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RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo evaluar las concentraciones de cadmio (Cd), hierro
total, creatinina, ferritina y tioles totales en 85 personas de ambos sexos, con edades
entre 30 y 75 afios, la poblacion en estudio se dividio en tres grupos, el primer grupo
estaba formado por 25 personas vegetarianas (aquellas que no consumen carnes en su
dieta diaria), el segundo grupo, estaba integrado por 30 sujetos consumidores
habituales de productos del mar (consumen 3 veces 0 mas a la semana estos productos)
y el tercer grupo lo conformaron 30 personas que ingieren una dieta mixta (grupo
control). En este trabajo se excluyeron a los fumadores. Los resultados de esta
investigacion indican que el grupo de vegetarianos son mas vulnerables a concentrar
Cd (5-15 pg/l) que los consumidores habituales de productos del mar (5-10 pg/l) y que
los que ingieren una dieta mixta (0-5 pg/l), los hombres fueron mas sensibles que las
mujeres a acumular Cd en sangre, obteniendo concentraciones de 5-15 ug/l y 5-10
ng/l, respectivamente. Por su parte, los niveles de hierro total en sangre fueron mas alto
en los vegetarianos (206-296 mg/dl), seguidos de los consumidores habituales de
productos del mar (160-250 mg/dl) y los que ingieren una dieta mixta (130-241
mg/dl), también se hallé6 que los vegetarianos fueron el grupo con mayores niveles de
tioles totales (11-57 umol/lI) mientras que los consumidores habituales de productos del
mar tuvieron las menores concentraciones de tioles totales (11-27 umol/l), sugiriendo
que quizds, el consumo de alimentos ricos en 4cidos grasos poliinsaturados pueden
ejercer un efecto protector de membranas celulares, disminuyendo el efecto de los
radicales libres; por ultimo, se detectd que los hombres (mayores de 50 afios)
vegetarianos y consumidores habituales de productos del mar, concentran el hierro y
aumentan los niveles de tioles totales.
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INTRODUCCION

El cadmio (Cd) es uno de los principales contaminantes ambientales, este metal
representa una grave amenaza para la salud de las personas y animales, debido a su
larga vida bioldgica, la cual es de 10 a 40 anos. El higado y los rifiones son los primeros
organos que participan en la eliminacion de este metal del organismo, y también son los
mas sensibles a sus efectos toxicos (Bergiund y cols., 1994; Peralta y cols., 2009;

Villatoro y cols., 2009; Wills y cols., 2009; Katedra y cols., 2010).

La dieta es la principal fuente de exposicion al Cd en personas no fumadoras (Charles y
cols., 2007; Amzal y cols., 2009; Wills y cols., 2009; Satarug y cols., 2010). La mayoria
de los alimentos contienen concentraciones relativamente bajas de Cd; sin embargo,
altas concentraciones se pueden encontrar en ciertos hongos y mariscos, en estos ultimos
organismos se localizan especialmente, en el hepatopancreas. Otros alimentos que
pueden tener altas concentraciones de Cd son los cereales, principalmente el arroz, el
trigo y las verduras, cuyas concentraciones suelen ser mas elevadas en estos productos
que las encontradas en los productos lacteos, carne y pescado; en los paises asiaticos y
estadounidenses, hasta el 50,0% del Cd ingerido proviene del arroz y sus derivados, la
Administracion de alimento y droga, informdé que la ingesta diaria de Cd en los
estadounidenses aumentd un 26,0% entre 1990 y 2003, este aumento se correlaciond con
un aumento del consumo de arroz y otros granos (Bergiund y cols., 1994; Hirotaka y

cols., 2010; Shimpei y cols., 2011).

La absorcion de Cd a nivel gastrointestinal es alrededor del 5,0% en adultos, pero varia
considerablemente entre los individuos. Estudios experimentales indican, que la
absorcion gastrointestinal de Cd puede ser influenciada por la composicion de la dieta y
los factores nutricionales, por ejemplo, el contenido de la dieta de los componentes de la
fibra y la baja ingesta de zinc, calcio y hierro pueden favorecer la absorcion de Cd

(Bergiund y cols., 1994; Satarug y cols., 2010).

Estudios realizados, muestran que la concentracion de Cden la sangre tiene una
correlacion inversa con el almacenamiento de hierro y ferritina en el organismo. La
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absorcion de Cd tiende a aumentar de acuerdo a bajos niveles de almacenamiento de
hierro en el cuerpo, debido a que compite con el hierro para su absorcion en el intestino,
afectando el uso eficiente del hierro para la sintesis de hemoglobina en el cuerpo. Al
parecer, las mujeres estdn en mayor riesgo de exposicion a metales toxicos,
especialmente Cd, ya que investigaciones realizadas encontraron mayores
concentraciones de metales toxicos en la orina de mujeres con respeto a los hombres, es
probable que el aumento de la absorcion gastrointestinal de metales toxicos se deba a
deficiencias de micronutrientes, tales como disminuidas reservas de hierro y de zinc

(Murashima y cols., 2004; Horiguchi, 2007; Hwangbo y cols., 2011).

El hierro juega un papel esencial en los procesos bioldgicos, ya que se encuentra como
componente de enzimas y otros complejos moleculares, dentro de sus funciones
principales se encuentran, transportar el oxigeno a través de la hemoglobina, sintesis de
ADN vy transporte de electrones. Un adulto sano contiene un total de 3-4 mg/kg
(miligramo de hierro por kilogramo de peso), del cual el 50,0% se encuentra en forma de
hemoglobina, 25,0% como reservas hepaticas (ferritina) y el resto estd contenido por la
mioglobina y proteinas que contienen hierro en su estructura (Kim y cols., 2006; Toxqui

y cols., 2010).

Para la absorcion del hierro no-hemo o inorgénico, es preciso que éste se encuentre en la
forma F e%, luego, se absorbe utilizando el transportador de metales divalente (DMTT1),
que se encuentra en el borde de cepillo de la membrana apical del enterocito y es el
encargado de transportarlo a su interior. Por su parte, el hierro hemo u orgénico se
absorbe por un sistema diferente; se ha identificado una proteina de la membrana apical
de la célula del epitelio intestinal, denominada proteina transportadora de hemo (HCP1)
como posible transportador del hierro hemo. Una vez dentro del enterocito, la hemo-
oxigenasa 1 (HO-1) y sus homdlogos son las encargadas de degradar la molécula hemo
para liberar el Fe*", El cual puede almacenarse como Fe™ en forma de granulos de
ferritina que se eliminan por descamacion, o bien ser exportado a la circulacion por la
accion combinada de una reductasa denominada hepaestina (Hp) y la proteina

transportadora ferroportina (FPN).



El Fe’" debe ser oxidado a Fe’”, mediante la ceruloplasmina, y asi se une a la
transferrina (Tf), la cual distribuye el metal por todo el cuerpo para su utilizacion y

almacenamiento (Toxqui y cols., 2010).

El DTM1 y la proteina transportadora de metal 1 (MTP1), se expresan en todos los
tejidos; sin embargo, el DMTI1 se expresa mas en cerebro y rifiones, mientras que el
MTDI en higado y bazo. Kim y cols. (2006), indican que estas proteinas no sélo juegan
un papel importante en el mantenimiento de los niveles del hierro, sino que también

facilita la acumulacion del Cd en el cuerpo.

La hepcidina es una hormona peptidica sintetizada principalmente, por el higado,
presenta un péptido sefial de 24 aminoacidos, con ocho residuos de cisteina. Hasta el
momento se le conocen dos funciones, regular la homeostasis del hierro y estar
involucrada en la respuesta inicial a la invasion de microorganismos patéogenos. Algunos
autores, reportan que esta hormona reduce la absorcion del hierro, porque inhibe
significativamente la  expresion del receptor de transferrinal (TfR1)y DMTI,
reduciendo asi, el hierro libre y unido a la Tf (conjugado hierro-transferrina); mientras
que otros sugieren que act@la uniéndose a la FPN, haciendo que sea internalizaday
degradada, pero que sin embargo, poco se sabe acerca de la relacion entre la estructura
y la actividad de la hepcidina con la FPN. Mutaciones en el gen que codifica la
hepcidina en humanos genera enfermedad por sobrecarga severa de hierro; por el
contrario, una expresion incrementada induce una anemia por deficiencia en la absorcion
de hierro a pesar de una dieta normal o rica en hierro (Clark y cols., 2011; Du y cols.,

2012; Yuy cols., 2012).

La ferritina es la proteina de almacenamiento de hierro, la cual es ampliamente
estudiada en los humanos, debido a su papel central en el metabolismo del hierro;
constituye un oligdmero con una masa molecular de aproximadamente, 500 000 Mr,
compuesta por 24 subunidades de cadenas polipeptidicas (L ligera o de menor masa y H
pesada, con mayor masa) que forman una estructura hueca de aproximadamente, 12 nm

de diametro, con simetria ctibica 4/3/2 y el hierro se almacena en los centros de



ferroxidasa ubicado dentro del paquete de 4 hélices de las subunidades H. Se ha
observado que, el Cd inhibe la absorcion de hierro, ya que compite por el sitio de union
en la ferritina. Estudios realizados, muestran que mujeres con niveles de ferritina por
debajo del valor de referencia poseian mayores niveles de Cd en sangre en comparacion
con mujeres que presentaban un nivel de ferritina normal (Macara y cols., 1973; Lee y

Kim, 2011).

En los organismos expuestos a Cd, el rifion constituye el 6rgano critico y las nefropatias
son el resultado de una exposicion prolongada a este metal. La etapa temprana de la
interferencia del Cd con la funcion renal generalmente, se caracteriza por un aumento de
la excrecion de proteinas de baja masa molecular (por ejemplo, alfa 2-microglobulina,
proteina fijadora de retinol, microglobulina) debido a la disfuncion tubular; en algunos
casos, hay un aumento de la excrecion de proteinas de alta masa molecular (por ejemplo,
albumina, transferrina) a causa del aumento de la permeabilidad glomerular. La
toxicidad del Cd también puede dar lugar a una disminucion brusca de la tasa de
filtracion glomerular, la cual se relaciona con la edad de los individuos vulnerables, es
decir, a mayor edad mayor probabilidad de desarrollar disfuncion renal (Roels y cols.,

1991; Villatoro y cols., 2009).

Una de las pruebas que se emplea rutinariamente para medir la disfuncion renal es la
determinacion de creatinina, producto final de la conversion espontanea de la creatina,
metabolito importante en mantener los niveles de adenosintrifosfato (ATP) en el
musculo. La creatinina es filtrada por los rifiones y excretada totalmente por la orina, la
pérdida diaria de creatinina se calcula en el orden del 1,7% de la reserva corporal de
creatina total o alrededor de 2 g/dia en un hombre joven de 70 kg, por ello que, la
excrecion de creatinina es un indicador temprano de dafo glomerular (Noonan y cols.,

2002; Amzal y cols., 2009; Robin e Itzhak, 2009).

Datos recientes indican que, una excrecion urinaria media de 2,5 pg/g (ug de Cd por g
de creatinina) esta relacionada con una prevalencia de exceso de dafio renal tubular de

4,0%. Una excrecidon urinaria media de 2,5 pg/g de creatinina se corresponde con una
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concentracion media de Cd en corteza renal de 50 pg/g, lo que seria el resultado de largo
plazo (décadas) de la ingesta de 50 ug de Cd por dia. En Suecia, la ingesta media de Cd
diaria es de aproximadamente, 1,0% en mujeres con bajas reservas de hierro. Por ello,
que el Cd urinario se considera un biomarcador valido de la acumulacion de toda la vida
del rifion a partir de la exposicion al Cd en general y por lo tanto, puede utilizarse en la
evaluacion de los efectos sobre la salud inducidos por el Cd (Godt y cols., 2006; Julin y

cols., 2011).

Uno de los mecanismos toxicos que ejerce el Cd en el organismo es la produccion de
estrés oxidativo, estado que se caracteriza por la produccion de radicales libres y
especies reactivas de oxigeno (ROS) en forma desmedida, sobrepasando las defensas
antioxidantes fisioldgicas y causando daios en el ADN, los lipidos, proteinas, entre
otros. E1 estrés oxidativo se ha relacionado con varias enfermedades, como las
enfermedades  neurodegenerativas, enfermedades oftalmoldgicas, cancer 'y
cardiovasculares; estas ultimas siguen siendo la principal causa de muerte de adultos en

los Estados Unidos y Europa (Tapia, 2005; Videan y cols., 2009).

El Cd genera ROS en la forma de superoxido (O;), peroxido de hidrogeno (H,0,),
radical hidroxilo (HO), y los radicales de lipidos (L). Ademas, el Cd puede causar la
sustitucion del hierro en algunas enzimas, y las moléculas de hierro acumuladas
reaccionan con H,O, para producir 'HO. La deteccion temprana de la carga del metal

es importante para el éxito de la desintoxicacion y tratamiento contra metales toxicos

(Wieloch y cols., 2012).

El organismo se defiende contra los metales toxicos sintetizando moléculas ricas en
grupos sulfihidrilos, siendo las mas importantes, el tripéptido glutation en su forma
reducida (GSH) y las metalotioninas (Fang y Fallin, 1976). El Cd tiene alta afinidad para
el GSH, que es el principal antioxidante intracelular; es importante destacar que, un solo
atomo de Cd se puede enlazar hasta con dos tripéptidos de GSH. Ademas, se ha
demostrado que el GSH permite la eliminacion de Cd de la célula, este metal es capaz de

inhibir la actividad de dos enzimas claves implicadas en el metabolismo de GSH, GSH



sintetasa y GSH reductasa (Quig, 1998).

Una segunda respuesta adaptativa y de proteccion a la exposicion de metales toxicos es
la induccion de la sintesis de metalotioninas, proteinas citosdlicas ricas en cisteina, de
baja masa molecular, que se ha demostrado regulan la distribuciéon de metales y tienen
funciones protectoras en la desintoxicacion de metales pesados. La proteina estd
presente en la mayoria de los tejidos, incluyendo rifiones, placenta e higado, donde es
mas abundante; su sintesis es inducida por metales (sobre todo el Cd), y tiene gran
afinidad por ellos. Por tanto, el Cd se une a la proteina y de esta forma es transportado
hasta el rifion para su excrecion, restringiéndose la entrada del metal a la mitocondria y

disminuyendo su acumulacion en los tejidos (Roesijadi, 1994; Quig, 1998).

Investigaciones realizadas en personas vegetarianas y trabajadores expuestos al Cd,
indican que éstos presentan una elevada ingesta de Cd, lo que trae como consecuencia
una mayor concentracion del metal a nivel urinario (>2 pg/g de creatinina) y sanguineo;
también, encontraron niveles de ferritina sérica menores a 30 g/dl, indicativo de una
reduccion de los depodsitos de hierro. Se ha encontrado que los trabajadores con
microproteinuria inducida por Cd, tenian una disminucion de la tasa de filtracion
glomerular, la cual se acelera con la edad; mientras que en los trabajadores sin
microproteinuria, no se afecta la capacidad de filtracion del rifion (Roels y cols., 1991;

Bergiund y cols., 1994).

Algunos estudios, sefalan al Cd como factor predisponente de enfermedades coronarias
y que la contaminaciéon con este metal de suelos cultivables, a través del uso de
fertilizantes fosfatados, lodo y agua de riego, es uno de los problemas agricolas mas
importantes a escala mundial, trabajos plantean que para disminuir la trasferencia de Cd
del suelo a las plantas de consumo humano, se debe mantener el pH cercano a la
neutralidad (pH-H,O de 7,5; pH-KCI de 6,5) en los suelos agricolas. Los alimentos de
origen vegetal, especialmente el arroz son la principal fuente de Cd, representando un
riesgo potencial para la salud (Charles y cols., 2007; Shimpei y cols., 2009; Takayuki y
cols., 2009; Fujimaki y cols., 2010; Nawrton y cols., 2010).



Recientemente, la ingesta promedio de Cd en Japon se estima en 3,0 mg/kg de peso
corporal por semana. Este valor es casi el 50,0% de la ingesta mensual tolerable
provisional establecida por la Organizacion Conjunta para la Agricultura, Organizacion
Mundial de la Salud y el Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios y
Contaminantes de los Alimentos, y superior a la ingesta semanal tolerable (2,5 mg Cd /
kg de peso corporal) establecidos por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(AESA). Una alta ingesta de Cd producto de arroz contaminado ha producido en Japén
la enfermedad, itai-itai; ésta provoca dafio renal, osteomalacia y osteoporosis (Charles y
cols., 2007; Shimpei y cols., 2009; Takayuki y cols., 2009; Fujimaki y cols., 2010;
Shimpei y cols., 2011).

En Venezuela, se han reportado concentraciones de Cd en alimentos provenientes del
mar, por encima de las recomendadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en alimentos utilizados para el consumo humano (Salazar-Lugo, 2009). La creciente
biodisponibilidad de Cd en alimentos de consumo humano, producto del
enriquecimiento de rios y suelos por este metal, asi como de su posible
biomagnificacion, a través de la cadena trofica, puede convertirlo en un factor a
considerar en el incremento de algunas patologias humanas en aquellos individuos
vulnerables como pudiesen ser los vegetarianos y consumidores habituales de productos
del mar. Por tal razdn, se plantea la evaluacion del estatus de las concentraciones de Cd,
hierro y su relacidon con las concentraciones de ferritina, creatinina y tioles totales en

vegetarianos y consumidores habituales de productos del mar.



METODOLOGIA

Poblacion en estudio

El presente estudio se realizo con 85 personas de ambos sexos, con edades entre 30-75
afos; la poblacion en estudio se dividid en tres grupos, el primer grupo estaba integrado
por 30 sujetos consumidores habituales de productos del mar (consumen 3 veces o més a
la semana estos productos), el segundo grupo, estaba formado por 25 personas
vegetarianas (aquellas que no consumen carnes en su dieta diaria) y el tercer grupo lo
conformaron 30 personas que ingerian una dieta mixta (grupo control). En este trabajo

se excluyeron a los fumadores.
Normas bioéticas

La siguiente investigacion se realizd observando las normas de ética establecidas por la
OMS para trabajos de investigacion en humanos y la declaracion de Helsinki, ratificada
por la vigésima novena Asamblea Mundial, realizada en Tokio en el afio 1975 (Oficina

Panamericana de la Salud, 1990).
Recoleccién de la muestra

Una vez que se realizo la encuesta (anexo 1 y 2) y se obtuvo el consentimiento valido
(anexo 3), a los tres grupos en estudio se les tomaron muestras de sangre venosa,
utilizando jeringas descartables con aguja calibre 21, aplicando la técnica de puncion
venosa (Bauer, 1986). Las muestras obtenidas se dividieron en dos tubos de ensayos
estériles, uno con sal disddica de acido etilendiaminotetracetico (EDTA-Na,) como
anticoagulante para la determinacion en sangre de los metales y otro sin anticoagulante
para la determinacion en el suero de ferritina, creatinina y tioles totales. También, se
recolectaron muestras de orina (primera de la mafiana) en envases estériles, aplicando la
técnica del chorro del medio (Bauer, 1986), previa instruccion al paciente sobre la forma
adecuada de recoleccion de la muestra. Aunque para la determinacién de Cd en orina se
recomienda una orina de 24 h, no fue posible obtenerla porque los participantes de
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la investigacion no estuvieron dispuestos a colaborar.

Determinacion en sangre y orina de cadmio y hierro

La determinacion de las concentraciones de Cd y hierro se realiz6 por espectroscopia de
emision Optica con plasma (ICP); dicha técnica se fundamenta en la desolvatacion,
vaporizacion, atomizacion, excitacion e ionizacion de los diferentes elementos quimicos
de una muestra en el interior de un plasma. La energia que se requiere para estos
procesos la suministra un plasma de gas inerte. Por definicion, un plasma es una mezcla
gaseosa conductora de la electricidad que contiene particulas cargadas y neutras de un
gas ionizado: argén durante el proceso, el gas argdén es ionizado por efecto de la
induccion de un campo magnético generado por una corriente de alta frecuencia. El gas
argon es dirigido a través de una antorcha consistente de tres tubos concéntricos hechos
de cuarzo. Un espiral de cobre, llamado espiral de carga, rodea el borde superior de la
antorcha y estd conectado a un generador de radio frecuencia (RF) las muestras se
llevaron a la forma de aerosol a través de un dispositivo denominado nebulizador, el cual
se introduce al plasma caliente arrastrada por un flujo adicional de argén hasta el
quemador donde se produce la desolvatacidon, vaporizacion, atomizacion, excitacion y/o

de los elementos que constituyen la muestra (Skoog y Leary, 1994).

Para el analisis de las muestras, se agregd 1 ml de orina con 1 ml de acido nitrico en un
Erlenmeyer , se colocd un bulbo de vidrio para tapar el Erlenmeyer y se dejo reposar por
24 horas a temperatura ambiente, pasado ese tiempo, se calentaron las muestras en una
plancha a 60, 70, 80, 90 y 100°C por 15 minutos, luego se agregd el contenido a un
balén aforado de 10 ml y se enrazd con agua desionizada para luego trasvasar el
contenido a un tubo con tapa hasta el momento de su andlisis. En el caso de las muestras
de sangre, se tom6 1 ml de sangre y se agregd en un tubo de vidrio con tapa,
seguidamente se le agregd 1 ml de 4cido nitrico, se taparon los tubos y se dejo reposar
24 horas a temperatura ambiente, transcurrido ese tiempo, se le agregé 3 ml de solucion
diluyente (preparada con 1,0% V/V de acido nitrico; 1,0% V/V de etanol, 0,5% V/V de
Triton X-100 en un volumen final de 100 ml con agua desionizada), se mezcld y se
centrifugaron por 15 minutos a 3 000 g, luego se separd el sobrenadante y se colocéd en

un tubo de ensayo limpio hasta el momento de su analisis. Este tratamiento se hizo para
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disminuir el efecto matriz, lograr el perfeccionamiento de la ionizacion de los elementos
y reducir el fondo isobarico (Nixon y cols., 1999). Los resultados reportados por el
equipo, fueron expresados en mg/l, los cuales se convirtieron a las unidades
correspondientes a los valores de referencia para cada metal. Para verificar el
funcionamiento del equipo se utiliz6 un patron multielemental de la marca
AccuStandard, llamado ICP Quiality Control Estandar, el cual utiliza una concentracion
de Cd y Fe de 100 pg/ml. El valor de referencia del Cd en sangre es 5 pg/l y en orina es
5 ng/g de creatinina. La determinacion de hierro total se realizé en sangre, es decir, el
hierro contenido en eritrocitos y asociados a proteinas, por lo que no se encontraron

valores de referencias bien establecidos.

Determinacion serica y urinaria de creatinina

La determinacion de creatinina en sueroy orina se realizd por el método de Jafte, el
cual, se fundamenta en que la creatinina presente en la muestra reacciona con el picrato
alcalino (formado por la reaccion entre el 4cido picrico y el hidroxido de sodio),
forméndose un tautdmero de color rojo, siendo proporcional la intensidad del color a la
concentracion de creatinina presente en la muestra, contra un blanco reactivo para la
muestra (Bricefo, 1995). El procedimiento se baso en que a la muestra de orina al azar
(primera orina d ela mafana) se le realizé una dilucion 1:10 (1 ml de orina + 9 ml de
agua destilada), luego, se rotularon 4 tubos de ensayo como blanco, estdndar, muestra de
orina y muestra de suero. A cada uno se le colocaron 2 ml de picrato alcalino, para luego
agregarle al blanco 100 pul de agua destilada, al estandar 100 del reactivo estandar, al de
muestra de orina se le agregaron 100 pl de orina diluida y al de muestra de suero 100 pl
de suero. Se mezclaron e incubaron a 37°C por 15 minutos en bafio de Maria, para
finalmente determinar su absorbancia en un espectrofotdmetro, a 520 nm, contra un
blanco reactivo. La concentracion de creatinina se expres6 en mg/dl. El valor de
referencia para la creatinina sérica varia entre 0,50 y 1,50 mg/dl y para la creatinina

urinaria de 30 a 150 mg/dl.
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Determinacién sérica de ferritina

Esta determinacion se realiz6 mediante el método de radioinmunoensayo, el cual emplea
cantidades constantes de dos anticuerpos, uno en fase solida que estuvo covalentemente
unido a particulas microscopicas de vidrio y un segundo anticuerpo de ferritina

. . 12
radioactiva (1'%

) altamente purificada. Una cantidad variable de antigeno fue
proporcionada por el paciente, de manera que el anticuerpo ferritina unido a particulas
de vidrio se uni6 a la ferritina presente y formaron un complejo en fase solida, luego, se
afiadio el anticuerpo ferritina yodado a la mezcla de reaccion. El complejo en fase solida
se separ6 por centrifugacion y se contd la radioactividad del I'*°. El ensayo se cuantifico
en funcion del anticuerpo ferritina radioactiva unido a una fase solida de complejo

anticuerpo- ferritina. El valor de referencia para la ferritina sérica: es de 20 a 300 ng/ml

(Kaplan y Pesce, 1991).

Determinacion sérica de grupos tioles

Para la determinacion séricade los grupos tioles, se aplico el método de Ellman, el
cual se fundamenta en la cuantificacion de los tioles libres o asociados a proteinas,
mediante la reaccion del acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), hasta formar el
anion 2-nitro-5-benzoato. Para ello, se prepar6é una solucion amortiguadora compuesta
por Tris HCI-EDTA, de concentracion 30 y 3 mmol/l, se ajusto el pH a 8,2. El reactivo
de trabajo, DTNB, se prepard disolviendo 29,7 mg de DTNB en 25 ml de metanol
(Ellman, 1959; Sedlak, 1968). A cada tubo de ensayo se le adiciond 40 pl de suero
sanguineo, 150 pl de la solucién amortiguadora, 800 ul de metanol y 50 ul de DTNB, se
mezclo y se dejo reposar por 5 minutos a temperatura ambiente. Trascurrido este tiempo,
se centrifugaron las muestras a 3 000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, se tomo el
sobrenadante para la determinacion de los grupos tioles, leyendo la absorbancia a 412

nm.

La concentracion sérica de los grupos tioles se calculd por medio de una curva de
calibracion preparada con GSH como estandar. Para ello, se preparard una solucion
patron de GSH 100 umol/l en agua destilada, a partir de la cual se prepararon patrones

de 10, 20 y 40 umol/l. El andlisis de cada muestra de realizé por duplicado. No hay
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valores de referencias bien determinados, por lo tanto los valores de referencia se

establecieron con el grupo control.
Analisis estadistico

Las diferencias en los parametros (Cd, creatinina, ferritina, hierro total y tioles totales)
con los diferentes grupos evaluados se cuantificaron mediante la prueba no paramétrica
Kruskall-Wallis la cual utiliza unnivel de significacion de p <0,05. Como

representacion grafica se utilizo la caja y bigote.

Las concentraciones de Cd fueron relacionadas con los valores de creatinina, hierro y
tioles totales, aplicando las correlaciones de Spearman. Estos coeficientes de correlacion
muestran el rango -1y +1 y miden la fuerza de la asociacion entre las variables también
muestra el valor de p que pone a prueba la significacion estadistica de la estimacion de

correlaciones (Boyer y cols., 1997).
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RESULTADOS
El analisis estadistico empleado para la comparacion de los diferentes grupos estudiados,
mostrd diferencias significativas en los niveles de Cd (p<0,001), donde se observo que el
grupo de vegetarianos fue el grupo con mayor concentracion (5-15 pg/l) y nimero de
personas (14/25) con Cd; por su parte so6lo 6 de 30 personas en el grupo de los
consumidores habituales de productos del mar (C.D.P.M) presentaron Cd en sangre con
concentraciones que van de 5-10 pg/l y en los de dieta mixta sélo 1 de 30 personas

mostro concentraciones de Cd (Figura 1).
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Figura 1. Niveles de cadmio en sangre en el grupo de vegetarianos, consumidores

habituales de productos del mar y dieta mixta. C.D.P.M = Consumidores habituales de productos

del mar.

El anélisis estadistico reveld que los hombres fueron mas vulnerables a concentrar Cd
que las mujeres (p<0,02), las cuales obtuvieron concentraciones 5-10 pg/l de Cd, por su
parte los hombres alcanzaron concentraciones hasta de 15 pg/l (Figura 2).
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Figura 2. Niveles de cadmio en sangre por género.

Se encontraron correlaciones positivas (r=0,53) entre las edades de las mujeres del grupo
de vegetarianos y la concentracion de Cd, observandose que la mayoria de las mujeres
con Cd en sangre poseen edades comprendidas entre 50 y 55 afios (Figura 3); aunque, en
los hombres no se observo esta relacion (r=0,07), la acumulacion de Cd se encontraba

en individuos con edades entre 30-65 afnos.
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Figura 3. Relacion entre los niveles de cadmio en sangre y la edad de las mujeres en el

grupo de vegetarianos.

Tabla 1. Niveles séricos de creatinina, ferritina y hierro total en sangre en el grupo de

vegetarianos, consumidores habituales de productos del mar y dieta mixta.

Parametros Vegetarianos Consumidores Dieta mixta
habituales de
productos del mar

Creatinina (mg/dl) 0,5-7,8 0,5-1,5 0,6-1,2
Ferritina (ng/ml) 5,8-268,0 10,8-473,0 10,8-322.0
Hierro total (mg/1) 206,0-296,0 160,0-250,0 130,0-241,0

Aunque las concentraciones de creatinina y el hierro total fueron mas altos en los
vegetarianos (0,5-7,8 mg/dl y 206,0-296,0 mg/] respectivamente) y las concentraciones

de ferritina mas alta en los consumidores habituales de productos del mar (10,8-473,0
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ng/ml), el andlisis estadistico no mostrd diferencias significativas (p>0,05); tampoco se
encontro diferencia significativa al relacionar la creatinina y la ferritina con el Cd (r <

0,50).

Se encontraron diferencias estadisticas significativas (p<0,05) al comparar las
concentraciones de tioles totales con los grupos evaluados, observandose los valores mas
altos de tioles en los vegetarianos (8,4-57,4 pumol/l), y los mas bajos en los
consumidores habituales de productos del mar (10,9-27 umol/l). Cuando se relacionaron
las concentraciones de Cd y tioles en cada grupo por separado no se encontr6 relacion

estadisticamente significativa (Figura 4).
o0

50
40
30

Tioles (umold)

10

Vegetananos CDPM Dieta mixta

Figura 4. Niveles de tioles totales en el grupo de vegetarianos, consumidores habituales

de productos del mar y de dieta mixta. C.D.P.M = Consumidores habituales de productos del mar

El analisis estadistico de correlacion indico que los niveles de hierro total fueron
proporcionales a los niveles de Cd en los grupos estudiados; es decir, que a mayor

concentracion de Cd mayor concentracion de hierro en las personas (r=0,65) (Figura 5).
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Figura 5. Relacion entre los niveles de cadmio y hierro total en sangre del grupo de

vegetarianos, consumidores de productos del mar y dieta mixta.

El andlisis estadistico indic6 que las mujeres presentaron menores concentraciones de
hierro total en sangre (126-296 mg/dl) que los hombres (130-287 mg/dl) (p<0,042)
(Figura 6).

300

210

240
210
180

Hierro (mg/l)

:
|

150
120

mujeres hombres
Figura 6. Relacion de los niveles de hierro total en sangre con el género del grupo de

vegetarianos, consumidores habituales de productos del mar y dieta mixta.

Tabla 2. Niveles urinarios de creatinina, hierro y Cd en el grupo de vegetarianos,

consumidores habituales de productos del mar y dieta mixta.

Parametros Vegetarianos Consumidores Dieta mixta
habituales de
productos del mar

Creatinina (mg/dl) 27,8-361,0 15,8-351,0 28,0-293,0
Cadmio (pg/g de ND ND ND
creatinina)

Hierro (mg/1) 0,8-2,9 0,3-3,1 0,3-3,3

ND = Concentraciones no detectadas
No se detectaron concentraciones de Cd en la orina de ninguno de los grupos estudiados.

Las determinaciones de creatinina y el hierro en orina no presentaron diferencias
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significativas (p<0,05) al evaluarlos por grupo ni al relacionarlos con el Cd en sangre.

Al evaluar los niveles de Cd en sangre con los niveles de hierro en orina por grupo y
sexo, se encontrd correlacion en el grupo de los hombres vegetarianos, los cuales

obtuvieron un coeficiente de correlacion de 0,64 (Figura 7).
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Figura 7. Relacion entre los niveles de cadmio en sangre y hierro en orina de hombres

pertenecientes al grupo de vegetarianos.

Se indicéd una correlacion positiva (r= 0,66) entre las concentraciones de hierro total y
los tioles totales en hombres pertenecientes al grupo de vegetarianos y consumidores
habituales de productos del mar mayores de 50 afos, las mujeres del grupo de
vegetarianos y consumidores habituales de productos del mar mayores de 50 no
presentaron esta correlacion (r =0,40). Las mujeres tampoco presentaron correlacion de

la edad y la concentracion de tioles totales con los niveles de hierro total (Figura 8).
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Figura 8. Relacion entre los niveles de hierro total en sangre y tioles totales en hombres

pertenecientes al grupo de vegetarianos y consumidores habituales de productos del mar
mayores de 50 afos.

Tanto en el grupo de vegetarianos (figura 9a), como en los consumidores
habituales de productos del mar (figura 9b) se correlacionaron los niveles de Cd en
sangre con los de hemoglobina (r = 0,60 y r = 0,50 respectivamente), es decir, a

mayor cantidad de Cd en sangre mayores son los niveles de hemoglobina.
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Figura 9. Relacion de los niveles de cadmio en sangre con la hemoglobina en el grupo de

vegetarianos (a) y consumidores habituales de productos del mar (b).
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DISCUSION
Los resultados de esta investigacion indican que los integrantes de grupo de vegetarianos
son mas vulnerables a concentrar Cd en sangre (56,0%) que los del grupo de
consumidores habituales de productos del mar (20,0%) y aquellos que ingieren una dieta
mixta (3,3%), coincidiendo con Srikumar y cols. (1992), quienes encontraron altas
concentraciones de Cd en vegetarianos y sugieren que ésto se debe a que consumen
grandes cantidades de granos enteros y cereales brotados. Se ha reportado que estos
alimentos tienden a acumular Cd en las capas externas de los granos y en las semillas

germinadas (Krajcovicoya y cols., 2006).

Los valores de Cd en sangre en el grupo de vegetarianos se encontraron relacionados
con la edad en las mujeres; la bibliografia reporta que el contenido de Cd en sangre esta
directamente influenciado por la edad; sin embargo, se ha reportado una relacion con el
tiempo que tienen las personas ingiriendo una dieta vegetariana (Krajcovicoya y cols.,
1999). Este ultimo aspecto difiere de los resultados de esta investigacion, donde no se
encontrd relacion entre las concentraciones de Cd en sangre y el tiempo que tienen,

tanto hombres como mujeres con la ingesta de dieta vegetariana.

En general, los hombres fueron mas sensibles que las mujeres a acumular Cd en sangre.
Probablemente, los hombres sienten menos saciedad que las mujeres, llevandolos a
consumir diariamente mayor cantidad de alimentos de origen vegetal, lo cual
contradice los trabajos de Berglund y cols. (2011) y Hwangbo y cols. (2011) quienes
evaluaron el contenido de Cd en hombres y mujeres con edades entre 20-88 afios y
encontraron que las mujeres parecen estar en mayor riesgo de exposicion a metales
toxicos (especialmente Cd) que los hombres y, al mismo tiempo, mas vulnerables a la

deficiencia de micronutrientes.

Los niveles de creatinina en suero y orina no estuvieron relacionados entre si en
ninguno de los grupos estudiados ni con los niveles de Cd en sangre (exposicion a corto
plazo); puede ser explicado quizas por el hecho de que los organismos no contienen
suficientes concentraciones de Cd como para mostrar variaciones significativas en la
creatinina. Cabe destacar que, el andlisis de Cd en orina se realiz6 con una orina parcial
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sabiendo que lo recomendado es una orina de 24 horas, tal vez por esta razéon, no se
detectd Cd en la orina (exposicion a largo plazo) de los grupos estudiados; Weaver y
cols. (2011) sefialan que el Cd en orina se asocia con mayores niveles de creatinina y

que la creatinina urinaria se asocia con la creatinina sérica.

Aunque las concentraciones séricas de ferritina no se asociaron significativamente con el
Cd en sangre, se observo que el intervalo de los niveles séricos de ferritina en el grupo
de vegetarianos fue menor que en el resto de los grupos, lo cual sugiere que existe una
tendencia a disminuir la ferritina en aquellas personas con mayores niveles de Cd,
probablemente, porque ocurre una reduccion de las reservas de hierro del cuerpo
asociado con mas concentraciones de Cd; sélo que los niveles de ferritina no fueron
suficientemente bajos o que el nimero de muestras procesadas no fueron suficientes
como para mostrar una significancia estadistica. La hipotesis planteada en relacion a que
el Cd influye en la reduccion de los niveles de ferritina esta sustentada por Lee y cols.
(2011) los cuales, demostraron que el Cd en sangre fue significativamente mayor en el
grupo de mujeres y hombres con valores bajos de ferritina en comparacion con los del
grupo dieta mixta, en este mismo sentido estos autores, encontraron una asociacion
entre la ferritina sérica y el Cd en sangre de los participantes no fumadores, aspecto que

no fueron observados en la presente investigacion.

En cuanto a los niveles de hierro total en sangre, se observo que, para los tres grupos
evaluados, fueron mas altos en los hombres que en las mujeres. Coincidiendo con Ball
y cols. (1999), quienes concluyeron que la ingesta diaria de hierro en las mujeres
tanto vegetarianas como omnivoras, se encontraban por debajo de las recomendadas, por

lo que debian buscar dietas que les permitieran mejorar la absorcion del hierro.

El intervalo de hierro total en sangre fue mas alto en el grupo de vegetarianos, seguidos
de los consumidores de productos del mar, y por ultimo, los que ingieren una dieta
mixta, asi mismo en ese orden, se observaron también las mayores concentraciones de

Cd. Chen y cols. (2008), en un estudio realizado con el pez Pseudosciaena crocea,

observaron que después de la exposicion a Cd los peces mostraban un aumento del

numero de eritrocitos y del hierro sérico, alcanzando los niveles més altos a las 24 horas,
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para luego disminuir a los valores de referencia a las 72 horas. Quizas en humanos,

también el Cd ejerce este efecto lo que explica los resultados aqui obtenidos.

Por otro lado, se podria resaltar que los alimentos de origen vegetal s6lo presentan
hierro organico el cual, se absorbe en menor grado que el hierro inorganico (presente en
la carne) debido a que se unen a fitatos, taninos y fosfatos ademads, las dietas
vegetarianas proporcionan cantidades abundantes de vitamina C, que mejora la
absorcion de hierro (Haddad y cols., 1999). Los resultados encontrados en este estudio,
sumado a la literatura sugieren que existen al menos dos factores que inciden sobre la
concentracion de hierro total en sangre, en primer lugar la elevada concentracion de Cd
y en segundo lugar la calidad de los vegetales consumidos; ambos factores ligados al

tipo de alimentacion.

Ademas, recientemente se ha demostrado la presencia de una hormona peptidica rica en
cisteina llamada hepcidina, la cual es producida principalmente por el higado, pero
también, por el tejido adiposo (Means, 2012). Se ha reportado que, esta hormona tiene
un efecto inhibidor directo sobre la gran mayoria de las proteinas que transportan el
hierro; la sintesis de esta hormona es estimulada por las reservas y los niveles
plasmaticos de hierro. Por el contrario, la expresion de la hepcidina es inhibida por la
actividad eritropoyética, para asegurar que las concentraciones de hierro plasmatico
extracelular y las reservas se mantengan estables, a la vez, que la demanda eritropoyetica
de hierro se encuentre cubierta (Toxqui y cols., 2010; Clark y cols., 2011). El Cd tiene
afinidad por los grupos sulthidricos (presentes en la cisteina) por lo que, puede unirse a
esta hormona impidiéndole cumplir su funcién y de este modo, el hierro organico
ayudado por la vitamina C, se absorbe en mayor proporcién en aquellas personas con
elevados niveles de Cd. Adicional a ésto, el Cd compite con el hierro por el sitio de
unidn a la ferritina disminuyendo las reservas de hierro, quedandose este metal en sangre
periférica tomando asi, la via para la sintesis de grupos hemos, este proceso puede
explicar el aumento de los niveles de hemoglobina en las personas con mayores niveles

de Cd (Clark y cols., 2012; Yanan y cols., 2012).

En cuanto al hierro urinario, se encontré que en los hombres del grupo de vegetarianos,
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valores que se correlacionaron con las concentraciones de Cd en sangre, lo maés
probable es que esta relacion se diera unicamente en este grupo de personas porque

fueron los que arrojaron los mayores niveles de Cd en sangre.

El grupo de vegetarianos, ademas de poseer las mayores concentraciones de Cd y hierro
total en sangre, también presentaron los niveles mas altos de tioles totales, demostrando
que las personas vulnerables a concentrar Cd tienen una produccion aumentada de
moléculas ricas en estos grupos. Siendo las mas importantes el glutation (GHS) y las
metalotioninas (MT); la primera, es el principal antioxidante intracelular y de
conjugacion con agentes toxicos; un solo atomo de Cd se puede unir hasta con dos
tripéptidos de GSH, este conjugado metal-GSH es deseable ya que da lugar a la

excrecion del metal toxico por la bilis (Roesijadi, 1994).

Una segunda respuesta adaptativa y protectora a la exposicion a metales toxicos es la
induccion de la sintesis de metalotionina. Las metalotioninas son un grupo de proteinas
de baja masa molar, cuya funcién es mantener la homeostasis de metales esenciales tales
como, el cobre (Cu) y el zinc (Zn), también de metales toxicos como Cd, plomo (Pb),
mercurio (Hg); son ricas en cisteina (~ 30,0%) y tiene alta afinidad por el Cd, el cual se
une a la metalotioneina, y de esta forma se restringe la entrada del metal a la
mitocondrias. Los efectos pro-oxidativos que ejercen los metales en el organismo,
se agrava por el hecho de que los metales inhiben las enzimas antioxidantes y agotan el
glutation intracelular, también, tienen el potencial de alterar el metabolismo de las
actividades biologicas de muchas proteinas debido a sualta afinidad por grupos

sulthidrilos libres (Roesijadi, 1994; Quig, 1998).

Los resultados de este estudio demostraron que el grupo de consumidores habituales de
productos del mar tuvieron menos concentraciones de tioles totales que los vegetarianos
y dieta mixta, sugiriendo que estas personas, quizas por la ingesta de alimentos ricos en
acidos grasos poliinsaturados como el omega 3 y 6, los cuales son esenciales para
funciones basicas del organismo, pueden ejercer un efecto protector de membranas
celulares disminuyendo asi el efecto que los radicales libres ejercen sobre estas; por

consiguiente se disminuye indirectamente la produccién de tioles totales. La Asociacion
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Americana del Corazon ha recomendado recientemente, el uso de suplementos de
pescado y/o pescado para todos los pacientes con o sin enfermedad cardiovascular

(Silverberg y Schwartz, 2012).

Otros aspectos relevantes en esta investigacion, se relacionan con los niveles de hierro
total y tioles totales, donde se detectd que los hombres del grupo de vegetarianos y
consumidores habituales de productos del mar mayores de 50 afios, concentran el hierro
y aumentan los niveles de tioles totales. Estos hallazgos, sugieren que el Fe el cual es un
metal activo redox, induce a la produccion de estrés oxidativo, mediante la formacion de
O, a partir de la reduccion del oxigeno y de ‘OH a partir del peroxido de hidrogeno, al

aumentar el estrés oxidativo aumenta la sintesis de grupos tioles por parte del

organismo.
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CONCLUSIONES

De los tres grupos estudiados, los vegetarianos presentaron 56% de cadmio en sangre,

20% los consumidores habituales de productos del mar y 3,3% el grupo de dieta mixta

No se hallaron concentraciones de cadmio en la orina de ninguno de los grupos

estudiados.
Las mayores concentraciones de hierro total se observaron en el grupo de vegetarianos.

La concentracion de creatinina en suero y orina no se relacionaron con los niveles de

cadmio en sangre.
El menor rango de ferritina sérica se observo en el grupo de vegetarianos.

Las mayores concentraciones de tioles totales se observaron en el grupo de vegetarianos,

y las menores concentraciones en los consumidores habituales de productos del mar.
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RECOMENDACIONES

Hacer una encuesta validada de alimentacion que permita dilucidar el metabolismo del
hierro en estas personas.
Hacer una encuesta que permita saber el tipo de productos del mar que estan

consumiendo.

Aumentar el numero de muestras de vegetarianos y consumidores habituales de

productos del mar.
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Apéndice A- Curva de calibracion para tioles totales.
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Encuesta realizada a los vegetarianos

Proyecto de Grado: Estatus de las concentraciones de

ANEXOS

ANEXO 1

cadmio, hierro, ferritina,

creatinina y tioles totales en vegetarianos, consumidores habituales de productos del mar

y un grupo control.

Nombre:

Edad Sexo

Residencia

Nivel de Instruccion

Vegetariano Si No

Menopausia Si No

(Consume alcohol? Si No (Cuantas veces por semana?

Actividad fisica Si No (Cual?

Diabetes Si No

Hipertenso Si No [ Toma Antihipertensivos?Si  No | Tiempo
(Cual?

Problemas renales Si No (Cuales?

Fuma Si No



ANEXO 2
Encuesta realizada a los consumidores habituales de productos del mar.

Proyecto de Grado: Estatus de las concentraciones de cadmio, hierro, ferritina,
creatinina y tioles totales en vegetarianos, consumidores habituales de productos del mar

y un grupo control.

Nombre:

Edad Sexo

Residencia

Nivel de instruccion

(Cuantas veces a la semana consume productos del mar?

Menopausia Si No

(Consume alcohol? Si No (Cuantas veces por semana?

Actividad fisica Si No (Cual?

Diabetes Si No

Hipertenso Si No (Toma Antihipertensivo?Si No | Tiempo
(Cual?

Problemas renales Si No (Cuales?

Fuma Si No



ANEXO 3
Consentimiento valido

Bajo la coordinacién de la Dra. Raquel Salazar, profesora de la Universidad de Oriente,
Nucleo de Sucre, se esta realizando el proyecto de investigacion intitulado ESTATUS
DE LAS CONCENTRACIONES DE CADMIO, HIERRO, FERRITINA,
CREATININA Y TIOLES TOTALES EN VEGETARIANOS, CONSUMIDORES
HABITUALES DE PRODUCTOS DEL MAR Y UN GRUPO CONTROL.

Yo:
C.I:

Nacionalidad:

Estado civil:

Domiciliado en:

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades y sin que medie coaccion ni
violencia alguna en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracion, proposito,
inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio médico declaro mediante la

presente:

1.- Haber sido informado (a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de
investigacion de este proyecto de todos los aspectos relacionados con el proyecto de

investigacion.

2.- Tener conocimiento claro de que el objetivo del trabajo antes sefialado es: ESTATUS
DE LAS CONCENTRACIONES DE CADMIO, HIERRO, FERRITINA,
CREATININA Y TIOLES TOTALES EN VEGETARIANOS, CONSUMIDORES
HABITUALES DE PRODUCTOS DEL MAR.

3.- Conocer bien el protocolo experimental expuesto por el investigador en el cual se
establece que mi participacion en el trabajo consiste en: donar de manera voluntaria una

muestra de sangre y una de orina.



4.- Que la muestra que acepto donar sera utilizada Unica y exclusivamente para los

estudios antes mencionados.

5.- Que el equipo de personas que realizan esta investigacion coordinada por la Dra.
Raquel Salazar me ha garantizado confidencialidad relacionada tanto a mi identidad
como a cualquier otra informacién relativa a mi persona a la que tenga acceso por

concepto de mi participacion en el proyecto antes mencionado.

6.- Que bajo ningun concepto podré restringir el uso para fines académicos de los

resultados obtenidos en el presente estudio.

7.- Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgos e inconveniente alguno

para mi salud o la de mi representado.

8.- Que cualquier pregunta que tenga en relacion a este estudio me serd respondida
oportunamente por parte del equipo antes mencionado, con quienes me puedo comunicar

por los teléfonos: (0414) 7890206 con la Br. Zamara Yépez.

9.- Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningin beneficio de
tipo econdmico producto de los hallazgos que pueda producirse en el referido proyecto

de investigacion.
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la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y s6lo podran ser utilizados para
otros fines con el consentimiento del Consejo de Nucleo respectivo, quien debera

participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.
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