemoglobina y hematocrito
(p <0,001), y niveles més altos del volumen
globular medio y la concentracién globular media
de hemoglobina en el grupo de deficiencia de
cobalamina (p < 0,001; p= 0,035, para cada uno).
No se observaron diferencias significativas entre
los dos grupos en cuanto a los recuentos de
leucocitos y plaquetas (p > 0,05) (Tabla 2).

Los nifios con deficiencia de cobalamina tenian
cocientes significativamente superiores de KIM-
1/Cr, NGAL/Cr, NAG/Cr y L-FABP/Cr en la
orina en comparacién con los nifios sanos del
grupo de referencia (p= 0,008; p= 0,019; p= 0,003;
p= 0,011, respectivamente) (Tabla 3).

Si bien los pacientes con deficiencia de
cobalamina tenian valores significativamente
mas altos de Na/Cr y AU/Cr en la orina en
comparacion con el grupo de referencia (p= 0,029;
p= 0,025, respectivamente), no se hallaron
diferencias significativas en los valores de P/Cr,
Mg/Cr, K/Cr, Ca/Cry proteina/Cr entre los dos
grupos (Tabla 4).

Se hallaron correlaciones positivas significativas
entre los cocientes de KIM-1/Cr, L-FABP/Cr,
NAG/Cr y NGAL/Cr en la orina en el grupo con
deficiencia de cobalamina (p < 0,05). Se hallaron
correlaciones negativas significativas entre el
nivel de vitamina B12 en suero y los cocientes de
biomarcadores/Cr en la orina (p < 0,05). Ademas,
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se hallaron correlaciones negativas significativas
entre los valores de hemoglobina y hematocrito,
y los cocientes de los biomarcadores en la orina
(p < 0,05). Finalmente, se observaron correlaciones
negativas significativas entre los eritrocitos y los
cocientes de L-FABP/Cr y KIM-1/Cr en la orina
en los pacientes con deficiencia de cobalamina
(Tabla 5).

DISCUSION

El aumento de los valores de Na/Cry AU/
Cr en la orina en los ninos con deficiencia de
cobalamina puede indicar disfuncién tubular
renal. En la insuficiencia renal crénica, se halld
que los biomarcadores de lesién en la orina
disminuyen si los niveles bajos de hemoglobina
se corrigen mediante la administracion de
eritropoyetina’. La anemia que se produce en
la deficiencia de cobalamina puede dar lugar a
la hipoxia crénica. Las células tubulares renales
tienen un alto nivel de actividad metabélica y
consumo de oxigeno, y mucha tendencia a la
hipoxia.'

La KIM-1, como proteina transmembrana,
aumenta en las células tubulares proximales
después de una lesién isquémica o nefrotéxica,
y se expresa en las areas fibréticas de los rifiones
dafiados.!" Se hallaron niveles elevados de
KIM-1 en la orina en los nifios con deficiencia
de cobalamina como marcador de cambios
tabulointersticiales.

Se cree que la L-FABP es un antioxidante
enddégeno que elimina las lesiones

TabLa 5. Coeficientes de correlacion de Spearman entre los novedosos biomarcadores en la orina y otras variables en el grupo

de deficiencia de cobalamina

NGAL/Cr NAG/Cr L-FABP/Cr KIM-1/Cr
B12 r -0,396 -0,475 -0,453 -0,458
p 0,005 0,001 0,001 0,001
Hb r -0,325 -0,365 -0,349 -0,360
p 0,026 0,012 0,016 0,013
Eritrocitos r 0,322 -0,297 -0,339 -0,358
p 0,027 0,043 0,020 0,014
MCV r 0,281 0,418 0,364 0,340
p 0,049 0,003 0,010 0,017
NGAL/Cr r 0,931 0,969 0,977
p <0,001 <0,001 <0,001
NAG/Cr r 0,958 0,945
p <0,001 <0,001
L-FABP/Cr r 0,984
p <0,001

Hb: hemoglobina; MCV: volumen globular medio; NGAL: lipocalina asociada con la gelatinasa de neutrdfilos;
NAG: N-acetil-b-D-glucosaminidasa; L-FABP: proteina hepética transportadora de acidos grasos.
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tubulointersticiales, y es un biomarcador del
dafo renal crénico y de su avance."? Por lo tanto,
la L-FABP en la orina podria ser un novedoso
biomarcador para la isquemia intrarrenal crénica.
La eliminacién mas elevada de L-FABP en la orina
que se detect6 en los pacientes con deficiencia
de cobalamina puede ser un signo de hipoxemia
cronica debido a la anemia por deficiencia de
cobalamina.

EI NAG es una abundante enzima lisosémica
de las células tubulares renales que se libera en la
orina durante una lesion tubular proximal®. La
NGAL forma parte de la familia de las lipocalinas
y se ha identificado como un sensible biomarcador
de dafio tubular renal en la nefropatia aguda
y cronica.' La eliminacién significativamente
elevada de NAG y NGAL en la orina en los
pacientes con deficiencia de cobalamina puede
indicar lesién subclinica de los ttibulos renales.

El dafio en las células tubulares renales
puede dar lugar a la disfuncién tubular, con una
alteracion en la reabsorcién de electrolitos. En
nuestro estudio, se hall6 una mayor eliminacién
de Na y acido drico en la orina. Ademads, el
mayor nivel de moléculas marcadoras de lesion
renal en la orina de los pacientes sugeria dafno
renal. La correlacién de estos cuatro novedosos
biomarcadores indicé que estos pacientes pueden
tener dafio renal y destacé el valor de dichos
marcadores.

Si bien no hubo diferencias en los cocientes
de proteina/Cr en la orina entre los pacientes
con deficiencia de cobalamina y los pacientes
sanos, Wahlstedt-Froberg y cols. informaron
una mayor eliminacién de proteinas en los seis
pacientes con sindrome de Grésbeck-Imerslund
de su estudio. El nivel no elevado de proteina
en la orina de los pacientes de nuestro estudio
puede estar relacionado con la etiopatogenia
diferente (deficiencia de cobalamina alimentaria), en
comparacion con la absorcién deficiente selectiva de
vitamina B12 del sindrome de Grasbeck-Imerslund.*

Las correlaciones negativas entre las moléculas
marcadoras de lesién renal en la orina y los
niveles de hemoglobina y vitamina B12 en el
grupo con deficiencia de cobalamina apoyan
la existencia de un proceso crénico en el que
la lesién renal aumenta de forma paralela al
incremento de deficiencia de cobalamina.

La limitacién principal es la poca cantidad
de participantes en el grupo con deficiencia de
cobalamina, y la otra limitacién es el disefio
transversal del estudio. No fue posible medir los
biomarcadores en la orina una vez terminada

la suplementacién con cobalamina debido a la
pérdida de la mayoria de los pacientes durante
el seguimiento.

En conclusién, a pesar de los niveles normales
detectados en las pruebas funcionales renales
convencionales que se realizan con frecuencia, el
aumento de las moléculas marcadoras de lesion
renal en la orina puede indicar la existencia
de dafo renal subclinico en los pacientes con
deficiencia de vitamina B12. B
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