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Resumen 

La presencia de elementos químicos considerados contaminantes ambientales 
debido a su toxicidad, es universal en todas las matrices biológicas, ya que 
presentan características de persistencia y se bioacumulan en diversos órganos y 
tejidos animales como la glándula 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 exposición a estos elementos tóxicos puede 
afectar mecanismos epigenéticos o de metilación de ADN. Esto es importante 
porque un estado de metilación aberrante está involucrado en la patogénesis de 
varias enfermedades, especialmente en el desarrollo de cáncer y su progresión, 
así como en la inactivación de genes supresores de tumores. En el presente 
trabajo se evaluó la relación entre la presencia de metales como el Hg, Cd y Pb y 
el metaloide As en leche materna, con la apoptosis, metilación del ADN global y 
con el promotor del gen BRCA1 (Breast Cancer 1). Se recolectaron 79 muestras 
de leche materna en etapa calostro de mujeres residentes en B.C.S. y se les 
aplicó un cuestionario para determinar la edad, número previo de partos y abortos, 
actividad fumadora, entre otros factores. En la leche se analizó la concentración 
de elementos traza, se realizó conteo de células somáticas y el porcentaje de 
apoptosis y se cuantificó la  metilación global del ADN y en la región promotora del 
gen BRCA1. Los datos obtenidos se analizaron mediante correlaciones, análisis 
de componentes principales (ACP) y la prueba GLM. Los metales en leche 
presentaron valores por arriba del límite máximo permisible para Hg (3.5 µg L-1) en 
24.1% (n = 19) de las mujeres y As (2 µg L-1) en 13.9% de las mujeres (n = 11). 
Se observó que el valor promedio de metilación global fue de 2.15% y que 3.3% (n 
= 3) de las mujeres presentó metilado el promotor del gen BRCA1. En el análisis 
de ACP los dos primeros componentes explicaron el 39.1% de la varianza, con 
una asociación positiva entre Hg y el número de abortos y As y metilación global. 
Se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) entre la 
metilación del gen BRCA1 y la concentración de Pb, el porcentaje de apoptosis, y 
la edad de las mujeres lactantes. Las concentraciones de Cd y Pb mostraron un 
decremento a mayor número de embarazos, que no resulto estadísticamente 
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 (BRCA1). We 
collected 79 breast milk samples in colostrum stage of women resident of B.C.S. A 
questionnaire 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 BRCA1. 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 µg L-1) in 
24.1% women (n = 19) and As (2 µg 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 BRCA1 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. INTRODUCCIÓN 

El cáncer de mama es el cáncer con mayor incidencia en las mujeres a 

nivel mundial. Se estima que cada año se detectan 1.38 millones de casos nuevos 

y 458,000 decesos (OMS, 2016). En México, 19.4% del total de casos de cáncer 

diagnosticados en la población mayor a 20 años en 2014 correspondieron a este 

tipo de cáncer (INEGI, 2016). En 2015 en Baja California Sur (B.C.S.) se registró 

una tasa de mortalidad de 16 por cada 100 mil mujeres mayores de 25 años 

ubicándose en la posición 17 a nivel nacional (SS, 2017). La causa de cáncer 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 cáncer mamario hereditario, el cual representa 

menos de 10% del total de cáncer de mama (De Jong et al., 2002), mientras que 

90% corresponde al cáncer de mama esporádico, 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 cáncer 

de mama son los genes BRCA (Breast Cancer); estudios recientes atribuyen entre 

el 45 y 60% de los casos de cáncer de mama hereditario a mutaciones en estos 

genes (Begg, 2002). Más específicamente, se ha observado que el gen BRCA1 

tiene un nivel de expresión disminuido en tumores esporádicos de glándula 

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

Por otro lado, la expresión y progresión del cáncer aumenta cuando las 

mujeres están expuestas a contaminantes ambientales y elementos tóxicos, lo 

cual se conoce como epigenética. El término “epigenética” se refiere a cambios no 

mutagénicos en la expresión del genoma, que no son resultado de alteraciones en 

la secuencia nucleotídica, por lo tanto es una regulación de la expresión de los 

genes que depende del estado de la dinámica de la cromatina (Arita y Costa, 

2009). Los patrones de metilación en el ácido desoxirribonucleico (ADN) son 

establecidos en el desarrollo temprano, modulados durante la diferenciación 
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celular e interrumpidos en muchos estados patológicos, incluido el cáncer (Bird, 

2002). Estudios recientes implican alteraciones en el patrón de metilación en el 

gen BRCA1 en cáncer de mama en un estado temprano, lo cual es relevante ya 

que un diagnóstico en una etapa inicial en esta patología, es el factor más 

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

Entre los contaminantes ambientales tóxicos para el ser humano, se ha 

reportado la presencia de metales como mercurio (Hg), cadmio (Cd) y plomo (Pb), 

así como el metaloide arsénico (As) en B.C.S. (Méndez et al., 2006; Cadena et al., 

2008; Rodríguez 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 región noroeste (Gaxiola et al., 2013; 2014). Dichos 

elementos tóxicos son persistentes y se bioacumulan en diversos órganos y 

tejidos (como la glándula mamaria) y pueden transferirse a la leche. Efectos 

acumulativos de la exposición a distintos factores ambientales hacen que la edad 

sea el mayor factor de riesgo para presentar este tipo de cáncer (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 patrón de metilación del 

ADN, cuantificando tanto a nivel global como gen especifico en BRCA1. 

Actualmente, la detección de cáncer de mama se basa en palpación y 

mamografía; ambos detectan tumores ya formados. Aquí buscamos alternativas 

nuevas de diagnóstico, tales como biomarcadores moleculares en matrices no 

invasivas, como es la leche materna. 

  



3 
 

2. ANTECEDENTES 

2.1 Características de la leche humana 

La leche materna es el alimento ideal para los infantes, dado que 

proporciona nutrientes (lípidos, proteínas, 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 práctica 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 práctica es un proceso único que 

contribuye a la nutrición y sano desarrollo de los infantes, además 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 síntesis de la leche se lleva a cabo en la glándula mamaria y es 

activada por la señal directa de estimulación del pezón y aureola, que retransmiten 

al sistema nervioso central, junto con la secreción de las hormonas prolactina y 

oxitocina. La secreción de leche es realizada por células epiteliales de los alveolos 

de la glándula 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 

síntesis y secreción a nivel celular, como se muestra en la figura 2. 

2.1.1 Composición química de la leche materna. 

La producción de leche experimenta variaciones en su composición de 

acuerdo a la etapa de lactancia, pero también presenta variaciones durante la 

misma toma y a lo largo del día. Así, se denomina calostro a la secreción que sale 

de las glándulas mamarias desde la fase final del embarazo y hasta el quinto día 

posparto. 
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Figura 1. Secreción de leche por las células mioepiteliales de la glándula 
mamaria. Apertura y contracción de las células (Wagner et al., 2015).  
 

 
Figura 2. Mecanismo de síntesis y secreción de la leche materna a nivel celular. I: 
Exocitosis de componentes de la fase acuosa de la leche mediante vesículas 
secretoras (SV). II: Secreción de los componentes lipídicos mediante glóbulos de 
grasa. III: Transporte directo de iones, agua y glucosa a través de la membrana. 
IV: Transcitosis de componentes del espacio intersticial. V: Vía paracelular para 
componentes plasmáticos y leucocitos. RER = Retículo endoplasmático rugoso; 
BM = Membrana basal; MFG = Glóbulo de grasa láctea; CLD = Gotita lipídica 
citoplasmática; N = Núcleo; PC = Plasma celular; FDA = Adipocito vaciado; TJ = 
Unión firme; GJ = Unión espaciada; D = Desmosoma; ME = Célula mioepitelial 
(Wagner et al., 2015). 
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El calostro se caracteriza por tener una alta concentración proteica 

(inmunoglobulinas, leucocitos, antioxidantes) y baja concentración de grasa. 

Posteriormente, la leche se denomina de transición hasta 15 días después del 

parto, en esta etapa disminuyen los niveles de proteínas y aumenta la lactosa, 

grasas y valor calórico total. Después de 15-20 días se le conoce como leche 

madura; el contenido de proteínas es bajo, mientras que las grasas constituyen la 

principal fuente de energía para el lactante. Los triglicéridos, ácidos grasos 

esenciales (oleico, palmítico, linoleico y alfalinoleico) y los polinsaturados de 

cadena larga (ácido araquidónico y docosahexanoico), fosfolípidos y colesterol son 

los principales compuestos lipídicos, mientras que la lactosa es el principal 

carbohidrato, constituyendo 90% del total (Zhang, 2014). 

Existen factores externos y ambientales que influyen en la composición de 

la leche materna, como son el estado nutricional de la madre y la composición de 

su dieta e influyen principalmente en concentración de ácidos grasos y factores 

estimulantes inmunológicos (Zhang, 2014). A partir de 1998 se ha recomendado el 

suministrar a las mujeres embarazadas ácido fólico (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 fósforo (P) (Stoltzfus  y Dreyfuss, 1998; Peña 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 excepción 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 tóxicos en leche. 

La leche también presenta elementos traza, como Cd, Pb y As, que son 

tóxicos cuando aumenta su concentración. Así mismo, la leche materna no se 

encuentra exenta de presentar otros compuestos tóxicos como plaguicidas y 
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medicamentos, provenientes del consumo directo de organismos pertenecientes a 

distintas cadenas tróficas y exposiciones ambientales (Díaz et al., 2013). Estos 

pueden acumularse en los tejidos grasos, incluyendo la glándula 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 sanguíneo (Fergusson, 1990) y 

finalmente excretado vía leche materna. Su concentración en la leche depende de 

la dosis ingerida, duración de la exposición, el volumen de leche excretado al día, 

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

Recientemente, se reportó 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 tóxicos en 
leche materna. 

 Región Concentración µg L-1* Autor y Año 

 
Hg 

Austria  
México 
Arabia Saudita 

1.59 
1.23 
3.10 

Gundacker et al., 2002 
Gaxiola et al., 2013 
Al Saleh et al., 2003 

 
Cd 

Alemania 
 
Arabia Saudita 
Grecia  

0.07 no fumadoras 
0.16 fumadoras 
1.73 
0.19 

Radisch et al., 1987  
 
Al Saleh et al., 2003 
Leotsinidis et al., 2005 

 
 
Pb 

México 
Austria 
Arabia Saudita 
México 
Grecia  

1.5 
1.63 
31.67 
9.2 
0.48 

Ettinger et al., 2004 
Gundacker et al., 2002 
Al Saleh et al., 2003 
Namihira et al., 1993  
Leotsinidis et al., 2005 

As Alemania 
Islas Faroe 
Bangladesh  
USA 

0.20 
2.45 
0.5 
0.31 

Sternowsky et al., 2002 
Grandjean et al., 1995 
Islam et al., 2014 
Carignan et al., 2015  

*Valores reportados = promedio 
 

Estos elementos se encuentran en la zona noroeste del país debido a su 

presencia en el ambiente y actividades antropogénicas desarrolladas en la región, 

principalmente minería (SGM, 2016) (Tabla II).  
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Tabla II. Estudios realizados respecto a la presencia de metales y metaloides en la 
península de Baja California Sur. 

Autor Región Contaminante Entidad 

Kot et al., 1999 La Paz Hg Sedimento 
Shumilin et al., 2001 La Paz As Sedimento 
Sánchez-Rodríguez et al., 
2001 

Loreto As Alga marina 

Mendez et al., 2006 La Paz Cd Almeja 
Kampalath et al., 2006 Bahía Magdalena THg, MeHg Tortuga, alga marina, sedimento 
Méndez et al., 2007 Bahía Magdalena Pb. Cd Almeja 
Rodríguez Meza et al., 
2009 

Bahía Concepción As Sedimento 

Cadena Cárdenas et al., 
2009 

Golfo de 
California 

Cd, Pb Mejillón, almeja 

Ley Quiñonez et al., 2011 Puerto López 
Mateos 

Cd, Hg, Pb Tortuga 

Barrera Garcia et al., 2013 Baja California 
Sur 

Hg, Cd, Pb, As Tiburón Azul 

Gaxiola Robles et al., 2013 Baja California 
Sur 

THg Leche materna 

Wurl et al., 2014 San Antonio, El 
Triunfo 

As Agua 

Gutiérrez Caminero et al., 
2015 

San Antonio 
El Triunfo 

Pb Sedimento, rocas. 

 

Además, son persistentes y se bioacumulan en diversos órganos y tejidos 

(como la glándula mamaria) y así se transfieren a la leche. Pueden tener efectos 

deletéreos sobre células de la glándula mamaria, del epitelio y células del sistema 

inmune presentes en la leche. Entre estos efectos, se encuentra la metilación del 

ADN y la apoptosis, lo cual a su vez puede desencadenar cáncer de mama. La 

presente tesis tiene como meta evaluar la metilación del ADN y apoptosis en 

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

2.2. Metilación del ADN. 

El ADN es el material hereditario en los organismos. La información en 

esta molécula esta empacada en un código de cuatro bases químicas: adenina 
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(A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). El orden o secuencia, en las bases, 

determina la información genética (GHR, 2017). Un gen es la unidad básica y 

funcional de la herencia donde se contienen las instrucciones para crear las 

proteínas constitutivas que darán funcionalidad a una célula (GHR, 2017). La 

metilación del ADN consiste en la adición de un grupo metil, mediante la actividad 

de la enzima ADN metiltransferasa (DNMT, por sus siglas en ingles) en la posición 

5’ en el carbono del anillo de citosina, dando como resultado 5-metilcitosina 

(5meC) (Baylin, 2005). 

Las secuencias blanco para la metilación del ADN en mamíferos son los 

dinucleótidos 5'-CpG-3' (Fig. 3). Los dinucleótidos CpG no se encuentran 

distribuidos de manera uniforme a través del genoma, si no que se concentran en 

regiones de secuencias genómicas repetitivas, denominadas “islas CpG”, las 

cuales están comúnmente asociadas a las regiones promotoras de los genes 

(Bird, 2002). La función de la metilación del ADN es mantener el silenciamiento 

transcripcional en regiones no codificantes o que no deban expresarse (Baylin, 

2005). Por ejemplo, la región que se encuentra altamente metilada de la 

cromatina, se encuentra condensada e inaccesible para la expresión de dichos 

genes (heterocromatina), Por el contrario, estos sitios están generalmente no 

metilados en las regiones promotoras de eucromatina, independientemente del 

estado transcripcional del gen (Baylin, 2005).  

En células somáticas humanas, aproximadamente de 1 al 4% del total de 

las bases de ADN son 5meC; por lo tanto, la metilación afecta entre el 70–80% de 

todos los dinucleótidos de CpG en el genoma (Ehrlich, 1982). El análisis 

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 mayoría de tejidos celulares (Antequera 

y Bird, 1993). 
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Figura 3. Esquema de sitios de metilación, 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 están esparcidos y 
generalmente metilados (rojos). El panel de la derecha muestra la estructura 
molecular del ADN en sitios individuales CpG y muestra la metilación con una 
molécula CH3 en el carbono 5 de la citosina (Patterson et al., 2011). 

 

2.2.1 Modificación con bisulfito 

La conversión química 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 estándar para el análisis de metilación 

en el ADN, ya que en este, se pretende definir el estado de la metilación en cada 

base citosina en una secuencia determinada, dando como resultado una 

resolución molecular. La clave en este método es una reacción química selectiva 

entre el bisulfito de sodio y los residuos de citosina versus residuos de 5 metil 

citosina; la cual es altamente específica 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 conversión química con bisulfito. El análisis de la 
metilación de ADN se compone de cuatro fases. 1. Desnaturalización de la 
molécula, 2. Conversión con bisulfito (panel derecho se observa la modificación de 
la molécula de citosina durante la reacción con bisulfito en tres pasos detallados) 
3. Amplificación mediante PCR 4. Análisis por secuenciación directa o con previa 
clonación (Patterson et al., 2011). 
 

La conversión con bisulfito de sodio consta de tres pasos críticos: la sulfonación, 

donde la reacción entre el bisulfito y el doble enlace en la posición 5-6 de la 

molécula de citosina da como resultado un derivado de sulfonato de citosina. 

Posteriormente una desaminación hidrolítica, que da como resultado un derivado 

de sulfonato de uracilo. Por último, la desulfonación alcalina que consiste en la 

eliminación del grupo sulfonato por tratamiento álcali (Fig. 5). Posteriormente, se 

lleva a cabo la amplificación mediante reacción 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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último, para determinar la metilación a nivel de nucleótidos, el amplicon puede ser 

secuenciado directamente o mediante previa clonación 

2.2.2 Patrones de metilación en cáncer  

Una hipometilación a nivel global se observa como un patrón definido en 

cáncer, lo cual denota una disminución en el contenido general de 5meC. Este 

comportamiento fue determinado por estudios en los cuales se observó una 

reducción en contenido de la metilación comparando tejidos cancerosos y sanos 

(Feiberg y Vogelstein, 1983; Gama et al., 1983).  

Por otro lado, genes específicos silenciados mediante metilación pueden 

ser un mecanismo importante en la carcinogénesis, cuando son genes 

involucrados en la supresión del tumor. La inactivación de la expresión de los 

genes mediante la metilación en las regiones promotoras de tales genes ha sido 

observada en líneas celulares de cáncer y tumores humanos (O'Doherty et al., 

2002). La isla CpG en la región promotora del gen BRCA1, presenta una longitud 

aproximada mayor de 2 kb. El estado de la metilación en esta región ha sido 

ampliamente investigado en diferentes tipos de tumores, en líneas celulares y 

tejidos normales de seno y ovario (De Jong et al., 2002). Estos estudios 

demostraron que la metilación de BRCA1 es tumor específico, generalmente 

ausente en células normales (Mancini et al., 1998) y usualmente se acompaña de 

perdida de heterocigosidad (Esteller et al., 2000). En resumen, los cambios en el 

patrón de la metilación del ADN causantes de distintos tipos de cáncer pueden ser 

caracterizados por la hipermetilación de las islas CpG y una hipometilación 

genómica generalizada.  

El papel que juega la hipermetilación en determinados genes supresores 

de tumores ha sido bien establecido, por lo tanto, pueden disponerse como 

biomarcadores de predisposición a cáncer, por lo tanto ha sido utilizado como 

biomarcador del cáncer de próstata, 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 hipermetilación en el gen MLH1 implicado en cáncer colorectal (Kane et al., 

1997), el gen VHL (von Hippel-Lindau) en cáncer renal y el gen p16/CDKN2A en 

varios canceres malignos (Herman et al., 1995), los cuales están silenciados 

mediante este mecanismo.  

 

2.2.3 Cáncer de mama 

El cáncer se define como un conjunto de enfermedades que involucra 

crecimiento anormal de células, por lo general sin control, llegando a invadir los 

tejidos u órganos de los cuales forman parte o incluso invadir otros tejidos (NCI, 

2017) y formando tumores. Esta proliferación celular es acelerada, desordenada y 

descontrolada a nivel genético, debido a mutaciones en genes específicos, los 

cuales actúan suprimiendo o estimulando la continuidad controlada del ciclo 

celular (Torrades, 2003). En el caso del cáncer de mama, se encuentra afectado el 

tejido mamario y específicamente, las células que recubren a los conductos y a los 

lobulillos en la mama.  

 

2.2.4 Apoptosis en cáncer 

Una célula cancerígena difiere de una célula normal en tres aspectos 

principales: 1) pérdida de la capacidad de muerte celular programada (apoptosis); 

2) carecer de especialización (diferenciación celular); 3) pueden llegar a evadir el 

sistema inmune (NC1, 2017). La apoptosis o muerte celular programada, elimina 

una célula incapaz de recibir señales de la supervivencia y/o capaz de recibir 

señales de la muerte de otras células, por lo tanto es un proceso importante que 

influye en la transformación maligna de las células (Shi et al., 2004). Este 

mecanismo puede ser activado por una serie de señales intrínsecas o extrínsecas, 

incluyendo radiaciones iónicas o ultravioleta (UV), infecciones virales o 

bacterianas, deficiencia de nutrientes, expresión de oncogenes, agentes 

oxidantes, entre otros (Wang y Shi, 2001). Se han reportado varios elementos 

traza considerados tóxicos (cromo (Cr), vanadio (V), níquel (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 generación y defensa 

antioxidante y puede derivar en daño oxidativo a nivel de lípidos, proteínas y ADN, 

así como afectación en niveles y funciones de moléculas de señalización 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) evaluó los efectos de la citotoxicidad inducida por Hg, MeHg, Cd, Pb y As 

en una línea celular del pez Sparus aurata, encontrando el aumento significativo 

en ROS y un aumento en la expresión de genes reguladores de apoptosis, 

confirmando resultados de investigaciones donde en caso de exposición a MeHg 

se determinó 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 exposición de células cultivadas a Cd y As resultó en la 

formación del producto de la peroxidación (oxPC) y una disminución 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 desempeña un papel importante en varias etapas del 

desarrollo mamario normal incluyendo la formación del lumen intraductal durante 

la morfogénesis de los conductos del pecho, así como en el final del ciclo 

menstrual y en la involución de glándulas mamarias después de la cesación de la 

lactancia (Hahm y Davidson, 1998; Debnath et al., 2002) El mecanismo de 

apoptosis puede servir como biomarcador de detección temprana debido a que la 
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evasión de este mecanismo es un componente critico en la transformación 

oncogénica y resistencia a la quimioterapia. 

 

2.2.5 Causas del cáncer 

Las causas de cáncer de mama son multifactoriales, en la que intervienen 

tanto factores genéticos como no genéticos (Torrades, 2003). El cáncer de mama 

hereditario representa del 5 al 9% de todos los cánceres de mama (Ford y Easton, 

1995). Los genes BRCA1 y BRCA2 (Breast Cáncer) se han asociado 

particularmente a este tipo de cáncer, siendo responsables de aproximadamente 

el 80% de cáncer 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 mayoría de los casos de cáncer de mama (90–95%) corresponden a 

cáncer de mama esporádico, resultado de mutaciones esporádicas en las células 

somáticas. descartando una alteración genética heredada que sea responsable de 

la aparición. Ambos tipos de cáncer están también condicionados por factores 

ambientales, considerados factores de riesgo, tales como: el estilo de vida, 

alimentación, exposición a carcinogénicos, agentes mutagénicos y a promotores 

de estrés oxidativo (De Jong et al., 2002). Los efectos acumulativos de dicha 

exposición a distintos factores ambientales hacen que el avance de la edad sea el 

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

Actualmente la evidencia científica y el aumento en el número de estudios 

respecto a mecanismos implicados en la carcinogénesis, han demostrado que una 

exposición a contaminantes ambientales y elementos tóxicos pueden jugar un 

papel en el desarrollo y progresión del cáncer. Específicamente, modificaciones 

aberrantes en el patrón de metilación del ácido desoxirribonucleico (ADN) han sido 

involucradas en el desarrollo de cáncer y su progresión. Esto es debido a que el 

patrón de metilación es heredado con una gran fidelidad en las células somáticas, 

y una vez que la metilación aberrante es inducida, es transmitido a las células 
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hijas después de la división celular (Ushijima et al., 2003). El mecanismo principal 

es la inactivación 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 expresión 

de genes, sin haber un cambio en la secuencia nucleotídica (Bollati y Bacarelli, 

2010). Los mecanismos epigenéticos se ven alterados por distintos factores 

ambientales tales como la constante exposición a sustancias químicas 

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 metilación del ADN y modificaciones de 

histonas (Bollati y Bacarelli, 2010). La asociación entre la metilación del ADN y los 

elementos considerados tóxicos 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, actúan como 

catalizadores en la oxidación de macromoléculas biológicas (Galaris y Evangelou, 

2002). Los iones metálicos inducen la generación de especies reactivas de 

oxigeno (ROS), y la acumulación de éstos puede afectar mecanismos 

epigenéticos. Evidencia creciente ha asociado alteraciones epigenéticas con la 

exposición a metales (Tabla III). 
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 Existen varias ventajas al usar datos epigenéticos en el proceso de 

evaluación de riesgos toxicológicos, entre ellas que: las alteraciones epigenéticas 

pueden ser usadas como biomarcadores del efecto sobre la exposición a tóxicos 

ambientales; a su vez, estos biomarcadores epigenéticos pueden ser utilizados 

como predictores de enfermedades cuando tales marcas epigenéticas están 

asociadas con la expresión génica diferencial (Ray et al., 2014).  Particularmente 

en BCS se ha reportado la presencia de elementos tóxicos como el Hg, Cd, Pb, As 

(Gaxiola et al., 2013), así como plaguicidas organoclorados y sus metabolitos 

(Casanova, 2017) en leche materna y en otras distintas matrices (Tabla II). 
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Tabla III. Efecto de elementos tóxicos sobre mecanismos celulares, epigenéticos y cáncer en 
humanos. 

Autor y 
Año 

Elemento Tejido/ 
Fluido 

Otros 
factores 

Mecanismo Observaciones 

Tellez Plaza 
et al., 2014 

As* 
Cd 

Sangre  
Orina 

Edad 
Hábito 
tabáquico 
Alcohol  

Metilación global 
del ADN 

Concentraciones altas de 
As fueron asociadas con 
una hipometilación. 

Hossain et 
al., 2012 
  
 
 
 

As 
Cd 

Sangre  
Orina  

- Metilación global 
del ADN  
Metilación en genes  

Concentraciones a bajos 
niveles de Cd fueron 
asociadas con 
hipometilación en 
elementos repetitivos del 
genoma. 
Concentración de As 
urinario fue asociado 
positivamente a 
metilación en los genes 
p16 y MLH1.  

Green et al., 
2015 
 
 

As Placenta 
Orina 

- Metilación en genes 
específicos 

163 loci diferencialmente 
metilados asociados a la 
presencia de As en 
placenta.  

Sen et al., 
2015 

Pb Sangre Hábito 
tabáquico 
Número de 
embarazos 

Metilación en islas 
CpG del epigenoma 

6 genes que mostraron 
cambios dependientes 
de la concentración de 
Pb en el estado de 
metilación  

Goodrich et 
al., 2013  

Hg Orina 
Cabello  
Alimentación  

Edad 
Sexo  

Metilación global en 
elementos 
repetitivos y genes 
específicos 

Correlación con la edad 
a nivel de metilación 
global 

*As: inorgánico, %MMA, %DMA 

 

2.3.1 Mercurio  

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

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

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

humana es pequeña (<2 µg L-1); aunque en situaciones de exposición a elevados 

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

transferencia de dicho metal de la madre al niño (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 µg L-1. Al-Saleh et al. (2003) 

encontraron que el 79.6% de las mujeres lactantes en Arabia Saudita tenían 

niveles de Hg por arriba o igual a 1 µg L-1. Gundacker et al. (2014) por otro lado, 

reportaron concentraciones de Hg en mujeres lactantes de Viena, Austria como 

monitoreo de contaminación urbana, a un nivel promedio de 1.59 ± 1.21 µg L-1.  

 

Tabla IV. Resumen de investigaciones de efectos epigenéticos por Hg. 
Especies Tejido/ Tipo 

celular 
Elemento Efecto Referencia 

Oso polar  Tronco encefálico MeHg Reduce la metilación global en 
machos pero no en hembras 

Pilsner et al., 
2010 

Visón  Corteza occipital MeHg Reduce metilación global y 
actividad de DNMT 

Basu et al., 2013 

Pollos  Cerebro MeHg Ningún efecto en la metilación 
global o actividad de DNMT 

Basu et al., 2013 

Perca 
amarilla 

Telencéfalo MeHg Ningún efecto en la metilación 
global del ADN 

Basu et al., 2013 

Lombriz Organismo 
completo 

Hg Reduce metilación global del ADN Santoyo et al., 
2011 

Ratón Hipocampo del 
cerebro 

MeHg Supresión del promotor en gen 
Bdnf vía hipermetilación  

Onishchenko et 
al., 2008 

Ratón  Células madre 
embrionarias 

Hg Alteraciones reversibles de la 
heterocromatina por 
hipermetilación del gen Rnd2 

Arai et al., 2011 

Rata  Hígado MeHg Reduce expresión de ARNm de 
Dnmt1 y Dnmt3b, decrece la 
metilación en  regiones CpG en 
promotor del gen Cdkn2a y 
ningún efecto en metilación global 
del ADN o abundancia de SAM.  

Desaulniers et 
al., 2009 

Humano  Sangre Hg Hipermetilación del promotor del 
gen GSTM1/5 

Hanna et al., 
2012 

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

 

Existen pocos estudios sobre cambios en los patrones de metilación del 

ADN en humanos en relación a Hg; sin embargo investigaciones en mamíferos 

sugieren una relación entre la concentración y tiempo de exposición a MeHg y la 

interrupción del proceso de metilación del ADN (Tabla IV). Al haber cambios en la 

metilación global del ADN por causa a la exposición de contaminantes 
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persistentes en el ambiente ha sugerido que cambios en el patrón de metilación 

global del ADN puede ser utilizado como biomarcador de exposición a agentes 

químicos (Arita et al., 2009); aunque no hay estudios que vinculen la 

hipometilación global con algún resultado especifico de salud (Basu et al., 2013). 

 

2.3.2 Cadmio  

La alimentación con productos contaminados con Cd así como la 

exposición al humo del cigarro han sido consideradas como las principales causas 

de acumulación de este elemento en humanos (WHO, 1992). La excreción del Cd 

es muy lenta, ya que su vida media en el organismo es de 10 a 30 años. 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 µg L-1 en los primeros días 

después del parto hasta concentraciones de 0.1 a 10 µg L-1  después de seis 

meses (Osorio et al., 1997). En general, las concentraciones de Cd reportadas en 

la literatura varían significativamente respecto al lugar de estudio. WHO (1989) 

reporta concentraciones de 0.1 µg L-1 en Alemania y Suecia, mientras que en 

Nigeria reportan niveles de 4.6 µg L-1. Turan et al. (2001) reportaron en la 

población Turca una concentración promedio de Cd en leche de 2.8 µg L-1. El 

reporte de concentración más bajo en la literatura corresponde a Leotsinidis et al. 

(2005) en mujeres lactantes de Grecia, con intervalos de 0.15 – 0.48 µg L-1. Se 

han reportado niveles de Cd mayores (0.16 µg L-1) en madres fumadoras de más 

de diez cigarrillos al día o madres fumadoras pasivas que en las no fumadoras 

(0.07 µg L-1) (Radisch et al., 1987). El Cd ha sido asociado con cambios en la 

metilación del ADN y con procesos de carcinogénesis, aunque 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 exposición al Pb son alimentos (cultivos de 

tubérculos y raíces comestibles), pinturas, cosméticos y en años 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. El Pb se encuentra en el 

sistema óseo debido a una exposición ambiental pasada; durante la lactancia 

existe un incremento en la movilización de este elemento hacia el plasma 

sanguíneo y finalmente existe una transferencia hacia la leche materna (Gulson et 

al., 1998). En un estudio realizado en la Ciudad de México se encontró una 

relación lineal entre Pb en leche y sangre materna, con niveles máximos de 99 µg 

dL-1 en sangre de mujeres lactantes, comparado con el “nivel de preocupación” de 

10 µg dL-1 en sangre del Centro de Control de Enfermedades de E.U.A y hasta de 

3.5 µg dL-1 en leche materna (promedio de 2.47 µg dL-1), por encima del nivel 

permisible en agua potable de Australia de 1 µg dL-1 (Namihira et al., 1993). En 

mujeres, un nivel en sangre de Pb <10 µg dL-1 es considerado el máximo 

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 

µg dL-1, también debe ser medido en la leche materna (Gulson et al., 1998). 

Respecto a la asociación del Pb con otros elementos químicos, se ha visto 

que existe una relación 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 ámbito, 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 asociación entre 

la exposición de Pb y la metilación del ADN. Recientemente Sen et al. (2015) 
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observaron una relación entre las madres con alto nivel de plomo en sangre (>5 

µg dL-1) y patrones diferenciales en la metilación 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 neurotóxico indica 

que los daños 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 exposición ambiental a este metaloide en su fracción biodisponible 

puede deberse principalmente a la producción minera. México es uno de los 

principales productores de As en el mundo, con cerca del 20% de la producción 

mundial (Albores et al., 1997), usándose directamente en plaguicidas, herbicidas y 

protectores para madera. En cuanto a la dieta, el principal aporte de As orgánico 

son los alimentos de origen marino (crustáceos 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 tóxico, debido a que el As orgánico es considerada la 

forma química con menor toxicidad, a diferencia del As presente en agua de 

bebida que es principalmente As inorgánico (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 µg L-1) en leche materna con 80% de las muestras por 

debajo de 1 µg L-1, en el primer, sexto y noveno mes de lactancia a pesar del alto 

contenido de este elemento (>0.05 mg L-1) en el agua potable. No se encontró 

correlación 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 excreción de As (<1 µg L-1) en leche materna (Concha et al., 1998; 

Sternowsky et al., 2002; Gürbay et al., 2012) aún si se muestrea en poblaciones 

que habitan zonas contaminadas. 
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El metabolismo del As consiste en una biotransformación del As inorgánico 

mediante la adición de grupos metilo que favorece su solubilidad y excreción. Esta 

reacción 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 metilación del ADN (Thomas et al., 2004; Drobna et al., 2009). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

En 2013 en México el tumor maligno de mama fue la segunda causa de 

mortalidad por neoplasias en las mujeres de 20 años y más (INEGI, 2015). Una 

forma de disminuir la mortalidad es la detección temprana de cáncer de mama. 

Actualmente, la detección se basa en la examinación clínica del seno y en 

imágenes de rayos X de las glándulas mamarias para observar anormalidades 

principalmente calcificaciones y masas, denominada mamografía (ACS, 2017). La 

mamografía se considera la mejor prueba de detección para el diagnóstico de 

cáncer de mama hasta el momento, sin embargo tiene sus limitaciones y 

desventajas tales como: falsos positivos o negativos, no puede realizarse a 

mujeres con padecimientos de corazón, riñón o hígado y no es recomendado 

como un método rutinario en mujeres jóvenes, dado que es una técnica donde se 

expone a la mujer a radiación (dosis baja), que puede acumularse con el tiempo 

(ACS, 2017), por lo que se recomienda realizarse una mamografía anual a partir 

de los 40 años (Browne et al., 2014).  

Avances adicionales para la detección temprana de cáncer de mama son 

claramente necesarias, principalmente nuevas alternativas de diagnóstico a nivel 

molecular y genético (Euhus et al., 2007; Wong, 2010). Una de las técnicas que 

más atención ha recibido es la metilación del ADN. Como tal, la hipermetilación en 

promotores con islas CPG se ha convertido rápidamente en un biomarcador 

candidato para la evaluación del riesgo de cáncer de mama (Euhus et al., 2007; 

Wong, 2010). Esta técnica tiene la ventaja adicional de usar leche materna, que 

deriva del total de las glándulas mamarias, siendo así un muestreo general de la 

mama y que además, no es invasivo. Una ventaja adicional es que la leche puede 

usarse para estudios de contaminantes químicos que se encuentran en ella, así 

como los metabolitos resultantes de metabolismo de dichos compuestos o 

elementos que se han acumulado durante la vida de un donante. Sin embargo, 

aún se desconoce si estos elementos a las concentraciones encontradas en leche 

materna influyen en mecanismos epigenéticos, específicamente en los niveles de 
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metilación del ADN que conlleven al desarrollo de cáncer de mama. Este doble 

uso de la leche materna en los análisis moleculares y químicos lo convierten en 

una fuente atractiva para estudios epidemiológicos moleculares. En el presente 

trabajo, se evalúa la contaminación química en leche en relación a nivel 

epigenético, ya sea a nivel global o en la metilación del gen de estudio (BRCA1), 

así como sobre la apoptosis; las tres técnicas podrían utilizarse como marcadores 

predictivos en primera instancia de un estado patológico.  
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4. HIPÓTESIS 

Si existe una asociación directa entre los niveles de mercurio, cadmio, 

plomo y arsénico en la leche y la metilación del ADN en células presentes en leche 

materna, entonces, se espera a nivel global que las muestras con las 

concentraciones más elevadas en dichos elementos tóxicos para el humano 

presenten niveles bajos de metilación (hipometilación). Por otro lado, a nivel del 

gen BRCA1 (Breast Cancer 1) se espera encontrar metilada la región promotora 

del gen, en muestras con un nivel de concentración 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 metilación del ADN global y en 

el promotor del gen BRCA1 (Breast Cancer 1). 

 

5.2 Objetivos particulares 

 

1. Establecer una base de datos con la información de los niveles de Hg, Cd, 

Pb y As de apoptosis celular y variables de importancia clínica en leche 

materna. 

2. Cuantificar metilación global del ADN en leche de madres sudcalifornianas 

y analizar su relación con la concentración de Hg, Cd, Pb y As, y apoptosis 

celular.  

3. Evaluar el patrón de metilación en la región promotora del gen BRCA1 y 

analizar su relación con la concentración de Hg, Cd, Pb y As, y apoptosis 

celular.   
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1. Recolección de muestras  

Se realizó un estudio en mujeres lactantes en periodo de puerperio, que 

consistió en la toma de 113 muestras de leche materna del B. Hospital General 

con Especialidades “Juan María 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 días 

posparto, cuando las madres acudían al tamiz neonatal y la recolección fue de 

manera manual y privada por las donadoras, solicitando un volumen mínimo de 30 

mL. Las muestras se trasladaron en tubos de vidrio esterilizados al CIBNOR S.C. 

en frio, donde posteriormente se dividió el volumen total de la muestra en alícuotas 

para diferentes análisis posteriores. Las muestras para cuantificación de metales y 

metilación del ADN se almacenaron a -80°C hasta su análisis.  

 

6.2 Análisis de Hg, Cd, Pb y As 

Se cuantificó la concentración de Hg, Cd, Pb y As, mediante 

espectrometría de absorción atómica (Figueiredo, 2010). Aproximadamente 10 gr 

(≈ 10 mL) de leche entera, fueron pesados y transferidos a vasos de teflón; donde 

fueron digeridos con 2 mL de H2O2 y 6 mL de HNO3 (grado analítico; Mallinckrodt 

J.T. Baker, USA) en un horno de microondas (Mars 5X, CEM; Matthews, USA). El 

producto de la digestión fue aforado a 50 mL con agua desionizada y 

posteriormente filtrado. Las concentraciones de Cd y Pb fueron cuantificadas 

utilizando espectrofotometría de absorción atómica con aire gas/acetileno. Las 

concentraciones de Hg y As fueron cuantificadas utilizando un sistema de hidruros 

(HG 3000, GBC, Australia) acoplado a un espectrofotómetro de absorción atómica 

(XplorAA, GBC, Braeside Australia) utilizando gas argón. Se utilizó la técnica de 

vapor frío para la cuantificación de Hg, y la generación de hidruros para la 
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determinación de la concentración de As. Los análisis de realizaron por duplicado, 

utilizando los estándares SRM1954 para Hg, Cd y Pb (High Purity Standards ICP-

SS; 1954 Contaminants in Human Milk Fortified NIST) y GBW10017 para As. Los 

límites de detección fueron 0.02 µg L-1 para As, 0.05 µg L-1 para Hg, 0.046 µg L-1 

para Cd y 0.055 µg L-1 para Pb. Se obtuvo un porcentaje de recuperación ≥ 90%. 

Una vez realizado el análisis de Hg, Cd, Pb y As, se realizó una base de datos de 

las concentraciones de todas las pacientes. Se tomó en cuenta el valor permisible 

de la NOM-127-SSA1-1994 sobre límites permisibles en agua para consumo para 

la realización del filtro exploratorio.   

 

6.3 Análisis de apoptosis  

Se utilizó el kit de detección In Situ Cell Death Detection Kit (Roche) para 

demostrar la cadena fragmentada de ADN en las células apoptóticas, mediante el 

etiquetado de las fracciones de ADN con marcador fluorescente de la terminal 

transferasa nucleótidos 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 líquida para la 

determinación de apoptosis. Se utilizó el kit de detección In Situ Cell Death 

Detection Kit, Fluorescein (Roche) para marcar específicamente la cadena 

fragmentada de ADN generada durante la apoptosis. Posteriormente, se 

analizaron las muestras en microscopio de fluorescencia verde con filtro de rango 

de excitación entre 450-500 nm y detección a 515-565 nm (60X) y se visualizaron 

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

 

6.4. Metilación de ADN 

6.4.1 Extracción de ADN  

La extracción 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 partió de un 

volumen de 1mL de leche, la muestra se incubó 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 añadió 6 µL de Proteinasa K y se incubaron a 56°C, 2 

horas adicionales el día siguiente. Se dividió la muestra en dos alícuotas de 622 

µL cada una. Se añadió 1 volumen de Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico 

(25:24:1), se mezcló y centrifugó a 15,000 g por 10 minutos. Se recuperó la fase 

acuosa en un tubo nuevo. Se añadió 1 volumen de Cloroformo: Alcohol Isoamilico 

(24:1) a cada tubo, se mezcló y centrifugó a 15,000 g por 10 minutos. Se transfirió 

la fase acuosa a un tubo nuevo. Se añadió una décima parte del volumen 

recuperado de muestra, de NaAC 3M pH: 5.0 y 2.5 volúmenes de etanol absoluto. 

Se mezcló y precipitó a -30°C toda una noche. Se centrifugó 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 realizó el lavado dos veces. Se retiró el etanol y se dejaron 

secar los pellets. Se resuspendieron en 100 µL de H20 MQ estéril. Al finalizar se 

obtuvo un volumen de 200 µL de ADN en solución por muestra. Posteriormente se 

realizó la cuantificación del ADN mediante absorbancia en Nanodrop 200 y Qubit 

dsDNA HS Assay kit DNA Quantification, según el protocolo del kit.  

 

6.4.2 Digestión del ADN 

Se llevó a cabo la desnaturalización del ADN mediante choque térmico, a 

continuación se agregó 5 µL de acetato de amonio 0.1 M pH 5.3 y se incubó con 1 

U de nucleasa Pi a 45°C durante 1 hora. Posteriormente se adicionó 4 µL de Tris-

HCl 1M pH 7.4 y 2 µL de fosfatasa alcalina y se incubó durante 1 hora a 37°C.  

 

6.4.3 Cuantificación de la metilación global del ADN 

Se llevó a cabo la cuantificación de la metilación global mediante el 

protocolo del kit “DNA Methylation EIA kit” el cual está basado en inmunoensayos 
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enzimáticos 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 específico para 5-

metil-2’-deoxycytidina, y la intensidad de color del producto de la reacción 

enzimática entre el sustrato de la acetilcolinesterasa, es medido 

espectrofotométricamente, por lo tanto:  

Absorbancia ∝ [indicador ligado al anticuerpo] ∝ 1/ [5-metil-2’-deoxycytidina] (1) 

Se realizó una curva estándar, que consistió en diluciones seriadas de un 

estándar de concentración conocida [1.5µg/mL], para lo cual se tomó un volumen 

de 100 µL y se diluyó en 900 µL de H2O ultra pura, partiendo de éste, se 

realizaron diluciones seriadas tomando 500 µL del estándar anterior diluyendo con 

500 µL de EIA Buffer, teniendo un total de 8 estándares de concentración 

conocida. En la microplaca de 96 pozos, se realizó el diseño del ensayo, 

posteriormente se realizó la adición de los reactivos (EIA Buffer, 5-metil-2’-

deoxycytidina EIA estándar, 5-metil-2’-deoxycytidina indicador y 5-metil-2’-

deoxycytidina anticuerpo monoclonal y las muestras) de acuerdo al protocolo 

establecido del kit. Se incubó la placa a 4°C durante 18 horas. Después de la 

incubación, se vaciaron los pozos y se realizó el lavado con Wash Buffer 5 veces. 

Se agregaron 200 µL del reactivo de Ellman’s (sustrato) y 5 µL de indicador al 

pozo de actividad total. Se incubó la placa durante 2 horas en agitación constante. 

Se llevó 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 cálculos correspondientes a la preparación de datos, graficar curva 

estándar y determinar la concentración de la muestra. 

El análisis de metilación global se realizó mediante un kit  basado en un 

ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) directo, que permite la 

detección de reacciones antígeno-anticuerpo gracias a la reacción 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 incubación. Los cálculos se realizaron en un 

programa de hoja de cálculo (Cayman Chemical Excel Worbook EiA Triple). Se 

realizó una curva de calibración con la concentración de los estándares. Los datos 

se ajustaron a una regresión logarítmica con la ecuación general  

𝑦 = 𝑚 ln 𝑥 + 𝑏                              (2) 

Las concentraciones arrojadas por la hoja de cálculo (ng mL-1) de ADN metilado 

en cada muestra, se calcularon con base en % del ADN total ingresado en el kit, 

correspondiente a 2000 (ng mL-1) 

 

Figura 5. Curva estándar del análisis. Gráfica para la determinación de la 
concentración de las muestras.  
 

6.4.4 Modificación con bisulfito 

Se llevó a cabo la modificación con bisulfito de las muestras de ADN 

extraído mediante el protocolo del  EZ-DNA Methylation-Gold Kit (Zymo Research, 
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Orange, CA). Partiendo de 20 µL de ADN se añadieron 130 µL de reactivo de 

conversión CT; se llevó a cabo la desnaturalización mediante temperatura en 

termociclador (98ºC 10 minutos, 64ºC 2.5 horas). Posteriormente se añadieron 

600 µL de M-Binding Buffer y se cargó la muestra en la columna (Zymo-SpinTM IC 

Column). Se centrifugó a 10, 000 x g, 1 minuto. Se llevó a cabo la desulfunación, 

añadiendo 200 µl de M-Desulphonation Buffer a la columna e incubando 20 

minutos a temperatura ambiente. Posterior a la incubación se centrifugó 1 minuto 

a 10, 000 x g. Se realizaron dos lavados a la columna añadiendo 200 µL de M-

Wash Buffer y se centrifugó 1 minuto a 10, 000 x g. Se realizó la elución de la 

columna añadiendo 10 µL de M-Elution Buffer y centrifugando 30 segundos a 

máxima velocidad.  

 

6.4.5 MSP (Methyl Specific PCR) 

Se determinó el estado de metilación de la región promotora del gen 

BRCA1 (Breast Cancer 1), por el método de PCR metil especifica según el método 

descrito por House et al. (2003) como una PCR anidada para incrementar la 

sensibilidad de la reacción. Oligonucleótidos seleccionados para examinar el nivel 

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

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

Región externa Forward 5’-3’ GAG AGG TTG TTG TTT AGY GGT AGT TTT 143 pb 
Región externa Reverse 5’-3’ TCT AAA AAA CCC CAC AAC CTA TCC 

Región interna Metilada Forward  
5’-3’ 

TCG TGG TAA CGG AAA AGC GC  
75 pb 

Región interna Metilada Reverse 5’-
3’ 

AAATCTCAACGAACTCACGCCG 

Región interna No metilada 
Forward 5’-3’ 

TTG GTT TTT GTG GTA ATG GAA AAG TGT  
86 pb 

Región interna No metilada 
Reverse 5’-3’ 

CAA AAA ATC TCA ACA AAC TCA CAC CA 

 
 



32 
 

La primera reacción en cadena de la polimerasa flanquea la región 

promotora del gen rica en CpG, sin discriminar entre nucleótidos metilados o no 

después de la modificación con bisulfito. El producto de la primer PCR se diluyó 

1:1000 y fue templado para la segunda reacción de MSP esta vez usando 

oligonucleótidos específicos para nucleótidos metilados y no metilados. La 

reacción de la primer PCR fue bajo las siguientes condiciones: 25 µL de volumen 

final, utilizando 1 µL del ADN modificado con bisulfito como templado, un mix de 

reacción con PCR buffer 1X, primers 200 nM y 0.2 unidades de HotStar Taq 

Polymerase (Qiagen, Valencia CA) bajo las siguientes condiciones: 

desnaturalización a 95ºC durante 15 min, 40 ciclos (95ºC x 30 s, 56ºC x 30s, 72ºC 

30 seg) y una elongación a 72ºC durante 5 minutos. La segunda reacción de PCR 

se realizó bajo las mismas condiciones de reacción, solo modificando la 

temperatura de alineación de los oligonucleotidos ahora usados y una reducción 

en el número de ciclos, ahora de 25. Posteriormente el amplicon se visualizó en 

geles de poliacrilamida al 6% y se mandaron secuenciar los productos de PCR 

para realizar un análisis cuantitativo de la metilación en la región promotora.  

 

6.4.6 Análisis de secuencias  

Los resultados de la secuenciación se analizaron en el software Chromas 

(v 2.6.4) para la limpieza y posterior análisis de las mismas en el software MEGA 

(v. 6.0.6).  

 

 

6.5 Análisis estadísticos 

Se usó del software Statistica 8.0 para evaluar las concentraciones de Hg, 

Cd, Pb, As en leche, el porcentaje de metilación global del ADN, la apoptosis, 

edad y número de embarazos con respecto a categorías establecidas, como 

“número de embarazos”, “número de abortos”, “hábito tabáquico” y “metilación en 

el promotor del gen BRCA1” y establecer la existencia de diferencias 
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estadísticamente significativas entre los grupos, para lo cual se realizó un análisis 

de modelo lineal generalizado (GLM). Todos los análisis estadísticos se realizaron 

a un nivel de significancia de p < 0.05. 

Los análisis de correlaciones fueron llevados a cabo en el software R y el 

paquete R studio (versión 1.0.136 – © 2009-2016 RStudio, Inc.), comparando la 

concentración de Hg, Cd, Pb, As en leche y el porcentaje de metilación global del 

ADN y la apoptosis.  

Se realizó un análisis de componentes principales (ACP) usando el 

software Statistica 8.0 para establecer posibles asociaciones entre la 

concentración de Hg, Cd, Pb, As en leche y el porcentaje de metilación global del 

ADN y la apoptosis.  
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7. RESULTADOS 

7.1. Base de datos de donantes 

Se realizó una base de datos con base al cuestionario aplicado a las 

participantes (Anexo B), a partir del cual se extrajeron variables clínicas de interés 

para buscar posteriormente asociaciones usando análisis estadísticos. Los 

factores clínicos de las mujeres donantes que se tomaron en cuenta para esta 

investigación fueron los siguientes: número de embarazos, edad, número de 

abortos y el hábito tabáquico (incluyendo fumadoras activas y pasivas). La tabla VI 

proporciona datos estadísticos que describen la población de mujeres donantes.  

 

Tabla VI. Estadística descriptiva de la población de estudio. n = 79 mujeres 
sudcalifornianas. 

Embarazos 
(1 – 7) 

Edad 
(16 – 39) 

Abortos 
(0 – 2) 

Fumador 
(Si/No) 

33%  
Primigesta 

45.5%  
16 - 21 años 

90.0%  
0 

67%  
No 

30%  
Bigesta=2 

29.2%  
22 - 27 años 

8.8% 
1 

33%  
Si 

19%  
Trigesta=3 

16.5%  
28 - 33 años 

1.2%  
2 

 

18%  
Multigesta ≥4 

8.8%  
34 - 39 años 

  
 

 

 

La mayor parte de las donadoras eran primigestas (33%) o bigestas 

(30%). Respecto a la edad, el 74.7% estaban entre 16 a 27 años. Por otro lado, el 

90% no había sufrido ningún aborto y en cuanto al hábito de fumar, el 67% 

respondió no ser fumadora. 
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7.2 Concentración de metales traza en leche materna 

En la tabla VII se observan los valores de concentración de Hg, Cd, Pb y 

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

 
Tabla VII. Concentración (µg L-1) de elementos traza seleccionados en leche materna de mujeres 
sudcalifornianas (n = 79).  
 Promedio + Error 

estándar 
Intervalo 

Min – Max 
Mediana Límite de  

detección (LOD)* 
% Muestras con  

Niveles no 
detectables  

Hg 3.29 ± 0.794 0.005 – 57.04 1.024 0.005 40.5 

Cd 0.046 ± 0.005 0.003 – 0.228 0.043 0.003 25.3 

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 detección (Limit of detection, por sus siglas en ingles) 

 

 

Figura 6. Distribución de la concentración de mercurio (Hg) en leche materna de 
madres sudcalifornianas (n = 79). Línea de tendencia marca el valor de referencia 
para el tamiz. 
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Figura 7. Distribución de la concentración de cadmio (Cd) en leche materna de 
madres sudcalifornianas (n = 79). Ninguna muestra sobrepaso los valores de 
referencia.  
 

 

Figura 8. Distribución de la concentración de plomo (Pb) en leche materna de 
madres sudcalifornianas (n = 79). Ninguna muestra sobrepaso los valores de 
referencia.  
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Figura 9. Distribución de la concentración de arsénico (As) en leche materna de 
madres sudcalifornianas (n = 79). Línea de tendencia marca el valor de referencia 
para el tamiz. 
 

7.3 Cuantificación de células apoptóticas 

La cuantificación de células apoptóticas usando la técnica de TUNEL se 

muestra en la figura 10, mientras que el conteo de células somáticas en contraste 

de fases se muestra en la figura 11. El promedio de células epiteliales fue de 

29,125 células mL-1 de leche, mientras que el promedio de células apoptóticas fue 

de 468.4 células mL-1 de leche. Se muestra la distribución de frecuencias del 

conteo de número de células epiteliales y apoptóticas en cada donante en las 

figuras 12 y 13. El porcentaje de apoptosis se llevó a cabo el cálculo con base en 

el número total de células y la relación con células apoptóticas, 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. Distribución de frecuencias del número de células apoptóticas en leche 
de madres sudcalifornianas. n = 79.  
 

 

Figura 13. Distribución de frecuencias del número de células totales en leche de 
madres sudcalifornianas. n = 79. 
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7.4 Metilación global del ADN 

En la figura 14 se observa el porcentaje de metilación global calculado con 

base en los resultados arrojados del ensayo, respecto a las 79 mujeres 

sudcalifornianas. El valor promedio de porcentaje metilación global fue de 2.67 ± 

0.76%.  

 

 

Figura 14. Distribución de frecuencias del porcentaje de metilación global en 
células de leche materna. n = 79.  
 

7.5. Análisis de metilación en la región promotora del gen BRCA1.  

Se evaluó el estado de metilación de la región promotora del gen BRCA1 

en ADN aislado de 90 muestras modificadas con bisulfito, sin embargo se trabajó 

con las 79 muestras correspondientes a calostro. El 46.8% de las muestras, 

amplificaron para la región 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 región promotora metilada (n = 3). Y en la figura 16 se 

observa el alineamiento de las secuencias positivas para la región 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 metilación en 
la región promotora del gen BRCA1  Tamaño del producto de PCR 75 pb. 
 

Figura 16. Alineamiento de las secuencias obtenidas mediante MSP. 
 

7.6 Comportamiento de variables analizadas respecto al número de 

embarazos. 

Se realizó un análisis de GLM para evaluar el efecto de la variable 

independiente “número de embarazos” sobre las variables dependientes como 

concentración de los elementos traza (Hg, Cd, Pb y As), porcentaje de metilación 

global, apoptosis y edad. No se observaron diferencias estadísticamente 
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significativas respecto a alguna otra variable analizada y el número de embarazos 

(Figs. 17 y 18).Se observaron diferencias estadísticamente significativas respecto 

a la edad (años) de las donantes y el tercer y cuarto (o más) embarazos (Fig. 18b).  

 

 

Figura 17. Comportamiento de la concentración de metales: a) mercurio, b) 
cadmio, c) plomo y d) arsénico respecto al número de embarazos (1, 2, 3, o más 
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 (años), c) porcentaje de metilación global respecto al número de 
embarazos (1, 2, 3, o más de 4) en las mujeres donantes.  
 

7.7 Comportamiento de variables analizadas respecto al número de abortos. 

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

el comportamiento de las variables dependientes como concentración de los 

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

edad, no hubo diferencias estadísticamente significativas en ninguna variable 

analizada (Figs. 19 y 20).  
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Figura 19. Comportamiento de la concentración de: metales a) mercurio, b) 
cadmio, c) plomo y d) arsénico respecto al número 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 metilación global respecto al número de abortos en las 
mujeres donantes. No se observaron diferencias significativas.  
 

7.8 Efecto de hábito tabáquico sobre variables analizadas. 

Se llevó a cabo un análisis GLM para evaluar el efecto de la variable 

independiente “Hábito tabáquico” sobre la concentración de los elementos traza 

(Hg, Cd, Pb y As), el porcentaje de metilación global, abortos, apoptosis, edad y 

embarazos. No se observaron diferencias estadísticamente significativas respecto 

a las variables analizadas y el hábito tabáquico (Figs. 21 y. 22). Sin embargo, el 

hábito tabáquico mostró respecto al porcentaje de metilación global, un valor 

cercano al límite de (p = 0.057), mostrando que las madres lactantes fumadoras 
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presentan un porcentaje de metilación menor a las madres que no presentan el 

hábito fumador. 

 

 

Figura 21. Efecto del hábito tabáquico sobre concentración de: metales a) 
mercurio, b) cadmio, c) plomo d) arsénico. No se observaron diferencias 
significativas.  
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Figura 22. Efecto del hábito tabáquico sobre: a) aborto, b) porcentaje de 
apoptosis, c) edad de las donantes (años), d) embarazos. No se observaron 
diferencias significativas.  
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Figura 23. Efecto del hábito tabáquico sobre porcentaje de metilación global (p = 
0.057).  
 

7.9. Efecto de metilación del gen BRCA1 sobre variables analizadas. 

Posteriormente se llevó a cabo un análisis GLM para observar el efecto 

entre la “metilación del gen BRCA1”, versus la concentración de los elementos 

traza (Hg, Cd, Pb y As), el porcentaje de metilación global, abortos, apoptosis, 

edad y embarazos. Se observaron diferencias estadísticamente significativas para 

la concentración 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 estadísticamente significativas con la metilación del gen 

BRCA1 (Figs. 24 – 26).  
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Figura 24. Efecto de la metilación del gen BRCA1 sobre concentración de 
metales. a) mercurio, b) cadmio, c) plomo d) arsénico.  
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Figura 25. Efecto de la metilación del gen BRCA1 sobre: a) abortos, b) porcentaje 
de apoptosis, c) edad de las donantes (años) d) embarazos. 
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Figura 26. Efecto de la metilación del gen BRCA1 respecto al porcentaje de 
metilación global. 
 

7.10 Análisis de correlación entre variables analizadas  

En la tabla VIII (Figs. 27 – 29) se observa el índice de correlación y los 

valores significativos a un nivel de p < 0.05. En cuanto a los metales, el Hg mostró 

correlación negativa significativa pero muy baja con Cd (r = -0.218), el As una 

correlación negativa con el Pb (r  = -0.300) y Cd presentó una correlación positiva 

pero baja con el Pb (r = 0.234). No se obtuvieron correlaciones con el porcentaje 

de metilación, número de células somáticas, 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 análisis de 

componentes principales (ver más adelante).  
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Tabla VIII. Matriz de correlación (Spearman). 

 

H
g 

A
s 

C
d 

P
b 

A
poptosis 

C
élulas 

som
áticas 

E
dad 

M
etilación 

global 

Hg 1.00 -0.051 -0.218* -0.003 -0.016 0.016 -0.055 0.027 

As  1.000 0.079 -0.300* -0.057 0.057 -0.094 0.074 

Cd   1.000 0.234* -0.181 -0.131 0.131 -0.048 

Pb    1.000 0.139 -0.139 -0.012 0.019 

Apoptosis     1.000 -1.000 -0.010 -0.078 

Cel. somáticas      1.000 0.010 0.078 

Edad       1.000 0.079 

Metilación global        1.000 

*Coeficientes de correlación significativos a p <  0.05 

 

 

Figura 27. Relación entre el porcentaje de metilación global y el porcentaje de 
apoptosis. Área sombreada representa el 95% de intervalo de confianza.  
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Figura 28. Relación entre el porcentaje de metilación global y la edad de las 
donantes. Área sombreada representa el 95% de intervalo de confianza.  
  
 

 
Figura 29. Relación entre el porcentaje de apoptosis y la edad de las donantes. 
Área sombreada representa el 95% de intervalo de confianza.  
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7.11 Análisis de Componentes Principales 

El análisis de componentes principales (ACP) reveló diversos patrones de 

asociación entre las anteriores variables. En la Tabla IX podemos observar los 

componentes principales (CP) con su eigenvalor, así 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 requirió 

la varianza acumulada de 5 factores para explicar el 77% de la variación. Las 

variables que presentaron una asociación mayor de 0.6 se encuentra marcadas en 

negritas. En el CP1, el Cd es el único valor mayor de 0.6. En el CP2 el Hg y el 

aborto están asociados de forma positiva. En el CP3, solo la edad salió mayor a 

0.6, con el As en el límite (0.57) asociado de forma negativa. En la CP4 el As salió 

negativamente asociado a la metilación global. En el CP5 quedo la apoptosis con 

un valor de -0.797.  

 

Tabla IX. Componentes principales de las variables de los análisis en leche materna y variables 
clínicas de las mujeres sudcalifornianas 
 CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 

Eigenvalor 1.653 1.475 1.100 1.023 0.935 0.781 0.587 0.443 

% Varianza 20.667 18.441 13.755 12.789 11.695 9.764 7.342 5.543 

%Var. Acumulada 20.67 39.11 52.87 65.65 77.35 87.11 94.46 100.00 

Hg 0.575 0.626 0.209 -0.119 0.066 -0.028 -0.114 -0.447 

As -0.050 -0.136 0.568 0.674 -0.285 0.324 -0.104 -0.056 

Cd -0.679 0.434 0.051 0.033 0.059 0.157 0.543 -0.151 

Pb -0.581 0.426 0.097 -0.298 0.174 0.379 -0.440 0.115 

Metilación global 0.295 -0.313 0.261 -0.623 -0.397 0.406 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 -0.316 -0.116 0.004 

Edad 0.224 0.066 -0.787 0.238 -0.146 0.486 -0.020 -0.094 
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Para tener una visualización de las asociaciones, los resultados del ACP 

se graficaron en un gráfico de coordenadas (Fig. 30). El CP1 en el eje x y el CP2 

en el eje y. Se aprecia una asociación entre los metales Cd y Pb, junto con el 

número de células en apoptosis. La metilación global se asocia a estos factores 

pero de forma negativa. Por otro lado, hay una asociación entre el Hg y el número 

de abortos. 

 

 

Figura 30. Gráfico de coordenadas de las variables utilizadas en el análisis de 
componentes principales CP1 y CP2.  
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8. DISCUSIÓN  

8.1. Apoptosis y metilación en leche materna 

La técnica de apoptosis como se aplicó en la presente tesis no ha sido 

usada para leche anteriormente, por lo que se discutirá por separado. En el 

análisis histológico acerca del número de células somáticas se obtuvo un 

promedio del conteo de la población celular total de 29,125 células mL-1. 

Comparado con los resultados obtenidos por Wong et al. (2010), donde se reporta 

un conteo de 203,394 células mL-1 (intervalo: 3,917 – 2,102,857 células mL-1), 

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 días 30-820 de 

lactancia, en comparación con nuestro estudio, donde la leche obtenida 

corresponde a “calostro” (día 5 posparto). La diferencia podría deberse a dicho 

estadio de la composición celular de la leche, así como diferencias durante el 

conteo debido a la metodología empleada (conteos en hematocitómetro).  

En relación a la frecuencia de células apoptóticas respecto al conteo de 

células totales, en el estudio de López 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 1µM 

de Cd. Estos valores fueron cuantificados mediante citometría de flujo con anexina 

V, que a diferencia de la técnica TUNEL usada en esta tesis, ésta diferencia 

células vivas, necróticas y apoptóticas, mientras que TUNEL es una detección no 

especifica, por lo cual están reportados los falsos positivos (Ribble et al., 2005). En 

Wong et al. (2010), reportan porcentaje de apoptosis en células epiteliales de la 

glándula mamaria, mediante la misma técnica de anexina V y ioduro de propidium, 

en fracción 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 está directamente 
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relacionado con el conteo principal de células somáticas, que al ser bajo de igual 

manera respecto a valores reportados en otros estudios, arroja por lo tanto conteo 

de células apoptóticas bajo.   

 En sí, la proporción de células en apoptosis mostró correlación 

estadísticamente significativa con el número de células somáticas presentes en 

leche (r = -1.0), es decir, entre mayor número de células somáticas, menor número 

de células en apoptosis presentes. La apoptosis no mostró correlaciones 

estadísticamente significativas en el análisis con alguna variable evaluada (Tabla 

VIII), ni diferencias entre el hábito tabáquico (Fig. 22b). Respecto al número de 

embarazos, el porcentaje de apoptosis mostró una disminución no significativa 

conforme mayor número de embarazos (Fig. 18a), indicando una menor capacidad 

de muerte programada a mayores embarazos. Esto podría deberse a que mayor 

número 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 observó efecto de apoptosis con metilación global 

(Fig. 27). Sin embargo sí se observó diferencia de la apoptosis respecto a la 

categoría metilación en el gen BRCA1 (Fig. 25b), mostrando mayor porcentaje de 

apoptosis en las muestras que amplificaron positivas para metilación. Al respecto, 

también el Pb mostró un efecto significativo en relación a la metilación BRCA1, 

asimismo, en el PCA (Fig. 30) lo cual podría indicar que la apoptosis se encuentra 

asociada a algún 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 metilación 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 genómico de medula espinal de sujetos sanos establecidos como control, de 

2.56 ± 0.18%. Por el contrario, el valor reportado en ADN genómico de sangre en 

ese mismo estudio fue de 0.40%. Ambos resultados se obtuvieron con base en 
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análisis colorimétricos por ELISA, como los resultados obtenidos en esta 

investigación. En Téllez Plaza et al. (2014) se reportan valores de 5meC global de 

0.32% obtenido de población leucocitaria y 0.32% de todo el plasma sanguíneo 

mediante análisis basado en un ensayo ELISA en una población moderadamente 

expuesta a Cd, Sb (antimonio), W (tugsteno) y As. Se infiere, que la diferencia en 

el porcentaje relativo de metilación global del ADN se deba a la distinta 

composición celular de donde se obtiene el material genético, cada una con 

perfiles de metilación del ADN diferente.  

La metilación global no mostró correlaciones estadísticamente 

significativas con alguna de las variables continuas evaluadas (concentración de 

metales, edad, apoptosis y células somáticas), como se observa en la tabla VIII, 

sin embargo al evaluar diferencias entre grupos categóricos presentes en el 

estudio con el GLM, como lo es el hábito tabáquico, se observó un valor de p = 

0.057 cercano a la significancia estadística mostrando valores menores para la 

leche de las madres lactantes fumadoras respecto a las no fumadores (Fig. 23), 

con lo cual podría decirse que las mujeres fumadoras presentan un estado de 

hipometilación global respecto a las mujeres no fumadoras. Se puede atribuir al 

hecho de que una persona fumadora está expuesta a una cantidad considerable 

de agentes tóxicos que componen un cigarrillo y los mecanismos de 

detoxificación, o el propio metabolismo de los elementos traza tóxicos, 

comprometen al organismo y el estatus de metilación 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 metilación 

al tener como donador de grupos metilos necesarios a la S-adenosilmetionina 

(SAM) para su metabolismo, lo cual puede verse reflejado con una disminución en 

el nivel de metilación global en el organismo. Aquí, se observaron valores más 

altos de As para las mujeres fumadores, pero dicho efecto no alcanzo a ser 

estadísticamente significativo (Fig. 21d). Asimismo, la metilación global se 

distribuye en el eje negativo junto con el As en relación a la CP2 (Fig. 30) y esta 
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negativamente asociada con Cd, Pb y apoptosis. En cuanto a la variable 

metilación del gen BRCA1, la metilación global no mostro diferencias 

estadísticamente significativas; y respecto al número de embarazos se observa un 

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

Para el análisis de metilación a nivel de gen especifico, el ADN genómico 

previamente aislado de la población celular total presente en la leche materna se 

sometió a la modificación con bisulfito, reacción que consiste en la conversión de 

las citosinas no metiladas a uracilos, mientras que las citosinas metiladas son 

incapaces de someterse a la reacción y permanecen como citosinas (Clark et al., 

1994). Para discriminar entre citosinas metiladas, se recomienda el uso de 

oligonucleótidos específicos para ambas situaciones (Herman et al., 1996), como 

se realizó en esta investigación, ya que aunado a lo anterior permite tener un 

control interno sobre la amplificación.  

También se realizó una anidación en la PCR para aumentar la 

especificidad a la hora de diferenciar entre secuencias metiladas y no metiladas, 

así como para detectar la hipermetilación alélica en las secuencias apuntadas y 

facilitar el examen de los loci múltiples del gen (House et al., 2003). La 

visualización de los productos de PCR en gel de poliacrilamida o agarosa es una 

forma cualitativa de obtener resultados sobre muestras con la región promotora 

metilada; sin embargo, si se quiere abordar cuantitativamente, se requiere un 

análisis de secuenciación, lo cual se realizó por secuenciación Sanger de los 

productos obtenidos mediante PCR metil especifica (MSP). Se obtuvieron 

muestras que amplificaron la región promotora metilada (positivas para 

metilación), como se muestra en la Fig. 15, donde se observa una banda del 

tamaño esperado (75 pb). Así mismo, hubo un número de muestras significativas 

que no mostró amplificación alguna, lo cual pudo deberse a una falla en la técnica 

de amplificación o a la naturaleza del material genético usado como templado, 

sobre todo en cuanto a concentración del ADN e integridad. La estrategia 

cuantitativa fue secuenciación 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 análisis clonal, ya que éste destaca el grado de 

heterogeneidad de la metilación que a menudo se presenta en las muestras 

clínicas. Respecto a los resultados de la secuenciación, una vez obtenidas dichas 

secuencias y analizadas para su limpieza y alineamiento correspondiente y 

respecto a la estrategia aplicada, el tamaño de pares de bases (pb) se observó 

afectado, obteniendo secuencias menores al tamaño de interés (75pb) y una 

muestra positiva para metilación no arrojo resultados en el análisis; sin embargo 

se realizó la comparación con la secuencia de referencia, las dos secuencias 

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

En cuanto a diferencias entre el grupo que presentó la región promotora 

del gen BRCA1 metilada, respecto a las donantes que lo presentaron no metilado, 

se encontraron diferencias estadísticamente significativas con la concentración de 

Pb, mostrando que las mujeres con el promotor del gen metilado, presentaron 

mayores niveles de Pb (Fig. 24c). También resultaron significativos 

estadísticamente el porcentaje de apoptosis y la edad (Fig. 25), siendo las mujeres 

positivas a metilación en el gen, las que presentan un porcentaje mayor de 

apoptosis. Respecto a la edad, las mujeres positivas a metilación en el gen, 

presentaron una edad menor respecto a las que negativas para metilación. El 

número de embarazos no alcanzo significancia, pero muestra la misma tendencia 

que la edad. En otros estudios se ha reportado que los niveles de Pb en huesos 

disminuyen con cada embarazo, proporcionando así una forma de destoxificación 

de la madre de este elemento (Gulson, 1998). Si este es el caso, un incremento en 

la apoptosis en leche estaría indicando un incremento por tóxicos en la leche, más 

que un efecto positivo asociado a menor número de tumoraciones, como se 

discutía antes. Respecto a las otras variables analizadas no mostraron efecto 

respecto a esta categoría. Es posible que el estado de metilación del gen se 

encuentre más estrechamente asociado a otros factores no considerados en esta 

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

Los análisis de metales traza en leche han sido reportados con 

anterioridad y la técnica validada en distintos tejidos. En el análisis 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 límites 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 concentración de dichos 

elementos traza en la leche cambia a lo largo de la lactancia, i.e. concentración 

Hg, Cd y Pb en la leche disminuye a través del tiempo (Rossipal y Krachler, 1998), 

es necesario tener precaución al comparar leche en distintas etapas de madurez; 

así, la leche “madura” presenta aproximadamente 11-20% menos de 

concentración de Cd y Hg que el calostro (Rossipal y Krachler, 1998), mientras 

que el Pb presenta una tasa de disminución mucho más lenta. Es importante 

hacer muestreos de leche en un periodo específico, para que sea comparable. En 

esta investigación se analizó calostro, para conocer la concentración de excreta 

inicial de los elementos traza seleccionados. 

 

8.3. Efecto del mercurio en leche sobre metilación y apoptosis  

Respecto a la concentración de Hg en leche en nuestro estudio, se puede 

observar (Tabla X) que el valor promedio fue de 3.29 ± 0.79 µg L-1, valor 

considerado alto en comparación con estudios como el de Jensen (1991), quien 

reporta un valor promedio < 1 µg L-1 y Abadin et al. (1997), quienes encontraron 

bajo condiciones normales (mujeres no significativamente expuestas a Hg) una 

concentración promedio de 1.4 a 1.7 µg L-1 y a su vez propone un valor de 
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referencia de 3.5 µg L-1. Sin embargo, en leches maternas analizadas 

provenientes de Minamata Japón, se encontraron niveles de Hg de 63 µg L-1 

(Jensen, 1991) y en Iraq debido a la intoxicación masiva por meHg que se produjo 

por consumo de pan contaminado, se alcanzaron niveles de mercurio en leche de 

200 µg L-1(Jensen, 1991).  

 

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

Concentración  

µg L
-1

 

Límites permisibles 

µg L
-1

 

Muestras 
sobrepasan el 

límite WHO 1989a 

 
Abadin 

et al. (1997) 
FAO/WHOb 

Consumo tolerable 
µg Kg-1 día 

Hg 3.29 ± 0.79 1.4 – 1.7 3.5  0.5  24.1% 

aWHO/IAEA estudio de colaboración, bFAO/WHO consumo tolerable provisional al día. Expert Committe on Food Additives. Valores 
reportados de concentración= promedio ± ES.  

 

En relación a valores de Hg en muestras individuales, el valor máximo 

obtenido en una muestra fue de 142.3 µg L-1, concentración considerada muy 

elevada respecto a valores promedio propuestos (Jensen, 1991; Caroli et al., 

1994; Abadin et al., 1997, Massart et al., 2008) y más similares a los valores de 

contaminación mencionados previamente en Iraq. Es relevante mencionar que 

esta muestra de leche, no corresponde al estadio de calostro, por lo que en los 

análisis estadísticos no fue considerada. En la revisión del cuestionario de la 

donante no se encontró un determinante específico que indicara la posible 

exposición a Hg para acumular dicha concentración encontrada en su leche; la 

mujer de 31 años se identificó como no fumadora, no presentó concentración 

elevada de algún otro elemento traza, su conteo de células somáticas y apoptosis 

se encuentra dentro del promedio (16,560 cel mL-1 y 0.006%, respectivamente) y 

en cuanto a la metilación, a nivel global su porcentaje se encuentra dentro del 

valor normal (1.12%) y no resultó positiva para la región promotora metilada en el 

gen BRCA1. Sin embargo, se observó que era la donante con el mayor número de 

abortos (n = 3). Un caso clínico reportado sobre una mujer intoxicada por Hg con 

concentraciones por encima de 200 µg L-1 en sangre y 400 µg L-1 orina, presentó 



63 
 

abortos espontáneos; cuando esta mujer logró un embarazo, la concentración 

reportada en leche fue de 281 µg L-1 (Pugach y Clarkson, 2009), un caso similar al 

que aquí se reporta. Según revisiones, todas las formas químicas del Hg 

administradas a los animales, a menudo en dosis muy altas (peso corporal de mg 

kg-1) durante e incluso antes de la gestación, resultaron en problemas 

reproductivos, tales como aborto espontáneo, mortinatos, malformaciones 

congénitas, infertilidad, alteraciones en el ciclo menstrual, inhibición de la 

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

Del resto de las muestras de leche, el 24.1% estuvo por encima de 3.5 µg L-

1 de Hg, valor tomado como referencia para realizar dicho tamiz (Tabla X). Debido 

al número de muestras que están por encima del límite de referencia se infiere que 

casi un cuarto de la población de mujeres sudcalifornianas se encuentran 

expuestas a un nivel significante de Hg. Sin embargo, en el 40.5% de las muestras 

no se detectó 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 orgánica, metilmercurio 

(MeHg), que es considerada la forma más tóxica. La exposición al Hg depende de 

la forma química en que se encuentre: orgánico, inorgánico y mercurio metálico. El 

tipo de Hg (orgánico o inorgánico) presente en la leche está relacionado con su 

contenido en sangre y más concretamente, en el plasma. El MeHg, la forma 

orgánica de este elemento, es la presentación más neurotóxica y esta reportado 

que representa el 50% del Hg total excretado en la leche (Gaxiola et al., 2013). 

Las formas inorgánicas del Hg son excretadas en la leche, pero sólo un pequeño 

porcentaje (aproximadamente 7%) es absorbido por el infante y rara vez penetra 

las barreras encefálicas, dado que esta presentación química no es lipofílica 

(Gaxiola et al., 2013). Se ha calculado que la cantidad de sustancias tóxicas 

liposolubles que puede llegar a transferirse durante la lactancia materna exclusiva 

(LME = 6 meses) equivale a 20% o más de la carga corporal total de la madre 
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(Díaz et al., 2013). Así, en el caso de MeHg en Iraq, previamente mencionado, en 

comparación con los niveles de Hg total en el presente estudio, podemos inferir 

que en su mayoría, no es mercurio orgánico el que se cuantificó, ya que este es 

lipofílico y no soluble debido a las características que presenta el calostro. El 

MeHg no tiene el mismo efecto sobre la metilación en tejidos que el mercurio 

inorgánico, como se observa en la Tabla IV.  

Entre los estudios que han observado cambios en el patrón de metilación 

del ADN en genes específicos a causa del Hg, Hanna et al. (2012) encontraron en 

mujeres con niveles elevados de Hg en sangre (2.9 µg L-1), un incremento en la 

metilación (hipermetilación) de la región promotora del gen glutatión S-transferasa 

mu 1 (GSTM1), aunque no se encontró correlación estadísticamente significativa 

entre las observaciones y no se evaluaron niveles de expresión del gen. El posible 

mecanismo por el cual este metal induce la hipermetilación aún no ha sido 

resuelto. Sin embargo, dado que se ha documentado una asociación entre la 

exposición a Hg y una baja expresión o actividad bioquímica 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 señalización (Hanna et al., 2012).   

El Hg presentó correlación estadísticamente significativa pero baja con la 

concentración de Cd (r = - 0.218) aunque esto no necesariamente implica una 

relación causal o mecanismo fisiológico, sino que puede ser que tengan un origen 

de contaminación similar. En nuestro análisis la concentración de este elemento 

no mostro relación con la metilación del ADN a nivel global y no mostró diferencias 

significativas respecto a los grupos de hábito tabáquico y metilación en el promotor 

del gen BRCA1. El comportamiento de la concentración de dicho elemento 

respecto al número de embarazos, no mostró diferencias estadísticamente 

significativas, manteniéndose constante. En cuanto al comportamiento respecto al 

número de abortos, no se observaron diferencias estadísticamente significativas, a 

pesar de que la donante con mayor número de abortos presentara la mayor 



65 
 

concentración de Hg, esto se debe claramente al número de muestra 

representativo de este nivel.   

 

8.4. Efecto del cadmio en leche sobre metilación y apoptosis  

El Cd por su parte, presentó una concentración promedio de 0.046 ± 0.005 

µg L-1 con valores mínimos detectables de 0.003 µg L-1 y un máximo de 0.2280 µg 

L-1 (Tabla XI). El valor promedio que indica la WHO (1996) es de 0.1 µg L-1 (0.1–

3.8 µg L-1) y en otros estudios ha sido detectado a niveles de 0.28 µg L-1. Nuestros 

resultados concuerdan con concentraciones determinadas anteriormente en 

distintas investigaciones y son consideradas dentro de intervalos normales y con 

bajo nivel de excreción. Se han reportado niveles de Cd dos veces mayores (0.16 

µg L-1) en madres fumadoras de más de diez cigarrillos al día o madres fumadoras 

pasivas, que en las no fumadoras (0.07 µg L-1) (Radisch et al., 1987).  

Tabla XI. Concentración de Cd en leche materna de madres sudcalifornianas y 
comparación con referencias. n = 79. 
 
 
 

Concentración  

µg L
-1

 

Límites permisibles 

µg L
-1

 

Muestras 
sobrepasan el 

límite WHO 
1989a 

 

Abadin 
et al. (1997) 

FAO/WHOb 

Consumo tolerable 
µg Kg-1 día 

Cd 0.046 ± 0.005 < 1 5 1  0% 
a
WHO/IAEA estudio de colaboración, 

b
FAO/WHO consumo tolerable provisional al día. Expert Committe on 

Food Additives. Valores reportados de concentración= promedio ± ES.   

 

El Cd presento una disminución no significativa en relación al número 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 detoxificación de 

Cd con cada embarazo, lo cual concuerda con resultados previamente publicados 

(Rossipal y Krachler, 1998).  

Respecto a la asociación de Cd con la apoptosis, la información 

bibliográfica señala que una vez acumulado el Cd, es capaz de afectar los 

patrones de actividad transcripcional y señalización celular que pueden llevar a 
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respuestas de adaptación o sobrevivencia (Thijssen et al., 2007), proliferación 

celular (Liu et al., 2008) o puede culminar en la muerte celular vía apoptosis o 

necrosis (Zhang et al., 2010; Brama et al., 2012); sin embargo, en nuestro análisis 

el Cd no mostró correlación con este mecanismo, aunque sí una asociación 

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

Por otro lado, existe evidencia que sugiere que el Cd induce expresión 

aberrante en ciertos genes, que dan como resultado un incremento en la 

proliferación celular o un bloqueo de apoptosis, lo cual provee una explicación 

alternativa a la carcinogénesis inducida por Cd (Wang, 2012). Los niveles de 

metilación global del ADN son tiempo-dosis dependientes; es decir, a tiempos de 

exposición tempranos (24 horas - 1 semana), induce un estado de hipometilación, 

pero a un largo plazo de tiempo (> 5 semanas) cambia a un estado de 

hipermetilación (Takiguchi et al., 2003; Jiang et al., 2008; Huang et al., 2008). En 

cuanto a metilación en genes específicos, el Cd puede inhibir o aumentar los 

niveles de metilación del ADN en oncogenes, según los tiempos de exposición. 

Aquí observamos una asociación negativa entre los niveles de Cd en leche y el 

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

Algunos estudios han mostrado que no existe relación entre los hábitos 

fumadores de la madre y el contenido de Cd en su leche, por lo tanto se ha 

propuesto la existencia de un mecanismo homeostático regulador que previene la 

transferencia del metal hacia la leche, que consiste en el enlace del Cd a la 

proteína metalotioneina y su posterior transporte y excreción (Kantol y Vartiainen, 

2001). En nuestro análisis la concentración de este elemento no mostro relación 

con la metilación del ADN a nivel global y no mostro diferencias significativas 

respecto a los grupos de hábito tabáquico y metilación en el promotor del gen 

BRCA1.  
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8.5. Efecto del plomo en leche sobre metilación y apoptosis  

En cuanto a las concentraciones de Pb, los valores promedio publicados 

por Jensen (1991) van de los 5 – 20 µg L-1 y por Abadin et al. (1997) entre 2 – 5 

µg L-1, similares a los reportados por la WHO (1989) (Tabla XII). Estudios sobre 

concentración de Pb en leche humana han reportado intervalos de concentración 

bajo tres niveles de magnitud, <1 µg L-1, entre 1 y 100 µg L-1 y >100 µg L-1 

(Namihira et al., 1993; Gulson et al., 1998). En nuestro estudio, la concentración 

promedio de plomo fue de 0.528 ± 0.122 µg L-1 con una máxima concentración de 

7.92 µg L-1, 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 µg L-1 

están en riesgo de tener niños con plomo en sangre por arriba del valor guía 

recomendado por el Centro de Control de Enfermedades (CDC) de los Estados 

Unidos de América. Si el Pb en sangre de estos niños permanece elevado, esto 

puede incrementar el riesgo de tener deficiencias cognoscitivas. El Pb en sangre 

de estos niños debe ser monitoreado muy de cerca para tomar medidas 

apropiadas para minimizar la exposición de estos niños al plomo del 

medio ambiente (NOM-047-SSA1-2011). El Pb, como el Cd, presentó una 

disminución en relación al número de embarazos (Fig. 17c), indicando una 

detoxificación. En el caso del Pb en leche, más que una exposición de la mujer a 

corto plazo, se atribuye a la movilización durante la lactancia de este elemento ya 

acumulado en el organismo. Por lo tanto, que la concentración de Pb disminuye 

respecto aumenta el número de embarazos, podría atribuirse a una detoxificación 

del organismo durante el embarazo y la posterior lactancia. (Gulson et al., 1998; 

Rossipal y Krachler, 1998).  
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Tabla XII. Concentración de Pb en leche materna de madres sudcalifornianas y 
comparación con referencias. n = 79. 
 
 
 

Concentración  

µg L
-1

 

Límites permisibles 

µg L
-1

 

Muestras 
sobrepasan el 

límite WHO 
1989a 

 

Abadin 
et al. (1997) 

FAO/WHOb 

Consumo tolerable 
µg Kg-1 día 

Pb 0.528 ± 0.122 2 - 5 20 5  0% 
a
WHO/IAEA estudio de colaboración, 

b
FAO/WHO consumo tolerable provisional al día. Expert Committe on 

Food Additives. Valores reportados de concentración= promedio ± ES.  

 

El mecanismo subyacente para comprender la relación entre la exposición a 

este elemento y alteraciones en la metilación del ADN aun no es establecido, sin 

embargo, la hipótesis sugerida es que la generación de especies reactivas de 

oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles), podrían inhibir la unión de proteínas 

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 exposición al Pb, inhibe la actividad del factor de 

crecimiento insulínico (IGF-1), que actúa directamente en la síntesis de metionina, 

la cual a su vez es una de las enzimas cruciales en la regulación de la metilación 

del ADN. En nuestro análisis la concentración de este Pb solo mostró correlación 

estadísticamente significativa con la concentración de As y no mostro relación con 

la metilación del ADN a nivel global así como respecto al hábito tabáquico. En 

cuanto a la metilación en el promotor del gen BRCA1 se observó que la 

concentración de Pb era mayor en las mujeres donantes que resultaron positivas 

para la amplificación de la región metilada (Fig. 24c), como ya se discutió arriba.  

 

8.6. Efecto del arsénico en leche sobre metilación y apoptosis  

Por otro lado, en cuanto a la presencia de As, las concentraciones en 

nuestro análisis están en el intervalo del límite detectable <0.005 µg L-1 y un 

máximo de 23.81 µg L-1, con un valor promedio de 1.35 ± 0.39 µg L-1. Islam et al. 
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(2014) reporta una concentración promedio de 0.5 µg L-1 en un estudio 

comparando tres estadios durante la lactancia. Carignan et al. (2015) determinó un 

valor promedio de 0.31 µg L-1. Concha et al. (1998) reporta un valor promedio de 

2.3 µg L-1 (considerado un bajo nivel) con rangos de 0.8 –7.7 µg L-1. WHO (1996) 

indica que el valor promedio de As en leche debe ser de 0.3 µg L-1 (0.1–0.8 µg L-1) 

y considera una alta concentración a valores promedio de 18 µg L-1, nivel obtenido 

en leches provenientes de Filipinas, lugar considerado expuesto por el cultivo de 

arroz. Por lo tanto, de las muestras analizadas aquí, podemos concluir que 

15.04% de las muestras (n = 17) están por arriba de una concentración de 2 µg L-1 

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 población se encuentra 

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

 

Tabla XIII. Concentración de As en leche materna de madres sudcalifornianas. n = 
79. 
 
 
 

Concentración  

µg L
-1

 

Límites permisibles 

µg L
-1

 

Muestras 
sobrepasan el 

límite WHO 
1989a 

 

Abadin 
et al. (1997) 

FAO/WHOb 

Consumo tolerable 
µg Kg-1 día 

As 1.48 ± 0.33 < 2  NR 2  13.92% 
a
WHO/IAEA estudio de colaboración, 

b
FAO/WHO consumo tolerable provisional al día. Expert Committe on 

Food Additives. Valores reportados de concentración= promedio ± ES.  

 

 Respecto al estado de metilación global, la mayoría de los estudios reportan 

que la exposición al As induce un estado de hipometilación en el ADN (Tajuddin et 

al., 2013; Téllez et al., 2014); sin embargo, existen casos en los que se reporta 

una hipermetilación global (Mass y Wang, 1997; Davis et al., 2000). En este 

estudio no observamos un efecto puntual de la concentración de As en el 

mecanismo de metilación global; las donantes con concentraciones por arriba del 

límite, presentaron porcentajes de metilación global por debajo del promedio (2.67 

± 0.76%), respecto a las donantes con mayor concentración de 5meC.  
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En contraste, el estado de metilación a nivel de genes específicos 

relacionados a tumorigénesis y oncogenes en estudios in vivo demuestran una 

metilación en respuesta a la exposición a As en genes como Inhibidor 2A de 

quinasa dependiente de cilina (p16/CDKN2A) (Davis et al., 2000; Chanda et al., 

2006), en la proteína 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 proteína 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 contaminación 

por As, de los cuales 182 estaban hipermetilados en sujetos con arsenosicosis. 

Por otro lado, estudios in vitro con líneas celulares humanas, han demostrado 

también cambios inducidos en el patrón de metilación en regiones promotoras de 

genes por la exposición a As, como en Cui et al. (2006b), que reportó una 

disminución de la hipermetilación en los genes RASSF1A, GSTPi y p16. A su vez 

se han determinado correlaciones entre la metilación del ADN y el nivel de 

expresión de dichos genes, así como relaciones inversas entre los niveles de 

ARNm y la hipermetilación del ADN en promotores de diversos genes (Jensen et 

al., 2008, 2009). En este estudio, las donantes con mayor concentración de As, 

presentaron la región del promotor no metilada, aunque esto no alcanzo una 

diferencia significativa e incluso, una donante positiva a metilación en esta región 

presentó una concentración por arriba del límite (2.24 µg L-1), sin embargo no 

podemos considerarlo un efecto directo causal de dicha concentración. Asimismo, 

las mujeres fumadoras presentaron mayores niveles, pero sin alcanzar la 

diferencia significativa, de As en la leche en comparación con mujeres no 

fumadoras.  
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8.7. Integración  

El presente trabajo demuestra que el uso de leche materna provee células 

epiteliales de la glándula mamaria en cantidades necesarias para análisis de 

biomarcadores de detección temprana y evaluación del riesgo de cáncer de mama 

en mujeres asintomáticas sin lesiones sospechosas (Wong, 2010); proporcionando 

material genético (ADN, ARN) para dichos análisis. Además, la leche materna 

dentro de su población celular, proporciona células del sistema inmune 

(macrófagos, 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 está sugiriendo que las 

células madre mamarias son blancos de la transformación maligna y responsables 

de la iniciación, progresión, y metástasis del cáncer de mama, por lo menos para 

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

En cuanto al análisis 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 

correlación directa entre estos factores, es posible que el efecto sea determinado 

por algún factor que compartan el Cd y Pb, como puede ser un alimento o la 

exposición a gasolina u otros contaminantes. En el CP2 se encuentra Hg (0.626) y 

el número de abortos (0.677), lo cual concuerda con la mujer con altos niveles de 

Hg y mayor número de abortos.  

El CP3 asocia de forma inversa el As con la edad, indicando una 

destoxificación de este elemento por un lado, y una metilación 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 asociación evidenciada entre dicha 

concentración del elemento y la metilación 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 metilación del ADN por SAM, lo cual puede afectar el estatus global de la 
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metilación (Lee et al., 2009). El metabolismo del As consiste en una 

biotransformación del As inorgánico mediante la adición de grupos metilo que 

favorece su solubilidad y excreción. Esta reacción 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 metilación del ADN (Thomas 

et al., 2004; Drobna et al., 2009). Como consecuencia, se espera que a 

concentraciones elevadas de As el nivel de metilación global disminuya, al 

disminuir el donador de grupos metilos debido a que también está involucrado y 

activo en el propio metabolismo del As. Los niveles altos de As podrían a su vez, 

estar asociados con el hábito tabáquico, 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 exposición significante de estos. Sin embargo se observó un 

comportamiento de disminución de ambos elementos respecto mayor número de 

embarazos, lo cual podría indicar una destoxificación. Ambos presentaron niveles 

más altos en mujeres con el gen BRCA1 metilado, el cual también mostro un 

efecto sobre la apoptosis y disminuyo con la edad. Esta asociación es evidenciada 

en el ACP (Fig. 30), donde se observa un asociación positiva con la apoptosis y 

negativa con la metilación global. Es probable que si los niveles fueran mayores a 

los de referencia, se podría observar un efecto más claro sobre estos factores, lo 

cual aquí no ocurre dada la cantidad de muestras donde estos dos elementos no 

fueron detectados. 

En cuanto al Hg y As, existen concentraciones que podrían indicar una 

exposición significante en una cuarta parte de la población analizada, pero esto no 

se ve reflejado en los mecanismos de metilación global o gen específico. Se ha 

sugerido a la metilación global del ADN como un biomarcador útil para la 

exposición a Hg (entre otros elementos tóxicos), pero es importante recalcar que 

aunque la metilación global del ADN puede ser un indicador general de que el 
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organismo se encuentra afectado por algún contaminante químico, no existen 

estudios que especifiquen o vinculen un comportamiento determinado, es decir, 

que se asocie un estado de hipometilación o hipermetilación a resultados 

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

Es probable que el resto de la variación este asociado más 

estrechamente a la composición química de macronutrientes, la genética y otros 

factores no analizados aquí.  Esto puede deberse a que aunque se ha establecido 

que existen cambios en la metilación del ADN en relación al nivel de exposición 

que se tenga con niveles contaminantes de metales, metaloides y compuestos 

orgánicos 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 conformación residual, los 

diseños de estudio y los niveles de exposición a la población pueden subyacer a 

las inconsistencias en los estudios que evalúan la metilación global relacionada 

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

Es relevante concluir, bajo el contexto de la investigación que no hay 

estudios que demuestren que exista un riesgo para la salud del lactante debido a 

contaminación química detectada en la leche de la madre y la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), establece los beneficios de la lactancia materna tienen 

más peso que el riesgo derivado de los bajos niveles de contaminantes 

ambientales en la leche humana. Además, existe evidencia que sugiere que: a) de 

existir efectos en la salud infantil por exposición a concentraciones toxicas de 

elementos, estos se puede deber principalmente a la exposición prenatal, más que 

a una transmisión a través de la leche; y b) que potenciales efectos causados por 

exposición a contaminantes ambientales pueden ser contrarrestados a través de 

factores de protección 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 contaminación, debido como en el caso de los humanos, a la dieta 
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misma, y también a su proceso de fabricación (Goldman et al., 2001; Llorca et al., 

2010). Cabe mencionar que el utilizar la leche materna para realizar monitoreos de 

niveles de contaminación ambientales y de alimentos, es una estrategia no 

invasiva que responde a la facilidad para obtener la muestra y de analizarla para 

proporcionar un diagnóstico de salud y no a la preocupación intrínseca por la 

calidad de la propia leche (Beseler et al., 2006). 
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9. CONCLUSIONES 

 

Nuestros resultados sugieren que una exposición 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 cuantificación de elementos tóxicos, respecto a Hg se recomienda 

realizar la cuantificación de las formas presentes del elemento, es decir, en 

esta investigación se cuantifico Hg total (THg) y no la forma considerada 

más toxica el mercurio orgánico (MeHg). 

 

 Para el aislamiento de material genético a partir de leche materna que sea 

usado para análisis de metilación, se recomienda que se realice la 

separación de las distintas poblaciones celulares presentes en la leche, 

para disminuir heterogeneidad en los resultados. 

 

 Para el análisis de metilación a nivel de un locus específico, se recomienda 

una selección de oligonucleótidos que diferencien entre secuencias 

metiladas y no metiladas, así como realizar una secuenciación clonal para 

obtener mejores resultados.  
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12. ANEXOS 

Anexo A: Consentimiento informado  

 

Carta de consentimiento informado 

1. Nombre del estudio y patrocinador: 

Relación entre los niveles de PUFA y antioxidantes en leche materna de cuatro localidades 

expuestas a distintos niveles de contaminación química. Proyecto apoyado por…El estudio se llevara 

a cabo en hospitales públicos que cuenten con servicio de obstetricia en la Cd. de La Paz, Baja 

California Sur, por investigadores del Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste S.C y 

médicos asociados al proyecto.  

2. Propósito del estudio 

La estamos invitando a participar en un estudio de investigación que se lleva a cabo con el propósito 

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 será tomada en forma manual por las mismas madres a la semana después del nacimiento 

de su hij@. Al igual que usted, más de cien mujeres serán invitadas a participar. Su participación en 

este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la información que le proporcionamos y haga 

las preguntas que desee antes de decidir si desea o no participar.  

3. Procedimientos 

Si usted acepta participar ocurrirá lo siguiente: 

 Le pediremos que nos proporcione una cantidad de 20 mL de leche materna, la cual se 

depositará en un recipiente que será facilitado por el equipo.  

 Se le harán algunas preguntas sobre su alimentación, ambiente del hogar y laboral. 

 El tiempo que esto tomará no será más de 20 minutos.  

4. Posibles riesgos y molestias. 

No habrá molestias ya que la toma será manual y por la misma paciente en área privada. 

5. Posibles beneficios que recibirá al participar en el estudio.  

No recibirá un pago monetario por su participación en este estudio, ni implica gasto alguno para 

usted. Un posible beneficio de su participación en este estudio es que los resultados de las pruebas 

de laboratorio que le realizaremos le servirán para conocer su estado de salud. Además, los 

resultados de este estudio brindaran información relevante para el mejor manejo de personas como 



89 
 

usted para brindar información de gran utilidad para futuros programas de prevención primaria y 

secundaria del binomio madre e hijo.  

6. Participación o retiro. 

Su participación en este estudio es completamente voluntaria. Si en un principio desea participar y 

posteriormente cambia de opinión, usted puede abandonar el estudio en cualquier momento. El 

abandonar el estudio en el momento que lo desee no modificará de ninguna manera el que nosotros 

le brindemos los resultados hasta el momento recabados.  

Su participación implica el responder una entrevista, se le pedirá 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. 

7. Privacidad y confidencialidad. 

La información que se obtenga como parte del estudio es estrictamente confidencial. La información 

que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla (nombre, teléfono y dirección) será 

guardada de manera confidencial. Sus datos personales serán guardados por separado para 

mantener confidencialidad de sus respuestas a los cuestionarios y de los resultados de sus pruebas 

clínicas. Sus datos personales, cuestionarios y resultados serán guardados en un archivero bajo llave 

en las oficinas del CIBNOR. Solo el equipo de investigación tendrá acceso a su información. 

El equipo de investigadores y el médico que le realice el examen clínico, sabrán que usted está 

participando en este estudio. Sin embargo, nadie más tendrá acceso a la información sobre usted o 

que usted nos proporcione durante su participación en este estudio, al menos de que usted así lo 

desee. Solo proporcionaremos su información si fuera necesario proteger sus derechos o bienestar 

(por ejemplo si llegara a sufrir algún daño físico 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 dará 

información que pudiera revelar su identidad. Su identidad será protegida y ocultada. Para proteger 

su identidad, nombre y toda información que pudiera ser utilizada para identificarla no estará 

vinculada con la información que nos proporcione en la entrevista ni con los resultados del estudio de 

gabinete o laboratorio. Le asignaremos un número que utilizaremos para identificar sus datos, y 

usaremos ese número en lugar de su nombre en muestras de base de datos. Guardaremos toda su 

información en base de datos seguras que estarán protegidas por una clave de acceso. Toda la 

información será destruida 5 años después de concluir el estudio. 

8. Personal de contacto para dudad y aclaraciones. 

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigación puede 

comunicarse de 8:00 a 20:00 hrs, de lunes a viernes con el Dr. Ramón Gaxiola Robles al celular 

6123485229 o con la Dra. Zazil Flores al celular 6121418373 que son los médicos responsables de 

la investigación o al teléfono 1238500 en el Centro de investigaciones Biológicas 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. 

 

Declaración de consentimiento informado 

Se me ha explicado con claridad en que consiste este estudio, además que he leído (o alguien me ha 

leído) 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 satisfacción. Se me ha dado una copia 

de este formato. 

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigación que aquí se describe 

 

[     ] No autorizo 

[    ] 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 investigación al participante y he contestado todas sus preguntas. Creo 

que ella entiende la información descrita en este documento y libremente da su consentimiento a 

participar en este estudio de investigación,  

 

 

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado 

 

 

Firma del investigador                                                                Fecha 

 

Firma del testigo 

Mi firma como testigo certifica que la participante firmó este formato de consentimiento informado en 

mi presencia, de manera voluntaria.  

 

Nombre del testigo  

 

Firma del testigo                                                                 Fecha 
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Anexo B: CUESTIONARIO PARA MUJERES DONADORAS DE LECHE 

Datos de la mujer donadora de leche 

Nombre   

Fecha y lugar de nacimiento  

Peso  

Talla  

Domicilio  

 

Preguntas: Si No 

1. ¿En los últimos 5 años ha viajado o residido en otro lugar al que ocupa ahora?   

3. ¿Ha estado embarazada antes?   

4. ¿Cuántas veces ha estado embarazada (incluyendo esta vez)? 1, 2, 3, 4, 5 o 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 cuánto tiempo?   

10. ¿Está en alguna dieta especial? Cuál:   

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 prescripción médica (aspirina, tylenol, etc)   

Ninguno   

Otros   

Remedios caseros   

17. Presenta alguna de estas condiciones:   

Alta azúcar en la sangre    

Alta presión de la sangre   

Bajo hierro en sangre   

Diabetes   

Acidez   

Enfermedades renales   

Estreñimiento   

Ninguna   
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Otra   

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

19.¿Donde trabaja? Casa   

Oficina   

Agrícola   

Comercio   

Industria   

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

Figura 31. Cromatograma correspondiente a la secuencia positiva para metilación, 
donante 7. 

 

 

Figura 32. Cromatograma correspondiente a la secuencia positiva para metilación, 
donante 32. 

 


