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RESUMEN

El cadmio (Cd) es uno de los metales pesados mas abundantes en la naturaleza
y la exposicién prolongada a concentraciones elevadas de Cd se ha asociado con
mayor riesgo de desarrollar cancer, diabetes mellitus, hipertension arterial y
enfermedad cardiovascular. Hay pocos estudios acerca de la asociacion de niveles de
Cd y sus efectos en la tasa de filtracion glomerular (TFG), dafio glomerular y dafio
tubular. El objetivo del presente estudio fue analizar la asociacién entre la
concentracion urinaria de Cd y los niveles en orina de a1-microglobulina como
marcador de dafio tubular renal temprano. MATERIAL Y METODOS: Estudio
comparativo, prospectivo, transversal realizado en 6 comunidades cercanas a la
ciudad de Querétaro (México). Los criterios de inclusién fueron personas sin
antecedentes de enfermedad renal, infeccién de vias urinarias, embarazo o exposiciéon
industrial al Cd. Se realizé un cuestionario acerca de factores de riesgo de exposicidon
al Cd, mediciones antropométricas y de presién arterial, se tom6é una muestra de
sangre venosa asi como una muestra de orina al azar para el analisis de albumina, a1-
microglobulina y Cd. RESULTADOS: Se incluyeron a 185 personas, de las cuales 95
con DM-2. La edad promedio de la poblacién fue de 40.8 + 12.9 afos de edad en el
grupo sin DM-2 y de 52.2 £ 12.2 en el grupo con DM-2. La media de la concentracion
urinaria de Cd fue de 0.37 y de 0.46 pg/grCr en ambos grupos respectivamente. No
hubo diferencia entre ambos grupos en relacion al porcentaje de personas del género
masculino ni tampoco en relacion al tabaquismo. El indice de masa corporal fue
significativamente mayor en la poblacion con DM-2 (27.6 £ 4.9 vs 29.9 + 5.4 p=0.003).
En poblacion aparentemente sana, la concentracion urinaria de Cd fue el factor mas
fuertemente asociado con la presencia de albuminuria, mientras que en la poblacién
con DM-2 los niveles de Cd estuvieron asociados a una menor TFG. No encontramos
asociacion entre los niveles de Cd y los niveles urinarios de a1-microglobulina.
CONCLUSIONES: En el presente estudio no encontramos asociacion entre los niveles
de Cd y los niveles urinarios de a1-microglobulina; sin embargo en poblacion sana se
asoci6 con albuminuria y en poblacion con DM-2 con menor TFG.
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SUMMARY

Cadmium (Cd) is one of the most ubiquitous elements in nature, and a prolonged
exposure has been associated with an increase in the risk of cancer, diabetes mellitus,
hypertension and cardiovascular disease. There are few studies addressing the effects
of Cd on glomerular filtration rate (GFR), and glomerular and tubular injury. The aim of
this study was to analyze the association between urinary Cd levels and a1l-
microglobuline as marker of early tubular injury. MATERIAL AND METHODS: This is a
cross-sectional, prospective, and comparative study done in 6 communities localized
close to Queretaro City. Subjects with no antecedents of renal disease, pregnancy,
urinary tract infection or industrial exposition to Cd were included. A questionnaire about
risk factors for cadmium exposure was done, blood was taken for biochemical analysis
and a spot urine sample was collected for albumin, a1-microglobulin, and Cd
measurements. RESULTS: A total of 185 adult persons were included, 95 with type 2
diabetes. The mean age was 40.8 + 12.9 yrs in the group without diabetes and 52.2 +
12.2 in those with diabetes. There was no difference in both groups in percentage of
male population and smokers. The media for urinary Cd levels was 0.37 and 0.46
Mag/grCr in both groups. The body mass index was significantly higher in the population
with diabetes (27.6 £ 4.9 vs 29.9 + 54 p=0.003). In the non-diabetic population,
cadmium levels was the most important factor associated with albuminuria whereas
than in the diabetic population Cd levels were associated with a slight decrease in the
GFR. There was no association between markers of tubular injury with urinary Cd
levels. CONCLUSIONS: In the present study we did not find any association between
Cd urinary levels and urinary levels of a1-microglobulin; however, in non-diabetic
population Cd was associated with albuminuria and in diabetics with a slight decrease in
the GFR.

Key Words: Cadmium, diabetic nephropathy, a1-microglobuline
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. INTRODUCCION

En México, la insuficiencia renal cronica (IRC) representa una de las principales
causas de morbi-mortalidad en la poblacion adulta mayor de 40 afos, ademas de
representar un elevado costo social y econémico para el pais. La DM-2 (Diabetes
Mellitus-2) y la HAS (Hipertensién Arterial Sistémica) son la principal causa de
insuficiencia renal cronica en personas mayores de 45 afios mientras que en personas
menores de 40 afnos la etiologia es desconocida en un alto porcentaje.

Otros factores de riesgo tradicionalmente descritos involucrados en la génesis
de la IRC son la obesidad, el bajo peso al nacer y la desnutricion infantil.
Recientemente ha cobrado importancia el impacto que factores ambientales puedan
tener en el desarrollo y progresion de la enfermedad renal.

Los agentes ambientales relacionados con mayor frecuencia con el deterioro y
progresion de la enfermedad renal son el tabaquismo, plomo (Pb), cadmio (Cd),
arsénico (As) asi como exposicién a particulas ambientales con un diametro menor a
2.5um de diametro. Los mecanismos por los cuales estos agentes causan
nefrotoxicidad no se han entendido completamente.

En México, existen zonas que tradicionalmente se encuentran niveles elevados
de estos contaminantes como son la regién de la Laguna (Coahuila), Zacatecas, San
Luis Potosi e Hidalgo. La emision industrial y mayor exposicion ambiental al Cd se
incremento de manera considerable en los ultimos 50 afios. La vida media biolégica de
este metal es muy larga — mayor de 20 afos, y la exposicion prolongada se ha
asociado con mayor riesgo de desarrollar neoplasias, enfermedad pulmonar croénica,
ateroesclerosis, hipertension arterial, diabetes mellitus, enfermedad renal y mayor
mortalidad en la poblacion adulta.

En el municipio de Querétaro existe evidencia que la exposicion al Cd es
elevada, aunque hasta el momento se desconocen los efectos que esta exposicion
pueda tener sobre la salud, de tal forma que es objetivo del presente estudio identificar
la relacién entre los niveles urinarios de cadmio y la excrecion urinaria de a1-
microglobulina como marcador de dafo renal temprano en pacientes con y sin DM-2
del municipio de Querétaro. Los resultados obtenidos del presente trabajo nos

permitiran comenzar a establecer medidas preventivas en la poblacion afectada.



Il. REVISION DE LA LITERATURA
1. Enfermedad Renal Crénica: Definicion y Epidemiologia

La enfermedad renal cronica (ERC) es un grave problema de salud publica en el
mundo, la cual representa un enorme costo social y econédmico para la sociedad,
ademas de que a pesar de los avances en el cuidado de esta enfermedad la morbi-
mortalidad asociada a este problema continua siendo muy elevada (Correa-Rotter et
al., 2005)(Cusumano et al., 2008).

La definicibn mas aceptada de ERC es la propuesta por la National Kidney
Foundation (NFK), la cual define ERC como la “presencia de marcadores de dafio renal
por un periodo mayor a tres meses; dafo renal es definido como la presencia de
alteraciones estructurales o funcionales del riidn con o sin disminucion de la tasa de
filtracion glomerular (TFG), lo cual incluye anormalidades en los componentes de la
sangre, orina o imagen”. Otra definicion comunmente aceptada define a la ERC como
“la presencia de TFG menor a 60 ml/min independientemente de la presencia de otras
anormalidades como proteinuria o hematuria” (Madero y Sarnak, 2011).

Asi mismo, la NFK ha establecido una clasificacion con los diferentes estadios
de la enfermedad (Levey y Coresh, 2011):

e Estadio | se define como la presencia de TFG normal (> a 90 ml/min) y
albuminuria persistente.

e Estadio 2 es una TFG entre 60-89 ml/min y albuminuria persistente.

e Estadio 3 es una TFG entre 30-59 ml/min.

e Estadio 4 es una TFG entre 15-29 ml/min.

e Estadio 5 es una TFG menor a 15 ml/min.

La prevalencia de ERC ha sido estimada en los Estados Unidos basado en
diferentes marcadores de dafio renal. Coresh et al. en una muestra representativa de
15,625 adultos mayores de 20 afios del National Health and Nutrition Examination
Survey Il (NHANES Ill) encontré una prevalencia de ERC de 14.2% (Coresh et al.,
2003). Utilizando la misma base del NHANES Ill, Wrone et al. (2003) encontré una
prevalencia de microalbuminuria de 8.8%. En otros paises como ltalia la prevalencia
estimada de ERC es de 13.2% (De Nicola et al., 2011), Islandia 8.5% (Viktorsdottir et



al., 2005), Taiwan 7% (Hwang et al., 2010) y Noruega 10.5% (Munkhaugen et al.,
2009).

En México, la informacion acerca de la prevalencia de ERC es escasa. Amato et
al. en un estudio transversal con 3,564 sujetos mayores de 18 anos encontr6 una
prevalencia de personas con TFG menor a 60 ml/min de 8.5%, los principales factores
asociados a una disminucion de la TFG fueron tabaquismo, alcoholismo, edad mayor a
65 afios y pobreza. Se encontré proteinuria en 8% de la poblacién con TFG mayor a 60
ml/min (Amato et al., 2005).

Otros factores de riesgo tradicionalmente descritos involucrados en la génesis
de la IRC son la obesidad (Serra et al., 2008), el bajo peso al nacer y la desnutricion
infantil (Vikse et al., 2008). Recientemente ha cobrado importancia el impacto que
factores ambientales puedan tener en el desarrollo y progresién de la enfermedad
renal.

2. Diabetes Mellitus-2: Definicién y Prevalencia

La DM-2 es una enfermedad crénica caracterizada por alteraciones en el
metabolismo de glucosa y en la sintesis y secrecidn de insulina. La DM-2 representa un
problema de salud publica nacional cuya prevalencia se ha incrementado de manera
constante en los ultimos 20 afios. En el estado de Querétaro, en la Encuesta Nacional
de Enfermedades Cronicas de 1994 se encontré una prevalencia de 4.6% en poblacion
mayor a los 20 afios (Phillips et al., 1994) y en 2006 la Encuesta Nacional de Salud
(ENSANUT 2006) mostré que el 7% de la poblacion mayor de 20 anos tiene DM-2
(Villalpando et al., 2010).

El diagndstico de DM-2 se realiza en base a las recomendaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud en base a los niveles de glucosa en ayuno (= 126
mg/dl) y las dos horas posterior a una carga de 75 gr de glucosa (glucosa = 200 mg/dl).
Otro criterio diagnostico agregado de manera reciente es la determinacion de
hemoglobina glucosilada (HbA1c) con un valor mayor a 6.5% (American Diabetes
Association, 2011).

En México, la edad de diagndstico de DM-2 se realiza cada vez en edades mas
tempranas, lo cual representa un mayor riesgo de desarrollar complicaciones crénicas

asociadas a esta enfermedad debido a una exposicion a la hiperglucemia durante



periodos mas prolongados (Jiménez-Corona et al., 2010). Pavkov et al. en una
poblacién de indios Pima con DM-2 mostraron que el riesgo de desarrollar insuficiencia
renal crénica (IRC) y de mortalidad es mayor en aquellos sujetos con inicio antes de los
30 afos de la DM-2 (Pavkov et al., 2006).

Los principales factores de riesgo asociados con el desarrollo de DM-2 son la
obesidad y la inactividad fisica. La American Diabetes Association (ADA) considera que
toda persona con sobrepeso (indice de masa corporal = 25) y que tiene uno o mas
factores de riesgo adicionales debera de realizarse medicidén de glucosa. Los factores
de riesgo asociados descritos por la ADA son familiar de primer grado con DM-2,
hipertension arterial, resistencia a la insulina, acantosis nigricans, etnicidad latina,
gestacién con bebé con peso = 4 kg, colesterol HDL < 35 mg/dl, triglicéridos = 250
mg/dl, sindrome de ovarios poliquisticos y HbA1c = 5.7% (American Diabetes
Association, 2011).

La prevalencia de factores de riesgo para desarrollar DM-2 se ha incrementado
en la poblacion iniciando desde la adolescencia como lo demostraron Halley-Castillo et
al. al estudiar 1366 adolescentes mexicanos de los cuales 31% fueron obesos y el 19%
reunia todos los criterios de sindrome metabdlico (Halley-Castillo et al., 2006).

Ademas de los factores anteriormente descritos, contaminantes ambientales
tienen un papel importante en la génesis de la DM-2. Metales como el arsénico, cadmio
y mercurio afectan la sintesis y secrecién de insulina (Lee et al., 2006)(Coronado-
Gonzalez et al., 2007)(Navas-Acien et al., 2008)

El control glucémico es fundamental en el tratamiento del paciente con diabetes
ya que estudios prospectivos realizados en poblacion con DM-2 han demostrado que
un control glucémico adecuado disminuye la presencia de complicaciones crénicas
asociadas a esta enfermedad (Stratton et al., 2000). Las principales complicaciones
cronicas asociadas a la diabetes son la afeccion al riidn, sistema nervioso, retina y
sistema cardiovascular (Stumvoll et al., 2005).

3. Nefropatia Diabética
La nefropatia es una de las complicaciones crénicas mas frecuentes

ocasionadas por la DM-2 y es la principal causa de insuficiencia renal crénica en



México y el mundo ya que el 20-40% de los pacientes con DM-2 la desarrollan (De
Boer et al., 2011).

Son pocos los datos epidemioldgicos que contamos en México para valorar la
prevalencia de nefropatia diabética (ND) pero hay informacion que sugiere que ésta
debe ser mayor a la reportada en otros paises.

Cueto-Manzano et al. en una poblaciéon de 756 pacientes con DM-2 reportaron
que alrededor del 70% de ellos presentaba ND (40% con microalbuminuria y el 29%
con macroalbuminuria o disminucién de la funcion renal); la edad, duracion de la DM-2
y la presencia de complicaciones cronicas asociadas como retinopatia y enfermedad
cardiovascular fueron los principales factores predictivos del desarrollo de nefropatia
(Cueto-Manzano et al., 2005).

La hiperglucemia, hipertension arterial, hiperfiltracién glomerular, disminucién en
el numero de nefronas, proteinuria, activaciéon del sistema renina-angiotensina y
factores genéticos todavia mal identificados son los mecanismos principales
relacionados con la apariciéon de ND; el desarrollo de ésta es progresivo y se distinguen
4 etapas principales: hiperfiltracion, microalbuminuria, proteinuria y disminucion de la
tasa de filtracion glomerular (Hall, 2006)

La etapa mas temprana de diagnostico de la ND es la de microalbuminuria, la
deteccién y tratamiento en esta etapa permite retrasar en mayor medida la progresion
del dafo renal. Las medidas de nefroproteccion mayormente descritas son el adecuado
control glucémico con niveles de HbA1 menores a 7%, buen control de la presién
arterial (menor a 130/80 mmHg), uso de medicamentos antagonistas del sistema
renina-angiotensina y control intensivo de la dislipidemia (American Diabetes
Association, 2011).

En México hay una clara necesidad de implementar estrategias diagndsticas y
terapéuticas para reducir el desarrollo de DM-2 y sus complicaciones y prevenir la
progresion del dafio renal; ya que el numero de pacientes que ingresan a un programa
de terapia sustitutiva (dialisis), la mayoria de ellos pacientes con DM-2, se ha
incrementado de 126/millén de habitantes en 1992 a 452/millén de habitantes en el afio

2000 y de continuar con esta tendencia el coste social y econdmico va a ser de dificil



sostenimiento por parte del sector salud, sin embargo, el porcentaje de pacientes que
logra obtener las metas de control metabdlico es bajo.

En un estudio realizado en la ciudad de Guadalajara en centros de medicina
familiar unicamente el 13% de los pacientes con DM-2 cumplia con las metas
establecidas para el control de la glucosa (Martinez-Ramirez et al., 2008).

4. Nefrotoxicidad por Metales Pesados: Epidemiologia, Fisiopatologia vy
Diagnéstico

Los agentes ambientales relacionados con mayor frecuencia con el deterioro y
progresion de la enfermedad renal son el tabaquismo (Orth et al., 2005)(Orth y Hallan,
2008), plomo (Lin-Tan et al., 2007), cadmio (Jarup et al., 2000), arsénico (Hsueh et al.
2009) y la exposicion a particulas ambientales con un didmetro menor a 2.5um de
diametro (Brook et al. 2010). Los mecanismos por los cuales estos agentes causan
nefrotoxicidad no son entendidos completamente.

El cadmio es uno de los metales pesados mas comunmente encontrados en el
medio ambiente, es un compuesto con una vida media larga mayor a 10 afos lo cual
condiciona su acumulacion progresiva en suelos.

Los seres humanos nos encontramos expuestos a una pequefia pero continua
concentracion ambiental de cadmio, lo cual lleva a la acumulacion gradual de esta
sustancia en higado, 6rganos de la reproduccion, pancreas, hueso y sobre todo rifidn;
esta acumulaciéon es gradual y va incrementandose con la edad debido a la larga vida
media (mayor a 20 anos) de este metal. En México, existen zonas con niveles
sumamente elevados de estos contaminantes como son la regién de la Laguna
(Coahuila), Zacatecas, San Luis Potosi e Hidalgo (Ongley et al., 2007)(Rosado et al.,
2007). Existe evidencia de que en el municipio de Querétaro la exposicion al Cd
también es elevada (Trejo-Acevedo et al., 2009).

La emision industrial y mayor exposicion ambiental al Cd se incremento de
manera considerable en los ultimos 50 afos (Tucker, 2008). La exposicion prolongada
a este metal se ha asociado con mayor riesgo de desarrollar neoplasias (Luo et al.,
2011), enfermedad pulmonar cronica (Mutti et al., 2006), ateroesclerosis (Abu Hayyeh

et al., 2001), hipertensién arterial (Téllez-Plaza et al., 2008), diabetes mellitus



(Longnecker and Daniels, 2001), enfermedad renal (Hotz et al., 1999) y mayor
mortalidad en la poblacion adulta (Menke et al., 2009).

La exposicidon ambiental al cadmio ocurre principalmente a través del humo de
tabaco, el agua y alimentos como vegetales, cereales y moluscos (Tucker, 2008). La
disminucién en la ingesta de hierro y zinc favorece una mayor absorcion intestinal del
cadmio y por lo tanto las deficiencias nutricionales de estos compuestos son factores
de riesgo que incrementan la toxicidad por cadmio (Turgut et al., 2007).

El Cd se puede absorber por via intestinal y respiratoria por medio del
transportador DMT-1 (divalent metal transporter-1), una vez en la circulacion el Cd se
une a la albumina y es transportado al higado en donde forma pequefios complejos
uniéndose al glutatién (GSH) y principalmente a la metalotioneina-1 (MT1). EI complejo
Cd-MT1 es secretado en la bilis y posteriormente reabsorbido a la sangre por medio de
la circulacion entero-hepatica.

El Cd-MT1 es un complejo de bajo peso molecular (< 7 kD) que es faciimente
filtrado a través del glomérulo para posteriormente ser reabsorbido en su totalidad en el
segmento S1 del tubulo proximal (TP) por medio de las proteinas transportadoras DMT -
1, megalina y cubilina.

En las células del TP el Cd se disocia del complejo Cd-MT1 y es liberado de los
endosomas en forma de Cd libre (Abouhamed et al., 2007). El Cd libre es la causa de
la nefrotoxicidad asociada a este metal ya que incrementa la produccion de radicales
libres, interfiere con las actividades enzimaticas del complejo calcio/calmodulina,
estimula la actividad de las MAPKinasas e induce apoptosis (Klassen et al.,
2004)(Hirano et al., 2005).

En mujeres con mayores concentraciones de Cd se ha reportado mayor
frecuencia de nifilos con bajo peso al nacer, malformaciones congénitas y abortos
espontaneos; asi mismo estos nifios tienen mayor riesgo de dafio renal e hipertension
en la edad adulta; el Cd también se secreta en la leche materna. Estudios llevados a
cabo en ratas han demostrado que la absorcién intestinal de cadmio se incrementa
durante el embarazo (Henson and Chedrese, 2004)(Jacquillet et al., 2007).

El cadmio es también un agente téxico para las células B del pancreas y

disminuye la captacién periférica de glucosa lo cual puede ser causa de la mayor



prevalencia de DM-2 en poblacion con exposicion ambiental a este metal tal como lo
demuestran Schwartz et al. en una poblacion de 8722 adultos mayores de 40 afos
participantes del NHANES Il en los cuales aquellas personas con mayor excrecion
urinaria de cadmio tuvieron con mayor frecuencia niveles elevados de glucosa en
ayuno y DM-2 (Schwartz et al., 2003).

La medicion de cadmio en sangre refleja una exposicion aguda mientras que el
cadmio urinario refleja la concentracion renal de este compuesto y es considerado el
biomarcador de eleccidn para valorar exposicion cronica. La excreciéon considerada
normal de cadmio es de 0.26 mg/mg de creatinina y en la mayoria de los paises con
adecuado control ambiental de este metal la excrecion urinaria oscila entre 0.1 — 0.6
mg/mg de creatinina (Tucker, 2009).

Varios estudios han demostrado la asociacién del cadmio con dafio renal y
diversos estudios prospectivos han demostrado que el desarrollo de proteinuria
representa un factor de riesgo para presentar insuficiencia renal y enfermedad
cardiovascular.

Jarup et al. en una poblacién de 1021 personas sin exposicion laboral al cadmio
encontraron una prevalencia de proteinuria tubular (a1-microglobulina) del 50% en
aquellas personas con niveles elevados altos de cadmio en orina. Ademas, el riesgo de
proteinuria tubular aumentaba aun en aquellas personas con excrecién urinaria de
cadmio en limites normales altos. EI mismo estudio muestra que el cadmio tiene un
efecto adverso sobre el metabolismo mineral y favorece el desarrollo de osteoporosis
(Jarup, et al., 2000).

Noonan et al. demostraron la misma relacion entre niveles urinarios normales
altos de cadmio y presencia de marcadores de dano tubular en orina (Noonan et al.,
2002). Hotz y cols. encontraron que aquellas personas con dafio renal incipiente
presentan mayor susceptibilidad al efecto nefrotoxico inducido por cadmio (Hotz et al.,
1999).

Nordberg et al. en un estudio transversal de 229 pacientes con DM-2 mostraron
que aquellos que tenian mayor excrecion urinaria de cadmio presentaban mayor
excrecion urinaria de marcadores de lesion tubular y albuminuria (Nordberg et al.,

2006). Un dato de interés son los efectos del humo de tabaco (una de las mas



importantes fuentes ambientales de cadmio) sobre la DM-2 y la progresion del dafio
renal cronico. Wannamethee et al. en un estudio prospectivo de 7735 hombres
encontraron que el tabaquismo es un factor de riesgo independiente para la DM-2, de
la misma forma multiples estudios han demostrado que el tabaquismo incrementa la
progresion de dafo renal en todos los estadios de nefropatia diabética en pacientes
con DM1 y DM-2 ya que se ha demostrado que incrementa la aparicion de
microalbuminuria, acelera la progresion de micro a macroalbuminuria y acelera la
progresion a insuficiencia renal cronica (Wannamethee et al., 2001).

Orth et al. en 185 pacientes con DM-2 demostraron que el tabaquismo aceleraba
la progresion de dafo renal de manera independiente al grado de proteinuria (Orth et
al., 2008) y El Safty et al. demostraron que el humo de tabaco afectaba de manera
predominante el tubulointersticio renal en poblacion con nefropatia diabética (El Safty et
al., 2003).

En poblacion infantil el cadmio tiene los mismos efectos nocivos sobre la funcion
renal que en poblacion adulta (Jarup et al., 2009).

El dafo tubular asociado a este compuesto es valorado con la medicién en orina
de proteinas de bajo peso molecular tales como [32-microglobulina, a1-microglobulina,
proteina transportadora de retinol y la enzima NAG (N-acetil-B-D glucosaminidasa).
Estas son proteinas filtradas libremente por el glomérulo y reabsorbidas por el tubulo
proximal (Bernard, 2008). La DM-2, enfermedades tiroideas y la edad no afectan la
excrecion urinaria de estas sustancias.

En México existen muy pocos estudios que han evaluado las concentraciones
ambientales de cadmio, sin embargo los pocos estudios realizados demuestran que la
exposicion a este metal es elevada y que los niveles encontrados en diferentes
poblaciones son mayores a los reportados en otros paises.

La prevencion es el factor mas importante para manejar la exposicién a este
metal. No existe ningun tratamiento efectivo para manejo de esta toxicidad. Debera
vigilarse las fuentes alimenticias y humo de tabaco como las fuentes mas importantes

de cadmio, asi como las deficiencias nutricionales que incrementan la toxicidad.



lll. METODOLOGIA
1. Diseno y sujetos de estudio

Es un estudio transversal, comparativo, prolectivo, de correlacién, realizado en
poblacién mayor de 20 afios con y sin diagndstico de DM-2, sin antecedentes de
deterioro de la funcion renal asi como residencia en la ciudad de Querétaro y
municipios conurbados (El Marqués, Corregidora) en los ultimos 5 afos.

El tamano de la muestra se calculé de acuerdo a la diferencia de niveles de
proteinas urinarias y niveles de cadmio, con un poder de 0.9 y una significancia de 0.01
nos indica un numero total de 95 personas por cada grupo para este disefio de estudio.

Los criterios de inclusiéon fueron personas con y sin diagndstico de DM-2,
mayores de 20 afios, sin antecedentes de enfermedad renal, sin exposicion laboral al
cadmio, sin tratamiento con insulina y mas de 5 afios de residencia en la ciudad de
Querétaro y municipios conurbados (El Marqués, Corregidora).

Se excluyeron las personas con infeccion de vias urinarias, diagnéstico previo
de enfermedad renal no asociada con la diabetes, presencia de complicaciones
cronicas asociadas a la DM-2, hipertension arterial descontrolada y mujeres
embarazadas.

2. Registro de datos personales y variables antropométricas

El estudio se realizé en 6 comunidades de los municipios de Querétaro, El
Marquez y Villa Corregidora, la eleccion de estas comunidades se basoé en su cercania
a centros industriales. Se realizé un muestreo probabilistico para reclutar a la poblacion
de estudio, durante el mismo se contd con el apoyo de las clinicas de salud de la
Secretaria de Salud del Estado de Querétaro en las localidades de Sanfandila,
Miranda, Santa Rosa Jauregui y San José el Alto, asi como las clinicas universitarias
de salud de las localidades de Santa Barbara y Santa Rosa Jauregui.

Previa firma del consentimiento informado se recolectaron los datos clinicos
mediante interrogatorio relacionados con antecedentes familiares, personales vy
conductas de exposicion a téxicos ambientales. En personas con DM-2 se obtuvo
informacion acerca de su enfermedad como tiempo de evolucion, tratamiento,

complicaciones.



Las mediciones antropomeétricas que se realizaron fueron la toma de peso y
talla, medicion de perimetro abdominal, cintura y cadera. La mediciéon de presion
arterial se realizd con el paciente sentado, al menos con 5 minutos de descanso
mediante la técnica estandar (Anexo 1).

3. Determinacién de variables de laboratorio y mediciéon de a1-microglobulina y
cadmio

Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncién de una vena periférica de
acuerdo a la técnica estandar en dos tubos vacutainer, uno con heparina y otro con
EDTA (acido etilen-diamino-tetra-acético) como anticoagulante. Los tubos con sangre
fueron centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos para la separacion del plasma. El
plasma fue transferido con pipetas Pasteur a tubos de vidrio para su almacenamiento a
-80 grados hasta su analisis correspondiente. La glucosa, creatinina, urea, acido urico y
hemoglobina glucosilada fueron determinadas utilizando el analizador automatico
Biosystems de Laboratorio de Investigacion Biomédica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de Querétaro.

Se obtuvo una muestra de orina al azar en un frasco sellado de polietileno libre
de cadmio con la cual se realiz6 el examen general de orina, asi como la determinacion
de albumina, a1-microglobulina, creatinina y cadmio. Se realizaron alicuotas de las
mismas y fueron congeladas a -80°C hasta su uso.

Para la determinacion de cadmio en orina las muestras fueron digeridas con una
mezcla de acido nitrico y acido perclérico (3:0.5) en presencia de 0.5% de fosfato de
amonio dibasico. La cuantificacion de cadmio se llevd a cabo con un espectrofotdmetro
de absorcion atomica Perkin-Elmer 3110. Para el control de calidad se utilizé un test
control Iris Clinchek (control de orina liofilizado nivel | y II; GmbH Labortechnik. D80335
Munich/Germany) con una exactitud de 98%.

El analisis en orina de la a1-microglobulina se realiz6 utilizando el Kit ELISA para
a1-microglobulina K6710 (Immunodiagnostik AG, Bensheim, Germany) de acuerdo al
protocolo, en el cual 10ul de orina fueron mezclados con 100 ul de NaCl e incubados
durante una hora con anticuerpos policlonales para a1-microglobulina humana.
Después de un proceso de lavado se afadieron los anticuerpos peroxidasa contra a1-

microglobulina. Después de una hora de incubacion la reaccion fue detenida con una



solucién acidica y se midié a una absorbancia de 450 nm. El valor de absorbancia es
proporcional a la concentracion de a1-microglobulina.
4. Consideraciones éticas:

Este proyecto siguié las normas internacionales de bioética de acuerdo a la
Declaracion de Helsinki, con lo cual se busca proteger la dignidad, integridad,
autodeterminacion y la confidencialidad de la informacion personal de los participantes.

El presente protocolo, fue sometido para consideracion, comentarios y consejos
por parte del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma de Querétaro, antes del inicio del mismo, junto con el cual se anexé la
forma de consentimiento informado, la cual incluye informacion acerca del titulo del
proyecto, asi como de una explicacién clara de cuales son los objetivos del proyecto,
en qué consiste su participacidon, cuales son los beneficios y riesgos que tiene el
paciente y su comunidad de participar en el estudio. Informaciéon de quienes son los
encargados del proyecto y la forma de contacto, tanto mediante el domicilio asi como
por via telefénica. Ademas una declaracién del paciente en relacion que ha entendido
de qué se trata el estudio y que se le explicd y despejaron todas las dudas que tuvo
acerca del proyecto. Cabe aclarar que solo fueron incluidos pacientes que tuvieron la
capacidad de entender de qué se trata el proyecto y que incluye su participacién con el
fin de que puedan otorgar su consentimiento en pleno uso de sus facultades mentales.

Después de asegurarse de que el participante entendié la informacién; el
investigador u otra persona calificada apropiadamente pidié por escrito la firma del
consentimiento informado y voluntario de la persona (Anexo 2).

5. Analisis estadistico.

Analisis descriptivo: Para el caso de las variables continuas se reportan en
promedios y desviaciones estandar, cuando se trate de variables de distribucion
sesgada se usé mediana e intervalo intercuartilar, en el caso de las variables
dicotdbmicas se reportaron en porcentajes. Para comparar los grupos con y sin diabetes
mellitus tipo 2 en el caso de las variables continuas se utilizoé la prueba de t de student
y en el caso de las variables dicotomicas la prueba de chi cuadrada. Se realiz6 una
correlacion lineal entre los niveles urinarios de a1- microglobulina, albuminuria y de

cadmio con calculo del coeficiente de determinacion.



Para el analisis de los datos se utilizaron los paquetes estadisticos Excel 20087
de Microsoft Office y el SPSS version 16.0.



IV. RESULTADOS
1. Caracteristicas Demograficas y de Laboratorio de la Poblacion

Se estudiaron a un total de 185 personas, 95 con DM-2 y 90 sin DM-2. En la
Tabla 1 se analizan los niveles de cadmio de acuerdo a la comunidad de estudio.

TABLA 1: Niveles de cadmio en la poblacion de acuerdo a las comunidades de
residencia.

No DM DM

n=90 n=95

(ng/grCr) (ng/grCr)
Lomas de Casablanca 0.19 0.41
Miranda 0.30 0.40
San José el Alto 0.48 0.35
Sanfandila 0.36 0.51
Santa Barbara 0.43 0.50
Santa Rosa Jauregui 0.33 0.54

Las personas sin DM-2 fueron significativamente mas jévenes (40.8 £ 12.9 vs
52.2 + 12.2 anos). No hubo diferencia entre ambos grupos en relacién al porcentaje de
personas del género masculino ni tampoco en relacién al tabaquismo. El IMC fue
significativamente mayor en la poblacion con DM-2 (27.6 + 4.9 vs 29.9 + 5.4 p=0.003).
En la Tabla 2 se comparan las caracteristicas generales de ambos grupos.

En la poblacion con DM-2, 37 (38.9%) personas fueron consideradas con
hipertension arterial, en este grupo el 70% se encontraba recibiendo un farmaco
inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina o antagonista del receptor de
angiotensina. A pesar de que 15 pacientes presentaba albuminuria sin hipertension
arterial ninguno de ellos se encontraba recibiendo algun farmaco de los previamente
mencionados.

Unicamente 23/95 (24.2%) de las personas con DM-2 tenian un valor de HbA1c
por debajo de 7%, esto a pesar de que el 89.4% se encontraban recibiendo algun
tratamiento hipoglucemiante.

El porcentaje de personas con proteinuria de bajo peso molecular (8.8 vs 33.3%
p= 0.001) y albuminuria (4.4 vs 33.6% p= 0.001) fue significativamente mayor en la
poblacién con DM-2; sin embargo, de manera interesante no encontramos diferencia

significativa entre ambos grupos en la medicién de la TFG (83.2 £ 19 vs 78.3 = 20




ml/min p= 0.08). Las personas con DM-2 tuvieron niveles significativamente mayores
de glucosa (92.4 + 9.4 vs 193 + 75 mg/dl p= <0.001), colesterol (206 + 39 vs 225 + 55.0
mg/dl p= 0.003), colesterol LDL (88 + 24 vs 99 + 37 mg/dl p= 0.006), triglicéridos (228 +
183 vs 310 + 209 mg/dl p= 0.002) y acido urico (4.4 + 1.4 vs 5.9 + 2.0 mg/dl p= 0.002).

TABLA 2: Caracteristicas generales de la poblacion general comparando los grupos
con y sin DM-2.

NO DM-2 DM-2 p
n=90 n= 95
EDAD (afios) 40.8+12.9 52.2+12.2 <0.001
MASCULINO (%) 22.2 23.1
TABAQUISMO (%) 16.6 23.4
IMC 276149 299+54 0.003
T. EVOL. DM-2 (afios) 76172
HbA1c (%) 5.6+0.7 89+27 <0.001
g};MICROGLOBULINA > 10 8.8 33.3 0.001
Albuminuria (%) 4.4 33.6 0.001
GLUCOSA (mg/di) 92.4+94 193 £ 75 <0.001
UREA (mg/dI) 279+73 36.0+15.0 <0.001
CREATININA (mg/di) 0.85+0.18 0.97+0.2 0.001
TFG (ml/min) 83.2+19 78.3+20 0.08
AC. URICO (mg/dI) 44+14 59+2.0 0.001
COLESTEROL (mg/dl) 206 + 39 225 +55.0 0.003
TRIGLICERIDOS (mg/dl) 228 + 183 310 + 209 0.002
LDL (mg/dl) 88 + 24 99 + 37 0.006
CADMIO U/CREAT U 0.37 (0.06-1.4) 0.46 (0.07-1.7) 0.003




2. Niveles de Cadmio y Marcadores de Daio Renal

Los niveles de cadmio fueron significativamente mayores en poblacién con DM-2
(0.37 vs 0.46 p= 0.003). En relacion a los marcadores de lesion renal y a la TFG
analizamos por separado la poblacion con y sin DM-2 debido a las diferencias
existentes entre las dos poblaciones en relacidon a la prevalencia de proteinuria de bajo
peso molecular y albuminuria.

En la poblacion sin DM-2 los niveles de cadmio correlacionaron con el indice de
masa corporal (r= 0.3 p=0.03) y los niveles de albuminuria (r= 0.47 p=001 Figura 1). No
encontramos correlacidon entre los niveles urinarios de Cd y la excrecién urinaria de a1-
microglobulina (Figura 2); no hubo relacién entre los niveles urinarios de cadmio y la
edad. En el analisis univariado el unico factor significativamente asociado con la
presencia de albuminuria fueron los niveles de cadmio (p=0.04).

En la poblacion con DM-2, los niveles de cadmio si los encontramos
relacionados con la edad. Asi mismo, encontramos una débil correlacion entre los
niveles urinarios de cadmio y la TFG (r= 0.2 p=0.05). Los niveles de albumina urinaria
estuvieron relacionados con la edad y los niveles de presion arterial sistolica.

No encontramos relacion entre los niveles de a1-microglobulina y la edad,
variables antropométricas, TFG o niveles de cadmio en ninguno de los dos grupos
(Figura 3).

Figura 1: Correlacion en poblaciéon no diabética entre los niveles urinarios de
cadmio y albuminuria.
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Figura 2: Correlacion en poblaciéon no diabética entre los niveles urinarios de Cd
y la excrecién urinaria de a1-microglobulina.
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Figura 3: Correlacién en poblacion con DM-2 entre los niveles urinarios de Cd y la
excrecion urinaria de a1-microglobulina.

Alphai
1

?_ o oo o = r?= 0.00 p= NS

I
r

FREREEE

%;:'k ’ES.-':I.S it 333 lII1IEE '.IT33| : |Il 3|5i?~3EE323 '.'IEE

-
55 A5 NP OO reRr el OF1T 007 1 VAR

Cadmle



V. DISCUSION

En el presente estudio se demuestra que los niveles de cadmio se
encuentran asociados con mayor grado de albuminuria en poblacidon aparentemente
sana; asi mismo, en la poblacion con DM-2 encontramos una débil relacion entre los
niveles urinarios de cadmio y menor TFG.

La DM-2 es un problema de salud publica en México con una prevalencia
de acuerdo a los datos reportados por ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud) 2006
de 14.3% (Villalpando et al., 2010), ademas la DM-2 representa la primera causa de
mortalidad en el pais. El porcentaje de sujetos con DM-2 menores de 40 afios se ha
incrementado de manera preocupante en la ultima década ya que en el periodo
comprendido del afio 1994 (Encuesta Nacional de Enfermedades Cronicas) al ano
2006 (ENSANUT) el porcentaje de personas con DM-2 menores de 40 afios se ha
triplicado. En el presente estudio el promedio de edad fue de 52.2 afios, similar a lo
reportado por ENSANUT 2006 y el porcentaje de personas menores de 40 afios fue de
16.5% dato también similar a lo reportado en la Encuesta Nacional (Jiménez-Corona et
al., 2010).

En México, la prevalencia reportada de sobrepeso y obesidad es de 39.7 y
29.9% respectivamente, la obesidad es el principal factor de riesgo para el desarrollo
de DM-2, HAS vy dislipidemia, por lo cual es preocupante que el promedio de IMC en la
poblacién sana haya sido de 27.6 e incluso superior en la poblacién con DM-2 estas
cifras fueron superiores a lo reportado por ENSANUT 2006 (Cuevas-Ramos et al.,
2011).

También es de llamar la atencién la elevada prevalencia de otras afecciones
metabolicas como la hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia en la poblacion con y sin
DM-2, lo cual representa un importante factor de riesgo cardiovascular en la poblacion
de estudio.

Un alto porcentaje de los pacientes se encuentra recibiendo algun tratamiento
meédico hipoglucemiante, sin embargo la proporcidon de pacientes que presentan
descontrol glucémico es alto tal y como lo indica el promedio de HbA1c en la poblacion.
En un estudio realizado en la ciudad de México 70% de la poblacion con DM-2

presentaba niveles de HbA1c superiores a 7% (Gonzalez-Villalpando et al., 2010). En



los Estados Unidos, en base a lo reportado por el estudio NHANES Il
aproximadamente 44% de los adultos con diagndstico de diabetes tuvieron una
concentracion de HbA1c menor a 7%, cifra muy superior a lo reportado en nuestro pais
(Ford et al., 2008).

La hipertension arterial es muy prevalente en la poblacion con DM-2, siendo
nuestra prevalencia similar a la reportada en otros estudios. Multiples factores se
encuentran asociados entre el incremento en los valores de presion arterial y diabetes.
A semejanza de otros reportes, en el presente estudio el tratamiento mas frecuente
como monoterapia o terapia combinada para HAS fueron los inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina y antagonistas del receptor de angiotensina (Gress et
al., 2000).

La proteina a1-microglobulina es sintetizada normalmente en el higado y se
encuentra en el plasma en forma libre y unida a la proteina IgA. Se desconoce la
funcion de esta proteina pero parece tener efectos inmunomoduladores. La a1-
microglobulina es filtrada libremente a través de la membrana glomerular y reabsorbida
en su totalidad por el receptor megalina del tubulo contorneado proximal, donde es
catabolizada y menos del 1% del total filtrado es excretada en la orina. La funcién e
integridad del tubulo contorneado proximal puede ser evaluado midiendo la excrecion
de esta proteina, el incremento en los niveles urinarios de esta proteina puede ser un
signo temprano de dano tubular (Andersson et al., 2008). Otros biomarcadores que han
sido utilizados para la deteccién de dafo renal temprano en poblacion con DM-2 son el
L-FABP (Liver-fatty acid binding protein) y NAG (N-acetil-B-glucosaminidase) y cuyo
uso ha permitido distinguir los diferentes mecanismos de dano tubulointersticial en la
nefropatia diabética (von Eynatten et al., 2010).

Este es el primer estudio acerca de la prevalencia de proteinuria de bajo peso
molecular en poblacidon mexicana con y sin DM-2, asi mismo el presente estudio nos
brinda informacion acerca de la TFG en poblacion con y sin DM-2.

Existen algunos estudios acerca la prevalencia de albuminuria en poblacion
mexicana y los principales de riesgo para este problema (Rosas et al.,, 2005). La
albuminuria es importante por ser factor de riesgo para el desarrollo y progresion de la

enfermedad renal crénica y como importante factor de riesgo cardiovascular



(McQuarrie et al., 2010). Este es el primer estudio en mostrar asociacién entre la
presencia de albuminuria y niveles de Cd en poblacién sana, lo cual sugiere que el Cd
ademas de afectar los tubulos renales puede tener un efecto sobre membrana
glomerular o funcion endotelial.

Estudios realizados sobre los efectos Cd en poblacion con DM-2 habian
demostrado mayor excrecion de B2-microglobulina pero este es el primer estudio en

encontrar una débil asociacion con menor TFG (Nordberg et al., 2006).



VI. CONCLUSIONES
Los niveles de cadmio se encuentran asociados en poblacion aparentemente
sana con mayor excrecion urinaria de albumina y en poblacién con diabetes mellitus-2

con menor tasa de filtracion glomerular.
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ANEXO 1:
HOJA DE CAPTURA DE DATOS DE LOS PARTICIPANTES EN EL PROYECTO “Niveles de cadmio
en orina y su relacion con dano renal temprano en pacientes con diabetes mellitus 2”

CLINICA: FECHA: PARTICIPANTE:
NOMBRE: EDAD: SEXO:
DOMICILIO: TEL:(DOM) (CEL)

ANTECEDENTES FAMILIARES DE DIABETES: SI__NO__QUIEN (ES)

TABAQUISMO:(NUNCA) (ANTES) (ACTUAL) CIGARROS AL DIA CUANTOS ANOS
HUMO DE CIGARRO EN CASA O TRABAJO: (SI) (NO) CUANTOS ANOS

OCUPACION ACTUAL: DOMICILIO DEL TRABAJO:

TRABAJOS ANTERIORES:

REALIZA ALGUN EJERCICIO (SI) (NO) CUAL.: CUANTO TIEMPO:

TIENE DIABETES:(SI) (NO) DESDE HACE CUANTO TIEMPO:

SE MIDE LA AZUCAR EN CASA: (SI) (NO) CUANTO TIENE DE AZUCAR

TRATAMIENTO ACTUAL:

TIENE IMSS (SI) (NO) CUANTO TIENE DE AZUCAR NORMALMENTE:
CADA CUANTO TIEMPO VISITA AL MEDICO:
TIENE PRESION ALTA: (SI) (NO) DESDE HACE CUANTO TIEMPO:

TRATAMIENTO ACTUAL:

OTRAS ENFERMEDADES:

S| ES MUJER FECHA DE ULTIMA REGLA:

PESO: TALLA: IMC: CINTURA: TA 1: TA 2
Hb GFR
Glucosa Alb/Cr U
BUN Alb U
Cr CrU
HbA1 al-micr
Colesterol PCR
HDL Cd U
LDL Pb U
Trigl As

EGO

Alb/Cr




ANEXO 2:
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL ESTUDIO TITULADO
“Niveles de cadmio en orina y su relacion con dafio renal temprano en pacientes con Diabetes

Mellitus 2”

El objetivo del estudio es conocer los niveles de cadmio en orina y su papel en el dafio renal
temprano en pacientes con diabetes mellitus, lo cual se determinara mediante la medicién de cadmio en
la orina, asi como de proteinas en orina, que indican dafio renal temprano, asi como de niveles de
creatinina, urea, hemoglobina glucosilada, biometria hematica en sangre y examen general de orina. Los
representantes del proyecto son son la Dra. Ma. Ludivina Robles Osorio, el Dr. Hebert Luis Hernandez
Montiel y el Dr. Ernesto Francisco Sabath Silva, de la Facultad de Medicina de la UAQ. Se puede
comunicar con ellos en el domicilio de la Facultad de Medicina de la UAQ (clavel No. 200, colonia Prados
de la Capilla, CP 76170) o bien a los teléfonos 1921200 extension 6235y 216 14 14.

Este proyecto esta financiado por el gobierno del Estado de Querétaro y el Consejo Nacional de Cienciay
Tecnologia a través de fondos mixtos.

Usted ha sido invitado a participar en el estudio debido a una seleccién al azar que se hizo de las
personas con diabetes de su clinica. Usted no podra participar en el estudio si en caso de ser mujer se
encuentre embarazada o presenta disminucidn en el funcionamiento de su rifidn, si tiene infeccidn de
vias urinarias, usa insulina, complicaciones de la diabetes como afeccidn de sus ojos, nervios y Ulceras en
los pies.

Su participacion incluye el llenado de un cuestionario que se entregard previamente, una
entrevista con duracion aproximada de 15 a 30 minutos, la medicién del peso, talla, perimetro de la
cintura, cadera, presion arterial. Durante la entrevista se incluiran parte de la historia médica, personal,
alimentacién, tabaquismo, asi como su lugar de residencia en los ultimos 5 afios. Se pedira su direccién,
teléfono propio y de un familiar con el fin de localizarlo para informarle de los resultados de los estudios
realizados. Asi como la toma de una muestra de sangre periférica de aproximadamente 15mly de orina.

Los beneficios que obtiene usted al participar en este estudio es que se le haran estudios de
laboratorio sin costo alguno, los cuales se hacen de forma rutinaria para evaluacién del rifidn, la glucosa,
examen de orina, entre otros y se le entregaran los resultados para que usted pueda discutirlos con su
médico tratante. El conocimiento que se obtenga con la realizacion de este estudio podra
eventualmente ser de utilidad a la comunidad con el fin de prevencién de dafo renal. La toma de la
muestra de sangre implica dolor en el sitio de la entrada de la aguja el cual es transitorio, existe un
riesgo minimo de infeccidn en el sitio de la puncién o de un sangrado discreto que no pone en riesgo su
vida.

Se cuidara la confidencialidad de los resultados de todos los participantes de este estudio y
estos seran utilizados Unicamente para fines de Investigacidn. Su participacion en el estudio no le limita
a seguir tratamiento alguno.



La participacion en este estudio es voluntaria. Si usted rechaza participar o decide retirarse de
participar no tendrd implicaciones de ningln tipo en la atencién de salud que usted recibe.

Yo (escribir el nombre completo)

, declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el estudio llamado “Niveles de
cadmio en orina y su relacion con dafio renal temprano en pacientes con diabetes mellitus 2”

Es de mi conocimiento que puedo solicitar informacion adicional acerca de los riesgos y
beneficios de mi participacion en el estudio.

Puede contactar a los investigadores o al Dr. César Gutiérrez Samperio (Coordinador del Comité de
bioética de la Facultad de Medicina de la UAQ).

Se que la informacién que yo proporcione sera completamente confidencial para fines exclusivos de
investigacion. Los datos seran manejados exclusivamente por los investigadores de este estudio en la
Facultad de Medicina. Recibiré si asi lo solicito, los resultados obtenidos por mi participacion y podré
retirarme del estudio con previo aviso a los investigadores, si asi lo decido.
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Nombre del paciente

Firma

Investigador

Firma

Testigo 1: Nombre

Firma

}

Testigo 2: Nombre

Firma

Querétaro, Qro, a
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