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Resumen

La presencia de elementos quimicos considerados contaminantes ambientales
debido a su toxicidad, es universal en todas las matrices biologicas, ya que
presentan caracteristicas de persistencia y se bioacumulan en diversos 6rganos y
tejidos animales como la glandula mamaria, por lo que pueden medirse en la
leche. En Baja California Sur (B.C.S.) diversos estudios han demostrado la
presencia de mercurio (Hg), cadmio (Cd), plomo (Pb) y arsénico (As) en la leche
materna, pero se desconoce si la exposicion a estos elementos toxicos puede
afectar mecanismos epigenéticos o de metilacion de ADN. Esto es importante
porque un estado de metilacion aberrante esta involucrado en la patogénesis de
varias enfermedades, especialmente en el desarrollo de cancer y su progresion,
asi como en la inactivacion de genes supresores de tumores. En el presente
trabajo se evaluo la relacion entre la presencia de metales como el Hg, Cdy Pb y
el metaloide As en leche materna, con la apoptosis, metilacion del ADN global y
con el promotor del gen BRCAL1 (Breast Cancer 1). Se recolectaron 79 muestras
de leche materna en etapa calostro de mujeres residentes en B.C.S. y se les
aplicé un cuestionario para determinar la edad, nimero previo de partos y abortos,
actividad fumadora, entre otros factores. En la leche se analizo la concentracion
de elementos traza, se realizd conteo de células somaticas y el porcentaje de
apoptosis y se cuantifico la metilacion global del ADN y en la region promotora del
gen BRCAL. Los datos obtenidos se analizaron mediante correlaciones, andlisis
de componentes principales (ACP) y la prueba GLM. Los metales en leche
presentaron valores por arriba del limite maximo permisible para Hg (3.5 ug L™) en
24.1% (n = 19) de las mujeres y As (2 ug L'1) en 13.9% de las mujeres (n = 11).
Se observo que el valor promedio de metilacion global fue de 2.15% y que 3.3% (n
= 3) de las mujeres presenté metilado el promotor del gen BRCAL. En el analisis
de ACP los dos primeros componentes explicaron el 39.1% de la varianza, con
una asociacion positiva entre Hg y el numero de abortos y As y metilacién global.
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre la
metilacion del gen BRCAL y la concentracion de Pb, el porcentaje de apoptosis, y
la edad de las mujeres lactantes. Las concentraciones de Cd y Pb mostraron un
decremento a mayor numero de embarazos, que no resulto estadisticamente
significativo.

Palabras clave: metales pesados, leche materna, BRCA1, toxico-epigenética.
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Abstract

The presence of chemical elements considered environmental pollutants because
of their toxicity is universal in all biological matrices, since they have persistence
characteristics and bioaccumulate in various organs and animal tissues such as
the mammary gland, so they can be measured in the milk. In Baja California Sur
(B.C.S.) Mexico, several studies have demonstrated the presence of mercury (Hg),
cadmium (Cd), lead (Pb), and arsenic (As) in breast milk, but it is unknown if their
exposure can affect epigenetics or DNA methylation. This is relevant because an
aberrant methylation status may be involved in the pathogenesis of several
diseases, especially in the development of cancer and its progression, as well as in
the silencing of tumor suppressor genes. In the present study we evaluated the
relationship between the presence of the metals Hg, Cd, and Pb, and the metalloid
As in breast milk, and the mechanism of apoptosis, global DNA methylation, and
gene specific methylation in the promoter of Breast Cancer 1 gene (BRCAl). We
collected 79 breast milk samples in colostrum stage of women resident of B.C.S. A
guestionnaire was applied to determine age, number of pregnancies and abortions,
and smoking activity. We analyzed in milk the concentration of trace elements,
somatic cell count, and the proportion of apoptotic cells, and the global methylation
of DNA and the promoter region of the BRCAL. The data obtained were analyzed
by correlation, principal component analysis (PCA), and GLM. The metals present
in milk showed values above the maximum permissible limit for Hg (3.5 pg L™) in
24.1% women (n = 19) and As (2 pug L'1) in 13.9% women (n = 11). The average
value of global methylation was 2.15%, while the 3.3% (n = 3) of women presented
the promoter of BRCA1 gene methylated. In the PCA the first two components
explained 39.1% of variance; with a positive association between Hg concentration
and number of abortions, and As and global methylation. Significant differences
were found (p < 0.05) between BRCAL1l methylation and Pb concentration,
proportion of apoptosis, and age of woman. A tendency for decreased levels of Cd
and Pb were found in relation to number of pregnancies.

Keywords: Heavy metals, breast milk, BRCA1, toxico-epigenomics.
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1. INTRODUCCION

El cancer de mama es el cancer con mayor incidencia en las mujeres a
nivel mundial. Se estima que cada afio se detectan 1.38 millones de casos nuevos
y 458,000 decesos (OMS, 2016). En México, 19.4% del total de casos de cancer
diagnosticados en la poblacion mayor a 20 afios en 2014 correspondieron a este
tipo de céancer (INEGI, 2016). En 2015 en Baja California Sur (B.C.S.) se registro
una tasa de mortalidad de 16 por cada 100 mil mujeres mayores de 25 afios
ubicandose en la posicion 17 a nivel nacional (SS, 2017). La causa de cancer de
mama es multifactorial, en la que intervienen tanto factores genéticos como no
genéticos (Torrades, 2003). El riesgo es mayor con ciertos antecedentes familiares
y mutaciones en genes de células germinales (Lacey et al., 2009). Sin embargo,
estas mutaciones solo explican el cancer mamario hereditario, el cual representa
menos de 10% del total de cancer de mama (De Jong et al., 2002), mientras que
90% corresponde al cancer de mama esporadico, es decir asociado a factores no
heredables (Drobovic y Simpfendorfer, 1997) en particular en mujeres con mayor
susceptibilidad. Los principales genes involucrados a la susceptibilidad al cancer
de mama son los genes BRCA (Breast Cancer); estudios recientes atribuyen entre
el 45y 60% de los casos de cancer de mama hereditario a mutaciones en estos
genes (Begg, 2002). Mas especificamente, se ha observado que el gen BRCAL
tiene un nivel de expresion disminuido en tumores esporadicos de glandula

mamaria respecto al epitelio normal (Drobovic y Simpfendorfer, 1997).

Por otro lado, la expresion y progresién del cancer aumenta cuando las
mujeres estan expuestas a contaminantes ambientales y elementos toxicos, lo
cual se conoce como epigenética. El término “epigenética” se refiere a cambios no
mutagénicos en la expresion del genoma, que no son resultado de alteraciones en
la secuencia nucleotidica, por lo tanto es una regulacion de la expresién de los
genes que depende del estado de la dinamica de la cromatina (Arita y Costa,
2009). Los patrones de metilacion en el acido desoxirribonucleico (ADN) son

establecidos en el desarrollo temprano, modulados durante la diferenciaciéon



celular e interrumpidos en muchos estados patologicos, incluido el cancer (Bird,
2002). Estudios recientes implican alteraciones en el patron de metilacion en el
gen BRCAL en cancer de mama en un estado temprano, lo cual es relevante ya
gue un diagndstico en una etapa inicial en esta patologia, es el factor mas

importante para disminuir la mortalidad (Jong et al., 2002).

Entre los contaminantes ambientales toxicos para el ser humano, se ha
reportado la presencia de metales como mercurio (Hg), cadmio (Cd) y plomo (Pb),
asi como el metaloide arsénico (As) en B.C.S. (Méndez et al., 2006; Cadena et al.,
2008; Rodriguez et al., 2009). Aunque dichos elementos se encuentran de manera
natural en el ambiente, su disponibilidad puede ser alterada por actividades
antropogénicas. La mayor parte de los estudios en B.C.S. se han enfocado al
ambiente marino, particularmente en organismos y sedimentos; sin embargo, se
ha demostrado la presencia de estos elementos en leche materna de madres
sudcalifornianas y de la region noroeste (Gaxiola et al., 2013; 2014). Dichos
elementos toxicos son persistentes y se bioacumulan en diversos Organos y
tejidos (como la glandula mamaria) y pueden transferirse a la leche. Efectos
acumulativos de la exposicién a distintos factores ambientales hacen que la edad
sea el mayor factor de riesgo para presentar este tipo de cancer (Torrades, 2003).

En la presente tesis tiene como meta analizar los niveles de metales y
metaloides en leche de mujeres lactantes en B.C.S. con el patrén de metilacién del
ADN, cuantificando tanto a nivel global como gen especifico en BRCAL.
Actualmente, la deteccion de céncer de mama se basa en palpacion y
mamografia; ambos detectan tumores ya formados. Aqui buscamos alternativas
nuevas de diagndstico, tales como biomarcadores moleculares en matrices no

invasivas, como es la leche materna.



2. ANTECEDENTES
2.1 Caracteristicas de la leche humana

La leche materna es el alimento ideal para los infantes, dado que
proporciona nutrientes (lipidos, proteinas, carbohidratos, vitaminas, minerales) y
factores bioactivos no nutritivos (hormonas, inmunoglobulinas, factores de
crecimiento, agentes antiinflamatorios y antimicrobianos) para cubrir las
necesidades del infante (Casanova, 2017). La lactancia materna entonces, se
define como la practica en la cual la madre alimenta a su bebé, mediante este
alimento necesario para su desarrollo inmediato y posterior. Existen abundantes
estudios que han demostrado que esta practica es un proceso Unico que
contribuye a la nutricibn y sano desarrollo de los infantes, ademas de tener
impactos positivos en la salud de las madres, por lo tanto es de suma importancia
impulsar esta cultura (Ballard y Morrow, 2013; Zhang, 2014; WHO, 2016).

La sintesis de la leche se lleva a cabo en la glandula mamaria y es
activada por la sefial directa de estimulacion del pezén y aureola, que retransmiten
al sistema nervioso central, junto con la secrecién de las hormonas prolactina y
oxitocina. La secrecion de leche es realizada por células epiteliales de los alveolos
de la glandula mamaria, como se muestra en la figura 1. A su vez, nutrientes y
minerales necesarios para el desarrollo del infante se transportan desde el plasma
hasta las células mamarias (Wagner et al., 2015), donde ocurre el mecanismo de

sintesis y secrecion a nivel celular, como se muestra en la figura 2.

2.1.1 Composicion quimica de la leche materna.

La produccion de leche experimenta variaciones en su composicién de
acuerdo a la etapa de lactancia, pero también presenta variaciones durante la
misma toma y a lo largo del dia. Asi, se denomina calostro a la secrecion que sale
de las glandulas mamarias desde la fase final del embarazo y hasta el quinto dia

posparto.



Myoepithelial Cells Open
and Full of Milk

Myoepithelial Cells Contracting and
Forcing Milk into Ducts

Myoepithelial cells

Figura 1. Secrecion de leche por las células mioepiteliales de la glandula
mamaria. Apertura y contraccion de las células (Wagner et al., 2015).

Figura 2. Mecanismo de sintesis y secrecion de la leche materna a nivel celular. I:
Exocitosis de componentes de la fase acuosa de la leche mediante vesiculas
secretoras (SV). Il: Secrecion de los componentes lipidicos mediante glébulos de
grasa. lll: Transporte directo de iones, agua y glucosa a través de la membrana.
IV: Transcitosis de componentes del espacio intersticial. V: Via paracelular para
componentes plasmaticos y leucocitos. RER = Reticulo endoplasmatico rugoso;
BM = Membrana basal; MFG = Gl6bulo de grasa lactea; CLD = Gotita lipidica
citoplasmatica; N = Nucleo; PC = Plasma celular; FDA = Adipocito vaciado; TJ =
Union firme; GJ = Union espaciada; D = Desmosoma; ME = Célula mioepitelial
(Wagner et al., 2015).



El calostro se caracteriza por tener una alta concentracion proteica
(inmunoglobulinas, leucocitos, antioxidantes) y baja concentracion de grasa.
Posteriormente, la leche se denomina de transicion hasta 15 dias después del
parto, en esta etapa disminuyen los niveles de proteinas y aumenta la lactosa,
grasas Yy valor calérico total. Después de 15-20 dias se le conoce como leche
madura; el contenido de proteinas es bajo, mientras que las grasas constituyen la
principal fuente de energia para el lactante. Los triglicéridos, acidos grasos
esenciales (oleico, palmitico, linoleico y alfalinoleico) y los polinsaturados de
cadena larga (acido araquidénico y docosahexanoico), fosfolipidos y colesterol son
los principales compuestos lipidicos, mientras que la lactosa es el principal
carbohidrato, constituyendo 90% del total (Zhang, 2014).

Existen factores externos y ambientales que influyen en la composicién de
la leche materna, como son el estado nutricional de la madre y la composiciéon de
su dieta e influyen principalmente en concentracion de acidos grasos y factores
estimulantes inmunolégicos (Zhang, 2014). A partir de 1998 se ha recomendado el
suministrar a las mujeres embarazadas &cido félico (FO) y diversos minerales
como el calcio (Ca), e incluyendo algunos elementos traza como magnesio (Mg),
cobre (Cu), cobalto (Co), y molibdeno (Mo) y otros macronutrientes como hierro
(Fe), selenio (Se), cromo (Cr) y fésforo (P) (Stoltzfus y Dreyfuss, 1998; Pefia y
Viteri, 2009). Se sabe que estos elementos van disminuyendo a través del tiempo
de lactancia (Rossipal y Krachler, 1998; Yamawaki et al., 2005), a excepcion de
Co, el cual en el 100% de los casos analizados aumenta (Rossipal y Krachler,
1998). Otros elementos como son sodio (Na), potasio (K) y cloro (Cl), mantienen
niveles estables por lo menos durante los primeros cuatro meses de lactancia
(Wack et al., 1997).

2.1.2 Presencia de elementos toxicos en leche.
La leche también presenta elementos traza, como Cd, Pb y As, que son
toxicos cuando aumenta su concentracion. Asi mismo, la leche materna no se

encuentra exenta de presentar otros compuestos tdéxicos como plaguicidas y



medicamentos, provenientes del consumo directo de organismos pertenecientes a
distintas cadenas troficas y exposiciones ambientales (Diaz et al., 2013). Estos
pueden acumularse en los tejidos grasos, incluyendo la glandula mamaria (Ortega,
2014), como es el caso de plaguicidas y algunos medicamentos, o en huesos,
como es el caso de Pb (Gulson, 1998). Durante la lactancia, estos elementos
pueden ser movilizados, a través del sistema sanguineo (Fergusson, 1990) y
finalmente excretado via leche materna. Su concentracion en la leche depende de
la dosis ingerida, duracion de la exposicion, el volumen de leche excretado al dia,

la salud de la madre lactante y su genotipo (Aresta et al., 2005).

Recientemente, se reportd la presencia de elementos traza en leche
materna de mujeres de B.C.S. (Gaxiola et al., 2013; 2014) y en otras partes del

mundo (Tabla I).

Tabla I. Estudios sobre concentraciones de elementos traza considerados toxicos en
leche materna.

Regién Concentracion ug L'*  Autor y Ao
Austria 1.59 Gundacker et al., 2002
Hg México 1.23 Gaxiola et al., 2013
Arabia Saudita 3.10 Al Saleh et al., 2003
Alemania 0.07 no fumadoras Radisch et al., 1987
Cd 0.16 fumadoras
Arabia Saudita 1.73 Al Saleh et al., 2003
Grecia 0.19 Leotsinidis et al., 2005
México 1.5 Ettinger et al., 2004
Austria 1.63 Gundacker et al., 2002
Pb Arabia Saudita 31.67 Al Saleh et al., 2003
México 9.2 Namihira et al., 1993
Grecia 0.48 Leotsinidis et al., 2005
As Alemania 0.20 Sternowsky et al., 2002
Islas Faroe 2.45 Grandjean et al., 1995
Bangladesh 0.5 Islam et al., 2014
USA 0.31 Carignan et al., 2015

*Valores reportados = promedio

Estos elementos se encuentran en la zona noroeste del pais debido a su
presencia en el ambiente y actividades antropogénicas desarrolladas en la region,

principalmente mineria (SGM, 2016) (Tabla II).



Tabla Il. Estudios realizados respecto a la presencia de metales y metaloides en la
peninsula de Baja California Sur.

Autor Regidn Contaminante Entidad
Kot et al., 1999 La Paz Hg Sedimento
Shumilin et al., 2001 La Paz As Sedimento
Sanchez-Rodriguez et al., Loreto As Alga marina
2001
Mendez et al., 2006 La Paz Cd Almeja
Kampalath et al., 2006 Bahia Magdalena  THg, MeHg Tortuga, alga marina, sedimento
Méndez et al., 2007 Bahia Magdalena  Pb. Cd Almeja
Rodriguez Meza et al, BahiaConcepcion As Sedimento
2009
Cadena Cardenas et al, Golfode Cd, Pb Mejillén, almeja
2009 California
Ley Quifionez et al., 2011 Puerto Lopez Cd, Hg, Pb Tortuga
Mateos
Barrera Garcia et al., 2013  Baja California Hg, Cd, Pb, As  Tiburon Azul
Sur
Gaxiola Robles et al., 2013  Baja California THg Leche materna
Sur
Wurl et al., 2014 San Antonio, El As Agua
Triunfo
Gutiérrez Caminero et al, San Antonio Pb Sedimento, rocas.
2015 El Triunfo

Ademas, son persistentes y se bioacumulan en diversos 6rganos y tejidos

(como la glandula mamaria) y asi se transfieren a la leche. Pueden tener efectos
deletéreos sobre células de la glandula mamaria, del epitelio y células del sistema
inmune presentes en la leche. Entre estos efectos, se encuentra la metilacion del
ADN vy la apoptosis, lo cual a su vez puede desencadenar cancer de mama. La
presente tesis tiene como meta evaluar la metilacion del ADN y apoptosis en

células de leche materna con algunos elementos traza encontrados en ella.

2.2. Metilacion del ADN.
El ADN es el material hereditario en los organismos. La informacién en

esta molécula esta empacada en un codigo de cuatro bases quimicas: adenina



(A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). El orden o secuencia, en las bases,
determina la informacién genética (GHR, 2017). Un gen es la unidad bésica y
funcional de la herencia donde se contienen las instrucciones para crear las
proteinas constitutivas que daran funcionalidad a una célula (GHR, 2017). La
metilacion del ADN consiste en la adicion de un grupo metil, mediante la actividad
de la enzima ADN metiltransferasa (DNMT, por sus siglas en ingles) en la posicion
5 en el carbono del anillo de citosina, dando como resultado 5-metilcitosina
(5meC) (Baylin, 2005).

Las secuencias blanco para la metilacion del ADN en mamiferos son los
dinucleétidos 5-CpG-3' (Fig. 3). Los dinucleétidos CpG no se encuentran
distribuidos de manera uniforme a través del genoma, si no que se concentran en
regiones de secuencias gendmicas repetitivas, denominadas “islas CpG”, las
cuales estan comunmente asociadas a las regiones promotoras de los genes
(Bird, 2002). La funcién de la metilacion del ADN es mantener el silenciamiento
transcripcional en regiones no codificantes o que no deban expresarse (Baylin,
2005). Por ejemplo, la regiébn que se encuentra altamente metilada de la
cromatina, se encuentra condensada e inaccesible para la expresién de dichos
genes (heterocromatina), Por el contrario, estos sitios estan generalmente no
metilados en las regiones promotoras de eucromatina, independientemente del

estado transcripcional del gen (Baylin, 2005).

En células sométicas humanas, aproximadamente de 1 al 4% del total de
las bases de ADN son 5meC; por lo tanto, la metilacion afecta entre el 70—80% de
todos los dinucledtidos de CpG en el genoma (Ehrlich, 1982). El andlisis
computacional del genoma humano predice 29,000 islas CpG (Lander et al., 2001,
Venter et al., 2001) y se estima que aproximadamente el 60% de los genes
humanos estén asociados con islas CpG, los cuales se encuentran en un estado
no metilado a través del desarrollo y en la mayoria de tejidos celulares (Antequera
y Bird, 1993).
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Figura 3. Esquema de sitios de metilacion, islas CpG. En una célula normal, el
promotor-asociado a islas CpG esta predominantemente no metilado (gris),
mientras que los sitios CpG dentro del cuerpo del gen estan esparcidos y
generalmente metilados (rojos). El panel de la derecha muestra la estructura
molecular del ADN en sitios individuales CpG y muestra la metilacibn con una
molécula CH3 en el carbono 5 de la citosina (Patterson et al., 2011).

2.2.1 Modificaciéon con bisulfito

La conversion quimica del ADN con bisulfito de sodio fue primeramente
reportada por Frommer et al. (1992), posteriormente optimizada por Clark et al.
(1994). Este método se ha convertido en el estandar para el analisis de metilacion
en el ADN, ya que en este, se pretende definir el estado de la metilacion en cada
base citosina en una secuencia determinada, dando como resultado una
resolucién molecular. La clave en este método es una reaccidén quimica selectiva
entre el bisulfito de sodio y los residuos de citosina versus residuos de 5 metil
citosina; la cual es altamente especifica a nivel de una hebra de ADN por lo cual

se trabaja con el material genético desnaturalizado (Clark et al., 2006).
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Figura 4. Esquema de la conversion quimica con bisulfito. El analisis de la
metilacion de ADN se compone de cuatro fases. 1. Desnaturalizacion de la
molécula, 2. Conversion con bisulfito (panel derecho se observa la modificacion de
la molécula de citosina durante la reaccién con bisulfito en tres pasos detallados)
3. Amplificacion mediante PCR 4. Andlisis por secuenciacién directa o con previa
clonacion (Patterson et al., 2011).

La conversion con bisulfito de sodio consta de tres pasos criticos: la sulfonacion,
donde la reaccion entre el bisulfito y el doble enlace en la posicion 5-6 de la
molécula de citosina da como resultado un derivado de sulfonato de citosina.
Posteriormente una desaminacion hidrolitica, que da como resultado un derivado
de sulfonato de uracilo. Por ultimo, la desulfonacion alcalina que consiste en la
eliminacion del grupo sulfonato por tratamiento alcali (Fig. 5). Posteriormente, se
lleva a cabo la amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en ingles), donde las moléculas de uracilo (U) son amplificadas

como timinas (T), mientras que las 5meC son amplificadas como citosinas. Por
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altimo, para determinar la metilacion a nivel de nucleétidos, el amplicon puede ser

secuenciado directamente o mediante previa clonacion

2.2.2 Patrones de metilacion en céancer

Una hipometilacién a nivel global se observa como un patrén definido en
cancer, lo cual denota una disminucion en el contenido general de 5meC. Este
comportamiento fue determinado por estudios en los cuales se observd una
reduccion en contenido de la metilacion comparando tejidos cancerosos y sanos
(Feiberg y Vogelstein, 1983; Gama et al., 1983).

Por otro lado, genes especificos silenciados mediante metilacion pueden
ser un mecanismo importante en la carcinogénesis, cuando son genes
involucrados en la supresion del tumor. La inactivacién de la expresion de los
genes mediante la metilacion en las regiones promotoras de tales genes ha sido
observada en lineas celulares de cancer y tumores humanos (O'Doherty et al.,
2002). La isla CpG en la region promotora del gen BRCAL, presenta una longitud
aproximada mayor de 2 kb. El estado de la metilacion en esta regién ha sido
ampliamente investigado en diferentes tipos de tumores, en lineas celulares y
tejidos normales de seno y ovario (De Jong et al., 2002). Estos estudios
demostraron que la metilacion de BRCA1l es tumor especifico, generalmente
ausente en células normales (Mancini et al., 1998) y usualmente se acompafia de
perdida de heterocigosidad (Esteller et al., 2000). En resumen, los cambios en el
patrén de la metilacion del ADN causantes de distintos tipos de cancer pueden ser
caracterizados por la hipermetilacion de las islas CpG y una hipometilacién

gendmica generalizada.

El papel que juega la hipermetilacién en determinados genes supresores
de tumores ha sido bien establecido, por lo tanto, pueden disponerse como
biomarcadores de predisposicion a cancer, por lo tanto ha sido utilizado como
biomarcador del cancer de prostata, donde se encuentran hipermetiladas las islas
CpG de los genes GSTP1 RARB y RASSF1A (Cho et al., 2007). Tal es el caso de
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la hipermetilacion en el gen MLH1 implicado en cancer colorectal (Kane et al.,
1997), el gen VHL (von Hippel-Lindau) en cancer renal y el gen p16/CDKN2A en
varios canceres malignos (Herman et al., 1995), los cuales estan silenciados

mediante este mecanismo.

2.2.3 Cancer de mama

El cancer se define como un conjunto de enfermedades que involucra
crecimiento anormal de células, por lo general sin control, llegando a invadir los
tejidos u érganos de los cuales forman parte o incluso invadir otros tejidos (NCI,
2017) y formando tumores. Esta proliferacion celular es acelerada, desordenada y
descontrolada a nivel genético, debido a mutaciones en genes especificos, los
cuales actian suprimiendo o estimulando la continuidad controlada del ciclo
celular (Torrades, 2003). En el caso del cancer de mama, se encuentra afectado el
tejido mamario y especificamente, las células que recubren a los conductos y a los

lobulillos en la mama.

2.2.4 Apoptosis en cancer

Una célula cancerigena difiere de una célula normal en tres aspectos
principales: 1) pérdida de la capacidad de muerte celular programada (apoptosis);
2) carecer de especializacion (diferenciacion celular); 3) pueden llegar a evadir el
sistema inmune (NC1, 2017). La apoptosis o muerte celular programada, elimina
una célula incapaz de recibir sefiales de la supervivencia y/o capaz de recibir
sefales de la muerte de otras células, por lo tanto es un proceso importante que
influye en la transformaciéon maligna de las células (Shi et al., 2004). Este
mecanismo puede ser activado por una serie de sefiales intrinsecas o extrinsecas,
incluyendo radiaciones i6nicas o ultravioleta (UV), infecciones virales o
bacterianas, deficiencia de nutrientes, expresidbn de oncogenes, agentes
oxidantes, entre otros (Wang y Shi, 2001). Se han reportado varios elementos

traza considerados téxicos (cromo (Cr), vanadio (V), niquel (Ni), Cd y As) que son
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capaces de inducir apoptosis (Azzouzi et al., 1994; Blankenship et al., 1994;
Schieven et al., 1995), sin embargo, el mecanismo y efecto sobre apoptosis sigue
sin estar del todo claro. La apoptosis se puede inducir por efecto, entre otros, de
especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales derivan de forma natural del
metabolismo mitocondrial, pero pueden ser generadas a mayores niveles por la
presencia de metales, lo cual produce un desbalance en la generacion y defensa
antioxidante y puede derivar en dafio oxidativo a nivel de lipidos, proteinas y ADN,
asi como afectacion en niveles y funciones de moléculas de sefalizacion celular
(tales como AP-1, NF-kB, y p53) inductoras de apoptosis (Karin y Delhase, 1998) y

eventualmente, carcinogénesis (Shi et al., 2004).

En cuanto a los elementos que se abordaran en este trabajo, Morcillo
(2016) evaluo los efectos de la citotoxicidad inducida por Hg, MeHg, Cd, Pb y As
en una linea celular del pez Sparus aurata, encontrando el aumento significativo
en ROS y un aumento en la expresion de genes reguladores de apoptosis,
confirmando resultados de investigaciones donde en caso de exposicion a MeHg
se determind que la muerte celular observada era mediante el mecanismo de
apoptosis (Risso-De Faverney et al., 2004; Luizo et al., 2013). En el estudio de
Jimi et al. (2004), la exposicion de células cultivadas a Cd y As resultd en la
formacién del producto de la peroxidacién (oxPC) y una disminucién del potencial
mitocondrial de la membrana, culminando en muerte celular por apoptosis. Por lo
tanto, la citotoxicidad inducida por Cd y As parece ser reguladas por un

mecanismo similar.

La apoptosis desempefia un papel importante en varias etapas del
desarrollo mamario normal incluyendo la formacion del lumen intraductal durante
la morfogénesis de los conductos del pecho, asi como en el final del ciclo
menstrual y en la involucién de glandulas mamarias después de la cesacion de la
lactancia (Hahm y Davidson, 1998; Debnath et al., 2002) El mecanismo de

apoptosis puede servir como biomarcador de deteccién temprana debido a que la
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evasion de este mecanismo es un componente critico en la transformacion

oncogénica y resistencia a la quimioterapia.

2.2.5 Causas del cancer

Las causas de cancer de mama son multifactoriales, en la que intervienen
tanto factores genéticos como no genéticos (Torrades, 2003). El cancer de mama
hereditario representa del 5 al 9% de todos los canceres de mama (Ford y Easton,
1995). Los genes BRCAl y BRCA2 (Breast Cancer) se han asociado
particularmente a este tipo de cancer, siendo responsables de aproximadamente
el 80% de céncer hereditario en familias que lo padecen (Rebbeck et al., 1996;
Greene, 1997), y siendo el resto determinado por mutaciones en otros genes. Sin
embargo, la mayoria de los casos de cancer de mama (90-95%) corresponden a
cancer de mama esporadico, resultado de mutaciones esporadicas en las células
somaticas. descartando una alteracién genética heredada que sea responsable de
la aparicion. Ambos tipos de cancer estan también condicionados por factores
ambientales, considerados factores de riesgo, tales como: el estilo de vida,
alimentacion, exposicidn a carcinogénicos, agentes mutagénicos y a promotores
de estrés oxidativo (De Jong et al., 2002). Los efectos acumulativos de dicha
exposicion a distintos factores ambientales hacen que el avance de la edad sea el

mayor factor de riesgo para presentar este tipo de cancer (Torrades, 2003).

Actualmente la evidencia cientifica y el aumento en el nUmero de estudios
respecto a mecanismos implicados en la carcinogénesis, han demostrado que una
exposicion a contaminantes ambientales y elementos téxicos pueden jugar un
papel en el desarrollo y progresion del cancer. Especificamente, modificaciones
aberrantes en el patron de metilacion del acido desoxirribonucleico (ADN) han sido
involucradas en el desarrollo de cancer y su progresion. Esto es debido a que el
patrén de metilacion es heredado con una gran fidelidad en las células somaticas,

y una vez que la metilacién aberrante es inducida, es transmitido a las células
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hijas después de la division celular (Ushijima et al., 2003). EI mecanismo principal
es la inactivacion de genes supresores de tumores y el silenciamiento de
oncogenes como el BRCA1 (Baylin, 2005; Bollati y Baccarelli, 2010; Hattori y
Ushijima 2014), junto con las mutaciones y perdidas cromosomales (Hattori y

Ushijima, 2014); a lo anterior se le conoce como epigenética ambiental.

2.3. Epigenética ambiental

La epigenética se refiere al estudio de cambios hereditables en la expresion
de genes, sin haber un cambio en la secuencia nucleotidica (Bollati y Bacarelli,
2010). Los mecanismos epigenéticos se ven alterados por distintos factores
ambientales tales como la constante exposicibn a sustancias quimicas
consideradas contaminantes, ya sea en el ambiente o a través de los alimentos
(Lee et al., 2009; Hou et al., 2012). En estudios ambientales, la flexibilidad de los
estados epigenéticos ha generado un creciente interés en evaluar las alteraciones
directas que las exposiciones ambientales pueden producir en los estados
epigenéticos incluyendo cambios en la metilacion del ADN y modificaciones de
histonas (Bollati y Bacarelli, 2010). La asociacion entre la metilacién del ADN vy los
elementos considerados téxicos para el humano, principalmente los denominados
“‘metales pesados” (Hg, Cd, Pb), As y Ni ha sido establecida por varios estudios in
vitro (McVeigh et al., 2001; Bleich et al., 2006; Dolinoy et al., 2007; Wright y
Baccarelli, 2007). Diversos estudios han demostrado que los elementos
considerados contaminantes ambientales, principalmente metales, actGan como
catalizadores en la oxidacion de macromoléculas biolégicas (Galaris y Evangelou,
2002). Los iones metdlicos inducen la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), y la acumulacion de éstos puede afectar mecanismos
epigenéticos. Evidencia creciente ha asociado alteraciones epigenéticas con la

exposicion a metales (Tabla IlI).
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Existen varias ventajas al usar datos epigenéticos en el proceso de
evaluacion de riesgos toxicologicos, entre ellas que: las alteraciones epigenéticas
pueden ser usadas como biomarcadores del efecto sobre la exposicion a toxicos
ambientales; a su vez, estos biomarcadores epigenéticos pueden ser utilizados
como predictores de enfermedades cuando tales marcas epigenéticas estan
asociadas con la expresion génica diferencial (Ray et al., 2014). Particularmente
en BCS se ha reportado la presencia de elementos téxicos como el Hg, Cd, Pb, As
(Gaxiola et al., 2013), asi como plaguicidas organoclorados y sus metabolitos

(Casanova, 2017) en leche materna y en otras distintas matrices (Tabla II).
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Tabla lll. Efecto de elementos toxicos sobre mecanismos celulares, epigenéticos y cancer en

humanos.
Autory  Elemento Tejido/ Otros Mecanismo Observaciones
Ao Fluido factores
Tellez Plaza As* Sangre Edad Metilacion global Concentraciones altas de
etal., 2014 Cd Orina Habito del ADN As fueron asociadas con
tabaquico una hipometilacion.
Alcohol
Hossain et As Sangre - Metilacién global Concentraciones a bajos
al., 2012 Cd Orina del ADN niveles de Cd fueron
Metilacion en genes  asociadas con
hipometilacién en
elementos repetitivos del
genoma.
Concentracion de As
urinario fue asociado
positivamente a
metilacion en los genes
p16y MLH1.
Green et al., As Placenta - Metilacién en genes 163 loci diferencialmente
2015 Orina especificos metilados asociados a la
presencia de As en
placenta.
Senetal., Pb Sangre Habito Metilaciéon enislas 6 genes que mostraron
2015 tabaquico  CpG del epigenoma  cambios dependientes
NUmero de de la concentracién de
embarazos Pb en el estado de
metilacion
Goodrich et Hg Orina Edad Metilacion global en  Correlacion con la edad
al., 2013 Cabello Sexo elementos a nivel de metilacion
Alimentacion repetitivos y genes  global
especificos

2.3.1 Mercurio

Entre las principales fuentes de Hg para el ser humano se encuentran las

*As: inorganico, %MMA, %DMA

amalgamas dentales, compuestos en cosméticos para blanquear la piel y el

consumo de pescado (WHO, 1990). La concentracién de Hg que contiene la leche

humana es pequefia (<2 pg L™); aunque en situaciones de exposicién a elevados

niveles, se ha demostrado que la leche materna es una via importante de

transferencia de dicho metal de la madre al nifio (Mata et al., 2003). Gaxiola et al.
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(2013) encontraron concentraciones de Hg total (THg) en leche de mujeres del
noroeste de México, en un rango de 1.23 a 2.96 pg L™ . Al-Saleh et al. (2003)
encontraron que el 79.6% de las mujeres lactantes en Arabia Saudita tenian
niveles de Hg por arriba o igual a 1 ug L™. Gundacker et al. (2014) por otro lado,
reportaron concentraciones de Hg en mujeres lactantes de Viena, Austria como

monitoreo de contaminacién urbana, a un nivel promedio de 1.59 + 1.21 ug L™.

Tabla IV. Resumen de investigaciones de efectos epigenéticos por Hg.

Especies Tejido/ Tipo Elemento Efecto Referencia
celular
Oso polar Tronco encefélico MeHg Reduce la metilacion global en Pilsner et al.,
machos pero no en hembras 2010
Vison Corteza occipital MeHg Reduce metilacién global y Basu et al., 2013
actividad de DNMT
Pollos Cerebro MeHg Ningun efecto en la metilacion Basu et al., 2013
global o actividad de DNMT
Perca Telencéfalo MeHg Ningun efecto en la metilacion Basu et al., 2013
amarilla global del ADN
Lombriz Organismo Hg Reduce metilacion global del ADN  Santoyo et al.,
completo 2011
Ratén Hipocampo del MeHg Supresién del promotor en gen Onishchenko et
cerebro Bdnf via hipermetilacion al., 2008
Ratoén Células madre Hg Alteraciones reversibles de la Arai et al., 2011
embrionarias heterocromatina por
hipermetilacién del gen Rnd?2
Rata Higado MeHg Reduce expresion de ARNm de Desaulniers et
Dnmt1 y Dnmt3b, decrece la al., 2009

metilacion en regiones CpG en
promotor del gen Cdkn2a'y
ningun efecto en metilacién global
del ADN o abundancia de SAM.
Humano Sangre Hg Hipermetilacion del promotordel ~ Hanna et al.,
gen GSTM1/5 2012

MeHg = Metilmercurio, DNMT = ADN metiltransferasa, SAM = S-adenosilmetionina.

Existen pocos estudios sobre cambios en los patrones de metilacion del
ADN en humanos en relacion a Hg; sin embargo investigaciones en mamiferos
sugieren una relacion entre la concentracion y tiempo de exposicion a MeHg y la
interrupcion del proceso de metilacion del ADN (Tabla 1V). Al haber cambios en la

metilacion global del ADN por causa a la exposicibn de contaminantes
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persistentes en el ambiente ha sugerido que cambios en el patrén de metilacion
global del ADN puede ser utilizado como biomarcador de exposicidbn a agentes
quimicos (Arita et al.,, 2009); aunque no hay estudios que vinculen la
hipometilacion global con algun resultado especifico de salud (Basu et al., 2013).

2.3.2 Cadmio

La alimentacion con productos contaminados con Cd asi como la
exposicion al humo del cigarro han sido consideradas como las principales causas
de acumulacion de este elemento en humanos (WHO, 1992). La excrecion del Cd
es muy lenta, ya que su vida media en el organismo es de 10 a 30 afios. Se
excreta principalmente en la orina, pero puede llegar a encontrarse en la leche
materna (Osorio et al., 1997). En mujeres expuestas ocasionalmente a este
elemento, se han visto variaciones que van de 35 pg L™ en los primeros dias
después del parto hasta concentraciones de 0.1 a 10 pg L™ después de seis
meses (Osorio et al., 1997). En general, las concentraciones de Cd reportadas en
la literatura varian significativamente respecto al lugar de estudio. WHO (1989)
reporta concentraciones de 0.1 ug L™* en Alemania y Suecia, mientras que en
Nigeria reportan niveles de 4.6 pg L™. Turan et al. (2001) reportaron en la
poblacién Turca una concentracién promedio de Cd en leche de 2.8 pg L™. El
reporte de concentracibn mas bajo en la literatura corresponde a Leotsinidis et al.
(2005) en mujeres lactantes de Grecia, con intervalos de 0.15 — 0.48 ug L™. Se
han reportado niveles de Cd mayores (0.16 pg L™) en madres fumadoras de més
de diez cigarrillos al dia o madres fumadoras pasivas que en las no fumadoras
(0.07 pug L) (Radisch et al., 1987). El Cd ha sido asociado con cambios en la
metilacion del ADN y con procesos de carcinogénesis, aungque no es considerado
mutagénico (Takiguchi et al., 2003; Benbrahim et al., 2007; Huang et al., 2008;
Severson et al., 2012).
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2.3.3 Plomo

Las principales fuentes de exposicion al Pb son alimentos (cultivos de
tubérculos y raices comestibles), pinturas, cosméticos y en afios anteriores a la
década de los 90’s agentes antiexplosivos en la gasolina (Osorio et al., 1997).
Este elemento se excreta a través de orina, heces, cabello, lagrimas, saliva, sudor
y leche materna. La mayor cantidad de Pb que llega a la leche de la mujer
lactante, proviene de los huesos de la misma mujer. EI Pb se encuentra en el
sistema 6seo debido a una exposicion ambiental pasada; durante la lactancia
existe un incremento en la movilizacion de este elemento hacia el plasma
sanguineo y finalmente existe una transferencia hacia la leche materna (Gulson et
al., 1998). En un estudio realizado en la Ciudad de México se encontré0 una
relacion lineal entre Pb en leche y sangre materna, con niveles maximos de 99 ug
dL* en sangre de mujeres lactantes, comparado con el “nivel de preocupacion” de
10 pg dL™ en sangre del Centro de Control de Enfermedades de E.U.A y hasta de
3.5 ug dL™ en leche materna (promedio de 2.47 pg dL™), por encima del nivel
permisible en agua potable de Australia de 1 pg dL™ (Namihira et al., 1993). En
mujeres, un nivel en sangre de Pb <10 pg dL™? es considerado el méximo
recomendable, dado que la cantidad de Pb en leche materna no debe ser mayor al
5% del encontrado en sangre. Cuando el nivel de Pb en la sangre es mayor a 20
ng dL, también debe ser medido en la leche materna (Gulson et al., 1998).

Respecto a la asociacion del Pb con otros elementos quimicos, se ha visto
gue existe una relacion inversa entre la ingesta de calcio y la cantidad de Pb
absorbido (Palminger et al., 1995). También se sabe que la ingesta de calcio
puede reducir la cantidad de Pb que es movilizado de los huesos de la madre,
durante la lactancia (Gulson, 1998). En cuanto al &mbito, se ha visto que muestras
de leche provenientes de zonas urbanas presentan concentraciones dos veces

mayores de Pb respecto a zonas rurales (Leotsinidis et al., 2005).

A la fecha existen pocos estudios que exploren la posible asociacion entre

la exposicion de Pb y la metilacién del ADN. Recientemente Sen et al. (2015)
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observaron una relacion entre las madres con alto nivel de plomo en sangre (>5
ng dL™?) y patrones diferenciales en la metilacién del ADN en 183 sitios CpG, de
los cuales 151 estaban hipermetilados y 32 hipometilados en la sangre de los
neonatos. Dichas alteraciones epigenéticas generadas por este neurotoxico indica
que los dafios a la salud pueden ser de por vida, o tal vez incluso
transgeneracionales (Basha et al., 2005; Wu et al., 2008; Guilarte et al., 2011;
Mazumdar et al., 2012).

2.3.4 Arsénico

La exposicion ambiental a este metaloide en su fraccion biodisponible
puede deberse principalmente a la produccion minera. México es uno de los
principales productores de As en el mundo, con cerca del 20% de la produccién
mundial (Albores et al., 1997), usandose directamente en plaguicidas, herbicidas y
protectores para madera. En cuanto a la dieta, el principal aporte de As organico
son los alimentos de origen marino (crustaceos y peces marinos) y por otro lado el
agua para ingesta (Albores et al., 1997). Sin embargo, el As presente en alimentos
es considerado menos toxico, debido a que el As organico es considerada la
forma quimica con menor toxicidad, a diferencia del As presente en agua de
bebida que es principalmente As inorganico (Albores et al., 1997). En el estudio
realizado por Islam et al. (2014) en Bangladesh, se encontraron niveles bajos en el
contenido de As (0.5 pug L™?) en leche materna con 80% de las muestras por
debajo de 1 pg L™, en el primer, sexto y noveno mes de lactancia a pesar del alto
contenido de este elemento (>0.05 mg L™) en el agua potable. No se encontré
correlacion entre el As en la leche materna y en la orina de la madre y del infante
en los meses muestreados. En concordancia, diversos estudios han reportado
baja excrecion de As (<1 pg L) en leche materna (Concha et al., 1998;
Sternowsky et al., 2002; Gurbay et al., 2012) adn si se muestrea en poblaciones

gue habitan zonas contaminadas.
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El metabolismo del As consiste en una biotransformacion del As inorganico
mediante la adicién de grupos metilo que favorece su solubilidad y excrecion. Esta
reaccion es catalizada por la enzima arsénico metiltransferasa (AS3MT), utilizando
la S-adenosil metionina (SAM) como donador de grupos metilo, al igual que
sucede en la metilacion del ADN (Thomas et al., 2004; Drobna et al., 2009).
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3. JUSTIFICACION

En 2013 en México el tumor maligno de mama fue la segunda causa de
mortalidad por neoplasias en las mujeres de 20 afios y mas (INEGI, 2015). Una
forma de disminuir la mortalidad es la deteccion temprana de cancer de mama.
Actualmente, la deteccion se basa en la examinacion clinica del seno y en
imagenes de rayos X de las glandulas mamarias para observar anormalidades
principalmente calcificaciones y masas, denominada mamografia (ACS, 2017). La
mamografia se considera la mejor prueba de deteccion para el diagndéstico de
cancer de mama hasta el momento, sin embargo tiene sus limitaciones y
desventajas tales como: falsos positivos 0 negativos, no puede realizarse a
mujeres con padecimientos de corazén, riidn o higado y no es recomendado
como un método rutinario en mujeres jovenes, dado que es una técnica donde se
expone a la mujer a radiacion (dosis baja), que puede acumularse con el tiempo
(ACS, 2017), por lo que se recomienda realizarse una mamografia anual a partir
de los 40 afios (Browne et al., 2014).

Avances adicionales para la deteccién temprana de cancer de mama son
claramente necesarias, principalmente nuevas alternativas de diagnostico a nivel
molecular y genético (Euhus et al., 2007; Wong, 2010). Una de las técnicas que
mas atencion ha recibido es la metilacién del ADN. Como tal, la hipermetilacién en
promotores con islas CPG se ha convertido rapidamente en un biomarcador
candidato para la evaluacion del riesgo de cancer de mama (Euhus et al., 2007;
Wong, 2010). Esta técnica tiene la ventaja adicional de usar leche materna, que
deriva del total de las glandulas mamarias, siendo asi un muestreo general de la
mama y que ademas, no es invasivo. Una ventaja adicional es que la leche puede
usarse para estudios de contaminantes quimicos que se encuentran en ella, asi
como los metabolitos resultantes de metabolismo de dichos compuestos o
elementos que se han acumulado durante la vida de un donante. Sin embargo,
aun se desconoce si estos elementos a las concentraciones encontradas en leche

materna influyen en mecanismos epigenéticos, especificamente en los niveles de
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metilacion del ADN que conlleven al desarrollo de cancer de mama. Este doble
uso de la leche materna en los analisis moleculares y quimicos lo convierten en
una fuente atractiva para estudios epidemioldégicos moleculares. En el presente
trabajo, se evalla la contaminacion quimica en leche en relacidon a nivel
epigenético, ya sea a nivel global o en la metilacién del gen de estudio (BRCAL),
asi como sobre la apoptosis; las tres técnicas podrian utilizarse como marcadores

predictivos en primera instancia de un estado patologico.
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4. HIPOTESIS

Si existe una asociacion directa entre los niveles de mercurio, cadmio,
plomo y arsénico en la leche y la metilacion del ADN en células presentes en leche
materna, entonces, se espera a nivel global que las muestras con las
concentraciones mas elevadas en dichos elementos toxicos para el humano
presenten niveles bajos de metilacion (hipometilacion). Por otro lado, a nivel del
gen BRCAL (Breast Cancer 1) se espera encontrar metilada la regién promotora
del gen, en muestras con un nivel de concentracion elevado en alguno de estos

elementos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar el efecto de la presencia de mercurio, cadmio, plomo y arsénico en

leche materna de madres sudcalifornianas sobre la metilacion del ADN global y en
el promotor del gen BRCAL1 (Breast Cancer 1).

5.2 Objetivos particulares

1. Establecer una base de datos con la informacién de los niveles de Hg, Cd,
Pb y As de apoptosis celular y variables de importancia clinica en leche
materna.

2. Cuantificar metilacién global del ADN en leche de madres sudcalifornianas
y analizar su relacion con la concentracion de Hg, Cd, Pb y As, y apoptosis
celular.

3. Evaluar el patron de metilacién en la regién promotora del gen BRCA1 y
analizar su relacion con la concentraciéon de Hg, Cd, Pb y As, y apoptosis

celular.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Recoleccién de muestras

Se realizé un estudio en mujeres lactantes en periodo de puerperio, que
consistié en la toma de 113 muestras de leche materna del B. Hospital General
con Especialidades “Juan Maria de Salvatierra” en la Ciudad de La Paz, Baja
California Sur, México; durante el periodo de septiembre 2012 — febrero 2013. Las
mujeres que aceptaron donar leche tuvieron que leer, llenar y firmar previamente
un consentimiento (Anexo A) y cuestionario informativo (Anexo B). Del total de
muestras tomadas, 79 correspondieron a un estadio “calostro” en promedio 5 dias
posparto, cuando las madres acudian al tamiz neonatal y la recoleccién fue de
manera manual y privada por las donadoras, solicitando un volumen minimo de 30
mL. Las muestras se trasladaron en tubos de vidrio esterilizados al CIBNOR S.C.
en frio, donde posteriormente se dividié el volumen total de la muestra en alicuotas
para diferentes analisis posteriores. Las muestras para cuantificacion de metales y

metilacion del ADN se almacenaron a -80°C hasta su andlisis.

6.2 Analisis de Hg, Cd, Pb y As

Se cuantificé la concentracion de Hg, Cd, Pb y As, mediante
espectrometria de absorcion atomica (Figueiredo, 2010). Aproximadamente 10 gr
(= 10 mL) de leche entera, fueron pesados y transferidos a vasos de teflén; donde
fueron digeridos con 2 mL de H,O, y 6 mL de HNO3 (grado analitico; Mallinckrodt
J.T. Baker, USA) en un horno de microondas (Mars 5X, CEM; Matthews, USA). El
producto de la digestion fue aforado a 50 mL con agua desionizada y
posteriormente filtrado. Las concentraciones de Cd y Pb fueron cuantificadas
utilizando espectrofotometria de absorcion atomica con aire gas/acetileno. Las
concentraciones de Hg y As fueron cuantificadas utilizando un sistema de hidruros
(HG 3000, GBC, Australia) acoplado a un espectrofotometro de absorcion atébmica
(XplorAA, GBC, Braeside Australia) utilizando gas argoén. Se utilizo la técnica de
vapor frio para la cuantificacion de Hg, y la generacion de hidruros para la
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determinacion de la concentracion de As. Los andlisis de realizaron por duplicado,
utilizando los estdndares SRM1954 para Hg, Cd y Pb (High Purity Standards ICP-
SS; 1954 Contaminants in Human Milk Fortified NIST) y GBW10017 para As. Los
limites de deteccion fueron 0.02 pg L™ para As, 0.05 pg L™ para Hg, 0.046 pg L™
para Cd y 0.055 pg L™ para Pb. Se obtuvo un porcentaje de recuperacion = 90%.
Una vez realizado el analisis de Hg, Cd, Pb y As, se realiz6 una base de datos de
las concentraciones de todas las pacientes. Se tomo6 en cuenta el valor permisible
de la NOM-127-SSA1-1994 sobre limites permisibles en agua para consumo para

la realizacion del filtro exploratorio.

6.3 Andlisis de apoptosis

Se utilizé el kit de deteccion In Situ Cell Death Detection Kit (Roche) para
demostrar la cadena fragmentada de ADN en las células apoptoticas, mediante el
etiquetado de las fracciones de ADN con marcador fluorescente de la terminal
transferasa nucledtidos trifosfato desoxiuridina F-dUTP (TUNEL). Las muestras
fueron descongeladas pasando de -80°C a -20°C durante por lo menos 48 hr,
posteriormente se colocaron en hielo hasta obtener leche liquida para la
determinacion de apoptosis. Se utilizdé el kit de deteccién In Situ Cell Death
Detection Kit, Fluorescein (Roche) para marcar especificamente la cadena
fragmentada de ADN generada durante la apoptosis. Posteriormente, se
analizaron las muestras en microscopio de fluorescencia verde con filtro de rango
de excitacion entre 450-500 nm y deteccion a 515-565 nm (60X) y se visualizaron

las células somaticas en microscopio de contraste de fases (60X).

6.4. Metilacion de ADN
6.4.1 Extraccion de ADN
La extraccion de ADN se lleva a cabo bajo el protocolo Fenol: Cloroformo:

Alcohol Isoamilico, con adaptaciones proporcionadas por la Dra. Kathleen F.
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Arcaro y su equipo de trabajo de la Universidad de Massachusetts. Se partié de un
volumen de 1mL de leche, la muestra se incub6 con buffer de lisis (Tris 1M, EDTA
0.5M, SDS 10%, NaCl 5M) y Proteinasa K 20mg/mL. Las muestras se incubaron
56°C toda una noche. Se afiadi6 6 pL de Proteinasa K y se incubaron a 56°C, 2
horas adicionales el dia siguiente. Se dividid la muestra en dos alicuotas de 622
pL cada una. Se afiadio 1 volumen de Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico
(25:24:1), se mezcld y centrifugd a 15,000 g por 10 minutos. Se recupero la fase
acuosa en un tubo nuevo. Se afiadio 1 volumen de Cloroformo: Alcohol Isoamilico
(24:1) a cada tubo, se mezcld y centrifug6 a 15,000 g por 10 minutos. Se transfirio
la fase acuosa a un tubo nuevo. Se afadi6 una décima parte del volumen
recuperado de muestra, de NaAC 3M pH: 5.0 y 2.5 volumenes de etanol absoluto.
Se mezcld y precipitd a -30°C toda una noche. Se centrifugd a 15,000 x g por 10
minutos. Se lavaron los pellets con etanol al 70% y se centrifugaron a 15,000 x g
por 10 minutos, se realizé el lavado dos veces. Se retird el etanol y se dejaron
secar los pellets. Se resuspendieron en 100 puL de H,0 MQ estéril. Al finalizar se
obtuvo un volumen de 200 puL de ADN en solucién por muestra. Posteriormente se
realiz6 la cuantificaciéon del ADN mediante absorbancia en Nanodrop 200 y Qubit
dsDNA HS Assay kit DNA Quantification, segun el protocolo del Kkit.

6.4.2 Digestién del ADN

Se llevd a cabo la desnaturalizacion del ADN mediante choque térmico, a
continuacion se agrego 5 pL de acetato de amonio 0.1 M pH 5.3 y se incub6 con 1
U de nucleasa Pi a 45°C durante 1 hora. Posteriormente se adicion6 4 uL de Tris-

HCI 1M pH 7.4 y 2 pL de fosfatasa alcalina y se incubo durante 1 hora a 37°C.

6.4.3 Cuantificacion de la metilacion global del ADN
Se llevd a cabo la cuantificacion de la metilacion global mediante el

protocolo del kit “DNA Methylation EIA kit” el cual esta basado en inmunoensayos
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enzimaticos y cuantifica el nivel de 5-metil-2’-deoxycytidina. Este es un ensayo
competitivo con anticuerpos monoclonales, que hace uso de la acetilcolinesterasa
unida a 5-metil-2’-deoxycytidina como indicador y un anticuerpo especifico para 5-
metil-2’-deoxycytidina, y la intensidad de color del producto de la reaccion
enzimatica entre el sustrato de la acetilcolinesterasa, es medido

espectrofotométricamente, por lo tanto:
Absorbancia « [indicador ligado al anticuerpo] « 1/ [5-metil-2’-deoxycytidina] (1)

Se realizé una curva estandar, que consistié en diluciones seriadas de un
estandar de concentracién conocida [1.5ug/mL], para lo cual se tomd un volumen
de 100 pL y se diluyé en 900 pL de H,O ultra pura, partiendo de éste, se
realizaron diluciones seriadas tomando 500 pL del estandar anterior diluyendo con
500 pL de EIA Buffer, teniendo un total de 8 estandares de concentracion
conocida. En la microplaca de 96 pozos, se realiz6 el disefio del ensayo,
posteriormente se realizd la adicion de los reactivos (EIA Buffer, 5-metil-2’-
deoxycytidina EIA estandar, 5-metil-2’-deoxycytidina indicador y 5-metil-2’-
deoxycytidina anticuerpo monoclonal y las muestras) de acuerdo al protocolo
establecido del kit. Se incubo la placa a 4°C durante 18 horas. Después de la
incubacion, se vaciaron los pozos y se realiz6 el lavado con Wash Buffer 5 veces.
Se agregaron 200 pL del reactivo de Ellman’s (sustrato) y 5 yL de indicador al
pozo de actividad total. Se incubd la placa durante 2 horas en agitacion constante.
Se llevd a cabo la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 412 nm en
Varioskan™ LUX multimode microplate reader (Thermo Fisher Scientific). Se
realizaron los célculos correspondientes a la preparacién de datos, graficar curva

estandar y determinar la concentracion de la muestra.

El andlisis de metilacién global se realiz6 mediante un kit basado en un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) directo, que permite la
deteccidon de reacciones antigeno-anticuerpo gracias a la reaccion con productos

de color. Es un ensayo competitivo cuantificando 5meC mediante el ADN total


https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwju0OjTseXPAhWn6IMKHURuDBoQFggdMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Forder%2Fcatalog%2Fproduct%2FVL0000D0&usg=AFQjCNHg6nqDQn8AWrAhaQ8IILnju3oMRw&sig2=i4iLizgoqAscTLn15-r4vg
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aislado del pellet celular de la leche materna. La intensidad de color, determinada
espectrofotométricamente es proporcional a la cantidad de enzima ligada a 5meC
trazador unido a la placa, que es inversamente proporcional a la cantidad libre de
5meC presente en la placa durante la incubacion. Los calculos se realizaron en un
programa de hoja de calculo (Cayman Chemical Excel Worbook EiA Triple). Se
realiz6 una curva de calibracion con la concentracion de los estandares. Los datos

se ajustaron a una regresion logaritmica con la ecuacién general
y=mlnx+b (2)

Las concentraciones arrojadas por la hoja de céalculo (ng mL™) de ADN metilado
en cada muestra, se calcularon con base en % del ADN total ingresado en el kit,

correspondiente a 2000 (ng mL™)

Curva estandar

2.5

y =-0.562In(x) + 3.1593
2.0 1 + R? = 0,9521
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Figura 5. Curva estandar del analisis. Gréfica para la determinacion de la
concentracion de las muestras.

6.4.4 Modificacién con bisulfito
Se llevdé a cabo la modificacién con bisulfito de las muestras de ADN

extraido mediante el protocolo del EZ-DNA Methylation-Gold Kit (Zymo Research,
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Orange, CA). Partiendo de 20 pL de ADN se afadieron 130 pL de reactivo de
conversion CT; se llevd a cabo la desnaturalizacion mediante temperatura en
termociclador (98°C 10 minutos, 64°C 2.5 horas). Posteriormente se afiadieron
600 pL de M-Binding Buffer y se cargé la muestra en la columna (Zymo-Spin™ IC
Column). Se centrifugd a 10, 000 x g, 1 minuto. Se llevo a cabo la desulfunacion,
afiadiendo 200 pl de M-Desulphonation Buffer a la columna e incubando 20
minutos a temperatura ambiente. Posterior a la incubacion se centrifugd 1 minuto
a 10, 000 x g. Se realizaron dos lavados a la columna afadiendo 200 pL de M-
Wash Buffer y se centrifugd 1 minuto a 10, 000 x g. Se realizo la elucion de la
columna afadiendo 10 pL de M-Elution Buffer y centrifugando 30 segundos a

maxima velocidad.

6.4.5 MSP (Methyl Specific PCR)

Se determind el estado de metilacion de la region promotora del gen
BRCAL (Breast Cancer 1), por el método de PCR metil especifica segun el método
descrito por House et al. (2003) como una PCR anidada para incrementar la
sensibilidad de la reaccion. Oligonucleétidos seleccionados para examinar el nivel

de metilacion en el gen se enlistan en la Tabla V.

Tabla V. Oligonucleétidos utilizados para analisis del gen BRCA1 mediante MSP. House et al.
(2003).

Region externa Forward 5'-3’ GAG AGG TTG TTG TTT AGY GGT AGT TTT 143 pb
Region externa Reverse 5'-3’ TCT AAA AAA CCC CAC AAC CTATCC

Region interna Metilada Forward TCG TGG TAA CGG AAAAGC GC

5-3 75 pb
Regioén interna Metilada Reverse 5- AAATCTCAACGAACTCACGCCG

3

Region interna  No  metilada TTG GTT TTT GTG GTA ATG GAA AAG TGT

Forward 5'-3’ 86 pb

Region interna  No  metilada CAA AAAATC TCA ACA AAC TCA CAC CA
Reverse 5°-3’
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La primera reaccibn en cadena de la polimerasa flanquea la regién
promotora del gen rica en CpG, sin discriminar entre nucleétidos metilados o no
después de la modificacion con bisulfito. El producto de la primer PCR se diluyo
1:1000 y fue templado para la segunda reaccibn de MSP esta vez usando
oligonucledtidos especificos para nucleétidos metilados y no metilados. La
reaccion de la primer PCR fue bajo las siguientes condiciones: 25 uL de volumen
final, utilizando 1 pL del ADN modificado con bisulfito como templado, un mix de
reaccion con PCR buffer 1X, primers 200 nM y 0.2 unidades de HotStar Taq
Polymerase (Qiagen, Valencia CA) bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizaciéon a 95°C durante 15 min, 40 ciclos (95°C x 30 s, 56°C x 30s, 72°C
30 seg) y una elongacion a 72°C durante 5 minutos. La segunda reaccion de PCR
se realiz0 bajo las mismas condiciones de reaccion, solo modificando la
temperatura de alineacion de los oligonucleotidos ahora usados y una reduccion
en el nimero de ciclos, ahora de 25. Posteriormente el amplicon se visualizé en
geles de poliacrilamida al 6% y se mandaron secuenciar los productos de PCR

para realizar un analisis cuantitativo de la metilacion en la region promotora.

6.4.6 Analisis de secuencias

Los resultados de la secuenciacion se analizaron en el software Chromas
(v 2.6.4) para la limpieza y posterior andlisis de las mismas en el software MEGA
(v. 6.0.6).

6.5 Analisis estadisticos

Se uso del software Statistica 8.0 para evaluar las concentraciones de Hg,
Cd, Pb, As en leche, el porcentaje de metilacion global del ADN, la apoptosis,
edad y numero de embarazos con respecto a categorias establecidas, como

“‘numero de embarazos”, “numero de abortos”, “habito tabaquico” y “metilacion en

el promotor del gen BRCALl” y establecer la existencia de diferencias
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estadisticamente significativas entre los grupos, para lo cual se realizé un analisis
de modelo lineal generalizado (GLM). Todos los analisis estadisticos se realizaron

a un nivel de significancia de p < 0.05.

Los analisis de correlaciones fueron llevados a cabo en el software R y el
paquete R studio (version 1.0.136 — © 2009-2016 RStudio, Inc.), comparando la
concentracion de Hg, Cd, Pb, As en leche y el porcentaje de metilacion global del

ADN vy la apoptosis.

Se realiz6 un andlisis de componentes principales (ACP) usando el
software Statistica 8.0 para establecer posibles asociaciones entre la
concentracion de Hg, Cd, Pb, As en leche y el porcentaje de metilacion global del

ADN vy la apoptosis.
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7. RESULTADOS
7.1. Base de datos de donantes

Se realiz6 una base de datos con base al cuestionario aplicado a las
participantes (Anexo B), a partir del cual se extrajeron variables clinicas de interés
para buscar posteriormente asociaciones usando andlisis estadisticos. Los
factores clinicos de las mujeres donantes que se tomaron en cuenta para esta
investigacion fueron los siguientes: numero de embarazos, edad, numero de
abortos y el habito tabaquico (incluyendo fumadoras activas y pasivas). La tabla VI

proporciona datos estadisticos que describen la poblacién de mujeres donantes.

Tabla VI. Estadistica descriptiva de la poblacion de estudio. n = 79 mujeres
sudcalifornianas.

Embarazos Edad Abortos Fumador
(1-7) (16 -39) 0-2) (Si/No)
33% 45.5% 90.0% 67%
Primigesta 16 - 21 afios 0 No
30% 29.2% 8.8% 33%
Bigesta=2 22 - 27 afos 1 Si
19% 16.5% 1.2%
Trigesta=3 28 - 33 afios 2
18% 8.8%
Multigesta =4 34 - 39 afios

La mayor parte de las donadoras eran primigestas (33%) o bigestas
(30%). Respecto a la edad, el 74.7% estaban entre 16 a 27 afios. Por otro lado, el
90% no habia sufrido ningun aborto y en cuanto al habito de fumar, el 67%

respondié no ser fumadora.
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7.2 Concentracion de metales traza en leche materna
En la tabla VIl se observan los valores de concentracion de Hg, Cd, Pb y

As en las leches de las donantes (Figs. 6 — 9).

Tabla VII. Concentracion (ug L-') de elementos traza seleccionados en leche materna de mujeres
sudcalifornianas (n = 79).

Promedio + Error Intervalo Mediana Limite de % Muestras con
estandar Min — Max deteccion (LOD)* Niveles no
detectables
Hg 3.29+£0.794 0.005-57.04 1.024 0.005 405
Cd 0.046 + 0.005 0.003-0.228 0.043 0.003 253
Pb 0.528 £ 0.122 0.055-7.923 0.243 0.055 6.32
As 1.35+0.394 0.005 - 23.81 0.276 0.005 40.5

LOD: Limite de deteccion (Limit of detection, por sus siglas en ingles)

Ha[ug L
10 20 30 40 50

L
RIS )
I I I [ I

0 20 40 60 80

0
I

Donantes

Figura 6. Distribucion de la concentraciéon de mercurio (Hg) en leche materna de
madres sudcalifornianas (n = 79). Linea de tendencia marca el valor de referencia
para el tamiz.



Cdugl ]

000 005 010 015 020

Sl
[ |

20 40

Donantes

60 80

36

Figura 7. Distribucion de la concentracion de cadmio (Cd) en leche materna de
madres sudcalifornianas (n = 79). Ninguna muestra sobrepaso los valores de

referencia.
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Figura 8. Distribucion de la concentracion de plomo (Pb) en leche materna de
madres sudcalifornianas (n = 79). Ninguna muestra sobrepaso los valores de

referencia.
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Figura 9. Distribucion de la concentracion de arsénico (As) en leche materna de
madres sudcalifornianas (n = 79). Linea de tendencia marca el valor de referencia
para el tamiz.

7.3 Cuantificacion de células apoptoéticas

La cuantificacion de células apoptéticas usando la técnica de TUNEL se
muestra en la figura 10, mientras que el conteo de células somaticas en contraste
de fases se muestra en la figura 11. El promedio de células epiteliales fue de
29,125 células mL™ de leche, mientras que el promedio de células apoptéticas fue
de 468.4 células mL™* de leche. Se muestra la distribucién de frecuencias del
conteo de numero de células epiteliales y apoptéticas en cada donante en las
figuras 12 y 13. El porcentaje de apoptosis se llevé a cabo el célculo con base en
el nimero total de células y la relacion con células apoptéticas, obteniéndose un

valor promedio de apoptosis de 0.0056%.
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Figura 10. Células de leche en apoptosis positivas a la técnica TUNEL.
Microscopio de fluorescencia (60X).

Figura 11. Células epiteliales de leche. Microscopio de contraste de fases (60X).
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Figura 12. Distribucién de frecuencias del nimero de células apoptoéticas en leche
de madres sudcalifornianas. n = 79.
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Figura 13. Distribucion de frecuencias del nimero de células totales en leche de
madres sudcalifornianas. n = 79.
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7.4 Metilacion global del ADN

En la figura 14 se observa el porcentaje de metilacién global calculado con
base en los resultados arrojados del ensayo, respecto a las 79 mujeres
sudcalifornianas. El valor promedio de porcentaje metilacion global fue de 2.67 +
0.76%.
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Figura 14. Distribucion de frecuencias del porcentaje de metilacién global en
células de leche materna. n = 79.

7.5. Andlisis de metilacién en laregién promotora del gen BRCAL.

Se evalué el estado de metilacion de la region promotora del gen BRCA1
en ADN aislado de 90 muestras modificadas con bisulfito, sin embargo se trabajé
con las 79 muestras correspondientes a calostro. El 46.8% de las muestras,
amplificaron para la regién no metilada (n = 37). Y por otro lado, 49.4% de las
muestras no amplificaron (n = 39). En la figura 15 se observan las muestras que
amplificaron para la region promotora metilada (n = 3). Y en la figura 16 se
observa el alineamiento de las secuencias positivas para la region metilada con su

correspondiente alienamiento respecto a la secuencia de referencia.
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Figura 15.Gel de electroforésis de MSP. Muestras positivas para la metilacién en
la region promotora del gen BRCA1 Tamario del producto de PCR 75 pb.
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Figura 16. Alineamiento de las secuencias obtenidas mediante MSP.

7.6 Comportamiento de variables analizadas respecto al numero de
embarazos.

Se realizd un analisis de GLM para evaluar el efecto de la variable
independiente “numero de embarazos” sobre las variables dependientes como
concentracion de los elementos traza (Hg, Cd, Pb y As), porcentaje de metilacién
global, apoptosis y edad. No se observaron diferencias estadisticamente
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significativas respecto a alguna otra variable analizada y el nimero de embarazos
(Figs. 17 y 18).Se observaron diferencias estadisticamente significativas respecto

a la edad (afios) de las donantes y el tercer y cuarto (0 mas) embarazos (Fig. 18b).

a) b)

6 = 0.07
0.06
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CdlugL']
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0 0.00
1 2 3 4 1 2 3 4
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c) d)
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20
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1 2 3 4 1 5) 3 4

Embarazos » Promedio Embarazos
T Promedio+ SE

Figura 17. Comportamiento de la concentracion de metales: a) mercurio, b)
cadmio, c) plomo y d) arsénico respecto al niumero de embarazos (1, 2, 3, 0 mas
de 4) en las mujeres donantes. No se observaron diferencias significativas.
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Figura 18. Comportamiento de: a) porcentaje de apoptosis b) edad de las
donantes (afios), c) porcentaje de metilacion global respecto al niumero de
embarazos (1, 2, 3, o mas de 4) en las mujeres donantes.

7.7 Comportamiento de variables analizadas respecto al nUumero de abortos.

En cuanto al efecto de la variable independiente “numero de abortos” sobre

el comportamiento de las variables dependientes como concentracion de los

elementos traza (Hg, Cd, Pb y As), porcentaje de metilacion global, apoptosis y

edad, no hubo diferencias estadisticamente significativas en ninguna variable

analizada (Figs. 19 y 20).
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Figura 19. Comportamiento de la concentracion de: metales a) mercurio, b)
cadmio, c) plomo y d) arsénico respecto al nUmero de abortos en las mujeres

donantes. No se observaron diferencias significativas.
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Figura 20. Comportamiento de: a) porcentaje de apoptosis, b) edad de las
donantes, c) porcentaje de metilacién global respecto al nUmero de abortos en las
mujeres donantes. No se observaron diferencias significativas.

7.8 Efecto de habito tabaquico sobre variables analizadas.

Se llevé a cabo un andlisis GLM para evaluar el efecto de la variable
independiente “Habito tabaquico” sobre la concentracion de los elementos traza
(Hg, Cd, Pb y As), el porcentaje de metilacién global, abortos, apoptosis, edad y
embarazos. No se observaron diferencias estadisticamente significativas respecto
a las variables analizadas y el habito tabaquico (Figs. 21 y. 22). Sin embargo, el
habito tabaquico mostré respecto al porcentaje de metilacion global, un valor
cercano al limite de (p = 0.057), mostrando que las madres lactantes fumadoras
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presentan un porcentaje de metilacion menor a las madres que no presentan el

habito fumador.
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Figura 21. Efecto del habito tabaquico sobre concentracion de: metales a)
mercurio, b) cadmio, c¢) plomo d) arsénico. No se observaron diferencias

significativas.
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Figura 22. Efecto del habito tabaquico sobre: a) aborto, b) porcentaje de
apoptosis, c) edad de las donantes (afios), d) embarazos. No se observaron
diferencias significativas.
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Figura 23. Efecto del habito tabaquico sobre porcentaje de metilacién global (p =
0.057).

7.9. Efecto de metilacion del gen BRCAL sobre variables analizadas.

Posteriormente se llevdé a cabo un andlisis GLM para observar el efecto
entre la “metilacion del gen BRCA1”, versus la concentracion de los elementos
traza (Hg, Cd, Pb y As), el porcentaje de metilacion global, abortos, apoptosis,
edad y embarazos. Se observaron diferencias estadisticamente significativas para
la concentracién de Pb (Fig. 24c), porcentaje de apoptosis (Fig. 25b) y la edad de
las donantes (Fig. 25c) (p < 0.05). Respecto a las otras variables analizadas no se
observaron diferencias estadisticamente significativas con la metilacion del gen
BRCAL (Figs. 24 — 26).
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Figura 24. Efecto de la metilacion del gen BRCA1l sobre concentracion de

metales. a) mercurio, b) cadmio, ¢) plomo d) arsénico.
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Figura 25. Efecto de la metilacion del gen BRCAL sobre: a) abortos, b) porcentaje
de apoptosis, c¢) edad de las donantes (afios) d) embarazos.
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Figura 26. Efecto de la metilacion del gen BRCAL respecto al porcentaje de
metilacion global.

7.10 Analisis de correlacion entre variables analizadas

En la tabla VIII (Figs. 27 — 29) se observa el indice de correlacion y los
valores significativos a un nivel de p < 0.05. En cuanto a los metales, el Hg mostro
correlacion negativa significativa pero muy baja con Cd (r = -0.218), el As una
correlacion negativa con el Pb (r =-0.300) y Cd presentd una correlacion positiva
pero baja con el Pb (r = 0.234). No se obtuvieron correlaciones con el porcentaje
de metilacion, nimero de células somaticas, porcentaje de apoptosis y edad con
metales traza o entre las otras variables. Dado que no se presentaron
correlaciones mayores a r = 0.7, todas las variables se usaron para el analisis de

componentes principales (ver mas adelante).
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Tabla VIII. Matriz de correlacion (Spearman).

> g =

2 B9 -

Hg 1.00 -0.051 -0.218 -0.003 -0.016 0016  -0.055  0.027
As 1.000 0.079  -0.300° -0.057  0.057 -0.094 0.074
Cd 1.000 0234 -0.181  -0.131 0.131 -0.048
Pb 1.000 0139 -0.139 -0.012  0.019
Apoptosis 1.000 -1.000 -0.010 -0.078
Cel. somaticas 1.000 0.010 0.078
Edad 1.000 0.079
1.000

Metilacion global

*Coeficientes de correlacion significativos a p < 0.05
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Figura 27. Relacion entre el porcentaje de metilacion global y el porcentaje de
apoptosis. Area sombreada representa el 95% de intervalo de confianza.
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Figura 28. Relacion entre el porcentaje de metilacion global y la edad de las
donantes. Area sombreada representa el 95% de intervalo de confianza.
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Figura 29. Relacion entre el porcentaje de apoptosis y la edad de las donantes.
Area sombreada representa el 95% de intervalo de confianza.
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7.11 Analisis de Componentes Principales

El analisis de componentes principales (ACP) revel6 diversos patrones de
asociacion entre las anteriores variables. En la Tabla IX podemos observar los
componentes principales (CP) con su eigenvalor, asi como el porcentaje de
varianza que explica dicho componente y el porcentaje de la varianza acumulada.
Solamente los cuatro primeros CP presentaron eigenvalor mayor a 1. Se requirié
la varianza acumulada de 5 factores para explicar el 77% de la variacion. Las
variables que presentaron una asociacion mayor de 0.6 se encuentra marcadas en
negritas. En el CP1, el Cd es el unico valor mayor de 0.6. En el CP2 el Hg vy el
aborto estan asociados de forma positiva. En el CP3, solo la edad sali6 mayor a
0.6, con el As en el limite (0.57) asociado de forma negativa. En la CP4 el As sali6
negativamente asociado a la metilacion global. En el CP5 guedo la apoptosis con

un valor de -0.797.

Tabla IX. Componentes principales de las variables de los analisis en leche materna y variables
clinicas de las mujeres sudcalifornianas

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8

Eigenvalor 1.653 1.475 1.100 1.023 0935  0.781 0.587 0.443
% Varianza 20.667  18.441 13.755 12789 11695 9764  7.342 5.543
%Var. Acumulada 20.67 39.11 52.87 65.65 7735 8711 9446  100.00
Hg 0.575 0.626 0.209 -0.119 0066 -0.028 -0.114 -0.447
As -0.050 -0.136 0.568 0.674 0285 0324 -0.104 -0.056
Cd -0.679 0.434 0.051 0.033 0059 0157  0.543 -0.151
Pb -0.581 0.426 0.097 -0.298 0174 0379 -0.440 0.115
Metilacion global 0.295 -0.313 0.261 -0.623 0397 0406  0.183 0.013
Aborto 0.538 0.677 0.103 0.126 -0.006  0.062  0.163 0.440
Apoptosis -0.304 0.364 -0.147 -0.048 -0.797 -0316  -0.116 0.004

Edad 0.224 0.066 -0.787 0.238 -0.146 0486  -0.020 -0.094




55

Para tener una visualizacién de las asociaciones, los resultados del ACP
se graficaron en un gréfico de coordenadas (Fig. 30). EI CP1 en el eje x y el CP2
en el eje y. Se aprecia una asociacion entre los metales Cd y Pb, junto con el
namero de células en apoptosis. La metilacion global se asocia a estos factores
pero de forma negativa. Por otro lado, hay una asociacion entre el Hg y el nUmero
de abortos.

1.0}
g
05} Cdpb
Apoptosis
x
g‘: dad
£ o0} _
. #
&) Metilacdion global
-0.5
A0t
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
CP1:2067%

Figura 30. Grafico de coordenadas de las variables utilizadas en el andlisis de
componentes principales CP1y CP2.
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8. DISCUSION
8.1. Apoptosis y metilacion en leche materna

La técnica de apoptosis como se aplico en la presente tesis no ha sido
usada para leche anteriormente, por lo que se discutird por separado. En el
andlisis histologico acerca del numero de células sométicas se obtuvo un
promedio del conteo de la poblacién celular total de 29,125 células mL™.
Comparado con los resultados obtenidos por Wong et al. (2010), donde se reporta
un conteo de 203,394 células mL™ (intervalo: 3,917 — 2,102,857 células mL™),
nuestros resultados se encuentran dentro del rango, pero muy por debajo del valor
promedio reportado. Sin embargo, en el estudio de Wong et al. (2010) fue leche
materna en un estadio de “madura” correspondiente a los dias 30-820 de
lactancia, en comparacién con nuestro estudio, donde la leche obtenida
corresponde a “calostro” (dia 5 posparto). La diferencia podria deberse a dicho
estadio de la composicion celular de la leche, asi como diferencias durante el

conteo debido a la metodologia empleada (conteos en hematocitometro).

En relacién a la frecuencia de células apoptéticas respecto al conteo de
células totales, en el estudio de Lopez et al. (2003) en cultivo de células
neuronales expuestas a Cd, se reporta un porcentaje de apoptosis del 5% al 10%
en controles, mientras que el porcentaje aumenta hasta un 25% en dosis de 1uM
de Cd. Estos valores fueron cuantificados mediante citometria de flujo con anexina
V, que a diferencia de la técnica TUNEL usada en esta tesis, ésta diferencia
células vivas, necréticas y apoptoticas, mientras que TUNEL es una deteccién no
especifica, por lo cual estan reportados los falsos positivos (Ribble et al., 2005). En
Wong et al. (2010), reportan porcentaje de apoptosis en células epiteliales de la
glandula mamaria, mediante la misma técnica de anexina V y ioduro de propidium,
en fraccion total de células, con el valor de 47.1% para células en apoptosis
temprana y 52.8% para células vivas. Los valores reportados en esta tesis para
apoptosis respecto a los trabajos anteriormente mencionados son bajos, ya que el

promedio de porcentaje de apoptosis fue de 0.0058%; esto estad directamente
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relacionado con el conteo principal de células soméaticas, que al ser bajo de igual
manera respecto a valores reportados en otros estudios, arroja por lo tanto conteo

de células apoptéticas bajo.

En si, la proporcibn de células en apoptosis mostré correlacion
estadisticamente significativa con el numero de células somaticas presentes en
leche (r = -1.0), es decir, entre mayor numero de células somaticas, menor nimero
de células en apoptosis presentes. La apoptosis no mostré correlaciones
estadisticamente significativas en el analisis con alguna variable evaluada (Tabla
VIII), ni diferencias entre el habito tabaquico (Fig. 22b). Respecto al niumero de
embarazos, el porcentaje de apoptosis mostré una disminucion no significativa
conforme mayor numero de embarazos (Fig. 18a), indicando una menor capacidad
de muerte programada a mayores embarazos. Esto podria deberse a que mayor
namero de embarazos ocurren en mujeres de mayor edad, aun Si nuestras
expectativas era que la apoptosis disminuyera con la edad, incrementando la
posibilidad de tumoraciones, pero no observamos un efecto de la edad con
apoptosis (Fig. 29). Tampoco se observo efecto de apoptosis con metilacion global
(Fig. 27). Sin embargo si se observo diferencia de la apoptosis respecto a la
categoria metilacién en el gen BRCAL (Fig. 25b), mostrando mayor porcentaje de
apoptosis en las muestras que amplificaron positivas para metilacién. Al respecto,
también el Pb mostré un efecto significativo en relacion a la metilacion BRCAL,
asimismo, en el PCA (Fig. 30) lo cual podria indicar que la apoptosis se encuentra
asociada a algun factor al cual también se encuentra asociado el Pb, sin que el Pb

determine directamente la cantidad de apoptosis en leche.

Por otro lado, la metilacion global en muestras de leche arroja un valor
promedio de 5meC de 2.67 + 0.76% con un intervalo de 1.61% — 2.69%. Estos
valores se asemejan a los reportados en el estudio de Figueroa et al. (2012) en
ADN genomico de medula espinal de sujetos sanos establecidos como control, de
2.56 £ 0.18%. Por el contrario, el valor reportado en ADN genomico de sangre en

ese mismo estudio fue de 0.40%. Ambos resultados se obtuvieron con base en
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andlisis colorimétricos por ELISA, como los resultados obtenidos en esta
investigacion. En Téllez Plaza et al. (2014) se reportan valores de 5meC global de
0.32% obtenido de poblacion leucocitaria y 0.32% de todo el plasma sanguineo
mediante andlisis basado en un ensayo ELISA en una poblacion moderadamente
expuesta a Cd, Sb (antimonio), W (tugsteno) y As. Se infiere, que la diferencia en
el porcentaje relativo de metilacion global del ADN se deba a la distinta
composicién celular de donde se obtiene el material genético, cada una con

perfiles de metilacion del ADN diferente.

La metilacion global no mostré6 correlaciones estadisticamente
significativas con alguna de las variables continuas evaluadas (concentracion de
metales, edad, apoptosis y células somaticas), como se observa en la tabla VIII,
sin embargo al evaluar diferencias entre grupos categoéricos presentes en el
estudio con el GLM, como lo es el hébito tabaquico, se observo un valor de p =
0.057 cercano a la significancia estadistica mostrando valores menores para la
leche de las madres lactantes fumadoras respecto a las no fumadores (Fig. 23),
con lo cual podria decirse que las mujeres fumadoras presentan un estado de
hipometilacién global respecto a las mujeres no fumadoras. Se puede atribuir al
hecho de que una persona fumadora esta expuesta a una cantidad considerable
de agentes toxicos que componen un cigarrilo y los mecanismos de
detoxificacion, o el propio metabolismo de los elementos traza toxicos,
comprometen al organismo y el estatus de metilacibn se ve afectado
indirectamente. Un caso interesante es el As, al cual una persona fumadora se
encuentra expuesto y que compite directamente con el mecanismo de metilacion
al tener como donador de grupos metilos necesarios a la S-adenosilmetionina
(SAM) para su metabolismo, lo cual puede verse reflejado con una disminucion en
el nivel de metilacién global en el organismo. Aqui, se observaron valores mas
altos de As para las mujeres fumadores, pero dicho efecto no alcanzo a ser
estadisticamente significativo (Fig. 21d). Asimismo, la metilacion global se

distribuye en el eje negativo junto con el As en relacién a la CP2 (Fig. 30) y esta
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negativamente asociada con Cd, Pb y apoptosis. En cuanto a la variable
metilacion del gen BRCAL, la metilacion global no mostro diferencias
estadisticamente significativas; y respecto al nUmero de embarazos se observa un

comportamiento constante a través de estos (Fig. 18c).

Para el andlisis de metilacion a nivel de gen especifico, el ADN genémico
previamente aislado de la poblacion celular total presente en la leche materna se
sometié a la modificacion con bisulfito, reaccion que consiste en la conversion de
las citosinas no metiladas a uracilos, mientras que las citosinas metiladas son
incapaces de someterse a la reaccién y permanecen como citosinas (Clark et al.,
1994). Para discriminar entre citosinas metiladas, se recomienda el uso de
oligonucledtidos especificos para ambas situaciones (Herman et al., 1996), como
se realiz6 en esta investigacién, ya que aunado a lo anterior permite tener un

control interno sobre la amplificacion.

También se realiz6 una anidacion en la PCR para aumentar la
especificidad a la hora de diferenciar entre secuencias metiladas y no metiladas,
asi como para detectar la hipermetilacion alélica en las secuencias apuntadas y
facilitar el examen de los loci multiples del gen (House et al.,, 2003). La
visualizacion de los productos de PCR en gel de poliacrilamida o agarosa es una
forma cualitativa de obtener resultados sobre muestras con la region promotora
metilada; sin embargo, si se quiere abordar cuantitativamente, se requiere un
andlisis de secuenciacion, lo cual se realizd6 por secuenciacion Sanger de los
productos obtenidos mediante PCR metil especifica (MSP). Se obtuvieron
muestras que amplificaron la regibn promotora metilada (positivas para
metilacion), como se muestra en la Fig. 15, donde se observa una banda del
tamafo esperado (75 pb). Asi mismo, hubo un nimero de muestras significativas
gue no mostré amplificacién alguna, lo cual pudo deberse a una falla en la técnica
de amplificacion o a la naturaleza del material genético usado como templado,
sobre todo en cuanto a concentracion del ADN e integridad. La estrategia
cuantitativa fue secuenciacion directa de los productos de PCR, sin embargo como
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menciona Clarck et al. (2006) mediante esta alternativa se pierde el nivel de
detalle obtenido a partir del analisis clonal, ya que éste destaca el grado de
heterogeneidad de la metilacibn que a menudo se presenta en las muestras
clinicas. Respecto a los resultados de la secuenciacion, una vez obtenidas dichas
secuencias y analizadas para su limpieza y alineamiento correspondiente y
respecto a la estrategia aplicada, el tamafio de pares de bases (pb) se observo
afectado, obteniendo secuencias menores al tamafio de interés (75pb) y una
muestra positiva para metilacion no arrojo resultados en el andlisis; sin embargo
se realiz6 la comparacion con la secuencia de referencia, las dos secuencias

positivas para metilacion un control negativo y el control positivo (Fig. 16).

En cuanto a diferencias entre el grupo que presento la region promotora
del gen BRCAL metilada, respecto a las donantes que lo presentaron no metilado,
se encontraron diferencias estadisticamente significativas con la concentracion de
Pb, mostrando que las mujeres con el promotor del gen metilado, presentaron
mayores niveles de Pb (Fig. 24c). También resultaron significativos
estadisticamente el porcentaje de apoptosis y la edad (Fig. 25), siendo las mujeres
positivas a metilacion en el gen, las que presentan un porcentaje mayor de
apoptosis. Respecto a la edad, las mujeres positivas a metilacion en el gen,
presentaron una edad menor respecto a las que negativas para metilacion. El
namero de embarazos no alcanzo significancia, pero muestra la misma tendencia
gue la edad. En otros estudios se ha reportado que los niveles de Pb en huesos
disminuyen con cada embarazo, proporcionando asi una forma de destoxificacion
de la madre de este elemento (Gulson, 1998). Si este es el caso, un incremento en
la apoptosis en leche estaria indicando un incremento por toxicos en la leche, mas
gue un efecto positivo asociado a menor niamero de tumoraciones, como se
discutia antes. Respecto a las otras variables analizadas no mostraron efecto
respecto a esta categoria. Es posible que el estado de metilacion del gen se
encuentre mas estrechamente asociado a otros factores no considerados en esta

investigacién, como por ejemplo, hormonas esteroidales o plaguicidas.
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8.2. Niveles de elementos traza en leche

Los andlisis de metales traza en leche han sido reportados con
anterioridad y la técnica validada en distintos tejidos. En el analisis de metales en
leche materna se encontraron en algunas de las muestras de leche
concentraciones de Hg (n = 19) y As (n = 11) por arriba de los limites tomados
como valores permisibles de referencia para dicho tamiz (Abadin et al., 1997). Los
niveles de Cd y Pb no sobrepasaron los valores de referencia en ninguna de las
muestras analizadas. Estos resultados concuerdan con diversos estudios donde la
presencia de metales y metaloides en leche materna ha sido determinada (Gulson,
1998; Ettinger et al., 2004; Islam et al., 2004; Gaxiola et al., 2013). Adelante, se
discute cada elemento traza individualmente.

Por otro lado, dado que se ha reportado que la concentracion de dichos
elementos traza en la leche cambia a lo largo de la lactancia, i.e. concentracién
Hg, Cd y Pb en la leche disminuye a través del tiempo (Rossipal y Krachler, 1998),
es necesario tener precaucion al comparar leche en distintas etapas de madurez;
asi, la leche “madura” presenta aproximadamente 11-20% menos de
concentracion de Cd y Hg que el calostro (Rossipal y Krachler, 1998), mientras
que el Pb presenta una tasa de disminucibn mucho mas lenta. Es importante
hacer muestreos de leche en un periodo especifico, para que sea comparable. En
esta investigacion se analizé calostro, para conocer la concentracion de excreta

inicial de los elementos traza seleccionados.

8.3. Efecto del mercurio en leche sobre metilacion y apoptosis

Respecto a la concentracion de Hg en leche en nuestro estudio, se puede
observar (Tabla X) que el valor promedio fue de 3.29 + 0.79 pg L™, valor
considerado alto en comparacién con estudios como el de Jensen (1991), quien
reporta un valor promedio < 1 ug L™ y Abadin et al. (1997), quienes encontraron
bajo condiciones normales (mujeres no significativamente expuestas a Hg) una

concentracién promedio de 1.4 a 1.7 pg L y a su vez propone un valor de



62

referencia de 3.5 pg L™ Sin embargo, en leches maternas analizadas
provenientes de Minamata Japén, se encontraron niveles de Hg de 63 pg L™
(Jensen, 1991) y en Iraq debido a la intoxicacion masiva por meHg que se produjo
por consumo de pan contaminado, se alcanzaron niveles de mercurio en leche de
200 pg L*(Jensen, 1991).

Tabla X. Concentraciéon de Hg en leche materna de madres sudcalifornianas y comparacién con
referencias. n = 79.

Concentracion Limites permisibles Muestras
ng L gL’ sobrepasan el
WHO 19892 Abadin FAO/WHOP limite
etal. (1997) Consumo tolerable
Mg Kg-1 dia
Hg 3.290.79 14-17 3.5 0.5 24.1%

aWHO/IAEA estudio de colaboracién, (FAO/WHO consumo tolerable provisional al dia. Expert Committe on Food Additives. Valores
reportados de concentracion= promedio * ES.

En relacion a valores de Hg en muestras individuales, el valor maximo
obtenido en una muestra fue de 142.3 pg L™, concentracién considerada muy
elevada respecto a valores promedio propuestos (Jensen, 1991; Caroli et al.,
1994; Abadin et al., 1997, Massart et al., 2008) y mas similares a los valores de
contaminacion mencionados previamente en Iraq. Es relevante mencionar que
esta muestra de leche, no corresponde al estadio de calostro, por lo que en los
andlisis estadisticos no fue considerada. En la revision del cuestionario de la
donante no se encontr6 un determinante especifico que indicara la posible
exposicion a Hg para acumular dicha concentracién encontrada en su leche; la
mujer de 31 afios se identific6 como no fumadora, no presentd concentracion
elevada de algun otro elemento traza, su conteo de células somaticas y apoptosis
se encuentra dentro del promedio (16,560 cel mL™ y 0.006%, respectivamente) y
en cuanto a la metilacion, a nivel global su porcentaje se encuentra dentro del
valor normal (1.12%) y no resulto positiva para la region promotora metilada en el
gen BRCAL. Sin embargo, se observé que era la donante con el mayor niumero de
abortos (n = 3). Un caso clinico reportado sobre una mujer intoxicada por Hg con

concentraciones por encima de 200 pg L™ en sangre y 400 pg L™ orina, presenté
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abortos espontaneos; cuando esta mujer logr6 un embarazo, la concentracién
reportada en leche fue de 281 pg L™ (Pugach y Clarkson, 2009), un caso similar al
que aqui se reporta. Segun revisiones, todas las formas quimicas del Hg
administradas a los animales, a menudo en dosis muy altas (peso corporal de mg
kg') durante e incluso antes de la gestacién, resultaron en problemas
reproductivos, tales como aborto espontdneo, mortinatos, malformaciones
congénitas, infertilidad, alteraciones en el ciclo menstrual, inhibicion de la

ovulacion y efectos conductuales de la descendencia (Schuurs, 1999).

Del resto de las muestras de leche, el 24.1% estuvo por encima de 3.5 ug L
! de Hg, valor tomado como referencia para realizar dicho tamiz (Tabla X). Debido
al nimero de muestras que estan por encima del limite de referencia se infiere que
casi un cuarto de la poblacibn de mujeres sudcalifornianas se encuentran
expuestas a un nivel significante de Hg. Sin embargo, en el 40.5% de las muestras
no se detectd Hg, y en el resto de las mujeres el Hg no sobrepaso los niveles de

referencia recomendados.

Por otro lado, es importante mencionar que el elemento cuantificado en la
presente tesis es mercurio total (THg) y no su forma organica, metilmercurio
(MeHg), que es considerada la forma mas toxica. La exposicion al Hg depende de
la forma quimica en que se encuentre: organico, inorganico y mercurio metalico. El
tipo de Hg (orgénico o inorgénico) presente en la leche esté relacionado con su
contenido en sangre y mas concretamente, en el plasma. El MeHg, la forma
organica de este elemento, es la presentacidbn mas neurotéxica y esta reportado
que representa el 50% del Hg total excretado en la leche (Gaxiola et al., 2013).
Las formas inorganicas del Hg son excretadas en la leche, pero solo un pequeiio
porcentaje (aproximadamente 7%) es absorbido por el infante y rara vez penetra
las barreras encefélicas, dado que esta presentacion quimica no es lipofilica
(Gaxiola et al., 2013). Se ha calculado que la cantidad de sustancias toxicas
liposolubles que puede llegar a transferirse durante la lactancia materna exclusiva

(LME = 6 meses) equivale a 20% o mas de la carga corporal total de la madre
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(Diaz et al., 2013). Asi, en el caso de MeHg en Iraqg, previamente mencionado, en
comparaciéon con los niveles de Hg total en el presente estudio, podemos inferir
gue en su mayoria, no es mercurio organico el que se cuantificd, ya que este es
lipofilico y no soluble debido a las caracteristicas que presenta el calostro. El
MeHg no tiene el mismo efecto sobre la metilacion en tejidos que el mercurio

inorganico, como se observa en la Tabla IV.

Entre los estudios que han observado cambios en el patrén de metilacion
del ADN en genes especificos a causa del Hg, Hanna et al. (2012) encontraron en
mujeres con niveles elevados de Hg en sangre (2.9 ug L™), un incremento en la
metilacion (hipermetilacion) de la region promotora del gen glutation S-transferasa
mu 1 (GSTM1), aunque no se encontré correlacion estadisticamente significativa
entre las observaciones y no se evaluaron niveles de expresion del gen. El posible
mecanismo por el cual este metal induce la hipermetilacion ain no ha sido
resuelto. Sin embargo, dado que se ha documentado una asociacion entre la
exposicién a Hg y una baja expresion o actividad bioquimica de la enzima DNA
metiltransferasa (DNMT), se infiere que este elemento altera de forma directa la
actividad de la enzima DNMT o indirecta a través de su efecto en otras enzimas

que también participen en esta cascada de sefalizacion (Hanna et al., 2012).

El Hg presentd correlacion estadisticamente significativa pero baja con la
concentracion de Cd (r = - 0.218) aunque esto no necesariamente implica una
relacion causal o mecanismo fisiologico, sino que puede ser que tengan un origen
de contaminacion similar. En nuestro analisis la concentracion de este elemento
no mostro relacién con la metilacion del ADN a nivel global y no mostré diferencias
significativas respecto a los grupos de habito tabaquico y metilacion en el promotor
del gen BRCA1l. ElI comportamiento de la concentracién de dicho elemento
respecto al numero de embarazos, no mostré diferencias estadisticamente
significativas, manteniéndose constante. En cuanto al comportamiento respecto al
namero de abortos, no se observaron diferencias estadisticamente significativas, a

pesar de que la donante con mayor numero de abortos presentara la mayor
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concentracion de Hg, esto se debe claramente al numero de muestra

representativo de este nivel.

8.4. Efecto del cadmio en leche sobre metilacién y apoptosis

El Cd por su parte, presentd una concentracion promedio de 0.046 + 0.005
ug L™ con valores minimos detectables de 0.003 pg L™ y un méaximo de 0.2280 ug
L™ (Tabla XI). El valor promedio que indica la WHO (1996) es de 0.1 pg L™ (0.1-
3.8 ug L) y en otros estudios ha sido detectado a niveles de 0.28 pg L™. Nuestros
resultados concuerdan con concentraciones determinadas anteriormente en
distintas investigaciones y son consideradas dentro de intervalos normales y con
bajo nivel de excrecion. Se han reportado niveles de Cd dos veces mayores (0.16
ug L) en madres fumadoras de mas de diez cigarrillos al dia 0 madres fumadoras

pasivas, que en las no fumadoras (0.07 pg L) (Radisch et al., 1987).

Tabla Xl. Concentraciéon de Cd en leche materna de madres sudcalifornianas y
comparacion con referencias. n = 79.

Concentracién Limites permisibles Muestras
ug L™ ug L sobrepasan el
WHO Abadin FAO/WHOP limite
19892 et al. (1997) Consumo tolerable
Hg Kg-1 dia
Cd 0.046 £ 0.005 <1 5 1 0%

®WHO/IAEA estudio de colaboracién, "FAO/MHO consumo tolerable provisional al dia. Expert Committe on
Food Additives. Valores reportados de concentracion= promedio + ES.

El Cd presento una disminucion no significativa en relacién al nimero de
embarazos, siendo por ejemplo, los niveles en la leche la mitad en el tercer
embarazo comparados con el primero (Fig. 17b). Esto indica una detoxificacion de
Cd con cada embarazo, lo cual concuerda con resultados previamente publicados
(Rossipal y Krachler, 1998).

Respecto a la asociacion de Cd con la apoptosis, la informacion
bibliografica sefiala que una vez acumulado el Cd, es capaz de afectar los

patrones de actividad transcripcional y sefializacién celular que pueden llevar a
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respuestas de adaptacion o sobrevivencia (Thijssen et al., 2007), proliferacion
celular (Liu et al., 2008) o puede culminar en la muerte celular via apoptosis o
necrosis (Zhang et al., 2010; Brama et al., 2012); sin embargo, en nuestro analisis
el Cd no mostré correlacion con este mecanismo, aunque si una asociacion

positiva del Cd con la apoptosis en el PCA (Fig. 30).

Por otro lado, existe evidencia que sugiere que el Cd induce expresion
aberrante en ciertos genes, que dan como resultado un incremento en la
proliferacion celular o un bloqueo de apoptosis, lo cual provee una explicacion
alternativa a la carcinogénesis inducida por Cd (Wang, 2012). Los niveles de
metilacion global del ADN son tiempo-dosis dependientes; es decir, a tiempos de
exposicién tempranos (24 horas - 1 semana), induce un estado de hipometilacién,
pero a un largo plazo de tiempo (> 5 semanas) cambia a un estado de
hipermetilacion (Takiguchi et al., 2003; Jiang et al., 2008; Huang et al., 2008). En
cuanto a metilacion en genes especificos, el Cd puede inhibir o aumentar los
niveles de metilacién del ADN en oncogenes, segun los tiempos de exposicion.
Aqui observamos una asociacién negativa entre los niveles de Cd en leche y el

porcentaje de metilacion global en leche usando el ACP (Fig. 30).

Algunos estudios han mostrado que no existe relacion entre los habitos
fumadores de la madre y el contenido de Cd en su leche, por lo tanto se ha
propuesto la existencia de un mecanismo homeostatico regulador que previene la
transferencia del metal hacia la leche, que consiste en el enlace del Cd a la
proteina metalotioneina y su posterior transporte y excrecion (Kantol y Vartiainen,
2001). En nuestro andlisis la concentracién de este elemento no mostro relacion
con la metilacion del ADN a nivel global y no mostro diferencias significativas
respecto a los grupos de habito tabaquico y metilacion en el promotor del gen
BRCAL.
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8.5. Efecto del plomo en leche sobre metilacion y apoptosis

En cuanto a las concentraciones de Pb, los valores promedio publicados
por Jensen (1991) van de los 5 — 20 pg L™ y por Abadin et al. (1997) entre 2 — 5
ug L, similares a los reportados por la WHO (1989) (Tabla XIl). Estudios sobre
concentracion de Pb en leche humana han reportado intervalos de concentracién
bajo tres niveles de magnitud, <1 pg L-!, entre 1 y 100 pg L-!' y >100 pg L-*
(Namihira et al., 1993; Gulson et al., 1998). En nuestro estudio, la concentracién
promedio de plomo fue de 0.528 + 0.122 pg L™ con una méaxima concentracion de
7.92 pg LY, por lo que los valores se asemejan a los obtenidos en estudios
similares. Las mujeres en periodo fértil, donde el Pb en sangre excede 100 pg L™
estan en riesgo de tener nifios con plomo en sangre por arriba del valor guia
recomendado por el Centro de Control de Enfermedades (CDC) de los Estados
Unidos de América. Si el Pb en sangre de estos nifios permanece elevado, esto
puede incrementar el riesgo de tener deficiencias cognoscitivas. El Pb en sangre
de estos nifios debe ser monitoreado muy de cerca para tomar medidas
apropiadas para minimizar la exposicion de estos nifios al plomo del
medio ambiente (NOM-047-SSA1-2011). EI Pb, como el Cd, presentd6 una
disminucién en relacion al nimero de embarazos (Fig. 17c), indicando una
detoxificacion. En el caso del Pb en leche, mas que una exposicién de la mujer a
corto plazo, se atribuye a la movilizacién durante la lactancia de este elemento ya
acumulado en el organismo. Por lo tanto, que la concentraciéon de Pb disminuye
respecto aumenta el nimero de embarazos, podria atribuirse a una detoxificacion
del organismo durante el embarazo y la posterior lactancia. (Gulson et al., 1998;

Rossipal y Krachler, 1998).
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Tabla XIlI. Concentracion de Pb en leche materna de madres sudcalifornianas y
comparacién con referencias. n = 79.

Concentracién Limites permisibles Muestras
ug L~ ug L sobrepasan el
WHO Abadin FAO/WHOP limite
19892 et al. (1997) Consumo tolerable
pg Kg-1 dia
Pb 0.528 £ 0.122 2-5 20 5 0%

®WHO/IAEA estudio de colaboracion, "FAO/MHO consumo tolerable provisional al dia. Expert Committe on
Food Additives. Valores reportados de concentracion= promedio + ES.

El mecanismo subyacente para comprender la relacién entre la exposicion a
este elemento y alteraciones en la metilacion del ADN aun no es establecido, sin
embargo, la hipétesis sugerida es que la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles), podrian inhibir la unién de proteinas
ligadoras de metil-CpG y en un punto final cambiar la funcionalidad de la ADN
metiltransferasa (Pilsner et al., 2009). Otro posible mecanismo es sugerido en el
estudio de Waly et al. (2004), con un modelo in vitro de células de neuroblastoma
humano, encontraron que la exposicion al Pb, inhibe la actividad del factor de
crecimiento insulinico (IGF-1), que actla directamente en la sintesis de metionina,
la cual a su vez es una de las enzimas cruciales en la regulacién de la metilacién
del ADN. En nuestro andlisis la concentracion de este Pb solo mostro correlacion
estadisticamente significativa con la concentracion de As y no mostro relacion con
la metilacion del ADN a nivel global asi como respecto al habito tabaquico. En
cuanto a la metilacion en el promotor del gen BRCA1l se observd que la
concentracion de Pb era mayor en las mujeres donantes que resultaron positivas

para la amplificacién de la regién metilada (Fig. 24c), como ya se discutié arriba.

8.6. Efecto del arsénico en leche sobre metilacion y apoptosis

Por otro lado, en cuanto a la presencia de As, las concentraciones en
nuestro andlisis estan en el intervalo del limite detectable <0.005 pg L™ y un
méximo de 23.81 pg L™, con un valor promedio de 1.35 + 0.39 ug L™. Islam et al.
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(2014) reporta una concentracion promedio de 0.5 pg L™ en un estudio
comparando tres estadios durante la lactancia. Carignan et al. (2015) determiné un
valor promedio de 0.31 pg L™. Concha et al. (1998) reporta un valor promedio de
2.3 pg L™ (considerado un bajo nivel) con rangos de 0.8 —7.7 pg L™*. WHO (1996)
indica que el valor promedio de As en leche debe ser de 0.3 pg L™ (0.1-0.8 pg L™)
y considera una alta concentracion a valores promedio de 18 pg L™, nivel obtenido
en leches provenientes de Filipinas, lugar considerado expuesto por el cultivo de
arroz. Por lo tanto, de las muestras analizadas aqui, podemos concluir que
15.04% de las muestras (n = 17) estan por arriba de una concentracion de 2 pg L™
valor utilizado para el tamiz. Esto puede deberse a que en B.C.S. la presencia de
As en pozos de agua esta evidenciada, por lo tanto la poblacién se encuentra

expuesta a través de este medio (Cruz Falcon et al., 2016).

Tabla XlIl. Concentracion de As en leche materna de madres sudcalifornianas. n =
79.

Concentracién Limites permisibles Muestras
ng L ug L sobrepasan el
WHO Abadin FAO/WHQ" limite
1989 et al. (1997) Consumo tolerable
pg Kg-1 dia
As 1.48 + 0.33 <2 NR 2 13.92%

*WHO/IAEA estudio de colaboracién, "FAO/MWHO consumo tolerable provisional al dia. Expert Committe on
Food Additives. Valores reportados de concentracion= promedio + ES.

Respecto al estado de metilacién global, la mayoria de los estudios reportan
que la exposicion al As induce un estado de hipometilacion en el ADN (Tajuddin et
al., 2013; Téllez et al., 2014); sin embargo, existen casos en los que se reporta
una hipermetilacion global (Mass y Wang, 1997; Davis et al.,, 2000). En este
estudio no observamos un efecto puntual de la concentracion de As en el
mecanismo de metilacion global; las donantes con concentraciones por arriba del
limite, presentaron porcentajes de metilacion global por debajo del promedio (2.67

+ 0.76%), respecto a las donantes con mayor concentracion de 5meC.
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En contraste, el estado de metilacion a nivel de genes especificos
relacionados a tumorigénesis y oncogenes en estudios in vivo demuestran una
metilacion en respuesta a la exposicion a As en genes como Inhibidor 2A de
quinasa dependiente de cilina (p16/CDKN2A) (Davis et al., 2000; Chanda et al.,
2006), en la proteina supresora de tumores (p53) (Mass y Wang, 1997; Davis et
al., 2000), en el supresor de tumores dominio Ras, familia 1 isoforma A
(RASSF1A) (Cui et al., 2006a; Marsit et al., 2006), en la proteina quinasa asociada
a apoptosis (DAPK) (Chai et al., 2007), y en el proto-onco gen de la familia Ras
(HRAS) (Benbrahim et al., 2005). En el estudio realizado por Smeester et al.
(2011), se identificaron 183 promotores de genes diferencialmente metilados en
adultos de Hidalgo, México que habitan en zonas con problemas de contaminacién
por As, de los cuales 182 estaban hipermetilados en sujetos con arsenosicosis.
Por otro lado, estudios in vitro con lineas celulares humanas, han demostrado
también cambios inducidos en el patron de metilacion en regiones promotoras de
genes por la exposicion a As, como en Cui et al. (2006b), que reporté una
disminucién de la hipermetilacién en los genes RASSF1A, GSTPi y pl16. A su vez
se han determinado correlaciones entre la metilacion del ADN y el nivel de
expresion de dichos genes, asi como relaciones inversas entre los niveles de
ARNmM vy la hipermetilacién del ADN en promotores de diversos genes (Jensen et
al., 2008, 2009). En este estudio, las donantes con mayor concentracion de As,
presentaron la regién del promotor no metilada, aunque esto no alcanzo una
diferencia significativa e incluso, una donante positiva a metilacién en esta regién
presentd una concentracion por arriba del limite (2.24 pug L'1), sin embargo no
podemos considerarlo un efecto directo causal de dicha concentracion. Asimismo,
las mujeres fumadoras presentaron mayores niveles, pero sin alcanzar la
diferencia significativa, de As en la leche en comparacion con mujeres no

fumadoras.
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8.7. Integracion

El presente trabajo demuestra que el uso de leche materna provee células
epiteliales de la glandula mamaria en cantidades necesarias para analisis de
biomarcadores de deteccion temprana y evaluacion del riesgo de cancer de mama
en mujeres asintomaticas sin lesiones sospechosas (Wong, 2010); proporcionando
material genético (ADN, ARN) para dichos analisis. Ademas, la leche materna
dentro de su poblacién celular, proporciona células del sistema inmune
(macréfagos, leucocitos, linfocitos) y células madre (Hassiotou et al., 2013). Las
células de la leche materna también se pueden utilizar como modelo para
entender la malignidad mamaria. La evidencia creciente estd sugiriendo que las
células madre mamarias son blancos de la transformacion maligna y responsables
de la iniciacion, progresion, y metastasis del cancer de mama, por lo menos para

ciertos subtipos del cancer (Tai et al., 2005; Prat y Perou, 2009).

En cuanto al andlisis de componentes principales (ACP), se pueden
observar tres agrupaciones principales (Tabla IX). En el CP1 se encuentra Cd (-
0.679) y no significativamente pero presente, Pb (-0.581). Dado que no hay una
correlacion directa entre estos factores, es posible que el efecto sea determinado
por algun factor que compartan el Cd y Pb, como puede ser un alimento o la
exposicién a gasolina u otros contaminantes. En el CP2 se encuentra Hg (0.626) y
el numero de abortos (0.677), lo cual concuerda con la mujer con altos niveles de

Hg y mayor nimero de abortos.

El CP3 asocia de forma inversa el As con la edad, indicando una
destoxificaciéon de este elemento por un lado, y una metilacién global inversa
asociado al As en el CP4, lo cual también se observa en la figura 30. De acuerdo a
Tellez-Plaza et al. (2014), existe una asociacion evidenciada entre dicha
concentracion del elemento y la metilacion global, debido a que ambos
mecanismos comparten el mismo donador de grupo metil, la S-adenosilmetionina
(SAM); por lo tanto, existe una demanda competitiva entre el metabolismo de As 'y
la metilacion del ADN por SAM, lo cual puede afectar el estatus global de la
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metilacion (Lee et al.,, 2009). El metabolismo del As consiste en una
biotransformacion del As inorganico mediante la adicibn de grupos metilo que
favorece su solubilidad y excrecidon. Esta reaccion es catalizada por la enzima
arsénico metiltransferasa (AS3MT), utilizando la S-adenosil metionina (SAM) como
donador de grupos metilo, al igual que sucede en la metilacion del ADN (Thomas
et al.,, 2004; Drobna et al., 2009). Como consecuencia, se espera que a
concentraciones elevadas de As el nivel de metilacion global disminuya, al
disminuir el donador de grupos metilos debido a que también esta involucrado y
activo en el propio metabolismo del As. Los niveles altos de As podrian a su vez,
estar asociados con el habito tabaquico, el cual no fue considerado en el ACP,

pero que muestra mayores niveles para las mujeres fumadoras (Fig. 21d).

De los metales analizados, el Pb y Cd se mantuvieron en concentraciones
constantes y dentro de valores normales, es decir, no se encontraron valores que
indicaran una exposicion significante de estos. Sin embargo se observé un
comportamiento de disminucién de ambos elementos respecto mayor nimero de
embarazos, lo cual podria indicar una destoxificacion. Ambos presentaron niveles
mas altos en mujeres con el gen BRCA1 metilado, el cual también mostro un
efecto sobre la apoptosis y disminuyo con la edad. Esta asociacion es evidenciada
en el ACP (Fig. 30), donde se observa un asociacién positiva con la apoptosis y
negativa con la metilacion global. Es probable que si los niveles fueran mayores a
los de referencia, se podria observar un efecto mas claro sobre estos factores, lo
cual aqui no ocurre dada la cantidad de muestras donde estos dos elementos no

fueron detectados.

En cuanto al Hg y As, existen concentraciones que podrian indicar una
exposicion significante en una cuarta parte de la poblacion analizada, pero esto no
se ve reflejado en los mecanismos de metilacién global o gen especifico. Se ha
sugerido a la metilacion global del ADN como un biomarcador util para la
exposicion a Hg (entre otros elementos toxicos), pero es importante recalcar que

aunque la metilacion global del ADN puede ser un indicador general de que el
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organismo se encuentra afectado por algiun contaminante quimico, no existen
estudios que especifiquen o vinculen un comportamiento determinado, es decir,
que se asocie un estado de hipometilacion o hipermetilacion a resultados

especificos en la salud (Baccarelli y Bollati, 2009; Basu et al., 2014).

Es probable que el resto de la variacion este asociado mas
estrechamente a la composicién quimica de macronutrientes, la genética y otros
factores no analizados aqui. Esto puede deberse a que aunque se ha establecido
que existen cambios en la metilacion del ADN en relacion al nivel de exposicion
gue se tenga con niveles contaminantes de metales, metaloides y compuestos
organicos persistentes el o los mecanismos exactos siguen siendo confusos (Hou
et al., 2012; Bailey y Fry, 2014; Breton y Marutani, 2014). Aunado a lo anterior, la
variabilidad de muestreo aleatorio y las diferencias en la conformacién residual, los
disefios de estudio y los niveles de exposicién a la poblacion pueden subyacer a
las inconsistencias en los estudios que evaltan la metilacion global relacionada

con metales (Tellez Plaza et al., 2014).

Es relevante concluir, bajo el contexto de la investigacion que no hay
estudios que demuestren que exista un riesgo para la salud del lactante debido a
contaminacion quimica detectada en la leche de la madre y la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), establece los beneficios de la lactancia materna tienen
méas peso que el riesgo derivado de los bajos niveles de contaminantes
ambientales en la leche humana. Ademas, existe evidencia que sugiere que: a) de
existir efectos en la salud infantil por exposicibn a concentraciones toxicas de
elementos, estos se puede deber principalmente a la exposicién prenatal, mas que
a una transmision a traves de la leche; y b) que potenciales efectos causados por
exposicion a contaminantes ambientales pueden ser contrarrestados a través de
factores de proteccion en la leche materna (Pronczuk et al., 2004; WABA y IPEN,
2004). Adicionalmente, las alternativas de la lactancia, como son los derivados de
la leche de vaca, cabra, u otros alimentos, pueden contener incluso mayores

niveles de contaminacién, debido como en el caso de los humanos, a la dieta
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misma, y también a su proceso de fabricacion (Goldman et al., 2001; Llorca et al.,
2010). Cabe mencionar que el utilizar la leche materna para realizar monitoreos de
niveles de contaminacion ambientales y de alimentos, es una estrategia no
invasiva que responde a la facilidad para obtener la muestra y de analizarla para
proporcionar un diagnéstico de salud y no a la preocupacion intrinseca por la
calidad de la propia leche (Beseler et al., 2006).
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9. CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que una exposicidbn materna a elementos traza en el
ambiente en concentraciones que representan un riesgo para la salud, no
necesariamente deriva en una transferencia de este elemento hacia la leche y

reafirma la seguridad alimentaria de la lactancia.

10. RECOMENDACIONES

= En la cuantificacion de elementos toxicos, respecto a Hg se recomienda
realizar la cuantificacion de las formas presentes del elemento, es decir, en
esta investigacion se cuantifico Hg total (THg) y no la forma considerada

mas toxica el mercurio organico (MeHg).

» Para el aislamiento de material genético a partir de leche materna que sea
usado para analisis de metilacion, se recomienda que se realice la
separacion de las distintas poblaciones celulares presentes en la leche,

para disminuir heterogeneidad en los resultados.

» Para el andlisis de metilacion a nivel de un locus especifico, se recomienda
una seleccion de oligonucledtidos que diferencien entre secuencias
metiladas y no metiladas, asi como realizar una secuenciacion clonal para

obtener mejores resultados.
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12. ANEXOS

Anexo A: Consentimiento informado

- CENTRO DE
INVESTIGACIOMES
I BICLOGICAS DEL
B NOROESTE, 5.C

www.cibnor.gob.mx

Carta de consentimiento informado

1. Nombre del estudio y patrocinador:
Relacion entre los niveles de PUFA y antioxidantes en leche materna de cuatro localidades
expuestas a distintos niveles de contaminacion quimica. Proyecto apoyado por...El estudio se llevara
a cabo en hospitales publicos que cuenten con servicio de obstetricia en la Cd. de La Paz, Baja
California Sur, por investigadores del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste S.C y
médicos asociados al proyecto.
2. Proposito del estudio
La estamos invitando a participar en un estudio de investigacion que se lleva a cabo con el propésito
de determinar la presencia de metales pesados (plomo, mercurio, cadmio) e insecticidas
organoclorados (DDT y sus compuestos)en la leche de mujeres sudcalifornianas. Usted ha sido
invitada a participar en este estudio porque es originaria de Baja California Sur. Estudiaremos la
leche materna de mujeres sudcalifornianas y con residencia en el estado de Baja California Sur. La
muestra serd tomada en forma manual por las mismas madres a la semana después del nacimiento
de su hij@. Al igual que usted, mas de cien mujeres seran invitadas a participar. Su participacion en
este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informacién que le proporcionamos y haga
las preguntas que desee antes de decidir si desea o no participar.
3. Procedimientos
Si usted acepta participar ocurrira lo siguiente:
= Le pediremos que nos proporcione una cantidad de 20 mL de leche materna, la cual se
depositara en un recipiente que sera facilitado por el equipo.
= Se le haran algunas preguntas sobre su alimentacion, ambiente del hogar y laboral.
= Eltiempo que esto tomara no sera mas de 20 minutos.
4. Posibles riesgos y molestias.
No habra molestias ya que la toma sera manual y por la misma paciente en area privada.
5. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio.
No recibira un pago monetario por su participacion en este estudio, ni implica gasto alguno para
usted. Un posible beneficio de su participacion en este estudio es que los resultados de las pruebas
de laboratorio que le realizaremos le serviran para conocer su estado de salud. Ademas, los

resultados de este estudio brindaran informacion relevante para el mejor manejo de personas como
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usted para brindar informaciéon de gran utilidad para futuros programas de prevencion primaria y
secundaria del binomio madre e hijo.

Participacion o retiro.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si en un principio desea participar y
posteriormente cambia de opinién, usted puede abandonar el estudio en cualquier momento. El
abandonar el estudio en el momento que lo desee no modificard de ninguna manera el que nosotros
le brindemos los resultados hasta el momento recabados.

Su participacion implica el responder una entrevista, se le pedira responda sobre datos personales.
Las entrevistas se llevan a cabo en forma individual y confidencial. Pudiera ser que dentro de las
preguntas en el cuestionario o durante la entrevista, alguna de las preguntas le hiciera sentir
incomoda, pero usted tiene todo el derecho de no responder a cualquier pregunta que le incomode.
Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o largo del estudio a las personas encargadas
del estudio.

Privacidad y confidencialidad.

La informacidn que se obtenga como parte del estudio es estrictamente confidencial. La informacion
gue nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla (nombre, teléfono y direccién) sera
guardada de manera confidencial. Sus datos personales seran guardados por separado para
mantener confidencialidad de sus respuestas a los cuestionarios y de los resultados de sus pruebas
clinicas. Sus datos personales, cuestionarios y resultados seran guardados en un archivero bajo llave
en las oficinas del CIBNOR. Solo el equipo de investigacion tendra acceso a su informacion.

El equipo de investigadores y el médico que le realice el examen clinico, sabrdn que usted esta
participando en este estudio. Sin embargo, nadie mas tendra acceso a la informacién sobre usted o
gue usted nos proporcione durante su participacion en este estudio, al menos de que usted asi lo
desee. Solo proporcionaremos su informacion si fuera necesario proteger sus derechos o bienestar
(por ejemplo si llegara a sufrir algan dafio fisico o si llegara a necesitar cuidados de emergencia) o si
lo requiere la ley.

Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias, no se dara
informacién que pudiera revelar su identidad. Su identidad sera protegida y ocultada. Para proteger
su identidad, nombre y toda informacion que pudiera ser utilizada para identificarla no estara
vinculada con la informacién que nos proporcione en la entrevista ni con los resultados del estudio de
gabinete o laboratorio. Le asignaremos un numero que utilizaremos para identificar sus datos, y
usaremos ese numero en lugar de su nombre en muestras de base de datos. Guardaremos toda su
informacién en base de datos seguras que estaran protegidas por una clave de acceso. Toda la
informacién sera destruida 5 afios después de concluir el estudio.

Personal de contacto para dudad y aclaraciones.

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede
comunicarse de 8:00 a 20:00 hrs, de lunes a viernes con el Dr. Ramon Gaxiola Robles al celular
6123485229 o con la Dra. Zazil Flores al celular 6121418373 que son los médicos responsables de

la investigacion o al teléfono 1238500 en el Centro de investigaciones Bioldgicas del Noroeste S.C
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Km 1 Carretera a San Juan de la Costa “EL COMITAN” Apdo. Postal 128 La Paz, BCS 23097,

México.

Declaracion de consentimiento informado

Se me ha explicado con claridad en que consiste este estudio, ademas que he leido (o alguien me ha
leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la oportunidad de hacer
preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi satisfaccion. Se me ha dado una copia
de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se describe

[ 1No autorizo
[ 1 Si autorizo participar en el estudio y proporcionar muestras de leche que se emplearan en el
laboratorio para los estudios pertinentes.

Nombre del participante

Firma del participante Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado
Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas. Creo
que ella entiende la informacién descrita en este documento y libremente da su consentimiento a

participar en este estudio de investigacion,

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del investigador Fecha

Firma del testigo
Mi firma como testigo certifica que la participante firmé este formato de consentimiento informado en

mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre del testigo

Firma del testigo Fecha
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Datos de la mujer donadora de leche

Nombre

Fecha y lugar de nacimiento

Peso

Talla

Domicilio

Preguntas:

Si

No

1. ¢Enlos dltimos 5 afios ha viajado o residido en otro lugar al que ocupa ahora?

3. ¢ Ha estado embarazada antes?

4. ¢ Cuéntas veces ha estado embarazada (incluyendo esta vez)? 1, 2, 3, 4, 5 0 mas

5.Fecha de su ultimo parto, malparto o aborto:

7. ¢ Ha pensado amamantar a este bebe?

8. ¢ Ha amamantado a sus otros hijos? ¢ Por cuanto tiempo?

10. ¢Esta en alguna dieta especial? Cual:

11. ¢ Hay algunos alimentos que limita, evita o no come? Cuales:

13. ¢ Con que frecuencia come usted pescado: Nunca, 1 vez al mes, 1 vez a la semana, varias veces a la semana.

14. ¢ Con que frecuencia come usted mariscos: Nunca, 1 vez al mes, 1 vez a la semana, varias veces a la semana.

15. ¢ Con que frecuencia come leche/queso de cabra: Nunca, 1 vez al mes, 1 vez a la semana, varias veces a la semana.

16.Consume algunos de estos productos:

Vitaminas prenatales

Otras vitaminas/minerales

Pastillas con hierro

Aceite de pescado, omega 3

Laxantes

Medicamentos sin prescripcion médica (aspirina, tylenol, etc)

Ninguno

Otros

Remedios caseros

17. Presenta alguna de estas condiciones:

Alta azlcar en la sangre

Alta presion de la sangre

Bajo hierro en sangre

Diabetes

Acidez

Enfermedades renales

Estrefiimiento

Ninguna
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Otra

18. ¢ Fuma, o alguien de la casa fuma?

19.¢;Donde trabaja? Casa

Oficina

Agricola

Comercio

Industria

Taller (coches, pintura, eléctrico)
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Anexo C: Cromatogramas secuencias

File: TMet BRCAF.abl Run Ended- 2017/6/12 21:8:57 Signal G:1832 4:1500 C:74 T:2097
Sample: TMet BRCAF Lane: I3 Base spacing: -13.016356 109 bases in 1418 scans Page 1 of 1
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Figura 31. Cromatograma correspondiente a la secuencia positiva para metilacion,
donante 7.
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Figura 32. Cromatograma correspondiente a la secuencia positiva para metilacion,
donante 32.



