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Nuevos biomarcadores usados en el diagnostico del dafio renal en condiciones de
estrés oxidativo

New biomarkers used in the diagnosis of kidney damage under conditions of oxidative stress.

Azucena E. Jiménez-Corona 2, Gilberto Hernandez-Hernandez °, Luis R. Martinez-Santos °

Abstract:

This study shows the importance of candidate biomarkers to predictors of kidney disease, through the results and evidence obtained
in recent years, as well as the direct relationship with oxidative stress. Chronic Renal Disease (CKD), which is the fourth most
prevalent worldwide and is defined as the progressive loss of kidney functionality and a sudden decrease in glomerular filtration
<60ml / min / 1.73m2, for 3 or more months, accompanied by renal abnormalities, structural, functional or both, with accumulation
of nitrogen products and an alteration in hydroelectrolitic homeostasis with the passage of months and even years.
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Resumen:

En este estudio se muestra la importancia de biomarcadores candidatos a predictores de enfermedad renal, mediante los resultados y
evidencias obtenidas en los Ultimos afios, asi como también, la relacion directa con el estrés oxidativo. La Enfermedad Renal Crdnica
(ERC), representa el cuarto lugar en prevalencia a nivel mundial y se define como la pérdida progresiva de la funcionalidad del rifion
y una disminucidn brusca del filtrado glomerular <60ml/min/1.73m2, durante 3 0 mas meses, acompafiada por anormalidades renales,
de tipo estructural, funcional o ambas, con acumulo de productos nitrogenados y una alteracion en la homeostasis hidroelectrolitica
con el paso de los meses e incluso afios.

Palabras Clave:

Enfermedad Renal Crénica, Biomarcadores, Estrés Oxidativo, Obesidad, Filtracion Glomerular.

compensatorio con el fin de satisfacer la alta
demanda metabdlica asociada al incremento de
peso corporal, lo que ocasiona el aumento de la
presion intraglomerular y como consecuencia el

Introduccién

Actualmente a nivel mundial, es bien conocido que
el sedentarismo en la poblacion combinado con

dietas hipercal6ricas conlleva al sobrepeso y a la
obesidad, convirtiéndose asi en factores
importantes de riesgo para desencadenar el
sindrome metabdlico, y padecimientos multiples
incluyendo el progreso de enfermedades crénico
degenerativas, como es el caso del dafio
cardiovascular y la enfermedad renal cronica
(ERC).! Este mecanismo es debido a que, en la
poblacion con obesidad se produce un
mecanismo de hiperfiltracion, probablemente

riesgo de desarrollar ERC.?

En base a lo anterior, la ERC se considera un
problema de salud publica creciente, ya que, si
ésta no es tratada de manera inmediata puede dar
lugar a complicaciones graves como:
enfermedades cardiovasculares,
cerebrovasculares, trastornos hematolégicos,
minerales y 6seos.> Ademas del aumento de la
mortalidad a causa de estas complicaciones.
Asimismo la ERC, se define como la pérdida
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progresiva de la funcionalidad del rifién y una
disminucion brusca del filtrado glomerular
<60ml/min/1.73m? durante 3 0 mAas meses,
acompafiada por anormalidades renales de tipo
estructural, funcional o ambas, con acumulo de
productos nitrogenados y una alteracién en la
homeostasis hidroelectrolitica a corto y mediano
plazo. 4°

La ERC, evoluciona de forma asintomética sin
detectarse hasta situaciones muy avanzadas, por
lo que en la mayoria de los casos es una
enfermedad dificilmente prevenible. Debido a
esto, es de gran relevancia mejorar la deteccién
temprana e influir en la progresion de la
enfermedad renal, ya que asi, se disminuirian las
complicaciones cardiovasculares asociadas a la
enfermedad renal y mejoraria el prondstico, a
corto y largo plazo.* Por lo tanto, al ser la ERC el
cuarto padecimiento con prevalencia a nivel
mundial es necesario mejorar los métodos de
diagnéstico tempranos dirigidos hacia esta
patologia.®

Por otro lado, una variable importante que nos
permite determinar el dafio renal es, la velocidad
de filtracion glomerular especifica (VFGe), que se
calcula empleando férmulas que involucran la
concentracion de la creatinina plasmatica y ciertas
variables demograficas como: edad, sexo y raza.
Sin embargo, actualmente los ultimos hallazgos
reportados, estan relacionados con nuevos
biomarcadores  mayormente  sensibles vy
especificos usados en la determinacion oportuna
del dafio renal.’

Antecedentes

A nivel mundial un gran porcentaje de la poblaciéon
padecen ERC, debido al mal funcionamiento de
los rifiones derivado de un cuadro fisiopatolégico
previo a la disfuncion. Hoy dia, existen
tratamientos sencillos y de bajo costo que pueden
reducir el progreso de la enfermedad previniendo
el riesgo de ataques cardiacos y accidentes
cerebrovasculares.

Es importante destacar, que en etapas iniciales la
enfermedad no presenta sintomas y puede ser
tratada, sin embargo, en etapas avanzadas los

pacientes pueden necesitar de terapia sustitutiva
y en un grado mayor un trasplante renal.?
Bjornstand y colaboradores en el 2018,
determinaron la  medicibn de  algunos
biomarcadores mediante muestras de plasma
para determinar la lesion renal y asi aumentar la
prediccion del padecimiento de la enfermedad
renal en adultos con Diabetes tipo 1, sus
resultados abarcaron los siguientes
biomarcadores: Molécula de lesion renal-1(KIM
1), calbindina, osteoactivina, trébol factor 3
(TFF3), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), microglobulina, cistatina C, Lipocalina
asociada a gelatinasa de neutrdfilos (NGAL) y
osteopontina (OPN).8

De acuerdo a estos hallazgos, recientemente
numerosas moléculas proteicas han sido
identificadas como candidatos a biomarcadores
de ERC. Particularmente la osteopontina,
osteocalcina, y osteoprotegerina, las cuales, son
proteinas presentes fisioldgicamente en tejido
0seo. Sin embargo, la aparicion de estas
proteinas en la excrecién renal se encuentra
aumentada en respuesta a la lesion renal, por lo
tanto, son biomoléculas blanco en la prediccién de
esta patologia. °©

Osteopontina

La OPN es una proteina multifuncional presente
en muchos tejidos y fluidos corporales como:
plasma, orina, leche y bilis.® ! Es producida por
varios tipos de células, incluidas células inmunes
como macréfagos activados y células T, células
del cerebro y rifién, células de musculo liso
vascular, mioblastos de la médula 6sea, células
dendriticas, hepatocitos, células neurales, asi
como; células involucradas en la morfogénesis
6sea, tales como osteoblastos y osteoclastos 113
La OPN regula diversas actividades biolégicas,
entre ellas la remodelacion de la matriz y la
calcificacion tisular, la migracién de
monocitos/macréfagos en la quimiotaxis.4

Por otro lado, se sabe que los niveles de OPN se
expresan en el Asa de Henle, en el tubulo
contorneado proximal y distal, por lo que en estos
segmentos se encuentran aumentados en
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modelos de nefrotoxicidad y por lo tanto, estan
relacionados en la lesién histolégica.™

En el sistema renal, la OPN se sobreexpresa en
pequefias cantidades y se libera en la orina a
través de las células epiteliales, por lo que, en una
disfuncién renal promueve la nucleacion de
cristales de fosfatos y oxalatos de calcio, dando
como consecuencia la formacion de calculos
renales. Estos precipitados (calculos), obstruyen
el flujo en las vias urinarias, por lo tanto, aumenta
la presibn en la capsula de Bowman,
disminuyendo la filtracion glomerular, provocando
asi hidronefrosis (distension y dilatacion de la
pelvis y los célices renales).®

Osteoprotegerina

La Osteoprotegerina (OPG), es un receptor de
citoquinas inflamatorias implicada en la
remodelacion  désea, asimismo es una
glicoproteina soluble de la familia de receptores
del factor de necrosis tumoral (TNF).®La OPG se
expresa en una variedad de tejidos, incluidos los
endoteliales vasculares.® En consecuencia, la
OPG tiene doble funcion de proteccion: promueve
la mineralizacion esquelética, pero previene la
mineralizacion en el tejido vascular.t’

Los niveles elevados de OPG circulantes en
pacientes con enfermedades cardiovasculares y
renales crénicas, se asocian de forma
independiente con la mortalidad por causa del
cancer y la aterosclerosis. 181°

Evrard y colaboradores en el 2015, encontraron
gue la velocidad de pulso por onda no estaba
relacionado con la OPG, sin embargo, se asocio
positivamente con la edad y negativamente con el
indice de masa corporal (IMC). En este estudio
postularon que, la edad y el IMC superaron los
efectos de la OPG. Ademas determinaron que la
OPG fosforilada es necesaria para lograr la
inhibicion de la Calcificacion Vascular en
comparacion de la OPG no fosforilada. *°* Hoy en
dia, todavia se discute acerca de la via de
expresion de la OPG en la lesion vascular, asi
como no esta clara la relacion de los altos niveles
de OPG circulante con la regulacién atenuante en
el proceso de calcificacion. °

Osteocalcina

La Osteocalcina (OC) es una proteina de pequefio
tamafio de la matriz extracelular de tipo no
colageno, donde es expresada en grandes
cantidades por osteoblastos formadores de
hueso. Tiene 45-50 residuos de aminoacidos que
sufren modificaciones postraduccionales por
vitamina K dependiente de Y-carboxilacién. Mas
alld de los efectos sobre su participacion en la
remodelacion de los huesos, también regula la
proliferacion de células beta, la regulacion de
calcificacion vascular, aterosclerosis, la expresion
del gen de insulina, y la sensibilidad a la insulina,
tales hallazgos fueron encontrados en estudios
desarrollados en ratones y humanos. Asimismo,
otras evidencias mostraron un papel potencial de
la OC y su relacién en el metabolismo de la
glucosay en la patogénesis de las alteraciones en
diabetes mellitus tipo 2.2 2

En pacientes con la funcion renal alterada, los
niveles plasmaticos de OC estan notablemente
elevados debido al aumento del recambio éseo y
la eliminacién renal disminuida.??> En otros
estudios publicaron resultados que existe una
relacion positiva acerca de que la OC puede
actuar como un predictor de enfermedades
cardiovasculares y la mortalidad relacionada. En
general, las anteriores evidencias han
demostrado que las concentraciones bajas de OC
en circulacion estan asociadas con un mayor
riesgo de enfermedades cardiovasculares. 2324
De acuerdo a los hallazgos reportados por
Lerchbaum E et al 2013, observaron una relacion
inversa entre el riesgo de eventos
cardiovasculares y los niveles plasmaticos de OC
en pacientes con Hemodialisis regular, lo que
sugiere un papel protector vascular para la OC. %
Recientemente, se han proporcionado evidencias
convincentes de que, la OC puede estar implicada
en la Calcificacion Vascular relacionada con el
dafio endotelial en pacientes con ERC. Dichos
resultados demuestran que, las células
endoteliales activadas en la uremia son capaces
de producir macroparticulas que inducen la
expresion de OC en células progenitoras
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endoteliales y fibroblastos, asi como en el
desequilibrio, el proceso de reparacion y dafio
endotelial. Por lo tanto la OC, puede contribuir a la
Calcificacion Vascular al aumentar el nimero de
células progenitoras endoteliales positivas para
OcC. 2

Kim-1

La molécula tipol de lesiéon renal (KIM-1) es
expresada considerablemente en el tubulo
proximal, particularmente en las zonas con mayor
inflamacion y dafio del tibulo intersticial resultante
de eventos de isquemia/reperfusibn o
nefrotoxicidad. En un estudio reciente, se
demostrd que los niveles de KIM-1 urinarios estan
relacionados con el riesgo de desarrollar
insuficiencia renal crénica, independientemente
del nivel de albuminuria. ?’

Notablemente, la alta expresiéon de Kim-1 se
observa de forma caracteristica en éareas de
fibrosis e Inflamacion. Por lo tanto, no es de
extraflar que, en la nefropatia diabética los
componentes patdégenos incluyen fibrosis renal,
expansion mesangial, hipertrofia glomerular y
estrés oxidativo. 2

Por otro lado, en el 2017 Cen y C y colaboradores
observaron la expresion de KIM-1 como proteina
transmembranal, encontrando que se expresa en
bajas concentraciones en condiciones normales y

se sobreexpresa en procesos de isquemia renal.
29

Cistatina C

La cistatina C (Cys-C) es una pequefia molécula
de 13 kDa producida por todas las células
nucleadas a un nivel constante, filtrada libremente
por el glomérulo y casi completamente
reabsorbida y degradada, pero no es secretada
por las células tubulares proximales, por lo que
habitualmente no se detecta en orina. Esta
molécula ha sido identificada como un nuevo
biomarcador para la deteccion temprana del dafio
renal precoz siendo estd mas sensible que la
creatinina, ya que su expresion no se encuentra

afectada por factores antropométricos como: la
edad, sexo o la masa muscular. 303!

La concentracién sérica de Cys-C funciona como
biomarcador lo cual permite estimar la tasa de
filtracion glomerular. Asimismo, se ha demostrado
que la Cys-C, se encuentra alterada en ciertas
afecciones inflamatorias y trastornos del
metabolismo. 32

En condiciones normales mas del 99% de
cistatina (Cys-C) es filtrada por el glomérulo y
reabsorbida en su totalidad por el tabulo proximal,
en condiciones de ERC, la determinacién de Cys-
C en sangre, puede tener una mayor sensibilidad
gue la creatinina sérica para detectar cambios
mas sutiles y precoces en la funcién renal, por lo
tanto, una elevacion del 50% en el valor de Cys-C
sérica puede predecir hasta 2 dias antes del
aumento en los niveles de creatinina sérica en la
ERC.

NGAL
Lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos
(NGAL) es una proteina de 20 kDa expresada en
los tubulos renales, esta glicoproteina se libera en
la orina en la lesién renal aguda o crénica. 3
En las ultimas décadas, estudios en humanos
mostraron evidencias de que cuando existe un
aumento de 10 veces los valores de NGAL en
plasma aumentaran 100 veces los valores en
orina, en comparacion de aquellos pacientes que
no presentan ERC. Por lo tanto, las altas
concentraciones de NGAL pueden reflejar una
lesién renal de manera oportuna.®®
En otro estudio, los pacientes pediatricos que
recibieron un bypass cardiopulmonar en cursando
con ERC, presentaron niveles aumentados de
NGAL en plasma y en orina desde las primeras 2
horas post-cirugia, en comparacion con la
creatinina sérica que tardo entre 1 y 3 dias en
elevarse.®

Estrés oxidativo

El estrés oxidativo y la inflamacién son
caracteristicas de la enfermedad renal cronica
(ERC). La peroxidacion de los lipidos de la
membrana da como resultado la pérdida de
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fluidez, elasticidad de la membrana vy
funcionamiento celular desordenado. La oxidacion
de proteinas provoca la fragmentacion de
residuos de amino&cidos que conducen a enlaces
cruzados, pérdida de configuracion y funciones de
proteinas. El dafio oxidativo del ADN causa
mutacion en las bases del mismo por lo tanto, el
aumento del estrés oxidativo en la enfermedad
renal cronica se ha implicado ain mas en la
patogénesis de la calcificacion vascular. Estudios
realizados por Vera-Aviles M et al 2018,
demostraron que la histidina actiGa como un
protector contra el dafio oxidativo, esto en
pacientes con enfermedad renal crénica.
Asimismo, se ha encontrado que L-histidina
exhibe capacidades antioxidantes, como la
eliminacion de radicales libres y quelantes de
iones metalicos divalentes, por lo tanto, su uso se
encuentra benéfico para mejorar el estrés
oxidativo en la ERC.¥

El epitelio del tubulo renal es expuesto a dafio por
especies quimicas, entre estas tenemos: a las
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL-
Ox), metales de transicion, hemoglobina vy
mioglobina, o drogas potencialmente nefrotoxicas.
Todo esto es debido, a que en la enfermedad
renal cronica existe apariciéon de macromoléculas
en el espacio urinario, ya que se pierde la
selectividad del epitelio glomerular. Puesto que, la
exposicion de las células tubulares con las LDL-
Ox podria resultar en el dafio en el tabulo-
intersticial, debido a la induccion de un ambiente
pro—oxidante. El papel de las LDL nativas en la
produccién de estrés oxidativo ha sido claramente
establecida, siendo la presencia de
concentraciones aumentadas de LDL un factor de
dafio glomerular relevante. Este dafio podria ser
directo o indirecto, debido a que la oxidacién de
las LDL es inducida por la infiltracion leucocitaria,
resultando un incremento en el dafio glomerular.
Por lo tanto, el glomérulo es considerablemente
mas sensible al dafio oxidativo que otros
segmentos de la nefrona, estos hallazgos fueron
reportados por Rodrigo Castillo et al 2003.%

En un estudio con 939 muestras de humanos,
provenientes de biopsias renales, utilizaron
anticuerpos monoclonales (mAbs) OL-10, 48 y

449, y un anticuerpo policlonal contra la
apolipoproteina (apo) B. Mediante un andlisis
inmunocitoquimico, identificaron que el (6.6%) de
las muestras provenientes de 72 pacientes de los
939 con enfermedad renal, reportaron que, en los
segmentos escleréticos o areas mesangiales
afectadas, debido a la internalizacion de las LDL-
Ox, ya que estas se encontraron localizadas en
las lesiones de glomeruloesclerosis y areas
mesangiales en biopsias renales humanas
especificas para LDL-Ox y malondialdehido
(MDA) en los glomérulos. *°

Asimismo, la hiperlipidemia se asocia con una
pérdida més réapida de la funcion renal, ya que los
individuos con insuficiencia renal en su mayoria
cursan con hiperlipidemia, aunque, no todos los
pacientes con niveles elevados de lipidos tienen
enfermedad renal, la hiperlipidemia puede
exacerbar la insuficiencia renal preexistente por
lesion directa en el basamento glomerular;
Sandhu S et al 2006, llevaron a cabo un meta-
andlisis con el objetivo de evaluar el efecto de las
estatinas sobre el cambio en la funcién renal y la
excrecion de proteinas en la orina. Determinaron
si el tratamiento con estatinas traia algun beneficio
bajo esta condicion de estrés, concluyendo que
las estatinas parecen reducir la proteinuria
moderadamente y produce una pequefa
reducciéon en la tasa de pérdida de la funcién
renal, especialmente en poblaciones con
enfermedad cardiovascular. 4°

Gerard-Monnier 'y colaboradores en 1998
desarrollaron un nuevo ensayo colorimétrico de la
peroxidacion lipidica. Esto se realiz6 mediante
reacciones cromogénicas, utilizando un medio a
base de acido metanosulfonico, MDA vy 4-
hidroxialguenales. Dichos compuestos se pueden
medir a una longitud de onda de 586 nm, los
cuales son altamente especificos y
comparables.*

En ciencias biolégicas y médicas se ha
demostrado que el malondialdehido es un
biomarcador util para la lipoperoxidacién, por lo
gue existen diversos tipos de métodos analiticos
para la medicion del malondialdehido. Algunos
métodos para la determinacibn de estrés
oxidativo, se llevan a cabo por medio de andlisis



Publicacion semestral No. 14 (2019) 1-8

cromatograficos muy especificos y sensibles.
Como por ejemplo: la deteccion de captura de
electrones, la deteccion de fésforo nitrogenado y
deteccion mediante fluorescencia. Esta técnica
también se puede realizar utilizando
diaminonaftaleno, hidralazina, acido tiobarbiturico,
para la determinacién de malondialdehido. 42

Proteinas con actividad antioxidante: PON-1,
GSTy NQO1

La paraoxonasa de tipo 1 (PON-1) es una enzima
gue se encuentra ubicada principalmente en
lipoproteinas de alta densidad, por lo que tiene un
papel antioxidante que se refleja principalmente
por la capacidad para hidrolizar los peréxidos de
lipidos en particulas de LDL y HDL. Por lo tanto,
la disminucion de la actividad de la PON-1 se
asocia con diferentes factores patolégicos, los
cuales desembocan a la ERC. 43

Por otro lado, la glutation transferasa del eritrocito
(e-GST) es un miembro de una superfamilia de
enzimas inducibles involucradas en la protecciéon
y desintoxicacion celular. Una funcién prominente
de estas enzimas es la conjugacion de glutation
(GSH) a compuestos hidréfobos  toxicos
proporcionados por un centro electrofilico. Esta
reaccion facilita su inactivacion y eliminacion renal
de un gran nimero de toxinas. 4

Proteinas con actividad oxidante: NQO1y
Mieloperoxidasa

Lind C et. Al. 1990 determinaron la actividad de la
NAD(P)H deshidrogenasa quinona-reductasa-1
(NQO1), la cual midieron utilizando (4 mM) de
NADPH, como donante de electrones y 2-metil-1,
4-naftoquinona (menadiona; 0,1 mM) como
aceptor de electrones. El ensayo usaron Tris-HCI
50 mM, pH 7,5 con Triton-100X 0,08% con el fin
de mantener la reoxidacién continua; asimismo
incorporaron a la reaccion al citocromo-c, formado
por menadiol (38.5 pM). De esta manera,
realizaron un ensayo selectivo agregando
dicumarol (100 uM, disuelto en Tris-HCI 50 mM,
pH 7.5 sin Triton-100X). La reaccion se inicio
mediante la adicion de la enzima, seguida 550 nm.

La actividad de la enzima se calcul6 a través de la
diferencia en la absorbancia entre la muestra sin
y la muestra con inhibidor. La pendiente de cada
muestra se ajusto por la concentracion de proteina
plasmatica. +°

La Mieloperoxidasa (MPO) oxida las lipoproteinas
de baja densidad (LDL), facilita su acimulo en los
macrofagos y la formacion de células espumosas,
estimula las metaloproteinas que degradan la
cépsula fibrosa, facilita la rotura de la placa,
exhibe propiedades prooxidantes e inhibe al 6xido
nitrico y reduce sus acciones vasodilatadoras,
antiagregantes y antiinflamatorias, a la vez que
facilita la expresion de diversos factores
protrombéticos y antifibrinoliticos. Por lo tanto,
podria ser un marcador que relacione el estrés
oxidativo, la inflamacién, la disfuncién endotelial y
el riesgo trombogénico, a la vez que confirma la
importancia de los neutrdéfilos en la fisiopatologia
de la aterosclerosis. %°

La actividad excesiva de la MPO puede inducir
dafio a tejidos por la produccién de oxidantes v,
consecuentemente, formar especies reactivas de
lipidos y proteinas. En estudios recientes se ha
demostrado que la exposicion de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) a leucocitos activados

produce, a través de la MPO, especies
nitrogenadas y halogenadas que facilitan
procesos de peroxidacion lipidica, nitracion

proteica y conversion a formas proaterogénicas
de LDL en la pared vascular. 4’

Conclusioén

La sobreproduccion de Especies Reactivas de
Oxigeno y Nitrégeno a nivel de la pared vascular
genera disfuncién endotelial que incrementa el
riesgo y desarrollo de  enfermedades
cardiovasculares y renales. Por lo tanto es
importante continuar con la basqueda de nuevos
marcadores pro-oxidantes y biomarcadores que
tengan mayor especificidad en la prediccion de la
ERC, y/o deteccion en estadios tempranos.
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