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RESUMEN

Antecedentes: La nutricibn es un factor importante pero sobre todo
modificable en el desarrollo de la masa 6sea. Los seres humanos requerimos
cierta cantidad de nutrientes esenciales, como la vitamina D, el calcio y el fosforo
para el desarrollo correcto del hueso. Sin vitamina D el cuerpo es incapaz de
absorber adecuadamente el calcio y fésforo proveniente de la dieta. Estudios
recientes han demostrado elevada prevalencia de insuficiencia y deficiencia de
vitamina D a nivel mundial. El riidn es el sitio principal donde se sintetiza la forma
activa de la vitamina D, un dafio renal puede repercutir en la sintesis de esta.
Aunado a esto México es un pais con un alto grado de exposicion a fluor y
arsénico a través del agua de consumo, elementos a los cuales se les ha
relacionado con dafio renal, disminucion en las habilidades cognitivas, fluorosis

dental y esquelética, hipertension arterial, entre muchos otros.

Objetivo: Analizar la asociacion entre vitamina D y densidad mineral ésea
en poblacion infantil expuesta a altas concentraciones de flior y arsénico a través

del agua de consumo en La Reforma, Salinas de Hidalgo, S.L.P.

Metodologia: Se realiz6 un estudio transversal con 49 individuos de entre 7
y 14 afos de edad pertenecientes a la Reforma y se evaluaron concentraciones
séricas de 25 hidroxivitamina D y 1,25 dihidroxivitamina D, y niveles en orina de
biomarcadores tempranos de lesion renal (GGT, KIM-1, CysC y NGAL), calcio,

fosfato, creatina, fluor y arsénico.

Resultados: El 42.86% de la poblaciéon presento6 insuficiencia de vitamina
D, mientras el 2.04% presento deficiencia moderada. Niveles de 1,25
dihidroxivitamina D se encontraron normales en el 95.92% y elevados en el 4.02%
de la poblacion. Niveles de 25 hidroxivitamina y 1,25 dihidroxivitamina se
encontraron asociados con densidad mineral 6sea (p<0.05). Se encontré6 una
asociacion significativa inversa entre 25 hidroxivitamina D con IMC (r=-0.28,

p<0.05). Concentraciones de flior y arsénico en orina se encontraron por encima



del IBE en el 94% y 33% de la poblacidén, respectivamente. Se observdé una
asociacion significativa negativa entre NGAL con flGor y arsénico, mas no con
otros biomarcadores tempranos de dafo renal. Concentraciones de fosfato en
orina se encontraron elevados en mas del 50% de la poblacion, y éste se encontrd
asociado con fluor (r=0.39, p<0.01) y densidad minera 6sea lumbar (r=-0.35,

p<0.05) de manera significativa.

Conclusion: La densidad mineral ésea se encontré asociada a niveles de
vitamina D en poblacion infantil expuesta a flior y arsénico a través del agua de

consumao.

Palabras Clave: Vitamina D, Densidad Mineral Osea. Fllor, Arsénico,

Biomarcadores Renales.

ABSTRACT

Background: Nutrition is an important and modifiable factor in the
development of bone mass. Humans require some essential nutrients, such as
vitamin D, calcium and phosphorus for the proper development of the bone.
Without vitamin D the body is unable to adequately absorb calcium and
phosphorus from the diet. Recent evidence has shown high prevalence of vitamin
D insufficiency and deficiency worldwide. The kidney is the main site where the
active form of vitamin D is synthesized; kidney damage can affect the synthesis of
this. In addition to this, Mexico is a country with a high degree of exposure to
fluoride and arsenic through drinking water, toxic elements which have been
related to kidney damage, decreased cognitive abilities, dental and skeletal

fluorosis, hypertension, among many others.

Objective: To analyze the association between vitamin D and bone mineral
density in children exposed to high levels of fluoride and arsenic through drinking

water in La Reforma, Salinas de Hidalgo, S.L.P.



Methods: A cross sectional study of 49 individuals between 7 and 14 years
old was conducted in La Reforma. Serum concentrations of 25 hydroxyvitamin D
and 1,25 dihydroxyvitamin D as well as urine levels of early biomarkers of kidney
injury (GGT, KIM-1, CysC and NGAL), calcium, phosphate, creatinine, fluoride and

arsenic were evaluated.

Results: 42.6% of the subjects had insufficiency of 25 hydroxyvitamin D and
2.04% moderate deficiency. Levels of 1,25 dihydroxyvitamin D were found normal
in the 95.92% of the subjects and elevated in the 4.02%. Levels of 25
hydroxyvitamin D and 1,25 dihydroxyvitamin D were significantly associated with
bone mineral density (p<0.05). A significant inverse association was found
between 25 hydroxyvitamin D with BMI (r=-0.28, p<0.05). Concentrations of
fluoride and arsenic in urine were found above the BEI in 94% and 33% of the
subjects, respectively. A negative association between NGAL with fluoride and
arsenic was observed. Phosphate levels were found increased in above the half
percent in the subjects, and was significantly associated with fluoride (r=0.39,

p<0.01) and lumbar bone mineral density (r=-0.35, p<0.05).

Conclusions: Bone mineral density is associated with vitamin D levels in

children exposed to fluoride and arsenic through drinking water.

Key Words: Vitamin D, Bone Mineral Density, Fluoride, Arsenic, Renal

Biomarkers
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INTRODUCCION

El desarrollo de la masa 6sea ocurre de manera principal durante la infancia
y la adolescencia, y su correcta consecucion hasta la edad adulta depende de
multiples factores, entre los que destacan la nutricibn como uno de los mas
importantes. La ingesta adecuada de nutrientes como el calcio, el fésforo y la
vitamina D es esencial para el desarrollo estructural y funcional del hueso, siendo

la vitamina D la reguladora de los dos primeros (Suarez Cortina et al., 2011).

En la actualidad, existe una gran prevalencia de insuficiencia de vitamina D
en poblacion infantil alrededor del mundo, en México la prevalencia de
insuficiencia y deficiencia de vitamina D en nifios de 6 a 12 afos de edad es del

18% y 10% respectivamente (Flores et al., 2006)

A la insuficiencia y deficiencia de vitamina D se le ha asociado con efectos
adversos para la salud, como raquitismo, osteomalacia, sarcopenia, retardo de
crecimiento, hipocalcemia, enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus,
cancer (colon, préstata, pecho), enfermedades infecciosas y autoinmunes, entre

otros (Ariganjoye, 2017).

Entre las principales causas que pueden provocar una deficiencia de
vitamina D se encuentra una ingesta o sintesis inadecuada de esta (Holick, 2007);
un dafio a nivel renal, sitio principal donde se genera la forma activa de la vitamina
D, puede repercutir en la sintesis correcta de vitamina D y disminuirla

progresivamente (Dusso, 2011).

Aunado a esto, en México cerca del 75% de la poblacion es suministrada
con agua subterranea, la cual suele encontrarse altamente contaminada con fluor
y arsénico (Armienta & Segovia, 2008), la exposicion aguda o crénica a éstos
elementos puede resultar perjudicial para el rifidén (Santoyo-Sanchez, del Carmen
Silva-Lucero, Arreola-Mendoza, & Barbier, 2013; Weidemann, Weaver, &
Fadrowski, 2016).
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La exposicion a contaminantes ambientales en etapas tempranas de la vida
no solamente se encuentra asociada con enfermedades durante la nifiez, sino

puede tener efectos irreversibles para la salud durante la adultez (Barker, 2004).

ANTECEDENTES

El presente estudio continla con la linea de investigacion la cual se ha
venido trabajando por Mejia y colaboradores (2015) en la poblacion de La
Reforma, Salinas de Hidalgo, San Luis Potosi.

De acuerdo al contexto de que en México se han reportado concentraciones
superiores al limite permisible establecido por la NOM-127-SSA1-1994 (SSA,
2002) en aguas subterrdneas de fldor (1.5 mg/L) en los estados de
Aguascalientes, Chihuahua, Durango, Estado de México, Guanajuato, Jalisco, San
Luis Potosi, Sonora y Zacatecas; y de arsénico (0.025 mg/L) en Coahuila,
Chihuahua, Durango, Hidalgo y San Luis Potosi (Vega, 2002); y la exposicién
cronica a fluoruro se ha asociado a fluorosis dental, fluorosis esquelética, fluorosis
esquelética y efectos adversos en tejidos blandos (higado, rifidn, cerebro, entre
otros) (ATSDR, 2003); mientras que se ha encontrado evidencia que la exposicion
cronica a arsénico tiene efectos adversos en la piel, vejiga, rifién, higado,
pulmones, cerebro, entre muchos otros (ATSDR, 2016), se procedié a caracterizar

los niveles de flior y arsénico en el agua suministrada de La Reforma.

Se registro la presencia de un alto grado de exposicion a fldor (4.3 mg/L) y
arsenico (0.0499 mg/L) a través del agua de consumo (Jarquin-Yafez et al.,
2015), los niveles encontrados sobrepasaron los limites permisibles establecidos
(flaor, 1.5 mg/L; arsénico, 0.025 mg/L) por la NOM-127-SSA1-1994 (SSA, 2002)

Por consiguiente a que la poblacion infantil tiene mayor vulnerabilidad a los
riesgos ambientales debido a que sus Organos y sistemas adn se encuentran
inmaduros (OMS, 2006) se procedié a trabajar con esta poblacién. Dentro de los

principales hallazgos reportados en la poblacion de estudio, que consistié de nifios

12



y nifias entre 6 a 15 afios de edad, se encontré capacidad intelectual disminuida;
asi como prevalencia de 100% de fluorosis dental y presencia del polimorfismo rs
412777 en el gen COL1A2 relacionado con la fluorosis dental (Jarquin-Yéafiez &
Mejia-Saavedra, 2017).

A raiz de los resultados obtenidos que indicaban un elevado grado de
exposiciéon a fldor a través del agua de consumo y 100% de prevalencia de
fluorosis dental, se procedié a evaluar cantidad de masa 6sea en la poblacién,
esperando a que esta se encontrara elevada debido a que el flior se caracteriza
por incrementar la densidad mineral ésea. Los resultados reportaron lo contrario a
lo esperado, se encontré incidencia de densidad mineral ésea por debajo de lo
esperado para la edad en el 30.83% de la poblacion en zona lumbar y el 10.83%

en cadera.

Estos resultados llevaron al planteamiento del problema si es que la
densidad mineral 0sea se encuentra asociada a niveles de vitamina D en
poblacién infantil expuesta a flior y arsénico a través del agua de consumo, tema
que prosigue con la linea de investigacién para la determinacion de una posible

explicacion sobre la masa 6sea disminuida en un porcentaje de la poblacion.

MARCO CONCEPTUAL

TEJIDO OSEO

El hueso esta compuesto de un 70% de minerales y un 30% de
componentes organicos. La hidroxiapatita, que consiste principalmente en calcio y
fosforo, representa el 95% del contenido mineral; mientras que la matriz, que es
predominantemente colageno tipo |, constituye el 98% del componente organico,
(Cimaz & Ward, 2016). La hidroxiapatita le confiere al hueso su dureza
caracteristica, mientras el colageno le provee determinada elasticidad (Garcia &
Reyes, 2006). Al contenido total de minerales (hidroxiapatita) que contiene cierto
volumen de hueso se le denomina Densidad Mineral Osea (DMO) (NIH, s/f; Yeste,

Del Rio, Gussinyé, & Carrascosa, 1997).

13



Desarrollo del tejido 6seo: Modelado y remodelado

El hueso se encuentra en un recambio continuo, en el cual participan
principalmente dos tipos de células, los osteoblastos y los osteoclastos. Los
primeros son responsables de la formacién 6ésea mientras que los segundos se
encargan de la resorcion (Van der Sluis, 2001 & Mundy, 1999 citado en
Hernadndez C., et al., 2003).

El remodelado 6seo es el proceso por el cual el esqueleto es renovado en
una misma superficie 0sea, a través del reemplazo de hueso viejo y dafiado
(resorcién) por tejido sano y nuevo (formacién) (Cimaz & Ward, 2016). El
remodelado se encuentra relacionado con la maduracion 6sea y el mantenimiento
del esqueleto (Roberts, Huja, & Roberts, 2004). Durante la infancia y la
adolescencia los valores de formacion 6sea son mayores que los de resorcion,
situacién la cual permite el aumento de la masa esquelética y su alcance maximo;
este proceso suele continuar hasta llegar a la tercera década de vida, etapa en la
cual la resorcion de hueso supera su formacion, provocando una pérdida
progresiva de masa 6sea (Bachrach, 2001; LAFITA, 2003; Yeste et al., 1997).

El modelado 6seo es el proceso por el cual el sistema esquelético es
esculpido. Este suceso se presenta durante la nifiez y la adolescencia, y permite el
desarrollo (en tamafio y forma) y el correcto posicionamiento de los huesos (Cimaz
& Ward, 2016; Roberts etal.,, 2004; US Department of Health and Human
Services, 2004).

Durante la infancia y la adolescencia, una densidad mineral ésea
disminuida interferira con el desarrollo y crecimiento correcto del hueso, lo cual
imposibilitara el maximo alcance de masa 0sea e incrementara el riesgo de

presentar osteoporosis en edad adulta (Carrié Fassler & Bonjour, 1995)

NUTRICION
La nutricion es un factor importante y modificable en el desarrollo y

mantenimiento de la masa 6sea. Los humanos requieren una ingesta adecuada de

14



nutrientes esenciales para el desarrollo y mantenimiento del hueso, entre estos
nutrientes se encuentra el fésforo, el calcio y la vitamina D (llich & Kerstetter,
2000; Lanou, Berkow, & Barnard, 2005; Suarez Cortina et al., 2011).

Fosforo

El fosforo es uno de los componentes principales de la hidroxiapatita del
hueso. Dentro del cuerpo humano se encuentra ligado a oxigeno formando un
compuesto llamado fosfato (PO,¥). Cerca del 85% del fosfato en el cuerpo se
encuentra en dientes y huesos (Penido & Alon, 2012). Los niveles de fosfato en
sangre dependeran de su absorcion intestinal, su retencién en rifién y su equilibrio
extracelular con el hueso o liquidos intracelulares. La 1,25 dihidroxivitamina D
favorecera el incremento de niveles de fosfato al mejorar la absorcion intestinal de
éste. En rifion, el fosfato es filtrado libremente a través del glomérulo y
aproximadamente el 80-90% de éste es reabsorbido por el tdbulo proximal
(Fukumoto, 2014).

Calcio

El calcio es un elemento fundamental para la estructura del hueso. La
ingesta, la rotacién y las tasas de absorcion y excrecién del calcio determinaran la
disponibilidad de éste para el crecimiento y desarrollo 6seo. Durante la infancia y
la adolescencia, la necesidad de calcio y la tasa de absorciébn son mayores que en
otras edades (Peacock, 1991 citado en Lanou et al., 2005). El calcio puede ser
obtenido a través de la dieta, y su correcta absorcion requiere de la 1,25
dihidroxivitamina D. El almacén del calcio ocurre en el tejido 6seo y una deficiente
ingesta dietética de este elemento provocara la movilizacion de las reservas de
calcio en el hueso para mantener los niveles sanguineos normales, disminuyendo

asi la densidad mineral 6sea (Holick, 2003).
Estudios previos en poblacién infantii han concluido que una ingesta

adecuada de calcio favorecera el incremento y mantenimiento de la densidad

mineral 0sea permitiendo alcanzar su maxima adquisicion en la adultez (Bonjour
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et al.,, 1997; Chevalley, Rizzoli, Hans, Ferrari, & Bonjour, 2005; Suarez Cortina
et al., 2011).

Vitamina D

La vitamina D es una prohormona (molécula precursora de una hormona) y
nutriente liposoluble esencial para la absorcion de calcio y fésforo en el intestino
delgado (Misra, Pacaud, Petryk, & Collett-solberg, 2008). En un estado sin
vitamina D, el intestino delgado absorbe no mas del 15% del calcio y 60% del
fésforo provenientes de la dieta; mientras que en una persona con suficiente
vitamina D, el intestino delgado absorbe en promedio el 30% del calcio y 80% del
fésforo de la dieta. Durante el crecimiento, la lactancia y el embarazo, la eficiencia

de absorcién de calcio incrementa hasta un 80% (Holick, 2002).

El ser humano puede obtener la vitamina D en forma de:

e Ergocalciferol (Vitamina D2): Derivado vegetal, producido por la irradiacion
ultravioleta B (UVB) del ergosterol en plantas, levaduras y hongos.
Generalmente es usado para la fortificacion de alimentos y puede ser
obtenido a través de la dieta.

e Colecalciferol (Vitamina D3): Producto sintetizado en seres humanos y
algunos animales a partir del 7-dehidrocolesterol, durante la exposicién de
la piel a la radiacion ultravioleta B (UVB) (Bikle, 2014; Holick, 2003; Misra
et al., 2008).

Ambos productos se encuentran biolégicamente inactivos y para cumplir con la
funcién de absorcién de calcio y fosforo se requieren metabolizar a su forma
activa. El proceso inicia con la entrada del ergocalciferol (Vitamina D2) y
colecalciferol (Vitamina D3) a circulacion sanguinea, donde son transportados
hacia el higado por la proteina de fijacién a la vitamina D. En el higado ambas
formas de vitamina D son hidroxiladas por la enzima D-25-hidroxilasa (25-OHase)
para formar la 25 hidroxivitamina D (Calcidiol). Una vez formada, la 25
hidroxivitamina D vuelve a la circulacion y es transportada hacia los rifiones,

donde ocurre una segunda hidroxilacién por la enzima 1-a hidroxilasa para formar
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la 1,25 dihidroxivitamina D (Calcitriol), forma activa de la vitamina D que propicia la
absorcién de calcio y fosforo proveniente de la dieta en el intestino delgado (Bikle,
2014; Holick, 2003; Misra et al., 2008; Volmer, Mendes, & Stokes, 2015).

Diferentes autores han confirmado que un déficit de vitamina D en etapas
tempranas de la vida se encuentra asociado con raquitismo y osteomalacia, y
ademas interferira con el méximo alcance de masa ésea e incrementara el riesgo
de presentar osteoporosis en edad adulta (Carrié Fassler & Bonjour, 1995; Flores
et al., 2006; Holick, 2006; Suarez Cortina et al., 2011).

RINON Y BIOMARCADORES RENALES

El rindbn es el sitio principal donde ocurre la sintesis de 1,25
dihidroxivitamina D, la forma activa de la vitamina D cuya funcion consiste en la
absorcion de calcio y fosforo en el intestino delgado. La enzima 1-a hidroxilasa,
sintetizada en el tabulo proximal, es la encargada de la conversion de la 25
hidroxivitamina D a 1,25 dihidroxivitamina D (Dusso, 2011). La presencia de un
dafio renal puede repercutir en la sintesis de la forma activa de la vitamina D
(Pefa Rodriguez, 2004).

Un dafio renal es definido como cualquier anormalidad estructural o funcional
del rifidn, el cual inicialmente no presenta una disminucion del volumen de
filtracion glomerular (VFG) pero progresivamente puede ocurrir esta (NKF, 2002).
En etapas tempranas de dafio renal puede ocurrir una disminucién en la sintesis
de la 1,25 dihidroxivitamina D (Lorenzo Sellares & Torregrosa, 2008; Peia
Rodriguez, 2004). Conforme el dafio renal aumenta la 1,25 dihidroxivitamina D
tiende a disminuir progresivamente (Dusso, 2011; Slatopolsky, Brown, & Dusso,
2001).

El diagndstico de un dafo renal agudo suele realizarse mediante mediciones
de nitrogeno ureico en sangre (BUN) y creatinina sérica, sin embargo estos
biomarcadores no cuentan con la sensibilidad y especificidad necesaria para el
diagndstico de este por dos razones principales:
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e Se encuentran afectados por diversos factores renales y no renales que son
independientes del dafio renal o la funcién renal.

e Son biomarcadores tardios que reflejan dafio renal hasta que el VFG ha
disminuido y no antes (Edelstein, 2008).

Por este motivo distintos autores han concluido que los biomarcadores a
utilizar deben ser aquellos los cuales cuenten con la suficiente especificidad y
sensibilidad necesaria para detectar dafo renal en las primeras etapas y no hasta
que el VFG ha disminuido (Edelstein, 2008; Waikar & Bonventre, 2008). La
molécula de lesion renal-1 (KIM-1), la cistatina C (CysC), la lipocalina asociada
con la gelatinasa de neutrofilos (NGAL) y la y-glutamil transpeptidasa (GGT) son
considerados novedosos biomarcadores tempranos de dafio renal y pueden ser
utilizados para diagnosticar disfuncion del tdbulo proximal incluso antes de que
ocurra una alteracién a nivel glomerular (Ambade et al.,, 2006; Edelstein, 2008;
Espinosa-sevilla, Amezcua-macias, Ruiz-palacios, Rodriguez-weber, & Diaz-
greene, 2013; Salem, El-Habashy, Saeid, El-Tawil, & Tawfik, 2002; Santoyo-
Sanchez et al., 2013; Waikar & Bonventre, 2008).

CONTAMINANTES AMBIENTALES

Flaor

El flaor (F) es un elemento reactivo el cual nunca se encuentra en estado
libre en la naturaleza, siempre se encuentra combinado con otros elementos
formando compuestos Illamados fluoruros (ATSDR, 2003; Barbier, Arreola-
Mendoza, & Del Razo, 2010). Los fluoruros se encuentran presentes en suelos,

rocas y aguas de manera natural en todo el mundo.

Las principales fuentes de exposicion de los seres humanos a los fluoruros
ocurren a traveés de la ingesta de agua y alimentos contaminados con estos
compuestos, y por el uso de productos dentales con flior (Everett, 2011). En
México se han reportado concentraciones de flior superiores al limite permisible
(1.5 mg/L) por la NOM-127-SSA1-1994 (SSA, 2002) en aguas subterraneas en los
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estados de Aguascalientes, Chihuahua, Durango, Estado de México, Guanajuato,

Jalisco, San Luis Potosi, Sonora y Zacatecas (Vega, 2002).

La exposicion cronica a fluoruro tiene efectos adversos en tejido 0seo y
tejidos blandos (higado, rifidn, cerebro, entre otros). El higado y el riidn son los
organos mayormente perjudicados por cantidades excesivas de fluoruro. Dosis
altas ingeridas de fluoruro se han asociado a cambios de estructura, funcion y
metabolismo en higado y rifidbn (Santoyo-Sanchez et al., 2013; Yang & Liang,
2011). En rifidbn una exposicion aguda o cronica a fluoruro puede inducir a una
disfuncién tubular significativa, esto debido a que las células epiteliales del tibulo
proximal son el principal blanco de los fluoruros en este érgano (Santoyo-Sanchez
et al., 2013).

Metabolismo de fluoruro

El flior es absorbido principalmente a través del tracto gastrointestinal; la
absorcién de este depende de mudltiples factores, entre los que se encuentran la
concentracion, la solubilidad y el grado de ionizacion del compuesto. La ingesta
simultdnea de minerales provenientes de la dieta como el calcio, el magnesio, el
aluminio y el boro permite reducir la absorcidén total del flior en el organismo
(Rivas Gutierrez & Huerta Vega, 2005).

La concentracion plasmatica de flior no es regulada por homeostasis, sino
se encuentra directamente relacionada con los niveles de ingesta de éste. En
areas de elevada exposicion a fluoruro se encuentran variaciones diarias
considerables en los niveles plasmaticos de éste (Rivas Gutiérrez & Huerta Vega,
2005).

La tasa de absorcion gastrica de flior es dependiente a niveles de PH en
estbmago, a mayor acidez mayor sera el porcentaje de absorcion (Whitford &
Pashley, 1984). Una vez en estomago el fluoruro i6nico es convertido en acido
fluorhidrico (HF), el cual pasa rapidamente a través de las membranas biologicas
por difusion pasiva y se dirige a plasma. El fluoruro no absorbido en estémago se
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dirige a intestino delgado donde puede ser absorbido por un proceso de difusion
pasiva a través de las microvellosidades de la pared intestinal o excretado a través
de las heces fecales. La concentracién plasmética méxima de fllor se alcanza en
un tiempo menor a una hora, y una vez en plasma se distribuye por todo el
organismo. Cerca del 50-70% del fluoruro absorbido es eliminado a través de la
orina, sudor, saliva y leche, el fluoruro restante (30-50%) es distribuido hacia
tejidos blandos donde existe una mayor irrigacion sanguinea (corazon, higado y
riion) y tejidos calcificados debido a su gran afinidad hacia estos (huesos y
dientes) (Ghosh, Mukherjee, Ghosh, & Saha, 2013; Ranjan & Ranjan, 2015; Rivas
Gutiérrez & Huerta Vega, 2005; Samuel, Fomon, Ziegler, & Nelson, 1994).

El fluoruro al ser un elemento altamente electronegativo tiende a ser atraido
de manera frecuente por iones cargados positivamente como el Ca2+. En hueso,
una elevada ingesta de flior provocara que el enlace hidroxil de la hidroxiapatita
sea reemplazado en parte por el fluoruro formando asi la fluorapatita, un
compuesto con mayor estabilidad (Teotia, Teotia, & Singh, 1998). El fluoruro en
hueso tiene la capacidad de incrementar la cantidad de masa 6sea mediante el
estimulo de la actividad de los osteoblastos y osteoclastos, sin embargo el hueso
recién formado a partir de esto carecera de estructura y fuerza normal, volviéndolo

mas propenso a sufrir fracturas (Everett, 2011).

Arseénico

De acuerdo a la OMS el arsénico (As) es un elemento natural de la corteza
terrestre, que pertenece al grupo de los metaloides, esto debido a que posee
caracteristicas tanto de un elemento metalico como de uno no metalico; a pesar
de esto se le refiere generalmente como metal (ATSDR, 2007). Se encuentra
presente en el agua, aire y tierra, y junto con otros metales como el cobre, cadmio,
plomo, mercurio, entre otros, se les denomina metales pesados, ya que presentan
un alta densidad y se les considera toxicos incluso en concentraciones muy bajas
(Prieto, Gonzalez, Roman, & Prieto, 2009)
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Existen 2 tipos de compuesto de arsénico; organico e inorganico. En su
forma inorgénica se le considera muy toxico y se le ha asociado con dafios a largo
plazo para la salud (FDA, 2015; OMS, 2016). El arsénico inorganico se encuentra
en el ambiente combinado con oxigeno, cloro y azufre, mientras el arsénico

organico se encuentra combinado con carbono e hidrégeno (ATSDR, 2007).

Los compuestos inorganicos y organicos de arsénico por lo general se
encuentran en forma de polvo color blanco, el cual no se evapora. No suele
presentar ningun olor y ni sabor particular; es por esto que comunmente no se
puede saber si el compuesto se encuentra presente en los alimentos, el agua o el
aire (ATSDR, 2007).

La principal fuente de exposicion de los humanos a arsénico es a través del
agua de consumo y de los alimentos, una exposicion aguda tiene efectos toxicos a
nivel de tabulo renal, mientras una exposicion crénica se encuentra relacionada a
una enfermedad crénica renal (Weidemann et al., 2016). De acuerdo a Vega
(2002) en México la presencia de arsénico en acuiferos se encuentra por encima
del limite permisible (0.025 mg/L, NOM-127-SSA1-1994 (SSA, 2002)) y se registra
principalmente en Coahuila, Chihuahua, Durango, Hidalgo y San Luis Potosi.

Asi como en Durango, en San Luis Potosi se ha detectado la presencia
conjunta de arsénico y fllor en el agua subterranea, esto se atribuye a la
composicion geoldgica de los estratos de los acuiferos provenientes de magmas

generados por la parcial fusion de la corteza terrestre (Vega, 2002).

Metabolismo de arsénico

La absorcibn de arsénico ocurre principalmente a través del tracto
gastrointestinal y el sistema respiratorio. Una vez absorbido se dirige a torrente
sanguineo donde es distribuido ampliamente por todo el organismo y se incorpora
a globulos blancos, globulos rojos y otras células capaces de reducir arseniato (As
V) a arsenito (As lll) con ayuda de glutation (ATSDR, 2009; Winski & Carter,
1995). Una vez ocurrida esta reaccion el arsenito es metilado en higado por medio
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de una transferencia enzimatica del grupo metilo de la S-adenosilmetionina, dando
como resultado los compuestos arseniato de metilo (MMA V) y el arseniato de
dimetilo (DMA V), metabolitos que pueden ser excretados con mayor facilidad a
través de los riflones. La eficiencia de metilacion en los individuos decrece a dosis
altas de arsénico (Chung et al., 2002), una vez que el higado sobrepasa su
capacidad de metilacion, se incrementa la retencién de arsénico en tejidos blandos
(ATSDR, 2009). Cerca del 70% de arsénico absorbido es excretado a través de la
orina, el porcentaje restante puede ser eliminado a través de heces o sudor, o bien
acumulado en tejidos ricos en queratina (cabello, ufias, piel, dientes) (ATSDR,
2009; Vasken Aposhian, Zakharyan, Avram, Sampayo-Reyes, & Wollenberg,
2004).

ZONA DE ESTUDIO
El
perteneciente al municipio de Salinas de Hidalgo en el estado de San Luis Potosi.

presente estudio se realizdé en la comunidad de La Reforma
Las coordenadas geograficas de la comunidad son: longitud 101.3854, latitud
22.4527 y altitud 2040 msnm (SEDESOL, 2010). La poblacion total de la localidad
es de 855 personas, 423 mujeres y 432 hombres. El numero de nifios entre 6y 11
afios de edad es de 136. Existe un total de 170 viviendas particulares habitadas,
de las cuales 53 tienen instalaciones sanitarias y 163 acceso a electricidad
(CONAPO, 2010; SEDESOL, 2010). El grado de marginacion de la comunidad es
alto, mientras el grado de rezago social (el cual incluye condiciones de vivienda

particular, educacion y acceso a servicios de salud) es medio (SEDESOL, 2010).
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

La poblacion de La Reforma presenta un alto grado de exposicion a fluor
(4.3 mg/L) y arsénico (0.0499 mg/L) a través del agua de consumo (Jarquin-Yafez
et al.,, 2015), los niveles sobrepasan los limites permisibles establecidos por la
NOM-127-SSA1-1994 (SSA, 2002); anteriormente se ha realizado comunicacion

de riesgos para disminuir el consumo de ésta (Jarquin-Yafnez et al., 2015).

Resultados de estudios previos en la poblacion infantil de la comunidad
reportan capacidad intelectual disminuida, prevalencia de 100% de fluorosis
dental, presencia del polimorfismo rs 412777 en el gen COL1A2 relacionado con la
fluorosis dental e incidencia de densidad mineral 6sea por debajo de lo esperado
para la edad en el 30.83% de la poblacion en zona lumbar y el 10.83% en cadera,

(Jarquin-Yéafez & Mejia-Saavedra, 2017).

JUSTIFICACION

El desarrollo de la masa ésea ocurre de mayor manera durante la infancia y
la adolescencia y su correcta consecucion hasta la edad adulta depende de
multiples factores, entre los que la nutricion es considerada como uno de los mas

importantes (Suarez Cortina et al., 2011).

La vitamina D es un nutriente esencial para la absorcion de calcio y fosforo
en el intestino delgado (Holick, 2007; Misra et al., 2008). De acuerdo con datos de
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (2006), en México la prevalencia de
insuficiencia y deficiencia de vitamina D (25 hidroxivitamina D) en nifios de 6 a 12
afios de edad es del 18% y 10% respectivamente (Flores et al., 2006). Niveles
deficientes de vitamina D pueden ser resultado de una ingesta inadecuada de
vitamina D2 o una sintesis cutanea disminuida de vitamina D3 (Holick, 2006).
Valores reducidos de vitamina D en poblacion infantil se encuentran asociados con
densidad mineral 6sea disminuida, y sus enfermedades caracteristicas, en etapas
tempranas y tardias de la vida (Carrié Fassler & Bonjour, 1995; Flores et al., 2006;
Holick, 2006).
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El rifidn es un 6rgano fundamental para los seres humanos, en este ocurre
la sintesis de la forma activa de la vitamina D (Dusso, 2011). Un dafio renal puede
repercutir en la sintesis de vitamina D y disminuirla progresivamente (Dusso, 2011;
Lorenzo Sellares & Torregrosa, 2008; Slatopolsky et al., 2001). Al respecto, se ha
demostrado que una exposicion aguda o cronica a fldor y arsénico puede resultar
perjudicial para el rifién (Santoyo-Sanchez et al., 2013; Weidemann et al., 2016;
Yang & Liang, 2011). Aunado a esto lo nifios son particularmente susceptibles a
riesgos ambientales ya que al tener los 6rganos inmaduros y aun en desarrollo los
contaminantes tienden a actuar con mayor toxicidad (OMS, 2006; Torres,
Dominguez, Van't Hooft, Diaz-Barriga, & Cubillas-Tejeda, 2010).

En la actualidad no existen estudios a nivel global que establezcan la
asociacion entre las concentraciones séricas de vitamina D y densidad mineral
Osea en poblacién infantil expuesta a flior y arsénico; ademas las referencias del

uso de biomarcadores tempranos de dafio renal en nifios son muy limitadas.

Diversos autores han documentado la asociacién entre niveles deficientes
de vitamina D y densidad mineral ésea (Carrié Fassler & Bonjour, 1995; Flores
et al., 2006; Holick, 2006), asi como entre niveles elevados de fllor y arsénico con
dafio renal (Santoyo-Sanchez et al., 2013; Weidemann et al., 2016; Yang & Liang,
2011); mas sin embargo, la evaluacion de estas variables se enfoca

principalmente en la poblacion adulta y no en la poblacion infantil.

La realizacion de este estudio permitira generar bases de conocimiento, las
cuales podran servir como antecedentes de futuras investigaciones o
intervenciones dirigidas a acciones preventivas e implementacion de un
diagnéstico y tratamiento oportuno y temprano para el cuidado y la mejora del
estado de salud de los nifios en la poblaciéon de estudio u otras poblaciones con
caracteristicas sociodemogréficas similares. Asimismo permitira conocer la

asociacion entre la exposicion de la poblacion a niveles de flior y arsénico por
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encima de los limites permisibles, asi como muchas otras poblaciones en México,

respecto a afectaciones 6seas y renales. Los resultados del presente permitirdn

iniciar con la prevencion y disminucién de riesgos causados por la exposicion de

contaminantes ambientales, las caracteristicas sociodemograficas u otras

variables asociadas a las alteraciones obtenidas a través de recomendaciones de

manera personalizada a la poblacion.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢La densidad mineral 6sea en poblacion infantil se encuentra asociada a
valores de 25 hidroxivitamina D y 1,25 dihidroxivitamina D?
¢Biomarcadores tempranos de dafio renal (molécula de lesién renal-1 (KIM-
1), cistatina C (CysC), lipocalina asociada con la gelatinasa de neutrofilos
(NGAL) y y-glutamil transpeptidasa (GGT)) se encuentran correlacionados a
concentraciones de flior y arsénico en orina en poblacion infantil?

¢Valores de 1,25 dihidroxivitamina D en poblacion infantil se encuentran
relacionados a niveles de fltor y arsénico en orina?

¢La excrecion urinaria de calcio y fosfato se encuentra asociada a niveles
de flGor y arsénico en orina?

¢La densidad mineral 6sea se encuentra correlacionada con calcio y fosfato

en orina?

OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar la asociacion entre vitamina D y densidad mineral O0sea en
poblacion infantil expuesta a altas concentraciones de fldor y arsénico a

través del agua de consumo en La Reforma, Salinas de Hidalgo, S.L.P.

Objetivos especificos

Cuantificar y analizar las concentraciones de vitamina D (25 hidroxivitamina

D y 1,25 dihidroxivitamina D) en poblacion infantil.
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Evaluar la relaciébn entre las concentraciones de vitamina D (25
hidroxivitamina D y 1,25 dihidroxivitamina D) y densidad mineral 0sea en
poblacion infantil.

Cuantificar niveles de fldor y arsénico sistémicos a través de la orina en
poblacion infantil.

Caracterizar biomarcadores tempranos de dafio renal (molécula de lesion
renal-1 (KIM-1), cistatina C (CysC), lipocalina asociada con la gelatinasa de
neutréfilos (NGAL) y y-glutamil transpeptidasa (GGT)) y analizar su
asociacion con concentraciones de fldor y arsénico en orina presentes en la
poblacion infantil.

Cuantificar concentraciones de calcio urinario y fosfato urinario y analizar la
asociacion entre éstos y la 1,25 dihidroxivitamina D con flior y arsénico en
orina en poblacién infantil.

Correlacionar calcio y fosfato urinario con densidad mineral 6sea en

poblacion infantil.

HIPOTESIS

La densidad mineral 6sea se encuentra asociada a niveles de vitamina D en

poblacioén infantil expuesta a flior y arsénico a través del agua de consumo.

PARAMETROS EVALUADOS

Los parametros bioquimicos evaluados, obtenidos en las muestras de sangre y

orina fueron:

25 Hidroxivitamina D, evaluada en suero. Refleja la ingesta de vitamina D2
o vitamina D3 y la sintesis cutdnea a partir de rayos UVB de vitamina D3
(Institute of Medicine, 1997).

1,25 Dihidroxivitamina D, medida en suero. Refleja los valores de vitamina
D activa. Es regulada principalmente por el rifién (Kulie, Groff, Redmer,
Hounshell, & Schrager, 2009).

Molécula de Lesion Renal-1 (KIM-1), evaluada en orina. Proteina

transmembrana de tipo 1, con un dominio de inmunoglobulina y mucina.
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Regulada por el tabulo proximal en rifidn, expresada en niveles bajos en un
riidn normal. Biomarcador temprano de lesion del tibulo proximal renal
(Han, Ballly, Abichandani, Thadhani, & Bonventre, 2002; Ichimura et al.,
1998).

Gamma Glutamil Transpeptidasa (GGT), medida en orina. Enzima presente
en células tubulares proximales. Marcador temprano de dafio del tubulo
proximal en riidn (Ambade etal., 2006). Refleja lesidon de las células
epiteliales tubulares renales (Xiong et al., 2007). Estudios en poblacion
infantil han confirmado que y-glutamil transpeptidasa (GGT) tiende a
incrementar en nifos cronicamente expuestos a mas de 2.0 mg/L de
fluoruro en agua potable (Liu et al., 2005; Santoyo-Sanchez et al., 2013).
Cistatina C (CysC), evaluada en orina. Proteina de bajo peso molecular (13
kDa) sintetizada de forma constante por todas las células nucleadas del
organismo. Es filtrada libremente por el glomérulo, y en su mayoria
reabsorbida y catabolizada por el tdbulo proximal. Su concentracién en
orina es muy baja en ausencia de trastorno tubular (M* Fraga Rodriguez,
Huertes Diaz, & Creu Sant Pau Barcelona, 2014; Westhuyzen, 2006a).
Lipocalina Asociada con la Gelatinasa de Neutréfilos (NGAL), cuantificada
en orina. Proteina perteneciente a la familia de las lipocalinas. Se expresa
en niveles muy bajos en diversos tejidos humanos y es liberada
rapidamente por neutréfilos y células tubulares renales en presencia de
lesion a nivel tubular (Tomczak, Wasilewska, & Milewski, 2013).

Calcio, evaluado en orina. Valores en orina dependeran de diversos
factores, como la dieta, la edad, el metabolismo fosfocalcico, la absorcion
intestinal, la accion de la PTH, entre otros. Ademas, niveles elevados de
fluoruro tienden a disminuir la reabsorcién de éste en rifidbn provocando de
tal manera su excrecion (M* Fraga Rodriguez etal.,, 2014; Santoyo-
Sanchez et al., 2013).

Fosfato, cuantificado en orina. La eliminacion urinaria de fosfato dependera
de factores como la dieta, la accion de la PTH, entre otros. Concentraciones

urinarias elevadas de fosfato se encuentran asociadas a una exposicion
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elevada a flior (M® Fraga Rodriguez et al., 2014; Santoyo-Sanchez et al.,
2013).

e Fluor, evaluado en orina. Refleja concentraciones de fluor sistémicas y
exposicion directa a este elemento. Las células epiteliales del tubulo
proximal son el principal blanco de fluoruro en rifion (Del Carmen, Javier, &
Aline, 2016; Santoyo-Sanchez et al., 2013).

e Arsénico, cuantificado en orina. La determinacion de arsénico en orina
permite detectar exposicion reciente al contaminante, mientras la
determinacién de arsénico en pelo y ufias indica una exposicion prolongada
al contaminante (6-12 meses) (ATSDR, 2007). Las mitocondrias de las
células epiteliales del tubulo proximal son el principal blanco del arsénico en
rifidn, una exposicion frecuente a este contaminante provocara la apoptosis
de éstas al afectar su respiracion celular (M A Peraza, Carter, & Gandolfi,
2003; Marjorie A. Peraza, Cromey, Carolus, Carter, & Gandolfi, 2006) .

MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

El disefio del estudio fue de tipo analitico con motivo de que se revisaron
cada uno de los elementos y posteriormente se analizd la asociacion existente; y
de caracter transversal, debido a que se estudiaron las variables de manera

simultdnea en un corte de tiempo especifico (Monroy Torres, 2011).

Universo del trabajo
La poblacion del estudio estuvo conformada por un total de 110 individuos
de entre 7 y 14 afos de edad residentes de la comunidad de La Reforma con

estudios previos de densitometria 6sea.

Criterios de seleccion
a) Criterios de inclusion: Radicar en La Reforma, contar con estudios
previos de densitometria 0sea (realizados con anterioridad por el equipo de

trabajo) y tanto padres de familia como participantes haber aceptado el
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ingreso al estudio y firmado la carta de consentimiento informado y
asentimiento (Anexos).

b) Criterios de exclusion: Consumo de suplementos vitaminicos en el ultimo
afo y/o presencia de alguna enfermedad cronica o metabodlica.

c) Criterios de eliminacion: Personas que decidieron no continuar con el

proyecto.

Tipo de muestreo

El tipo de muestreo utilizado fue no probabilistico de casos consecutivos.
Esto debido a que el muestreo de casos consecutivos 0 por conveniencia es una
muestra de voluntarios que se utiliza si el investigador necesita que los posibles

sujetos del estudio se presenten por si mismos (Monroy Torres, 2011).

Tamafio de muestra

El tamafio final de la muestra quedo establecido con 49 individuos (25 nifios
y 24 nifias) de entre 7 y 14 afios de edad residentes de la comunidad de La
Reforma, San Luis Potosi, quienes acordaron ingresar al estudio de manera
voluntaria y cumplian con los criterios de seleccion. Para validar que el tamafio de
muestra de voluntarios de la poblacién de estudio se considerara representativo se
utilizé la formula n = [(Z «/2) x ¢/E]?, donde Z x=1.95, ¢ = 1.09, y E = 0.3 (Steel
& Torrie, 1960).

Procedimiento del estudio

La investigacion tuvo una duracion de 12 meses. Previo al inicio del estudio
se realizd una reunién con los padres y nifios pertenecientes a la comunidad de La
Reforma donde se dio a conocer el proyecto a implementar, en esta se especifico
el proceso, los riesgos y beneficios que tendrian con su participacion. Asimismo,
se expuso que toda la informacién obtenida seria de tipo confidencial y podria ser
solicitada en cualquier momento por los participantes, quienes ademas podrian

abandonar el estudio en cualquier caso si es que consideraran pertinente.

Concluida la junta se solicité a los padres e hijos interesados en participar

en el estudio firmaran una carta de consentimiento informado y asentimiento. Un
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total de 49 individuos (25 nifilos y 24 nifias) de entre 7 y 14 afios de edad
residentes de la comunidad de La Reforma, quienes cumplian con los criterios de

seleccion, acordaron ingresar al estudio de manera voluntaria.

e Reunioén informativa y entrega de recipientes para muestras.

Posteriormente se realizO una junta informativa con los participantes del
estudio en la cual se explico el procedimiento de la toma de muestra a detalle y se
establecié una fecha, hora y lugar determinado para la realizacién de esta; en esta
reuniéon se les mencioné los tipos de muestras requeridos (sangre y orina) y se les
explicod los medios para su obtencion. Para la toma de muestra de orina se les
brind6 a los participantes, una semana previa a la fecha establecida, recipientes
adecuados (BD-Vacutainer Urinalysis cup kit, Mod. 364946) para la recoleccion de

la primera orina del dia acordado de la toma de muestra.

e Tomade muestras

El dia establecido de la toma de muestra, asistieron un total de 49
participantes con edades de entre 7 y 14 afios (25 nifios y 24 nifas),
acompafados de sus padres de familia. En el registro, los participantes hicieron
entrega de su muestra de orina; la toma de muestra de sangre fue realizada por
personal capacitado en el area, el cual se encargd de extraer de 6 a 7 ml de
sangre de cada uno de los individuos en Tubos Rojos BD-Vacutainer (6-7ml) con
activador de coagulacion (Mod. 368175). Una vez obtenida la muestra, se dejé
coagular el tubo rojo por 30 minutos (sin invertir) para evitar formacion de fibrina.
Al finalizar la toma de muestra de sangre se les entregd a los participantes un

refrigerio.

e Procesamiento de muestras en campo
Para mantener la estabilidad de las muestras sanguineas se realiz
centrifugacion en campo de los Tubos Rojos BD-Vacutainer (6-7ml) con activador
de coagulacion (Mod. 368175) por 10 minutos a 3000 rpm; posteriormente con el

suero centrifugado del tubo rojo de cada uno de los participantes se realizaron dos
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alicuotas de 1.5 ml destinadas para determinacion de vitamina D. Las muestras se
almacenaron en hieleras con congelantes de 2 a 8°C para su conservacion

durante el transporte.

Con la muestra de orina recolectada en el BD-Vacutainer Urinalysis cup kit
(Mod. 364946) de cada uno de los participantes se realizé una transferencia al
vacio de orina a un tubo con preservador (clorhexidina, etilparabeno y propionato
sbdico) para determinacion de GGT, y tres alicuotas en un tubo sin preservador, la
primera para determinacion de calcio, fosfato y creatinina, la segunda para
determinacion KIM-1, CysC y NGAL vy la tercera para cuantificacion de fldor y
arsénico. Las muestras de orina se almacenaron en hieleras con congelantes de 2

a 8°c para su conservacion durante el transporte.

Las muestras de sangre y orina (a excepcion de dos alicuotas de orina sin
preservador) fueron transportadas para su cuantificacion al Laboratorio de Analisis
Clinicos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de San
Luis Potosi (UASLP), donde se almacenaron de 2 a 8°C para su conservacion
hasta el procesamiento. Las dos alicuotas restantes de orina se almacenaron en el
Laboratorio del Centro de Investigacion Aplicada en Ambiente y Salud (CIAAS) de
la Coordinacion para la Innovacién y Aplicacion de la Ciencia y la Tecnologia
(CIACYT), para posteriormente realizar el analisis de KIM-1, CysC, NGAL, fldor y
arsénico. La alicuota destinada para la cuantificacion de KIM-1, CysC y NGAL se
almacenod a -80°C hasta su procesamiento, mientras que la alicuota destinada

para determinacion de flor y arsénico requirié procesamiento inmediato.

e Procesamiento de muestras en el Laboratorio de Analisis Clinicos de

la Facultad de Ciencias Quimicas de la UASLP

Cuantificacion de Calcio, Fosfato, Creatininay GGT
Los tubos con muestras de orina (tubo con preservador y tubo sin

preservador) se centrifugaron entre 1500 a 2000 rpm durante 6 minutos.
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Posteriormente se formaron tres alicuotas de orina de 1.5 ml en tubos Eppendorf
por participante, dos con las muestras de orina del tubo sin preservador y una con
las muestras de orina de tubo con preservador. Las alicuotas obtenidas de los
tubos de orina con preservador se almacenaron de 2 a 8°C y posteriormente se
enviaron en una caja para microtubos con tapa, en hieleras con congelantes a un
laboratorio de referencia para el procesamiento de la enzima GGT. A partir de las
dos alicuotas obtenidas de los tubos de orina sin preservador se formaron
cubetillas a distintitas diluciones para la obtencion de calcio, fosfato y creatinina
(calcio 1/2.5, fosfato 1/10 y creatinina 1/10). Una vez formada las diluciones se
procedio a realizar el analisis de estas en el Analizador Quimico BS-300 (Mindray),

el cual report6 resultados los cuales fueron transcritos a una base de datos.

La determinacion de calcio se realizO mediante un método colorimétrico con
arsenazo Il (4cido 1,8 — dihidroxi - 3,6 — disulfo - 2,7 — naftalenen - bis (azo) -
dibenzenarsonico). El calcio, al estar en un medio neutro, reacciona con el
arsenazo lll formando un complejo de color azul. La intensidad del color sera
directamente proporcional con la cantidad de calcio presente en la muestra. El
limite de deteccién y linealidad del calcio es de 0.026 mg/dl y 32 mg/dl
respectivamente (SPINREACT, 2015)

La cuantificacion de fosfato se llevd a cabo mediante espectrofotometria
con molibdato amonico. Al encontrarse en un medio acido, el fosfato inorganico
presente en la muestra, reacciona con el molibdato amonico originando un
complejo de color amarillo el cual se cuantifica por espectrofotometria. La
intensidad del color sera directamente proporcional con la cantidad de fosfato
inorganico en la muestra. El limite de deteccion del fosforo es de 0.13 mg/dl,
mientras el de linealidad es 20 mg/dl (BioSystems, 2006b)

La determinacién de creatinina se realiz6 mediante la reaccion de Jaffé, en
la cual la creatinina reacciona con el picrato en medio alcalino originando un

complejo coloreado rojizo. Durante la reaccidon es medida la velocidad de
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formacion del producto en periodos iniciales cortos, lo cual evitara la interferencia
con otros compuestos. El limite de deteccion y linealidad de la creatinina es de
0.03 mg/dl y 0.20 mg/dl respectivamente (BioSystems, 2006a).

Cuantificacion de GGT

La actividad de la enzima GGT en orina fue determinada mediante un
método cinético usando L-Gamma-Glutamil-3-Carboxi-4-Nitroanilida como sustrato
y Glicilglicina como reactivo. La GGT cataliza la transferencia de un grupo gamma-
glutamilo del sustrato al reactivo Glicilglicina, dando como resultado la formacién
del Acido 5-amino-2-nitrobenzoico, la velocidad de sintesis de este producto
(cuantificado fotometricamente) es proporcional a la concentracién de GGT en la
muestra. El limite de deteccion de la enzima GGT es de 0.000 U/L, mientras el de
linealidad es 375 U/L (SPINREACT, 2016) .

Cuantificaciéon de 25 Hidroxivitamina D y 1,25 Dihidroxivitamina D

Las muestras de suero se almacenaron de 2 a 8°C para su conservacion
hasta el procesamiento. Las dos alicuotas realizadas, por paciente, destinadas
para el analisis de 25 hidroxivitamina D y 1,25 dihidroxivitamina D fueron
traslocadas a un solo tubo Eppendorf de 1.5 ml, los cuales se almacenaron en
cajas para microtubos con tapa para su posterior envié en frio (2 a 8°C) a un
laboratorio de referencia de la ciudad de México, donde se realiz6 el andlisis de la

vitamina D.

El andlisis de la 25 hidroxivitamina D se realiz6 por medio del LIAISON® 25
OH Vitamin D TOTAL Assay (REF 310600) el cual es un inmunoensayo por
quimioluminiscencia (CLIA) utilizado para la determinacion cuantitativa de 25
hidroxivitamina D y de otros metabolitos hidroxilados de la vitamina D en suero o
plasma. El limite de deteccion y de linealidad de la prueba es de 4 ng/ml y 150

ng/ml respectivamente (DiaSorin, 2012).
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La determinacion de 1, 25 dihidroxivitamina D se llevé a cabo mediante el
LIAISON® XL 1,25 Dihydroxyvitamin D Assay (REF 310980) el cual tiene como
principio un inmunoensayo por quimioluminiscencia (CLIA). El limite de deteccion
y linealidad de la prueba de la 1,25 dihidroxivitamina D es de 5 pg/ml y 200 pg/ml

respectivamente (DiaSorin, 2014).

e Procesamiento de muestras en el Laboratorio del Centro de

Investigacion Aplicada en Ambiente y Salud (CIAAS)

Cuantificacion de Flaor

Las muestras de orina destinadas para la cuantificacion de flior y arsénico
se almacenaron y procesaron una vez en el Laboratorio del Centro de
Investigacion Aplicada en Ambiente y Salud (CIAAS) de la Coordinacién para la
Innovacién y Aplicaciéon de la Ciencia y la Tecnologia (CIACYT). 4 ml de la
alicuota de orina sin preservador se utilizaron para la cuantificacion de fluor,
mientras la orina restante del frasco esterilizado donde se recolectaron las
muestras de cada uno de los participantes se utiliz6 para determinar la densidad
de esta mediante un densitbmetro de la marca ATAGO (HAND-HELD
REFRACTOMETER). A la alicuota de orina se le afiadié 0.03 g de EDTA como
agente quelante para mantener la estabilidad de flior y se invirti6 de 8 a 10 veces,
posteriormente se almaceno a 4°C hasta su procesamiento. La cuantificacion de
flor se realiz6 mediante el método potenciométrico con electrodo i6n selectivo
establecido por el Instituto Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH,
1994).

Las muestras de orina previamente adicionadas con EDTA y almacenadas
en refrigeracion a 4°C se colocaron a temperatura ambiente, una vez alcanzada
estd se comenzd el procesamiento. Para la cuantificacion de flior se requirié de
TISAB-I (solucion tampon que ajusta la fuerza idnica total del medio en donde se
sumergen los electrodos ion-selectivos), TISAB-II (solucidon utilizada para

determinar la concentracion total de fluoruro usando un electrodo sensible a iones
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fluoruro de barniz dental) y Fluoruro de Sodio (NaF). Se realiz6 una curva de
calibracion de 1 a 100 ppm con el uso de soluciones patron, formadas con
distintas concentraciones de agua destilada y NaF con TISAB-II en proporcion 1:1.
A cada muestra de orina se le afiadio TISAB-I en proporcion 1:1, y se invirti6 de 2
a 3 veces hasta su dilucion. Una vez diluidos los compuestos, se introdujo en cada
muestra un electrodo ion-selectivo del analizador HI 4222 (marca HANNA) para la
cuantificacion de fldor, la cual se determiné mediante interpolacion del potencial en
la curva de calibracion. Se utiliz6 el material de referencia estandar (26712)
“Fluoride in freeze-dried urine”, del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST), para la validacion del método. Los valores obtenidos de flior se ajustaron
por la densidad previamente obtenida.

Cuantificacion de Arsénico

Los 4 ml restantes de la alicuota de orina sin preservador se utilizaron para
la cuantificacién de arsénico. La determinacion de arsénico se realiz6 mediante
una espectrofotometria de absorcion atébmica con un espectréometro Perkin Elmer
Analyst 100. Para control de calidad se hizo uso del material de referencia (26702)
“Toxic elements in freeze-dried urine” del Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia (NIST). Los valores se ajustaron por la densidad previamente
determinada con el densitometro de la marca ATAGO (HAND-HELD
REFRACTOMETER).

Cuantificacion de KIM-1, CysC y NGAL

La alicuota destinada para la cuantificacion de KIM-1, CysC y NGAL se
transportdé en hieleras con congelantes a un laboratorio de referencia donde se
realizé su analisis. El procesamiento de las muestras de orina destinadas para la
cuantificacion de biomarcadores renales se llevd a cabo mediante el Kit Human
Kidney Biomarker Premixed Magnetic Luminex Performance Assay (R&D
SYSTEMS), el cual es un ensayo mdultiple basado en cuentas magnéticas para la
plataforma Luminex utilizado para la determinacion simultanea cuantitativa de

multiples biomarcadores humanos renales en suero, plasma y orina. Las muestras
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de orina requirieron centrifugacion y diluciéon a 1/10 para su procesamiento (R&D

Systems, s/f).

CONSIDERACIONES ETICAS

El presente proyecto se someti0 a consideracion del Honorable Comité
Estatal de Etica en Investigacién en Salud de San Luis Potosi, S.L.P. De acuerdo
a los lineamientos de la Ley General de Salud de México en su Titulo Quinto,
Capitulo Unico, referente a la Investigacion para la salud en seres humanos, este
estudio es catalogado “con riesgo minimo” ya que se realizaron estudios
prospectivos que emplean el riesgo de datos a través de procedimientos comunes
en examenes fisicos de diagnostico o tratamiento rutinarios. Asimismo se tomaron
en cuenta las pautas de la Ley de Salud del Estado de San Luis Potosi en su

Articulo 84, fracciones I, Il y 111

Ademas se consideraron los estatutos de la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial, donde se indica que: “Para tomar parte en un
proyecto de investigacion, los individuos deben ser participantes voluntarios e
informados” (AMM, 2013). Por ello se realizdé una previa reunion con ellos y sus
padres de familia en la que se brind6 informacion a detalle sobre el estudio a
realizar, dando a conocer que toda la informacion obtenida seria confidencial y
podria ser solicitada en cualquier momento; ademas se expuso que los
participantes podrian abandonar el estudio en cualguier momento si es que

consideraran pertinente.

El dictamen por consenso del Comité Estatal de Etica en Investigacion en
Salud en San Luis Potosi resulté favorable, guedando con nimero de Registro
Estatal SLP/008-2017 (Anexos).

ANALISIS ESTADISTICO
Se hizo uso de los paquetes estadisticos SPSS Statistics version 25 (IBM) y
MetaboAnalyst version 4.0 para el andlisis de datos. Se realiz6 un ajuste
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estadistico de los datos, de acuerdo a su uso, en alguna de las siguientes

categorias:

Transformacion de los datos por logaritmo generalizado, permitié hacer las
caracteristicas individuales de los datos mas comparables entre si,
reduciendo las diferencias entre valores grandes y pequefios

Normalizacién de las muestras por sumatoria, permitié ajustar diferencias
entre cada una de las muestras.

Ajuste de los datos mediante auto-escalado, las variables se centran
respecto a su media y se dividen por cada una de sus desviaciones
estandar (medida de dispersién de datos). El centrado se enfoca en las
diferencias y no en las similitudes de los datos. Los métodos de escala son
enfoques de pretratamiento de datos que dividen cada variable por un
factor, el factor de escala. Su objetivo es ajustar las diferencias entre las
variables mediante la conversion de los datos en diferencias en la
concentracion relativa al factor de escala (Van den Berg, Hoefsloot,
Westerhuis, Smilde, & van der Werf, 2006).

Se hizo uso de datos de densidad mineral 6sea previamente obtenidos en

la poblacion por Mejia, et al. (2017) y paramétricos recolectados por Bravo, et al.

(2018) para el analisis de datos. Se presentan medias y desviaciones estandar de

las variables evaluadas, asi como prevalencias de variables con puntos de cortes

sugeridos. Se realiz6 un andlisis bivariado entre cada una de las variables y se

evalué la asociacion existente entre estas mediante pruebas paramétricas

(Pearson) y no paramétricas (Spearman) de acuerdo a la distribucion de los datos;

asi mismo se realizé un ajuste estadistico de las variables para la generacion de

modelos de regresion multivariados. Se hizo uso de la prueba T de Student para la

comparacion de medias estadisticas. Se considerdo un valor estadisticamente

significativo para cada una de las pruebas de p<0.05.

37



RESULTADOS

La poblacion del estudio quedo conformada por un total de 49 participantes
(51% nifos y 49% nifas) de entre 7 a 14 afos de edad. De acuerdo a los
resultados obtenidos, con puntos de corte clinicos sugeridos por la Endocrine
Society y Heaney & Holick (2008), el 42.86% de la poblacién presento insuficiencia
de 25 hidroxivitamina D, el 2.04% deficiencia moderada y el 55.1% suficiencia
(Figura 1). La media de la 25 hidroxivitamina D fue de 30.63 + 6.46 ng/ml, con un
IC95% de 28.77-32.48 ng/ml.

n=49

Media= 30.63 £ 6.46 ng/ml

60 55.10 %
50 — . . .
42.86 % m Deficiecia severa < 8 ng/ml
40 . . .
Deficiencia moderada 8 a < 20 ng/ml
30 L
m |nsuficiencia 20 a < 30 ng/ml
20 o
Suficiencia = 30 ng/mL a < 150 ng/ml
10 C
® |ntoxicacion = 150 ng/ml
2.04 %
0 .
7-14 aios

Figura 1. Categorizacion porcentual de 25 hidroxivitamina D en poblacion infantil
Endocrine Society; Heaney & Holick, 2008. Puntos de corte clinicos usados en poblacién infantil
mexicana (Elizondo Montemayor et al., 2010; Flores et al., 2006)

El 95.92% de la poblacion presentd suficiencia de 1,25 dihidroxivitamina,
mientras el 4.08% restante presento valores elevados de ésta (Figura 2). Las
concentraciones promedio de 1,25 dihidroxivitamina en la poblacion fueron de
59.10 * 14.3 pg/ml, con un 1C95% de 54.98-63.23 pg/ml.
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n=49

120 Media= 59.10 + 14.3 pg/ml
95.92 %
100
80
m Deficiencia < 24 pg/ml
60 L
m Suficiencia = 24 a < 86 pg/ml
40 Elevada = 86 pg/ml
20
4.08 %
0 .

7-14 afos

Figura 2. Categorizaciéon porcentual de 1,25 dihidroxivitamina D en poblacién infantil

Puntos de corte clinicos para menores de 16 afios (Mayo Clinic, 2018)

Con motivo de que la vitamina D es un elemento esencial para el
mantenimiento y desarrollo de la masa désea, se evalud la asociacién que existia
entre estos (Tabla 1). El resultado fue que concentraciones de 25 hidroxivitamina
D y 1,25 dihidroxivitamina D se encontraron correlacionadas positivamente con
densidad mineral 6sea en zona lumbar y en cadera en la poblacién (p<0.05). La
correlacion con mayor significancia estadistica se dio entre la 25 hidroxivitamina D
y la DMO en cadera (p<0.01).

De acuerdo al coeficiente de determinacién (r?) el 10.2% (p<0.05) de la
DMO lumbar y el 25% (p<0.01) de la DMO en cadera son explicados por la 25
hidroxivitamina D; mientras el 7.8% (p<0.05) de la DMO Ilumbar y el 10.8%

(p<0.05) de la DMO en cadera son explicados por la 1,25 hidroxivitamina D.
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Tabla 1. Asociacion entre densidad mineral 6seay vitamina D

DMO Lumbar (g/cm3) DMO Cadera (g/cm3)
r r
25 hidroxivitamina D (ng/ml) 0.32* 0.50**
1,25 dihidroxivitamina D (pg/ml) 0.28* 0.33*

* Significancia estadistica p<0.05; **Significancia estadistica P<0.01

A pesar de no ser uno de los objetivos especificos se hizo uso de los
pardmetros nutricios (peso, talla, IMC) obtenidos por Bravo et al. (2018) en esta
poblacién para caracterizar el estado nutricio de los participantes y analizar la
asociacion entre éstos con los niveles de vitamina D (25 hidroxivitamina D y 1,25
dihidroxivitamina D). De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis se
observd una prevalencia del 10% de bajo peso, 12% de sobrepeso y 12% de

obesidad en la poblacién, el 66% restante presenté normopeso (figura 3).

n=49

m Bajo Peso
m Normopeso
Sobrepeso

Obesidad

Figura 3. Categorizacion porcentual de diagndstico nutricio en poblacién infantil
Puntos de corte en base a las tablas de crecimiento de la OMS

De acuerdo a una prueba T de Student realizada, no se encontro diferencia
significativa respecto a las medias de las concentraciones de 25 hidroxivitamina D
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acorde al diagndstico nutricio (Bajo Peso, Normopeso, Sobrepeso y Obesidad) de
la poblacion, no obstante se observo una tendencia negativa de 25 hidroxivitamina
D conforme el IMC incrementaba (Figura 4).

- n=5 n=49
33889 ng/ml

i
[a]
+H
© -
B n=32
[}] —_—
= 309 +6.2 ng/ml
T 30 o .
g T n=6 n=6
g ! 26.1 5.7 ng/ml 28.6 £ 6.3 ng/ml
c
= 300
5 .
= [
=
5
5
T 250 - ——
0
™~

200

Bajo Peso Mormaopeso Sobrepeso Chesidad

Diagnoéstico Nutricio
Figura 4. Concentraciones de 25 hidroxivitamina D de acuerdo al diagndstico nutricio en

poblacién infantil

Conforme a esto se encontré6 una asociacién negativa entre el indice de
masa corporal (IMC) y la 25 hidroxivitamina D (r=-0.28, p=0.04), ademas de una
correlacion positiva entre la edad y la 1,25 dihidroxivitamina D (r=0.30, p=0.03)
(Tabla 2).+

Tabla 2. Asociacion entre mediciones antropométricas y edad con vitamina D

25 Hidroxivitamina D (ng/ml) 1,25 Dihidroxivitamina D (pg/ml)

r r
Peso (Kg) -0.26 0.15
Talla (cm) -0.17 0.23
IMC (Kg/m?) -0.28* 0.02
Edad (afios) -0.18 0.30*

* Significancia estadistica p<0.05; **Significancia estadistica P<0.01
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Acorde al coeficiente de regresion B por cada unidad que incremente el IMC
disminuird 0.36 unidades la 25 hidroxivitamina D (p<0.05) (Figura 5); mientras que

por cada unidad que incremente la edad aumentara 0.39 unidades la 1,25

dihidroxivitamina D (p<0.05) (Figura 6).
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Debido a que la poblacion de estudio presenta una elevada exposicion a
fldor y arsénico a través del agua de consumo, se evaluaron niveles de éstos en
orina. El 93.88% de la poblacién presentd concentraciones de flior en orina por
encima del indice Biolégico de Exposicion (IBE) de acuerdo a lo establecido por la
OMS (Figura 7). La poblacién presento una media de fldor de 2.26 + 1.30 mg/L
con un IC95% de 1.88-2.63 mg/L.

n=49

Media= 2.26 + 1.30 mg/L

E<|BE <1 mg/L
>|BE > 1 mg/L

94%

Figura 7. Distribucion porcentual de flior en orina en poblacion infantil
indice Bioldgico de Exposicién sugerido por la OMS

De acuerdo a valores establecidos por los Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC), el 32.65% de la poblacién presento niveles

por encima del IBE de arsénico en orina con una media de 29.31 + 24.29 ug/L y un
IC95% de 22.33-36.29 ug/L (Figura 8).

n=49

Media= 29.31 + 24.29 ug/L

® < |BE < 35 pg/L

> |BE > 35 pg/L

Figura 8. Distribucion porcentual de arsénico en orina en poblacion infantil
IBE sugerido por Belson, Schier, Patel, & CDC (2005)
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Con motivo de que el fluor y arsénico son considerados nefrotoxicos se hizo
uso de novedosos biomarcadores tempranos de lesion renal, los cuales fueron
caracterizados en la poblacion (Tabla 3); posteriormente se analizé la asociaciéon
existente entre los biomarcadores renales con los contaminantes ambientales

presentes.

Tabla 3. Caracterizacion de biomarcadores renales

Biomarcador Renal Media = D.E. IC 95% Percentil 25  Percentil 75
GGT (U/mmoilCr) 9.96 £ 6.38 8.13-11.80 5.48 14.05
NGAL (ng/ml) 1.02+1.81 0.50-1.55 0.18 0.91
NGAL (ng/mgCr) 1.55+ 1.70 1.06-2.04 0.44 1.96
KIM-1 (pg/ml) 127.46 + 245.23 57.02-197.90 68.8 68.8
KIM-1 (ng/mgCr) 0.22 +0.28 0.14-0.30 0.08 0.28
CyC (mg/L) 0.017 £ 0.014 0.013-0.022 0.007 0.02

Se observd una asociacion negativa entre los niveles de NGAL con flior y
arsénico (r=-0.297, p=0.03; r=-0.294, p=0.04, respectivamente); en cuanto a los
otros biomarcadores renales no se encontré una asociacion significativa con flaor

y arsénico (Tabla 4).

Tabla 4. Asociacion entre biomarcadores tempranos de lesion renal con Fy As en orina

GGT KIM-1 CyC NGAL KIM-1 CyC NGAL
(UmmolCr) (ng/mgCr) (mg/mgCr) (ng/mgCr) (pg/ml) (mg/L) (ng/ml)
r r r r r r r

Fldor (mg/L) -0.15 -0.07 0.13 -0.297*  -0.08 016  -0.18

Arsénico (mg/L) 0.10 -0.16 0.006 -0.294* -0.20 -0.02 -0.27

* Significancia estadistica p<0.05; **Significancia estadistica P<0.01

De acuerdo al coeficiente de regresion B por cada unidad que incremente el
flior y arsénico en orina disminuira 0.47 y 0.3 unidades, respectivamente,
concentraciones de NGAL ajustadas por creatinina (p<0.05) (Figura 9 y Figura 10).
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Figura 10. Regresion lineal entre NGAL (ng/mgCr) con As en orina; Coef. B =-0.3

Ademas de las asociaciones bivariadas realizadas entre los biomarcadores
tempranos de dafio renal con flior y arsénico de manera independiente, se

generaron modelos de regresion lineal multivariada para cada uno de los
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biomarcadores renales ajustado por fllor y arsénico de manera conjunta, para
observar si existieran efectos de éstos ligados. Se observdé una correlacion
significativa entre NGAL (ng/mgCr) con flGor y arsénico (r* ajustado=0.09, p=0.04)
de manera conjunta, sin embargo es importante remarcar que previamente se

encontro colinealidad entre estas variables de manera independiente (Tabla 5).

Tabla 5. Modelos de regresion lineal multivariante para biomarcadores renales con Fy As en orina

) . Coeficiente o 2
Variable Variables Coeficiente 2 r
) Modelo ] No ] r r
Dependiente Independientes ) Estandarizado Ajustado
Estandarizado

GGT Flaor -0.14 -0.11
1 _ 0.14 0.02 -0.020 0.59

(U/mmoilCr) Arsénico 0.08 0.11

KIM-1 Flaor -0.11 -0.08
2 . 0.18 0.03 -0.008 0.44

(ng/mgCir) Arsénico -0.12 -0.15

CyC Flaor 0.21 0.15
3 _ 0.15 0.02 -0.018 0.57

(mg/mgCir) Arsénico 0.01 0.01

NGAL Flaor -0.36 -0.23
4 . 0.36 0.12 0.091 0.04

(ng/mgCir) Arsénico -0.23 -0.24

KIM-1 Flaor 0.18 -0.04
5 . 0.25 0.06 0.022 0.22

(pg/ml) Arsénico 0.11 -0.24

Flaor 0.27 0.18
CyC (mg/l) 6 o 0.18 0.03 -0.007 0.44

Arsénico -0.04 -0.05

NGAL Flaor -0.299 -0.16
7 o 0.37 0.11 0.075 0.06

(ng/ml) Arsénico -0.295 -0.27

Significancia estadistica p<0.05

Se usaron datos antropométricos recolectados por Bravo et al. (2018) para
evaluar la asociacion entre estos con los biomarcadores renales estudiados. Se

observo una asociacion significativa entre NGAL (ng/ml) con peso (r=0.36, p=0.01)
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y edad (r=0.36, p=0.009), asi como entre NGAL ajustado por creatinina (ng/mgCr)
con peso (r=0.30, p=0.03), IMC (r=0.30, p=0.03) y edad (r=0.29, p=0.03).

Tabla 6. Asociacion entre biomarcadores renales e indicadores antropométricos y edad

GGT KIM-1 CyC NGAL KIM-1 CyC NGAL
(U/mmolCr) (ng/mgCr) (mg/mgCr) (ng/mgCr) (pg/ml) (mg/L) (ng/ml)

r r r r r r r

Peso (Kg) -0.11 -0.14 -0.21 0.30* 0.01 -0.14 0.36*
Talla (cm) -0.13 -0.19 -0.16 0.19 -0.01 -0.08 0.25
IMC (Kg/m2) -0.06 -0.09 -0.18 0.30* 0.02 .0,16 0.24
Edad (Afios) -0.11 -0.21 -0.16 0.29* -0.02 -0.08  0.36*

* Significancia estadistica p<0.05; **Significancia estadistica P<0.01

Se generaron modelos de regresion lineal multivariados para cada
biomarcador renal ajustado por IMC y edad; se observé una asociacién positiva
entre NGAL (ng/mgCr) y NGAL (ng/ml) con respecto a las variables predictoras
IMC y edad (r? ajustado=0.10, p=0.02; r* ajustado=0.02, p=0.01, respectivamente).

Tabla 7. Modelo de regresion lineal multivariante para biomarcadores renales con IMC y edad

] . Coeficiente o 2
Variable Variables Coeficiente 2 r
) Modelo ) No ) r r
Dependiente Independientes ) Estandarizado Ajustado
Estandarizado

GGT IMC -0.02 -0.005
1 0.11 0.01 -0.03 0.74

(U/mmolCr) EDAD -0.41 -0.10

KIM-1 IMC 0.28 0.05
2 0.22 0.04 0.007 0.31

(ng/mgCir) EDAD -1.009 -0.24

CyC IMC -1.28 -0.26
3 0.32 0.10 0.06 0.08

(mg/mgCir) EDAD -0.42 -0.10

NGAL IMC 1.14 0.26
4 0.37 0.14 0.10 0.02

(ng/mgCir) EDAD 0.83 0.17
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KIM-1 IMC 0.61 0.13

5 0.14 0.02 -0.02 0.62
(pg/ml) EDAD -0.55 -0.14
IMC -0.94 -0.18
CyC (mg/l) 6 0.18 0.03 -0.009 0.45
EDAD 0.02 0.006
NGAL IMC 1.74 0.28
7 0.44 0.19 0.16 0.01
(ng/ml) EDAD 1.29 0.23

Significancia estadistica p<0.05

Una vez caracterizados los biomarcadores de lesion renal y debido de que
el flhor y arsénico repercuten negativamente de manera directa en el riidn donde
ocurre principalmente la sintesis de la 1,25 dihidroxivitamina D y la reabsorcion de

calcio y fosfato, se caracterizaron estas variables y se analizd su asociacion.

De acuerdo a puntos de corte sugeridos por Ma Fraga Rodriguez et al.
(2014) en poblacion infantil el 87.76% de la poblacion presentdé concentraciones
normales de calcio en orina mientras el 12.24% presento hipercalciuria (Figura
11). Niveles de calcio urinario en la poblacion presentaron un 1C95% de 0.085-
0.13mg/mgCr y una media de 0.108 = 0.081 mg/mgCr.

n=49

100.00
90.00 87.76 % Media= 0.10 + 0.08 mg/mgCr

80.00 -
70.00 -
60.00 -
50.00 -
40.00 -
30.00 -
20.00 -
10.00 -
0.00 -

m Normal < 0.20 mg/mgCr

B Elevado = 0.20 mg/mgCr

12.24 %

7-14 afos

Figura 11. Distribucién porcentual de calcio en orina en poblacién infantil

Puntos de corte clinico para poblacién infantil >4 afios de edad (M? Fraga Rodriguez et al., 2014)
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Respecto a los valores de fosfato urinario, los puntos de corte clinico para
poblacion infantil son categorizados de acuerdo a rangos de edades, y haciendo
referencia a éstos el 57.89% y el 63.33% de los individuos de entre 7 a 9 afios y
10 a 14 afos de edad, respectivamente, presentaron concentraciones elevadas de
éste (Tabla 8 y Figura 12). Fosfato en orina para toda la poblacion resulto con una
media de 1.08 £ 0.60 mg/mgCr y un IC95% de 0.90-1.25 mg/mgCr.

Tabla 8. Categorizacion de fosfato en orina en poblacion infantil (Miccién aislada)

Edad PO4:Cr Normal Elevado Media = D.E.
7-9 afios 0.32a0.97 42.11 % 57.89 % 1.23+0.69
10-14 afios 0.22 a 0.86 36.67 % 63.33% 0.99 +0.53
n=49
70.00 63.33 %
0,
60.00 57.89 %

50.00

4211 %

36.67 %

40.00 -
|

30.00 - Normal
H Elevado

20.00 -

10.00 -

0.00 -
7-9 anos 10-14 afos
0.32 2 0.97 mg/mgCr 0.22 a 0.86 mg/mgCr

Figura 12. Distribucion porcentual de fosfato en orina en poblacion infantil
Puntos de corte clinico para poblacion infantil (M* Fraga Rodriguez et al., 2014)

Se observo una correlacién positiva entre fosfato urinario y flaor (r=0.39,
p=0.005), mas sin embargo no se encontrd correlacion entre 1,25 dihidroxivitamina
D y calcio urinario con flior. En cuanto al arsénico no se encontré asociacion

significativa con ninguno de éstos (Tabla 9).
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Tabla 9. Asociacion entre calcio urinario, fosfato urinario y 1,25 dihidroxivitamina D con Fy

As en orina

Flaor (mg/L)

Arsénico (mg/L)

0.25
0.20

Calcio (mgCa/mgCir)

Fosfato (mg/mgCr)
r

0.39**

0.02

r
-0.18

0.01

1,25 Dihidroxivitamina D (pg/ml)

* Significancia estadistica p<0.05; **Significancia estadistica P<0.01

Con motivo de que el calcio y el fosfato son los principales componentes de

la hidroxiapatita en hueso, se evalud la asociacion que existia entre estos y la

densidad mineral 6sea en zona lumbar y cadera, en esta evaluacion se encontro

gue existe una correlacién negativa entre el fosfato en orina y la densidad mineral
Osea a nivel lumbar (r=-0.35, p=0.01) (Tabla 10).

Tabla 10. Asociacién entre calcio urinario y fosfato urinario con densidad mineral 6sea

Calcio (mgCa/mgCr)

Fosfato (mg/mgCr)

DMO Lumbar
r

-0.13
-0.35*

DMO Cadera
r

-0.19
-0.22

* Significancia estadistica p<0.05; **Significancia estadistica P<0.01

a0

-20

DMO Lumbar

-30

-40

-.80

-.B0

-.40

. . L
L ]
L ]
y=-026-0 12'><L . .
It | . L
¢ . * . .
. L ]
- Se e
L ]
-20 w0 .20
PO4:Cr

40

Figura 13. Regresion lineal entre DMO lumbar con fosfato en orina; Coef. B =-0.12
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Acorde al coeficiente de regresion B por cada unidad que incremente el
fosfato urinario ajustado por creatinina disminuira 0.12 unidades la DMO en zona
lumbar (p<0.05) (Figura 13).

A pesar de no ser uno de los objetivos especificos y debido a que con
anterioridad Yanez & Mejia (2018) no habian encontrado asociacion entre
concentraciones de fldor urinarias con densidad mineral 6sea en el universo de
trabajo, se evalud la asociacion en la muestra de estudio entre los niveles de flior
y arsénico en orina con densidad mineral 6ésea lumbar y en cadera, mas sin

embargo no se encontraron correlaciones significativas entre éstos (p>0.05).

DISCUSION

La nutricion es un factor importante y modificable en el desarrollo y
mantenimiento de la masa O6sea. Se estima que la densidad mineral 6sea puede
ser modificable por la dieta y el ejercicio hasta en un 20%. El calcio, el fésforo y la
vitamina D son elementos esenciales para el desarrollo estructural y funcional del
hueso, el incremento y el mantenimiento de la densidad mineral 6ésea dependera
en gran parte de la disponibilidad de estos nutrientes en circulacién sistémica
(DeBoer et al., 2015; Suarez Cortina et al., 2011).

El regular el metabolismo de calcio y fésforo no es la Unica funcién de la
vitamina D en el organismo, ademas participa en muchas otras funciones en éste,
como en la regulacion de la presion arterial y sistema inmune, la sintesis de
insulina, el desarrollo neuronal, la apoptosis, la angiogénesis, la proliferacion y

diferenciacion celular, entre muchas otras (Flores et al., 2006; Holick, 2007).

Cerca del 90% de la vitamina D se obtiene mediante la exposicion a la
radiacion UVB, mientras el 10% restante generalmente es proveniente de la dieta
(Holick, 2007). La deficiencia de vitamina D puede ser consecuencia
principalmente de un consumo inadecuado de esta o una deficiente exposicion

solar (Holick, 2007; Molina, 2013). Sin embargo existen otros factores de riesgo
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gue pueden provocar una insuficiencia de vitamina D en el organismo, tales como
cantidad de melanina en piel, el uso protectores solares (factor de proteccion
UV>15), una excesiva exposicion solar, las estaciones de invierno, la latitud
geografica, la desnutricion, la obesidad, una exclusiva lactancia materna después
de los 6 meses de edad (leche materna contiene bajos niveles de vitamina D), una

malabsorcidn intestinal, la presencia de una dafio renal, entre otros (Holick, 2007).

Un déficit de vitamina D en etapas tempranas de la vida interferira con el
maximo alcance de masa 0sea e incrementara el riesgo de presentar raquitismo y
osteomalacia durante la nifiez, y osteoporosis en edad adulta (Carrié Fassler &
Bonjour, 1995; Holick, 2006; Suéarez Cortina et al., 2011)

La deficiencia de vitamina D es un problema actual de salud publica a nivel
mundial, en México de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) la prevalencia de insuficiencia de 25 hidroxivitamina D en nifios de 6
a 12 afos es del 18%, mientras que la prevalencia de deficiencia es del 10%
(Flores et al., 2006). La prevalencia de insuficiencia en la poblaciéon de estudio
(42.86%) resultd ser mayor que aquella reportada por la ENSANUT (2006),
mientras que la prevalencia de deficiencia en la poblacién (2.04%) resulté ser

menor que las previamente encontradas.

En otro estudio en poblacion infantil mexicana (198 nifios de 6 a 12 afios de
edad, Monterrey) realizado por Elizondo Montemayor et al. (2010), se reporté una
mayor prevalencia de insuficiencia (62.1%) y deficiencia (20.1%) de 25

hidroxivitamina D que la encontrada en el presente estudio.

En motivo de que resultados de estudios previos en la poblacion infantil del
estudio indicaban prevalencia de densidad mineral 6sea por debajo de lo esperado
para la edad (Jarquin-Yafez & Mejia-Saavedra, 2017) y de que la vitamina D
participa directamente en el metabolismo fosfocalcico del hueso, se evalud la

asociacion que existia entre ambas variables.
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La 25 hidroxivitamina D y la 1,25 dihidroxivitamina D se encontraron
correlacionadas positivamente con la densidad mineral 6sea en zona lumbar y en
cadera en la poblacion (p<0.05); resultado similar a lo reportado por Bischoff-
Ferrari et al. (2006) que establece que la 25 hidroxivitamina D se encuentra
asociada directamente con la densidad mineral 6sea en personas de distintas
razas (p<0.05); por Fu et al. (2016) que encontré correlacion positiva significativa
entre niflos de 0 a 7 aflos de edad con densidad minera ésea (p<0.001) y un
coeficiente de determinacion significativo (r2=0.14, p<0.001); por Deng et al.
(2015) que encontr6 asociacion entre éstas variables en mujeres post
menopausicas (r=0.18, p<0.05) y por Sohn, Chang, & Yang (2017), que encontr6
correlacion entre la vitamina D con la masa 0sea en nifilos de 5 a 20 afios con

sindrome de intestino irritable (r=0.23, p=0.02).

La densidad mineral 6ésea por debajo de lo esperado en la poblacién de
estudio pudiera ser debido a la insuficiencia de 25 hidroxivitamina D hallada en el
presente, ya que de acuerdo a lo reportado en el estudio a mayor 25
hidroxivitamina D mayor serd la densidad mineral 6sea (p<0.05), esto
posiblemente debido a que como menciona Holick (2007) y Misra et al. (2008), en
un estado de suficiencia de 25 hidroxivitamina D la absorcion de calcio y fosforo,
provenientes de la dieta, en intestino delgado incrementara hasta un 30% y 80%
respectivamente, a diferencia de estado sin 25 hidroxivitamina D donde apenas se
absorbera el 15% del calcio y 60% del fésforo, a pesar de que exista una ingesta
adecuada de éstos en la dieta.

A diferencia de la 25 hidroxivitamina D, los niveles de 1,25 dihidroxivitamina
D se encontraron dentro y por encima de los puntos de corte clinicos normales
para la edad. Esto probablemente debido a que como mencionan Misra et al.
(2008), Holick (2009), Juppner & Kronenberg (2003) y Molina (2013)
concentraciones séricas disminuidas tanto de 25 hidroxivitamina D por debajo de
los 30 ng/mL (insuficiencia y deficiencia) estimularan la sintesis de la hormona

paratiroidea (PTH), hormona secretada por la glandula paratiroides que se
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encargara de regular el metabolismo del calcio y fosforo principalmente,
incrementando la produccién renal de 1,25 dihidroxivitamina D al aumentar la
actividad de la 1-a hidroxilasa en rifidn, y en conjunto con esta a mayor grado,
provocaran la movilizacion de las reservas de calcio y fosforo del hueso para el
mantenimiento de éstos en circulacion, provocando asi una disminucion en la
densidad mineral 6ésea. De acuerdo a Bowden, Robinson, Carr, & Mahan, (2008),
la 25 hidroxivitamina D se encuentra inversamente correlacionada con la PTH
(P<0.05).

La PTH y la 1,25 dihidroxivitamina D también se encargaran de regular la
reabsorcion renal de calcio filtrado a nivel tubular, incrementandola cuando exista
un déficit de éste en circulacion (Molina, 2013). Por el contrario, niveles elevados
de fosfato en sangre estimularan la secrecion de la PTH, que para regular niveles
de fosfato séricos disminuird su reabsorcion a través del tubulo proximal en rifién
incrementando su excrecion, provocando de esta manera una disminucién de la
densidad mineral 6sea (Lanzano et al., 2011). Concentraciones elevadas de PTH
a largo plazo provocaran una pérdida simultanea de calcio y fosforo en hueso, lo
cual disminuira la masa 6sea e incrementara el riesgo de presentar fracturas en un
futuro (Mayo Clinic, 2017).

Con respecto a que la obesidad es uno de los diversos factores de riesgo
que pueden provocar insuficiencia de vitamina D en circulacion, en el presente
estudio se caracterizo el estado nutricio de los participantes y se contrasto la
diferencia entre las concentraciones de 25 hidroxivitamina D respecto al
diagnéstico nutricional de la poblacion, posteriormente se evalué la asociacion que

tenia el IMC con la 25 hidroxivitamina,

A diferencia de Elizondo Montemayor etal. (2010) no se encontrd
diferencia significativa entre las concentraciones de 25 hidroxivitamina D acorde al
diagndstico nutricio de la poblacion, mas si se observé una tendencia negativa de

25 hidroxivitamina D conforme el IMC incrementaba, es importante remarcar que
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en el estudio de Elizondo et al. (2010) se categorizo el estado nutricio en obesos y
no obesos, mientras que en el presente se categorizo en bajo peso, normopeso,

sobrepeso y obesidad.

No obstante asi como la asociacion inversa entre concentraciones de 25
hidroxivitamina D con IMC reportada (r=-0.31, p<0.001) por Elizondo Montemayor
etal. (2010), en éste se encontr6 una correlacion negativa entre la 25
hidroxivitamina D y el IMC (r=-0.28; p=<0.05), indicando que a mayor IMC, menor

serd la cantidad de 25 hidroxivitamina D en circulacion.

Estos resultados pueden ser debido a que como reportan Alemzadeh et al.
(2008), Holick (2003), Rovner et al. (2008), Smotkin Tangorra et al. (2007) y
Wortsman et al. (2000) de que al momento de ingerir vitamina D a través de la
dieta en forma de ergocalciferol o colecalciferol u obtenerla a partir de la sintesis
cutdnea mediante la radiacion UVB como colecalciferol esta se almacenara en el
interior de la grasa corporal, debido a su gran afinidad hacia esta, disminuyendo

asi su biodisponibilidad para ser metabolizada a su forma activa.

En relacion a esto, la poblacion de estudio al encontrarse en una zona con
un alto grado de exposicidon a elementos nefrotéxicos como fldor (4.3 mg/L) y
arsénico (0.0499 mg/L) a través del agua de consumo, el riesgo de presentar un
dafio a nivel tubular renal se incrementara, estado que podria repercutir en la

sintesis de la forma activa de la vitamina D.

En el presente estudio los niveles de flior (Media, 2.26 mg/L) y arsénico
(Media, 29.31 pg/L) en orina se encontraron por encima del IBE en el 93.88% y
32.65% de la poblacion infantil, respectivamente. En comparacion a esto,
Cardenas et al. (2016) reportaron en una poblacion de 83 nifios (6 a 12 afios de
edad) de Villa de Reyes, San Luis Potosi expuesta a contaminantes ambientales,
entre ellos fldor (2.47 mg/L) vy arsénico (0.01 mg/L) concentraciones medias
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superiores de arsénico urinario (45 ug/L) y ligeramente inferiores de flGor urinario

(2.18 mg/L) respecto a la poblacion del presente estudio.

Niveles de éstos elementos en orina por encima del IBE podrian deberse, a
que de acuerdo a lo reportado por (Bravo & Mejia, 2018) la mayor parte de la
poblacion continta ingiriendo agua de la llave o cocinando con esta, principales

fuentes de exposicion a estos toxicos.

De acuerdo a Pefia Rodriguez (2004) en etapas tempranas de dafio renal
puede ocurrir una disminucion en la sintesis de la 1,25 dihidroxivitamina D; y

conforme el dafio aumente esta disminuira progresivamente (Dusso, 2011).

Este es uno de los primeros estudios que tiene como objetivo caracterizar
valores de novedosos biomarcadores tempranos de dafio renal en poblacion
infantil expuesta a flior y arsénico. Los resultados obtenidos podran ser de utilidad
para establecer guias con propositos de diagnéstico en poblaciones con

caracteristicas similares.

El uso de estos biomarcadores tempranos de dafio renal pretende proveer
informacion atil para determinar una lesion a nivel tubular proximal renal, que
frecuentemente precede a cambios funcionales en rifion, cominmente detectados

por creatinina sérica (Chen & Koyner, 2015).

Con un gran numero de mitocondrias y debido a que existe una elevada
actividad metabdlica y absorcion activa por parte de las células tubulares, el tibulo
proximal es sumamente vulnerable a lesiones hipdxicas, obstructivas, isquémicas,
oxidativas y metabdlicas, que con el tiempo provocan muerte celular y la
generacion de glomérulos atubulares. Una lesion prolongada a nivel tubular
provocara que la enfermedad renal progrese e induzca a una lesion renal aguda y
posteriormente a una enfermedad renal crénica (Chevalier, 2016; Weidemann

et al.,, 2016); ademas se ha demostrado que las células epiteliales del tubulo
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proximal son el principal blanco del flior y arsénico en rifion (Marjorie A. Peraza
et al., 2006; Santoyo-Sanchez et al., 2013).

La expresion de KIM-1 en un rifibn sano es casi imperceptible, al momento
de una lesion en rifidn los niveles de esta incrementan en grandes cantidades en
la membrana apical del tubulo renal, region donde el tubulo es mayormente
afectado. Los niveles elevados persisten en las células epiteliales hasta que la

célula se ha recuperado por completo (Bonventre, 2009)

De acuerdo a los resultados obtenidos, concentraciones de KIM-1 (IC95%,
57.02-197.90 pg/mL) resultaron ser menores que aquellas reportadas por
Céardenas-Gonzalez et al. (2016) en poblacién infantil (6 a 12 afios de edad) de
Villa de Reyes, San Luis Potosi expuesta a contaminantes ambientales (IC95%,
216.79-428.06 pg/mL); asi como en poblacion infantil sana evaluada por Bennett,
Nehus, Haffner, Ma, & Devarajan (2015) (IQR, 226-703 pg/mL).

Asimismo los valores de KIM-1 obtenidos, ajustados por creatinina urinaria
(IC95%, 0.14-0.30 ng/mgCr; IQR, 0.08-0.28 ng/mgCr), resultaron ser menores que
aquellas reportados por McWilliam etal. (2014) en poblacion infantil sana en
Estados Unidos y Reino Unido (IC95%, 0.16 a 0.20 y 0.37-0.50 ng/mgCr,
respectivamente), y por Tomczak etal. (2013) en un grupo control de

adolescentes sanos de 11 a 18 afios de edad (IQR, 0.46-1.14 ng/mgCi).

En presencia de dafio tubular, los neutréfilos y las células tubulares renales
estimularan rdpidamente la liberacion de NGAL en el sitio lesionado. La lesién del
epitelio del tubulo proximal alterara la reabsorcion de NGAL, provocando de esta
manera un incremento en su excrecion urinaria (Seijas, Baccino, Nin, & Lorente,
2014; Tomczak et al., 2013).

Las concentraciones de NGAL analizadas en la poblacion, resultaron ser
menores (IC95%, 0.50-1.55 ng/ml; 1C95%, 1.06-2.04 ng/mgCr; IQR, 0.44-1.93
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ng/mgCr) que aquellas encontradas en poblacion infantil sana por Bennett et al.
(2015) (IQR, 2.8-17 ng/ml), asi como por McWilliam etal. (2014) en Estados
Unidos y Reino Unido (IC95%, 2.8-17 y 2.5-12.8 ng/mL; 6.80-9.86 y 8.76-13.11
ng/mgCr respectivamente), y similares a aquellas reportadas por Tomczak et al.
(2013) en adolescentes sanos (IQR, 0.63-2.58 ng/mgCir).

Ademés se observaron niveles menores de NGAL en nifios y nifias
(IC95%, 0.31-1.53 y 1.48-2.93 ng/mgCr, respectivamente) que aquellos
encontrados por Cardenas Gonzalez etal. (2016) (IC95%, nifios 1.71-4.62
ng/mgCr y nifias de 23.70-85.40 ng/mgCr) en poblacién infantil expuesta a toxicos

ambientales.

El incremento de GGT en orina refleja directamente lesién de las células
tubulares epiteliales o su abscision y pérdida del borde de cepillo del tubulo
proximal (Arhima, Gulati, & Sharma, 2004). A pesar de esto, los resultados
obtenidos en el estudio (Media, 9.961£6.38 e 1C95%, 8.13-11.80 U/mmolCr)
resultaron ser menores que aquellos reportados por Xiong, et al. (2007) en una
poblacion de niflos de 6 a 12 afios de edad de China (Media, 24.81+4.34
U/mmolCr) expuesta a concentraciones similares de flior en agua (4.51 mg/L) que

a la del presente estudio (4.3 mg/L).

La cistatina C al ser una molécula que es comunmente catabolizada y
reabsorbida casi en su totalidad en el tabulo proximal renal, es poco frecuente
observarla en orina en ausencia de un trastorno tubular (Westhuyzen, 2006b). De
acuerdo a Conti et al. (2006) concentraciones de cistatina C son significativamente
mayores en pacientes con lesion tubular que aquellos con lesion glomerular o

controles normales.

En el presente estudio se encontraron concentraciones en orina de cistatina
C (Media £ D.E, 0.017 = 0.014 mg/L; IQR, 0.007-0.02 mg/L) por debajo de las
sugeridas por Filler et al. (2004) como optimas en adultos de 0.033 a 0.29 mg/L;
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asi como de aquellas observadas por Jiménez Cordova et al. (2018) en poblacién
adulta mexicana expuesta a flior y arsénico (Media + D.E, 0.20 + 0.18 mg/L;
Rango 0.013-1.6 mg/L).

Con respecto a esto, se analiz6 la asociacion existente entre los
biomarcadores tempranos de dafio renal con los contaminantes ambientales
nefrotoxicos presentes, y se encontrd una asociacion negativa entre NGAL
(ng/mgCr) con fldor y arsénico (r=-0.297 y r=-0.294, respectivamente)
estadisticamente significativa (p<=0.05), esto pudiera deberse al tiempo de
liberaciébn de NGAL y al pico maximo y tiempo de excrecién del flior y arsénico. O
asimismo, a que ante una lesion a nivel tubular renal la NGAL serd liberada tanto
por neutréfilos como por células tubulares, y al ser las células epiteliales del tubulo
proximal el principal blanco de fldor y arsénico en rifidn, una exposicion elevada a
éstos contaminantes posiblemente podrian repercutir en la liberacion de NGAL a
través de las células tubulares, por lo que las concentraciones de NGAL

resultarian menores conforme los niveles de flGor y arsénico incrementen.

En motivo de que indicadores antropométricos y la edad pudieran tener un
efecto importante sobre los biomarcadores renales, se analizé la correlacion entre
estos y se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre NGAL libre

asi como ajustado por creatinina con IMC y edad (p<0.05).

Una vez analizada la asociacion entre biomarcadores renales vy
contaminantes ambientales, se procedio a caracterizar niveles de calcio y fosfato
en orina y evaluar su correlacion con concentraciones de flior y arsénico; esto en
consideracion a que de acuerdo Santoyo Sanchez etal. (2013), una ingesta
elevada a fluor, debido a su gran afinidad hacia tejidos 0seos, podra provocar la
redistribucién de calcio y fosfato del hueso hacia circulacidbn sanguinea, y
asimismo disminuir la reabsorcion de calcio y fosfato por el tdbulo proximal
incrementando asi su excrecion urinaria. Este suceso repercutiria en las

concentraciones plasmaticas de calcio y fosfato.
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Ademas el arsénico, al tener propiedades fisicoquimicas similares al fosfato,
en forma de arseniato podria sustituir al fosfato en muchas reacciones
bioquimicas. Al igual que el fosfato, el arseniato es capaz de formar enlaces éster
con grupos hidroxil, sin embargo a diferencia de los enlaces formados con la
apatita, estos enlaces se caracterizan por poseer poca estabilidad (Dixon, 1996).
Referente a esto, existen poca investigacion sobre la explicacion de como
interactia el arsénico directamente con la masa 6sea; sin embargo, respecto a
esto Akbal, et al. (2014) en un estudio en adultos observd en su grupo expuesto a
arsénico una asociacion negativa respecto a su grupo control (p<0.001) entre

niveles de exposicion a arsénico con densidad mineral 6sea.

En el presente estudio se encontré6 que mas del 50% de los participantes
presentaron niveles elevados de fosfato en orina, mientras el 12.2% de presento
concentraciones elevadas de calcio urinario. Ademas de los factores de riesgo
provocados por flior y arsénico, niveles de calcio y fosfato en orina dependeran
asimismo de otros factores, como la dieta, la edad, el metabolismo fosfocalcico, la
absorcion intestinal, la accion de la PTH, entre otros (M® Fraga Rodriguez et al.,
2014).

Con respecto a esto, se observd una asociacion positiva significativa entre
el fosfato urinario y el flior en orina (r=0.39, p>0.01), mas no se observd

asociacion significativa entre arsénico con calcio y fosfato.

Es posible que los niveles elevados de fosfato en orina en el presente
estudio puedan deberse 0 a que al existir insuficiencia de 25 hidroxivitamina D en
circulacion, la PTH estimulara la sintesis de 1,25 dihidroxivitamina D, la cual en
conjunto estimulara la excrecion de este a nivel renal (Misra et al., 2008), o bien
debido a que la elevada exposiciéon de fldor a través del agua de consumo
provoque la movilizacién de las reservas de este del hueso hacia circulacion y se

provogue su excrecion (Santoyo-Sanchez et al., 2013).
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Aunado a esto, y con motivo de que tanto el calcio como el fésforo son los
componentes principales de la hidroxiapatita, se evalu6 la correlacion entre estos y
la densidad mineral 0sea. La excrecion urinaria de fosfato se asociéo de manera
negativa con la densidad mineral 6sea lumbar (r=-0.35, p<0.05), indicando que a
mayor excrecion urinaria de fosfato, posiblemente por la redistribucion de éste del
hueso debido a la elevada exposicion a fldor o por la insuficiencia de vitamina D

presente en la poblacién, menor ser& la densidad mineral ésea o viceversa.

Una vez finalizado el estudio, se le entregd a la poblacion los resultados
encontrados de manera individual, y en motivo a los hallazgos encontrados se
brindé informacion util sobre las principales fuentes de vitamina D para el
tratamiento y la prevencion de deficiencia de ésta, de la misma manera se
mencionaron las principales fuentes de calcio y fésforo y se explicé que el
consumo de éstas deberia realizarse con suficiencia y con moderacion,
respectivamente. Asimismo, se hizo hincapié y se exhort6 nuevamente a la
poblacién a disminuir el consumo de agua de la llave y evitar cocinar cualquier tipo

de alimentos con esta.

CONCLUSIONES

La vitamina D es un elemento esencial para muchas funciones del
organismo, entre ellas el desarrollo y mantenimiento de la masa Osea.
Concentraciones sistémicas disminuidas de 25 hidroxivitamina D fueron
presentadas por gran parte de la poblacion en el presente estudio; mientras
concentraciones de 1,25 dihidroxivitamina D se encontraron normales y elevadas

de acuerdo a los puntos de corte clinicos usados.

La 25 hidroxivitamina D y la 1,25 dihidroxivitamina D se encontraron
correlacionadas positivamente con la densidad mineral 6sea en la poblacion.
Asimismo se observd que a mayor IMC menor era la cantidad de 25

hidroxivitamina D y viceversa.
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La elevada exposicion de flior y arsénico a través del agua de consumo
continla siendo un problema actual de salud publica para la comunidad, los
niveles de flior y arsénico en orina permanecieron por encima de los niveles
permisibles en gran parte de la poblacibn. No se observdé una asociacion
significativa relevante respecto a los biomarcadores tempranos de dafio renal con

fldor y arsénico

A pesar de no haberse observado niveles de biomarcadores tempranos de
dafio renal por encima de los reportados en previos estudios en poblacién infantil
sana, es importante remarcar que la poblacion de estudio al encontrarse expuesta
a contaminantes ambientales adversos para la salud (nefrotoxicos, neurotoxicos,
entre otros) y en conjunto con las condiciones sociodemogréaficas presentes se

incrementa su vulnerabilidad respecto a otras poblaciones.

Se encontraron concentraciones de fosfato urinario elevadas en més de la
mitad de la poblacion. Niveles elevados de fllor en orina se encontraron
correlacionados directamente con fosfato urinario, y fosfato se encontré asociado
negativamente con densidad mineral 6sea en zona lumbar, lo cual indica que el
fosfato urinario tiene un papel importante en la densidad mineral 6sea en la

poblacion.

Pese a que un estudio transversal no es suficiente para establecer
causalidad, los resultados obtenidos de éste permitiran trazar el camino a seguir

para la comprensién de los hallazgos encontrados.

SUGERENCIAS

Se recomienda analizar la ingesta especifica de vitamina D mediante
frecuencias de alimentos y recordatorios de consumo para poder descartar o
comprobar que el déficit observado en el estudio u otros estudios posteriores
similares es debido a un déficit de ingesta de vitamina D (ergocalciferol o
colecalciferol) y no a una sintesis inadecuada de ésta.
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Asimismo se sugiere evaluar la ingesta de micronutrientes esenciales para
el desarrollo y mantenimiento de la masa 6sea (calcio y fosforo principalmente),
para de esta manera observar si existe alguna deficiencia o exceso de alguno de
estos que pudiera repercutir de manera positiva 0 negativa con la densidad

mineral dsea.

Es importante no olvidar la evaluacion y cuidado de la poblaciéon adulta de
esta poblacién y otras con caracteristicas sociodemograficas similares, ya que al
llevar expuesta un tiempo aun mas prolongado a contaminantes ambientales
podria presentar resultados negativos mas evidentes que aquellos encontrados en

el estudio.

Més estudios son necesarios para caracterizar niveles de biomarcadores
renales en poblacién infantil sana y expuesta a contaminantes ambientales, asi

también para comprender la sinergia que tienen estos con otras variables.
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ANEXOS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

Carta de Asentimiento

Titulo de proyecto: ASOCIACION ENTRE VITAMINA D Y DENSIDAD MINERAL GSEA EN
POBLACION INFANTIL EXPUESTA A FLUOR Y ARSENICO A TRAVES DEL AGUA DE
CONSUMO EN UNA COMUNIDAD RURAL DE SAN LUIS POTOSI

Hola mi nombre es José de Jesus Mejia Saavedra y trabajo en la Coordinacion para la Innovacién
y Aplicacion de la Ciencia v la Tecnologia perteneciente a la Universidad Auténoma de San Luis
Potosi. Actualmente la Universidad estad realizando un estudio para conocer tus niveles de
vitamina D para que estos datos puedan servirnos para monitorear tu salud y en caso de que
sea necesario prevenir enfermedades relacionadas a la deficiencia de este nutriente e
implementar un tratamiento oportuno.

Tu participacion, una vez hayas estado de acuerdo ingresar al estudio, consistiria en acudir a
una reunién en la que te citaremos para recolectar una muestra de orina y sangre. Para la
muestra de orina sera necesario que recolectes la primera orina de la mafiana en el recipiente
gue te brindaremos (llenar el recipiente mas de la mitad). Para la toma de sangre serd necesario
que te presentes en ayunas (no haber consumido alimentos después de las 11:00 pm del dia
anterior) para la extraccion de una muestra de 6 ml (1 cucharadita), este procedimiento sera
realizado por personal capacitado, es posible que durante el procedimiento de extraccion de
sangre sientas un poco de dolor en el drea y pueda aparecer un moretdn. Una vez finalizada la
toma de sangre se te brindara un lonche.

Tu participacion en el estudio es voluntaria, es decir, aun cuando tus papa o mama hayan dicho
que puedes participar, si tt no quieres hacerlo puedes decir que no. Es tu decision si participas o
no en el estudio. Tamhién es importante que sepas que si en un momento dado ya no quieres
continuar en el estudio, no habra ningun problema, o si no quieres responder a alguna pregunta
en particular, tampoco habra problema.

Toda la informacidn y mediciones que nos proporciones y que realicemos nos ayudaran a
brindarte informacidn sobre tu estado nutricional y de salud. Esta informacion sera confidencial,
esto quiere decir que solo le daremos los resultados a tus padres y a ti.

Si aceptas participar, te pido que por favor pongas una ( ¥') en el cuadrito de abajo que dice “Si
quiero participar” y escribe tu nombre.

Si no quieres participar, no pongas ninguna ( ¥*), ni escribas tu nombre.

[] Si quiero participar

Nombre:

Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento:

Fecha: a de de

Observaciones:




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
Carta de consentimiento Informado

Titulo de proyecto: ASOCIACION ENTRE VITAMINA D Y DENSIDAD MINERAL OSEA EN
POBLACION INFANTIL EXPUESTA A FLUOR Y ARSENICO A TRAVES DEL AGUA DE CONSUMO
EN UNA COMUNIDAD RURAL DE SAN LUIS POTOSI

Estimado(a) Sefior/Sefiora:

Introduccion/Objetivo:

La Universidad Autonoma de San Luis Potosi esta realizando un proyecto de investigacion el
cual tiene como objetivo analizar la asociacion entre vitamina D y densidad mineral 6sea en
poblacion infantil expuesta a contaminantes ambientales para asi poder establecer bases de
conocimiento, las cuales serviran para intervenciones dirigidas a acciones preventivas e
implementacion de un tratamiento oportuno para el cuidado y la mejora del estado de salud de
la poblacién de estudio. El estudio se realizara en la comunidad de La Reforma, Salinas de
Hidalgo.

Procedimientos:
Si Usted acepta participar y que hijo(a) participe también en el estudio, ocurrira lo siguiente:

1. A usted le pediremos asista a reuniones informativas en las que daremos a conocer el
proyecto a implementar y expliquemos a detalle el procedimiento de este.

2. A su hijo(a) se le tomara el peso, estatura y una muestra de orina y sangre. Para la muestra
de orina sera necesario que se incluyan minimo 30 mililitros de la primera orina del dia. La
toma de muestra de sangre sera realizada por personal capacitado que extraera 6 mililitros
(1 cucharadita) de sangre.

Beneficios: Los beneficios que usted y su hijo obtendran con su participacion en el proyecto
seran los siguientes: a) El estudio sera gratuito, confidencial y voluntario, b) se brindara
informacion sobre los niveles de vitamina D, fldor, arsénico, calcio, fosforo y biomarcadores de
funcidén renal, ¢) se entregard de manera individualizada un reporte con los resultados
obtenidos a lo largo del proyecto, d) se entregara un reporte a la comunidad y presidencia sobre
los hallazgos encontrados.

Confidencialidad: Toda la informacion que usted nos proporcione para el estudio sera de
caracter estrictamente confidencial, serd utilizada tnicamente por el equipo de investigacion
del proyecto y no estara disponible para ningln otro propésito. Usted y su hijo(a) quedaran
identificados(as) con un nimero de folio y no con su nombre. Los resultados de este estudio
seran publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podran ser
identificados(as) ninguno de los participantes.

Riesgos Potenciales/Compensacion: Los riesgos potenciales que implican su participacién en
este estudio son bajos. Si alguna de las preguntas le hicieran sentir un poco incomodo(a), a
usted y/o a su hijo(a), tiene el derecho de no responderla. La toma de muestra sanguinea serd
realizada por personal capacitado y para lo cual se utilizara material nuevo y desechable. La
toma de muestra podria implicar dolor en el momento y/o un peguefio morenton. El dia de la
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toma de muestra se contara con médicos capacitados para atender cualquier malestar, dafio o
situacion que presente su hijo derivado de la toma de muestra.

Posterior a la toma de muestra, su hijo recibird un refrigerio. Usted no recibira ningln pago por
participar en el estudio, pero tampoco implicara algun costo para usted.

Participacidn Voluntaria/Retiro: La participacion en este estudio es ahsolutamente voluntaria.
Usted esta en plena libertad de negarse a participar o de retirar su participacion del mismo en
cualguier momento

Niumeros a Contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion con respecto
al proyecto, por favor comuniguese con el investigador responsable del proyecto:

José de Jesus Mejia Saavedra al siguiente nimero de teléfono (444) 8262300 ext. 8461, 8472 de
lunes a viernes en un horario de 9:00 a 16:00.

Si usted acepta participar en el estudio y que su hijo participe también, le entregaremos una
copia de este documento que le pedimos sea tan amable de firmar.
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Consentimiento del padre/madre o tutor para su participacion y la de su hijo(a)

Su firma indica su aceptacion para que Usted y su hijo(a) participen voluntariamente en el

presente estudio.

Nombre del Padre/Madre/Tutor participante:

Fecha:

Dia / Mes / Afio

Firma:

Relacién con el menor participante

Nombre completo del menor participante

Firma:

Nombre Completo del Testigo 1:

Fecha:

Dia / Mes / Afio

Direccidn

Firma:

Relacién con el participante

Nombre Completo del Testigo 2:

Fecha:

Dia / Mes / Afio

Direccién

Firma:

Relacién con el participante

Nombre y firma de la persona que
consentimiento

obtiene el Fecha:

Dia / Mes / Afio
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PROSPEREMOS JUNTOS

DIRECCION: DE ATENCION MEDICA
SUBDIRECCION:  DE CALIDAD Y EDUCACION EN SALUD
DOMICILIO PROLONG. CALZADA DE_GUADALUPE No. 5850

SERVICIOS DE SALUD COL. LOMAS DE_LA VIRGEN, CP.78380

DEL ESTADO NUMERO DE OFICIO,
EXPEDIENTE 16S8.2 ﬁ j [, j 5 5

AN LUIS POTOS! o s
: e ASUNTO: Evaluacion de protocolo registro estatal

rzmg SLP/008-2018.
|y U

San Luis Potosi, SLP.,

DR. ALEJANDRO JAVIER ZERMENO GUERRA
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE MEDICINA

DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
AV. VENUSTIANO CARRANZA No. 2405

COL. LQS FILTROS, C P. 78210

CIUDAD

Hago de su conocimiento, que el pasado 24 de mayo del 2018, en sesion ordinaria el Comité Estatal de Etica en
Investigacion en Salud, se realiz6 la Evaluacion del Protocolo de Investigacion:

Asociacion entre vitamina D y densidad mineral ¢sea
en poblacién infantil expuesta a fiior y arsénico a Dr. José de Jesus Mejia Saavedra
través del agua de consumo en una comunidad rural
de San Luis Potosi.
“Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi”
REGISTRO ESTATAL
SLP/008-2017

Siendo el dictamen por consenso:
OPINION TECNICA FAVORABLE

Lo anterior, con fundamento en el TITULO QUINTO de la Ley Estatal de Salud, que establece las bases
condiciones y normatividad en materia de Investigacién para la Salud, y la NOM-012-SSA3-2012, que establece
los criterios para la ejecucion de Proyectos de Investigacion para la Salud en Seres Humanos

En base a la Guia Nacional para la Integracién y Funcionamiento de los Comités de Etica en Investigacion y el
Reglamento Interno del Comité Estatal de Etica en Investigacion, Capitulo X, articulo 45, el Investigador titular se
obliga como parte de los compromisos adquiridos, a entregar con periodicidad semestral los avances y en su
momento el informe final de Ia Investigacion al Comité Estatal de Etica en Investigacion en Salud.

AL CONTESTAR ESTE OFICIO CITENSE LOS DATOS
CONTENIDOS EN EL ANGULO SUPERIOR DERECHO

Reciba un cordial saludo

ATENTAMENTE
SUFRAGIO EFECTIVO. NO REELECCION

LA DIRECTQRA ENEZAL/
(g

ICA LILIANA RANG

SERVICIOS DE s
DE SAN LUIS POTGS]

B asy
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E ‘ 18 JUN, 2018
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