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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la excrecidon de proteinas en heces fecales de pacientes pediatricos
de 2 a 18 afios con sindrome nefrotico del Hospital Infantil del Estado de Sonora

(HIES) sometidos a diferentes dietas.

Objetivos Especificos

e Administrar dietas con niveles diferentes de proteinas, lipidos y sodio a
nifios con sindrome nefrético, durante su estancia intrahospitalaria o a
través del control de consulta externa.

e Determinar la excrecidon de proteinas en heces en los nifios participantes,
por el método del Acido bicinconinico (cuantitativo) y electroforesis en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (cualitativo).

e Comparar la excrecion de proteinas en heces entre los nifios sometidos a
los diferentes planes alimenticios asi como sus controles pareados por
edad.

e Considerar las variaciones notables de los niveles sanguineos y en orina
de diferentes marcadores bioquimicos, asi como el peso y el estado

general del paciente, antes y después de la intervencion.



RESUMEN

Introduccion. El sindrome nefrético (SN) se caracteriza por la pérdida de
proteinas en la orina (proteinuria) y en heces. La alimentacién adecuada de estos
pacientes es importante ya que de ella depende la disminucién de los signos de
la enfermedad. Debido a que no existe evidencia de la asociacién entre la
proteina en la dieta y la pérdida proteica por via intestinal, en el presente estudio

se evaluo este efecto en nifios con SN, en comparacion a nifios saludables.

Objetivo. Determinar la excrecion de proteinas en heces en pacientes

pediatricos con SN con diferentes dietas.

Material y Métodos. Se reclutaron 11 pacientes con SN en el Hospital Infantil del
Estado de Sonora, 5 cumplieron con los criterios de inclusion, y eran nifios entre
2 y 17 afos. Se les asignaron: dieta normal, hipoproteica o hiperproteica. Antes
y después de la intervencion se recolectaron muestras de heces, asi como de
nifios sanos pareados por edad. Se extrajeron proteinas totales, y se midi6 la
concentracion de proteinas por el método del acido bicinconinico. Se realizé
electroforesis en geles de poliacrilamida para analizar el perfil proteico individual,
y se inmunodetectaron albumina e IgA en membrana electrotransferida y se

cuantificaron por ELISA.

Resultados. La concentracion de proteinas de las heces fue desde 85.2 mg/g
hasta los 461 mg/g. Los pacientes que consumieron poca proteina aumentaron
la concentracion de proteinas en heces, mientras que el paciente con dieta
hiperproteica disminuyé la concentracion, aunque no hubo diferencia significativa
entre grupos de tratamiento y control (p=0.368). Los perfiles electroforéticos de
proteinas extraidas de las heces fueron diferentes al menos en una subunidad
entre pacientes y nifios saludables; ademas, se presentaron también diferencias
en la concentracion de proteina total entre cada muestra antes y después del
tratamiento dietético. Sin embargo, no fue posible establecer un patron



diferencial. La albumina en heces, aunque no esta nitida en electroforesis, se
inmunodetectod en todas las muestras. Las concentraciones de albamina fueron
menores a 2 pg/L, excepto en una muestra. La IgA también estuvo presente en
las muestras, en valores mas bajos de lo normal en heces, especialmente en un

paciente con glomeruloesclerosis focal y segmentaria.

Conclusiones. No se encontraron diferencias significativas entre la
concentracion de proteinas en heces de pacientes del grupo control y los
pacientes con sindrome nefrético, y sélo un paciente presenté una mayor
excrecion de proteinas en su contraparte sana. Las dietas tampoco fueron
significativamente determinantes en la excrecidn de proteinas aunque es
prudente investigar mas acerca de los efectos de la dieta hiperproteica. No fue
posible establecer un perfil de proteinas exclusivo de pacientes con sindrome
nefrotico como se ha hecho en orina en pacientes renales y en otras

enfermedades.



INTRODUCCION

Los rifiones tienen varias funciones que mantienen saludable al organismo. Una
de sus principales funciones es mantener el equilibrio homeostatico de liquidos,
electrolitos y solutos organicos, ademas de bloquear el paso de células
sanguineas y de proteinas mayores a 6.5 kDa a la orina. Todo los anterior gracias
a que filtran la sangre del organismo y por esto reciben hasta un 20% del gasto
cardiaco (Mahan y col., 2009).

Cada rifidn esta constituido por mas de un millén de unidades funcionales
llamadas nefronas, que estan formadas por glomérulos (redes de capilares), un
tubulo proximal, un tdbulo distal y un tabulo colector (Botella, 2002). Estos
componentes son los encargados de filtrar, reabsorber y excretar lo que sea
necesario para que el organismo se mantenga en equilibrio y funcionando.
Cuando un segmento de una nefrona es destruido o dafiado pierde toda su
funcionalidad (Mahan y col., 2009).

El glomérulo posee una pared capilar conformada de diferentes estructuras:
tiene una membrana basal, conformada de colageno y otras glucoproteinas, que
tiene unidos unas estructuras llamadas podocitos (células con prolongaciones en
forma de pies y que estan separadas por hendiduras de filtracion). El glomérulo
también el glomérulo esta sostenido por células mesangiales que se encuentran
entre los capilares y pueden fagocitar y proliferar (Kumar y col., 2004). La funcion
del glomérulo es crear la orina primitiva, sobre la cual actuaran las distintas partes
de los tubulos para obtener la orina final, cuya composicién debe ser la adecuada
para mantener la homeostasis del medio interno (Botella, 2002).

El sindrome nefrético es una condicidon patologica en la cual ocurren pérdidas
de proteinas a través del filtrado glomerular, se acompafia de edema,
hipoalbuminemia e hiperlipidemia ademas de otros trastornos metabdlicos. Se
presentan de 1 a 3 casos por cada 100,000 menores de 16 afios (Velasquez,

2014). Al microscopio se evidencia dafio en los podocitos de los glomérulos y



estos se aprecian aplanados (no en forma de pies) (Eddy y Symons, 2003). Los
elementos de laboratorio que se consideran para el diagndstico incluyen
proteinuria (valores mayores a 3.5 g de proteina en orina en 24 horas),
hipoalbuminemia (<2.5 g/dL de albumina en sangre), e hiperlipidemia (Brown,
1985). La proteinuria se suele expresar en g/dia, y se considera normal hasta 60-
80 mg/dia, mientras que si es superior a 3.5 g/dia se considera una proteinuria
de rango nefrotico.

Debido a la pérdida de proteinas por la orina, la disminucion de las proteinas
en sangre, incluyendo la albumina (hipoalbuminemia). La disminucién de
proteinas en sangre provoca un desequilibrio en la presion oncética, que hace
gue el agua migre al espacio intersticial provocando el edema (Eddy y Symons,
2003). Por todo esto, se sabe que existen alteraciones en la sintesis de
lipoproteinas en el higado que conducen a la hipercolesterolemia (Eddy y
Symons, 2003).

El sindrome nefrético es una de las 5 enfermedades renales mas frecuentes
en el mundo (Davin y Rutjes, 2011). En el Hospital Infantil de México “Federico
Gomez”, uno de los principales institutos nacionales de salud del pais, hay una
incidencia de 35 a 40 nuevos casos al afio, de los cuales la mitad estan en edad
preescolar, y se presentan mas casos en pacientes del sexo masculino (AMP,
2000). En un estudio reciente en el Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES)
se observo que del afio 1977 al 2012 se presentaron 306 casos de sindrome
nefrético, siendo la segunda causa de pacientes hospitalizados por
enfermedades renales, sélo después de las infecciones de vias urinarias (Garcia
y col., 2014).

Aln no se ha descubierto una cura para la enfermedad, ya que estos
pacientes suelen tener recaidas con el paso de los afios (Lewis y col. 1989). Sin
embargo es posible mantener un buen control con un tratamiento adecuado.

El tratamiento exitoso del sindrome nefrético incluye indicaciones dietéticas,

de actividad fisica, control del edema, tratamiento de infecciones y apoyo



psicolégico al paciente y su familia (AMP, 2000). En cuanto al tratamiento
farmacolégico, consiste en la administracion de prednisona. La dosis indicada es
de 60 mg/m? diariamente por 4-6 semanas, seguido por 40 mg/m? alternando
dias por 4-6 semanas mas (Gordillo, 2009). En razon de la respuesta a este
tratamiento, se identifican dos variedades de la enfermedad: sindrome nefrotico
sensible a esteroides y sindrome nefrotico resistente a esteroides, ambas pueden
estar relacionadas con mutaciones genéticas (Carrasco y col., 2013). Unos de
los tratamientos a elegir cuando los pacientes son resistentes a la prednisona, es
la ciclosporina, y Ultimamente se encuentran en estudio nuevos medicamentos
como el rituximab para tratar los sintomas y signos de la enfermedad en
pacientes que no responden al tratamiento convencional (Suyamay col., 2015).

En cuanto al tratamiento nutricional, los principales objetivos incluyen el
proporcionar un adecuado aporte de proteinas y calorias para evitar el
catabolismo muscular, reducir el edema presente, controlar los valores elevados
de lipidos en sangre y vigilar que no haya ninguna deficiencia de algun otro
nutrimento (Escott-Stump, 2010). Este tratamiento es parte fundamental en el
cuidado de los pacientes pediatricos con enfermedades renales, ya que el
crecimiento es una de las partes que mas se ven afectadas durante la
enfermedad, y es importante que reciban una alimentacién adecuada para
revertir esta afectacion (Cano, 2003; Santos y Fernandez, 2003). Ademas, los
pacientes deben recibir las cantidades correctas de macronutrientes, como es el
caso de las proteinas, que al consumirse en cantidades adecuadas ayudan a
limitar el dafio renal y evitar el avance de la enfermedad (Wingen y col., 1997;
Uauy y col., 1994).



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Causas del Sindrome Nefrético

El sindrome nefrético, caracterizado por la presencia de proteinuria,
hipoalbuminemia, edema e hiperlipidemia, puede deberse a problemas
relacionados o no al sistema inmune, en los que se dafia la membrana del
glomérulo alterando su permeabilidad. La causa de la enfermedad generalmente
depende de la edad de los pacientes.

En niflos menores de 15 afios, lo mas comdn es que la causa sea alguna
lesion primaria glomerular, mientras que en adultos el sindrome nefrético suele
derivar de una enfermedad sistémica, principalmente la diabetes mellitus, lupus
eritematoso sistémico, infecciones, entre otras (Casanueva y col., 2008, Kumary
col., 2004). También la prevalencia de las causas de la enfermedad varia segun
la edad (Tabla ), la prevalencia aproximada de enfermedades primarias es mayor
en los nifios (95 %) y menor en adultos (60 %), mientras que las enfermedades
sistémicas son causantes de sindrome nefrotico en el 40 % de los adultos y sélo
en el 5 % de los nifios (Kumar y col., 2004). La causa primaria mas comun de
sindrome nefrético en los nifios es la enfermedad de cambios minimos, causante
del 65 % de la prevalencia, mientras que en adultos, el 40 % de la prevalencia de
sindrome nefrético por una causa primaria es la glomerulonefritis membranosa
(Kumar y col., 2004).

La enfermedad con cambios minimos es una enfermedad relativamente
benigna en donde los glomérulos se observan normales al microscopio pero los
podocitos estan fusionados. El prondstico de los nifios con esta enfermedad es
bueno y mas del 90 % responden al tratamiento (Kumar y col. 2004). El 70% de
los nifios con enfermedad de cambios minimos son menores de 5 afios, mientras

que del 20-30% son adolescentes (Eddy y Symons, 2003).



Tabla |. Porcentaje de prevalencia de las principales causas de Sindrome
Nefrotico por edad del paciente. Adaptada de Kumar y col., 2004.

Porcentaje de prevalencia (%)

Nifios Adultos

Glomerulopatias primarias

Glomerulonefritis membranosa (GN) 5 40

Enfermedad de cambios minimos 65 15

Glomeruloesclerosis focal y segmentaria 10 15

GN membranoproliferativa 10 7
Enfermedades sistematicas

Diabetes mellitus Causas sistémicas mas

Amiloidosis frecuentes

Lupus eritematoso sistémico
Farmacos (oro, penicilamina)
Infecciones (sifilis, hepatitis B)
Neoplasias malignas

Otras



En la glomeruloesclerosis focal y segmentaria se presenta esclerosis
(endurecimiento patoldgico de un tejido) que afecta sélo a algunos glomérulos y
s6lo a segmentos de ellos, de ahi el nombre que recibe. Los pacientes con este
tipo de enfermedad, comparada con la enfermedad de cambios minimos, tienden
a presentar hematuria e hipertension arterial y la respuesta al tratamiento
convencional es muy escasa (Kumar y col., 2004). En nifios, esta enfermedad se
desarrolla normalmente alrededor de los 6 afios (Eddy y Symons, 2003).

La glomerulonefritis membranoproliferativa se caracteriza por alteraciones de
la membrana basal y del mesangio. Es responsable del 5 al 10% de los casos de
sindrome nefrético idiopatico en nifios y adultos (Kumar y col., 2004). La ultima
de las causas primarias es la glomerulonefritis membranosa o nefropatia
membranosa que es una enfermedad asociada a depoésitos de complejos
inmunes (inmunoglobulinas) entre los podocitos glomerulares y la membrana
basal (Eddy y y Symons, 2003). Es una enfermedad muy rara en los nifios, y es
muy frecuente entre los 30 y 50 afios de edad.

En cuanto a las causas genéticas del sindrome nefrotico, las variantes como
el sindrome nefrético congénito y la glomeruloesclerosis focal y segmentaria se
deben a dafios en la estructura del podocito debido a mutaciones genéticas. Sin
embargo, aln se requiere mayor investigacion para ofrecer mejores tratamientos
médicos a estos pacientes (Akchurin y Reidy, 2014).

Algunos estudios mencionan que otra de las causas del sindrome nefrotico
podria derivarse de la alimentacion, y que alimentos como la leche pueden alterar
la microbiota intestinal, cambiando el estado normal del organismo y produciendo
la enfermedad. Sin embargo, alin no se conoce con claridad el mecanismo, pero

se sigue investigando (Uy y col., 2015; de Sousa y col., 1995).

Tratamiento Nutricional del Sindrome Nefrético

El tratamiento nutricional como parte del tratamiento integral de diversas
enfermedades es una parte fundamental para la recuperacién y mantenimiento

9



de la salud de todos los pacientes, sobre todo cuando se tratan de enfermedades
renales. También es importante considerar la edad del paciente, ya que existen
estudios en niflos con enfermedad renal cronica, en los cuales su crecimiento se
vio afectado por la enfermedad, y es por esto que se recomienda un tratamiento
nutricional adecuado para que se puedan prevenir los dafios innecesarios de
diferentes enfermedades (Cano, 2003; Santos y Fernandez, 2003). Se sabe que
las enfermedades renales cronicas pueden modificar el patron de crecimiento de
un nifio, dependiendo del tiempo de evolucion de la enfermedad, el grado de
deterioro de la funcién renal y la edad en la que inicié la enfermedad (Calzada,
1998).

También es necesario que el tratamiento médico y nutricional se lleven a la
par, debido a que existen tratamientos como la didlisis peritoneal, en los que el
crecimiento de los nifios se afecta de una manera mas notoria que con la sola
enfermedad (Cano, 2003). Ademas de la dialisis, el tratamiento principal del
sindrome nefrético, que es la administracion de prednisona o glucocorticoides,
tiene un efecto negativo en el crecimiento y en la densidad 6sea en nifios que lo
reciben, sobre todo en los casos donde se consume mas de 0.2 mg/kg/dia por
periodos largos de tiempo (Ribeiro y col., 2015). Lo anterior se deriva de efectos
secundarios del medicamento sobre el metabolismo de la vitamina D, lo que
puede causar su deficiencia y provocar dafio 6seo (Nielsen y col., 2015).

Las recomendaciones para el tratamiento nutricional para el sindrome
nefrético han causado controversia a través de los afos, debido a que existen
pocos estudios donde se hable especificamente de la alimentacién adecuada en
esta enfermedad. Las recomendaciones se suelen basar en las que se hacen
para la enfermedad renal cronica, debido a que ésta es una de las enfermedades
renales mas frecuentes.

Anteriormente a los pacientes con sindrome nefrético y otras enfermedades
renales se les recomendaba una dieta hiposddica o baja en sodio, y alta en

proteinas (Jureidini y col., 1990). Esto se hacia con el fin de recuperar la proteina
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excretada en la orina y estabilizar la hipoalbuminemia. Sin embargo, se encontrd
que una dieta hiperproteica empeoraba la proteinuria en pacientes con sindrome
nefrético y que producia pérdidas de la funcion renal, incluso en pacientes sanos
(Friedman, 2004).

Al observar que aumentar la proteina no mostraba beneficios en pacientes
con sindrome nefrético, o aquellos que ademas desarrollaban insuficiencia renal,
se comenzaron a recomendar restricciones en el consumo de proteina, incluso
en nifios (Jureidini y col., 1990). A partir de los afios ochenta se empez0 a utilizar
la restriccion de proteinas en la dieta en pacientes con insuficiencia renal crénica.
Esta alternativa, comparada a las dietas altas en proteina, mejoraba los sintomas
urémicos como la excrecion elevada de urea en orina y retrasaba el inicio de la
utilizacion de didlisis peritoneal, por lo que se ha seguido utilizando éste
tratamiento nutricional desde entonces (Fraga, 2007).

Las dietas bajas en proteinas también se han utilizado en pacientes
pediatricos. Sin embargo, se ha visto que tienen poco efecto en nifios con
enfermedades renales (Wingen y col.,, 1997; Chaturvedi y Jones, 2007).
Contrariamente en los adultos se han encontrado resultados favorables al utilizar
este tipo de dietas (Fouque y Aparicio, 2007; Aparicio y col., 2001; Giordano y
col., 2001; Walser y col., 1996).

A partir de esto, existen inclinaciones que recomiendan que los nifilos con
sindrome nefrético consuman las cantidades normales de proteina para su edad
(Wingen y col., 1997; Uauy y col., 1994), asi como de otros nutrientes como los
lipidos y carbohidratos (AMP, 2000). Esto con el fin de favorecer el crecimiento y
desarrollo en estos pacientes, y debido a que esta enfermedad no requiere
necesariamente una restriccion de proteinas como parte del tratamiento.

El Instituto de Medicina de la Academia Nacional de Ciencias (IOM, por sus
siglas en inglés) en Estados Unidos, publico en 2005 las recomendaciones de
Ingesta Dietética de Referencia (DRI) de los diferentes nutrientes y para todas

las edades. Los valores de referencia de consumo de proteinas al dia para la
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poblacion de nifios de 2 a 18 afios se encuentran en la Tabla Il, en donde se
puede observar que la recomendacion de consumo de proteina es de alrededor
de 1 gramo por kilogramo de peso del paciente al dia. La recomendacion es que
las proteinas sean del 10 al 25% del valor calérico total (IOM, 2005). Sin embargo,
se debe dar prioridad a los gramos por kilogramo de peso al dia para tener un
consumo adecuado a cada paciente.

En cuanto al aporte calorico total de la dieta, es muy importante que del 50 al
70% de las proteinas que consumen los pacientes con sindrome nefrético sean
de alto valor bioldgico, para lograr un crecimiento adecuado (Valle, 2003). Estas
proteinas se encuentran principalmente en los alimentos de origen animal.

Los carbohidratos deben aportar del 45 al 65% del valor caldrico total (IOM,
2005). Mientras que en el caso de los lipidos, la recomendacion es que estos
aporten del 25 al 35 % del valor calérico total (IOM, 2005).

Los nifios que padecen una enfermedad renal cronica tienden a presentar
desnutriciéon, por lo que es importante cuidar su consumo calérico, proteico, de
sal y adecuar una dieta segun su cultura y disponibilidad de alimentos, para evitar
complicaciones y permitir un crecimiento sano (Martini, 2005).

Otro de los efectos del sindrome nefrético es el aumento de colesterol y otros
lipidos en sangre. Los niveles sanguineos de colesterol total y de colesterol-LDL
deben ser menores a 200 mg/dL y 130 mg/dL, respectivamente, en nifios
saludables, pero estos pacientes alcanzan niveles muy altos (Mahan y col.,
2009). Normalmente a un paciente con hipercolesterolemia se le harian
recomendaciones de cambios de estilo de vida, como realizar actividad fisica
regularmente y hacer cambios en su alimentacién, como aumentar el consumo
de verduras y frutas, disminuir la ingesta de grasas saturadas y aumentar la fibra
de la dieta. Sin embargo, en pacientes con sindrome nefrotico no son suficientes
estas recomendaciones para poder regularizar los niveles tan altos de lipidos en
sangre, por lo que es necesario incluir al tratamiento ciertos medicamentos como

las estatinas.
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Tabla Il. Valores de referencia de proteinas para nifios de 1 a 18
afos (IOM, 2005).

Edad DRI de proteina DRI de proteina
(afnos) (g/kg/d) (g/d)
1-3 1.05 13
4-8 0.95 19
9-13 0.95 34
Nifios: 52
14-18 0.85 Nifias: 46

Abreviaturas: IDR, ingesta dietética de referencia; g/kg/d, gramos de
proteina por kilogramo de peso al dia; g/d, gramos de proteina al dia.
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De hecho, existen estudios donde prueban que el tratamiento nutricional por
si s6lo no tiene un gran efecto en la mejora de la salud del paciente y que el
medicamento si puede ayudar. Coleman y Watson (1996) realizaron un ensayo
donde compararon a un grupo de nifios con sindrome nefrético que consumié
simvastatina después de someterse a una dieta modificada en energia. La dieta
contenia 35 % de las calorias totales de lipidos, sustitucién de grasas saturadas
por poliinsaturadas y monoinsaturadas, 10-15 % de las calorias totales de
proteinas (1 a 2 g/kg) y 45-50 % de las calorias totales de carbohidratos
(utilizando principalmente carbohidratos complejos y disminuyendo azlcares
refinados), y no se utilizé sal agregada. Ellos encontraron que el medicamento
ayudd a disminuir los niveles de colesterol y triglicéridos en un 41 % y 44%,
respectivamente, después de 6 meses de tratamiento. Mientras que antes de
consumir el medicamento y s6lo mantenerse con el tratamiento nutricional no se
observaron cambios. Al bajar los niveles de colesterol en sangre, este
medicamento en conjunto con una dieta adecuada ayudan a aumentar los niveles
de albumina en sangre, que se encuentran anormalmente bajos en el sindrome
nefrético (Coleman y Watson, 1996; Rayner y col., 1996) ademas de contribuir
en la disminucién de la proteinuria (Rayner y col., 1996). Sin embargo, aln no es
concluyente la informacion existente en la literatura y se necesitan mas ensayos
clinicos aleatorizados (Kong y col., 2013).

La energia o calorias de los alimentos también deben de calcularse de manera
adecuada, ya que una dieta baja en calorias se relaciona con la disminucion del
crecimiento. Existen estudios que demuestran que un aporte energético menor
del 80 % de la recomendacion disminuye el crecimiento hasta en un 34 %. En
cambio, si el consumo es excesivo se puede producir obesidad y el retraso del
crecimiento no se recupera, por lo que es muy importante que el nifio reciba la
energia total de los alimentos que le permita llevar todas sus actividades diarias
sin afectar su crecimiento (Calzada, 1998).
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El sodio es uno de los micronutrientes a cuidar en la alimentacion del
sindrome nefrotico. En una persona sana la recomendacion de sodio es de 1500
mg al dia (IOM, 2005), aunque algunas fuentes recomiendan un consumo
maximo de 2400 mg al dia (Mahan y col., 2009). Sin embargo, en pacientes con
sindrome nefrético, debido a las alteraciones en el agua corporal y la presencia
de edema, se tienen que hacer restricciones en el sodio consumido, llevando a
cabo una dieta sin sal agregada. Se debe disminuir el consumo de alimentos
industrializados o consumir los que sean bajos en sodio (menos de 140 mg por
porcion), no agregar sal de mesa a los alimentos y cocer los alimentos a consumir
(Escott-Stump, 2010; Calleja y col., 2009).

También es muy importante que se lleve a cabo una evaluacion nutricional
completa del paciente con enfermedad renal, sobre todo si se trata de un nifio
enfermo, para conocer completamente el estado del paciente y ofrecer un

tratamiento adecuado tanto médico como nutricional (Glaser, 2004).

Pérdida de Proteinas por Via Digestiva en el Sindrome Nefrético

Hace varios afios se hizo la observacion que durante la actividad del sindrome
nefrético existen pérdidas de proteinas por el tubo digestivo, aunque no existe
suficiente informacion sobre este tema (Gordillo y col., 2009; Brown, 1985).

Entre los autores que han investigado acerca de la pérdida de proteina en
heces en pacientes con sindrome nefrético, estan Jensen y sus colaboradores
(1966), quienes argumentaron que la pérdida de proteina urinaria no era
suficiente para explicar los niveles bajos de albumina en sangre. Ellos midieron
los niveles de proteina excretada al administrar proteina marcada (°*Cr-albimina)
por via intravenosa, y la midieron en muestras de heces de varios dias después.
Encontraron que 4 de los 11 pacientes con sindrome nefrotico medidos
mostraron una cantidad elevada de proteinas.

Un experimento muy similar fue llevado a cabo por Schultze y colaboradores
(1980), quienes utilizaron el mismo método de deteccion de proteinas, al
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administrar ®Cr-albimina a un grupo de pacientes enfermos con sindrome
nefrotico y a un grupo control sano. En los pacientes con sindrome nefrético los
niveles de proteina digestiva excretada fueron mayores a los del grupo control.
Estos investigadores también dieron a sus pacientes una cantidad medida de
albumina marcada por via intravenosa y midieron la excrecion de proteinas en
heces durante los dias siguientes. Los resultados mostraron que los pacientes
del grupo control excretaron solo el 0.2 % de la dosis ingerida, mientras que los
pacientes con sindrome nefrético tuvieron una excrecioén de 2.0 %, con lo que
comprobaron que estos pacientes tuvieron una excrecion de proteinas mayor por
via intestinal que los pacientes sanos.

En nifios se han generado pocos estudios en relacion a este particular, uno
de ellos fue hecho en 1969 donde se les dio albumina marcada con yodo a nifios
con sindrome nefrético. En los resultados observaron que estos pacientes
presentan un hipercatabolismo de albumina y un ligero aumento en la pérdida
gastrointestinal de proteinas ya que 4 de los 7 pacientes del estudio tuvieron este
problema (Yssing y col., 1969).

Existen otros estudios que hablan del analisis de la excrecién de proteinas en
sindrome nefrotico, pero estan enfocados en analizar las proteinas excretadas
en orina por medio del uso de la técnica de electroforesis con geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) (Suhail y col., 2011), para determinar las proteinas
de bajo, medio y alto peso molecular. En nifios con sindrome nefrotico, asi como
en otras enfermedades renales, se han encontrado patrones caracteristicos de
proteinas en geles de poliacrilamida cuando la enfermedad esta activa. Proteinas
como albimina, IgG y transferrina se han detectado en muestras de orina, por lo
gue se ha propuesto a la electroforesis como método diagnostico o diferencial de
pacientes con la enfermedad activa o en remision (Brocklebank y col., 1991). Sin
embargo, existen pocas referencias que hablan sobre el analisis electroforéticos
de proteinas en heces, una de estas referencias analizan proteinas en pacientes

con cancer colorectal (Dubrow y Yannielli, 1992). En este estudio encontraron
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patrones con proteinas como la albumina y la hemoglobina, comparados con
pacientes sanos, pero en pacientes con sindrome nefrético en quienes existe una

mayor excrecion de proteinas no hay informacion.

Justificacion

Debido a que los pacientes pediatricos con sindrome nefrético presentan una
pérdida de proteina por via digestiva en heces y no existe informacién reciente
acerca del tema en esta poblacién, ni su relacion con la dieta consumida. El
presente estudio se llevo acabo para conocer el efecto de diferentes dietas en
nifos con sindrome nefrético en la pérdida proteica por via intestinal. La
importancia de este trabajo radica en poder hacer los ajustes dietarios para
ofrecer el tratamiento nutricional mas adecuado que mejore el estado de salud

de estos nifos.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio de Estudio

El presente estudio se trata de un estudio cuasi-experimental, debido a la falta

de aleatorizacion de los sujetos. El muestreo fue por conveniencia.

Sujetos de Estudio

En este estudio se incluyeron a pacientes pediatricos con el diagnostico de
sindrome nefrético que asistieron por primera vez o0 a cita de control a la
especialidad de Nefrologia Pediatrica en el Hospital Infantil del Estado de Sonora
(HIES) de la ciudad de Hermosillo, Sonora y que manifestaron recaidas. También
aquellos pacientes que fueron diagnosticados y hospitalizados en el area de
Medicina Interna o Urgencias del hospital. Las edades de los pacientes fueron de
los 2 a los 18 afios. También se incluy6 en el estudio un grupo control de nifios
sanos pareados por edad a los pacientes enfermos. La inclusion de los pacientes
se llevé a cabo en el periodo comprendido de febrero de 2014 a mayo de 2015.

Criterios de Inclusion

Se incluyeron a nifios de 2 a 18 afios con diagndstico de sindrome nefrético, que
asistieron a la consulta externa de especialidad de nefrologia pediatrica. Tambien

nifios diagnosticados que tuvieron una estancia de hospitalizacion de varios dias.

Criterios de Exclusion

Se excluyeron de la muestra a aquellos pacientes que padecian alguna otra
enfermedad que afectara el proceso digestivo y pudiera alterar los resultados
(como diarrea) o que la enfermedad fuera secundaria a otra (como lupus

eritematoso sistémico o nefropatia diabética).
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Criterios de Eliminacién

Se eliminaron a aquellos nifios que no siguieron la dieta establecida o que no

proporcionaron las muestras biolégicas de manera suficiente para su analisis.

Consideraciones Bioéticas

Antes de iniciar el estudio se solicitd la aprobacion del comité de ética e
investigacion de las instituciones involucradas. El Comité de Etica del Hospital
Infantil del Estado Sonora, acepté la realizacion del proyecto en sus instalaciones
con el niamero de registro 048/2013; mientras que la Comisién de Bioética e
Investigacion del Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud de la
Universidad de Sonora, considerd el proyecto como de “riesgo minimo” y se
permitio su ejecucién (Clave: DMCS/CBIDMCS/D-45).

Los padres o tutores de los sujetos de estudio debieron firmar un formato de
consentimiento informado (APENDICE 1) donde se les explicé el motivo y el
procedimiento del estudio. Los sujetos mayores de 7 afios (asumiendo que
podian leer a esta edad) también firmaron un asentimiento (APENDICE 2).

Los voluntarios que decidieron participar en el estudio no recibieron apoyo
econémico. Sin embargo, a partir de los resultados se les brindaron
recomendaciones que podian practicar en sus hogares para mejorar Sus
condiciones de salud.

Como garantia de privacidad, a cada participante se le dio una clave
numeérica. Esto con el fin de evitar utilizar sus datos personales, como el nombre,
los cuéales fueron solo de conocimiento del grupo de investigacion y

permaneceran guardados en estricta confidencialidad.

Tratamiento Nutricional

El tratamiento nutricional se bas6 en la utilizacion de tres tipos de dietas, las

cuales se ajustaron al gasto energético del paciente, peso ideal y edad. La
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asignacion de la dieta fue de manera secuencial y con un orden predefinido, de
acuerdo a la llegada del paciente. Este plan alimenticio se siguio en los hogares
de los pacientes quienes realizaron un registro diario de los alimentos
consumidos (en los casos en los que no se apegaron totalmente al plan
alimenticio asignado).

Las dietas administradas fueron las siguientes (asignadas en este orden):
dieta hiposodica, con valores normales de proteinas, lipidos e hidratos de
carbono; dieta hiposddica e hiperproteica; y dieta hiposodica e hipoproteica.

Las cantidades de proteinas se basaron en las recomendaciones del Instituto
de Medicina (IOM, 2005) que se encuentran en la Tabla Il y se ajustaron en este
estudio de la siguiente manera: La dieta con valores normales de proteina se
calculdo con 1 g de proteina/kg de peso del paciente al dia (entre 1.0 y 1.4
g/kg/dia). La dieta hiperproteica contuvo entre 1.8 y 2.0 g/kg/dia, mientras que la
dieta hipoproteica presenté menos de 1.0 g/kg/dia. Debido a la probable
presencia de edema, se decidio utilizar el peso ideal para la edad de los pacientes
para evitar errores en el célculo. Este peso ideal fue obtenido de las tablas de
referencia de crecimiento de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2006).
Una vez obtenido el peso ideal se pudo calcular las kilocalorias adecuadas que
cada paciente debia consumir al dia, esto con las ecuaciones para nifios de 1 a
18 afios proporcionadas por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO-OMS, 2004). Dichas ecuaciones se muestran
a continuacion, donde el peso fue expresado en kilogramos, y como se mencioné

anteriormente se utilizé el peso ideal para la edad de cada paciente:

Gasto energético total (GET) para nifios:
GET (kcal/dia)= 310.2 + 63.3*peso — 0.263*peso?

Gasto energético total (GET) para nifias:
GET (kcal/dia)= 263.4 + 65.3*peso — 0.454*peso?
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Una vez calculada la recomendacion diaria de proteinas y kilocalorias, se
procedid a realizar un plan alimenticio individualizado de 5 dias para cada
paciente. Las porciones de los alimentos seleccionados se calcularon con ayuda
del Sistema Mexicano de Alimentos Equivalentes (Pérez y col., 2014). Cada plan
alimenticio fue otorgado a cada paciente y se siguié en sus hogares, y para
asegurar su cumplimiento, se les pidié a los padres o a los mismos nifios que
registraran diariamente todos los alimentos consumidos. En el APENDICE 3 se
presenta un ejemplo de uno de los planes alimenticios otorgados a los pacientes.
Los nifios del grupo control no tuvieron un tratamiento nutricional, y sélo se hizo

un recordatorio de 24 horas del dia que proporcionaron la muestra de heces.

Historia Clinica de los Pacientes

Para poder contar con una historia clinica completa se revisaron los expedientes
clinicos de todos los pacientes. Se revisaron los examenes de laboratorio, tanto
de orina como de sangre, con los que contaba cada paciente y que eran
solicitados por los médicos como medio de monitorizacion. Estos analisis clinicos
incluyeron biometria hematica completa, examen general de orina, albumina en
orina de 24 horas, colesterol, triglicéridos, albumina sérica, sodio y potasio
séricos. Los estudios se realizaron en el laboratorio clinico del hospital o en
algunos casos, en laboratorios particulares. Por razones ajenas al control de
estudio, algunos pacientes no tuvieron algunos examenes de laboratorio, lo cual
no afecto el diagnaostico ni el desarrollo del protocolo.

Para obtener datos adicionales, se entrevistaron a los padres o tutores sobre
los antecedentes alimenticios de los pacientes, asi como sobre la evolucién de la
enfermedad con el fin de complementar los datos disponibles en el expediente
clinico. Ademas, se realizdé una evaluacion nutricional basica de los pacientes

que incluyo la medicion del peso y talla.
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Determinaciéon de Proteinas Excretadas en Heces
Reactivos

Todos los reactivos que se utilizaron para el desarrollo de los experimentos de
esta tesis fueron de acuerdo a las necesidades de los experimentos. Los
reactivos necesarios para la SDS-PAGE fueron de Sigma-Aldrich (USA) y los
equipos de Bio-Rad (California, USA). Los reactivos que se utilizaron para la
medicion de la concentracion de proteinas fueron de Thermo Scientific (lllinois,
USA). Los anticuerpos para la inmunodeteccién de proteinas fueron de Dako
(Denmark) y el kit para detectar IgA de Immunology Consultants Laboratory, Inc.
(Oregon, USA).

Manejo de Muestras

A cada nifio del estudio se les pidieron dos muestras de heces: una de ellas fue
antes del tratamiento nutricional y la otra después, excepto a los nifios del grupo
control quienes sélo proporcionaron una muestra. Cada muestra fue almacenada

en congelacion a -80°C hasta su analisis.

Extraccion de Proteinas

Las proteinas se extrajeron de las muestras de heces de los nifios con sindrome
nefrético y sanos. El método de extraccion de proteinas de las heces incluyé
inhibidores de proteasas (Oleksiewicz, 2004) y se realiz6 de acuerdo al método
de Ilwagaki y col. (2002).

De cada muestra se tom6 una media de 0.1689 g (desde 0.0354 g a 0.2630
g) del recipiente original a tubos eppendorf. A cada tubo se le agregaron 500 ml
de buffer de extraccion que contenia 500 ml de la mezcla de Fosfato de potasio
100 mM a pH 7.5, 0.5 pl de Tween 20 (es decir, 0.1 %) como detergente y 5 ul
de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) como inhibidor de proteasas (Iwagaki y
col. 2002). Después de homogenizar, se dejoé reposar por 15 minutos y se
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centrifug6 a 13000 g en una centrifuga Eppendorf 5417C (Hamburg, Germany).
Al terminar de centrifugar se separoé el sobrenadante (Figura 1) y se almacend en

congelacion hasta su andlisis. El precipitado se desechd.

Determinaciéon de la Concentracion de Proteinas

Se determind la concentracion de proteinas por el método del Acido Bicinconinico
(Smith y col., 1985). Este método colorimétrico determina la concentracion de
proteina solubilizada gracias a que el reactivo es sensible y muy especifico para
iones cuprosos (Cu'*) que se forman entre el ion cuprico (Cu?*), que se agrega
para la reaccion, y las proteinas de la muestra produciendo un color morado. El
color generado depende de la concentracion de proteinas, y se lee a 562 nm, y
por medio de la realizacion de una curva de concentracion estandar se determina
la concentracion de proteina en la muestra.

En este caso se siguieron las indicaciones del fabricante de los reactivos
(Thermo Scientifics) para microplacas de 96 pozos. Se utilizaron 25 pl de la
extraccion de proteinas de la muestra o de estandar, que en este estudio fue
albumina de suero bovino (BSA, Bio-Rad; California, USA). La albumina se diluyé
a diferentes concentraciones desde 1 mg/ml hasta 0.2 mg/ml. Se hicieron 5
diluciones para crear la curva estandar: 1, 0.8, 0.6, 0.4 y 0.2 mg/ml. Ademas de
la muestra o el estandar, en cada pozo se agregaron 200 pl del reactivo activo
gue se preparo justo antes de utilizarse con los reactivos proporcionados en el
kit. Se calcul6 el volumen total requerido para todos los pozos y se mezclaron 50
partes del reactivo A con 1 parte del reactivo B. Cada muestra o estandar se
carg0 por triplicado en la placa y se registré los pozos pertenecientes a cada
muestra. Después de cargar los pozos, se incubaron las placas a 37 °C durante
30 minutos. Después de incubar y dejar enfriar las placas, se leyeron en un
espectrofotometro FLUOstar Omega (BMG Labtech, Ortenberg, Germany) a una
longitud de onda de 562 nm, como se mencion6 antes (Figura 2).
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Figura 1. Muestra de heces con buffer de extraccion
de proteinas después de centrifugar y antes de

separar el sobrenadante.

Figura 2. Microplaca después de la medicion de la
concentracion de proteinas con el método del acido
bicinconinico.
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Cuando se obtuvieron los resultados de absorbancia se realizé la curva
estandar en el programa Microsoft Excel 2013 (version 15.0.4420.1017), cuya
ecuacion se utilizé para poder calcular la concentracion de proteinas de las
muestras de este estudio. Sustituyendo en la ecuacion con los datos obtenidos
del espectrofotometro se calcul6 la concentracion de proteinas de las muestras y
se obtuvo un promedio de ellas.

Electroforesis en Geles de Poliacrilamida en Condiciones
Desnaturalizantes

El tipo de proteinas de las muestras se analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE, por sus siglas en
inglés). La electroforesis se llevo a cabo basada en el método de Laemmli (1970).
Se prepararon geles de poliacrilamida al 15 % con 10 pozos, que se colocaron
en una camara para electroforesis Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad,
California, USA). En cada pozo se cargd una muestra diferente y en el primero
siempre se cargd un marcador de peso molecular de amplio espectro Bio-Rad,
que indica proteinas desde los 200 hasta 6.5 kDa. De cada muestra se utilizaron
40 ug para cada pozo, y al volumen correspondiente a esos microgramos se les
agrego buffer muestra en una proporcion 1:3, es decir 1 parte de muestray 3 de
buffer, que se preparé con azul de bromofenol. En algunas ocasiones, las
proteinas tenian que precipitarse para que el volumen no rebasara los 20 ul que
caben en un pozo del gel, y para esto se utilizé el método PCK para precipitacion
organica de muestras para SDS-PAGE (Wessel y Fligge, 1984).

Antes de cargar la muestra, se calento a 95 °C por 5 minutos, se dejo enfriar
y con ayuda de una pipeta electronica se colocé en los pozos (Figura 3). La
camara se conectd a una fuente de poder que se mantuvo entre 15-20

miliamperes para 1-2 geles.
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Figura 3. Camara de electroforesis con geles de poliacrilamida al inicio de
la corrida. Se pueden ver las muestras cargadas en los pozos del gel de
poliacrilamida.
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Tincion de los Geles con Colorante Azul de Coomassie

Una vez que el frente de corrida salio del gel se detuvo la fuente de poder y el gel
se coloco en un recipiente para tefiirse con el colorante Azul de Coomassie.
Posteriormente se agregd una solucion destefidora hasta el momento de poder
digitalizar la imagen del gel en un fotodocumentador Gel Doc EZ System (Bio-
Rad, California, USA).

La digestion de proteinas en el tracto digestivo no afecto la interpretacion de
resultados, ya que se queria ver qué proteinas estaban presentes en las heces
de los pacientes. Ademas de que se tuvieron datos previos al tratamiento
nutricional para comparacion.

Una vez obtenidos las imagenes de los geles, se compararon los perfiles de
proteinas para observar si existian diferencias entre las muestras de los
pacientes y entre el antes y después del tratamiento nutricional, asi como en los

pacientes sanos.

Doble Inmunodifusion Radial (Método Oulicheterlony)

Para poder identificar claramente qué tipos de proteinas se encontraban en las
muestras, se realiz6 el método de doble inmunodifusion radial (Calderdn de la
Barca, 1996). Con éste método se pudieron detectar proteinas especificas de
una mezcla utilizando un anticuerpo. En una placa de agarosa al 1 % se hicieron
pequefios pozos, uno en el centro y cinco alrededor de éste. En el pozo central
se colocaron 5 pl de anticuerpo, que en este estudio se utilizaron anticuerpos de
conejo anti-albumina humana, anti-lgG humana, anti-IgA humana y anti-proteinas
del suero total humano (Dako, Denmark). En los pozos de alrededor se colocaron
5 ul de diferentes muestras de las proteinas extraidas de las hecesy se colocaron
las placas con los geles en camaras hiumedas durante 12-18 horas para que los
anticuerpos y las muestras migraran por difusién. Al encontrarse el anticuerpo y

la proteina formaron un precipitado que ya no siguié migrando.
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Después de la migracion se seco el gel con papel filtro y papel absorbente,
también se lavo varias veces con agua destilada y finalmente se sec6 con aire
caliente para eliminar residuos de proteinas o de las muestras que no se
precipitaron. Los geles se tifieron con azul de Coomassie para observar mejor la

precipitacion de los complejos proteina-anticuerpo.

Inmunoelectroforesis Cruzada con Dos Antigenos

Después de identificar que las muestras de heces contenian proteinas del suero
humano gracias a la doble inmudifusion radial con el anticuerpo anti-proteinas
del suero total humano, se decidié hacer una inmunoelectroforesis cruzada con
dos antigenos para verificar cuéles proteinas estaban presentes en las muestras
y compararlas entre ellas. En este caso solo se utilizaron las muestras de los
pacientes con sindrome nefrético antes y después del tratamiento nutricional.

Este método analiza la relacion inmunoldgica entre dos antigenos, y se le
llama electroforesis cruzada con dos antigenos porque los dos antigenos se
comparan al someterse a electroforesis en un gel de agarosa, para después
cambiar el gel por uno con anticuerpos mezclados y dejar que reaccione la
muestra (Calderon, 1996).

En la primera dimensién se prepar6 un gel de agarosa al 1 % al que se le
hicieron 2 pozos por muestra, donde se cargaron las muestras de los pacientes
antes y después de la intervencion y se hizo un pozo mas donde se agregd un
marcador con azul de bromofenol. Una vez cargados los pozos se coloco el gel
en una placa de una camara de electroforesis Bio-phoresis Horizontal
electrophoresis cell (Bio-Rad, California, USA) donde corrieron las muestras con
una corriente de 200 volts por aproximadamente 40 minutos hasta que el
marcador avanzo aproximadamente 4 centimetros. Después de la electroforesis
de la primera dimension se recorto el gel para que cada una de las muestras
estuviera en un gel diferente para poder seguir con la siguiente dimension.

Después de recortar el gel se completé con agarosa al 1 % para formar un gel de
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aproximadamente 5 cm x 5 cm. A la agarosa se le agregaron 125 pL de
Anticuerpo de conejo anti-proteinas de suero total y se volvid a colocar en la
camara de electroforesis, ahora por 16 horas con una corriente de 50 volts.
Después de la electroforesis se lavaron y se secaron los geles y se tifieron con

Azul de Coomassie.

Electrotransferencia e Inmunodetecciéon

Para llevar a cabo éste método, fue necesario preparar geles de poliacrilamida y
llevar a cabo la electroforesis de la misma manera descrita anteriormente. El
marcador de peso molecular utilizado para éste método fue el Kaleidoscope (Bio-
Rad, California, USA). Ademas, al buffer muestra se le agreg6 Pironina Y, para
gue los carriles se marcaran en el gel y en la membrana y fuera mas sencillo su
manejo. Este método se utilizé para identificar, con ayuda de anticuerpos, las
proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida
electrotransferidos a una membrana de nitrocelulosa (Calderén, 1996). Los geles
se transfirieron en una camara para electrotransferencia Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer Cell (Bio-Rad, California, Estados Unidos). El gel y la membrana de
nitrocelulosa humedecida se colocaron entre papel absorbente o papel filtro
también humedecido en buffer de transferencia (preparado con glicina, Tris y
etanol) cuidando que no quedaran burbujas de aire. Luego se coloco entre las
placas metdlicas del Trans-Blot que conducen la electricidad de una fuente de
poder a 15 voltios por 25 minutos a las muestras biologicas en la
electrotransferencia. Posteriormente, las membranas se cambiaron a un
recipiente donde se les agreg6 buffer de bloqueo (Tris, NaCl, NaNsz y Tween 20
al 2 %) por 2 minutos para detener la transferencia.

En el caso de la deteccion de albumina, el buffer de bloqueo se cambi6 por
buffer de incubacién (contiene lo mismo que el buffer de bloqueo con Tween 20
al 0.05%) con el cual se hicieron lavados para después agregar el anticuerpo de
conejo Anti-albiumina humana marcado con peroxidasa de rdbano (HRP) (Dako,
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Denmark) 1:1000 durante toda la noche en refrigeracion a 4 °C. Después de la
incubacion, se volvieron a lavar las membranas y se incubaron por segunda vez
con buffer de incubacion pero esta vez con Anticuerpos de carnero anti-
inmunoglobulinas de conejo-HRP 1:2000 (Dako, Denmark). Dos horas después
se realizaron tres lavados mas y se agregd una solucién cromogénica de
peroxidasa (diaminobencidina o DAB, buffer salino de Tris o TBS y H202) y se
agitdé hasta que aparecio color en la membrana, hasta entonces se detuvo la
reaccion con agua.

En la deteccion de IgA se siguieron practicamente los mismos pasos, sélo que
después de hacer la transferencia y bloquear la membrana se quedo incubando
solamente con buffer de incubacion durante dos dias. Después se realizaron
varios lavados y se agrego el buffer de incubacién con el anticuerpo de conejo
anti-inmuglobulina A humana-HRP (Dako, Denmark) en una proporciéon 1:2000
durante dos horas. Al terminar la incubacion se hicieron lavados y también se
agrego la solucién cromogénica de peroxidasa. Las membranas se dejaron secar

y se observaron las inmunodetecciones.

Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (ELISA)

Una vez identificadas las proteinas en las muestras, se realiz6 la cuantificacion
de los antigenos presentes en ellas por medio del método de Ensayo
Inmunoabsorbente ligado a Enzima, mejor conocido como ELISA por sus siglas
en inglés (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Con esta técnica se
obtuvieron datos para cuantificar la concentracion de las proteinas en las
muestras de heces.

El principio del ELISA consiste en inmovilizar los antigenos de la muestra en
la superficie de los pozos de la placa de plastico, y se les agregan compuestos
conjugados con una enzima que reacciona con el sustrato y se produce un color

proporcional a la concentracion del antigeno (Calderén, 1996).
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En este estudio se utilizé6 este método para cuantificar albimina e IgA en las
muestras. En el caso de la albumina, se siguioé el método descrito por Calderén
de la Barca (1996), mientras que para IgA se utilizé un kit comercial (Immunology
Consultants Laboratory, Inc., Oregon, USA).

Para la cuantificacion de albumina se diluyé la muestra 1:3000 utilizando
buffer cubierta (buffer de carbonato, pH 9.6) y el estandar 1:1600 (Protein
electrophoresis control, Sigma Diagnostics, Missouri, USA) y se cargaron 200 pL
de estas diluciones en las primeras lineas de la placa para después hacer
diluciones seriadas en el resto de ella. Cada dilucion se coloco por duplicado. Se
cubrieron las placas y se almacenaron en refrigeracion (4 °C) durante toda la
noche. Al dia siguiente, se lavaron las placas con buffer de lavado y dilucion (Tris-
HCI, Tween 20, Rojo de fenol y Azida de sodio, pH 7.4) en cuatro ocasiones, para
después agregar 200 uL de buffer de bloqueo (buffer de lavado con Gelatina de
piel de pescado de agua fria al 45 %) en cada pozo por una hora y después se
volvié a lavar. Al terminar los lavados se agregaron 100 pL de soluciéon con
anticuerpos Anti-Albumina humana (Dako, Denmark) diluida 1:5000 y se dejo
agitando por dos horas. Se volvié a lavar la placa y se agregé un segundo
anticuerpo, que fue un Anticuerpo de carnero anti-inmunoglobulinas de conejo
1:2000 (Dako, Denmark), y se agit6 cubierto por 60 minutos. Se lavé de nuevo la
placa y se agregaron 100 pL del desarrollador o sustrato, que en este caso fue
tetrametilbenzidina o TMB y H202 y se agitd hasta que se desarroll6 el color azul.
Cuando se observo el color en la mayoria de los pozos se agregaron 100 pL de
acido sulfurico en cada pozo para detener la reaccion. Al terminar el proceso, se
leyé la placa a 450 nm en un lector de microplacas Bio-Rad Modelo 510
(California, USA). Al obtener las absorbancias de los estandares se hizo una
curva que se utilizé para calcular la concentracion de albumina de las muestras.

En la cuantificacion de IgA se realizé basicamente el mismo procedimiento
que en la albumina, con la diferencia de que los anticuerpos y buffers fueron los

otorgados por el kit Human IgA ELISA de Immunology Consultants Laboratory,
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Inc. (Oregon, USA). Aqui también se obtuvieron las concentraciones de la

inmunoglobulina por medio de una curva estandar.

Determinacion de Humedad de las Muestras de Heces

Debido a las diferencias de consistencia y humedad de las muestras de heces
de los sujetos del estudio, se decidioé determinar el porcentaje de humedad de las
muestras y asi poder calcular una mejor concentracién de proteinas con el peso
seco de estas.

Para iniciar se pusieron a peso constante varios platos de aluminio, donde se
pesaron las muestras. Los platos se pusieron en una estufa de secado a 100 °C
por una hora y después se pasaron a un desecador a temperatura ambiente. Se
mantuvieron en el desecador hasta que se les agregé la muestra.

Con el uso de pinzas se tomoé un plato a la vez para pesarlo en una balanza
analitica. Una vez registrado el peso del plato solo, se agreg6 aproximadamente
500 mg de la muestra de heces (cada muestra fue pesada por duplicado) y se
registro el peso. Después de pesar la muestra se volvieron a poner los platos de
aluminio en la estufa de secado a 100 °C por 8 horas. Después se volvieron a
pasar a un desecador hasta que alcanzaron la temperatura ambiente y se registré
el peso del plato con la muestra en seco.

Para calcular el porcentaje de humedad se utilizé la siguiente ecuacion:

% Humedad = (Peso del plato+muestra) — (Peso seco) x 100

Peso de la muestra

Prueba de Sangre Oculta en Heces

Debido a que los valores de albumina en las diferentes detecciones estuvieron
fuera de rangos, se realizé una prueba de sangre oculta en heces para descartar
gue este fuera la razén de esos datos. La prueba se hizo con el kit comercial
Hema Screen (Stanbio Laboratory, Texas, USA) y consistié en colocar la muestra
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en una tarjeta que contenia guaiaco. Este componente contiene compuestos
fendlicos que al ser oxidados, en este caso por componentes de la hemoglobina
de la sangre, producen una coloracion azul. Por lo que si la tarjeta de papel con

guaiaco cambiaba a color azul indicaba un resultado positivo de sangre en heces.

Manejo y Analisis de Datos

Los datos de los pacientes fueron registrados en bases de datos, asi como en
bitacoras. Algunos analisis estadisticos y la elaboracion de curvas estandar se
realizaron en el programa Microsoft Excel 2013 (version 15.0.4420.1017).

Después de determinar la normalidad de los datos se calcularon medias,
medianas, desviaciones estandar como estadistica descriptiva, también se
calcularon diferencias entre grupos utilizando pruebas de t para muestras
correlacionadas paramétricas o0 la prueba Wilcoxon para muestras
correlacionadas no paramétricas, asi como la prueba de Friedman para
diferencias de dos o mas grupos. Todo esto se hizo con ayuda del programa
estadistico IBM SPSS Statistics (Version 21.0.0.0).

Financiamiento

El financiamiento fue colaborativo entre Universidad de Sonora - Hospital Infantil
del Estado de Sonora (HIES) — Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo (CIAD). El costo fue incluido en la atencidon regular de pacientes con
sindrome nefrético en el HIES. Los materiales para la determinacién de proteinas

estuvo a cargo del CIAD dentro del programa de colaboracion interinstitucional.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas de los Sujetos

Durante el lapso de tiempo se captaron a 11 pacientes con sindrome nefrético;
sin embargo, por no cumplir con todos los criterios so6lo 5 pacientes se quedaron
en el estudio. Las principales razones de exclusion fueron la falta de interés de
los padres, no seguir el tratamiento nutricional, la remisién de la enfermedad o la
falta de entrega de muestras de heces. El nUmero de pacientes coincide con las
estadisticas presentadas en el HIES, donde en promedio se presentan 9
pacientes con sindrome nefrotico al afio (Garcia y col., 2014). Las caracteristicas
generales de los pacientes se muestran en la Tabla lll.

Todos los pacientes estaban con la enfermedad activa cuando entraron al
estudio, presentando proteinuria. El paciente 2 era de recién diagndstico y el resto
se invito en la consulta de control.

La mediana de la edad de los pacientes fue de 10 afios, con un rango de los
2 a los 17 afios (Tabla Ill). 3 de los 5 pacientes (60 %) fueron mayores de 10
afos, cuando la bibliografia dice que el 80 % de los pacientes pediatricos con
sindrome nefrotico tiene entre 2 y 10 afios (Davin y Rutjes, 2011). Por lo que esta
poblacion fue mayor de lo esperado. So6lo 2 de los 5 pacientes fueron del sexo
masculino, siendo el sexo femenino el mas comun, contrario a lo expresado por
la Academia Mexicana de Pediatria, que dice que es mas frecuente en varones
(en una relacion 1:1.5) (AMP, 2000).

Todos los pacientes contaron con biopsia renal para especificar el origen de
la enfermedad. 2 de los 5 pacientes (40 %) tuvo un diagndéstico de
glomerulonefritis membranoproliferativa, 1 (20%) presentd enfermedad de
cambios minimos y los 2 pacientes restantes (40 %) presentd
glomeruloesclerosis focal y segmentaria. En esta ocasion, la poblacion de este
estudio no se apegoé a lo visto en la literatura, ya que la causa mas comun de

sindrome nefrético en niflos es la enfermedad de cambios minimos con un 65 %
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Tabla Ill. Caracteristicas generales de los pacientes con sindrome nefrético del

estudio.
Edad @ Sexo Diagndéstico Peso | Talla Tratamiento
(anos) (kg) (m) nutricional
1 13 M SN con GNMP 76.0 1.56 @ Hipoproteica
2 2 F SN con ECM 12.5 0.86 | Hipoproteica
3 17 M SN con GEFS 60.3 1.75  Normal
4 10 F SN con GEFS 44.0 1.31 | Hiperproteica
5 5 F SN con GNMP 23.9 1.10 Normal

Datos obtenidos de los expedientes clinicos de los pacientes. La asignacion del
tratamiento nutricional fue de manera secuencial. Abreviaturas: M, masculino; F,
femenino; SN, sindrome nefrético; GNMP, glomerulonefritis membranoproliferativa;

ECM, enfermedad de cambios minimos; GEFS, glomeruloesclerosis focal y segmentaria.
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de la prevalencia. Mientras que la glomerulonefritis membranoproliferativa y la
glomeruloesclerosis focal y segmentaria, normalmente tienen una prevalencia del
10 % cada una (Kumar y col., 2004), pero en esta pequefia poblacion las
enfermedades menos frecuentes fueron la mas comunes. En otros estudios ya
se habia descrito que la prevalencia de las otras variedades de sindrome
nefrético han ido en aumento (Eddy y Symons, 2003), y que estan asociadas a
diversos virus como el VIH, hepatitis, parvovirus 19, entre otros.

Los pacientes 3, 4 y 5 presentaron la variedad de sindrome nefrético que es
resistente al tratamiento principal, llamado corticorrestistente, por lo que se
confirma que los pacientes hispanos tienen una tendencia a desarrollar esta
resistencia al tratamiento (Eddy y Symons, 2003), ya que normalmente el 85 %
de los pacientes responden al tratamiento de prednisona (AMP, 2000).

El tratamiento que recibié cada paciente fue dependiendo de la respuesta al
tratamiento. El paciente 1 y 3 estaban recibiendo prednisona cuando entraron al
estudio. El paciente 2, al ser de recién diagndstico, s6lo se medic6 con
cefuroxima (antibiético) durante los dias que sigui6 la dieta especial, después
comenzé a recibir prednisona. El paciente 4 tenia tratamiento triple con
deflazacort, micofenolato y ciclosporina, y, el paciente 5, prednisona y
ciclosporina mientras siguié la dieta especial.

En cuanto al estado nutricional de los pacientes, se optd por omitir el analisis
del peso e indice de masa corporal debido a que no se pudo obtener el peso seco
exacto de los pacientes (peso sin edema), solo se presenta el peso y la talla de
los pacientes en la Tabla lll. La talla o estatura de los cinco pacientes se encontré
entre los valores normales de crecimiento segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS, 2006). Estos pacientes no presentaron un retraso en el crecimiento
como generalmente les sucede a los pacientes con enfermedades renales (Cano,
2003; Santos y Fernandez, 2003; Calzada, 1998), aun cuando algunos pacientes
tenian afios con la enfermedad. El grupo control fue conformado por 5 pacientes

sanos con la misma edad del grupo de pacientes con sindrome nefrético.
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En la Tabla IV, se presentan los datos generales obtenidos antes de la
intervencién nutricional. Todos los pacientes presentaron proteinuria, al tener
como minimo 25 mg/dL de proteinas cuando el resultado normal debio haber sido
negativo. Sin embargo, los valores de albumina en orina de 24 horas no se
encontraba en rangos nefréticos (> 3.5 g/dia). Los pacientes 2 y 5 presentaron
también hipercolesterolemia e hipoalbuminemia, caracteristicas generales de la
enfermedad. Estos dos pacientes fueron los mas pequefios de la muestra, y el
paciente 2 era de recién diagnéstico.

Los pacientes 3, 4 y 5 que presentaron hematuria o sangre en orina en sus
examenes de orina fueron los mismos pacientes que presentaron resistencia la
tratamiento, por lo que esta resistencia pudo haber causado mayor dafio renal y
provocar el paso de sangre a la orina. Los niveles de glucosa, electrolitos y

hemoglobina fueron normales en todos los pacientes.

Tratamiento Nutricional

Debido a que la mayoria de los pacientes fueron invitados al estudio durante la
consulta externa de control o poco antes de darse de alta del area hospitalaria,
todos los pacientes siguieron el plan alimenticio en sus hogares. La duracion fue
desde los 3 hasta los 5 dias, siendo este ultimo el mas frecuente en 3 de los
pacientes. Todos estuvieron en constante monitoreo y entregaron el diario de
alimentos al terminar el tratamiento, donde se pudieron observar pocos cambios
al plan original recomendado.

En la Tabla V se pueden observar los datos generales de los planes
alimenticios otorgados a los pacientes. La energia y macronutrientes (proteinas,
carbohidratos y lipidos) se calcularon utilizando el Sistema Mexicano de
Alimentos Equivalentes (Pérez Lizaur y col., 2014), y siguiendo las
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Tabla IV. Analisis bioquimicos realizados a los pacientes con sindrome nefrético

antes de realizar la intervencién nutricional del estudio.

Analisis Clinico / Paciente 1 2 3 4 5
Proteinas en orina (mg/dL) 150* ' 500* | 25* 75 * 150 *
Sangre en orina (Ery/uL) NEG NEG 25 * 10 * 50 *
Albumina en orina de 24 horas | ND 09* 0.2* 0.1 1.2*
(9/24h)

Colesterol (mg/dL) 160 434* | ND ND 210 *
Colesterol HDL (md/dL) 70 43 ** ND ND 68
Colesterol LDL (mg/dL) 81 310* | ND ND 139 *
Triglicéridos (mg/dL) 147 485* | ND ND 93
Albumina sérica (g/dL) ND 1.3* | ND ND 3.3 **
Glucosa (mg/dL) 82 90 ND ND 89
Urea (mg/dL) 12* 19 ND ND 16
Creatinina (mg/dL) 0.3* 1 0.1*™ | ND 0.3* | 0.2*
Leucocitos (10"3/uL) 139* 146* 6.7 12.3* 1 16.5*
Eritrocitos (1076/uL) 4.7 5.3 5.2 4.8 5.2
Hemoglobina (g/dL) 12.5 14.3 15.3 14.1 13.8
Sodio (mEg/L) 137 136 ND ND 140
Potasio (mEg/L) 4.1 4.8 ND ND 4.1
Cloro (mEqg/L) 101 110 ND ND 109

Datos obtenidos de los expedientes clinicos de los pacientes. * valores elevados

respecto a los valores normales; ** valores bajos respecto a los valores normales.

Abreviaturas: ND, valor no disponible.
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Tabla V. Datos generales del tratamiento nutricional de los pacientes con

sindrome nefrético.

Carbohi-
Tratamiento Energia Proteina | Proteina | dratos @ Lipidos
nutricional | Dias @ (kcal/d) ' (g/kg/d) (%) (%) (%)
1 Hipoproteica 5 2400 0.90 8.1 60.4 315
2 Hipoproteica @4 1000 0.90 4.5 62.0 33.5
3 Normal 5 2900 1.3 12.4 57.5 30.1
4  Hiperproteica | 5 1950 1.9 12.1 53.9 34.0
5 Normal 3 1300 1.4 7.8 59.0 33.2

Datos aproximados calculados con el Sistema de Equivalentes de Alimentos Mexicanos
(Pérez y col., 2014). La recomendacion de energia y de proteinas se siguié del IOM

(2005). La asignacion del tratamiento nutricional fue de manera secuencial.
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recomendaciones para la edad del Instituto de Medicina (IOM, 2005). Los
porcentajes de carbohidratos y lipidos se encontraron dentro de los valores
recomendados (carbohidratos del 45 al 65%, y lipidos del 25 al 35 % del valor
energeético total). Sin embargo, el porcentaje de las proteinas en 3 de las dietas
de los pacientes fue menor del 10 %, que es el minimo recomendado. Esto se
debib a que en este estudio se le dio mayor importancia a los gramos de proteina
por kilogramo de peso, pero al ser nifios el calculo dio muy bajo, sobre todo en
los nifios a los que se les dieron pocas proteinas (dieta hipoproteica) o de menor
edad, ya que su peso ideal era menor. En el APENDICE 3 se encuentra un
ejemplo del plan alimenticio otorgado a uno de los pacientes.

Los pacientes se dividieron entre los diferentes grupos de intervencion y se
verificO que no existieran diferencias entre ellas, lo cual ocurri6 entre las
diferentes variables de las caracteristicas generales de todos los sujetos. Se
conformaron cuatro grupos: los que llevaron una dieta hipoproteica (n=2), dieta
normal (n=2), dieta hipoproteica (n=1) y el grupo control (n=5). La edad en afios
(p=0.930), el peso en kilogramos (p=0.986), la talla en metros (p=0.829) y la
proteina en heces basal en mg/ml (p=0.696) no presentaron diferencias
significativas entre grupos, por lo que se asumen que las caracteristicas basales
para iniciar la dieta fueron iguales en todos los grupos. En el caso de la proteina
en orina en mg/dL sélo se tuvieron los datos de los pacientes con sindrome
nefrético, por lo que el grupo control no se incluyo en la medicion de la diferencia
de la distribucion de los datos. Este ultimo dato tampoco present6 diferencias
significativas en la distribucion de los tres grupos de intervencion (p=0.331)

(Tabla VI). Las diferencias se calcularon con la prueba de Kruskal-Wallis.
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Tabla VI. Comparacion de las caracteristicas generales de los sujetos de estudio

entre los diferentes grupos.

Dieta Dieta
Hipoproteica Normal  Hiperproteica Control
Variable (n=2) (n=2) (n=1) (n=5) p

Sexo, M/F 1/1 1/1 0/1 3/2
Edad, afios 7.5 11 10 10 (2,17) NS
Peso, kg 45.0 (17.8,

44.3 42.1 44.0 77.5) NS
Talla, m 1.41

1.21 1.43 1.31 (0.89,1.70) NS
Proteina en
orina, 325 875 75 ND NS
mg/dL
Proteina en
heces 12.5
basal, 9.9 13.9 174 (5.9317.30) O
mg/ml

Se muestran medianas (intervalo). La diferencia de distribucién fue calculada por la
prueba de Krukal-Wallis al 95% de confianza. Abreviaturas: M, masculino; F, femenino;

ND, dato no disponible; 0.NS, no significativa.
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Concentracion de Proteinas en Heces

Después de decidir que el método mas adecuado y exacto para medir la
concentracion de proteinas en las muestras de heces de estos pacientes era el
meétodo del &cido bicinconinico, se prosiguido a descongelar las muestras y a
tomar alicuotas para realizar el analisis por triplicado. Después de realizar la
medicion de la absorbancia se obtuvo la curva estandar de cada una de las
microplacas analizadas. En la Figura 5 se observa el ejemplo de una de las
curvas, cuya ecuacion de la recta fue y=1.3153x + 0.0803, con una correlacion
de 0.9999, donde lay corresponde a la absorbancia a 562 nm y la x corresponde
a la concentracion de proteinas.

La concentracion de proteinas que se obtuvo fue en mg/mL. Las medianas de
las concentraciones de proteinas encontradas se encuentran en la Tabla VII. En
los pacientes 2 y 5, la concentracidon de proteinas disminuyd después del
tratamiento nutricional que fueron dieta hipoproteica y normal, respectivamente.
Cabe mencionar que estos pacientes fueron los de menor edad, y que tal vez en
estos casos la respuesta al tratamiento nutricional sea de mayor ayuda. Se
esperaba que los sujetos del grupo control tuvieran muy poca cantidad de
proteinas, y aunque en algunos casos la concentracion de proteinas si fue menor
que la de los pacientes enfermos, no se encontré diferencia significativa entre
ellos. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones de proteinas entre los resultados del grupo control y del grupo
con sindrome nefratico, ni tampoco después de seguir el tratamiento nutricional.
Después de varias revisiones en la literatura, no se pudo encontrar un valor
normal que se pudiera comparar con los datos obtenidos en este estudio.

Debido a que también se calculé la humedad presente en todas las muestras,
se calculdé el peso seco de todas las muestras y asi poder obtener una
concentracion de proteinas equivalente a los gramos de proteinas por gramo de
heces secas (Tabla VIII). También se tomé en cuenta el volumen de buffer de

extraccion utilizado.
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Figura 4. Curva estandar de absorbancia contra concentracién de
proteinas del estdndar de albumina de suero bovino. En el programa
Microsoft Excel se introdujeron los datos obtenidos y se calculd la
ecuacion de la curva estandar para calcular la concentracion de
proteinas de las muestras de este estudio. La ecuacion de la curva es
y=1.3153x + 0.0803, R?= 0.9999.
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Tabla VII. Comparacion de la concentracion de proteinas de los nifios con

sindrome nefrotico antes y después del tratamiento nutricional y del grupo control.

Concentracion de Concentracion de Concentracion de P <
proteinas antes del proteinas después proteinas control
tratamiento del tratamiento (mg/mL)
nutricional (mg/mL) | nutricional (mg/mL)
1 12.76 (6.69, 13.84) 10.30 (7.74, 14.72) 10.86 (8.15, 12.99) NS
2 7.03 (6.74, 9.10) 9.13 (8.42, 9.65) 5.93 (5.86, 6.33) NS
3 | 18.11(18.08,21.65) | 14.83(12.44,15.13) 17.30 (15.72,19.58) | NS
4
5

7.74 (5.27,10.84) | 12.20(10.38, 12.39) | 16.41 (13.32, 18.57) NS
9.64 (9.21, 12.04) | 14.73 (12.59, 16.10) | 11.94 (10.46, 18.31) NS

Se presenta mediana (intervalo) de cada una de las mediciones. La diferencia de
distribucion fue calculada por la prueba de Friedman al 95 % de confianza. Abreviaturas:

NS, no significativa.
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La mediana del porcentaje de humedad de las muestras fue de 77.4 %, con
un intervalo de 64.1 hasta 84.9 %. Estos valores son similares a los encontrados
en otro estudio con mujeres japonesas, donde encontraron valores de humedad
en heces desde el 60 + 3 % hasta el 85 + 4 % (Nishimuta y col., 2006). Por lo
anterior, se considera que los valores encontrados en este estudio se encuentran
dentro de la normalidad en cuanto a esta variable.

Al hacer el ajuste de la concentracion de proteinas si se pudieron ver
diferencias significativas entre algunas de las muestras. Primero se determingé las
diferencias entre grupos por la prueba de Friedman con un intervalo de confianza
del 95 %, y los nifios 1 al 4 tuvieron diferencias de concentracion de proteinas.

El paciente 1 tuvo diferencias entre las concentraciones de proteinas entre las
muestras antes de la dieta y después de esta (p=0.043), y esto mismo sucedio
en el paciente 4 (p=0.043). El paciente 1 llevé una dieta hipoproteica y el 4,
hiperproteica, por lo que no se puede asumir que un tipo de dieta causo esta
diferencia. Ademas, segun la bibliografia consultada, una dieta hipoproteica no
tenia efectos en los niveles de proteina excretada en nifios (Wingeny col., 1997;
Chaturvediy Jones, 2007). Sin embargo, en este caso aumento la concentracion
después de 5 dias.

En el caso del paciente 4, quien consumié una dieta hiperproteica que
generalmente aumenta la excrecién de proteina en orina (Jureidini y col., 1990),
la dieta seguida durante 5 dias ayudo a disminuir la concentracion de proteinas
en heces.

En los pacientes 2 y 3 hubo diferencias entre las muestras de heces de los
pacientes enfermos con las muestras de los pacientes sanos. En el paciente 2 la
concentracion de proteinas fue mayor en la muestra control que la del nifio
enfermo (85.2 contra 123.0 mg/g, p=0.043), ocurriendo lo mismo en el paciente
3 (113.5 contra 235.5 mg/g, p=0.043).
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Tabla VIII. Concentracion de proteinas de las muestras de heces de nifios con

sindrome nefrético y grupo control ajustada al peso seco de las muestras.

Concentracién de Concentracion de
proteinas antes del = proteinas después = Concentracién de
tratamiento del tratamiento proteinas control
nutricional (mg/qg) nutricional (mg/g) (mg/g) P<
1 153.3(141.1,164.9) 212.5(164.0,224.7) 164.3 (154.5,201.7) | 0.05
2| 85.2(70.4,122.2) 109.4 (75.0, 126.1) | 123.0(104.3, 134.0) 0.05
3| 140.7 (123.9,161.2)  113.5(88.7,143.0) @ 235.5(215.1, 238.3) A 0.05
4
5

4615 (458.1, 604.2) = 155.7 (111.2, 156.0) | 271.2 (143.1, 285.9) | 0.05
88.5(87.9,200.4) | 207.6 (177.3,215.0) = 97.6 (96.8,116.2) = NS

Se presenta mediana (intervalo) de cada una de las mediciones. La diferencia de
distribucion fue calculada por la prueba de Friedman al 95 % de confianza. Abreviaturas:
NS, no significativa.
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Estos resultados difieren de lo reportado en la literatura cientifica que dice que
los nifios con sindrome nefrético excretan mas proteinas que los pacientes sanos
(Schultze y col., 1980; Jensen y col., 1966). Por lo que en este estudio, al menos
en dos de los pacientes no se cumple la regla de que los nifilos con sindrome
nefrético excretan mas proteina en las heces que los niflos sanos,
independientemente de la dieta de los pacientes.

Se decidio realizar el analisis de diferencias de manera individual debido a la
pequefia muestra del estudio. Sin embargo, el objetivo del estudio era comparar
los diferentes tratamientos nutricionales. Por lo tanto, al igual que en los datos
generales, se hizo una comparacion de los cambios de la concentracion de
proteinas en heces entre los diferentes grupos de intervencién (Figura 5).

En 3 de los 5 pacientes (60 %) aumentd la concentracion de proteinas en
heces, mientras que los 2 pacientes restantes (40 %) disminuyeron la
concentracion. En cuanto al tratamiento nutricional, los pacientes del grupo de
dieta hipoproteica aumentaron la concentracion de proteinas en 29.1 mg/g, al
igual gue los pacientes del grupo de dieta normal, quienes aumentaron 23.8 mg/g.
El paciente perteneciente al grupo de la dieta hiperproteica fue el que tuvo una
disminucién bastante notoria de la concentracion de proteinas en heces de 367.4
mg/g. Sin embargo, a pesar de que parece ser una diferencia muy grande entre
grupos no existio diferencia estadisticamente significativa de la distribucién de los
datos (p=0.368) (Tabla IX).

Debido que el grupo de la dieta hiperproteica s6lo cuenta con un paciente, no
es posible remarcar esta diferencia. Este hallazgo es diferente a lo que se ve en
la literatura cientifica en muestras de orina, donde cantidades menores de
proteinas en la dieta disminuyen la excrecion de proteinas y cantidades altas de
éste micronutriente aumenta la excrecion de proteinas a nivel renal (Fraga,
2007). Tal vez esto tenga que ver con mecanismos del metabolismo de proteinas
gue no se estudiaron en este trabajo, pero que da un campo de oportunidad para

futuras investigaciones.
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Figura 5. Cambios en la concentracién de proteinas en heces de cada uno de
los pacientes con sindrome nefrético del estudio, segun el tratamiento nutricional
recibido. Los numeros negativos indican disminucion de la concentracion de

proteina en heces y los positivos, aumento.
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Tabla IX. Comparacion de la diferencia de la concentracion de proteinas en

heces de los nifilos con sindrome nefrético antes y después del tratamiento

nutricional.
Dieta Dieta Dieta
Hipoproteica Normal Hiperproteica
(n=2) (n=2) (n=1) p
Diferencia de
concentracion de 29.1 23.8 -367.4 NS

proteinas

Se calculd la diferencia de las medias de la concentraciébn de proteinas en heces
obtenida por el método del &cido bicinconinico en mg/g. La diferencia de distribucion se

calculd con la prueba de Kruskal-Wallis con un intervalo de confianza del 95%.
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Anélisis de Proteinas de Heces por Electroforesis en Geles de
Poliacrilamida en Condiciones Desnaturalizantes

Después de tomar fotografias de los geles de poliacrilamida tefiidos con azul de
Coomassie se analizaron las diferentes bandas. Para tener una mejor
comparacion se hizo una estimacion de los pesos moleculares de las bandas
mas frecuentes en los diferentes carriles y encontramos que las bandas de
aproximadamente 58 kDa, 47 kDa, 37 kDa, 27 kDa y 10 kDa fueron las que se
encontraron en la mayoria de las muestras (Figura 6).

Si fue posible observar diferencias entre los diferentes perfiles de proteinas.
Sin embargo, no se logré establecer un patrén diferencial. Entre las diferencias
encontradas entre las diversas muestras fue que algunas proteinas estaban solo
en algunas de ellas, o que la intensidad de las bandas variaron de una muestra
a otra. Sobre todo entre aquellas del mismo paciente antes y depués del
tratamiento nutricional. Por ejemplo, en la muestra del paciente 1, las bandas de
alrededor de 27 kDa (debajo de 31 kDa) aparecen en las dos muestras y en la
muestra del nifio control. Sin embargo, en la muestra obtenida antes del
tratamiento aparece con mayor intensidad, mientras que la banda de alrededor
de 37 kDa (arriba de 31 kDa) aparece con la misma intensidad en las tres
muestras. Mientras que en el control aparece una banda de aproximadamente 37
kDa (debajo de 45 kDa) que no aparece en la del nifio con sindrome nefrotico.

En las muestras del paciente 2 se pueden observar algunas proteinas
similares, como la de alrededor de 48 kDa (arriba de 45 kDa) que aparece en las
tres muestras, asi como la de 27 kDa, que a pesar de tener mayor intensidad en
la muestra del nifio control y la muestra del nifio con sindrome nefrético obtenida
después del tratamiento, también esta presente en las tres muestras. Aunque la
proteina de 37 kDa solo aparezca en las muestras de heces del paciente

enfermo.
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Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15 % en condiciones
desnaturalizantes de las proteinas extraidas de las heces de pacientes con
sindrome nefrético. Se encuentraron diferencias entre controles y pacientes y
diferencias mas sutiles entre muestras de un mismo paciente antes y después
del tratamiento nutricional. Abreviaturas: MPM, marcador de peso molecular; C,
control; Pa, paciente antes del tratamiento nutricional; Pd, paciente después del
tratamiento nutricional.
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En las muestras del paciente 3 y su control, también apareci6 la proteina de
27 kDa en menor intensidad a otras muestras, y la proteina de 58 kDa sélo
aparece en la muestra del paciente sano. En los demas pacientes se ven
patrones similares, aunque en la muestra del paciente 5 antes del tratamiento se
observan pocas bandas, probablemente por algin problema al cargar la muestra.
Sin embargo, se pueden observar las bandas de 27 kDa y la de 42 kDa, que
estan presentes en el resto de las muestras.

Es de notar que la albumina, una proteina de 66 kDa que comunmente se
encuentra en las heces (Dubrow y Yannielli, 1992; Nakano y col., 1978) en
pacientes sanos o con sindrome nefrético, no se observo en los perfiles de
proteinas de las muestras de este estudio.

En otras enfermedades como el cancer colorrectal con muestras de heces
(Dubrow y Yannielli, 1992) o en enfermedades renales con muestras de orina
(Suhail y col., 2011), se encontraron patrones de proteinas que permitieron un
tipo de prueba diagnostica con sélo realizar geles de poliacrilamida. Sin embargo,
en este estudio no se encontraron proteinas que estuvieran presentes en todas
las muestras de heces de los nifilos enfermos que no estuvieran en los pacientes
sanos, o al contrario, proteinas que no estuvieran presentes en los nifios con la

enfermedad en estudio.

Doble Inmunodifusion Radial e Inmunoelectroforesis Cruzada
con Dos Antigenos
Debido a que sélo con los geles de poliacrilamida no fue posible identificar cuales
eran las proteinas presentes se realizaron pruebas inmunoldgicas de
identificacion de diferentes proteinas. Primero, se utilizaron anticuerpos anti-
proteinas totales de suero humano en las muestras de heces de los nifios
enfermos, antes y después del tratamiento, y por medio del método de
inmunodifusion radial se encontr0 que efectivamente las heces también

contienen proteinas presentes en el suero humano (Figura 7).
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Figura 7. Doble inmunodifusién pasiva en gel de agarosa de proteinas
extraidas de heces de pacientes con sindrome nefrético. En el centro se
coloco 5 L de anticuerpos anti-proteinas totales de suero humano y se
dej6 difundir hacia las muestras de heces pacientes con sindrome

nefrético antes (A) y después (B) del tratamiento nutricional.
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Ya que se identific6 que las muestras tenian proteinas del suero humano, se
hizo inmunoelectroforesis cruzada para separar estas proteinas y poder asi tener
una mejor idea de cuales eran las proteinas presentes en las muestras. Los
resultados que se muestran en la Figura 8, nos indican que existen diferentes
proteinas en diversas muestras de heces. Cada uno de los picos que aparecieron
en la segunda dimension de la electroforesis corresponde a una proteina
diferente. Segun Weir y Stewart (1993) los picos marcados con la letra a,
corresponden a inmunoglobulinas, los picos marcados con la letra b son
probablemente correspondientes a otra inmunoglobulina. Sin embargo no es facil
de identificar, mientras que los picos indicados con la letra ¢ corresponden a la
albumina. Se muestran dos letras (a, y a’) debido a que fueron dos muestras
cargadas, y para indicar que son dos picos diferentes.

Una vez identificadas algunas proteinas por este método se volvié a realizar
el método de inmunodifusién radial pasiva para comprobar cuales eran las
proteinas presentes en las muestras. En este caso los anticuerpos fueron anti-
IgA, anti-lgG y anti-albimina. Todos estos anticuerpos se pusieron en el pozo
central y alrededor se usaron diferentes muestras, tanto de pacientes con
sindrome nefrético como sanos y en algunos casos se utilizé suero humano como
control positivo de la reaccion antigeno-anticuerpo. En la Figura 9 se puede ver
gue algunas de las muestras reaccionaron al anticuerpo de la inmunoglobulina
A, mientras que para la inmunoglobulina G ninguna muestra se precipitdé. En
cuanto a la albumina se observo la reaccion del suero humano con el anticuerpo
de manera muy visible, mientras que las muestras del estudio no reaccionaron

coémo se esperaba.

54



»

o

Segunda dimension
o

Primera dimensién

Figura 8. Inmunoelectroforesis cruzada en gel de agarosa de proteinas extraidas
en heces de nifios con sindrome nefrético. Aparece la primera y segunda
dimension del método. Los niumeros del 1 al 5 son la clave de los pacientes. Los
picos a y a’, corresponden a inmunoglobulinas; b y b’ no se pueden identificar y

c y ¢’ pudieran corresponder a albumina.

C
. J

Figura 9. Doble inmunodifusion radial en gel de agarosa de proteinas
extraidas de heces. Los anticuerpos utilizados fueron anti-IgA (A),
anti-IlgG (B) y anti-albumina (C). Se marca con a el pozo con muestra

de suero humano del gel C.
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Electrotransferencia e Inmunodetecciodn

Siguiendo con la confirmacion de las proteinas presentes en las muestras, se
hizo de nuevo su andlisis por electroforesis con geles de poliacrilamida. Las
proteinas presentes en los geles se transfirieron del gel a una membrana de
nitrocelulosa y después, con ayuda de diferentes anticuerpos como anti-IgA y
anti-albumina, que fueron las proteinas que se detectaron en las muestras
cuando se utilizaron los otros métodos.

En las membranas se pudo confirmar que todas las muestras contenian
alguna cantidad de inmunoglobulina A y de albumina, ya que las muestras
utilizadas, tanto de pacientes enfermos como pacientes sanos mostraron una
reaccion o banda gracias al anticuerpo con el que se incubd la membrana
correspondiente. Las bandas de la presencia de las proteinas se encuentran en
la Figura 10.

La inmunoglobulina A es una proteina que se encuentra en muestras de heces
de nifios (Dion y col., 2004), y se conforma de dos subunidades que tienen
tamafios de 59.6 kDa y 26.4 kDa. Probablemente estas son las bandas que
encontramos en el gel de poliacrilamida inicial correspondientes a los 58 kDa y

27 kDa, y es por eso que se encontraron en la mayoria de las muestras.

Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (ELISA)

Al identificar las proteinas presentes en las muestras, se procedi6 a cuantificarlas
por el método de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima, conocido como
ELISA, por sus siglas en inglés. La medicion de la concentracion de albumina en
las muestras de heces no resultd como se esperaba. La concentracion de
proteinas de las muestras no entré dentro de la curva estandar, donde el valor
minimo fue de 2 pg/L. Por lo anterior, se puede decir que todas las muestras
tuvieron menos de 2 pg/L de albumina. S6lo en una muestra se obtuvo una
concentracion de albumina mayor a los 2 ug/L, y se trato de la muestra del control
del paciente 1, que se trataba de una nifia de 13 afos. Por lo anterior, se tuvo la
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Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida de proteinas extraidas de
heces (A) e inmunodeteccion en membrana electrotransferida de IgA (B) y
albumina (C).
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sospecha de que probablemente la muestra pudo haber estado contaminada con
sangre. Para corroborar, a la muestra de nifia se le hizo una prueba de sangre
oculta en heces, la cual resultdé negativa, y no se sabe porque razon la muestra
de esta nifia tuvo mas albumina que el resto de las muestras de heces.

La inmunoglobulina A se pudo medir en 7 de las 10 muestras analizadas, que
fueron los controles y las muestras de antes del tratamiento nutricional, el resto
de las muestras quedo por debajo de la curva estandar cuyo valor mas bajo fue
de 25 ug/g. Los valores encontrados de inmunoglobulina A en heces fueron
desde los 89.9 pg/g hasta los 745.8 pg/g, con una mediana de 287.2 ug/g. Este
valor supera el encontrado por Dion y colaboradores (2004), quienes midieron
inmuglobulina A en heces de nifios de 6 a 24 meses y encontraron en promedio
140 pg/g. Los valores encontrados aparecen en la Tabla X. El paciente 4 fue el
Gnico que mostré valores menores a 25 pg/g tanto en el control aparentemente
sano como en el enfermo. Este paciente presentd glomeruloesclerosis focal y
segmentaria, una de las variedades de la enfermedad menos comunes y con mas
dafios renales, por lo que pudo ser una de las causas de la disminucién de IgA,
aunque en el caso del paciente 3 que también present6 esta enfermedad, no
ocurrié lo mismo. Sin embargo, el paciente 4 fue el que cursé la enfermedad por
mas tiempo (aproximadamente 8 afios).

Los pacientes 2, 3 y 5 tuvieron una mayor cantidad de IgA en el control que
en el enfermo, y debido a que la IgA es una inmunoglobulina presente en las
mucosas gastrointestinales y otras mucosas del cuerpo (Weir y Stewart, 1993),
se podria inferir que los pacientes sanos tienen un mejor recubrimiento de
mucosas ya que su organismo no tiene dafos. El paciente 1 fue el Unico al que

el sujeto enfermo superd su concentracion de IgA.
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Tabla X. Concentracion de inmuglobulina A de muestras de heces de pacientes

con sindrome nefrotico y controles medida por el método de ELISA.

Concentracion = Concentracién de

Paciente | de IgA (ug/g) IgA control (ug/g)

1 89.9 <25
2 287.2 595.9
3 302.6 745.8
4 < 25 <25
5 96.6 285.9

La concentracién se obtuvo por el método de ELISA y se ajustd con el peso de las

muestras utilizadas. Abreviaturas: IgA, inmunoglobulina A.
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CONCLUSIONES

La excrecion de proteinas en heces de nifios con sindrome nefrotico es un campo
poco explorado. En este estudio se encontraron valores desde los 85.2 mg/g
hasta los 461 mg/g de proteinas en heces. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los pacientes del grupo control y los pacientes con
sindrome nefrético, y s6lo un paciente presentd una mayor excrecion de
proteinas en su contraparte sana. Los datos indicaron que la proteina en la dieta
podria ser determinante en la excrecion de proteinas, aunque no la diferencia no
fue significativa en este estudio. No obstante, esto pudo deberse a la muestra
limitada. Los pacientes que tuvieron cantidades bajas de proteinas en la dieta
aumentaron la concentracion después del tratamiento nutricional, mientras que
el paciente con dieta hiperproteica, la disminuyo, lo que deja un campo de
oportunidad para futuras investigaciones con muestras mas grandes.

En cuanto a los patrones de proteinas se pudieron observar diferencias entre
las bandas de proteinas entre los pacientes y sus controles, asi como antes y
después del tratamiento nutricional. No fue posible establecer un perfil de
proteinas exclusivo de pacientes con sindrome nefrotico como se ha hecho en
orina o en otras enfermedades.

Fue posible identificar proteinas como albumina e inmunoglobulina A. En
cuanto a esta Ultima proteina, resaltdé que uno de los pacientes con el mayor
namero de afios con la enfermedad, con varias recaidas y con biopsia renal con
histologia de glomeruloesclerosis focal y segmentaria, tuvo valores muy bajos
(por debajo de la curva estandar de concentracion) comparado con el resto de
los pacientes. Este hallazgo no permite hacer conclusiones al respecto, pero
debera tomarse en cuenta en estudios posteriores. Tampoco se encontraron
diferencias en la albumina e IgA entre los nifios controles, aparentemente sanos

y los nifios enfermos.
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La inmunoglobulina A se encontr6 presente en la mayoria de las muestras de
heces en valores que fueron desde 89.9 ug/g hasta los 745.8 ug/g, tanto en los
pacientes controles como con sindrome nefrético, superando los valores
reportados en otros estudios.

El objetivo especifico de comparar el estado de salud de los pacientes antes
y después del tratamiento nutricional no fue posible de llevar a cabo debido a la
falta de algunos indicadores bioquimicos en los pacientes. Sin embargo, se
identificd que los valores de laboratorio eran caracteristicos de la enfermedad.

Es necesario llevar a cabo este tipo de estudio con mayor inclusion de nifios
con la enfermedad, asi como mayor control del tratamiento nutricional en
conjunto con la parte médica para poder hacer conclusiones mas claras, y tener

datos mas concisos.
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APENDICE 1. Consentimiento Informado

Hermosillo, Sonora a de 2013

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente yo, el (la) Sr.(a)

tutor legal de

de afios y numero de expediente

con domicilio en

y teléfono , , declaro haber

sido invitado de parte de los médicos adscritos al Hospital Infantil del Estado de Sonora,
para que mi hijo (a) participe en un estudio de investigaciéon sobre la excrecion de
proteinas en pacientes con Sindrome nefrético (SN) y los efectos que puede tener
en la salud de los nifios con este tipo de enfermedad renal en la que también se pierden

proteinas por otras vias (orina).

En vista de que mi hijo (a) ha sido diagnosticado (a) con este padecimiento, se
me ha explicado la necesidad de tomar muestras de heces fecales, sangre (5 mL) y orina
para andlisis de laboratorio, las cuales son procedimiento rutinarios para el tratamiento
y control en los nifios que tienen esta enfermedad, ademas se le solicitaran estudios en
muestras de heces fecales por lo menos en dos ocasiones distintas, para cuantificar las

proteinas que mi nifio (a) pierde durante la enfermedad.

Debido a su enfermedad, es conveniente conocer si durante la fase de edema
generalizado (hinchazén del cuerpo) el nifio(a) esta perdiendo proteinas en sus materia

fecal ademas de las pérdidas que tiene de este nutrimento por orina; también se me ha
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aclarado que a mi nifio se le proporcionard una dieta en la que se cambiaran las
cantidades de proteinas (pueden variar los nutrientes contenidos, sin embargo los
alimentos presentes seran alimentos comunes), que ya has sido probadas para
enfermos renales, la cual durara un periodo de una semana, durante el tiempo que mi
hijo (a) se encuentre hospitalizado. En caso de solicitarlo, se me dardn mas
recomendaciones alimenticias que podré aplicar al salir del hospital, para mejorar la

calidad de vida de mi hijo.

Se me comentd también que si se encuentran cantidades importantes de
proteinas en las heces fecales, se podran disefiar dietas para ayudar a corregir este
problema, lo que seria beneficioso para mi hijo y para otros pacientes con la misma
enfermedad.

Por lo tanto:

Autorizo a la L.C.N. Edna Lizbeth Robles Valenzuela quien interviene como
investigadora en este estudio titulado: “Excrecién de proteinas por via digestiva en
ninos con Sindrome Nefrético, sometidos a diferentes dietas”, para que a mi hijo
(a), quien es menor de edad, se le hagan los estudios necesarios en el entendido de que
dichos estudios tienen como finalidad identificar alteraciones o complicaciones
relacionadas con su enfermedad. Los estudios de laboratorio especiales se realizaran
en heces fecales, donde se determinaran las proteinas contenidas mediante los
métodos del acido bicinconinico y por electroforesis en geles de poliacrilamida, los
cuales se me han explicado y aclarado en palabras comprensibles. También se me ha
dicho que ninguno de los procedimientos causardn molestias a mi hijo (a). Autorizo
también a los doctores que participan en el estudio para que se realicen los analisis de
orina y de sangre que sean necesarios durante el tratamiento hospitalario (dos o tres
extracciones de sangre), asi como en los controles posteriores (al menos una toma de

sangre cada mes).
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Se me ha informado también que los resultados que se obtengan me seran
comunicados en el curso de los controles siguientes en la consulta externa del Hospital

Infantil del Estado de Sonora; asi mismo, quedo enterado (a) de que:

¢ No se le aplicara ningun medicamento experimental de ninguna clase.

e El estudio no representara un costo extra al tratamiento de mi hijo (a).

e Los datos de mi hijo (a) serdn confidenciales (se utilizar4 una clave de
identificacion).

¢ Se me ha informado que no recibiré ninguna compensacién econémica,
pero los estudios especiales que se haran para determinar las proteinas en
materia fecal no tendran ninguin costo.

e En caso de presentar alguna inconformidad, mi hijo (a) es libre de

abandonar el estudio en cualquier momento.

Nombre y Firma del tutor

Para cualquier duda o aclaracién, comuniquese con los responsables del
estudio:

L.C.N. Edna Lizbeth Robles Valenzuela. Teléfono: 6623-25-82-18
Dr. Norberto Sotelo Cruz. Teléfono: 6622566817
Dr. Ramiro Garcia Alvarez. Teléfono: 6621955126
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APENDICE 2. Formato de Asentimiento Informado para los nifios.

ASENTIMIENTO INFORMADO

Este asentimiento informado es para nifios de 7 a 10 afios que asisten al Hospital Infantil
del Estado de Sonora con diagndéstico de Sindrome Nefrético a quienes que se les invita
a participar en la investigacion “Excrecion de proteinas por via digestiva en nifios
con sindrome nefrético sometidos a diferentes dietas”.

Mi nombre es Edna Lizbeth Robles Valenzuela y mi trabajo consiste en investigar
cual es la mejor alimentacién para un nifio con sindrome nefrético, para que los nifios se
sientan mejor y la enfermedad se cure pronto.

Te daré mas informacién y te invito a formar parte de este estudio de
investigacion. Puedes elegir si participar o no, y en caso de que decidas participar,
también puedes dejarlo en cualquier momento. Tus padres conocen también del estudio,
y ellos también tienen que aceptar que tu participes.

Puedes tomar tu tiempo para decidir, no necesitas dar una respuesta inmediata
y lo puedes discutir con alguien de tu confianza, asi como preguntarme cualquier duda
gue tengas sobre algo que no entiendas, y yo con gusto te contestaré.

Los nifios con sindrome nefrético tienen el riesgo de sufrir desnutricién, porque
debido a su enfermedad pierden nutrientes importantes para el crecimiento, por lo que
gueremos saber qué tipo de alimentacién es adecuada para nifios como tu. El estudio lo
estamos haciendo en nifios de 2 a 10 afios, que tienen la misma enfermedad que tl y
que asisten a este hospital, es por eso que te hemos elegido a ti para participar.

No es obligatorio que patrticipes, y el hecho de que decidas no hacerlo no
cambiard las atenciones que recibirds en un futuro en este Hospital. Ademas, en caso
de que decidas patrticipar y después cambies de opinion, también es posible abandonar
este estudio.

Parte de tu participacion sera seguir la alimentaciébn que se te recomiende
durante el tiempo que estés en el hospital, asi como dar una muestra de heces fecales
la cudl analizaremos para conocer mas sobre el efecto que tendran los alimentos en tu
cuerpo, asi como muestras de sangre y orina para observar cambios que puedan darse,
asi sabremos como mejoras en tu enfermedad.

Todos estos procedimientos se hacen de manera normal en todos los nifios que
tienen tu enfermedad, por lo que no recibirds molestias innecesarias (especialmente en
la extraccion de sangre, que puede ser un poco dolorosa). Los alimentos que recibas,
seran alimentos comunes, sélo cambiara el tipo y la cantidad que consumas.

Como se menciond antes, queremos conocer la mejor manera de ayudarte a
curarte pronto mediante los alimentos, por lo que si participas estaras ayudando para
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gue tu y otros nifios con tu enfermedad puedan recibir los cuidados necesarios para que
mejoren en su enfermedad. Una vez que tengamos mas conocimiento en esto, yo misma
estaré dispuesta a darte recomendaciones en tu alimentacion que podrés llevarte a tu
casa, lo mismo harén los doctores que te atienden para que te sientas mejor.

Es importante que sepas que los datos que se obtengan de esta investigacion los
conoceremos solo los que participan en ella, nadie mas sabra que estas participando ni
compartiremos tu informacion. Cuando la investigacion finalice, les daremos a conocer
a tus padres los resultados obtenidos.

Sé que puedo elegir participar en la investigacién o no hacerlo. Sé que puedo
retirarme cuando quiera. He leido estainformacién me la han explicado claramente
y la entiendo. Me han respondido las preguntas y sé que puedo hacer preguntas
mas tarde si las tengo. Entiendo que cualquier cambio seré platicado conmigo.

Acepto participar en lainvestigacién.

Nombre:

Firma:

Fecha:
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APENDICE 3. Ejemplo de uno de los planes alimenticios otorgados a los

tes con sindrome nefrético.
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