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RESUMEN: La etiologia de diversos tipos de cidncer, ademds de
patologias relacionadas con el sistema cardiovascular y respiratorio, reside
en el consumo de tabaco. Hoy en dia, los nuevos estudios apuntan a que el
tabaco produce un dafio renal que puede degenerar en insuficiencia renal
crénica a largo plazo. No obstante, los pardametros utilizados en clinica para
la deteccion del dafio renal, como la creatinina plasmatica, no son ttiles
para evidenciar la disfuncién. Por ello, los métodos de diagndstico mds
innovadores incluyen los biomarcadores urinarios de dafio renal temprano,
que permitirian prevenir la evolucién de la enfermedad renal. Por otra parte,
basindonos en estudios previos de nuestro laboratorio, se ha desarrollado el
concepto de predisposicion adquirida al dafio renal, asi como la existencia
de biomarcadores urinarios asociados a esta condicién. Nuestro objetivo es
estudiar si determinados biomarcadores de predisposicién son capaces de
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detectar entre los pacientes fumadores a aquellos que estdn predispuestos
a sufrir dafio renal. Nuestros resultados demuestran que algunos de estos
biomarcadores se excretan en orina de un modo significativamente superior
en individuos fumadores respecto a no fumadores. La mayor excrecién de
dichos biomarcadores podria estar relacionada con una predisposicion de
los individuos fumadores a sufrir disfuncién renal, aspecto clave a tener
en cuenta en clinica.

Palabras clave: Tabaco; fumadores; dafio renal; biomarcadores urinarios;
predisposicion; diagndstico.

ABSTRACT: The etiology of various types of cancer, in addition to
pathologies related to the cardiovascular and respiratory system, lies in the
consumption of tobacco. Today, new studies suggest that tobacco causes
kidney damage that can degenerate into chronic long-term kidney failure.
However, the parameters used in clinic to detect renal damage, such as
plasma creatinine, are not useful to show dysfunction. Therefore, the most
innovative diagnostic methods include urinary biomarkers of early renal
damage, which would prevent the progression of kidney disease. On the
other hand, based on previous studies of our laboratory, the concept of
acquired predisposition to kidney damage has been developed, as well as
the existence of urinary biomarkers associated with this condition. Our goal
is to study whether certain predisposition biomarkers are able to detect
among smokers those who are predisposed to suffer renal damage. Our
results show that some of these biomarkers are excreted in urine significantly
higher in smokers than in non-smokers. The increased excretion of these
biomarkers could be related to a predisposition of smoking individuals
to suffer renal damage, a key aspect to be considered in clinical practice.

Keywords: Tobacco; smokers; renal damage; urinary biomarkers;
predisposition; diagnosis.

1. INTRODUCCION
1.1. Eltabaco

El tabaquismo es una enfermedad adictiva, crénica, sistémica y recurrente
que origina en Espafia unas 50.000 muertes anuales (Pronefro On line, Sociedad
Argentina de Nefrologia).
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El humo del tabaco desprende alrededor de 7000 sustancias toxicas. Se ha
llegado a la conclusion de que 69 de ellas presentan efectos carcinégenos y 93
han sido caracterizadas por la FDA como peligrosas y potencialmente peligrosas.
Entre estas sustancias toxicas encontramos alquitranes, monéxido de carbono,
sustancias irritantes y nicotina entre otras (FDA, 2019) (OMS).

Tras la llegada del tabaco a Espaa en el siglo XVII, su consumo se extiende
de forma alarmante entre la poblacidn, y no es hasta el siglo XX cuando se empie-
zan a hacer numerosos estudios con el fin de evaluar y poder asociar el aumento
de la morbimortalidad al consumo de esta sustancia. En el siglo XXI, se dictan
leyes como la Ley 42/2010, que regula de manera estricta aspectos como la venta,
distribucién y consumo de tabaco con el fin de disminuir el riesgo de aparicién
de patologias asociadas al consumo de este producto (BOE, 2010).

1.2. Dario renal originado por el tabaco

El tabaco es responsable de la aparicién de diversos tipos de cdncer ademds
de originar patologias del sistema cardiovascular y del sistema respiratorio. En
embarazadas aumenta el riesgo de aborto ademds de elevar la probabilidad de
aparicién del sindrome de muerte subita del lactante. Por otra parte, los varones
que fuman presentan un riesgo mayor de padecer disfuncién eréctil (National
Cancer Institute, 2018).

Las nuevas investigaciones relacionan el consumo de tabaco con la aparicién
de dafio renal (Pronefro On line, Sociedad Argentina de Nefrologia).

El consumo de tabaco aumenta los niveles de microalbuminuria y provoca
hiperfiltracidn, acelera la progresion de la nefropatia diabética y de la hipertensiva,
induce estenosis arterial renal y nefropatia isquémica (Pinto-Sietsma et al., 2000).

También reduce la sobrevida de injertos renales, provoca carcinoma renal y de
vias urinarias y aumenta el riesgo cardiovascular de la enfermedad renal crénica,
acelera el progreso de esta y aumenta el envejecimiento de las células renales
(Pronefro On line, Sociedad Argentina de Nefrologia).

1.3. Diagnéstico del dano renal

El diagnéstico de la disfuncién renal, ademds de por pruebas de imagen y
biopsia, es llevado a cabo mayoritariamente mediante la medicién de creatinina
plasmdtica, una determinacién indirecta de la filtracion glomerular. La creatinina
plasmdtica es un pardmetro poco sensible e inespecifico ya que solo se ve aumentada
cuando se ha producido una disminucién de la funcionalidad del rifién en torno
al 50 %. Esto es debido a que la funcién renal es compensada por mecanismos
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fisiolégicos, asi como por la secrecion tubular de creatinina, que enmascaran el
dafio (Pickering, Endre, 2012).

Otros métodos de diagndstico mds innovadores incluyen los biomarcadores
urinarios de dafio renal temprano, como son NAG, NGAL, KIM-1... (Sirota
et al., 2011; Bonventre et al., 2010). El diagnéstico temprano permite prevenir y
frenar la evolucién de la enfermedad renal, la cual no se puede revertir, supone
una importante pérdida de calidad de vida (pacientes en tratamiento de dialisis)
y genera un elevado impacto socioeconémico.

Un nuevo concepto demostrado en estudios previos de nuestro laboratorio
es el de predisposicion adquirida al dafio renal, objeto de este proyecto, asi como
la existencia de biomarcadores urinarios asociados a esta condicién. Es posible
que estos biomarcadores puedan identificar a los individuos fumadores suscep-
tibles de padecer dafio renal incluso antes de que aparezca dicha patologia, pues
las sustancias nocivas presentes en el tabaco podrian predisponer al organismo a
sufrir disfuncién renal.

2. HiIrOTESIS Y OBJETIVOS

La hiporesis se fundamenta en estudios previos de nuestro laboratorio, los
cuales han demostrado que la administracion de algunas sustancias nefrotéxicas
a dosis subtoxicas predisponen al organismo a padecer disfuncién renal.

La hip6tesis estd basada en que es probable que el consumo de tabaco sea un
factor de riesgo que predispone al organismo a sufrir dafio renal, de tal forma que,
cuando el individuo en un futuro se encuentre expuesto a sustancias nefrotdxicas
incluso a dosis subtéxicas, pueda evidenciarse la aparicién de la patologia. De ser
real este hecho, el estudio se centra en que seria viable prevenir el dafio renal iden-
tificando la susceptibilidad a sufrir la lesidn a través de biomarcadores urinarios.

Los objetivos del estudio son:

1. Establecer la relacion existente entre la excrecion de los biomarcadores
A%, B*, C* y D* en orina y el habito tabdquico.

2. Identificar los posibles pacientes predispuestos, por su condicién de
fumadores, a sufrir dafio renal.

3. Determinar si los biomarcadores de predisposicion A*, B*, C* y D*
permiten realizar un diagnéstico diferencial, en cuanto a susceptibilidad
al dafo renal se refiere, entre individuos fumadores y no fumadores.

*Biomarcadores encriptados por posible patentabilidad.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Descripcion de pacientes y muestras analizadas

Como sujetos de la investigacidn, se reclutaron voluntarios anénimos que
acudieron a la consulta de Atencién Primaria del Centro de Salud de la Alamedi-
lla (Salamanca) y al Area de Deshabituacién Tabiquica del Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca (CAUSA).

Los criterios de inclusidn recogian que tenian que ser voluntarios sanos,
mayores de 18 afios. En cuanto a las causas de exclusidn se encontraban la presen-
tacién de algin tipo de estado patoldgico, pacientes con insuficiencia renal previa,
diabetes mellitus, hipertension arterial y aquellos pacientes en tratamiento con
firmacos potencialmente nefrotéxicos.

Los voluntarios se dividieron en dos grupos. Un grupo estaba formado por
voluntarios no fumadores y el otro por voluntarios fumadores, es decir, aquellos
que consumian tabaco de una manera habitual o habfan dejado de fumar en los
ultimos 6 meses (OMS).

Se tomaron muestras de orina siguiendo el pertinente protocolo de recogida
de muestras y una vez obtenido el documento de informacién y consentimiento
informado al paciente, aprobados por el Comité Etico de Investigacién Clinica.
Los datos de creatinina plasmatica fueron recogidos del historial clinico del indi-
viduo y los datos antropométricos en el momento de la inclusién en el estudio.

3.2. Determinacion de biomarcadores urinarios por Western Blot

La técnica Western Blot es un método semicuantitativo empleado para iden-
tificar, y en menor medida cuantificar, proteinas especificas, en este caso, biomar-
cadores urinarios, utilizando anticuerpos especificos para tal fin.

Con esta técnica se analizaron los biomarcadores A, B y C en las muestras
de orina de los individuos.

3.3. Determinacion de biomarcadores urinarios por ELISA

El biomarcador D presente en la muestra se une a un anticuerpo anti-biomar-
cador D que ha sido adsorbido en la superficie de los pocillos de la placa.

Después de llevarse a cabo esta unidn, las proteinas no unidas se eliminan
mediante lavados y se agrega un anticuerpo de deteccion biotinilado a los pocillos
para unirse al biomarcador D.

Se agrega la enzima HRP conjugada con estreptawdlna, la cual es reconocida
por la biotina catalizando la enzima una reaccion colorimétrica con el sustrato
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cromogénico TMB. La reaccion colorimétrica genera un producto azul, que se
vuelve amarillo cuando la reaccién finaliza con la adicion de dcido sulfdrico diluido.
La absorbancia medida a 450 nm es directamente proporcional a la cantidad de
biomarcador D en la muestra.

Esta técnica colorimétrica detecta un antigeno especifico, en nuestro caso
el biomarcador D, mediante anticuerpos que de forma indirecta producen un
compuesto coloreado. Las concentraciones de biomarcador D en las muestras se
obtienen mediante la ecuacién obtenida a partir de la recta patrén. Teniendo en
cuenta las diluciones realizadas, obtenemos la concentracién de biomarcador D
excretado.

3.4. Determinacion de la concentracion de creatinina wrinaria por técnicas
colorimétricas

Determinar el valor de la concentracién de la creatinina urinaria en la muestra
permite corregir los valores de las concentraciones de proteinas presentes en la
orina, eliminando sesgos como la variabilidad en el volumen de orina excretado
por cada voluntario en el momento de la toma de muestra entre otros factores. La
determinacién y cuantificacién de creatinina urinaria en orina se realiz6 siguiendo
una técnica colorimétrica la cual se basa en la reaccion de Jaffé (Ramon et al., 2016).

3.5. Tratamiento de datos y estadistica

Los datos del paciente, como edad, sexo, peso, altura, indice de masa corporal,
el grupo al que pertenecen (fumadores o no fumadores) y las concentraciones
de biomarcadores excretados en orina, fueron recopilados en una base de datos.

El andlisis estadistico fue realizado con el programa SPSS®. Se calcularon la
media, la mediana, la desviacién estindar y el error relativo de los valores obte-
nidos dentro de cada grupo de datos y se aplicé la prueba de Grubbs con el fin
de eliminar outliers.

Para dilucidar si los datos seguian una distribucién normal, es decir, eran
datos paramétricos, o no normal, en este caso datos no paramétricos, se realizé el
test de Kolmogorov-Smirnow. Si los datos seguian una distribucién normal (p >
0,05), se aplicé la prueba T de Student y se compararon medias. Por el contrario,
cuando la distribucién fue no normal se aplicé la prueba U de Mann-Whitney y
se compararon medianas. Del mismo modo, se considerd que existian diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de estudio cuando p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Tamano muestral y caracteristicas de los individuos
Se analizaron 142 muestras de orina, 71 de ellas pertenecian a individuos

fumadores y las otras 71 a no fumadores.

Tasra 1. Caracteristicas de los individuos del estudio.
Los datos se encuentran expresados como la media + desviacién estindar de la

media
Creatinina Edad IMC
S plasmatica (mg/dL) (afios) ey | Ll ) (Kg/m?)
No 55,00 + 69,21 + 165,14+ | 2529+
fumadores 0,80 +0,16 14,76 13,30 9,83 3,83
4973 + 72,66 + 166,41+ | 26,14+
Fumadores 0,78 + 0,17 1031 15.26 9.85 152

Prueba T de Student: p-valor creatinina plasmatica: 0,240; p-valor peso: 0,222; p-valor talla: 0,891.
Prueba U de Mann-Whitney: p-valor edad: 0,001; p-valor IMC: 0,160

Ambos grupos son estadisticamente similares, es decir, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, exceptuando la edad. Los valores de
creatinina plasmadtica en ambos grupos presentaron valores dentro de los rangos
establecidos de normalidad en el organismo (0,6-1,3 mg/dL) (Martin et al., 2017).

4.2. Biomarcadores de predisposicion de dario renal

e Biomarcador A

Tras el andlisis, los pacientes fumadores excretaron mayor cantidad de esta
proteina en orina que los pacientes no fumadores como se observa en las repre-
sentaciones grificas (Figura 1). Esta diferencia significativa en la excrecién del
biomarcador A puede estar relacionada con el habito tabiquico.
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Figura 1. En la parte superior, representacién grifica en diagrama box-plot de la concentracién de BM A
en muestras de orina de pacientes fumadores y no fumadores. En la parte inferior, representacién de la
concentracion de biomarcador A corregida por el valor de creatinina urinaria. Entre paréntesis se encuen-
tran valores outliers, los cuales impedian la correcta visualizacion de la representacion grafica.

*p-valor (BM A): 0,022 (Prueba U de Mann-Whitney).
*p-valor % BM A/mg Cr: 0,024 (Prueba U de Mann-Whitney).

* Biomarcador B

Los individuos fumadores excretan mayor cantidad de esta proteina en orina
que los no fumadores y, tras realizar el anilisis estadistico, se comprob6 que existen
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, pudiendo decir
que la excrecién del biomarcador B parece estar relacionada con el tabaquismo.
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Figura 2. En la parte superior, representacién grafica en diagrama box-plot de la concentracién de BM B
en muestras de orina de pacientes fumadores y no fumadores. En la parte inferior, representacion de la
concentracién de biomarcador B corregida por el valor de creatinina urinaria.

p-valor % BM B: 0,0000008 (Prueba U de Mann-Whitney).
p-valor % BM B/mg Cr: 0,0000003 (Prueba U de Mann-Whitney).

e Biomarcador C

Unicamente se detecté la presencia de este biomarcador en dos muestras de
orina, no pudiendo de este modo relacionar la excrecién de dicha proteina con el
consumo de tabaco. La banda de localizacién del BM C se encuentra a la altura
de 47 kDa teniendo en cuenta el marcador de pesos moleculares.
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e Biomarcador D

Tras el andlisis se obtuvieron resultados indicativos de la mayor excrecion de
este biomarcador en la orina de individuos fumadores, la cual fue estadisticamente
significativa.
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Figura 3. En la parte superior, representacion grifica en diagrama box-plot de la dispersién de los valores
de BM D. En la parte inferior, representacién de la concentracién de biomarcador D corregida por el valor
de creatinina urinaria.

“p-valor BM D (pg/ml): 0,00008 (Prueba U de Mann-Whitney).

“p-valor BM D (pg)/mg Cr: 0,000007 (Prueba U de Mann-Whitney).
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5. DiscusioN

Los biomarcadores de predisposiciéon A, B y D presentaron diferencias estadis-
ticamente significativas entre ambos grupos, resultando el hébito tabaquico la dnica
caracteristica diferenciadora y alcanzindose niveles superiores de concentracién
de biomarcadores en los pacientes fumadores, por lo que podemos intuir, con
base en otros estudios previos del laboratorio, que estos pacientes pueden estar
predispuestos y, debido a esta condicién, es pos1ble que desarrollen dafio renal
en un futuro si son expuestos a sustancias nefrotdxicas incluso a dosis subtéxicas.

El estudio y anilisis de estas proteinas nos permitié conocer a los posibles
pacientes predispuestos a sufrir el dafio incluso antes de llevar a cabo la correccién
de la concentracién de biomarcadores por la creatinina urinaria. Esto presenta
como ventaja la sencillez a la hora de llevar a cabo la aplicacién clinica.

Por el contrario, el biomarcador C no parece estar relacionado con la predis-
posicién adquirida debido al habito tabiquico ya que no se ha encontrado una
mayor excrecién de este biomarcador en pacientes fumadores.

Las caracteristicas individuales (peso, sexo, talla, IMC) eran estadisticamente
similares en ambos grupos por lo que no podemos atribuir a ninguna de ellas las
diferencias encontradas en la excrecion de los marcadores estudiados; luego la
variacion en la excrecién asumimos que se debe a lo tnico que diferencia ambos
grupos, fumar o no.

El valor del peso corporal excede la normalidad en ambos grupos, esto podria
dar a entender que el sobrepeso puede también ser el causante de una mayor
excrecién de los marcadores, sin embargo, no es asi ya que, en no fumadores con
peso por encima de lo normal, no se ha producido ese aumento en la excrecion.

El dafio renal atin no se ha producido y no ha sido detectado mediante la
alteracion de los valores de creatinina plasmdtica, la cual se utiliza en clinica para
diagnosticar la citada patologfa.

Adn queda corroborar si estos pacientes fumadores desarrollarin el dafio en
un futuro al exponerse a sustancias nefrotéxicas incluso a dosis subtéxicas o al
propio tabaco, demostrando asi que estos biomarcadores han sido excretados por
la predisposicién adquirida al dafio renal por el consumo de tabaco.

La finalidad reside en detectar a los pacientes predispuestos a sufrir el dafio,
pudiendo llevar a cabo un diagnéstico diferencial y clasificando a los individuos en
funcién del grado de susceptibilidad que presenten, con el fin dltimo de prevenir
el riesgo, incitando al paciente a abandonar el hébito tabaquico.

En el dmbito clinico, conocer si un individuo estd predispuesto o no a sufrir
disfuncion renal permitiria desarrollar estrategias personalizadas de tratamiento
que consigan disminuir el grado de dafio que pueda originarse. Es decir, los
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. . « ., . . « :
biomarcadores de predisposicion en este contexto se convertirian en “herramientas
preventivas”.

6. CONCLUSIONES

® Los biomarcadores A, B y D se excretaron en orina de un modo signifi-
cativamente superior en individuos fumadores respecto a no fumadores.

* Lamayor excrecién de estos biomarcadores podria estar relacionada con
una predisposicion de los individuos fumadores a sufrir disfuncién renal.

e Laaplicacion de estos biomarcadores en la clinica origina un punto clave
en el desarrollo tanto de técnicas preventivas en el contexto del individuo
fumador, que predigan si el paciente es susceptible de desarrollar dafio renal,
como de tratamientos personalizados con el fin de mejorar el pronéstico,
salvaguardar la salud del paciente y disminuir costes.

e Estos biomarcadores permiten tener conocimiento de la susceptibilidad
al dafio renal, haciendo al paciente fumador conocedor de los problemas
que origina el tabaco e incitindole a abandonar su consumo.
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ANEXO
Abreviaturas

— Ac: Anticuerpo.

— Acl®: Anticuerpo primario

- Ac2° Anticuerpo secundario

— Ag: Antigeno.

—  BM: Biomarcador.

—  BSA: Albimina Sérica Bovina.

—  Cr: Creatinina.

— C+: Control positivo.

— ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay.
— ERC: Enfermedad renal crénica.

— FDA: Administracién de alimentos y medicamentos de Estados Unidos.
— GFR: Tasa de filtracién glomerular.

— HRP: Peroxidasa de rdbano picante.

—  IMC: Indice de masa corporal.

— IRC: Insuficiencia renal crénica.

— KIM-1: Kidney Injure Molecule-1.

—  MK: Marcador de pesos moleculares.

— NAG: N-Acetil-B-D-Glucosamidasa.
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— NGAL: Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin.
—  OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

— PVDEF: Polifluoruro de Vinilideno.

— TMB: 3,3, 5,5 tetrametilbencidina.

—  WB: Western Blot.

Ediciones Universidad de Salamanca / FarmaJournal, vol. 6, nam. 2 (2021), pp. 49-62

[62]



	Detección del riesgo de lesión renal en fumadores
	1.	Introducción
	1.1.	El tabaco
	1.2.	Daño renal originado por el tabaco
	1.3.	Diagnóstico del daño renal

	2.	Hipótesis y objetivos
	3.	Materiales y métodos
	3.1.	Descripción de pacientes y muestras analizadas
	3.2.	Determinación de biomarcadores urinarios por Western Blot
	3.3.	Determinación de biomarcadores urinarios por ELISA
	3.4.	Determinación de la concentración de creatinina urinaria por técnicas colorimétricas
	3.5.	Tratamiento de datos y estadística

	4.	Resultados
	4.1.	Tamaño muestral y características de los individuos
	4.2.	Biomarcadores de predisposición de daño renal

	5.	Discusión
	6.	Conclusiones
	7.	Bibliografía
	Anexo
	Abreviaturas


