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RESUMEN

El término general de elementos potencialmente toxicos (EPT) incluye a todos aquellos
elementos quimicos inorganicos, metales-metaloides que debido a sus caracteristicas
y/o concentracion pudieran ser toxicos o tener la capacidad de provocar efectos
adversos en la salud. Las fuentes de exposicion a estos EPT son muy variadas, desde
los alimentos, el agua, el polvo de la calle, el aire, etc. El interés en el presente estudio
esta enfocado en poblacién vulnerable como son los nifios y jovenes. Se sabe que
algunos EPT considerados nefrotdxicos estan presentes en orina de nifios residentes
de la Ciudad de México. Por lo que este estudio tiene como finalidad conocer la
relacion entre los EPT, la funcién [tasa de filtracién glomerular estimada (TFGe)] y/o
dafio renal (biomarcadores de dafio renal urinarios: lipocalina asociada a la gelatinasa
de neutrofilos (NGAL), la molécula de dafio renal-1 (KIM-1) y Cistatina C (Cis-C) en
una poblacion pediatrica aparentemente sana residente de la Zona Metropolitana del
Valle de México. Para ello se realizé un estudio piloto de tipo transversal con 215 nifios
y adolescentes de 7 a 15 afios a los cuales se les determinaron las concentraciones
urinarias de EPT por medio del andlisis multianalitos de ICP-MS, y mediante la técnica
de i6n selectivo para la cuantificacion de fluoruro (F), los biomarcadores de dafio renal
urinarios mediante la tecnologia de Luminex, y la TFGe se evalué mediante la ecuacion
de Schwartz para poblacion pediatrica. Utilizando modelos de regresion lineal maltiple
robusta se identificd que el Cobre tiene un comportamiento nefrotoxico al relacionarse
positivamente con los biomarcadores de dafio renal y negativamente con la TFGe, no
todos los EPT tienen el mismo comportamiento lineal frente a los biomarcadores de
dafio renal asi que se procedi6 a realizar andlisis ajustados categorizando las
concentraciones urinarias de EPT por cuartiles y por regresion logistica politbmica
donde: elementos como el litio, F, cesio, arsénico total, selenio entre otros tienen una
relacion negativa menor en los cuartiles de menor concentracion mientras que en otros
casos la relacion es positiva. Respecto a los biomarcadores evaluados NGAL mostro
una relacion mas robusta (mayor explicabilidad) con mas EPT respecto a Cis-C y
TFGe. Por lo que se requiere contemplar que esta poblacién necesita un seguimiento
en cuanto al biomonitoreo de los EPT en diferentes fluidos bioldgicos, las posibles

fuentes de exposicion a EPT,y la prevalencia de ERC y otras enfermedades cronicas.



ABSTRACT

The general term Potentially Toxic Elements (PTE) includes all those inorganic
chemical elements, metals-metalloids that due to their characteristics and / or
concentration could be toxic or could cause adverse health effects. The sources of
exposure to these PTE are very varied, from food, water, street dust, air, etc. The
interest in this study is focused on vulnerable population such as children and youth;
Some PTE considered nephrotoxic are present in the urine of children residing in
Mexico City. Therefore, this study aims to know the relationship between PTE, function
[estimated glomerular filtration rate (eGFR)] and / or kidney damage (urinary kidney
damage biomarkers: neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), the kidney
injury molecule-1 (KIM-1) and Cystatin C (Cis-C) in an apparently healthy pediatric
population residing in the Metropolitan Zone of the Valley of Mexico. A cross-sectional
pilot study was carried out with 215 children and adolescents from 7 to 15 years of age
whose urinary concentrations of PTE were determined by means of the multi-analyte
analysis of ICP-MS, and by means of the selective ion technique for the quantification
of fluoride (F-), the biomarkers of urinary renal damage using Luminex technology, and
eGFR was estimated using the Schwartz equation for pediatric patients. Using robust
multiple linear regression models, Cu was found to have a behavior or nephrotoxic
when positively related to the biomarkers of renal damage and negatively to the eGFR,
not all the PTE have the same linear behavior with the biomarkers of renal damage, so
we proceeded to perform adjusted analyzes categorizing urinary PTE per quartiles and
also using regression. polytomous logistics where: elements such as lithium, F-,
cesium, total arsenic, selenium among others have lower negative relation in the lower
quartiles, while in other cases the associations are positive. NGAL biomarker was
related with more PTE and higher relation comparing with Cis-C and eGFR. We need
to consider that this population needs a follow-up regarding the biomonitoring of PTE
in different biological fluids, find possible sources of exposure and the prevalence of
CKD and other chronic diseases.
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1 INTRODUCCION
1.1 Biomarcadores de dafio renal temprano

1.1.1 Epidemiologia de la Enfermedad Renal Crénica en México

La enfermedad renal crénica (ERC) es un problema de salud publica que, de acuerdo
con su evaluacion en el 2013, afecta al 10% de la poblacion a nivel mundial. En el
2017, la prevalencia en América Latina es del 12% ocupando el octavo lugar como
causa de muerte (Bello et al., 2017). En México, es la décima causa de muerte en
hombres y la novena en mujeres segun el INEGI, 2017. Ademas, es la segunda causa
de muerte prematura hasta el 2017, seguida de la cardiopatia isquémica. Aunque es
limitada la informacién epidemiologica de la ERC en poblacion pediatrica, la carga
global de la enfermedad (GBD, por sus siglas en inglés) evaluada por el Instituto de
Métricas y Evaluacion de la Salud (IHME por sus siglas en inglés), clasifica a la ERC
y la diabetes, ambas, como la quinta causa de mortalidad en México en nifios entre 5
a 14 afos en ambos sexos (IHME, 2017). La ERC afecta a individuos jovenes de
sectores econdmicos bajos y se ha convertido en un importante contribuyente a la

carga de la enfermedad renal en el pais.

1.1.1 Laenfermedad renal crénicay factores de riesgo

La ERC se define como la diminucién de la tasa de filtracién glomerular (TFG) menor
a 60 mL/min/1.73m2 por un periodo mayor a 3 meses, y / 0 alteraciones histoldgicas,
albuminuria-proteinuria, alteraciones del sedimento urinario o alteraciones en pruebas
de imagen (KDIGO, 2013). Esta definicion es utilizada para definir ERC en adultos
principalmente, sin embargo, las guia KDIGO a partir del 2012 sugiere que el sistema
de clasificacion de ERC también tiene aplicacion en la poblacion infantil.

Dentro de los principales contribuyentes a la carga global de la ERC, la diabetes (tipo
1 y tipo 2), hipertension y obesidad son los factores de riesgo tradicionales en adultos.
Sin embargo, en poblacién infantil las primeras causas de insuficiencia renal son las
malformaciones congénitas (displasia, hipoplasia, malformaciones urinarias) y las
glomerulopatias (Medeiros-Domingo & Mufioz-Arizpe, 2011; Becherucci et al., 2016).

Los factores de riesgo no tradicionales, de manera general, se encuentran las



exposiciones a nefrotoxicos por ejemplo: medicamentos (antibioticos, antiinflamatorios
no esteroideos (AINES), medios de contraste yodados y antineoplasicos), y remedios
alternativos (medicina tradicional); los factores fetales (peso bajo al nacer y
prematuridad) y maternales (preclamsia y/o eclampsia), antecedentes familiares con
ERC, enfermedades diarreicas, las infecciones en el tracto urinario e infecciones
sistémicas, las exposiciones a contaminantes ambientales y ocupacionales,
temperatura y antecedentes de lesion renal aguda (LRA). Ademas, se incluyen
factores de riesgo sociales y el estilo de vida como la dieta deficiente, la pobrezay el
consumo de tabaco. Por la gravedad y el impacto de la enfermedad renal, se considera
gue las poblaciones o individuos en riesgo deben someterse a examenes de deteccion
y tratamiento temprano para prevenir el inicio y/o retrasar la progresion de las
nefropatias (Lunyera et al., 2016; Luyckx et al., 2017).

1.1.2 Diagndéstico en pediatria

Los nifios con ERC presentan una variedad de sintomas que incluyen enuresis, falta
de crecimiento, estatura baja, letargo y palidez. El inicio puede ser silencioso y
progresivo con sintomas que se desarrollaran con el tiempo. Para ello se realizan
diversas evaluaciones como: la evaluacion clinica donde se incluye el historial clinico,
examen clinico con una evaluacién general considerando el crecimiento, la nutricion,
el estado de hidratacion, dolor, evaluacion de vias respiratorias, pulso, presion arterial,
ademas de considerar el estado de animo y comportamiento del nifio, etc. Dentro de
la evaluacion clinica también se realiza el examen general de orina (EGO) (Avner et
al., 2016).

Debido a que el riidn puede lesionarse por diferentes mecanismos, es necesaria la
evaluacion de laboratorio e investigacion para determinar el tipo de lesion y el grado
de esta. Ademas, para ayudar con el diagndstico, se sugiere dar un seguimiento de la
terapia (Avner et al.,, 2016). Por lo general, el estudio de laboratorio se ajusta al
concepto de biomarcador. Un biomarcador es un pardmetro de cambio estructural,
bioquimico, fisiolégico o genético que indica la presencia, gravedad o progreso de una
enfermedad (Schiffl & Lang, 2012).



Los biomarcadores clasicos en la evaluacion de laboratorio son: tasa de filtracion
glomerular (TFG) como indicador de la funcion renal. La TFG puede evaluarse
directamente en plasma después de la administracion de un agente exégeno (iohexol
o inulina). Debido a que la medicibn es onerosa e invasiva, las ecuaciones para
determinar la TFG estimada (TFGe) son parte de la atencion clinica de rutina y
sustituyen a la TFG medida en los estudios de investigacion. Las ecuaciones para
obtener la TFGe dependen del marcador sérico como las concentraciones de cistatina
C (Cis-C), creatinina sérica (sCre), nitrégeno ureico en sangre (BUN) u de otros

factores como la estatura (Ng et al., 2017).

- Proteinuria como medida de lesion renal.
- Microalbuminuria
- Excrecion de moléculas como: sodio, potasio, cloruro, calcio, fosfato, magnesio,

glucosa, etc.

1.1.3 Biomarcadores de dafio renal temprano

La evaluacion de la funcién renal se realiza comunmente utilizando la sCre para la
TFGe, el BUN y el EGO. Sin embargo, estos marcadores son subdptimos para detectar
la LRA y las enfermedades renales tempranamente, debido a que los niveles no
reflejan la TFG debido a una serie de influencias renales (en la estimacién con
marcadores como sCre) y no renales (factores sociodemograficos). Por lo que, la
relacion temporal entre los cambios en sCre y la TFG dificulta la capacidad de estimar
con precisién el momento y gravedad después de la lesion (Ferguson et al., 2008;
Avner et al., 2016).

El monitoreo de la funcion renal en la ERC requiere biomarcadores que proporcionen
mediciones rapidas y fiables, no invasivas, sensibles y especificas que se
correlacionen con la patologia del tejido renal, para ello, durante las Ultimas décadas
se ha buscado determinar en proteinas urinarias y séricas, biomarcadores de dafio
renal, como la lipocalina asociada a la gelatinasa de neutréfilos (NGAL), la molécula
de lesion renal-1 (KIM-1) y la Cis-C (Wasung, et al., 2015). Estos biomarcadores se
identificaron originalmente como marcadores de la LRA pero también se han asociado

tanto con el inicio y la progresiéon de la ERC (Park et al., 2017). NGAL (en inglés
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neutrophil gelatinase-associated lipocalin) es una proteina de 25 kDa, se sintetiza
durante la maduracién de los granulocitos en la médula 6sea, también puede inducirse
en células epiteliales en procesos inflamatorios, infecciosos y cancer (Ferguson et al.,
2008; Mussap et al., 2014). El biomarcador NGAL es un predictor independiente de la
progresion de la ERC en paciente con enfermedad moderada (Bostan et al., 2018),
NGAL se libera de las células tubulares lesionadas en la etapa temprana de la LRA.
Ademas, en el sistema inmune innato ejerce un efecto bacteriostatico en las Gram (-)
en pacientes con infecciones en el tracto urinario (ITU) a través de la quelacion de
hierro (Forster et al., 2017).

El biomarcador Cis-C es un inhibidor extracelular de las proteasas de cisteina de
13KDa surge en todas las células nucleadas y no se une a proteinas plasmaticas. Es
filtrada por el glomérulo y reabsorbida en el tubulo proximal por el receptor endocitico
megalina (Kaseda, 2007). En sujetos sanos, el tubulo proximal no secreta Cis-C en la
orina por lo que niveles elevados en orina reflejan disfuncion tubular (Ferguson et al.,
2008).

KIM-1 es una proteina de membrana de tipo 1, se expresa en niveles insignificantes
en el tejido renal normal, pero se induce masivamente en células epiteliales del tabulo
proximal desdiferenciadas en enfermedades renales proteindricas, téxicas e
isquémicas, su presencia en la orina es altamente especifica para la lesion renal, se
ha demostrado que es mucho mas sensible que BUN y sCre como marcador de
lesiones renales (Bonventre, 2009). Estudios realizados por Zhao y cols. en el 2011,
sugieren que la deteccion de la expresion de KIM-1 también podria ser una
herramienta Util para identificar la lesion glomerular. En otro estudio realizado por De
Silva y cols. en el 2016 realizaron un estudio de tipo transversal donde observaron que
en agricultores aparentemente sanos a pesar de los niveles normales de
albumina/creatinina (<30 mg/g), sCre y TFGe normales mostraron concentraciones
elevadas de KIM-1 y NGAL comparado con grupos control o de una regién no
endémica.

Entonces, los biomarcadores de dafio renal NGAL, Cis-C y KIM-1 son Uutiles para la

deteccidn inicial y la progresion de la LRA y la ERC, para la evaluacién de la funcion



renal se estima la TFGe mediante formulas, donde sCre y Cis-C sérica son los
marcadores de diagndstico mas utilizados en la rutina clinica.

Dentro de los factores de riesgo para ERC se encuentran aquellos que no son
tradicionales, como la exposicibn a nefrotoxicos ambientales como los metales

pesados y otros elementos tal es el caso de los elementos potencialmente toxicos.

1.2 Elementos potencialmente toxicos (EPT)

1.2.1. Definicién de EPT

El termino de EPT incluye a todos aquellos elementos (metales pesados, metaloides
u oligoelementos) que debido a sus caracteristicas fisicoquimicas y/o cantidades
tienen capacidad de ser toxicos a los seres vivos (Bautista-Zufiga, 1999). Esta
definicion es interdisciplinaria ya que puede ser aplicada en geologia, geoquimica
humana, nutricién, agricultura, geomedicina, toxicologia, entre otras. La OMS, clasifica
como EPT a los elementos traza que pueden tener alguna funcién esencial, pero que
a niveles altos hacen manifiesta la toxicidad dentro de los cuales se encuentran: el
manganeso (Mg), cobre (Cu), hierro (Fe), etc. (WHO,1996).

Los EPT se distribuyen ampliamente en el agua, los sedimentos, rocas, suelo, en
material particulado y en el polvo urbano. Los EPT son omnipresentes y suelen
encontrarse en concentraciones elevadas en algunas zonas debido a una variedad de
actividades antropogénicas relacionadas con la industrializacién y urbanizacion (Claus
et al., 2014; Zhao et al., 2016); y en el suelo a partir de las fuentes naturales como los
incendios forestales, subsuelos o la actividad volcanica (Cachada et al., 2013). La
distribucion de los EPT esta influenciada por la naturaleza de los elementos originales
(metales/metaloides), el clima y su movilidad relativa dependiendo de los parametros
del suelo, el pH, etc (Al-Khashman, 2004), lo anterior en lo que respecta a
contaminantes ambientales. Existe una exposicibn aparente a largo plazo de
elementos téxicos y esenciales que se producen naturalmente en las fuentes de agua
y alimentos (Godebo et al., 2019). Ademas, otra fuente de exposicion a metales es la
incorporacion de estos como aditivos en los productos de cuidado personal que les
confieren propiedades deseadas a los productos (Personal Care Product Council,
2017).



Los efectos toxicos de la exposicion a los EPT en humanos pueden ocurrir con
sintomas agudos, subagudos, subcronicos y cronicos confiriendo efectos o dafos a la
salud como cancer de pulmon, lesiones proliferativas, fracturas éseas, fallo renal (ERC
o LRA) e hipertension (Bini & Bech ,2014). Sin embargo, la toxicidad de los EPT
depende de varios factores como la dosis, las vias de exposicion, las especies
quimicas del elemento, y otros factores relacionados con la poblacion como la edad,
el sexo, la carga genética y el estado nutricional de las personas expuestas. Los
mecanismos de toxicidad de los EPT estan relacionados con la interaccion con
componentes celulares, algunas enzimas involucradas en el metabolismo, y en la
reparacion de dafio. También, se ha encontrado que los iones metalicos interactiian
con proteinas nucleares y el ADN produciendo cambios conformacionales que pueden
conducir en la modulacion del ciclo celular, carcinogénesis y apoptosis. Otro de los
mecanismos es la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés
oxidante. Sin embargo, se sabe que cada metal/ metaloide tiene caracteristicas Unicas
y propiedades fisicoquimicas que confieren a sus mecanismos toxicoldgicos

especificos (Tchounwou et al., 2012).
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Figura 1. Mecanismos de toxicidad de los EPT en la célula. Fuente: Tchounwou,2012

Los EPT pueden transferirse facilmente al cuerpo humano a través de la ingestion de
polvo o agua, contacto dérmico e inhalado especialmente para los nifios que se ven

expuestos mas facilmente a EPT en el polvo urbano que los adultos debido a sus
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actividades frecuentes de mano a boca durante el juego (Zhao et al., 2016). Los EPT
son una preocupacion particular para la salud de los nifios, debido a la relativamente
probabilidad alta de exposicibn y la capacidad de los metales para causar
individualmente efectos adversos en el desarrollo, neurolégicos entre otros (Claus et
al., 2014).

En los ultimos afos diversos estudios han resaltado la problematica de exposicion a
EPT en la zona centro-norte de la Republica Mexicana principalmente en regiones
mineras como en los estados de San Luis Potosi, Guanajuato, Sonora, y otros estados
donde la problematica de exposicion se centra en el agua de uso y consumo humano
extraidas de aguas subterraneas como Chihuahua, Zacatecas, Durango, San Luis
Potosi, Jalisco, Coahuila, Baja California Sur e Hidalgo (Ortiz-Pérez, 2019). Sin
embargo, la problematica se extiende a las grandes ciudades urbanas como Mérida,
Yucatan, (Arcega-Cabrera et al., 2018) y las metrépolis como la Zona Metropolitana
del Valle de México (ZMVM) donde los problemas de contaminacién del aire ocurren a

partir de los afios ochenta (Camacho-Garcia & Flamand, 2008).
1.2.2LaZMVMYy los EPT

La ZMVM es la tercera metrépolis de mayor tamafio segun la OCDE es el centro
econdémico, financiero, politico y cultural de México. Abarca 7,866 km?, comprende las
alcaldias de la Ciudad de México (CDMX), 59 municipios del Estado de México (Edo.
Méx.) y un municipio del estado de Hidalgo (INEGI, 2017).

Zona Metropelitana
del Valle de México
(ZMVM)

Hidalgo

Estado de
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[ Municipios de fa ZMVM
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Figura 2. Municipios y alcaldias que conforman la ZMVM. Fuente Salinas-Arreortua, 2017
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En el Valle de México se encuentran muchas regiones con declive demografico o
empobrecidos y respecto a la calidad de aire es una de las zonas en las que, con
mayor frecuencia, se reportan altas concentraciones de material particulado, metales
pesados, compuestos organicos, microbioldgicos, etc., rebasando los limites
superiores de la normatividad (OCDE, 2015; INECC & SEMARNAT, 2017; INEGI,
2017). Dentro de los componentes quimicos principales en el material particulado
(PM1wo) se encuentran varios elementos con caracteristicas metalicas que son
potencialmente tdxicas (Chirino et al., 2015). Durante el 2016 se emitieron mas de 58
mil kilogramos (Kg) de metales como se muestra en la figura 3, entre los mas
abundantes el bario (Ba) que se da por la combustion de gas natural en los sectores
comercial y residencial; el fésforo que proviene de la resuspension de polvos en las
vialidades y en materiales de construccion; el plomo (Pb) se genera en su mayoria por
la elaboracién de piezas metélicas en el sector industrial. En cuanto al Edo. Méx. y
Tizayuca se estima que se emiten 95y 5 toneladas al afio respectivamente (SEDEMA,
2016).
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Figura 3. Emision de metales en la CDMX, 2016

Respecto al suelo superficial en la ZMVM, estudios como el de Morton-Bermea 'y cols.
en el 2009, que evaluaron la acumulacion de metales en el suelo de la CDMX,
identificaron: cromo (Cr), cobre (Cu), niquel (Ni), plomo (Pb), vanadio (V) y zinc (Zn)

concluyendo que las emisiones de los vehiculos pueden ser la principal fuente de
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contaminacion urbana de Pb. Ademas, otras fabricas, pequefias o grandes, son
posibles fuentes de contaminacion del suelo (Cr, Cuy Zn) como los desechos de la
empresa Cromatos de México, Edo. Méx. (Morton-Bermea et al., 2010).

Otra fuente de exposicion de EPT a la poblaciéon de la ZMVM es el agua para uso y
consumo humano, y en el 2016 la Comision Nacional del Agua (CONAGUA) en los
reportes anuales, menciona que la calidad del agua es aceptable en mas del 80% de
las alcaldias siendo que en algunas alcaldias superan los limites de los parametros
conforme a la NOM-127-SSA-2000. Sin embargo, un estudio reciente presenta las
areas de la CDMX con mayor vulnerabilidad en relacion con la calidad del agua:
Iztapalapa, Tlahuac, Xochimilco y Coyoacan (Macias-Garcia & Mazari-Hiriart, 2018).
En un estudio de cohorte realizado en la CDMX se determinaron metales en orina entre
madres y nifios de 8 a 14 afios, los elementos cuantificados fueron: arsénico total
(AsT), Ba, cadmio (Cd), cobalto (Co), Pb, Mn, molibdeno (Mo), Niy Zn. El objetivo de
este estudio fue asociar las concentraciones urinarias de los metales, que reflejan
exposiciones recientes, con productos de cuidado personal al cual estan expuestos
frecuentemente. No se encontraron correlaciones importantes entre las
concentraciones de los metales maternos e infantiles y el uso de productos de cuidado
personal. Lo cual sugiere que pueden existir otras fuentes de exposicion para la

evaluacion del riesgo con la salud infantil de este grupo (Lewis et al., 2018).

1.3 La exposicién a EPTy la funcion/ dafio renal

En un estudio de cohorte realizado por el grupo de Hawkesworth en el 2012, se evalu6
el impacto de la exposicién a As, ingerido en agua potable; y a Cd, en arroz como
fuente de alimento, sobre la presion arterial en mujeres embarazadas y la funcion renal
en nifios en una region de Bangladesh. Los autores demostraron, en un analisis
ajustado por creatinina, una asociacion inversa entre la exposicion cronica a As
urinario (uAs) y la TFG en los nifios y asociacion positiva con la presion sistdlica de las
mujeres embarazadas. No encontraron asociacion con el Cd urinario (uCd) y la presién
arterial al inicio del embarazo.

Existen estudios en México que demuestran la relacion entre algunos EPT vy los
biomarcadores de dafio renal, tal es el caso de un estudio realizado por Jiménez-

Cordova et al., 2018 donde se evallo la concentraciéon urinaria de biomarcadores de
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dafio renal en una exposicion adulta expuesta a F en agua potable y el efecto de la co-
exposicion a niveles bajos de As y se encontré una relacion positiva entre los niveles
urinarios de F y los biomarcadores albumina, Cis-C, KIM-1 y osteopontina. Otro estudio
realizado por el mismo equipo en 2019 pero con poblacion infantil, relacion6 la
concentracion de F urinario con algunos biomarcadores de dafio vascular y renal en
374 niflos escolares. Mediante modelos de regresion lineal multiple, los autores
encontraron una asociacion positiva con la TFGe, y una asociacién negativa con Cis-
C urinaria, el biomarcador KIM-1 con asociacion positiva pero no significativa, por lo
gue concluyen que no fue relacionada la exposicion de F en los nifios de estudio, con
la lesion renal.

Uno de los estudios recientes en nifios mexicanos (entre 5-12 afios) se realiz6 en el
estado de San Luis Potosi, donde se asociaron las concentraciones de biomarcadores
con la exposicion a As, Cd, Cr, F y Pb en muestras de orina. El resultado de este
estudio identificd que la exposicion mayor de As y Cr se encontrd relacionado a la

concentracion de KIM-1 (Cardenas-Gonzalez et al., 2016).

1.4  Justificacion

La ERC es un problema de salud publica que afecta al 10% de la poblacién a nivel
mundial. Su prevalencia en América Latina es del 12%, siendo en México la quinta
causa de muerte en nifios de 5-14 afos.

Los EPT se encuentran distribuidos en la ZMVM en diversas fuentes principalmente
en el aire, polvo superficial o de la calle, en el agua y algunos alimentos. Donde la
poblacién infantil se encuentra expuesta y conforme a los antecedentes se encuentran
identificados en la orina de poblacion pediatrica. Sin embargo, se desconoce la
relacion de los EPT con la funcion y el dafio renal en esta poblacion.

Por ello, es importante determinar si la exposicion a EPT tiene relacion con los niveles
de biomarcadores de dafio renal en muestras de orina de nifilos que viven en la ZMVM.
Ademas, este estudio podria contribuir a un diagndéstico temprano y una atencién
oportuna de ERC, y otras enfermedades cronicas relacionadas con la exposicion a
EPT.
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1.5 Hipoétesis

Las concentraciones urinarias de biomarcadores de dafio renal (KIM-1, NGAL y
Cistatina C) se relacionaran con las concentraciones urinarias de algunos elementos

potencialmente toxicos en un grupo de nifios y adolescentes residentes de la ZMVM.

1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo General

Evaluar la relacion entre las concentraciones urinarias de los EPT y los biomarcadores

de dafio renal en nifios y adolescentes residentes de la ZMVM.

1.6.2 Objetivos particulares

1. Determinar en orina:
+ Concentraciones de EPT mediante espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS).
+ Concentraciones de fluoruro por el método de i6n selectivo.
+ Concentraciones de KIM-1, NGAL y Cistatina C por analisis multianalitos

con microesferas Luminex.
2. Determinar la TFGe calculada mediante creatinina sérica.

3. Establecer la relacion entre las concentraciones urinarias de EPT, la TFGe y los

biomarcadores de dafo renal.

2 Métodos
2.1 Disefio del Estudio

2.1.1 Caracteristicas generales del estudio base

Durante el estudio base, se obtuvieron muestras de 649 participantes pediatricos a
partir de un muestreo que fue realizado en el Hospital Infantil de México Federico
Gomez (HIMFG) por el equipo de la Unidad de Investigacion y Diagndstico en
Nefrologia y Metabolismo Oseo, dirigido por la Dra. Mara Medeiros. El muestreo fue
realizado desde junio del 2017 hasta noviembre del 2018. El objetivo principal de este

estudio fue determinar los valores de referencia de la presion arterial de 24 horas
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mediante la monitorizacidbn ambulatoria en nifios y adolescentes mexicanos de 5 a 20
afos. El estudio fue aprobado por la Comisién de Investigacion y Etica del Hospital
Infantil de México y tiene consentimiento informado por parte de todos los tutores de
los participantes y asentimiento informado por parte de los participantes.

2.1.1.1 Criterios de inclusion y exclusion para el estudio del proyecto

Del estudio antes mencionado se incluyeron a todos los participantes cuya edad que
al momento de la evaluacién tenian entre los 7 a 15 afios, que se encontraran cursando
primaria y secundaria, residentes en la ZMVM, aparentemente sanos. Los criterios de
exclusion para este estudio fueron: nifios y adolescentes que se encontraran
diagnosticados con ERC, infecciones urinarias, o alguna otra nefropatia, diabetes,
hipertension o céancer, que se encontraran en tratamiento con algin medicamento
como antibiéticos, AINES o antineoplasicos. Ademas, se excluyeron a aquellos
participantes de los cuales las muestras de orina o suero fuera insuficiente para el

analisis.

El muestreo fue por conveniencia en el cual el nUmero de participantes cumpliendo

con estos criterios fue de 215 nifios y adolescentes.

2.1.1.2 Cuestionario

Se realizé una entrevista con los padres o tutores y con los nifios y/o adolescentes,
basada en un cuestionario que consté de apartados que incluian los datos personales
del participante y de sus padres, datos sociodemograficos, factores de exposicion y

habitos alimenticios.

2.1.1.3 Informacién clinica

Se realizaron evaluaciones fisicas a los participantes con la finalidad de obtener
algunos datos antropométricos como: estatura, peso, indice de masa corporal (IMC),
etc. Ademas de que se evalud la presion arterial y el EGO. Todas las evaluaciones se
realizaron por personal capacitado del HIMFG.
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2.1.1.4 Obtencion y almacenamiento de las muestras

Las muestras de orina se recolectaron en recipientes estériles, las muestras fueron
separadas en alicuotas de 1.2 mL y fueron transportadas en hielo a 4°C para
posteriormente ser conservadas a -70°C en la Unidad de Investigacion y Diagnéstico
en Nefrologia del HIMFG y posteriormente en el Departamento de Toxicologia del

CINVESTAV-Zacatenco, bajo las mismas condiciones.

2.2 Cuantificacién de fluoruro en orina

La cuantificacion fluoruro en orina, se realizé con el método del ibn-selectivo a fluoruro.

2.2.1 Principio

El método de idn-selectivo es una técnica potenciométrica que se basa en medir
potenciales eléctricos de disoluciones para posteriormente relacionar la sefial (mV)
con la concentracion del analito por interpolacién en un gréfico de calibracion. La
selectividad de este método estd en su capacidad para responder sélo al ibn-analito
objetivo en presencia de otros iones. Para ello el electrodo selectivo a F contiene una
membrana de LaFs (fluoruro de lantano) monocristalina dopada con EuF:2 (fluoruro de
europio). Esta membrana es permeable a los iones de F, los cuales generan una
diferencia del potencial al estar en contacto con dos disoluciones de concentracion
diferente de F. A pesar de la excelente selectividad del electrodo de F, algunos iones
como AIP*, Fe3*, Be?*, puede causar algunos errores de manera indirecta al formar
complejos con el F en solucion para ello se utiliza una solucion amortiguadora de
ajuste, TISAB Il (Total lonic Strength Buffer), para favorecer la presencia del ion F
como especie predominante a pH de 5, y ademas contiene acido acético, cloruro de
sodio, acido 1,2-ciclohexanodiaminotetraacético y agua, que permite mantener la
fuerza idnica constante, donde los iones AI** y Fe®* presentes en la muestra se
encuentren fuertemente complejados por los aniones 1,2-
ciclohexanodiaminatetraacetato de manera que pueda ser determinado el F libre
(Harris, 2010; Mikhelson et al., 2013).
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2.2.2 Procedimiento

Las muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente, y homogenizadas por 5
min previamente. En tubos de polietileno se mezclan con 250 pL TISAB Il'y 250 uL de
orina, en cada muestra se sumerge el electrodo selectivo a F (Orion 9609BNWP,
Thermo Fischer Scientific Inc., USA) durante 3 min, registrando el potencial eléctrico.
La concentracion de F en la muestra se determind por interpolacion del potencial en
una grafica de calibracion.

Como control de calidad se utiliz6 material de referencia de orina con concentracion
conocida de F (PC-U-F1510) obtenida del Instituto Nacional de Salud Publica de
Quebec (INSPQ). Evaluando exactitud de 104.9% y la precision de las muestras se

obtuvo un coeficiente de variacion (CV) de 1.43%.

2.3 Determinacion de multielementos por ICP-MS

La capacidad analitica para determinar multielementos por ICP-MS (Espectrometria
de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente) permite obtener el perfil de los EPT
en las muestras de orina. ICP-MS es una técnica analitica multielemento usando la
espectrometria de masas de los iones generados en un plasma acoplado

inductivamente que se puede medir desde ng/L a mg/L.

2.3.1 Principio

El fundamento de la técnica ICP-MS consiste en la separaciébn y posterior
determinacion de los iones presentes en una muestra en funcion de su masa atémica.
La muestra se nebuliza primero y posteriormente es sometida a alta temperatura
mediante un plasma que tiene un perfil de temperatura de 5,700°C a 9,700°C. Con ello
se consigue romper los enlaces quimicos de los a&tomos presentes en la muestra y
ionizarlos. Estos iones son sometidos a campos electromagnéticos que provocan la
separacion de estos en funcion de la relacion masa/carga. Asi, los distintos iones

llegan al detector separados para ser cuantificados.
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2.3.2 Procedimiento

La preparacion de la muestra se realiza por dilucion 1:10 en acido nitrico al 0.017% y
para la cuantificacion se establece una grafica de calibracién que consta de un stock
a 100 ng/L conformado por 4 estandares y 8 diluciones seriadas de 1:10 preparadas
en acido nitrico diluido al 0.016%. Como control de calidad para la verificacion del
sistema se introduce una solucién setup donde se demuestra que cumpla con las
condiciones del fabricante y, ademas se utiliza un patron de referencia de
concentraciones certificadas de los multielementos a evaluar en orina obtenidas del
INSPQ (QM-U-Q1806, QM-U-Q1805, QM-U-Q1804, QM-U-Q1813, QM-U-Q1814,
QM-U-Q1815). Las muestras diluidas se colocan en tubos de propileno de 15 ml para
iniciar la determinacion en el ICP-MS NeXion 300D bajo el procedimiento de cédigo
LISTO-MET-PRO-TEC-016 del Laboratorio de Investigacion y Servicios en Toxicologia
(LISTO) que se encuentra acreditado por la Entidad Mexicana de Acreditacion, A.C.
(INV-0007-013/19).

2.4 Determinacion de biomarcadores de dafio renal

Para la determinacion multianalitos de biomarcadores de dafio renal en orina se utilizo
el sistema de microesferas de tecnologia Luminex ® con el kit de base biomarcadores
de rindbn humano de R&D systems, este sistema permite detectar y cuantificar

simultaneamente multiples biomarcadores en muestras complejas.

2.4.1 Principio
El sistema Luminex ® se basa en la combinacién de un inmunoensayo (ELISA) y la
detecciébn por un sistema de imagen CCD (charge-coupled device). Para el
inmunoensayo se afladen microesferas codificadas por fluorocromos que previamente
fueron recubiertas con anticuerpos especificos del biomarcador de interés. Una vez
qgue el analito de interés es capturado por las microesferas, se emplea un segundo
anticuerpo especifico biotinilado y Streptavidina-PE (SE-PE, una molécula reportera)
formando un sandwich antigeno-anticuerpo. Las microesferas son detectadas en un
instrumento basado en el flujo de doble laser como MAGPIX® de Luminex donde un

magneto captura las microesferas en una monocapa y dos diodos emiten espectros
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diferentes, uno para excitar al colorante interno de las microesferas, y otro, que excita
a la molécula reportera. El equipo toma la imagen con el sistema CDD vy el resultado
del bioensayo se basa en la identificacion de la fluorescencia emitida por cada
microesfera, asi como la cuantificacion de la fluorescencia emitida por la molécula

reportera.

2.4.2 Procedimiento

Previamente se descongelaron las muestras de orina y se centrifugaron a 3,000 rpm
por 10 min a 4°C. Se realiz6 una dilucion 1:3 de la muestra de orina con una solucion
calibradora diluida y en algunas muestras sin diluir. Para la preparacion de las
microesferas, se centrifugd el vial de coctel de microesferas por 30 segundos a 100xg
(3,000 rpm), se diluyé el coctel de microesferas usando una solucién denominada
como diluente de microesferas. Las concentraciones para el gréafico de calibracién se
prepararon por duplicado a partir de una solucion stock y con diluciones seriadas del
estandar de cada biomarcador. Se colocaron 100 uL de la dilucion de microesferas a
cada pozo de la placa, estdndares y muestras diluidas en los pozos correspondientes
y se incubaron por 3 horas a temperatura ambiente en un micro-agitador.
Posteriormente, se lavd 3 veces la placa con bufer de lavado utilizando un magneto
como fijador de la placa, se adiciond 50 yL de anticuerpo biotinilado en cada pozo,
cubriendo con un sellador se incubdé durante 1 hora a temperatura ambiente con
agitacion constante. Se lavo nuevamente la placa, adicionando 50 uL de SE-PE, antes
de sellar e incubar por 30 min. Se realizaron lavados con bufer de ensayo. Finalmente,
se llevé la placa al MAGPIX® (Luminex Corporation, US) para la cuantificacion de cada
biomarcador en la muestra de orina a partir de la intensidad media de fluorescencia
emitida por la molécula reportera utilizando un gréafico de calibracion de cada

biomarcador. El resumen de este procedimiento se encuentra reflejado en la figura 4.

2.5 Determinacién de creatinina urinariay sérica

Se determind la concentracion de creatinina urinaria en las muestras con la finalidad
de ajustar las concentraciones de los EPT y los biomarcadores para la evaluacion
renal. Para ello se realiz6 por el método basado en la reaccion de Jaffe tradicional. La
sCre se determiné con la finalidad de calcular la TFGe con la ecuacion de Schwartz.
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2.5.1 Principio

La creatinina en solucion alcalina reacciona con el acido picrico para formar un
complejo coloreado naranja-rojizo, picrato de creatinina que se evalta a 500 nm en un

espectrofotometro.

2.5.2 Procedimiento

Creatinina urinaria

Las muestras de orina previamente descongeladas se centrifugaron a 300 rpm a 4°C
durante 10 minutos para eliminar las particulas interferentes y con el sobrenadante se
realizaron diluciones 1:50 con agua desionizada. Se mezclé 50uL de la dilucion con
450 uL de una mezcla de reactivo 1 (acido picrico) y 2 (hidroxido de sodio, NaOH) del
kit en un tubo de polipropileno; posteriormente se obtuvo la absorbancia en el
espectrofotometro Microlab 300 ® (Merck, Alemania). Se llevé a cabo la cuantificacion

de la concentracién en base a una grafica de calibracion.

Con fines comparativos y para normalizar la concentracion de los EPT en la orina y los

biomarcadores se utiliz6 la siguiente formula:

Xi XuCre: EPT o biomarcador urinario corregido por creatinina
XuCre = ucr Xi: EPT o biomarcador urinario
uCre: Creatinina urinaria expresada en g/L

Creatinina sérica

Las muestras de suero fueron descongeladas a temperatura ambiente. Se mezcl6
50uL de muestra con 450uL de una mezcla de reactivo 1 (acido picrico) y 2 (hidréxido
de sodio, NaOH) del kit en un tubo de polipropileno; posteriormente se obtuvo la

absorbancia y concentracion en base a una gréfica de calibracion.

Para el control de calidad se evalué con una solucion control con concentracion
conocida de creatinina para evaluar la exactitud de la determinacion y ademas se
evaluo la concentracidon cada 15 lecturas para evaluar la precision de la determinacion.
La exactitud obtenida fue de 95 - 105% y la precision expresada como CV fue menor

a 5% para ambas determinaciones.
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Figura 4. Diagrama para la determinacion de los biomarcadores de dafio renal
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2.6 Calculo dela TFGe

Ecuacion de Schwartz Bedside

Esta ecuacion estd recomendada para la determinacion de TFGe en nifios de 1 a 16
afos (Schwartz et al., 2009).

Estatura (m)
Creatinina Sérica(5?)

TFGe=41.3

Donde: 41.3 es una constante de proporcionalidad

Esta ecuacion se utiliza cuando las concentraciones de creatinina sérica se determinan
a través del método de Jaffe. Entre los nifios, adolescentes y jévenes adultos, los
valores de TFGe <75 mL/min*1.73m? se consideran anormales, y aquellos <60
mL/min*1.73m? reflejan la ERC (Phadke et al.,2014; Pottel et al., 2015).

2.7 Analisis estadistico

Con los resultados obtenidos del cuestionario, las determinaciones de los
biomarcadores (KIM-1, NGAL y Cis-C) y las concentraciones de los EPT se genero
una base de datos para posterior evaluacién de variables con base al analisis
univariado, bivariado y multivariado, asi como la aplicacion de las pruebas de validez
del método estadistico mismos que fueron evaluados con el paquete estadistico:
STATA version 14.0 (Stata Corp, College Station, Texas).

2.7.1 Analisis descriptivo o univariado

Se realiz6 una revisién preliminar de los datos y el andlisis univariado que es una forma
simple de analisis estadistico que involucra el analisis de solamente una variable al
mismo tiempo, usado para corroborar la calidad de la captura, identificaciéon de datos
inconsistentes, el comportamiento de las variables utilizando gréaficos tipo histograma,
de bigote, etc. En el caso de las variables continuas se utilizé la media, mediana,
percentiles, valores maximos y minimos y las medidas de dispersion. Para las

variables categoricas se incluyen las frecuencias y /o porcentajes.
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2.7.2 Analisis exploratorio o bivariado

Es el andlisis entre dos variables con el proposito de determinar si existe relacion entre
ellas. El analisis bivariado consta de diferentes pruebas para encontrar la relacion entre
dos variables y la eleccion de la prueba estadistica depende de las caracteristicas que
debe cumplir la variable, la escala de su medicién, su distribucién y su papel

(independiente y dependiente).

2.7.3 Analisis multivariado

El analisis multivariado comprende una serie de técnicas aplicadas al andlisis de datos
gue estudia, representa e interpreta los datos que resultan de observar mas de una
variable estadistica sobre una muestra de individuos. Ademas, permiten relacionar

variables predictoras y la respuesta mediante modelos de regresion.

2.7.3.1 Regresion lineal

Las técnicas de regresion lineal son utiles con miras a la prediccion, es decir, es una
herramienta para el andlisis estadistico entre las asociaciones de estimadores.

La regresion lineal simple: Puede emplearse para analizar la relacion entre dos
variables tanto continuas como categoricas, nos permite predecir o estimar el valor de
una respuesta que corresponde a un valor dado de una variable explicativa.

La extension del modelo de regresion lineal simple a una situaciéon multivariada se
basa en el modelo de regresion lineal multiple. Estos modelos son empleados para los
ajustes cuando la variable dependiente es continua, aunque también es considerada
para variables explicativas que pueden ser continuas o politbmicas, o una mezcla de

ambas.

2.7.3.2 Andlisis de regresioén logistica politdmica

Cuando se busca estimar asociaciones, pero la variable respuesta es de tipo
dicotomica, entre diferentes grupos de exposicion, y /o para evaluar el efecto de
cualquier variable numeérica se recurre al método de regresion logistica. La extension
del modelo de regresion logistica se le denomina regresion logistica multivariable.

En el modelo de regresion logistica, en el caso de un resultado nominal con mas de

dos categorias se le denomina regresion logistica multinomial o regresion logistica
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politobmica. Las variables independientes pueden ser tanto continuas como
categoricas. Este modelo se utiliza para modelar resultados nominales u ordinales en
las cuales las probabilidades de registro de los resultados se modelan como una
combinacion lineal de las variables predictoras.

2.7.3.3 Analisis de componentes principales (ACP)

El objetivo principal del andlisis del analisis de componentes principales (ACP) es
reducir la dimension de las observaciones. La forma mas simple de reducir la
dimensién es tomar solo un elemento del vector observado y descartar todos los
demas (Hardle & Simar et al.,2012). Para conocer las posibles fuentes de emision de

los EPT se realiz6 el analisis de componentes principales.
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3 Resultados

3.1 Caracteristicas generales de la poblacion

Las caracteristicas generales de los participantes se encuentran en la tabla 1. En este
estudio se seleccionaron 215 participantes aparentemente sanos (sin enfermedades
cronicas diagnosticadas), la mediana de la edad de los participantes fue de 12 afios,
el 54.9% del sexo femenino, el 64.8% fueron residentes de la CDMX, considerando los
intervalos de edad de la OMS el 65.6% fueron adolescentes (WHO, 2009; WHO,2014).
En cuanto a la distribucion de los participantes, en la zona de estudio que se muestra
en la figura 5, la zona naranja es la region que corresponderia a la localizacion de los
participantes, esto equivale al 50% de participacion de los municipios y alcaldias.
Dentro de los valores antropométricos, el 62.3% tuvieron peso normal, el 25.5%
presentan sobrepeso y el 9.9% obesidad conforme a la encuesta ENSANUT en el 2016
la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en poblacion nifios y adolescentes,
en promedio, es del 34.75%, por lo que la informacion obtenida concuerda con el valor
nacional. Sobre la tension arterial elevada solo presento el 1.9%, es decir, del percentil
290 y menos al percentil 95 de la tensién arterial sistdlica y diastélica o 120/80 mmHg
para los niflos menores de 13 afios y 120/<80 a 129/<80 mmHg para los adolescentes
mayores de 13 afios (Flynn & Falkner, 2017; Samuels & Samuel, 2018). Respecto a
valores de estado de crecimiento es de resaltar el z-score de la estatura de los

participantes donde el 3.7% tienen rezago o falta de crecimiento (Cashin & Oot, 2018).

e‘Lerdo

Tor‘aﬂ‘( ngo de Yautepec de

Figura 5 Distribucién de los participantes por municipiony alcaldias
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Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién infantil residente en la ZMVM

a) Caracteristicas sociodemograficas n %
Sexo 215
Masculino 97 45.1
Femenino 118 54.9
Residencia 215
CDMX 138 64.8
Edo. México y Tizayuca 75 35.2
Edad n, mediana [RIQ] 215 12 [9-14]
Nifios 74 34.4
Adolescentes 141 65.6
b) Valores antropométricos y clinicos n %
IMC n, mediana [RIQ] 213 19.4 [16.6-22.6]
Delgados 5 2.3
Normal 132 62.3
Sobrepeso 54 25.5
Obesidad 21 9.9
Tension arterial 215
Normal 211 98.14
Elevada 4 1.9
z-score-estatura n, mediana [RIQ] 212 -0.31 [-0.96-0.42]
Retardo en crecimiento 8 3.77
Normal 204 96.23
c) Examen General de Orina n %
pH (mediana [RIQ]) 5 5-6
Densidad mediana [RIQ] 1.023 1.018-1.026
Presencia de Proteinas 36 16
trazas 27 11.8
Proteinuria leve (1+) 6 2.8
Proteinuria moderada (2 +) 3 1.4
Presencia de Eritrocitos 20 9.3
Presencia de Leucocitos 80 37.4

RIQ: Rango intercuartil [25%-75%], IMC: indice de masa corporal

En los resultados del EGO en la orina se registra que el 4.2% presento proteinuria (leve
a moderada); en el 9.35% hay presencia de eritrocitos en la orina considerando el
mayor porcentaje en nifias y el 10% en nifilos y el 37.4% con presencia de leucocitos.

Sin embargo, los valores de pH y densidad se encuentran dentro del rango normal,
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esto indica que el pH mas bajo con una dieta alta en proteinas y la densidad se observa
la ingestion de liquidos o deshidratacion (Phadke et al.,2014; Avner et al., 2016).
También se consideraron otras caracteristicas como: la exposicion ambiental, los
antecedentes familiares de enfermedades relacionadas con ERC, el tipo de consumo
de agua, el tabaquismo en los padres, esta informacion se encuentra en las tablas de
anexos ANX 1-3.

3.2 Biomonitoreo de EPT en orina de los participantes residentes de la ZMVM

3.2.1 Concentraciones urinarias de EPT

Se cuantificaron 32 elementos mediante el método de ICP-MS, encontrando 25
elementos por arriba del limite de deteccion (LD) y los otros siete considerados, se
encontraron por debajo del LD: berilio (Be), plata (Ag), torio (Th), uranio (U), platino
(Pt), mercurio (Hg), y talio (Tl). Ademas, los elementos titanio Ti, V y Cr no satisficieron
los controles de calidad, debido a que se requiere otro tipo de tratamiento en las
muestras para su determinacion. La tabla 2 resume los elementos que se encontraron
por arriba del 25% del LD, fueron F, Li, Boro (B), Mo, Yodo (I), Cesio (Cs), Zn, selenio
(Se), Al, arsénico total (AsT), Cu, Ba, Pb, Ni, estafio (Sn), Co y Mn. Cabe mencionar
que elementos como: antimonio, bismuto, cadmio, wolframio y telurio se encontraron
solamente en pocas muestras de orina (menor al 1.5%).

Existen procedimientos mateméaticos para poder generar un valor a los datos que se
encuentran por debajo del LD que evidentemente no es cero, es un valor desconocido
entre cero y el LD y se le denomina valor imputado (US EPA,2006). Se aplicaron los
meétodos propuestos por la EPA para poder imputar las concentraciones menores al
LD. Sin embargo, sélo se pudo imputar para aluminio, AsT, plomo y cobalto debido a
la varianza de los datos del resto de los elementos. Con los datos ya establecidos, se
comparo con los valores de referencia (VR) en poblacion pediatrica obtenidos de los
Institutos de Salud Publica de Canada, EUA, Alemania e ltalia; equivalente de
biomonitoreo (BE), y el indice biolégico de exposicién (BEI) y se encuentra reflejado

en la tabla 3 y la figura 6.
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Tabla 2. Concentraciones urinarias de EPT en los nifios y adolescentes residentes de la ZMVM

Elemento %> LD n Media (DE) Mediana RIQ
Fluoruro* 100 215 0.80 (0.41) 0.69 0.5-1.0
Litio 100 215 124.99 (99.94) 96.55 66.32- 149.15
Boro 100 215 1,753.22 (1,223.13) 1,390.0 958.29- 2,062.53
Molibdeno 100.00 215 65.57(48.47) 53.46 34.17-76.95
Yodo 100.00 215 400.08(597.39) 308.75 219.33-467.73
Cesio 100.00 215 9.00(3.60) 8.49 6.72-10.67
Zinc 99.54 213 496.58(315.51) 425.82 275.28-604.31
Selenio 99.08 214 87.08(41.87) 79.89 63.31-103.61
Aluminio 96.8 208 23.17(15.42) 22.349 11.19- 29.01
Arsénico total 93.12 203 22.19(17.13) 19.09 11.73-28.11
Cobre 80.73 176 17.65(42.57) 12.46 8.18-17.43
Bario 76.15 166 3.75(8.34) 2.18 3.84-1.34
Plomo 72.94 159 4.94(3.28) 3.76 2.48-6.34
Niquel 69.72 152 6.58(7.16) 4.22 2.30-7.82
Estafio 56.42 123 5.34(5.38) 2.94 1.77-6.31
Cobalto 47.25 103 2.00(1.71) 1.56 0.79-2.34
Manganeso 25.23 55 5.94 (30.84) 1.087 0.83-1.56

%>LD porcentaje que se encuentra por arriba del limite de deteccién; DE desviacion estandar; RIQ
rango intercuartil [25%-75%].
Las concentraciones estan expresadas en ug/L con excepcion del fluoruro * expresado en mg/L

Tabla 3. Comparacion de los valores de referencia, BE y BEI de los EPT en orina de la
poblacion pediatrica residente de ZMVM

Elemento Valor de referencia (VR) Referencia  Mediana RIQ
Boro 1,380 pg/L BE 1,389.8 958.2-2,062.5
Plomo 1.3 pg/L VR1 3.04 0.084-5.34
Aluminio 15 pg/L VR: 22.04 9.5- 28.6
Litio 73ug/g de creatinina VR3 83.95 56.6- 119.7
Arsénico total 15 pg/L BE 20.40 12.4-27.3
Selenio 90 ug/L BE 79.32 63.2-103.8
Yodo 470 ug/g de creatinina BE 261.53 218.1-471.8
Cesio 12 pg/L VR1 8.44 6.7-10.7
Zinc 564 pg/g de creatinina BE 353.80 250.4 - 497.0
Fluoruro 1.2 mg/L BE 0.69 0.5-1.0
Cobre 25 pg/L VR 12.45 8.2-17.4
Molibdeno 200 pg/L BE 52.12 34.16- 76.4
Bario 1,280 pg/g BE 1.93 0.98-3.6
Cobalto 15 pg/L BEI 1.65 1.6-2.3

VRi1 Canadian Health Measures Survey & National Health and Nutrition Examination Survey (CHMS &
NHANES); VR2 Human Biomonitoring Commission, German; VRs Instituto Salud Publica Roma, Italia;
RIQ rango intercuartil [25%-75%].
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Las medianas de las concentraciones urinarias de Pb, Cs, Ba, Co y Cu se encontraron
por debajo de 15 pg/L, mientras que elementos como AsT, Al, Mo, Se y Li oscilaron
entre 20 y 85 pg/L mientras que B y F tuvieron las concentraciones mas altas 0.69 y
1.39mg/L, respectivamente. Para el caso de | y Zn expresados en pg/g de creatinina
fue de 250 y 355, respectivamente. Cabe resaltar que EPT como el AsT, Pb, Al, Liy B
fueron mayores en mas del 50% de los participantes a la concentracion de referencia,
equivalente de biomonitoreo y/o indice biolégico de exposicion (figura 6). En la figura
se observan barras color azul reflejan el porcentaje de los participantes que
sobrepasan el VR, de manera contraria, las barras rosas representan el porcentaje que
se encuentra por dentro del VR, BE y/o BEI.
Identificacion de los EPT en orina que sobrepasan los valores de referencia, BE y/o BEI de los

participantes
100
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Figura 6. Porcentaje de muestras que sobrepasan los valores de referencia, BE y/o BEI en la
poblacion pediatrica de la ZMVM

3.2.2. Evaluacién de posibles fuentes de exposicién a EPT

Debido a que en este estudio no se recolectaron muestras de agua de consumo y de
uso de los participantes, ni se cuenta con la informacién suficiente para poder
relacionar los niveles de exposicion de EPT en agua. Tampoco se tiene informacion
de muestras de aire, polvo de la calle o suelo; las concentraciones urinarias
determinadas reflejan la exposicion reciente a todas las fuentes posibles. Se realizaron
analisis exploratorios con las caracteristicas antropométricas, y algunas variables que
pudieran estar relacionadas con las fuentes de exposicion a EPT que se muestran en

las siguientes tablas.
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Tabla 4 Relacion de las concentraciones urinarias de los EPT con las variables sociodemograficas y de exposicion. Parte 1

Variables Al, ug/L Pb, ug/L Li, ug/L B, ug/L I, ug/L
n |Mediana| p |Mediana| p |Mediana| p |Mediana| p | Mediana| p
masculino 97 22.59 3.18 102.59 1447.35 308.25
Sexo femenino 118 2101 %13 g3 078 gggg 035 j3gg5y 068 30947 079
nifios 74 23.42 2.47 104.15 1520.74 365.35
Edad adolescentes | 140 2175 024 318 026 9543 076 59037 009 5934 007
CDMX 138 22.02 2.21 96.55 1596.77 317.11
Residencia Ed_o. Mex.y 74 29 23 0.80 3.93 <0.01 93.59 0.64 1251.69 0.01 297 66 0.56
Tizayuca
Uso de si 108  21.83 2.51 100.18 1498.11 299.83
Insecticida no 106 2263 071 34 016 gy 094 59575 025 31345 098
Cocinar en si 46 21.94 3.76 110.50 1475.62 314.73
trastos de
barro no 168 2211 981 539 <001 o567 039 35697 065 3pg60 OO
vidriado
Vivir cerca si 22 23.92 3.46 132.71 1308.23 334.46
de un rio no 192 2183 91 288 024 ggu0 008 40005 044 3011 003
Vivir cerca si 20 26.57 4.61 131.13 1363.29 246.53
]fjéeb‘rjirc‘g no 193 2178 903 587 003 o547 021 j3gg95 096 31559 033
Agua de embotellada 191 21.88 2.97 99.71 1470.50 309.47
beber llave 16 2882 99 591 098 993 052 o550 003 3553 068
retraso
zessctgtrjrge crecimionto 8 2200 g5 372 4,, 10229 oo 93561 . 33982 .
normal 204 2213 2.87 93.62 1438.19 301.90

La prueba estadistica aplicada fue U de Mann Whitney
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Tabla 5 Relacion de las concentraciones urinarias de los EPT con las variables sociodemogréaficas y de exposicion. Parte 2

. Se, ug/L Zn, ug/L Mo. pg/L Co, ug/L
VeltElles n Mediana p Mediana p Mediana p Mediana p

Sexo mascu!ino 95 84.81 0.25 385.74 0.25 57.59 0.11 2.34 0.07
femenino 118 76.61 436.50 50.10 2.34

Edad ninos 72 88.43 0.03 386.17 0.31 54.20 0.49 2.34 0.17
adolescentes | 141 75.94 427.77 51.96 2.34

CDMX 136 85.41 0.56 418.34 0.67 54.30 0.25 2.34 0.40
Residencia Edp. Méx.y | 75 76.29 401.37 5061 234

Tizayuca

Uso de Si 107 79.31 0.89 425.82 0.63 54.50 0.47 2.34 0.22
Insecticida no 106 80.01 386.17 50.45 2.34

Cocinar en Si 47 75.25 0.79 429.39 0.81 51.81 0.86 2.34 0.06
b o0s r?aed . no 166 83.55 406.99 53.46 234

Vivir cerca de Si 22 84.05 0.54 513.70 0.17 52.50 0.88 2.34 0.79
un rio no 192 79.32 408.84 52.10 2.34

Vivir cerca de Si 19 91.47 0.71 379.28 0.63 43.50 0.10 2.34 0.98
una fabrica no 193 79.32 427.77 53.90 2.34

Agua de embotellada | 191 80.85 0.27  427.77 0.04 54.29 0.04 2.34 0.99
beber llave 16 70.83 258.24 38.362 2.34

retraso 8 70.63 0.19 0.31 0.82 0.67
Zesscig{jrge crecimiento 315.62 50.32 2.34
normal 202 80.85 410.85 52.10 2.34

La prueba estadistica aplicada fue U de Mann Whitney
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Tabla 6 Correlacién de Spearman entre las variables sociodemogréficas y de consumo de agua, bebidas endulzadas y de carne con
las concentraciones urinarias de EPT (ug/L) en la poblacion de estudio.

Variables F2 Li B Mo | Cs Zn Se Al Pb

Edad, afios -0.045 -0.018 0.184* -0.074 -0.164° -0.078 0.019 -0.101 -0.052 0.137*

N”memdzi‘gfo(;s‘jeagua/ .0.055 0.031 0.010 0.062 -0.009 -0.131* 0.039 0.026 0.121* 0.076

N“memdebﬁj?;‘:ﬁ‘)se”d“'zadas 0.156* 0.136 0.117 -0.022 0.081 0.031 0.123 0.097 0.077 -0.107

Numero de veces que consume |  4ee 9087 0.036 0.135* -0.072 -0.041 -0.053 0.090 0.134% -0.227*
carne/semanal

Estatura, m .0.064 0.069 -0.078 0.008 -0.086 -0.055 0.091 -0.061 0.030 0.064

Z score de estatura 0.001 0.123* 0.172* 0.085 0.087 0.005 0.091 0.057 -0.019 -0.054

Peso Kg .0.094 0.074 -0.084 -0.051 -0.061 -0.099 0.110 -0.035 -0.046 0.104

IMC Kg/m? .0.105 0.046 -0.044 -0.056 0.034 -0.095 0.104 0.002 -0.035 0.087

Percentil IMC .0.061 0.070 0.091 0.017 0.144* -0.041 0.131* 0.059 -0.008 0.0853

Z score de IMC .0.086 0.080 0.075 -0.010 0.148* -0.051 0.132* 0.089 -0.009 0.062

Tension arterial sistélica, mmHg | -0.100 0.113 0.001 -0.034 -0.077 -0.011 0.055 0.020 0.030 0.060
Percentil de tension arterial | § 0 0102 0087 0000 -0.029 0.054 -0.000 0116 0.084 0.013

sistélica
Tension argfnrﬁgd'asm“ca -0.072 0.095 0.079 0.008 -0.018 0.041 0.006 0.112 0.083 0.012
Perce”t"(ig;fé?gg“ arterial | o074 0.008 -0.009 -0.098 -0.013 0028 -0.021 0051 0.060 0.049

IMC: indice de Masa Corporal; *p<0.05; # p<0.1, @ concentracion urinaria en mg/L

29



En las tablas 4 y 5 observamos diferencias significativas (p<0.05) y marginalmente
significativas (p<0.1) en: la edad de la poblacion, elementos como Se, | y B las
concentraciones son mayores en los nifios respecto a los adolescentes (p<0.05), por
el contrario, las concentraciones del Pb en los adolescentes (p<0.05); realizando
correlacion de Spearman (tabla 6) con el z-score de la estatura el B y Li presentan una
relacion positiva (p<0.05 y p<0.1) y el percentil de la tension arterial sistolica el Se tiene
una relacion positiva marginalmente significativa (p<0.1). Con relacion a las variables
relacionadas a fuentes de exposicion como el que utilicen trastos de barro vidriado
para cocinar con los niveles de Pb (p<0.05) y de Co (p<0.1); el que vivan cerca de un
rio, que generalmente son canales de aguas negras con el Litio (p<0.1), vivir cerca de
una fabrica con Pb y Al (p<0.05), también el tipo de agua de bebida ya sea embotellada
o de la llave, tanto B, Zn y Mo las concentraciones son mayores en agua embotellada
respecto a los que toman agua de la llave (p<0.05) y el Al que en oposicién es mayor
en los que toman agua de la llave, el estado de residencia, el Pb se encuentra la
mediana es mayor en el Edo. México comparado con la CDMX (p<0.05) y el B que se
encuentran en mayor concentracion en la CDMX (p<0.05); también se correlaciond
con el nimero de vasos de agua que toman los participantes donde el Al presenta una
relacion positiva marginalmente (p<0.1) y el Cs una relaciéon negativa (p<0.01), el F
se correlaciono positivamente con el nimero de vasos de agua endulzada que ingieran
los participantes. EPT como Ba, AsT y Cu no mostraron diferencias significativas al

comparar las medianas y en la correlacion de Spearman.

3.2.1 Correlacion de Spearman y Andlisis de Componentes Principales de
las concentraciones urinarias de EPT
Para determinar la posible relacion entre los EPT en orina, se realizé la correlacion de
Spearman mostrada en la tabla 7, los elementos que presentaron correlaciones
positivas donde sobresalen las siguientes: Li-B, I-B, Cs-B, I-Cs; las correlaciones

negativas fueron mas débiles pero significativas como las de Pb-B, B-Co y I-Co.
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Tabla 7. Correlaciones de Spearman entre las concentraciones urinarias de EPT (ug/L)
cuantificadas en la poblacién pediatrica de la ZMVM

AsT Al Pb Li B Se | Zn F2 Cs Cu Mo Ba
Al | 0.00 1
Pb | 0.15 0.31 1
Li | 0.26" 0.18 0.22" 1
B | 0.12 0.13 -0.177 0.58 1
Se | 0.12 0.177 0.01 0.36° 0.38 1
| | 0.22° 0.02 -0.15 047 056" 0.31° 1
Zn | 0.12 0.16 0.06 0.49° 0.49° 0.34° 0.40 1
F2 |1 0.19° 0.01 0.11 0.48 042" 0.12 0.33 0.37 1
Cs | 0.20° 0.04 0.01 0.49° 051" 043 0.50° 0.40° 0.42 1
Cu | 0.13 0.13 0.34° 0.41° 0.33° 0.23° 0.16 0.42° 0.22° 0.30° 1
Mo | 0.22" 0.21" -0.01 0.41" 0.49° 0.31° 0.39° 0.43" 0.43 0.39" 0.19 1
Ba | 0.21" 0.35° 0.24° 0.27° 0.26° 0.24° 0.17° 0.32° 0.12 0.20° 0.28 0.06 1
Co | 0.09 0.14 0.27° -0.05 -0.20° -0.09 -0.18" -0.01 0.02 0.03 0.21" -0.08 0.1

a concentracion urinaria en mg/L; *p<0.05

A partir de los resultados obtenidos en la correlacién de Spearman de la tabla 7 se

procedid a realizar el ACP con la finalidad de simplificar o combinar las variables

correlacionadas para facilitar su relacion a posibles fuentes de exposicion.

-+

Vector caracteristico
1
4
|
|
|

11 12

Numero de componentes

Figura 7. Grafico de sedimentacién: autovalores y nimero de componentes

Mediante el grafico de sedimentacion (figura 7) se observa que existen cuatro

componentes principales (CP) con el criterio del autovalor mayor a uno. La tabla 8

representa los factores de carga el criterio para establecer un CP es que el factor se

encuentre >0.5, el CP 1 esta conformado por F, L, B, Cs y AsT; el CP 2 por Al, Se, Zn

y Mo; el CP 3 se encontrdé Pb y Co; el CP 4 por Cu y Ba.
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Tabla 8. Matriz de factores de carga rotados de los CP de las concentraciones urinarias de
EPT urinarios (ug/L) de la poblacién en estudio

EPT CP1 CP2 CP 3 CP 4
Fluoruro | 0.7273 0.0595 0.152 -0.1667
Litio | 0.5536 0.419 0.0566 0.0899
Boro | 0.6807 0.2363 -0.2781 0.2547
Cesio | 0.6523 0.2743 -0.0468 0.0875
Cobalto | 0.1129 -0.0263 0.814 -0.0401
Cobre | 0.2232 0.0258 0.3046 0.6555
Plomo | -0.0555 0.0793 0.8008 0.2037
Arsénico total | 0.6469 -0.1472 0.1876 -0.0438
Aluminio | -0.1769 0.7316 0.3033 0.1648
Selenio | 0.1564 0.6949 -0.2517 0.1383
Zinc | 0.4229 0.5741 0.095 0.1388
Bario | -0.075 0.096 -0.0007 0.7793
Molibdeno | 0.3338 0.7172 -0.0609 -0.1643
Yodo 0.248 0.1787 -0.257 0.095

CP Componente principal; 2 concentracion urinaria en mg/L

Resumiendo, 14 elementos cuantificados fueron mayores al limite de deteccién del
método Yy al ser comparados con las concentraciones de referencia (VR, BE y/o BE),
al menos 50% de las muestras de orina sobrepasaron las concentraciones de
referencia de elementos como AsT, Al, Pb, Li y B y que ademas tienen relacién con
las caracteristicas antropométricas de los participantes y con variables que
posiblemente son las fuentes de exposicién, exceptuando AsT, Ba y Cu que no
presentd relacion o la comparacién no fue significativa con estas variables.

Una vez identificados los biomarcadores de exposicion a través de la concentracion
urinaria de los EPT, es necesaria la informacion clinica en cuanto al EGO, la funcion y

el dafno renal.

3.3 Valoracién de la funcion y dafio renal en la poblacion estudiada

En cuanto a la evaluacion de la funcion y dafio renal se presentan en la tabla 9 las
medianas, rango Inter cuartil, minimos y maximos de las concentraciones de sCre,

TFGe, y los biomarcadores de dafio renal temprano.
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Tabla 9. Evaluacion de las concentraciones de creatinina sérica, tasa de filtracion glomerular
estimada y los biomarcadores de dafio renal urinarios en la poblacion de estudio

Biomarcadores n | Mediana RIQ min max
Creatinina sérica [mg/dL] | 215 0.77 ] 0.69-0.87 | 0.52 1.33
edad 6-11 [afios] 97 0.72 | 0.64-0.79 | 0.53 1.09
Masculino 12-15 [afios] 50 0.90 | 0.78-0.99 | 0.62 1.33
Femenino 12-15 [afios] 68 0.79 | 0.72-0.85 | 0.52 1.02
TFGe mL/min/1.73m? 212 79.2 | 71.2-88.0 | 50.4| 1185
Masculino 95 74.7 | 68.1-85.4 | 50.4| 100.7
Femenino 117 82.2 | 74.3-90.0 | 52.0 118.5
KIM-1 [pg/mL] 27 159.3 | 73.4-237.2 | 0.18 | 1,365.0
KIM-1 [pg/mg uCre] 27 99.3 | 53.0-193.1 | 0.95 610.1
Cis-C [ng/mL] 215 2.0 | 0.91-5.75 | 0.06 62.5
Masculino 97 1.84 | 0.67-5.71 | 0.06 62.5
Femenino 118 2.06 | 0.97-5.75 | 0.06 | 33.38
Cis-C [ng/mg uCre] 215 1.8 | 0.65-5.80 | 0.04 50.1
NGAL [ng/mL] 198 1.17 | 0.53-3.10 [ 0.01| 138.5
Masculino 87 0.87 | 0.26-1.59 | 0.01 10.6
Femenino 111 1.64 | 0.80-4.71 | 0.10| 138.5
NGAL [ng/mg uCre] 198 1.22 | 0.47-2.66 | 0.04 64.3
Masculino 87 0.70 | 0.25-1.80 | 0.04 8.84
Femenino 111 2.01 | 0.62-4.86 | 0.06 64.3

RIQ: rango intercuartil [25%-75%]; min: valor minimo; max: valor maximo

La mediana de la concentracion urinaria de sCre fue de 0.77mg/dL. No obstante, los
valores de referencia (VR) se encuentran agrupados por edad y sexo de acuerdo con
los manuales de pediatria Phadke et al. (2014) y Avner et al. (2016) para menores de
12 afios los VR son de 0.5-0.7mg/dL, en nuestra poblacion son 41 participantes entre
nifias y ninos se encuentra dentro del VR, del género masculino 48 participantes tienen
la concentracion normal de sCre (0.52-1.2 mg/dL), y del género femenino 59
participantes se encuentra dentro d 0.52-0.90mg/dL, esto significa que el 68% de la

poblacion del estudio present6 concentraciones de sCre normales.
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Tabla 10 Comparacion de medianas de los niveles de la TFGe y los biomarcadores de dafio renal entre las categorias de las variables
sociodemogréficas, resultados del EGO, antecedentes familiares y del participante.

TFGe (mL/min/1.73m?)

NGAL (ng/mL)

Cis- C (ng/mL)

KIM-1 (pg/mL)

Variables . X . .
I n Mediana p n Mediana p n Mediana p n Mediana p
masculino 95 74.68 87 0.87 97 1.85 14 97.80
Sexo temenino | 1127 8217 990 111 164 000 g 2.07 048 13 19890 003
nifios 72 75.13 68 0.69 74 1.90 8 7214
Edad adolescentes | 140  80.82 992 130 164 900 14 205 941 19 1g586 O11
Proteinas del ausencia 176 77.96 163 0.93 179 1.64 22 158.02
EGO presencia | 35 g331 018 7 4.06 000 ‘35 4.52 003 5 5gg5y 019
sin proteinuria| 202 78.45 188 1.06 205 1.82 25 158.85
Proteinuria cqn _ 9 85.94 0.06 9 6.95 0.00 9 797 0.01 5 236.19 0.35
protelnurla
Eritrocitos ausencia 191 77.95 178 1.03 194 2.04 25 185.52
EGO presencia | 20 89.03 992 19 25 000 ‘5 148 980 5 7801 027
Leucocitos ausencia 132 77.61 124 1.01 134 1.58 16 144.52
EGO presencia 79 go21 030 73 1.54 001 ‘g4 2.65 004 77 18552 028
retraso
z-ezf;truer:e crecimionto | 8 6758 0 © 1.25 071 @ 1.83 057 2 24580
normal 204  80.39 187 1.17 204 2.04 25  159.26
Antecedentes Si 122 76.42 110 1.34 59 2.06 14  192.37
familiares con no 58 7956 026 5 1.02 048 193 2.09 035 g 97135 09
diabetes
Antecedentes ninguno 68 80.14 70 1.02 71 1.64 13 157.18
familiares con uno 128 8039 036 115 1.17 0.79 128 2.04 0.38 13 159.26 -
hipertension* dos 16 75.29 13 1.39 16 3.43 1 286.52
Antecedentes Si 18 75.17 15 2.34 18 2.13 2 413.83
fam"g’};ecs con no 194 7979 929 183 1117 025 47 203 080 o5 15384 T
si 12 76.16 11 0.38 12 1.07 0 ND
Prematuro no 202 8021 930 185 117 020 5o 2.06 009 57 15026
Bajo peso al si 18 76.64 18 0.87 20 1.26 1 0.19
nacer No 192 79.79 0.56 178 1.17 ELlE 193 2.07 0.12 26 172.3

La prueba aplicada es U-Mann-Whitney para *p<0.05 se prob6 con K. Wallis; ND no se detecto; --- no fue posible realizar la prueba estadistica
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Tabla 11 Correlacién de Spearman entre los biomarcadores de dafio renal y algunas variables sociodemograficas, clinicas, informacion

sobre el consumo de agua y bebidas endulzadas de la poblacion de estudio.

Variables (mL/rT-IriEi(.eBmz) NGAL (ng/mL) Cis- C (ng/mL) KIM-1 (pg/mL)
p rho p rho p rho p rho
Edad(afios) 0.92 -0.0073 <0.05 0.2945 0.49 0.0477 0.13 0.2979
Estatura (m) <0.1 0.1134 <0.05 0.2118 0.74 0.0234 0.33 0.1938
Z score de estatura <0.05 0.2508 0.13 -0.1076 0.28 -0.0741 0.82 -0.0454
Peso (Kg) 0.13 0.1049 <0.05 0.1808 0.45 -0.0521 0.31 0.2013
IMC (Kg/m?) 0.86 0.1280 0.26 0.0805 <0.05 -0.1444 0.47 0.1444
Percentil de IMC 0.74 0.0233 <0.1 -0.1205 <0.05 -0.1643 0.70 -0.0771
Z score de IMC 0.73 0.0242 0.17 -0.0977 <0.05 -0.1833 0.67 -0.0858
Tension arterial sistélica(mmHg)  0.84 0.0141 <0.05 0.149 0.68 0.0288 0.52 0.1306
Percentil de tensién arterial 0.06 -0.1312 0.63 -0.0346 0.79 -0.0185 0.83 -0.0426
sistdlica
Tension arterial 0.13 -0.1040 0.81 -0.0170 0.64 -0.0323 0.63 -0.0968
diastélica(mmHg)
Percentil de tensién arterial 0.83 -0.0151 0.22 0.0885 0.98 -0.0023 0.60 -0.1049
diastélica
Numero de vasos de agua/ 0.62 -0.0343 0.26 -0.0798 0.21 -0.0850 0.77 0.0600
diarios
Numero de bebidas endulzadas  0.45 0.0662 0.70 0.0341 0.55 0.0520 0.26 0.3006
[diario
Numero de veces que consume  <0.05 -0.2115 0.23 -0.0867 0.33 0.0682 0.94 -0.0143
carne/semanal
pH urinario EGO 0.28 0.0744 0.57 0.0406 <0.05 0.2725 0.35 -0.1865
Densidad urinaria EGO <0.05 -0.1548 0.11 -0.1132 0.73 0.0235 0.45 -0.1525
Eritrocitos EGO <0.05 0.1535 <0.05 0.2282 0.82 -0.0160 0.27 -0.2205
Leucocitos EGO 0.31 0.0711 <0.05 0.237 <0.05 0.1459 0.18 0.2673
Creatinina Urinaria (g/L) <0.05 -0.1437 0.27 0.0785 0.63 0.0334 0.47 0.1438
Creatinina sérica (mg/dL) <0.05 -0.7802 0.78 0.0196 0.38 -0.0605 0.23 0.2393
NGAL (ng/mL) <0.1 0.1213
Cis-C (ng/mL) 0.33 0.0676 <0.05 0.3602
KIM-1 (pg/mL) 0.39 -0.1707 <0.05 0.5350 0.15 0.2855
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De acuerdo con la tabla 10 y 11, se presenta el andlisis bivariado y las correlaciones
correspondientes a la TFGe, los biomarcadores de dafio renal y algunas variables. La
mediana de la TFGe fue de 79.2 mL/min/1.73m? el 39% present6 una TFGe menor a
la recomendada para la poblacion infantil (<75 mL/min/1.73m?) y el 5.6% se encontr6
<60 mL/min/1.73m?, acorde con la guia KDIGO. Los menores de 11 afios presentaron
una TFGe menor a la de los adolescentes, 75.1 mL/min/1.73m? y 80.8 mL/min*1.73m?
(p=0.015), respectivamente. Respecto al sexo, del sexo femenino presentaron una
TFGe mayor 82.2 versus 74.7 mL/min*1.73m? a la de los del sexo masculino (p =
0.002). La TFGe se correlacion positivamente con el z-score de estatura (r= 0.25,
p<0.05), NGAL (r=0.1213, p<0.1) y variables como el percentil de la tensién arterial
sistélica y el nUmero de veces que se consume carne a la semana se correlacionaron
negativamente (r=-0.1312, p<0.1y r=-0.2115, p<0.05).

Desafortunadamente, Gnicamente se cuantifico KIM-1 en orina en el 12.6% de la
poblacién, debido a que con la dilucion original de la muestra (1:5) que fue adecuada
para la cuantificacion multianalito de los otros biomarcadores renales diluyo la
concentracion urinaria de KIM-1 y no fue posible su deteccion, todas las muestras
urinarias diluidas1:5 presentaron concentraciones de KIM-1 menores al LD. Al repetir
la cuantificacién en solamente 27 muestras de orina sin diluir se logé la cuantificacion
siendo la mediana de 159.3 pg/mL Ademas, en 17 participantes a los que se cuantificd
KIM-1 se identificé la TFGe menor a 75 mL/min/1.73m?2. A pesar del limitado nimero
de muestras con cuantificacion de KIM-1 (n=27) se observé una mayor concentracion
en los participantes del sexo femenino (198.9 versus 97.8 pg/mL, p<0.05), se
correlacion6 positivamente con la concentracion urinaria de NGAL (r=0.5350, p<0.05).
La concentracién urinaria de Cis-C present6 una mediana de 2.0 ng/mL, sin diferencias
significativas en la edad y el sexo, mas aun en los niveles mas altos se encuentran en
los nifios con proteinuria 8.0 ng/mL frente 1.8 ng/mL con los que no (p<0.05), los nifios
con presencia de leucocitos en orina 2.7 versus 1.58 ng/ml respecto a la edad, el sexo
y ausencia de leucocitos. Las correlaciones positivas se presentaron con el pH en la
orina (r=0.25, p<0.05) y NGAL (r=0.36, p<0.05), las correlaciones negativas IMC, el z-
score y percentil del IMC (p<0.05).
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La concentracion urinaria de NGAL, se cuantificd en el 92% de los participantes con
una mediana de 1.17 ng/mL, y fue comparado con el VR (Mcwilliam et al., 2014)
utilizando los valores en mg/uCre el promedio por sexo 7-16 afios en ambos casos el
1% sobrepasa el VR en mujeres de 44.7ng/ mg uCre y en los hombres el VR es de 5.3
ng/mg uCre. NGAL estuvo influenciado por el sexo, siendo mayor en las mujeres (1.64
vs 1.17ng/ml, p<0.05); en los adolescentes frente a los nifios (p<0.05); aquellos que
tienen proteinuria el nivel de NGAL es seis veces mayor respecto a los que no tienen
proteinuria (p<0.05); la presencia de eritrocitos en la orina (p<0.05) frente a la
ausencia; la presencia de leucocitos en la orina (p<0.05) frente a la ausencia. Las
correlaciones fueron positivas con la edad, el peso (Kg) de los participantes (r=0.18,
p<0.05) no siendo significativa con el IMC o la estatura, también se correlacion6 con
la tension arterial sistélica (r=0.15, p<0.05).

Para conocer la magnitud de la explicacion de la variabilidad de la TFGe y los
biomarcadores, con relacion a las variables predictoras, se realizd6 un analisis

multivariado con regresion lineal multiple presentado en la tabla 12.

Tabla 12. Modelos de regresion lineal multiple para TFGe y los biomarcadores de dafio renal
urinarios

Biomarcador Variable predictiva B p
Sexo (femenino) 5.7 0.001
TEGe Bedside Schwartz Edad (adolescentes) 6.0 0.001

. > Z-score estatura 3.5 |<0.001
(mL/min/1.73m*?) NG d
n=206 R?=0.196 Umero de veces que consumen carnes 12 | 0014
rojas a la semana

IMC -0.6 | 0.010
Presencia de leucocitos 5.6 0.007
nljelg‘l; (Rr129_/cr)n |1_g):) 4 Trazas (proteinas) 11.0 | <0.001
B s Proteinuria 24.3 | <0.001
. z-score-IMC -1.1 0.027
nglgﬁ g‘?zlomléél Presencia de proteinas 4.1 | 0.015
' pH urinario 2.6 0.016

KIM-1 (pg/mL) .
n= 27 R?=0 094 Sexo (femenino) 187.5 | 0.066

B Diferencia de cambio promedio de los biomarcadores por variacién unitaria de la variable
independiente

En el modelo de la TFGe observamos que el ser del sexo femenino incrementa en
promedio, 5.7 mL/min/1.73m? respecto a los del sexo masculino, en los adolescentes

incrementa 6.0 mL/min/1.73m?2 versus nifios, por cada unidad del z-score de la estatura
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incrementa en promedio 3.5 mL/min/1.73m?, por cada unidad del niUmero de veces que
consumen carnes rojas a la semana disminuye en promedio -1.2 mL/min/1.73m? ,y la
TFGe es, en promedio 0.6 mL/min/1.73m?menor por cada unidad en el IMC, este
modelo explicd 19.4% de la variabilidad de la TFGe. Para NGAL, la presencia de
leucocitos en orina aumenta en promedio 5.6 ng/mL respecto a la ausencia, y la
presencia de trazas de proteinas en orina aumenta 11.0 ng/mL respecto a los que
presentan negativo y los que presentan proteinuria aumenta 24.3ng/mL respecto a los
gue tienen trazas, el modelo explica el 19.4% de la variabilidad de las concentraciones
de NGAL.

Las variables para el modelo de Cis-C fueron z-score del IMC, la presencia de
proteinas y el pH urinario con un 6.1% de explicacion en la variabilidad de las
concentraciones de Cis-C donde Cis -C disminuye en promedio 1.1 ng/mL por cada
unidad de cambio en el z-score del IMC, la presencia de proteinas aumenta 4.1ng/mL
de Cis-C especto a la ausencia de proteinas y Cis-C aumenta 2.6 por cada unidad de
cambio en el pH. Acerca de KIM-1, aunque la n es muy pequefia para conocer la
magnitud de las variables relacionadas de KIM-1 para ello realizamos un modelo de
regresion lineal simple, mostrado en la tabla 12 donde el sexo femenino explica el 9.4%

el incremento de KIM-1 en 187.5 pg/mL respecto al sexo masculino.

3.4 Larelacion de la exposicion a EPT, la TFGe y los biomarcadores de dafio

renal temprano

3.4.1 Correlacion y regresion lineal simple de los biomarcadores

En cuanto al analisis exploratorio las correlaciones entre los biomarcadores de dafio
renal, la TFGe y los EPT son mostrados en la tabla 13, para la TFGe mostré una
correlacion positiva con la concentracion de AsT (p<0.1), y las correlaciones negativas
con el Cuy Se (p<0.1). Con los biomarcadores de dafio presentaron correlaciones
positivas significativas: NGAL con Cs; Cis-C con Cu y KIM-1 con Cu cabe puntualizar
que en el caso de la correlacion con KIM-1 la n es pequefia (n=27).
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Tabla 13 Correlacién de Pearson entre las concentraciones urinarias de EPT y la TFGe, y los
biomarcadores de dafio renal en la poblacién de estudio

TFGe NGAL Cis-C KIM-1
EPT mL/min/1.73m?  ng/mL ng/mL pg/mL
rhop rhop rhop rhop
Fluoruro mg/L 0.054 -0.077 0.087 0.182
Litio pug/L 0.095 -0.089 -0.053 0.016
Boro pg/L 0.044 -0.070 -0.003 -0.068
Cesio pg/L -0.080 0.152 0.041 0.189
Cobalto pg/L -0.047 0.062 -0.053 0.022
Cobre pg/L -0.133* 0.070 0.181" 0.864"
Plomo ug/L 0.077 -0.064 -0.072 -0.002
Arsénico total pg/L 0.123* 0.011 -0.030 -0.154
Aluminio pg/L -0.032 0.027 -0.029 -0.055
Selenio ug/L -0.128* -0.063 -0.077 -0.077
Zinc pg/L 0.070 0.084 -0.092 -0.206
Bario pg/L 0.033 -0.015 -0.045 -0.042
Molibdeno pg/L 0.041 0.082 -0.013 -0.121
Yodo pg/L -0.063 0.001 -0.027 -0.207

rhop coeficiente de correlacién de Pearson; p<0.05*; p<0.1*

Para conocer la magnitud de la relaciéon entre los EPT urinarios y los biomarcadores
de dafio renal se utilizé regresién lineal simple (tabla 14) en la cual se observa que la
relacion es similar a la presentada en la tabla 13. Asi por cada aumento de 1ug/L de
Cu disminuye en promedio 0.037 mL/min/1.73m? (p<0.1) la TFGe y aumenta Cis-C en
promedio 0.041 ng/mL (p<0.05); para la concentraciéon urinaria de AsT, por cada
aumento de 1ug/L, aumenta la TFGe en promedio 0.090 mL/min/1.73m? (p<0.1). Para
Se por cada aumento de 1ug/L en la orina, disminuye en promedio -0.037
mL/min/1.73m? (p<0.1) la TFGe. Se observé una relaciéon positiva entre las
concentraciones de NGAL y el Cs, por cada aumento de 1 pug/L de NGAL aumenta en
promedio 0.629 ng/mLde Cs.
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Tabla 14 Regresion lineal simple de la TFGe, los biomarcadores de dafio renal y la
concentracion urinaria de EPT en la poblacién de estudio.

TFGe NGAL Cis-C
EPT/CP mL/min/1.73m? ng/mL ng/mL

3 3 3
Fluoruro mg/L 1.610 -2.890 1.980
Litio pg/L 0.011 0.013 -0.005
Boro ug/L -0.002 -0.001 -0.002’
Cesio pg/L -0.270 0.629° 0.100
Cobalto pg/L -0.480 0.774 -0.420
Cobre pg/L -0.037* 0.250 0.041"
Plomo pg/L 0.250 0.250 -0.182
Arsénico total ug/L 0.090% 0.010 -0.017
Aluminio pg/L -0.025 0.026 -0.017
Selenio ug/L -0.037# -0.022 0.017
Zinc pg/L 0.003 0.003 -0.003
Bario pg/L 0.045 -0.131 -0.041
Molibdeno pg/L 0.010 0.025 -0.002
Yodo ug/L -0.001 0.002' -0.042’

f3: Diferencia promedio de los niveles en la TFGe, las concentraciones urinarias de los biomarcadores
renales por cada unidad de EPT en la orina; 3’ Diferencia promedio de los niveles en la TFGe, las
concentraciones urinarias de los biomarcadores renales por cada 100 unidades de EPT en la orina;
p<0.05*; p<0.1#

3.4.2 Regresion Lineal Multiple de los Biomarcadores

En el andlisis previo, los EPT Cu, AsT, Se y Cs se relacionan con los biomarcadores
de dafio renal y la TFGe como indicador de la funcion renal. Sin embargo, para evaluar
gue su relacion no se deba al azar se tiene que considerar las variables confusoras y
modificadoras del efecto que son plausibles y aquellas que estan consideradas en los
modelos para la poblacién de estudio. En la tabla 15, se muestran los modelos con
mayor explicabilidad y con mayor significancia estadistica. Los modelos para la TFGe
y los EPT con asociaciones negativas fueron Se y Cu. El modelo que presento mayor
explicabilidad (R?=0.16) fue con la exposicion a Se, donde el incremento de 1ug/L
disminuye en promedio -0.04 mL/min/1.73m?, considerando al sexo femenino aumenta
5.78 mL/min/1.73m?, ser adolescente aument6 en promedio 4.79 mL/min/1.73m?, y por
cada unidad que aumenta el z-score de estatura aumenta la TFGe en 3.18
mL/min/1.73m?2,

El modelo para Cu considera las mismas variables predictoras, y por cada 1ug/L

disminuye en promedio -0.04 mL/min/1.73m?; ser adolescente incrementa en promedio
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4.21 mL/min/1.73m?, y por cada unidad que aumenta el z-score de estatura aumenta
la TFGe en 2.45 mL/min/1.73m?, el sexo femenino aumenta 4.62 mL/min/1.73m?
respecto al masculino, este modelo explicé el 12.1%. Conforme a la proporcion de la
variabilidad que se explica por el modelo se considero al AsT, |y el Li que, aunque la
B es positiva, es significativa para los modelos con la TFGe en la poblacion de estudio.
Ademas del analisis previo donde no se ajustaron las concentraciones urinarias de los
biomarcadores, también se realizaron los modelos ajustando la concentracion de los
biomarcadores con la concentracion de creatinina urinaria y con la densidad de la orina
obtenida del EGO (anexo, tablas ANX 4, 5y 6).

Tabla 15. Regresion lineal maltiple robusta de las asociaciones entre los niveles de TFGe
(mL/min/1.73m?y la exposicion a EPT.

Variable predictora n B P R2 (%)
Selenio (ug/L) -0.04 0.032
sexo (femenino) 5.78 <0.001
edad (adolescentes) 210 4.79 0.006 16.2
z-score de estatura 3.18 <0.001
Arsénico total (ug/L) 0.08 0.10
sexo (femenino) 5.73 <0.001
edad (adolescentes) 212 4.80 0.006 14.8
Z-score estatura 2.84 <0.001
Yodo (ug/L) 0.008 0.008
sexo (femenino) 206 6.514 <0.001 13.3
numero de veces de consumo de carne -1.056 0.038
Cobre (ug/L) -0.04 <0.001
sexo (femenino) 4.62 0.012
edad (adolescentes) 170 4.21 0.040 121
z-score estatura 2.45 0.001
Litio (png/L) 0.01 0.075
sexo (femenino) 212 6.06 <0.001 10.5
edad (adolescentes) 3.89 0.03

[3: Diferencia promedio de los niveles en la TFGe por cada unidad de EPT en la orina

Las variables predictoras para el modelo de regresion lineal multiple robusta, por
presentar heterocedasticidad, con el biomarcador NGAL son: proteinuria, la presencia
de leucocitos y/o el sexo reflejadas en la tabla 16. El modelo que presenta mayor

proporcion de la variabilidad explicada por el modelo es con la concentracion urinaria
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de Cu (16.64%) donde el aumento de 1ug/L aumenta en promedio 0.02 ng/mL de
NGAL considerando la presencia de proteinas que aumenta en promedio 5.56 ng/mL
de NGAL y la presencia leucocitos en la orina aumenta en promedio 14.10 ng/mL.

El modelo con la concentracion urinaria de Li disminuye en promedio -0.01 ng/mL de
NGAL por cada pug/L de Li (p<0.1). Los participantes con proteinuria aumentan 22.98
ng/mL y con leucocitos en orina 6.77ng/mL el modelo presenta 15.28% de la
variabilidad de las concentraciones de NGAL explicadas por las variables en el modelo.
De manera similar, la concentracién urinaria de NGAL disminuye -0.07ng/mL por cada
100 pg/L de B en la orina (p<0.05); la concentracion de NGAL aumentd considerando
la presencia de leucocitos y proteinas en la orina.

En el caso de Se es el modelo que presenta una disminucion de NGAL -0.02 ng/mL
marginalmente significativo pero que la consideramos con la presencia de leucocitos
en orina que aumenta NGAL 5.76 ng/mL respecto a los que tienen ausencia de
leucocitos y se considera el sexo femenino que aumenta 4.44 ng/mL de NGAL

respecto al masculino.

Tabla 16, Regresion lineal multiple robusta entre los niveles de NGAL (ng/mL) y los EPT en
la poblacién de estudio.

Variable predictora N B p R2 (%)
Litio pg/L -0.01 0.064
con proteinuria 197 22.98 0.085 15.28
con leucocitos 6.77 0.011
Boro pg/L -0.07" 0.036
con leucocitos 197 7.005 0.011 14.94
con proteinas 22.577 0.091
Cobre ug/L 0.02 <0.001
con proteinas 159 5.56 0.037 16.64
con leucocitos 14.10 0.015
Selenio pg/L -0.02 0.097
con leucocitos 195 5.76 0.025 7.18
sexo (femenino) 4.44 0.001

B: Diferencia promedio de los niveles de NGAL por cada unidad de EPT en la orina; g Diferencia
promedio de las concentraciones urinarias de NGAL por cada 100 unidades de Boro en la orina.

Para el biomarcador Cis-C sélo obtuvimos dos modelos (tabla 17) uno con asociacion
positiva con la concentracion de Cu donde cada 1ug/L aumenta en promedio 0.04
ng/mL de Cis-C en orina, considerando variables predictoras como el z-score del IMC
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que por cada unidad disminuye -1.09 ng/mL de Cis-C, el tener proteinuria aumenta
3.65 ng/mL de Cis-C respecto a los sin proteinuria y el pH por cada unidad aumenta
3.18 ng/mL de Cis-C en la orina, el 10.77% de la variabilidad de los niveles de Cis-C
es explicado por las variables incluidas en el modelo.

El otro modelo presentd una asociacion negativa, donde cada 1ug/L de Zn disminuye
-.004ng/mL de Cis-C (p<0.1), considerando el Z-score del IMC que por cada unidad
disminuye -1.087ng/mL de Cis-C y también la presencia de proteinas aumenta 4.22
ng/mL respecto a los casos sin proteinuria, el modelo presentdé una R? de 0.0507 de

variabilidad en las concentraciones de Cis-C explicadas por las variables incluidas.

Tabla 17. Regresién lineal multiple robusta de las asociaciones entre los niveles de Cis-C
(ng/mL) y la exposicion a EPT.

Variable predictora n B p R2? (%)
Cobre pg/L 0.04 <0.001
Z-score-IMC 169 -1.09 0.068 10.77
Proteinuria 3.65 0.065
pH 3.18 0.047
Zinc pg/L -0.004 0.062
Z-score-IMC 210 -1.087 0.026 5.07
con proteinas 4.224 0.013

B: Diferencia promedio de los niveles de Cis-C por cada unidad de EPT en la orina.

Los modelos presentados son considerando de manera continua las variables
predictoras y las variables de efecto, sin embargo, se observan relaciones
considerando que el comportamiento es lineal y no es posible conocer los gradientes
de concentracion a las cuales podria estar sugiriendo alguna relacion, entonces las
preguntas son ¢Habra diferencias en la relacién estadistica si consideramos los
cuartiles de las concentraciones urinarias de los EPT?¢Los EPT solo presentan
relaciones con el modelo de regresion lineal? Los resultados que continuacion se
presentan son el analisis de regresion lineal multiple con los cuartiles (Q) de los EPT,
la TFGe (tabla 18) y los biomarcadores de dafio renal NGAL (tabla 19), y Cis-C (tabla
20).
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Tabla 18. Analisis de regresion lineal multiple robusta entre las concentraciones de EPT en la

orina de los nifios en cuartiles y la TFGe (mL/min/1.73m?) en la poblacion de estudio.

Modelo 1 Modelo 2
Ajustado sexo,
Sin ajustar adolescencia/nifiez, z-score-
estatura

EPT | ug/L B p B P
Q1 Ref. - Ref. -

Li Q2 -3.35 0.16 -4.31 0.05
Q3 -0.12 0.96 -0.14 0.95

Q4 0.92 0.93 -0.53 0.81

Q1 Ref. - Ref. -

| Q2 0.55 0.80 0.90 0.66
Q3 2.72 0.28 3.30 0.14

Q4 3.57 0.14 4.09 0.08

Q1 Ref. - Ref. -

s Q2 -3.90 0.10 -3.64 0.10
Q3 -7.53 0.00 -5.73 0.02

Q4 -4.18 0.07 -3.65 0.10

Q1 Ref. - Ref. -

7n Q2 1.58 0.52 0.66 0.77
Q3 3.08 0.19 2.64 0.22

Q4 3.63 0.14 1.53 0.52

Q1 Ref. - Ref. -
AsT Q2 -2.86 0.25 -1.46 0.54
Q3 -1.64 0.94 0.65 0.77

Q4 1.57 0.51 2.07 0.34

Q1 Ref. - Ref. -

cu Q2 -0.95 0.72 -0.84 0.73
Q3 -1.78 0.52 -2.87 0.28

Q4 -3.16 0.19 -3.15 0.19

Q1 Ref. - Ref. -

Se Q2 1.60 0.46 1.37 0.52
Q3 0.63 0.79 0.30 0.90

Q4 -1.73 0.45 -2.76 0.22

En la tabla 18 se muestran las concentraciones urinarias del Li y Cs se relacionaron

negativamente en algunos de los cuartiles; para el Li, por cada unidad que incremente

en Q2 disminuye 3.35 en promedio la TFGe comparado con Q1 ajustado por sexo,
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adolescencia y el Z-score de estatura. El Cs tanto en el modelo sin ajustar como
ajustado por sexo, adolescencia y z-score de estatura presenta una disminucion de la
TFGe enlos Q2, Q3 y Q4 comparado con el percentil de la concentracién mas baja de
Cs siendo significativa p<0.05 en Q3. En cuanto a | presenta una relacion positiva (4.09

p<0.1) con la TFGe en el cuartil mas alto en el modelo ajustado.

Tabla 19. Andlisis de regresion lineal multiple robusta entre las concentraciones de EPT en la
orina de los nifios en cuartiles (Q) y los niveles de NGAL (ng/mL) en la poblacion de estudio.

Modelo 1 Modelo 2
Sin ajustar Ajustado Zt;.\())(toe,irﬁ);isencia de
EPT | pg/L B p B p
Q1 Ref. - Ref. -
Li Q2 -1.26 0.79 -0.91 .81
Q3 -3.83 0.20 -4.57 0.12
Q4 -4.91 0.09 -4.66 0.08
Q1 Ref. - Ref. -
B Q2 -0.38 0.91 -1.31 0.67
Q3 1.16 0.78 -0.93 0.31
Q4 -2.85 0.32 -3.31 0.24
Q1 Ref. - Ref. -
Q2 -0.11 0.96 -0.06 0.73
Se Q3 2.70 0.50 4.46 0.27
Q4 -3.03 0.04 -2.05 0.18
Q1 Ref. - Ref. -
AsT Q2 5.89 0.08 5.42 0.07
Q3 2.00 0.44 3.07 0.25
Q4 1.59 0.15 1.20 0.34
Q1 Ref. - Ref. -
L Q2 2.51 0.20 2.58 0.19
Q3 1.29 0.25 0.06 0.96
Q4 6.74 0.13 5.47 0.14

En la tabla 19 es el analisis de regresion lineal multiple se obtuvo relaciones negativas
en los cuartiles mas altos (Q4) en el modelo de Liy Se (sin ajustar). En el caso del AsT
se presenta una relacion positiva a NGAL en el segundo cuartil (Q2) marginalmente

significativo p<0.1 comparado con Q1.
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Tabla 20. Andlisis de regresion lineal multiple robusta entre las concentraciones de EPT en la
orina de los nifios en cuartiles (Q) y los niveles de Cis-C (ng/mL) en la poblacién de estudio.

Modelo 1 Modelo 2
Sin ai Ajustado z-score-IMC, presencia
in ajustar .
de proteinas
EPT | ug/L B p B P
Q1 Ref. - Ref. -
Fa Q2 2.15 0.15 2.11 0.13
Q3 2.82 0.07 2.74 0.06
Q4 3.49 0.07 3.50 0.05
Cs | Q1 Ref. - Ref. -
Q2 1.75 0.28 2.44 0.08
Q3 3.28 0.08 4.03 0.03
Q4 1.55 0.33 1.91 0.17
Zn | Q1 Ref. - Ref. -
Q2 2.34 0.26 1.88 0.35
Q3 -1.11 0.52 -1.40 0.42
Q4 -0.48 0.81 -1.61 0.39
Se | Q1 Ref. - Ref. -
Q2 -0.05 0.98 0.20 0.92
Q3 -1.90 0.25 -1.78 0.25
Q4 -3.07 0.06 -2.40 0.15
AsT| Q1 Ref. - Ref. -
Q2 4.79 0.01 3.77 0.05
Q3 1.25 0.39 1.48 0.30
Q4 0.69 0.57 0.67 0.58
Cu | Q1 Ref. - Ref. -
Q2 0.75 0.76 -0.10 0.97
Q3 -2.42 0.23 -2.52 0.21
Q4 -1.99 0.38 -2.14 0.36

& Concentracion urinaria en mg/L

En la Tabla 20 son los resultados del analisis de regresion para el biomarcador de Cis-
C en el cual se observa una relacion positiva en el caso de F tanto en los cuartiles Q3
y Q4 en los modelos sin ajustar y con el modelo ajustado por de z-score del IMC y la
presencia de proteinas. También se presenta relacion positiva con el Cs que en ambos
modelos se presentan la diferencia promedio en las concentraciones urinarias de Cis-
C por unidad de cambio en los cuartiles es significativo solo en los Q2 y Q3 comparado
con Q1. La relacién que presenta AsT es positiva en Q2 vs Q1 y significativa a

diferencia del resto de los cuartiles que a medida que aumentan los cuartiles disminuye

B.
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Analisis de regresion logistica politdmica

Para modelar mediante regresion logistica politomica la TFGe y las concentraciones
de los biomarcadores de dafio renal de la poblacién en estudio se dividieron en
cuartiles y se asociaron con los cuartiles utilizados en la regresion lineal multiple
robusta, sin embargo las asociaciones para TFG y para Cis-C se presentaron
inconsistencias en algunos cuartiles, y ademas la explicabilidad del modelo ajustado
es menor comparada con los modelos para NGAL por lo que solo se presenta los
resultados de NGAL y una tabla resumen comparativa de los modelos utilizados para
relacionar la TFGe y los biomarcadores de dafio renal. Con fines practicos se
describira los resultados que representan significancia de las tablas en la seccion de
anexos (tabla ANX 8) del biomarcador NGAL donde se presenta el modelo ajustado
con las razones de probabilidad (OR) y los intervalos de confianza [IC al 95%)] vy el
modelo ajustado con los posibles factores de confusion. Se observaron asociaciones
negativas principalmente con F-, Cu, Se, Mo, Li, Cs y AsT y positiva para Ba. En este
ultimo se observé una asociacion positiva en el Q3 de NGAL con un OR 1.68 [1.06-
2.66] comparado con el Q1 de NGAL y el primer cuartil de las concentraciones del EPT
(Q de Ref); en el caso de las asociaciones negativas presentadas en F- se observaron
en Q2 con 0.56 [0.39-0.83] y Q3 con 0.72 [0.49-1.05]; para Cu en Q3 con 0.57(0.36-
0.91) y Q4 0.64 [0.41-1.00]; para Se presento un OR en Q3 0.53 [0.36-0.79] y Q4
0.56[0.37-0.85]; Mo unicamente en Q3 0.58 [0.39-0.86]; Li en Q3 0.66 [0.46-0.96] y Q4
con 0.66 [0.43-0.99]; para Cs en Q3 0.66 [0.43-0.97]; y AsT en Q2 0.66 [0.48-0.96] y
Q3 con 0.64[0.44-0.94] comparado con Q de Ref. en el modelo ajustado.

A continuacion, presentamos una tabla (tabla 21) que resume los resultados de los
modelos presentados, el tipo de relacion para la TFGe y los biomarcadores de dafio

renal.
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Tabla 21 Resumen de resultados de los modelos de regresion lineal multiple robusta y regresién logistica politdmica para la TFGe,

NGAL y Cis-C en la poblacion de estudio.

TFGe NGAL Cis C
Modelos Relacion Relacion Relacion Relacion Relacion Relacién
Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa
Regresion lineal | o1 |seycuy Cu Li, By Se Cu Zn
multiple robusta
Regresion lineal .
A Lien Q2, Csen
multiple robusta ’ . F-enQ3yQ4, |
EPT en len Q4 todos_ los AsT en Q2 Lien Q4 CsenQ2y Q3
cuartiles? cuartiles
., . F-enQ2yQ3,LiQ3y

Regre_smn Lien Q2, AsT en Q4, | en Q4, Cs en Q3, AsT en Q2 Cu en todos los
logistica CsenQ2 Q4 Ba en Q4, 03, Se en O3y Q4 Alen Q3 cuartiles, AsT en
politdmicaP® y Q4 KAO e’n 03 yRay Q3,Seen Q4

Nota: Los resultados mostrados en esta tabla corresponden a los modelos considerando los factores de confusion respectivo a cada biomarcador.

2 os resultados de estos modelos corresponden al comparativo con el primer cuartil (resultado base Q1).

bLos resultados de la regresion logistica politdmica fueron comparados considerando que Q4 es el peor de los casos, es decir, para TFGe son los

que tienen la TFGe mas baja, para los biomarcadores son las concentraciones urinarias son las mas altas.
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4 Discusion

4.1 Biomonitoreo de EPT en orina de los residentes de la ZMVM y las fuentes
de exposicion
El biomonitoreo en poblacion pediatrica en matrices bioldgicas, como la orina, ha
demostrado ser una herramienta Gtil para evaluar la exposicion a diferentes elementos
quimicos como los EPT porque no es invasiva, dependiendo de la toxicocinética y
biodisponibilidad del EPT refleja exposiciones recientes, permite monitorear los niveles
en diferentes tiempos, ademas de poder comparar magnitudes de exposicidon con
poblacién pediatrica de diferentes regiones (Lewis et al., 2018; Godebo et al., 2019).
Las concentraciones urinarias de EPT en el presente estudio, en general, son similares
a las reportadas para As, Al, Ba, Cd, Co, Mn, Mo, Ni, Pb y Zn en nifios de la CDMX
(Lewis et al. 2018). Mientras que para el Co y el Cd las concentraciones fueron mas
bajas, solo fue posible cuantificar concentraciones en el 48 y 1.5% de las muestras,
respectivamente. En relacion con las concentraciones urinarias de F, también son
similares a las reportadas en una cohorte de nifios entre 6-12 afos de la CDMX (0.82
vs 0.86 mg/L) en el estudio de Bashash et al. (2017).
En una cohorte realizada por PROGRESS en mujeres embarazadas y poblacion
infantil (etapa perinatal y nifios de 4 a 6 afios) residentes de la CDMX encontraron
multiple metales esenciales y no esenciales en sangre, que adicionalmente con lo
reportado por Lewis et al., 2018 en orina, se reporta Cr, Se y Cs (Liu et al., 2018;
Kupsco et al., 2019).
Para el caso de las concentraciones urinarias de Li y B no identificamos algun estudio
en poblacién infantil que nos sirva de referencia, hasta donde sabemos este estudio
piloto es el primero en reportar concentraciones urinarias de Li y B en infantes de
México.
Si comparamos la excrecion urinaria de EPT en las diferentes regiones del pais
encontramos, por ejemplo, en Taxco, Guerrero que es una regio minera donde Moreno
et al. (2011) reporta los niveles urinarios promedio de Ba, Co, Mn y Zn son mucho mas
altos que los encontrados en nuestro estudio, en nifios de 6 a 11 aflos. En San Luis

Potosi, en nifios de 5 a 12 afios residentes en una zona de actividad minera e industrial
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se encontro AsT y F en mayor concentracion respecto a nuestro estudio (Cardenas-
Gonzalez et al., 2016). Entonces la exposicion a EPT entre los nifios y adolescentes
gue viven en zonas mineras o industrializadas es en general mayor comparada con
las zonas urbanizadas como la ZMVM, pero mayor que la poblacion de referencia (EE.
UU, Canada, etc).

El AsT es el EPT urinario que tiene mayor porcentaje que sobrepasa los valores de BE
en nuestra poblacién, sin embargo, hay que tomar en cuenta que la evaluacion urinaria
de AsT por ICP-MS, no discrimina la fuente de exposicion de arsenicales considerados
no toxicos, como los identificados en alimentos de origen marino como el atan, sardina,
pescados y mariscos. Debido a que no contamos con informacion sobre el consumo
de alimentos del mar que podrian sobreestimar la cantidad de arsénico considerado
toxico; para descartar la contribucion de éstos arsenicales no téxicos se requiere
evaluar las concentraciones del arsénico inorganico y sus metabolitos, por lo que es
recomendable, realizar la especiacion de arsenicales en aquellas muestras que
presentan concentraciones mayores a la concentracion BE (15 pg/L), que en este
estudio corresponde al 65% de los participantes.

Limon-Pacheco et al. (2018) sugiere que los nifios acumulan menos arsénico debido
a la actividad de su metabolismo y en relacién con el sexo, los nifios presentan
concentraciones mas altas de arsénico en la orina y menos capacidad de metilar
arsénico inorganico que las nifias. Sin embargo, en el analisis bivariado no se encontro
diferencias significativas con sexo o edad o correlaciones con parametros
antropomeétricos, tampoco contamos con informacién sobre el consumo de mariscos
que podrian sobreestimar la cantidad de arsénico considerado de toxicidad por lo que
para estudios posteriores se sugiere la discriminacion del arsénico inorganico y sus
metabolitos del proveniente de la dieta de origen marino.

El Al es el segundo elemento que sobrepasa el VR para poblacion ocupacionalmente
no expuesta, que presenta diferencias significativas entre aqguellos que ingieren agua
de la llave y con el nimero de vasos de agua, que viven cerca de una fabrica, y que
se correlaciona positivamente con el Pb y Ba esto es explicado por las posibles fuentes
de exposicién como son los pozos o mantos acuiferos que abastecen a la CDMX y las

emisiones al ambiente; se ha reportado que los valores de Al exceden los parametros
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establecidos por la NOM-127-SSA1-1994 en el 30% de los pozos de abastecimiento,
es decir, se encuentra como remanente en el agua que se envia a la ZMVM y de
acuerdo con los reportes anuales es el cuarto metal que se emite al ambiente
anualmente (Salcedo, 2015; SEDEMA, 2016; Macias-Garcia & Mazari-Hiriart, 2018).
En el caso del Pb, nuestro estudio tiene la limitante de no contar con muestras de
sangre total para la determinacion de Pb que es el biomarcador mas aceptado para
evaluar su exposicion. No obstante, se ha reconocido que la concentracion de orina es
aproximadamente el 10% en la sangre total en poblacion adulta (Barbosa et al.,2005).
En el presente estudio la mediana y el RIQ de la concentracién urinaria fue de 3.04
(0.084-5.34) pg/L o su equivalente [0.304 (0.008-0.534 pug/dL)], considerando la
extrapolacion que se ha sugerido entre las concentraciones de sangre y orina,
podriamos asumir que la mediana y el RIQ de concentracién urinaria podria
representar una mediana y RIQ de concentracion en sangre de 3.04 (0.08-5.34 )ug/dL.
En cuanto a las fuentes de exposicibn a Pb, las variables relacionadas con la
residencia, por ejemplo, vivir en el Edo. Méx. presentan mayor concentracion de Pb
urinario. Ademas, las concentraciones de Pb fueron mayores en los adolescentes, asi
como vivir cerca de una fabrica, utilizar trastos de barro vidriado para cocinar y, se
encuentra correlacionado con el Co en los participantes de nuestro estudio y
concuerda con lo reportado por Pantic et al, (2018) en cohortes continuas (2008-2015)
de nifios de 1 a 5 afios que viven en la CDMX; encontraron que el uso de ceramica
vidriada con plomo se asocia con el aumento del 11% de Pb en sangre total. Ademas,
sugieren bajo el modelo propuesto, el Pb en el aire tiene una contribucién importante
porque se acentla en los nifios de 5 afios respecto a los de un afio. Conforme al
informe de la SEDEMA, 2016 esta identificado como el tercer metal pesado que se
emite de manera importante al ambiente.

En cuanto al B se encontré que los nifios tienen concentraciones mas altas respecto a
los adolescentes, y en aquellos cuya ingestibn de agua es a través del agua
embotellada. Ademés, las concentraciones urinarias de B se correlacionan
positivamente con el Li (p=0.58 p<0.05). Estudios como los de Igra et al. (2016) y el de
Hjelm et al. (2019) indican que las concentraciones urinarias de Liy B se encontraron

inversamente relacionadas con la talla de los bebés y la edad, también mostraron que
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las muestras de agua de bebida se correlacionan fuertemente entre el Liy el B, por lo

que la fuente de exposicion de nuestro estudio posiblemente sea el agua de bebida.

4.2 Evaluacion clinica, funcional y de dafio renal en la poblacion de estudio

Si bien es cierto que nuestro estudio no tiene por objetivo general la prevalencia de
ERC pero si es importante tener un panorama general de la valoracion clinica en
cuanto al EGO, la tension arterial, y otros factores de riesgo que estan relacionados
con la ERC debido a que el estudio es transversal, es s6lo una fotografia tanto de
informacion clinica, y la proporcionada por los padres y en algunos casos por los
participantes, ademas se contemplé a poblacion aparentemente sana que como
criterio de exclusién contempla aquellos nifios con diagndstico previo y enfermedades
relacionadas con ERC; para poder asociar la TFGe, y los biomarcadores de dafio renal
urinarios a factores ambientales quimicos como son los resultados del biomonitoreo
de EPT urinarios.

En cuanto a la evaluacién clinica Medeiros y cols. en el 2015 realizaron un estudio
tamiz con 45 nifios aparentemente sanos menores de 18 afios y con antecedentes
familiares en terapia de reemplazo atendidos en el HIMFG, encontrando el 24% de los
nifios con alteraciones urinarias (microalbuminuria, hematuria y leucocituria) y con
ERC conforme a las guias KDOQI en los estadios 2 entre 89-60mL/min/1.73m?, el
63%. La TFGe fue calculada con la ecuacion de Schwartz tradicional y respecto a esta,
la TFGe de los 45 nifios fue de 90 mL/min/1.73m?, para los nifios con alteraciones
urinarias y ERC fue de 82 mL/min/1.73m?2. Esto significa que la mediana de TFGe en
nuestra poblacion fue menor (79 vs 82 mL/min/1.73m?) en los nifios con alteraciones
urinarias; en el presente estudio la media de la concentracion de sCre sobrepasa el
15% de lo ya reportado lo que podria sugerir que el método de calculo de la TFGe y el
método analitico en la determinacion de creatinina podria estar influyendo. Sin
embargo, llama la atencion que tanto para los nifios de este estudio y los realizados
en el tamiz, el z-score de la estatura sea significativamente menor en aquellos que
tienen la TFGe menor. La TFG disminuye por tres razones: La pérdida del nimero de
nefronas por algun insulto al tejido renal; por la disminucion de la TFG de cada nefrona

sin descenso del numero total de unidades funcionales; y la tercera es la combinacion
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de las anteriores, el niumero de pérdida de nefronas y la disminucion de la TFG en las
nefronas. Una de las variables que estan relacionadas con la TFGe es el sexo, el sexo
femenino presenta una mayor TFGe comparada con el sexo masculino (82.17 vs 74.69
mL/min/1.73m?).

En el caso de los biomarcadores de dafio renal temprano urinarios como KIM-1,
existen pocos antecedentes en poblacion infantil mexicana como los de Jiménez-
Cérdova et al. (2019) donde reportd una media geométrica de 179 pg/mL en 227 nifios,
similar a nuestros resultados, aunque la muestra fue pequefia, 12.52% de los
participantes. Por otra parte, en el estudio de Cardenas-Gonzalez et al. (2016)
evaluando a nifios de una zona rural de San Luis Potosi, la media geométrica de la
concentracion urinaria de KIM-1 fue de 304.6 pg/mL, dos veces mas que la obtenida
en nuestro estudio. KIM-1 es un biomarcador temprano de la lesion tubular proximal,
ya gque se excreta en la orina durante las primeras 12h de la lesion. KIM-1 se expresa
en situaciones de fibrosis renal, inflamacion tubular, expansién de la matriz mesangial,
hipertrofia glomerular y estrés oxidante. En voluntarios sanos la concentraciéon de KIM-
1 es muy baja (Han et al., 2012).

Para el biomarcador Cis-C urinario la mediana obtenida en el presente estudio es 20
veces menor que lo reportado en nifios expuestos a fluoruro (Jiménez-Cordova et al,
2019), y 6 veces menor en niflos expuestos a ambientes de trabajo con disolventes,
presumiblemente expuestos a benceno (Pérez-Herrera et al., 2019). En los nifios de 6
a 12 afos de un area rural en Ticul, Yucatan que habitan en hogares no expuestos a
benceno se reporta una mediana de 7.5 ng/mL que también es mayor a la mediana
obtenida en el presente estudio (2 ng/mL).

La Cis-C se filtra libremente en el glomérulo, es reabsorbida y catabolizada por las
células epiteliales tubulares proximales, generalmente, las concentraciones de Cis-C
en orina son muy bajas, a menos que exista un dafio a nivel tubular (den-Bakker et al.,
2018). Pese a que las concentraciones de Cis-C comparadas con la poblacion infantil
mexicana son mas bajas respecto al estudio de Jiménez-Cordova et al., (2019), las
variables que se relacionaron mediante el analisis bivariado y el modelo que explica
la magnitud del cambio en los niveles de Cis-C coinciden con la presencia de proteinas;

donde se ha reportado que la proteinuria en un rango nefrético conduce a la saturacion
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de la capacidad de reabsorcion de Cis-C y de otras moléculas de bajo peso molecular
(Herget-Rosenthal et al., 2007); el pH debido al punto isoeléctrico de Cis-C (Turk &
Bode, 1991) y z-score del IMC.

De la misma manera, las concentraciones de NGAL que se presentaron en nuestra
poblacion de estudio fueron menores comparado con los estudios de Cardenas-
Gonzalez et al (2016) y Pérez-Herrera et al. (2019), aunque al igual que en los estudios
mencionados las mujeres presentaron mayores concentraciones que los varones. En
términos de relacibn y magnitud, las concentraciones urinarias de NGAL se
relacionaron con la presencia de leucocitos en la orina asociada a ITU, las trazas de
proteinas y proteinuria. NGAL es un marcador sensible a ITU en los nifios y se

correlaciona significativamente con pacientes proteindricos (Nishida et al.,2010).

4.3 Evaluacién de la relacion de la exposicion a EPT, la TFGe y los
biomarcadores de dafio renal temprano

En general, los biomarcadores de dafio renal urinarios de forma comparativa son
menores a cualquier otra region de exposicidon ambientalmente relevante como en las
regiones mineras del pais, pero no por ello deja de ser importante para su relacion con
los EPT en este estudio debido a que los elementos cuantificados pueden presentar,
por su deficiencia o exceso, efectos en la funcion o dafio renal en la poblacién infantil
de la ZMVM.

En el presente estudio se utilizé para las determinaciones, la orina proporcionada por
los participantes la primera miccién de la mafiana, tomando en cuenta la dilucién de la
orina, el gasto urinario, y otras variaciones interindividuales por lo que se considero a
la creatinina urinaria y la densidad como variables de ajuste y/ 0 de normalizacion. En
el caso de la TFGe los modelos se realizaron sin normalizar, normalizados con
creatinina urinaria 'y con la densidad y, para los biomarcadores de dafio renal sin ajuste,
y ajustando con dichas covariables (tablas ANX 4-7). La creatinina urinaria es un
subproducto quimico generado a partir del metabolismo muscular, que se ha
considerado para la correccion de las concentraciones urinarias porque su produccion
y excrecion son relativamente constantes debido a los mecanismos de control

homeostéticos, y la excrecion de creatinina es principalmente independiente del flujo
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de orina. Aungue en nifios la concentracion de creatinina urinaria aumenta con la edad
(Pearson et al.,2009). Estudios como el de Jiménez-Cérdova et al. (2019) consideran
que el ajuste de la gravedad especifica urinaria es una evaluacion mas apropiada de
los biomarcadores de lesién renal de la exposicion a EPT. En nuestro estudio, los
modelos en general muestran una mejor relacion entre los EPT y los biomarcadores
de dafio renal temprano sin normalizar y/o ajustar, encontrando similitudes con la
covariable densidad urinaria a diferencia con los modelos ajustando con uCre que en
el modelo muestra relacion significativa si lo incorporamos como variable
independiente. Cabe mencionar que la densidad urinaria esta relacionada con la
disminucién de la TFGe (Malaki, 2017), por lo que se consideran modelos a discutir
aguellos modelos sin incorporar la densidad y/o uCre.

Los modelos aplicados de regresion lineal multiple robusta nos proporcionan la
magnitud del efecto entre los biomarcadores y los EPT urinarios, Ademas que al
realizar el andlisis de regresion lineal multiple mediante cuartiles nos proporcioné
informacion sobre la tendencia de los coeficientes en cada modelo y regresién lineal
politbmica permite explorar los factores de riesgo o de proteccion, analizar
interacciones, y que permite elegir alguna de las categorias como referencia
(Biesheuvel et al., 2008; Yu et al.,2019).

Independientemente del tipo de modelo y el biomarcador, en general se presentaron
ambos tipos de asociaciones positivas y negativas con los siguientes elementos: AsT,
Li, Mo, Cu, B, Se, Zn, Cs, F y Ba.

En general, el tipo de relacion presentada en los modelos (tabla 21) es consistente: los
modelos de regresién lineal multiple robusta para la TFGe y las concentraciones de
EPT urinarias presentan una relacion positiva son con AsT, | y Li; para AsT y | es
respaldada por la relacion protectora presentada en Q4 en los modelos lineal y no
lineal categorizada por cuartiles. En el caso de Li, no es muy claro, aparentemente
presenta inconsistencia en el resultado puesto que en el modelo lineal presenta una
relacion positiva, un comportamiento de hiperfiltracion, sin embargo, en los modelos
por cuartiles (lineal y logistico) el Li presenta relacion de riesgo en el Q2 vs Q1, aunque
la tendencia de los coeficientes B es positiva (rho=0.62, no significativa) y las

relaciones en el resto de los Q tiende a ser protectora. La relacién negativa bajo el
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analisis de regresion lineal multiple robusta es con el Cu y Se negativa (p<0.05); en
los modelos que se encuentran categorizados por cuartiles, aunque los coeficientes se
presentan relaciones negativas no son significativos, y de la misma manera, aunque
presentan relaciones de riesgo dejan de ser significativas. Aunque para el Cs (tabla
ANX 4) se encuentre relacionado de manera no significativa, la asociacibn mejoré
categorizada por cuartiles considerando los modelos lineal y no lineal ajustados.

En modelo regresion lineal multiple robusta para NGAL la relacion es negativa con los
EPT como Li, B, y Se (p<0.1). Siendo positiva la relacién con Cu (p<0.05). La relacion
es consistente para Li puesto que mediante la regresion lineal multiple la relacion en
el biomarcador NGAL protectora de Q4 vs Q1, y en Se que tiene una asociacion
negativa en los percentiles mas altos comparado con Q1. Donde se presenta la
inconsistencia es para AsT dado que no queda clara la asociacion si es protectora o
de riesgo. Otros elementos que salen a relucir en la asociacion negativa es el Mo, F-
y Cs, y positiva en el caso de Ba en el Q4 comparado con Q1. NGAL es el biomarcador
gue se relaciona con porcentaje de explicabilidad mayor que TFGe y Cis-C y que se
asocia con mas EPT urinarios en nuestro estudio, se ha demostrado que NGAL en
orina es un biomarcador temprano de progresion de LRA y ERC tanto en poblacion
adulta como en nifios (Bolignano et al., 2009).

En el caso de Cis-C es evidente la relacion inversa entre Cu y Zn en las cuales Cu
muestra una relacién positiva (p<0.05), y negativa o protectora en Zn (p<0.01) en el
modelo de regresién lineal maltiple robusta. En el analisis de regresion lineal multiple
con los cuartiles se observa que el F- y Cs tienen una relacién positiva con Cis-C;
ademas se asocia con Al en el Q3 versus Q1, la asociacion negativa se presenta con
AsT y Se en los Q3 y Q4 respectivamente comparado con Q1. Sin embargo, los
modelos por cuartiles (lineal y logistico) para Cis-C también presenta incongruencia al
presentar la asociacién con Cu que no queda claro si Cu contribuye al aumento del
biomarcador o en realidad es la comparacion del primer cuartil como base que da como
resultado una relacion negativa.

Las relaciones presentadas mediante modelos de regresion multiple son en sentido
positivo y negativo a su vez, es interesante que el Cu presente comportamientos como

un nefrotéxico en los participantes de este estudio; disminucion en promedio de la
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TFGe, y aumento en las concentraciones de los biomarcadores de dafio renal
temprano. EI Cu es un elemento esencial de varias metaloenzimas metabdlicas,
incluidas las oxidasas, el superoxido dismutasa- Cu/Zn (SOD-Cu/Zn). Aunque la
deficiencia de Cu es poco frecuente en humanos puede ocurrir como resultado de
desnutricion, sobredosis de Mo o Zn. Las manifestaciones clinicas dadas por la
deficiencia y/o el aumento de las concentraciones de Cu conllevan a enfermedades
como Menkes y Wilson (Klaassen, 2013). En estudios experimentales en rata con
exposiciones a sulfato de Cu, el Cu se acumula en el rifibn y que ademas juega un
papel importante en la funcion renal (Yang et al., 2019).

Existen pocos estudios epidemiologicos que investiguen sobre la relacién del Cu con
la funcién renal. Sin embargo, estudios como el de Kung et al (2018) realizaron
asociaciones en sujetos con diferentes estadios de ERC en Taiwan, sus resultados
mostraron que en las etapas mas altas de ERC esta asociado con mayores
concentraciones séricas de fosforo, y Cu y con una disminucién de Zn. Lo que sugiere
que la disminucion de los niveles de Zn, y los niveles elevados de fésforo y Cu
aumentan el estrés oxidante y las complicaciones en pacientes con ERC. La TFGe se
ha relacionado con enfermedades glomerulares en nifios (Gao, et al., 2011). En otro
estudio, se encontré asociacion en el cuartil mas alto con 3.70 [1.92-7.14] veces el
riesgo de presentar una TFGe anormal esto en una poblacion adulta, en China (Yang
et al., 2019). Aunque también tendriamos que considerar que la exposicién a Cu limita
el crecimiento bacteriano dentro del tracto urinario, es decir el Cu son modulados para
defensa contra ITU (Hyre et al., 2017).

En cuanto a los estudios que reportan relaciones con la TFGe y los metales se
encuentran como el de Jin et al., (2018) que en una cohorte del NHANES en el 2003-
2012 encontraron que elementos como el Cs y Ba se relacionan con la TFGe con
modelos no lineales, mientras que AsT, Co y Mo se asocian linealmente y mediante
estos modelos encontraron relaciones positivas en AsT, Ba y Cs urinarios con un
media de 9.66 ug/L, 1.05 ug/L, 4.05 ug/L. En poblacién infantil, Cardenas-Gonzalez et
al., (2016) no encontraron relacién significativa entre la la TFGe y concentracion de
AsT. No obstante, Weidemann et al., (2015) relacionaron la concentracion de AsT y la

funcién renal en adolescentes y adultos jovenes en un estudio transversal de NHANES
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(2009-2012), donde la TFGe aumenta en promedio 4 mL/min/1.73m? por cada pug/L de
aumento de AsT en un modelo ajustado. Una posible explicacion es que conforme
aumentan las concentraciones de AsT refleja una mayor filtracion renal, no estamos
considerando el término hiperfiltracién ni un evento de causalidad reversa, porque
podria estar influyendo la exposicion de As (organico e inorganico), la concentracién
urinaria de AsT, factores de nutricion y la capacidad de metilacion del As inorganico
(Peters et al., 2014).

Mediante la técnica multielementos por ICP-MS fue posible obtener un perfil de EPT
urinarios dentro de los que conocemos nefrotdxicos como el As, Pb, Liy F-. Estudios
experimentales en ratas como el de Prozialeck et al. (2016) encontraron que en las
primeras etapas de nefrotoxicidad por un nefrotéxico como el Cd estan asociadas con
alteraciones urinarias (poliuria y proteinuria) y en alteracion de las concentraciones de
Cu, Se, Zny Fe en tejido renal. En un estudio poblacional de Skroder et al., (2015) en
nifos se mostrd relacion protectora del Se respecto a la exposiciéon a Cd, As y la
funcién renal, cabe mencionar que la media TFGe fue de 92 mL/min/1.73m?y que las
concentraciones urinarias de Se fueron de 13 pg/L, considerado una concentracion
adecuada en niflos de acuerdo con Hays et al., (2014). En el presente estudio la media
urinaria de Se fue mayor, de 87 ug/L y en la regresion lineal multivariada categorizada
observamos que, aunque existe relacion no significativa el coeficiente B presenta
correlacion negativa, esto significa que posiblemente exista un umbral protector a
concentraciones urinarias mayores a 10ug/L establecidas o sugeridas de
requerimiento, sugiriendo que a medida que aumenta la concentracion de Se presenta
un efecto negativo sobre la TFGe. Sin embargo, en un estudio en animales, de
Camargo et al., (2001) demostraron que la administracion oral de selenito de sodio
previa a la exposicion de cisplatino no evita el deterioro de la funcién renal, pero si
protege de la lesion tubular proximal temprana, sin incrementos en la actividad de N-
acetil- beta-D-glucosaminidasa (NAG) comparado con el grupo control. En el presente
estudio las concentraciones de NGAL y Cis-C presentan asociacién negativa con Se
independiente del modelo, lo cual representa un factor protector del Se en el dafio
tubular. Sobre el Se los comentarios que resaltamos son: es un elemento esencial que

desempefia un papel importante en la salud animal y humana, sus efectos estan
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mediados por medio de las selenoproteinas regulando procesos de defensa
antioxidante, en la respuesta inmune y en la regulacion de la hormona tiroidea. La
principal fuente de exposicion a Se es la dieta y segundo el polvo o suelo; si bien el Se
es un elemento esencial debe ser monitoreado tanto la deficiencia como el exceso de
este elemento ya que su margen de seguridad como antioxidante es estrecho
(Kieliszek & Bfa 2016).

El Li es otro de los elementos que tuvo relacion tanto con la TFGe y con NGAL urinario,
Su exposicion esta relacionada con tratamientos neurolégicos como la depresion y el
trastorno bipolar, los tres 6rganos en los cuales el Li presenta efectos negativos son:
la glandula de tiroides, la glandula paratiroidea y los rifiones (WHO,1996; Mehri, 2020).
Como discutimos con anterioridad que la posible fuente de exposicion sobre el Li es el
agua de bebida, pero los estudios de los cuales se conoce la nefrotoxicidad del Li estan
basados en tratamientos neuroldgicos y no entorno a una problematica ambiental. La
nefrotoxicidad inducida por el Li parece ser una enfermedad lentamente progresiva
porque el periodo de latencia promedio desde el inicio hasta de ERC en fase terminal
es de 20 afos (Davis et al., 2018). La diabetes insipida nefrogénica, identificada por
poliuria y/o la disminucién de la capacidad de concentracion urinaria, esta asociada
con la exposicion de Li. La toxicidad por Li se caracteriza por un aumento de la diuresis
de agua y sodio, que puede provocar deshidratacién leve, acidosis metabdlica
(Grunfeld & Rossier, 2009). Otro de los efectos que presenta la exposicién crénica a
Li es el desarrollo de fibrosis intersticial a mayores concentraciones de Li dentro de la
célula (Davis et al., 2018). Rybakowski et al., (2013) evalué la funcién y dafio renal en
pacientes bajo tratamiento con Li asociando la disminucion de la TFGe y el aumento
en las concentraciones seéricas de NGAL presentando una relacion significativa. En
nuestro estudio necesitamos considerar que la exposicién es temprana, aunque dar
seguimiento al monitoreo urinario de Li en la poblacion o la busqueda de las fuentes
asociadas a los niveles urinarios, también podriamos considerar las interacciones que
tiene el Li con B y | que exacerban los efectos Igra et al. (2016).

Sobre el biomarcador Cis-C y su relacién con EPT como el F urinario, se ha observado
en estudios en poblacién mexicana como los de Jiménez-Cordova en poblacién adulta

(2018) y en poblacion infantil (2019) el biomarcador Cis-C urinario asociacion con el F

59



siendo positiva para la poblacion adulta (8=0.022 p<0.001), y negativa para la
poblacion infantil (8=-8.5 p<0.043). Retomando que Cis-C es un biomarcador
funcional, que se observa en mayor concentracion cuando esta presente el dafio renal,
con cambios en la funcién glomerular. También en diversos estudios se ha observado
gue a mayor concentracion se asocia con ERC, por lo que la TFGe disminuida podria

explicar la orientacion de la asociacion de este biomarcador.

Fortalezas y Limitaciones

Es el primer estudio piloto que relaciona elementos traza, y de manera particular el
interés por los EPT y los biomarcadores de dafio renal en poblacion infantil en la
ZMVM. Ademds, que elementos como Li y B no se han reportado para poblacion
infantil.

Este estudio permitira sentar las bases para un estudio mas amplio sobre ERC en la
ZMVM.

Las limitaciones en nuestro estudio son las inherentes a un estudio epidemioldgico de
tipo transversal que esté restringido a establecer causalidad entre la exposicion y el
efecto.

Otra de las limitaciones del estudio, consideramos a los residentes de la ZMVM
considerando la colonia, y estado bajo cuestionario no se inform6 sobre el tiempo de

residencia en la ZMVM.

No se evaluaron marcadores de dafio cardiovascular-renal como

albuminuria/creatinina y otros biomarcadores de dafio tempranos.

La determinacion multiple de biomarcadores con diferente LD limita la posibilidad de
cuantificar biomarcadores como KIM-1 en muestras de infantes y se requiere otro tipo

de método de analisis.

El tamafio de muestra fue limitado, y no representa la exposicion a EPT en una
poblacién de millones de personas de una zona metropolitana grande, y el estudio

estuvo orientado a evaluar la hipertension y no para evaluar la funcion renal.
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Conclusiones

Se cuantificaron 14 EPT en el 75 al 100% de las muestras de orina de los
participantes.

Las concentraciones urinarias de arsénico total, aluminio, plomo, litio y boro
sobrepasaron los valores de referencia y de BE, en mas del 50% de los
participantes. Mientras que las concentraciones urinarias de bario y cobalto se
encontraron dentro de los valores de referencia urinarios en todas las muestras.
En la valoracion clinica se encontro que el 4.2% de los participantes presentd
proteinuria; en el 9.35% hubo presencia de eritrocitos en la orina considerando
el mayor porcentaje en nifias; y la presencia de leucocitos en el 37.4%.

En el 39% de la poblacion estudiada presentdé una TFGe menor a la
recomendada para la poblacién infantil (<75 ml/min/1.73m?).
Independientemente del modelo utilizado, el biomarcador NGAL present6
mayor relacion con diferentes EPT urinarios, lo que lo hace un buen
biomarcador en la poblacién de estudio.

En la evaluacion de los biomarcadores de dafio renal temprano: KIM-1 fue
cuantificado sélo en el 12% de la poblacién a diferencia de los niveles de NGAL
en el 92% y Cis-C en el 100% de la poblacién estudiada lo que sugieren dafio
tubular.

Conforme al modelo de regresion lineal multiple robusta presentados para cada
biomarcador y la TFGe, la concentracion del Cu urinario sugiere un
comportamiento nefrotoxico para la poblacién de estudio.

Las relaciones observadas entre las concentraciones de EPT y los marcadores
de funcion renal muestran relaciones de menor y de mayor riesgo dependiendo

de las concentraciones de los EPT.
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Perspectivas

Identificar las posibles fuentes de exposicion a EPT con apoyo de monitoreos
ambientales o bien con la relacion de informacion mas detallada. De igual
manera dar seguimiento al biomonitoreo eventual a la poblacion infantil de la
ZMVM.

Realizar la especiacion de arsenicales urinarios en los participantes con
concentraciones urinarias de AsT mayores a 15 ug/L.

Incluir otros biomarcadores de funcion renal en muestras como la
microalbuminuria, en la valoracién clinica de los nifios y adolescentes.
Considerar la determinacion de KIM-1 urinario en muestras sin diluir o el uso de
otras alternativas de cuantificacion como ELISA, Bio-Rad ® o Bio-Plex ®.
Considerar otros biomarcadores urinarios y séricos relacionados con
transportadores, proteinas de unién a metales.

Dar seguimiento a la poblacién estudiada ya que la informacion adquirida de
biomarcadores de dafio renal temprano y los EPT urinarios permitira monitorear
cambios futuros, considerar en estudios posteriores la relacién con la presion
arterial, biomarcadores de dafio cardiovascular, pulmonar, de metabolismo
0seo o0 aquellos asociados al desarrollo sexual, ademas de la relacion con el

estado nutricional y de crecimiento de la poblacion infantil de la ZMVM.
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8 Anexo

Tabla ANX 1. Antecedentes perinatales y dieta de los participantes.

Caracteristicas n %
Prematuros

Si 25 11.6
Bajo peso al nacer

assi 20 9.26
Dieta

Vasos de agua/diario (mediana, RIQ) 4  (3-7)
Bebidas endulzadas/diario (mediana, RIQ) 1 (1-2)
Carne/semanal (mediana, RIQ) 2 (2-3)
Verdura/semanal (mediana, RIQ) 5 (3-7)

Tabla ANX 2. Porcentaje de familiares con enfermedades relacionadas con ERC.

Variable n %
Diabetes

Padre 15 8.52
Madre 6 3.73
Abuelos 121 66.5
Hipertension

Padre 14 8.38
Madre 12 6.28
Abuelos 121 66.5
Enfermedad renal

Padre 2 1.20
Madre 1 0.63
Abuelos 15 8.24
Cancer

Padre 2 1.20
Madre 5 3.09

Abuelos 43 23.6




Tabla ANX 3. Tipo de agua para consumo, habitos tabaquicos de los padre y exposicién ambiental.

Variable

Agua para cocinar
Embotellada

De la llave

Agua para tomar
Embotellada

De la llave

Habitos tabaquicos de padres
Padre

Madre

Exposicion ambiental
Insecticida

Trastes de barro vidriado
Viven cerca de fabrica
Viven cerca de un rio

n

158
42

192
16

52
31

109
47
20
22

%

74.18
19.72

90.14
7.5

30.06
19.00

50.7
21.8
9.3

10.3
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Tabla ANX 4. Modelos de regresién lineal mdltiple robusta de los niveles de TFGe (mL/min/1.73m?) considerando la normalizacion de

la variable predictora con creatinina y densidad urinaria.

Sin normalizar

Normalizado con

ormalizado con densidad

creatinina urinaria urinaria
Variable predictora | n B p % R2 B p R2 B p % R2
Litio, pug/L 0.01 0.075 0.04 <0.001 0.26 0.258
sexo (femenino) 212 6.06 <0.001 10.51 5.89 <0.001 | 14.24 6.02 <0.001 9.78
edad (adolescentes) 3.89 0.03 5.33 0.004 3.92 0.030
Arsénico total pg/L 0.08 0.101 0.09 0.053 0.07 0.079
sexo (femenino) 5.73 <0.001 5.78 <0.001 5.66 0.001
edad (adolescentes) 212 4.80 0.006 14.84 5.43 0.002 15.27 4.61 0.008 14.74
Z-score estatura 2.84 <0.001 2.96 <0.001 2.81 <0.001
Cobre, ug/L -0.04 <0.001 -0.04 0.148 -0.047 <0.001
sexo (femenino) 4.62 0.012 4.61 0.013 4.681 0.011
edad (adolescentes) 170 4,21 0.040 12.1 4.04 0.05 111 4,144 0.045 11.96
Z-score estatura 2.45 0.001 2.50 0.001 2.400 0.002
Selenio, pg/L -0.04 0.032 0.002 0.904 -0.004 0.718
sexo (femenino) 5.78 <0.001 5.779 | <0.001 5.920 <0.001
edad (adolescentes) | 20 | 4.79 0006 | 19 5301 [ 0004 | 3 [ 5142 | 0.004 14.08
Z-score estatura 3.18 <0.001 2.963 <0.001 2.905 <0.001
Yodo, pg/L 0.008 0.008 0.008 0.066 0.010 0.006
nusr;]azﬁ)o(l(‘jeemveeryg(s))de 206 6.514 <0.001 13.96 6.339 | <0.001 12.66 5.192 0.002 19.94
consumo de carne -1.056 0.038 -1.150 0.022 4562 0.008
Cesio, ug/L -0.37 0.105 -0.033 0.872 0.02 0.671
nuzf;}zcrgrgee\s/;a;g;ade 206 2.74 <0.001 10.32 2.660 0.001 916 2.66 0.001 10.49
-1.71 0.001 -1.69 0.001 -1.69 <0.001
consumo de carne
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Tabla ANX 5. Modelos de regresion lineal multiple de las concentraciones urinarias de NGAL (ng/mL) en la poblacion de estudio
considerando la dilucion mediante el ajuste de la variable predictora con creatinina y densidad urinaria.

sin ajustar ajuste con creatinina urinaria ajuste con densidad urinaria

o [0 m | e w8 | e we| | | wm
Litio. pg/L -0.01 0.064 -0.03 0.040 -0.02 0.071
con proteinuria 22.98 0.085 19.55 0.078 21.98 0.084

con leucocitos 197 6.77 0.011 15.28 5.90 0.007 2181 7.32 0.012 18.01
ajuste - - 6.63 0.068 440.28 0.177
Fluoruro. mg/L -3.89 0.150 -8.66 0.077 -8.74 0.115
trazas 197 11.35 0.036 10.85 0.035 11.63 0.028

proteinuria 24.53 0.062 21.76 20.45 0.048 27.77 22.77 0.058 25.19
con leucocitos 5.78 0.013 5.34 0.008 6.78 0.016
ajuste - - - 6.66 0.081 553.62 0.158
Boro, pg/L -0.0007 0.036 -0.002 0.041 -0.001 0.071

Con leucocitos 197 7.01 0.011 14.94 6.53 0.007 2013 7.66 0.013 16.99
proteinuria 22.57 0.091 19.15 0.093 21.39 0.097
ajuste - - 5.68 0.082 368.53 0.2115
Cobre. pg/L 0.02 0 0.009 0.397 0.01 0.064
con proteinas 5.56 0.037 5.133 0.033 5.97 0.041

con leucocitos 159 14.10 0.015 16.64 12.602 0.009 21.44 13.83 0.012 18.17
ajuste - - 5.415 0.118 308.13 0.257
Selenio. pg/L -0.02 0.097 -0.06 0.011 -0.04 0.02
con leucocitos 5.76 0.025 4.81 0.021 6.30 0.024

, 195 7.18 16.04 10.73
sexo (femenino) 4.44 0.001 5.35 0.003 5.33 0.003
ajuste - - 7.37 0.058 481.84 0.118
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Tabla ANX 6. Modelos de regresion lineal multiple de las concentraciones urinarias de Cis-C (ng/mL) en la poblacién de estudio,
considerando la dilucion mediante el ajuste de la variable predictora con creatinina y densidad urinaria.

sin ajustar ajuste con creatinina urinaria ajuste con densidad urinaria
Variable B p % R2 B D % R2 B p %R2
predictora n
Fluoruro, mg/L 24 0.156 2.2 0.077 2.1 0.282
Z-score-imc -1.1 0.013 -1.1 0.035 -1.1 0.013
proteinuria 211130 0.151 4.2 2.7 0.048 4.2t 2.8 0.186 4.28
ajuste - - 0.4 0.008 49.0 0.669
Cobre. pg/L 0.04 <0.001 0.04 <0.001 0.04 <0.001
z-score-IMC -1.09 0.068 -1.12 0.06 -1.09 0.068
proteinuria 169 | 3.65 0.065 10.77 2.83 0.189 12.84 3.38 0.118 12.2
pH 3.18 0.047 3.89 0.021 3.75 0.037
ajuste - - 2.17 0.026 182.64 0.200
Zinc. ug/L -0.004 | 0.062 -0.007 0.004 -0.006 0.005
z—score—IMC 210 -1.087 | 0.026 507 -1.040 0.031 715 -1.045 0.03 791
con proteinas 4.224 | 0.013 3.950 0.019 4.342 0.01
ajuste - - 2.701 0.019 266.116 0.017

Tabla ANX 7. Modelos de regresion lineal multiple de las concentraciones de KIM-1 urinario (pg/mL) en la poblacién de estudio
considerando la dilucion mediante el ajuste con creatinina y la densidad urinaria.

Sin ajustar Ajuste con creatinina urinaria Ajuste con densidad urinaria
Variable B p % R2 B p % R2 B p % R2
predictora n
Cobre. pg/L 2.03 <0.001 2.03 <0.001 2.06 <0.001
Sexo (femenino) | 21 112.28 0.101 75.80 112.70 0.121 74.38 102.00 0.217 |74.47
Ajuste - - 1.57 0.981 -1282.68 0.815
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Tabla ANX 8. Analisis de regresion logistica poliatdbmica de la concentracion de NGAL y los

EPT urinarios de la poblacién de estudio.

Modelo 1 Modelo 2
NERL gl | == Sin ajustar Ajustado sexo, presencia de proteinas

Q EPT OR (95% CI) p OR (95% CI) p

Q1 0 (referencia) - 0 (referencia) -

Q2 Ba 1.38(0.92-2.07 0.114 1.33(0.88-2.02) 0.17
Q3 1.70(1.09-2.65) 0.02 1.68(1.06-2.66) 0.03
Q4 1.12(0.73-1.71) 0.587 1.01(0.62-1.62) 0.97
Q1 0 (referencia) - 0 (referencia) -

Q2 E. 0.56(0.39-0.80) 0.00 0.56(0.39-0.83) 0.00
Q3 0.70(0.48-1.00) 0.05 0.72(0.49-1.05) 0.09
Q4 0.86(0.60-1.24) 0.45 0.86(0.57-1.29) 0.47
Q1 0 (referencia) - 0 (referencia) -

Q2 L 0.92(0.65-1.30) 0.64 0.91(0.63-1.29) 0.59
Q3 0.66(0.46-0.95) 0.03 0.66(0.46-0.96) 0.03
Q4 0.70(0.49-1.01) 0.06 0.66(0.43-0.99) 0.04
Q1 0 (referencia) - 0 (referencia) -

Q2 Cs 0.89(0.63-1.27) 0.52 0.91(0.63-1.30) 0.60
Q3 0.64(0.45-0.93) 0.02 0.66(0.43-0.97) 0.03
Q4 0.99(0.70-1.41) 0.98 0.99(0.66-1.48) 0.98
Q1 0 (referencia) - 0 (referencia) -

Q2 Cu 0.95(0.63-1.40) 0.79 0.94(0.63-1.41) 0.78
Q3 0.60(0.39-0.93) 0.03 0.57(0.36-0.91) 0.02
Q4 0.75(0.51-1.11) 0.16 0.64(0.41-1.00) 0.05
Q1 0 (referencia) - 0 (referencia) -

Q2 AST 0.66(0.45-0.94) 0.02 0.66(0.48-0.96) 0.03
Q3 0.63(0.43-0.92) 0.02 0.64(0.44-0.94) 0.02
Q4 0.98(0.68-1.40) 0.91 1.03(0.69-1.56) 0.87
Q1 0 (referencia) - 0 (referencia) -

Q2 Se 0.76(0.53-1.09) 0.15 0.75(0.52-1.09) 0.14
Q3 0.54(0.37-0.80) 0.00 0.53(0.36-0.79) 0.00
Q4 0.56(0.38-0.82) 0.00 0.56(0.37-0.85) 0.01
Q1 0 (referencia) - 0 (referencia) -

Q2 Mo 0.76(0.54-1.09) 0.15 0.83(0.58-1.19) 0.32
Q3 0.53(0.37-0.79) 0.00 0.58(0.39-0.86) 0.01
Q4 0.91(0.64-1.31) 0.63 1.00(0.67-1.52) 0.96
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