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1. Resumen

Introduccion: el asma, la enfermedad cronica mas frecuente de la infancia, se ha
asociado recientemente con un aumento en la incidencia de litiasis urinaria de quienes la
padecen. El vinculo entre ambas entidades es desconocido, especulandose con la
posibilidad de un trastorno epitelial que favorezca la retenciéon de célculos o con una
composicion urinaria mas litdgena, de causa desconocida.

Objetivo: comparar la sobresaturacion y la composicion urinaria de nifios asmaticos con
la de nifios sanos.

Material y métodos: se obtendran 100 muestras de toda la orina producida a lo largo de
12 horas, incluyendo periodo nocturno, de nifios de entre 5 y 14 afios, de los cuales 50
seran asmaticos y 50, sanos. Las muestras seran analizadas para determinar la
concentracion de distintas moléculas para, posteriormente, estimar la sobresaturacion
urinaria de varias sales mediante el uso del programa informatico “JESS Urine Expert”.
Se estimard también la excrecion de distintos pardmetros bioquimicos que habitualmente
se utilizan en el estudio de pacientes litidsicos. Se compararan todos estos parametros
entre ambos grupos.

Utilidad de los resultados: contribuirdn a establecer la causa del aumento de riesgo
litbgeno en pacientes asmaticos. Produciran valores de normalidad de distintos

parametros urinarios a utilizar en investigaciones futuras.

Palabras clave (DeCS): asma, nefrolitiasis, pediatria, nifio.



2. Abstract

Introduction: Asthma, the most common chronic disease of childhood, has recently been
associated with an increase in the incidence of lithiasis among sufferers. The link between
the two is unknown, speculating on the possibility of an epithelial disorder that favours
stone retention or with a more lithogenic urinary composition of unknown cause.
Objective: to compare the oversaturation and urinary composition of asthmatic children
with that of healthy children.

Material and methods: 100 samples of all urine produced over 12 hours, including night
time, will be obtained from children between 5 and 14 years of age, of which 50 will be
asthmatic and 50, healthy. The samples will be analyzed to determine the excretion of
different molecules and then estimate the urinary over-saturation of various salts using
the software "JESS Urine Expert". The excretion of different biochemical parameters that
are usually used in the study of lithium patients will also be estimated. All these
parameters will be compared between both groups.

Usefulness of the results: they will help to establish the cause of the increased lithogenic
risk in asthmatic patients. They will produce normal values of different urinary

parameters to be used in future investigations.

Keywords (MeSH): asthma, nephrolithiasis, pediatrics, child.



3. Introduccion

La nefrolitiasis es una entidad infrecuente en la edad pediatrica, afectando
aproximadamente solo al 2,5% de la poblacion infantil. No obstante, en la actualidad su
incidencia estd aumentando rdpidamente, y son numerosos los articulos que describen
incrementos en su aparicion a lo largo de los tltimos afios!. Actualmente se estima un
aumento de su incidencia de entre el 4 y el 10% anual®?, habiendo pasado de afectar a 13
de cada 100.000 nifios/afio en la década de los 80 a 60 por cada 100.000 nifios/afio en
20083, y de suponer una de cada 7500 hospitalizaciones pediatricas en la década de los
50 del siglo pasado a una de cada 685 a mitad de la década anterior®.

Este incremento en la prevalencia es, sin duda, multifactorial, con un importante
componente atribuible a cambios del estilo de vida y en la dieta’. Sin embargo, no
podemos olvidarnos de otros factores que, aunque probablemente revestirdn de menor
importancia, es posible que contribuyan de alguna manera a este aumento.

Uno de ellos podria ser el incremento en la prevalencia de algunas enfermedades
cronicas, de forma secundaria a mejoras en su diagndstico y tratamiento®. El asma, la
enfermedad cronica mas frecuente de la infancia y cuya prevalencia estd aumentando a lo
largo de las Gltimas décadas’, ha sido recientemente asociada a la litiasis a raiz de la
publicacion de un articulo en el que se describe una incidencia de litiasis cuatro veces
superior en nifios asmaticos que en nifios no asmaticos y, a su vez, de una prevalencia
cuatro veces superior de asma en nifios litidsicos que en nifios no litiasicos®. Aunque dicho
trabajo no se encuentra exento de problemas metodoldgicos relevantes, se ha sugerido
una posible relacion entre ambas entidades.

Para tratar de esclarecer el vinculo, los autores tomaron una cohorte de nifios
litidsicos en la que buscaron diferencias en los parametros bioquimicos de su orina en
funcién de si tenian asma o no. Finalmente, no se encontraron diferencias entre ambos
grupos, por lo que se sugeria que la tendencia a la litiasis se deberia probablemente a
algan tipo de trastorno inflamatorio o epitelial de base que las favoreceria.

Resulta llamativo, sin embargo, que los autores del trabajo emplearan como grupo
de control a un grupo de pacientes enfermos (litidsicos) de los que, en efecto, podemos
presuponer que tienen parametros urinarios distintos a los que tendrian pacientes sanos
(no litiasicos). Por lo tanto, si comparasemos la orina de nifios asméticos con la de nifios
no asmaticos seria posible que encontrasemos diferencias en su composicion bioquimica,
ya que parece ser que hay un mayor porcentaje de nifios litidsicos entre los primeros y

que, por ende, muchos presentaran orinas bioquimicamente alteradas.



El disefio de este estudio esta pensado para para intentar encontrar
diferencias relevantes desde el punto de vista clinico en los parametros litogenos de

la orina de asmaticos, empleando para ello un presupuesto lo mas reducido posible.

4. Hipaotesis de trabajo: la composicion bioquimica de la orina de los nifios
asmaticos es distinta a la de nifios no asmaticos en lo referente a parametros de
riesgo litogeno.

5. Objetivo principal: determinar si los valores de sobresaturacion urinaria de
distintas sales implicadas en la litogénesis de los pacientes asmaticos son superiores

a la de los pacientes no asmaticos.
6. Objetivos secundarios:

1. Determinar valores de referencia para los parametros urinarios analizados,
normalizados si lo precisan segiin peso, talla o superficie corporal, empleando
para ello los datos del grupo de pacientes no asmaticos.

2. Con respecto a la excrecion de factores bioquimicos que intervienen en la
litogénesis urinaria, determinar si los niveles de excrecion de los factores
promotores o inhibidores son superiores o inferiores respectivamente en niflos
asmaticos que en nifios sanos.

3. Buscar relaciones entre los distintos parametros analizados, con particular
interés en las relaciones de aquellos que infieren caracteristicas de la dieta y en

la situacion de control del asma al momento de la recogida de orina.



7. Estado actual del arte:
Para formar litiasis, los pacientes litidsicos cumplen tres condiciones imprescindibles:

1. Tienen una orina sobresaturada para una o mas sales, cuya precipitacion
formard la litiasis. Se considera un requisito indispensable”!® de gran
importancia clinica y en el que se basara este estudio, tal y como se comentara a
lo largo de este apartado.

2. Presencia en la orina de sustancias que permitan la nucleacion heterogénea:
componentes que actian como catalizador, asi como de sustrato sobre el que se
forman los primeros nucleos de agregados de sales que, posteriormente,
constituiran las litiasis. Estos elementos suelen ser materias organicas tales como
detritus epiteliales, bacterias, leucocitos... S6lo excepcionalmente los valores de
sobresaturacion urinaria seran tan elevados como para permitir la aparicion de
nucleos sin la intervencion de estas estructuras.

3. Alteraciones a nivel anatémico-histologico que permitan la adhesion y el
posterior crecimiento de las litiasis en el tracto urinario sin ser expulsadas antes
de alcanzar un tamafio significativo.

A nivel de la practica clinica habitual estudiamos a los pacientes intentando
detectar alteraciones modificables que predispongan a la aparicion de litiasis, a fin de
introducir cambios que disminuyan el riesgo de recidiva de su enfermedad.

En el momento actual no disponemos de herramientas que nos permitan
modificar de forma efectiva los dos ultimos puntos mencionados anteriormente, ya que
para ello requeririamos herramientas que modifiquen la histologia de las vias urinarias o
que alteren la superficie celular, que no existen hoy.

Por ello, trabajamos principalmente investigando aquellos elementos que afectan
la sobresaturacion urinaria. Es decir, estudiamos las distintas moléculas que intervienen
en la formacion de las sales cuya precipitacion conduce a la formacion de litiasis urinarias.
En el estudio de la precipitacion de una sal es donde tiene, precisamente, una importancia
fundamental el concepto de la sobresaturacion, por lo que resulta interesante en este punto

comentarlo brevemente.



7.1.  El concepto de sobresaturacion urinaria:

La orina es una disolucion formada por un disolvente (agua) y una gran cantidad
de solutos disueltos. Si a una disolucidn le afiadimos incesantemente soluto, llega un
momento a partir del cual observaremos la aparicion de un precipitado s6lido. Llamamos
disolucion saturada a aquella disolucion en la que podriamos producir la aparicién de
un precipitado con la adicion de una sola molécula de soluto més. En cambio,
denominamos disolucion insaturada a aquella disolucion con una concentracion de
soluto inferior a dicho umbral y que, por lo tanto, admitiria la adicién de mas moléculas
sin formar precipitado.

Bajo determinadas condiciones podemos observar que la disolucion admite una
concentracion de soluto por encima del umbral en el que se considera que estd saturada
sin producir un precipitado, pudiendo aparecer este en caso de variar las condiciones
fisicoquimicas del medio o en caso de esperar el tiempo suficiente para ello, que se
denomina tiempo de induccion y cuyo valor puede variar de segundos a afios. A tales
disoluciones las llamamos disoluciones sobresaturadas, siendo la orina un ejemplo de
ellas.

Variables como la presion, la temperatura, el pH o la presencia de otros solutos en
la disolucion influyen en la capacidad de sobresaturacion para un compuesto
determinado. A nivel biologico las variables fisicoquimicas se simplifican, ya que algunas
no suelen sufrir alteraciones, como es el caso de la temperatura o la presion.

Resulta por ello interesante conocer las sales que habitualmente precipitan para
formar las litiasis, ya que para su estudio y prevencion determinaremos e intentaremos
modificar a los elementos que tienen influencia en su sobresaturacion. Aunque las
prevalencias exactas de cada compuesto varian en funcion de la serie consultada, los mas
habituales en un pais occidental serian los siguientes'!:

1. Oxalato calcico (45 a 65%)

2. Fostato calcico (14 a 30%)
3. Estruvita (13%)

4. Cistina (5%)

5. Acido Urico (4%)

6.

Formado por varios de los anteriores en proporciones elevadas (mixto) (4%).
Es importante destacar, no obstante, que lo habitual es que en el anélisis detallado
de una litiasis encontremos en realidad dos o incluso tres moléculas distintas'?, tal y como

se expondré a continuacion, junto con una breve descripcion de dichos compuestos.



Oxalato calcico: se trata del compuesto mas frecuente en todas las series
pediétricas'®, encontrandose como componente mayoritario en entre el 50 y el 70% de las
litiasis, aunque se encuentra algo de oxalato célcico en virtualmente todas las producidas
por nifios'%. En ellas, el oxalato calcico se puede encontrar en forma de dihidrato o de
monohidrato, siendo ésta ultima la forma mas estable y la que se encuentra mas
frecuentemente'*.

Todas las orinas, incluso las de los pacientes que nunca formaran calculos, se
encuentran habitualmente sobresaturadas para el oxalato calcico!®. Sin embargo, la
nucleacion espontanea sin intervencion de segundas moléculas se ha descrito para valores
de sobresaturacion que muy raramente se llegan a alcanzar in vivo'®. Por ello resulta
particularmente importante para este compuesto la interaccion con sustancias bioldgicas
y con las sales de fosfato calcico y de urato, que tienen una mayor capacidad de
nucleacién espontanea, como se comentara en su apartado.

Fosfato calcico: el segundo compuesto en frecuencia, encontrandose algo de
fosfato calcico en mas de la mitad de las litiasis'> debido a que el nucleo inicial de una
gran cantidad de ellas es de este compuesto. La explicacion se encuentra en su mayor
propension a la nucleacion espontinea cuando las circunstancias son favorables
permitiendo posteriormente el crecimiento epitaxial del oxalato célcico, término que se
refiere al crecimiento de un nicleo mediante el depodsito de laminas concéntricas de
cristales distintos que tengan una estructura cristalina similar entre si!’. Dentro de las
litiasis de fosfato célcico existen varios compuestos diferentes, siendo la brushita y la
hidroxiapatita los méas importantes al ser los mas estables y los que habitualmente se
encuentran in vivo en las litiasis.

Acido urico: la litiasis trica es infrecuente en pediatria, siendo la molécula
detectada como componente mayoritario en menos del 3% de las litiasis analizadas'®?.
Sin embargo, en el 50% de los nucleos de litiasis pediatricas se detectan pequefias
cantidades de acido urico, no llegando a suponer habitualmente mas del 10% del peso
total de la piedra'?. Ademas, se detecta hiperuricosuria hasta en el 25% de los pacientes

formadores de litiasis calcicas?®?!

. Estos hallazgos indican que probablemente el 4cido
urico juega un importante rol en la formacion de litiasis calcicas, siendo varios los
mecanismos de accion propuestos, como por ejemplo la inactivacion de los inhibidores
de las sales calcicas o una mayor capacidad de precipitacion de los uratos en medios
acidos, que permitirian posteriormente el crecimiento epitaxial del oxalato calcico sobre

ellos?2.



Cistina: la cistina es un aminoacido que aparece en la orina inicamente en pacientes
con deterioro del tibulo proximal. Para este estudio la litiasis de cistina carece de interés,
ya que se excluira a los pacientes con Enfermedad Renal Cronica y tubulopatias.

Estruvita (fosfato amonio magnésico): se producen habitualmente en presencia de
bacterias capaces de catalizar la urea a amonio, por lo que se detectan casi exclusivamente
en pacientes con malformaciones nefrouroldgicas o historial de infecciones urinarias de
repeticion'2. También carecen de interés para el estudio, ya que se excluird a pacientes

con uropatias importantes.
7.2. Factores promotores e inhibidores de la litiasis:

Las distintas sustancias que juegan algiin papel en la formacion de litiasis pueden
clasificarse en dos grupos: los factores promotores y los factores inhibidores'.

Factores inhibidores: moléculas que disminuyen la sobresaturacion, reduciendo
la capacidad de crecimiento o la capacidad de agregacion cristalina, o inhibiendo la
nucleacion heterogénea, disminuyendo la probabilidad de aparicién de nuevos nucleos y
su capacidad de crecimiento.

Factores promotores: actian aumentando la sobresaturacion, aumentando la
probabilidad de aparicion de nuevos nucleos y su crecimiento.

El potencial litogeno de un individuo en particular se entiende por consiguiente
como una compleja interaccion entre factores promotores e inhibidores, con
predominancia de los primeros en el caso de los pacientes litiasicos. En el siguiente

cuadro se resumen los factores promotores e inhibidores conocidos actualmente'*:

Factores promotores Factores inhibidores

e (itrato
e  Magnesio
e Pirofosfato

Inorganicos
Calci e  Volumen urinario elevado
* aicio e Determinados pH
e Oxalato . .
e Sodio / potasio / cloro
e Urato =
e Fosfatos * 1tato’
.. e Proteina de Tamm-Horsfall
e (istina . . g -
e Determinados pH . Irgﬁ?ljmz 1 ¢ la protrombina urinaria
e  Volumen urinario bajo Organicos O MO E91 )  GUEEL

e Glicosaminoglicanos
e  Uropontina

e Litostatina

e Calgranulina

Figura 1 — Tabla resumen de factores inhibidores y promotores de la litiasis.
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Los inhibidores organicos (sombreados en gris) no tienen interés en la practica
clinica habitual por no disponer de herramientas que permitan modificar su excrecion y
concentracion, tal y como se ha comentado previamente.

En cuanto a los demads, el método tradicional para su estudio ha sido su
cuantificacion en una muestra de orina minutada, determinando su excrecion total a lo
largo de un periodo de tiempo que habitualmente suele ser de 24h, aunque en este estudio
se utilizara un periodo menor, tal y como se comentara mas adelante. El objetivo principal
es encontrar pacientes con excreciones anormalmente elevadas de factores promotores o
anormalmente disminuidas de factores inhibidores, basandonos para su definicion en
términos estadisticos?, comparandolos con los valores de referencia de un grupo de
poblacién considerada sana (no litidsica y habitualmente sin antecedentes familiares de
litiasis).

La mayoria de pacientes litidsicos presentan una o mas de estas alteraciones,
detectandose alguna de ellas en entre el 50 y el 85% de los pacientes litiasicos?®,2!, %4,
Dada su alta prevalencia, no es infrecuente que algunos nifios puedan presentar mas de
una, reportando algunos trabajos que uno de cada tres pacientes litidsicos presentaria una
combinacion de dos o més alteraciones metabolicas?*.

A continuacién, se presentan unas tablas en las que se incluye una breve
descripcion de los distintos factores bioquimicos litdgenos que se estudian habitualmente,
su mecanismo de accion y en la que se mencionan también los factores externos que
modifican sus valores, a fin de explicar posibles factores modificadores que intervendran

en el estudio y algunos de los mecanismos que se empleara para controlarlos.
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Sustancia

Efecto y mecanismo

Factores que lo modifican

Mide el agua, el disolvente de la orina. Su

Aumenta con el aumento de ingesta de agua libre o contenida en

Volumen : .. 2 : . 29,30 :
s i aumento disminuye la concentracion de los : alimentos~>". :
urinario”— : ., : . . :
| solutos y, por lo tanto, la sobresaturacion. | e  Disminuye en ambientes secos y calurosos!. ;

. ® Acidifican la orina las proteinas®® y las bebidas 4cidas (refrescos de cola) |

‘o pH 4cidos f: la litiasis de 4cido | *. El d i de esti s de ificacion |

: o pH acidos favorecen la litiasis de 4cido : . El consumo de proteinas puede estimarse a través de la cuantificacion !

- ! drico e inhiben las de fosfato calcico. ! de la urea urinaria®*3’. !

p : . .1 o o | .. . :

' o pH alcalinos inhiben la litiasis de 4cido | ® Alcalinizan la orina las frutas y las verduras®®. El consumo de frutas y

i urico y favorecen las de fosfato calcico : verduras puede estimarse a través de la cuantificacion del potasio y el !

: ©  magnesio urinarios>®. :

i i o Consumo de sodio,*”: disminuye la reabsorciéon tubular de calcio, :

i : aumentando la calciuria. El consumo de sodio puede cuantificarse |

: : midiendo la natriuria’®. :

: ‘ ) , ., e Consumo de vitamina D o calcio®® aumentan la absorcion intestinal de '

i El calcio actia como reactivo en la ecuacion : . ¥ ; . . . 5

: ., : dicho 16n, produciendo hipercalciuria compensatoria. :

i de formacion del oxalato y el fosfato ) b . |

. 18202137 | sq. . o El exceso de proteinas y la sobrecarga acida que produce se tampona :
Calciuria >’ : célcico, por lo que su incremento aumenta : y f | .. L !
P i . : parcialmente reabsorbiendo hueso, con hipercalciuria secundaria™. :

. directamente la sobresaturacion de dichas : i i :

! sales i ¢ El aumento de consumo de potasio (contenido en frutas y verduras) :

; ; disminuye la calciuria*!, a través de un mecanismo desconocido. ;

; o El consumo de frutas y verduras disminuye la calciuria, al suponer una |

E ! fuente de potasio y al suponer un aporte alcalino**>®. La fibra dietética !

: i disminuye ademas la absorcion de calcio intestinal®. :

' Quela el calcio, disminuyendo la cantidad

i disponible para reaccionar, por lo que su : El citrato es un alcali que se reabsorbe para compensar situaciones de acidosis.

Citraturial 5202144 : aumento disminuye la sobresaturacion®. | Por consiguiente, tiene correlacion con el pH urinario*’. El consumo de !
itraturia > ! ., . . - . , . . . . b
i También  inhibe la  capacidad de ! alimentos acidificantes (proteinas) disminuye la citraturia** y el consumo de

! crecimiento, agregacion y adhesion al : alimentos alcalinizantes (frutas y verduras) la aumenta®?. i

urotelio a través de varios mecanismos*®—*°,




Uricosuria

18,20,21,50,51

El acido trico actua como reactivo en la
ecuacion de formacion de los uratos, su
aumento incrementa su sobresaturacion

La uricosuria aumenta basicamente al incrementar el consumo de proteinas de
origen animal, que pueden incrementar sus niveles hasta un 90%°2-4,

Oxaluria

18,20,21,24

El oxalato actia como reactivo en la
ecuacion del oxalato célcico, por lo que
aumenta su sobresaturacion.

e 85-90% de fabricacion endégena, independiente de la dieta®.

e 10-15% de la dieta, dependiente de muchos factores (alimento, tipo de
coccion, dieta acompadiante. ..)°.

e Se consideran alimentos hiperoxaltricos: el chocolate, el té, el zumo de
naranja, las bebidas de cola las espinacas y los frutos secos’¢—>°

Fosfaturia®

0,61

El fosfato actia como reactivo en la
ecuacion del fosfato célcico, por lo que su
Incremento aumenta su sobresaturacion.

Alimentos ricos en fosforo, a destacar en nuestro medio el queso, los frutos
secos, el marisco y las legumbres®?.

Natriuria

El sodio, junto con el cloro, aumenta la
fuerza ionica de la disolucion®®, concepto
quimico que refleja la dificultad que tienen
dos moléculas en una disolucion para
encontrarse ¢ interactuar de forma efectiva.
Un aumento de sodio y cloro disminuyen
por consiguiente la sobresaturacion.

La natriuria se correlaciona de forma directa con el consumo de sodio®®. Sin
embargo, el consumo de sodio interviene en la excrecion de otras moléculas
litbgenas, como por ejemplo incrementando la calciuria®®, por lo que el efecto
neto global de un aumento del consumo de sodio favorece la aparicion de
litiasis.

Magnesuria

64,24

Similitud fisicoquimica con el calcio,
formando complejos solubles con el oxalato
y con los fosfatos, evitando que estén
disponibles para interaccionar con el calcio.

La magnesiuria aumenta con el consumo de frutas y verduras, siendo un buen
marcador de ello*?.

Figura 2 — Tabla resumen de caracteristicas de los principales factores promotores e inhibidores de la litiasis urinaria
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7.3. Estimacion de la sobresaturacion urinaria:

Desde los afios 70 existen varios programas informaticos ideados para estimar la
sobresaturacion de los distintos compuestos presentes en las urolitiasis®. De todos ellos,
JESS es el que ha demostrado correlacionarse mejor con los valores de sobresaturacion
que se observan experimentalmente®®. Por este motivo, para este trabajo se empleara el
“JESS Urine Expert”, un programa especialmente ideado para el analisis de la
sobresaturacion urinaria.

Varios estudios han explorado la utilidad de la estimacion de la sobresaturacion
en niflos mediante el uso de estos programas, siendo varios los trabajos que encuentran
una menor sobresaturacion en pacientes no formadores que en los formadores®”.
Incluso, algunos estudios han encontrado valores mas elevados de sobresaturacién en
pacientes con litiasis de repeticion que aquellos con episodios tinicos?’, aunque estos
hallazgos no siempre han podido ser confirmados®®°.

El uso de estos programas permite identificar a pacientes con riesgo litogeno que
no podriamos detectar de otra manera, tal y como se ha descrito en los dos trabajos que
han comparado la utilidad de la estimacion de la sobresaturacion con el estudio
metabolico habitual en nifios’®’!. En ellos se ha descrito que entre un 10 y un 28% de los
pacientes con antecedentes de litiasis presentarian valores de sobresaturacion elevada a
pesar de tener un estudio metabolico habitual normal, mientras que un porcentaje parecido
tendrian valores de sobresaturacion urinaria normal con un estudio metabdlico habitual
alterado. Por lo tanto, puede considerarse que la estimacion de la sobresaturacion tendria
un papel complementario (que no excluyente) al estudio habitual en la valoracion del
paciente litiasico.

A pesar de ello, no se ha podido determinar un valor de sobresaturacion urinaria
que consiga diferenciar de forma consistente a los pacientes formadores de litiasis de los
no formadores, y por ello su utilidad en la valoracion clinica del paciente es limitada y su
uso nunca se ha llegado a generalizar, salvo para el seguimiento de la eficacia del
tratamiento médico de la prevencion de recurrencias.

Conviene decir sin embargo que resulta una herramienta muy interesante en la
comparacion de grupos de pacientes, ya que si que es de esperar que aquellos grupos con

mayor riesgo e incidencia de litiasis tengan valores de sobresaturacion sensiblemente

superiores a los del otro.
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7.4. Caracteristicas de la muestra de orina 6ptima para el estudio:

En el momento actual, el “Gold Standard” en el estudio de los solutos urinarios es
la recogida de orina de 24 horas, método consistente en recoger toda la orina emitida a lo
largo de un dia natural y cuantificar la excrecion de solutos presentes en la muestra, de
forma total o normalizada segun parametros somatométricos.

Una alternativa a la orina de 24h la constituye la orina de 12h, mediante la cual
cuantificamos los solutos de toda la orina emitida a lo largo de un periodo de 12h,
incluyendo en ellas la noche. Con respecto a la orina de 24h, la orina de 12h tiene las
siguientes ventajas € inconvenientes:

Ventajas:

1. El periodo nocturno se considera el mas litdgeno del dia, habiéndose descrito una
mayor sensibilidad de la orina de 12h con respecto a la de 24h en identificar pacientes
litogenos’2. Ello se atribuye en primer lugar a la menor ingesta de agua, que produce
orinas mas concentradas’® y, en segundo lugar, al aumento de la produccion de 4cidos
endogenos debido al catabolismo secundario al ayuno, con aumento de la calciuria y
disminucion de la citraturia’.

2. Aunque no hay estudios que exploren este dato especificamente, es probable que la
orina de 12h presente una menor influencia de la dieta debido al ayuno nocturno. Es
probable por ello que refleje mejor las caracteristicas “genéticas” del individuo y que
se encuentre de esta manera menos influenciada por el principal factor externo que
modifica el riesgo litdgeno, que es la alimentacion. Para el presente trabajo se
considera una potencial ventaja ya que el objetivo es encontrar una relacion entre el
asma y la litiasis independiente de cualquier vinculo que ambas puedan compartir en
un determinado estilo de vida.

3. A pesar del punto anterior, es de destacar que, al menos en adultos, se ha demostrado
una aceptable correlacion de la orina de 12 y de 24h"™.

4. Mayor facilidad y fiabilidad en su recogida, con una probable menor tasa de
recogidas incorrectas, particularmente en nifos.

5. Puede ser recogida en cualquier dia de la semana. La orina de 24h habitualmente sélo
puede ser recogida adecuadamente en dias festivos, dias “especiales” de actividad y
dieta distinta que pueden hacer que la orina sea diferente a lo habitual.

6. Menor tiempo de espera hasta el andlisis, lo cual disminuye el sesgo debido a la

alteracion de las propiedades de la orina.
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Inconveniente:

Existen muy pocos estudios dedicados a establecer los valores de referencia de
solutos en orina de 12h en la edad pediatrica, ya que muchos de los solutos tienen
variacion circadiana y, por tanto, no se puede considerar que la excrecion normal sea
simplemente la mitad de la de 24h’>.

Por ello, la principal limitacion de este método de recogida es la menor cantidad
de estudios previos que la valoren. No obstante, para el proposito de esta tesis se ha
considerado como el método de recogida 6ptimo, ya que se dispondra de un grupo control

de pacientes sanos que actuara como referencia.

7.5. Otras variables con influencia en la valoracion del riesgo litdgeno:

En este apartado se analizaran las distintas variables epidemiologicas que pueden
influir de alguna manera en el riesgo litdgeno o en los niveles de los distintos factores
promotores o inhibidores de la litiasis, a fin de controlar el potencial efecto confusor de

los mismos.

Sexo: En adultos estd bien reconocida la mayor incidencia de litiasis en los
hombres con respecto a las mujeres, con una ratio que varia desde 1,15:1 hasta 2,5:17°.
En cambio, en la edad pediatrica dicha asociaciéon no esta tan clara, describiéndose
igualdad entre sexo o una cierta predominancia de varones, con una ratio nifio/nifia como

mucho de 1,2:1°!

. Conviene también decir que no se han detectado diferencias en funcion
del sexo para ninguno de los pardmetros bioquimicos que se analizaran, remitiéndose a la

bibliografia referenciada previamente al exponer cada uno de ellos.

Antecedentes familiares: En el riesgo de padecer litiasis existe un franco
componente familiar. Asi, entre el 50% y el 80% de los nifios litidsicos refiere tener
antecedentes familiares de la misma enfermedad®’, la mayoria de ellos en parientes de
primer grado®*.

No existen muchos estudios dedicados a valorar el componente hereditario de las
distintas alteraciones metabolicas descritas, pero se ha descrito asociacion familiar en la
calciuria, la citraturia y, quiza, la fosfaturia, pero no en el resto de pardmetros®>’67’.
Conviene destacar que estos estudios realizan andlisis estadisticos especificos para

estudiar la influencia de la dieta en estos hallazgos, descartando que la asociacion se deba

en realidad a unos habitos alimenticios compartidos entre padres e hijos.
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Raza: la raza se ha asociado a algunas diferencias en la composicion urinaria, de
las cuales la mas clara y bien documentada es la existencia de una menor calciuria en la
raza negra que en la raza blanca’®, poblacion en la que también se ha descrito una menor
citraturia, potasuria y fosfaturia’. En general, se acepta que la etnia es un factor
determinante en la composicion de la litiasis que presentara un paciente, hecho vinculado
en gran parte a las diferencias en la alimentacion aunque también a diferencias a nivel
genético®. Es relevante mencionar que la poblacion a estudio en este trabajo se compone
principalmente de pacientes caucédsicos e hispanos, de los que se han descrito
caracteristicas bioquimicas urinarias similares®'.

Edad y somatometria: el efecto de la edad sobre la excrecion de los solutos que
se van a analizar es l6gico: a mayor tamafio corporal, mayores seran sus niveles cuando
nos referimos a ellos en términos absolutos. Por ello, se suele contemplar algun tipo de
ajuste, expresandose la excrecion en funcidn del peso o de la superficie corporal, que para

este trabajo se calculara siguiendo la formula de Mosteller®? por ser la mas extendida.

Obesidad: el aumento de la obesidad también ha sido sefialado como uno de los
factores que posiblemente aumenten la prevalencia de litiasis, hecho demostrado en
estudios en pacientes adultos. Esta asociacion no se ha comprobado con la misma fuerza
en la edad pediatrica, ya que aunque algunos estudios encuentran asociacion entre un
indice de masa corporal elevado y la urolitiasis*”**, la mayoria de trabajos, incluidos

aquellos disefiados para estudiar especificamente este punto, la desmienten®’ %33,
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8. Material y métodos

8.1. Diseiio del estudio: estudio descriptivo observacional transversal.

8.2. Poblacién a estudio: pacientes de 5 a 14 afios del Area VIII del Servicio Murciano

de Salud (Area del Mar Menor).
8.3. Muestra:

o Grupo de pacientes enfermos: pacientes asmaticos, considerados como tal en base a

las directrices establecidas por la Global Initiative for Asthma (GINA) %, que acudan
a Consultas Externas de Neumologia del Hospital de los Arcos del Mar Menor para
control de su enfermedad. Segun esta guia se considerard asmatico aquel paciente
que cumpla los siguientes requisitos:
e Hallazgo en al menos una ocasion durante el proceso diagndstico de FEV1 bajo,
con ratio FEV1/FVC disminuido. El valor normal en nifios es de mas de 0.9.
¢ Que se haya documentado que la variacion en la funcion pulmonar del paciente
es superior a la de la poblacion sana:
= FEVI aumenta mas del 12% o mas del 12% del valor predicho tras inhalar
un broncodilatador (respuesta broncodilatadora positiva).
» Variabilidad diurna media del PEF >13%.
= FEVI aumenta mas del 12% o mas del 12% del valor predicho tras 4
semanas de tratamiento antiinflamatorio.

o Grupo de pacientes no asmaticos: pacientes no asmaticos que reciban atencion

médica en el Area de Salud VIII del Sistema Murciano de Salud.

Criterios de inclusion:

1. Edad comprendida entre 5 y 13 afios al momento del reclutamiento.
2. Raza caucasica o latina.

Criterios de exclusion:

1. Existencia de otras enfermedades, ya sea pasadas o activas, que puedan alterar los
parametros urinarios analizados, a criterio del Investigador Principal del estudio
(se valorara individualmente cada caso).
3. Antecedentes familiares de enfermedad litidsica.
4. Ausencia de continencia urinaria nocturna.

5. Hermano participante en el estudio.
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8.4. Calculo del tamaifio muestral:

Para el célculo del tamafio muestral del estudio resulta complicado establecer qué
se entenderia como una diferencia “clinicamente relevante”. En efecto, aunque cualquier
diferencia resultaria de interés desde el punto de vista académico y de la investigacion del
asma, para que una diferencia sea relevante desde el punto de vista asistencial se requiere
que tenga la suficiente entidad como para considerar que realmente puede dar lugar a un
aumento en la prevalencia de litiasis a largo plazo, siendo este dintel dificil de delimitar.

Asimismo, existen pocos articulos que establezcan los valores de referencia para
estos parametros en orina de 12h y, de hecho, las distintas sobresaturaciones (objetivo
principal del estudio) no han sido nunca estudiadas en este formato, ni en nifios ni en
adultos. Se dispone, por lo tanto, de muy poca bibliografia que permita estimar la varianza
de las variables que pretendemos medir.

Por todo ello, para el calculo del tamafio muestral se ha considerado de forma
arbitraria que el numero de pacientes Optimo sera aquel que permita encontrar una
diferencia de al menos un 50% del valor de la desviacion estandar de cada variable. Se ha
tomado esta referencia tras comprobar que las orinas de los pacientes litiasicos tienen
valores de los parametros a estudio varias veces superior a este dintel.

Ademas, este trabajo se ha ideado desde el punto de vista de un estudio piloto, con
la intencion de establecer si existen diferencias en la composicion urinaria empleando
para ello un presupuesto y una muestra de pacientes reducida. Es por este motivo que la
hipotesis de partida considera que la sobresaturacion urinaria de los pacientes asmaticos
serd “superior”, y no “diferente”, a fin de utilizar un contraste de hipdtesis con un error
unilateral establecido en el 95%. La potencia sera del 80% segun el estandar habitual.

En definitiva, para el célculo del tamafio muestral se ha utilizado la siguiente
formula:

% o2 2
n_=n‘=£*(2 +Z;;]

¢ e
donde D =S * 0,5, por lo que la S del numerador y denominador se simplificarian, y
donde a Z, se asigna un valor de 1,65 y a Zgde 0,84.

Con los parametros anteriormente descritos, el tamafio muestral deberia ser de 100
pacientes (50 pacientes asmaticos y 50 pacientes sanos). Se ha descrito que entre un 10%°*’
y un 20%?*® de las muestras de 24h estan mal recogidas y no son utilizables, por lo que
prevén unas pérdidas de un 20%, aunque la orina de 12h tiene una recoleccion mas

sencilla y es posible que el porcentaje sea menor. Por ello, serd necesario obtener las
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muestras de 60 pacientes asmaticos y 60 pacientes sanos. De la misma manera, se estima

arbitrariamente que un 30% de los pacientes reclutados no aportaran finalmente la

muestra, por lo que se debera reclutar a 78 pacientes sanos y 78 pacientes asmaticos.

8.5. Procedimiento de recogida:

Se solicitard a los pacientes incluidos que aporten una muestra de orina de 12h

para su analisis. El procedimiento de recoleccion serd el siguiente:

1.

Se solicitara que el paciente no ingiera determinados alimentos litogenos (lacteos
como la leche, yogur, natillas, queso o helados, bebidas distintas al agua como
zumos o refrescos azucarados, espinacas ni chocolate) durante el dia previo a la
recogida de la muestra.

El paciente orinara a las 19:00-20:00h el dia que proceda a su recoleccion, tirando
esta primera orina.

A partir de entonces y hasta las 7:00-8:00h del dia siguiente el paciente orinara
siempre en el bote, incluyendo en este una ultima miccion que efectuard a las 12h
de la primera.

Durante todo el procedimiento y siempre que sea posible mantendra la orina en el
refrigerador, a 4-6°C.

Entregara la orina en la Secretaria de Consultas Externas de Pediatria el mismo dia

que termine su recoleccion.

8.6. Variables a estudio:

Para considerar valida una muestra de orina esta debera contener entre 7.5y 12.5

miligramos de creatinina por kilo de peso (datos de C. Saez pendientes de publicar).

En todos los pacientes se registrara:
Variables demograficas: NHC, fecha de nacimiento y fecha de recoleccion.

o Variable cualitativa dicotémica: sexo.

o Variables cuantitativas: peso, talla y edad en afios al momento de la
recoleccion. Con estas tres variables se calculard el Indice de Masa
Corporal (IMC) y la Superficie Corporal (SC). Todas las variables se
anotaran con dos decimales. Se obtendran también los percentiles de talla
e IMC en funcidn de sexo y edad, utilizando las tablas de la OMS de 2007.

Variables analiticas en orina de 12h: se recogera volumen urinario, creatinina,

sodio, potasio, cloro, magnesio, calcio, fosforo, oxalato, citrato, urea y pH
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urinario. Con ello se calculara ademas la excrecion total de solutos en 12h. Todas
ellas son variables cuantitativas continuas.

Mediante los datos anteriores se calculara la sobresaturacion urinaria de distintas
sales, utilizando para ello el programa JESS Urine Expert. Se recopilaran los
valores de ratio de sobresaturacion de oxalato de calcio, oxalato de calcio
monohidrato, oxalato de calcio dihidrato, brushita, hidroxiapatita, octacalcio
fosfato, octacalcio fosfato hidratado, acido urico, acido turico dihidrato y fosfato
de calcio. Todas ellas son variables cuantitativas continuas.

En los pacientes sanos se registrard el motivo por el cual se estd siguiendo en
Consultas Externas, en forma de variable cualitativa nominal.

En los pacientes asmaticos se registrara, ademas: escalon terapéutico (ver tabla a
continuacion), farmacos empleados, comorbilidades y si la enfermedad estd
controlada o no, considerandose como no controlada cuando haya sido preciso
aumentar la medicacion de mantenimiento en la visita en la cual se ha aportado la
muestra orina. El escalon terapéutico sera cualitativa ordinal mientras que el resto
seran cualitativas nominales, exceptuando el grado de control de la enfermedad,

que sera cualitativa dicotémica.

Escalon 1 Escalon 2 Escalon 3 Escalon 4 Escalon 5
ICS dosis bajas ! Afadir a lo
. . ! ICS dosis . !
Opcion ICS a dosis + B2 agonistas . anterior anti-
. . b medias/altas +
preferida bajas de accion larga LABA IgE
(LABA) (omalizumab)
Corticoides Antagonistas ICS a dosis . Anadir dosis
< . del receptor de . ICS dosis )
Opcion inhalados medias o ICS a . bajas de
. . los C oy medias/altas + .
alternativa (ICS) a dosis . dosis bajas + corticoides
bajas leucotrienos ATRL ATRL orales
(ATRL) '

En todos los pacientes se pueden asociar, ademas, farmacos para el control de comorbilidades
(antihistaminicos en la rinoconjuntivitis alérgica, emolientes o corticoides topicos en la dermatitis

atopica...)

Figura 3 — Escalones terapéuticos del asma propuestos por la GINA%®

La GINA define las dosis bajas, medias y elevadas de ICS de la siguiente manera:

©)

Budesonida: dosis baja, media y alta: pacientes 5-11 afios: 100-200, >200-400 y
>400 mcg. Pacientes >11 afos: 200-400, 400-800 y >800 mcg.

Fluticasona propionato: dosis baja, media y alta: pacientes 5-11 afos: 100-200,

>200-400 y >400 mcg. >11 afios: 100-250, 250-500 y >500 mcg.
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9. Plan de trabajo:
e Enero de 2019 a mayo de 2019: disefio y planificacion del estudio.
e Junio de 2019 a diciembre de 2019: fase de reclutamiento.
e Enero de 2020 a marzo de 2020: fase de recoleccion de datos.
e Marzo de 2020 a junio de 2020: fase de analisis e interpretacion de datos.
e Septiembre de 2020: fecha estimada de lectura de tesis doctoral.
- Fase de reclutamiento:

El investigador principal mantendra una entrevista con cada paciente candidato a
ser incluido en el estudio. Durante la misma se revisara el historial médico para asegurar
su idoneidad. Asimismo, se explicara el objetivo del trabajo, la forma de recoger
correctamente la muestra de orina y se resolveran las dudas que puedan surgir. En caso
de que se acepte participar en el estudio, se entregara un bote para la recogida de orina,
una copia del consentimiento informado (Anexo 2) que deberd devolver firmado al
aportarla y una hoja informativa con las instrucciones por escrito (Anexo 1).

Una vez recogida la muestra de orina, el paciente la entregard en la Secretaria de
Consultas Externas de Pediatria del Hospital Universitario de los Arcos del Mar Menor,
donde las recogera el Investigador Principal. Se procederd a cuantificar su volumen
mediante pesado de la muestra y se determinara su pH mediante el pHmetro de la unidad.
Posteriormente se entregard al Servicio de Laboratorio del Hospital Universitario de los
Arcos junto con la peticion de los distintos pardmetros a analizar.

Se hara un seguimiento a los pacientes reclutados durante la evolucion del estudio,
con la posibilidad de que se contacte con ellos telefonicamente en aquellos casos en los
que no aporten la orina en la siguiente revision programada en las Consultas de Pediatria,
a fin de solicitar su colaboracion y recordarles el procedimiento de recogida adecuado.

- Fase de recoleccion de datos:

Una vez analizada la muestra de orina, los resultados seran introducidos por el
investigador en una tabla de Excel. Los datos a introducir serdn: sexo, si es paciente
asmatico o sano, peso y talla. Se introduciran ademas los distintos parametros analizados:
diuresis en mililitros, pH, el calcio, fésforo, oxalato, acido urico, citrato y magnesio en
miligramos por decilitro y sodio, potasio y cloro en miliequivalentes por litro. En base a
estos parametros Excel calculara automaticamente el IMC y la superficie corporal, y
percentilara peso, talla e IMC. También calculard la excrecion de los distintos solutos en
forma de miligramos o miliequivalentes (segin proceda) por kilo de peso en 12h o de

miligramos o miliequivalentes por metro cuadrado de superficie corporal en 12h.
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En los pacientes asmaticos se revisara el informe correspondiente a la atencion en
Consultas Externas del dia que se aportd la orina, y se registrara el escalon terapéutico, la
presencia de comorbilidades, los farmacos utilizados (una columna independiente para
cada farmaco posible) y la presencia de comorbilidades (una columna independiente para
cada comorbilidad), asi como si el asma se encontraba controlada o no en funcién de la
necesidad de modificar el tratamiento, tal y como se ha explicado previamente.

A continuacion, se introducira en el programa JESS Urine Expert los valores de
los distintos solutos, a fin de que calcule los valores de sobresaturacion correspondientes,

y se pasaran a la tabla de Excel.
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10.Analisis de datos:

Para el andlisis de datos se utilizara el programa SPSS de la empresa IBM, en su

version 26.0.

1.

Anadlisis descriptivo general de la muestra, buscando diferencias generales que
puedan alterar la comparacion de los resultados (diferencias de sexo, edad, peso,
talla o IMC).

Ajustar la excrecion de los distintos solutos en orina de 12h segin medida
antropométrica. Inicialmente se valorara la creatinina, que se ajustara segiin peso y
se evaluara la grafica en busca de si la distribucion sugiere un exceso de muestras
con recogidas inferiores o superiores a las esperadas, que se intuird en caso de que
veamos un aumento de casos en los extremos de la curva. Se revisara especialmente
el acamulo de pacientes en el rango bajo, por si pudiese tratarse de pacientes con
IMC elevados (la creatinuria depende principalmente de la masa muscular). En caso
de que esta tendencia se aprecie, se procedera a ajustar segun superficie corporal y
se volvera a valorar la curva para ver si dicha alteracion persiste o se corrige. Tras
comparar los resultados de ambos graficos se decidira si se utiliza la correccion
seguin peso o segun superficie corporal.

Se utilizara la prueba de Shapiro-Wilk en todas las variables continuas para
determinar si se puede asumir su normalidad.

Se estableceran los valores de normalidad poblacional, utilizando para ello las
medias y desviaciones estandar de los parametros en el grupo de pacientes sanos.
Se establecera también el dintel a partir del cual se considera anormal un valor
(percentil 95 para aquellos casos en los que la anormalidad se encuentre en una
excrecion elevada y percentil 5 para aquellos casos en los que se encuentre en una
excrecion disminuida).

Se analizard la relacion entre el volumen urinario y los distintos solutos litdgenos,
utilizando para ello la p de Pearson o la Rho de Spearman y el analisis de correlacion
lineal. En caso de encontrarse correlaciones que se juzguen como nulas o poco
relevantes, se asumira la independencia de estos solutos con respecto al volumen
urinario. Se procedera entonces a calcular de nuevo todos los valores de
sobresaturacion con el programa JESS Urine Expert utilizando para cada paciente
la misma excrecion de solutos pero variando el volumen urinario, que se situara de
forma arbitraria en 500 mililitros por metro cuadrado. Este procedimiento se llevara

a cabo tras asumir que la excrecion de solutos habria sido la misma con
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10.

11.

independencia del agua ingerida o evaporada, y con la finalidad de eliminar
diferencias en la sobresaturacion atribuibles no so6lo a la toma de liquidos, sino
también al calor o humedad ambiental, que puede variar mucho dependiendo del
mes del afio en que se haya recogido la muestra (se realizard también un grafico
analizando la diuresis en funcién del mes del afo).

Se analizaran posibles relaciones entre la excrecion de distintos solutos utilizando
p de Pearson o Rho de Spearman y correlacion lineal, dado que todas las variables
son continuas. Aunque se haran comparaciones entre todos ellos, se valorara con
especial interés: natriuria y calciuria, potasuria y citraturia, pH y citraturia, pH y
calciuria, urea y calciuria, urea y citraturia, urea y pH, potasio y pH, magnesio y
pH, potasio + magnesio y pH, por ser las que infieren caracteristicas de la dieta.

Se procedera a valorar diferencias en todos los parametros litidsicos analizados
entre el grupo de pacientes sanos y asmaticos. Puesto que todos los pardmetros
litiasicos son variables continuas, se utilizara en todos los casos la t de Student para
muestras independientes, utilizando el valor segun el test de Levene. En caso de
que se detecten variables con distribuciones no normales, se utilizard la U de Mann-
Whitney.

En aquellos casos en los que se detecten diferencias, se valorard si previamente se
ha encontrado alguna relacion con otra variable, con especial interés en aquellas
que infieren caracteristicas de la dieta. En caso de haber sido asi, se utilizara
regresion lineal multiple para establecer si las diferencias pueden ser atribuibles a
una interferencia de la dieta.

Mediante regresion lineal multiple se intentard obtener ecuaciones que el valor de
la sobresaturacion que se obtendria con el programa JESS Urine Expert, a fin de
que no sea imprescindible dicho programa para poder calcular tales parametros.

Se dividira el grupo de asmaticos en funcion de sus distintas variables intragrupo
(control de la enfermedad, escalon de tratamiento, comorbilidades) y se analizaran
las diferencias en los distintos valores entre ellos. En caso de variables que
comparen tres 0 mas grupos se utilizara ANOVA o, més probablemente, la prueba
de Kruskal-Wallis dado el escaso nimero de que constaran los subgrupos. En caso
de dos 0 mas grupos se utilizara la t de Student para muestras independientes o, en
caso de muestra pequefia o no poder asumir normalidad, la U de Mann-Whitney.

Se describiran y analizaran los resultados obtenidos.
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11.Dificultades y limitaciones:

Dificultades: la principal dificultad radicard en conseguir que los pacientes
reclutados aporten la muestra. Aunque indolora, la orina de 12h no deja de ser un
procedimiento molesto al precisar que se esté¢ pendiente de ella durante un periodo
relativamente largo de tiempo. Por ello, es posible que algunos pacientes finalmente
no aporten la muestra o que la aporten mal recogida, con muestras incompletas.
Limitaciones del estudio:

o Varios apartados del estudio se basan en suposiciones que no han sido
cientificamente comprobadas hasta la fecha, como por ejemplo que la orina de
12h tiene una menor influencia de la dieta. En cualquier caso, si que existen
estudios que describen una buena correlacion de la orina de 24 con la de 12h,
por lo que utilizar esta Ultima ofreceria resultados similares a utilizar la
primera.

o La orina estandarizada utiliza el supuesto de que la excrecion de solutos no
varia en funcion de la diuresis, cuando es posible que algunos de ellos, como
la natriuria o la calciuria, guarden alglin tipo de relaciéon, aunque no se ha
encontrado ningun articulo previo que haya detectado esta asociacion.

o La decision de si una muestra de orina ha sido adecuadamente recogida se
basard en que la creatinuria se encuentre entre unos valores determinados.
Aunque estos valores son aceptados universalmente en la comunidad cientifica
y se emplean de forma habitual, hay que decir que originalmente fueron
determinados de forma arbitraria y que no se basaron en estudios que ofrecieran
garantias absolutas de que la muestra habia sido perfectamente recogida. Es
por ello que, utilizando estos estdndares, siempre corremos el riesgo de aceptar
muestras mal recogidas o de rechazar muestras adecuadamente recolectadas.

o El estudio sera incapaz de detectar diferencias inferiores a las previstas, sin
poder descartar que estas diferencias puedan tener algin tipo de relevancia

clinica.
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12.Aspectos éticos:

Se contempla la posibilidad de que en algin momento se detecte algin paciente
con unos parametros urinarios que sugieran una patologia subyacente. Los resultados de
los andlisis deberan ser examinados por un médico con experiencia en su interpretacion
y con la capacidad de detectar estas enfermedades. En caso de presentarse tal situacion,
se garantiza la posibilidad de un estudio diagnéstico y tratamiento al participante si
procede.

Asimismo, el presente trabajo se ajusta a todos los principios éticos y legales
vigentes en el Estado Espafiol, incluyendo la obtencion del Consentimiento Informado
(Anexo 2). A tal fin, el disefio del estudio ha sido valorado y aprobado por un Comité de

Etica de la Investigacion (Anexo 3).

13.Utilidad practica de los resultados:

El principal resultado del estudio sera la posibilidad de establecer si existen
diferencias en la orina de los pacientes asmaticos. Cualquier diferencia encontrada sera
tributaria de un estudio posterior mas profundo para establecer su causa.

No obstante, es de destacar que este trabajo se considera el punto de partida para
una linea de investigacion futura. En caso de que se concluya que las orinas de los nifios
sanos y asmaticos no es distinta, ambas se mezclaran para mejorar la estimacion de los
parametros de normalidad poblacionales.

En cualquier caso, del estudio se derivaran unos valores de normalidad para la
excrecion de solutos de 12h, asi como los valores de normalidad de la sobresaturacion
urinaria para un gran numero de sales. Este ultimo punto de especial interés, al ser unos
parametros no estudiados ni publicados previamente. En el futuro se pretende utilizar
estos datos en un estudio para determinar, entre otros, la influencia de la dieta en la orina
de 12h, a fin de proponer este método o bien como un sustituto de la orina de 24h o bien
como un complemento a ésta en el andlisis habitual de los pacientes litiasicos.

Es de destacar especialmente el concepto de los valores de sobresaturacion con
volumen estandarizado, concepto cuya utilidad se pretende investigar e intentar demostrar
en el futuro.

También se intentard establecer la relacion existente entre distintos parametros
urinarios, con la finalidad de entender mejor las relaciones existentes entre ellos y de

inferir posibles actuaciones que modifiquen el riesgo litogeno de los pacientes.
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14.Costes:

Concepto Coste por unidad Cantidad Total
Analisis de orina 21€ 156 3276€
Bote de recogida 0.4€ 156 62,4€
Licencia JESS Urine Expert 200€ 1 200€
Congreso Nefrologia 2020 1000€ 1 1000€
Total 4538.,4€
Figura 4 — Estadillo de estimacion de costes

Hay que resaltar que, a excepcion de los costes derivados del trabajo del personal
de laboratorio, que ya se encuentran incluidos en el precio del anélisis de orina, todo el
trabajo lo va a efectuar el Investigador Principal, por lo que no serd preciso contratar a

terceras personas.
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o . . " HOSPITAL
Anexo 1 — Hoja informativa para pacientes UNIVERSITARIO
+ LOS ARCOS
DEL MAR MENOR

Instrucciones para la recogida de la
muestra de orina:

La intencidn es recoger TODA la orina que el nifio haga durante un
periodo de 12 horas que incluya la noche. Para ello, le rogamos que siga
las siguientes instrucciones:

1. A las 19:00h el nifio tiene que hacer pipi en el
lavabo, aunque no tenga ganas. Esta orina se
desecha.

2. A partir de entonces el nifo tiene que orinar
siempre en el bote, guardandolo entre medias
en el frigorifico, dentro de una bolsa de plastico.
3. Alas 7:00h del dia siguiente el nifio tiene que
orinar por ultima vez en el bote.

4. Llevar todo el bote a la U23 (mantenerlo
refrigerado si lo llevais en el turno de noche).
Llevad anotado el peso, la talla y el nombre del
nifo.

Rogamos que en la merienda y la cena de ese dia el nifilo no tome lacteos (leche,
yogur, natillas, queso, helado), bebidas distintas al agua (zumo de frutas, coca-
cola, fanta...), espinacas ni chocolate.
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Anexo 2 — Consentimiento Informado

Estudio: Comparacion de factores promotores e inhibidores de la litiasis
urinaria entre nifios asmaticos y no asmaticos.

Por favor, lea atentamente la siguiente hoja de informacion:

Se le propone la participacion en un estudio de investigacién que pretende analizar la
composicion de la orina para determinar los parametros que contribuyen a que los nifios
asmaticos tengan mayor probabilidad de presentar piedras en el rifidn.

El hecho de que acceda a colaborar en el estudio se considera un acto voluntario vy
desinteresado, y por este motivo no obtendrd ninglin beneficio ni compensacidon por su
participacion.

Los parametros que se determinaran en la analitica de orina que se le realizara no disponen de
valores de referencia bien establecidos en nifios, por lo que sus resultados no se le comunicaran.
No obstante, podriamos ponernos en contacto con usted si en algin momento considerdasemos
gue algun resultado indica la necesidad de realizar mas pruebas, que nunca se realizarian como
parte del presente estudio.

El nombre o iniciales de su hijo no aparecerd en ningin documento del estudio. Su hijo sera
identificado exclusivamente por un numero. El tratamiento y la cesién de los datos de cardcter
personal se ajustara a lo dispuesto por la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre de proteccion
de datos de caracter personal y Real Decreto 1720/2007. De acuerdo con esta ley, usted puede
ejercer en cualquier momento su derecho de acceso, modificacion, oposicidon y cancelacion de
datos, para lo cual debera dirigirse al médico responsable de la investigacion (Dr. Enjuanes
Llovet).

El acceso a la informacidn personal quedara restringido a investigadores y colaboradores del
estudio, y si asi lo requieren, al Comité Etico de Investigacién Clinica que lo ha aprobado, siempre
manteniendo la confidencialidad de los datos segun la legislacion vigente.

Los resultados serdn presentados en publicaciones o comunicaciones en congresos cientificos.
En ningln caso se identificard a su hijo en estas publicaciones.

Este estudio ha sido aprobado por un Comité Etico de Investigacién Clinica. Si tiene alguna duda
relativa al estudio, por favor, consulte al Médico que le ha propuesto su participacién.

Firma de padre/madre/tutor legal Firma del Investigador

Fecha:
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Anexo 2 — Consentimiento Informado

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

Investigador principal: Jaume Enjuanes Llovet

Yo , con DNI -_como representante

legal (padre/madre/tutor) de , he leido la hoja

de informacion situada en el anverso de este documento, he sido informado/a y he podido

resolver mis dudas sobre mi participacién en el estudio, y comprendo toda la informacién.

Manifiesto libremente mi conformidad a participar en el estudio, y me encuentro conforme con
las condiciones que se me han propuesto. Y para que quede constancia, firmo este documento

de consentimiento informado por las dos caras.

Firma de padre/madre/tutor legal Firma del Investigador

Fecha:

Yo , con DNI -_como representante
legal (padre/madre/tutor) de , he leido la hoja

de informacion situada en el anverso de este documento vy, tras ser informado/a y haber podido
resolver mis dudas, y comprendiendo toda la informacién, RECHAZO la participacién en el

estudio. Y para que quede constancia, firmo este documento por las dos caras.

Firma de padre/madre/tutor legal Firma del Investigador

Fecha:

38



Anexo 3 — Certificado Comité Etico

echn
. Regién de Murcia
AR Consejeria de Sanidad y Consumo S&a"(;;’(‘iano
2 de Salud

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D2 Laly Gomez Sannicolds, Secretaria del Comité Etico de Investigacién Clinica del
Hospital Universitario Sta. M2 del Rosell, Areas II y VIII de Salud del Servicio Murciano de
Salud

CERTIFICA QUE,

19 En reunidn celebrada del dia 21/12/17, acta n® 11/17 ha evaluado la propuesta del
Promotor/investigador referida al estudio:

Tipo de estudio: | NO-EPA |
Cod. Protocolo NO EudraCT
PERSEO No aplica

Comparacion de factores promotores e inhibidores de la litiasis urinaria entre nifios
asmaticos y no asmaticos.

Version Protocolo Versién HIP
Vs 21/12/17 Vs 21/12/17
Promotor Investigador

Evaluando los aspectos del estudio requeridos por la legislacién vigente:

« La realizacion del estudio en el Area II de salud es pertinente.
El estudio cumple con los requisitos reglamentarios correspondientes al tipo de
estudio.
El disefio del estudio es adecuado para obtener las conclusiones objetivo del mismo.
Los criterios de seleccion y retirada de los sujetos estan indicados y son adecuados.
Requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relaciéon a los objetivos del
estudio y justificacion de los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.
» La capacidad de los investigadores y los medios disponibles apropiados para llevar a
cabo el estudio.
El grupo control ha sido adecuadamente elegido y es correcto.
El alcance de las compensaciones econdémicas previstas no interfiera con el respeto a
los postulados éticos.
Cumplimiento de los preceptos éticos formulados en la orden SAS 3470/2009 y la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica mundial sobre principios éticos para
las investigaciones médicas en seres humanos y en sus posteriores revisiones.

En base a lo expuesto este comité emite el siguiente dictamen:

INFORME FAVORABLE
Investigador y Centros:

« D. Jaume Enjuanes Llylet/'\? RN

> 8 N\

/

7

[8s IPESE 1
Lo qWS de noviembre de 2017.
N oY
Wlas

E.O. 2017-41 Comparacion litiais asma no asmat.doc 1de2

C/ Mezquita s/n, Paraje los Arcos

e S Barrio de Santa Lucia, 30202 - Cartagena - Murcia

—
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Anexo 3 — Certificado Comité Etico

1° EN reunién celebrada del dia 21/12/17, acta n® 11/17 se decidié emitir el informe
correspondiente al proyecto de Investigacién anteriormente referido.

20 En dicha reunién se cumplieron los requisitos establecidos en las legislaciones
vigentes:

-RD 223/2004 (regulacién de Ensayos Clinicos con medicamentos) - Orden SAS
3470/2009 (Directrices sobre estudios postautorizacién de tipo observacional para
medicamentos de uso humano, para que la decisién del CEIC sea valida.

30 El CEIC “H. S. M. del Rosell”, tanto en su composicién, como en los PNT cumple con las
normas de BPC (CPMP/ICH/135/95)

49° La composicién actual del CEIC que ha evaluado la propuesta fue la siguiente:

Presidente: D. Javier Trujillo Santos Médico Adjunto Servicio Medicina Interna/Infec.
Vicepresidente: | D. José Valverde Molina. Jefe Seccion, S2@ Pediatria HULAMM Area VIII)
Secretaria: Da Laly Gémez Sannicolas, Secretaria Unidad Investigacion. i
Vocales: D. José M. Bueno Ortiz, Médico Adjunto Centro de Salud de Fuente Alamo.
D. Francisco Sanchez Rodriguez Responsable Farmacia, adscrito a la GAP Area II.
D. Blas Garcia Rojo Médico Adjunto Servicio Anestesiologia y Reanimacion.
D. Federico Soria Arcos Médico Adjunto Servicio Cardiologfa.
D. José Manuel Allegue Gallego Médico Adjunto Servicio Medicina intensiva

En el caso de que se evaluara algin proyecto del que un miembro sea investigador/colaborador, éste
se ausentara de la reunién dufante la disc_ i6n-del proyecto.
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