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Resumen

Algunos compuestos xenobidticos procedentes del ambiente y de los alimentos son
bioacumulables, y pueden ser liberados en la produccion de leche materna. Durante el
metabolismo, el organismo produce normalmente especies reactivas de oxigeno (ERO),
algunos xenobidticos pueden aumentar esta produccion y provocar dafio oxidativo en lipidos,
proteinas y ADN. Para contrarrestar este dafio, se cuenta con un sistema antioxidante presente
en leche materna, que consta de enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), glutation reductasa (GR), glutation peroxidasa (GPx), glutation-S-
transferasa (GST) y antioxidantes no enzimaticos, como glutation (GSH). Los procesos de
metilacién del ADN permiten regular la expresion de genes incluyendo GSTP1 encargado de
producir la enzima GST, la cual interviene en el metabolismo de xenobidticos. El objetivo
de este estudio fue evaluar la relacion existente entre la concentracion de xenobidticos
(plaguicidas organoclorados y elementos traza) y los indicadores de estrés oxidativo
presentes en leche materna, asi como la influencia de la alimentacion, el nimero de gestas y
la actividad de las mujeres sudcalifornianas. El grupo de estudio incluy6 108 mujeres
donantes de leche materna en su segunda semana postparto, posteriormente se realizd una
toma de muestras de sangre en 34 de las 108 mujeres. Se midi6 la actividad de las enzimas
antioxidantes, el contenido de GSH, asi como la concentracion de indicadores de dafio
oxidativo, de xenobidticos y se evalué el estado de metilacion del gen GSTP1. Se detectaron
21 plaguicidas, de los cuales el dicloro-difenil-tricloroetano, se detectd en todas las muestras
de leche. La concentracion de elementos traza considerados toxicos (arsénico, mercurio,
plomo y cadmio) no sobrepaso los limites permisibles establecidos por la OMS y EPA. No
se encontrd una relacion significativa entre ERO y la concentracion de xenobioticos. Se
observo una baja correlacién entre los indicadores de dafio oxidativo a lipidos, proteinas y
ADN, en relacién con la concentracion de plaguicidas (r < 0.40, p < 0.05), y elementos traza
(r <0.40, p < 0.05). Esto sugiere que la actividad antioxidante de SOD, GPx, GST y GR
contribuye a neutralizar las ERO y a prevenir el dafio oxidativo. La frecuencia de consumo
de pescados y mariscos, el nimero de embarazos y la ocupacion, no fueron factores
determinantes en el nivel de contaminacién de la leche materna ni en la respuesta
antioxidante. Se encontr6é un estado no metilado en el gen GSTP1 sugiriendo una correcta
expresion y participacion de GST en los mecanismos de detoxificacion y una probabilidad
baja de que las mujeres sudcalifornianas desarrollen algln tipo de patologia asociada a la
metilacion del gen GSTPL.
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Summary

Some xenobiotics from the environment and food are bioaccumulative and can be released
in breast milk production. During metabolism, reactive oxygen species (ROS) are produced,
xenobiotics can increase this and lead oxidative damage to lipids, proteins and DNA. To
counteract this damage, there is an antioxidant system present in breast milk, which consists
of antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione
reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx), glutathione S-transferase (GST) and non-
enzymatic antioxidants, such as glutathione (GSH). DNA methylation allow to regulate the
expression of genes including GSTP1 responsible for producing the enzyme GST, which
intervenes in the metabolism of xenobiotics. The aim of this study was to evaluate the
relationship between the concentration of xenobiotics (organochlorine pesticides and trace
elements) and oxidative stress indicators present in breast milk, as well as the influence of
diet, the number of pregnancies and the activity of women from Baja California Sur. The
study group included 108 women who donated breast milk in their second postpartum week,
subsequently blood samples were collected from the women donors of milk. The activity of
the antioxidant enzymes, the GSH content, as well as the concentration of indicators of
oxidative damage and xenobiotics were measured and the methylation status of the GSTP1
gene was evaluated. Twenty-one pesticides were detected, of which dichloro-diphenyl-
trichloroethane in all milk samples was detected. Toxic trace elements (arsenic, mercury,
lead and cadmium) did not exceed the permissible limits established by WHO and EPA. No
significant relationship between ROS and xenobiotics was found. A low correlation between
the indicators of oxidative damage to lipids, proteins and DNA in relation to the concentration
of pesticides (r < 0.40, p < 0.05), and trace elements (r < 0.40, p < 0.05) was observed. It is
inferred that the antioxidant activity of SOD, GPx, GST and GR helps neutralize ROS and
prevent oxidative damage. The frequency of intake of fish and shellfish, the number of
pregnancies and occupation, were not determining factors in the level of contamination of
breast milk or in the antioxidant response. A non-methylated state in the GSTP1 gene was
found. It is suggested a correct expression and participation of GST in the detoxification
mechanisms and a low probability that the women from Baja California Sur develop some
type of pathology associated with methylation of GSTP1.

Key words: breast milk, antioxidants, pesticides, trace elements
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1. INTRODUCCION

La lactancia materna es un proceso que involucra cambios fisiologicos que inician desde el
embarazo (Jones y Spencer, 2007). En el momento del nacimiento del nifio, disminuye la
concentracion de progesterona e incrementa la prolactina, estimulando la produccion de la
leche, asi como el transporte de proteinas, grasas, carbohidratos, sales, anticuerpos y agua,
desde el plasma sanguineo hacia las glandulas productoras de leche (Valdés y Pérez, 1994).
Durante este proceso se movilizan reservas corporales de la madre para satisfacer las
demandas energéticas del lactante (Fujita et al., 2012). La secrecion de la leche se produce
por grupos alveolares rodeados por células epiteliales polarizadas, que conforman una gran
cantidad de conductos, los cuales a su vez constituyen ramificaciones dentro de la glandula
mamaria (McManaman y Neville, 2003). La expulsion de la leche materna se lleva a cabo
por la contraccién de células mioepiteliales, en respuesta a la oxitocina liberada de la
pituitaria, durante la succién del lactante (McManaman y Neville, 2003).

La entrada y transporte de solutos en la glandula mamaria se puede resumir en 5 rutas
principales (Linzell y Peaker, 1971). La ruta 1 incluye la secrecion de proteinas,
oligosacaridos, agua, lactosa, citrato, fosfato y calcio por medio de exocitosis. Los lipidos
(principalmente triglicéridos y fosfolipidos) y lipoproteinas, son secretados por la segunda
ruta a través de la células epiteliales mamarias; las cuales son capaces de sintetizar y
transportar lipidos a través de globulos de grasa Unicos en la leche materna (McManaman
y Neville, 2003). La ruta 3 transporta proteinas de suero como inmunoglobulinas, albumina,
transferrina, entre otras, mediante endocitosis, e involucra células alveolares mamarias
(Monks y Neville, 2000). Esta ruta transcitotica también permite el transporte de agentes
xenobidticos mediante su union a lipoproteinas (Polyakov et al., 1996). La ruta 4 hace
referencia a mecanismos de transporte transcelular desde el torrente sanguineo a la leche, e
incluye el transporte de iones monovalentes y polivalentes (sodio, potasio, cloro), glucosa y
aminoéacidos (Burnol et al., 1990; Shennan y Peaker, 2000). La ruta 5 incluye transporte
paracelular, que puede ser bidireccional, incluye la transferencia de sustancias de bajo peso
molecular y solutos macromoleculares, que se transfieren desde la luz alveolar hacia el

espacio intersticial. Esta via esta cerrada durante la lactancia en humanos y en la mayoria de



los mamiferos. Solo las primeras 4 rutas de transporte transcelulares trabajan para transferir
solutos a la leche (McManaman y Neville, 2003).

La composicion de la leche materna cambia a lo largo del tiempo. Generalmente, la lactancia
se divide en tres fases; calostro (5 dias postparto), con mayor contenido de leucocitos,
proteinas, antioxidantes y microelementos; leche de transicion (6-15 dias postparto), en la
cual incrementa la concentracion de lactosa, lipidos y vitaminas, y leche madura (a partir del
dia 15 postparto), con menor contenido de proteinas y mayor contenido de grasa (Morera
Pons et al., 2000). La dieta materna es un factor determinante en la composicion de la leche,
con una participacion fundamental en el desarrollo fisico y mental de los lactantes. La leche
materna contiene la combinacion especifica de nutrientes y factores inmunoldgicos
necesarios para los nifios (Innis, 2007; Tijerina-Saenz et al., 2009). Sin embargo, este
alimento no es un producto inocuo, la liberacién de productos quimicos a través de la leche
materna puede reflejar el nivel de contaminacién ambiental de la poblacion (Anderson y
Wolff, 2000; Azeredo et al., 2008). Los compuestos quimicos son liberados en la produccion
de la leche desde el torrente sanguineo; la concentracion de cada sustancia dependera de su
solubilidad (Anderson y Wolff, 2000).

Los seres vivos se encuentran expuestos a una amplia variedad de xenobidticos (sustancias
que interactGan con un organismo sin ser uno de sus componentes naturales) (Jiménez y Kuh,
2009). Entre los xenobidticos se incluyen plaguicidas y algunos elementos traza, procedentes
de los alimentos, del agua, del aire y del ambiente (Xavier et al., 2004). Los plaguicidas
pueden clasificarse de acuerdo con su uso, vida media y estructura quimica. El uso de los
plaguicidas puede ser variado; principalmente, se utilizan en la agricultura (85 %) y salud
publica (10 %). En funcién de su vida media, se clasifican en plaguicidas permanentes
(tiempo indefinido), persistentes (desde meses hasta 20 afios), moderadamente persistentes
(1-18 meses) y no persistentes (desde dias hasta 2 semanas). Con base en su origen, los
plaguicidas pueden clasificarse como naturales (por ejemplo, cafeina) o sintéticos, y con base
en su estructura quimica, pueden clasificarse como organofosforados, organoclorados
carbamatos, tiocarbamatos, piretroides, derivados bipiridilos, derivados del é&cido
fenoxiacético, derivados cloronitrofendlicos, derivados de triazinas y compuestos

inorganicos (Ramirez y Lacasafia, 2001). Los plaguicidas organoclorados (POCs) son



contaminantes sintéticos persistentes en el ambiente debido a su lenta degradacion quimica,
bioldgica y fotolitica (Ramirez et al., 2003), asi como a su capacidad de biomagnificacién a
través de la cadena trofica (Clarkson, 1995). Los plaguicidas organofosforados se degradan
con mayor facilidad y no tienden a almacenarse en el cuerpo, a diferencia de los POCs
(Ramirez y Lacasafia, 2001). Los POCs afectan receptores involucrados en el metabolismo
de carbohidratos, grasas 'y proteinas, y pueden disminuir la produccion de insulina, afectando
la glucolisis e incrementando el riesgo de diabetes tipo Il (Karami-Mohajeri y Abdollahi,
2010).

Algunos compuestos detectados en leche materna son nutrientes necesarios en la dieta, ya
sea en pequefias cantidades para realizar funciones fisioldgicas, o actuando como
componentes estructurales o cofactores enzimaticos, como es el caso de los elementos traza.
Estos microelementos representan <1% de la masa corporal y contribuyen a mantener el
sistema inmune, el sistema antioxidante y la expresion génica (Strachan, 2010). Los
microelementos que forman parte del grupo de elementos traza esenciales son cobalto (Co),
cobre (Cu), cromo (Cr), yodo (1), hierro (Fe), manganeso (Mn), molibdeno (Mo), niquel (Ni),
selenio (Se) y zinc (Zn). Algunos elementos traza participan en funciones biolégicas (a muy
bajas concentraciones), pero pueden causar efectos tdxicos en los seres vivos (Banfalvi,
2011). Elementos traza como cadmio (Cd), plomo (Pb), arsénico (As) y mercurio (HQ)
pueden formar parte de la cadena tréfica y entrar al organismo dependiendo de su
especiacion, del tipo de dieta y el estado nutricional, provocando toxicidad (Alloway, 2013;
R. Gaxiola-Robles et al., 2014; McLaughlin et al., 1999).

Muchos xenobidticos pueden ser bioacumulables debido a su caracter lipofilico (Sonawane,
1995). Algunos contaminantes presentan un incremento en su concentracion en los seres
vivos, de un nivel trofico al siguiente; esto se atribuye a que los depredadores (incluido el ser
humano) tienden a vivir mas tiempo, a crecer mas lento y a alcanzar un mayor tamafio que
sus presas (Newman, 2009). Ello permite una mayor acumulacion de algunos contaminantes;
en paralelo, un mayor nivel tréfico se relaciona con mayor almacenamiento de lipidos, lo
que favorece la acumulacion de contaminantes lipofilicos (Newman, 2009). Durante la
lactancia, se incrementa el transporte de triglicéridos y disminuye la migracion de colesterol

y lipidos complejos. La concentracion de lipidos en la leche depende principalmente de las



enzimas lipasas y de la glandula mamaria. Sin embargo, la composicion de lipidos se
determina por la dieta de la madre, actual y durante el embarazo, debido al almacén de lipidos
en el tejido adiposo (Mena y Milad, 1998; Morera Pons et al., 2000). La migracion de lipidos
puede favorecer el transporte de contaminantes lipofilicos (Barouki et al., 2015; Mena y
Milad, 1998). Algunos de los contaminantes lipofilicos pueden ser antagonistas hormonales
o disruptores enddcrinos, provocando, entre otras complicaciones, anormalidades en el
sistema reproductor de la descendencia, y dafio en tejidos como el cerebro, higado, rifiones o
el sistema inmune (Colborn et al., 1993).

Para evitar alteraciones cronicas, el organismo cuenta con mecanismos detoxificantes (R.
Gaxiola-Robles et al., 2014; Halliwell y Gutteridge, 2007), ya sea de biotransformacion
(donde intervienen algunos antioxidantes), o excrecion, entre los cuales se puede mencionar
la lactancia (Der Parsehian, 2008). Diversos xenobidticos pueden incrementar la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) o afectar la actividad de las enzimas antioxidantes
(Ahmed et al., 2000), provocando un deshalance entre moléculas prooxidantes vy
antioxidantes, induciendo un estado de estrés oxidativo (Sies, 1997). El sistema antioxidante
contribuye a evitar o contrarrestar el dafio oxidativo. Este sistema puede encontrarse también
en leche materna y comprende enzimas antioxidantes, tales como superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutatién reductasa (GR), glutation peroxidasa (GPx) y glutation S-
transferasa (GST) y antioxidantes no enzimaticos, como el tripéptido glutation (GSH)
(Halliwell y Gutteridge, 2007; Hensley y Floyd, 2003).

La enzima superdxido dismutasa (SOD) (E.C.1.15.1.1) es la proteina encargada de catalizar
la reaccién de dismutacién del anién superdxido, producto del metabolismo celular, y
transformarlo en la especie reactiva peréxido de hidrégeno (H20-). Se han reportado tres
tipos de SOD, cuya principal diferencia es el cofactor (manganeso, cobre y zinc, o hierro)
utilizado por la enzima, la principal isozima de SOD encontrada en leche materna es la Mn-
SOD (Konigsherg Fainstein y Aguilar-Maldonado, 2008; Lindmark-Mansson y Akesson,
2000). La catalasa (E.C.1.11.1.6) es una hemoproteina que contiene cuatro grupos hemo y
actua eliminando H>O> cuando se genera en gran cantidad. La enzima catalasa tiene el papel
de metabolizar al H.O2, generalmente producto de la reaccion de SOD, y convertirlaen H20

y O2 (Halliwell y Gutteridge, 2007; Mahmoud et al., 2009). La enzima glutation peroxidasa



(GPx) (EC 1.11.1.9) es una proteina que contiene Se, es una de las principales enzimas que
acttian contra el dafio oxidativo por H202 o perdxidos lipidicos (Mahmoud et al., 2009). El
mecanismo de accion de GPx consiste en eliminar al H.O, mediante la oxidacion de su grupo
funcional unido a Se y la posterior reduccion del H>O2a H20 y O, utilizando glutation (
GSH) como donador de protones, este Ultimo se transforma en glutation oxidado (GSSG)
(Halliwell y Gutteridge, 2007). La glutation reductasa (GR) (EC 1.8.1.7, GR) es una
flavoenzima que cataliza la reduccion de GSSG a GSH, dependiente de nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (NADPH), manteniendo una concentracion adecuada de GSH (Ekinci
et al., 2013; Halliwell y Gutteridge, 2007). La glutation S-transferasa (GST) (EC 2.5.1.18)
interviene tanto en el sistema antioxidante como en el metabolismo de xenobioticos, a través
de la reaccion de conjugacion con GSH (Halliwell y Gutteridge, 2007). EI GSH, es un
tripéptido formado por los aminoacidos cisteina, glutamato y glicina, es un tiol no proteico
que posee propiedades reductoras y nucleofilicas. Puede existir en forma reducida (GSH) o
en forma oxidada (GSSG); dada su importancia, se encuentra en altas concentraciones en
todas las células (Ekinci et al., 2013; Konigsberg Fainstein y Aguilar-Maldonado, 2008). El
sistema antioxidante presente en leche materna actia para minimizar el dafio oxidativo a
moléculas como proteinas, lipidos y ADN. La ruta mas comdn de oxidacion proteica se
produce por acciéon de ERO, las cuales atacan principalmente residuos de prolina, lisina,
arginina y treonia. Esta oxidacion genera semialdehidos, denominados carbonilos proteicos
y generalmente es irreversible (Dalle-Donne et al., 2003; Requena et al., 2003). La oxidacion
lipidica provocada por ERO, genera una serie de reacciones quimicas donde se producen
peroxidos organicos, que a su vez oxidan a otras moléculas (Rangan y Bulkley, 1993).
Algunas sustancias tdxicas pueden aumentar la concentracién de ERO provocando dafio al
ADN, como modificacién de bases, ruptura de la hebra, y enlaces cruzados ADN-proteina.
Uno de los principales efectos de la oxidacién a las bases de ADN que se presentan in vivo
es la 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina, también denominada 7,8-dihidro-8-oxo0-2'-
desoxiguanosina o 8-oxo-dG, que provoca la transversion G: C — T: A, tras la replicacion
del ADN (Kennedy et al., 2003). La concentracion de 8-oxo-dG en el ADN es un mecanismo
de mutagénesis inducida por ERO y ha sido utilizada como marcador de carcinogénesis y

enfermedades degenerativas; este marcador puede ser afectado por la edad, el cigarro, el



indice de masa corporal y algunas enfermedades como lupus eritematoso sistémico y
enfermedades relacionadas con aumentos en la produccion de radicales de oxigeno
(Mehrdad et al., 2015).

La exposicion a sustancias toxicas presentes en el ambiente se presenta principalmente por
tres vias, inhalacion, ingestion y absorcion cutinea. Los efectos de los xenobioticos pueden
variar en funcion de la dosis y la via de exposicion (Rodriguez, 2009). EI metabolismo de
xenobidticos se divide en dos etapas. La primera consiste en biotransformacion de los
contaminantes y es regulada principalmente por enzimas como monocitoxigenasas de
citocromo P450. La segunda etapa, se basa en la conjugacion, mediada por enzimas que
incluyen a la GST, a uridinadifosfato glucuroniltransferasas (UDP-glucuronosiltransferasas),
sulfotransferasas, entre otros (Rodriguez, 2009). Como producto de las reacciones de la
primera etapa se pueden generar electréfilos o nucledfilos con caracteristicas tdxicas o
carcinogénicas. Algunos ejemplos son el metabolismo de nitrosaminas, de acetaminofén,
tetracloruro de carbono (CCl4) y aflatoxinas las cuales son metabolizadas por las enzimas
citocromo P450 y cuyos productos son posteriormente eliminados del organismo gracias a
reacciones de conjugacion con GST (Smith et al., 1998; Wu et al., 2004).

Los procesos de metilacion del ADN permiten regular la expresion de genes, ya sea mediante
la metilacion de genes individuales o de las islas CpG, la hipermetilacion esta involucrada
con el silenciamiento de genes (Mesa-Cornejo et al., 2006; Ordway y Curran, 2002). Por
otro lado las glutation S-transferasas son una superfamilia de genes, donde se incluye al gen
GSTPL1 (Parl, 2005); alteraciones en su patron de metilacion, pueden afectar los procesos de
detoxificacion que llevan a cabo estas enzimas (Mesa-Cornejo et al., 2006). Particularmente
la inactivacion del gen GSTP1, se ha relacionado con presencia de carcinomas en cancer de
mama y prostata (Liang et al., 1999; Widschwendter y Jones, 2002).

La presencia de moléculas antioxidantes y detoxificantes puede contribuir a las bajas
concentraciones de xenobidticos reportadas, de tal manera que la leche materna no provoca
toxicidad aguda en los lactantes (Albert, 1981). La evaluacion toxicoldgica en leche humana
es un indicador no invasivo de la contaminacion de la poblacién y del ambiente (Der

Parsehian, 2008). La valoracién del sistema antioxidante y/o detoxificante permite



determinar las defensas presentes en la leche, las cuales contribuyen a mantener la calidad de
la leche materna (Picciano, 2001; Zhou et al., 2012).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es evaluar el sistema antioxidante en leche materna,
asi como el estado de metilacion del gen GSTP1, con relacion a la presencia de plaguicidas

y elementos traza.



2. ANTECEDENTES

2.1 Plaguicidas organoclorados (POCs)

Los plaguicidas organoclorados (POCs) han contribuido a mantener la salud humana
mediante el control de enfermedades transmitidas por vectores y la erradicacion de plagas en
los cultivos. A pesar de sus beneficios, su uso se ha prohibido en paises desarrollados desde
hace 40 afos, y en México desde hace 16 afios, debido a diversos reportes sobre problemas
reproductivos y neuronales, asi como la incidencia de patologias, como diabetes o cancer,
relacionados a la presencia de POCs en seres humanos (Ramirez et al., 2003). En México, se
han realizado estudios de evaluacion toxicolégica en leche materna que reportan
principalmente concentraciones y posibles efectos de POCs. Waliszewski (2000) realiz6é una
investigacion en Veracruz donde confirma la movilizacion de POCs a través de todos los
compartimentos del cuerpo de la madre, para ser liberados mediante la produccion de leche.
En su investigacion, Waliszewski (2000) reportd una alta concentracion de dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT) (0.651 mg kg?) y de dicloro-difenil-etileno (pp’DDE) (3.997 mg kg?)
el metabolito de DDT predominante en leche materna (Waliszewski et al., 2001). En estudios
posteriores, se encontré mayor concentracion de plaguicidas organoclorados (b-
hexaclorociclohexano, dieldrin aldrin, heptacloro, DDT y DDE) en leche materna de mujeres
provenientes de zonas urbanas, comparadas con mujeres de zonas rurales, se asume que esto
se debe al continuo uso de plaguicidas en los hogares (Prado et al., 2004). Para el 2006, mas
del 30% de las muestras de leche de mujeres de Yucatan, superaban la ingesta diaria
aceptable (IDA) establecida por Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) (0.1 pg kg ) en relacion a la concentracion
de POCs (Rodas-Ortiz et al., 2008). En la leche de dichas mujeres yucatecas, el perfil de
concentracion de plaguicidas fue encontrado en el siguiente orden: DDTs > clordanos >
hexacloro ciclohexanos > clorobenceno > ciclodienos (endrin, dieldrin, aldrin) (Rodas-Ortiz
et al., 2008). En el estado de Guerrero se reporté un menor contenido de plaguicidas en
comparacion con investigaciones de afios anteriores en otras zonas del pais (Chavez-

Almazan et al., 2014). Por ello, se asume que la concentracién de POCs ha mostrado una



tendencia negativa en la poblacion a partir de la prohibicion de su produccion y uso en
Meéxico desde 1991 y ratificada en el 2001 (eliminacion: aldrin, hexaclorociclohexanos,
clordanos, dieldrin, endriin, heptacloro, hexaclorobenceno, lindano; restriccion: DDT) en la
Convencién de Estocolmo (DOF, 1991; Ramirez y Lacasafia, 2001).

Los estados del Noroeste de México (Baja California, Sonora, Sinaloa, Chihuahua y Baja
California Sur) se han distinguido por sus limitaciones climaticas (clima arido y semiérido),
necesidad de riego y la baja calidad del suelo (Villa Rodriguez y Bracamonte Sierra, 2013).
A partir del siglo X1X, se realizaron perforaciones acuiferas con la finalidad de expandir la
agricultura en Baja California Sur, lo que provoco la sobreexplotacion de acuiferos y su
salinizacion (Carifio et al., 2012).  Sin embargo, en la actualidad se ha reportado un
incremento significativo en la agricultura mediante cultivos intensivos y el recurrente uso de
fertilizantes y plaguicidas para proteccién de los mismos (Villa Rodriguez y Bracamonte
Sierra, 2013). Por otra parte, los escurrimientos de los plaguicidas y herbicidas utilizados en
las actividades agropecuarias y de las aguas negras, tanto domésticas como industriales, hacia
los rios y mares, principalmente durante la época de lluvias, ha incrementado la
contaminacion en las zonas costeras (Moreno Casasola, 2008). Se ha documentado el uso de
POCs en la peninsula de Baja California para uso agricola, asi como la presencia de POCs
en tejidos de mamiferos de la peninsula, pero es escasa la informacion disponible publicada
al respecto (Nifio-Torres et al., 2009; Rivera-Rodriguez y Rodriguez-Estrella, 2011; Rivera-
Rodriguez et al., 2007; Zufiiga-Violante et al., 2015). Diversos factores, como la edad, indice
de masa corporal, alimentacion y nimero de embarazos, se han relacionado con la presencia
de POCs en leche materna. La edad de las madres se ha asociado con un aumento en la
concentracion de POCs presentes en leche materna, presumiblemente por la bioacumulacién
de plaguicidas en el tejido adiposo de las madres (Chavez-Almazan et al., 2014; Pohl y
Tylenda, 2000). Sin embargo, la paridad ha sido correlacionada negativamente con el
contenido de POCs en leche, lo que se ha relacionado con la eliminacion de contaminantes
en cada evento reproductivo y su subsiguiente periodo de lactancia (Shen et al., 2008). El
consumo de alimentos de origen animal, preferentemente aquellos con alto contenido graso,
se ha asociado con una mayor concentracion de POCs en humanos (Azeredo et al., 2008).

Aunque algunos alimentos, como los de origen marino (pescados y mariscos), contienen
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niveles elevados de moléculas antioxidantes que ayudan a prevenir el dafio oxidativo causado
por los xenobidticos presentes (Chao et al., 2006; Hamre, 2011; Lien, 2009; Zhang et al.,
1993). Algunos de los antioxidantes que se pueden encontrar en alimentos marinos son las
vitaminas A y C, cuyas principales funciones son mejorar el sistema inmune, el metabolismo,
la respuesta al estrés, entre otras (Corredor y Landines, 2009). Los alimentos marinos
también contienen acidos grasos -3 y w-6, éstos acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga son esenciales porque el cuerpo humano no puede sintetizarlos y un adecuado
equilibrio entre ellos contribuye a mantener un buena salud (Pham-Huy et al., 2008). Otro
tipo de antioxidantes presentes en alimentos marinos son los carotenoides, cuyas principales
caracteristicas son proteger células y tejidos del dafio oxidativo provocado por ERO
(Sowmya y Sachindra, 2012). La vitamina E o a-tocoferol, es una vitamina liposoluble que
se encuentra especialmente en el pescado. Su principal funcion es proteger contra la
oxidacion lipidica y puede actuar como antioxidante o modulador especifico, encargado de
regular la actividad enzimatica y la expresion génica (Hamre, 2011). La concentracion de
moléculas antioxidantes esta relacionada con un alto contenido de acidos grasos insaturados
presentes en alimentos marinos y que pueden ser susceptibles a la oxidacion (Faramarzi,
2012).

2.2 Elementos traza

Entre los elementos traza se encuentran elementos esenciales, como Fe, Cu, Mn, Zn, Se, Cr
y Ni, los cuales desempefian funciones como cofactores de enzimas, incluyendo glutation
peroxidasa (GPx) y superoxido dismutasa (SOD). La toxicidad de los elementos traza
depende principalmente de su trasporte a través de la membrana celular; esto a su vez, se ve
afectado por factores como solubilidad, volatilidad, peso molecular (PM) y mecanismos
especificos de transporte (Ferrer, 2003). Se ha reportado la deteccion de elementos traza en
leche materna en estudios alrededor del mundo, asi como entre la poblacién mexicana (Al-
Saleh et al., 2003; Cardoso et al., 2014; Gaxiola-Robles et al., 2014). Al parecer, los

principales factores que determinan las variaciones en la concentracion de elementos traza
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en leche materna son el ambiente y la dieta de las madres (Parr et al., 1991; Vuori et al.,
1980). La presencia de elementos traza considerados tdxicos puede incrementar la
produccién de ERO y llevar a un desbalance entre las moléculas antioxidantes y
prooxidantes, induciendo un estado de estrés oxidativo (Halliwell y Gutteridge, 2007; Sies,
1997). Algunos autores reportan una relacion positiva entre la actividad de ciertas enzimas
antioxidantes y la concentracion de algunos microelementos esenciales (Se, Cu, Zn) en leche
(Al-Awadi y Srikumar, 2000; Dodge et al., 1999).

Las reacciones de Haber-Weiss y Fenton son un posible mecanismo mediante el cual algunos
metales pueden contribuir a la generacion de ERO. Se ha sugerido que algunos elementos
traza, al entrar en contacto con radicales libres, reaccionan generando nuevos radicales, e

iniciando una reaccion en cadena (Banfalvi, 2011).

Fe’* + 0" — Fe?* + 02 (1)
Fe?* + Ho0, — Fe® + OH™ + "OH 2
02"+ H02— 02+ OH +"OH (3)

Elementos como el Se interfieren con el metabolismo de otros elementos, como el Hg,
disminuyendo su toxicidad e interfiriendo con su presencia (R. Gaxiola-Robles et al., 2014).
Otros elementos, como Zn o Cu, ademéas de Se, contribuyen a mitigar el dafio oxidativo
provocado por los radicales libres, al funcionar como cofactores de enzimas antioxidantes
(SOD, GPx) (Halliwell y Gutteridge, 2007).
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2.3 Expresion de GSTP1

La funcion de la enzima GST esta relacionada con el metabolismo de xenobioticos, los cuales
son metabolizados mediante una reaccion de conjugacion con el GSH (Halliwell y
Gutteridge, 2007). Las isoformas de GST se han agrupado en siete subfamilias (a, u, «, o,
®, 0 y {, de acuerdo a su secuencia y actividad (Hayes y Pulford, 1995). La GST ha sido
relacionada con la detoxificacion de sustancias cancerigenas, contribuyendo a prevenir
diferentes tipos de cancer (cancer de mama, pulmon, colon, cerebro, entre otros) (Parl, 2005).
Los procesos que regulan la expresion de un gen sin modificar su secuencia nucleotidica son
llamados procesos epigenéticos (Cavagnari, 2012). La metilaciéon de ADN es un proceso
epigenético cuya funcion es la regulacién de la expresion de los genes mediante el
impedimento de la unién de factores de transcripcion o la modificacion de la estructura de la
cromatina (Ordway y Curran, 2002). Las alteraciones en el patron de metilacion de los genes
que codifican para las GST afectan la expresion de la enzima y, por ende, los procesos de
detoxificacion, incrementando la vulnerabilidad a ciertos contaminantes o a sus productos
metabolicos. Diversos padecimientos como cancer de mama, de prostata o gastrico, se han
relacionado con alteraciones en los patrones de metilacion de GST (Liang et al., 1999; Mesa-
Cornejo et al., 2006; Palma, 1998; Widschwendter y Jones, 2002; Wu et al., 2010).

La enzima detoxificante GST interviene en el metabolismo de detoxificacion de As y Hg,
mediante la reaccion de conjugacion con GSH; esta reaccion de conjugacion disminuye la

toxicidad de estos elementos favoreciendo su eliminacién (Fig. 1).
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Figura 1. Reaccion de conjugacion de glutation con xenobi6ticos (X) a traves de la actividad
de la enzima glutation S-transferasa (GST) dando como resultado la formacion de un
conjugado de glutation-S (Townsend y Tew, 2003).

La actividad de las enzimas antioxidantes como SOD, GPx y GST se ha relacionado con
presencia de POCs (a-HCH, y-HCH) en tumores de mujeres con cancer de mama (Iscan et
al., 2002) ya que aumentan el estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica en diversos tejidos
(Koner et al., 1998; Sahoo et al., 2000). Los plaguicidas pueden inducir la actividad del grupo
de enzimas citocromo P450, que son algunas de las enzimas responsables de incrementar la
velocidad de produccion de ERO bajo ciertas circunstancias (Parke et al., 1991). Los POCs
afectan, asi, al ciclo redox, causando dafio oxidativo a las macromoléculas incluyendo al
ADN (Sierra-Santoyo et al., 2000). Sin embargo, la presencia de enzimas antioxidantes
previene el dafio oxidativo y funcionan como anticancerigenos, al eliminar a las ERO
implicadas en las etapas de iniciacién y de promocion de la carcinogénesis. Las GSTs han
sido relacionadas con la detoxificacion de intermedios electrofilicos, incluyendo perdxidos
lipidicos productos de las ERO. Algunos estudios relacionan una mayor actividad de las
enzimas antioxidantes en tumores de mujeres con cancer de mama en comparacion con sus
controles (Albin et al., 1993; Iscan et al., 2002). Por lo tanto, las enzimas antioxidantes
especialmente las GST, juegan un papel importante en la prevencion y control del estrés

oxidativo provocado por POCs y que a su vez favorece la patogénesis del distintos tipos de
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cancer (Iscan et al., 2002). Ello permite asumir que la metilacion de genes destinados a la
produccion de enzimas antioxidantes puede favorecer un proceso patoldgico. En particular,
se ha asociado la metilacion del promotor de GSTP1 con la inactivacion del gen en
carcinomas de mujeres con cancer de mama, lo que permite utilizarlo como biomarcardor
(Widschwendter y Jones, 2002).

3. JUSTIFICACION

Los seres humanos se encuentran expuestos a maltiples xenobioticos (Jiménez y Kuh, 2009),
presentes en el ambiente, que pueden ingresar a su organismo principalmente a través de los
alimentos. La leche materna, el principal alimento del ser humano durante sus primeros
meses de vida (WHO, 2001), también es un mecanismo de detoxificacién por parte de las
madres, por lo que puede ser una matriz adecuada para estimar el grado de contaminacion
de la poblacion (Anderson y Wolff, 2000; Tijerina-Saenz et al., 2009). Principalmente por
su contenido de lipidos y proteinas, debido a que algunos contaminantes son lipéfilos y otros
se unen a proteinas para su transporte (Chao et al., 2014; Chavez-Almazan et al., 2014).
Actualmente existe poca informacién sobre el contenido de xenobi6ticos en leche materna,
en el estado de Baja California Sur. Este estudio permite estimar el grado de contaminacion
de la poblacidn, incluyendo el nivel de contaminantes transferidos a los lactantes.

Sin embargo, las moléculas antioxidantes y el contenido nutrimental reportado en este
estudio, justifica y promueve la lactancia materna, ademas brinda informacién sobre los
factores involucrados, en el posible dafio oxidativo de las moléculas presentes en leche
materna, que son de importancia para la proteccion del nifio. Los datos obtenidos en este

trabajo pueden proveer de informacion para futuros estudios.
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4. HIPOTESIS

Si el sistema antioxidante participa en la detoxificacion de xenobiéticos, las defensas
antioxidantes en leche materna aumentaran con la concentracion de plaguicidas y elementos
traza.

Si la alimentacion, el nimero de gestas y la actividad de las madres influyen en los niveles
de xenobidticos, se encontrard una relacién entre estos factores y el sistema antioxidante en
leche materna.

Si el estado de metilacion del gen GSTP1, que codifica para la expresion de la enzima GST,
esta asociado a la presencia de xenobioticos, se observard metilacion del gen GSTP1 en

mujeres con los mayores niveles de xenobidticos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la relacion existente entre la concentracion de xenobioticos (plaguicidas y elementos
traza) y los indicadores de estrés oxidativo presentes en leche materna, asi como la influencia
de la alimentacién, el numero de gestas y la actividad de las madres lactantes

sudcalifornianas.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar la produccion de especies reactivas de oxigeno, los niveles de dafio
oxidativo (TBARS, carbonilos proteicos, 8-oxo-dG), la actividad de las principales
enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx, GST y GR), asi como la concentracion de
antioxidantes no enzimaticos (GSH) y micronutrientes (Se, Fe, Cu, Zn) en leche de

madres lactantes de Baja California Sur.
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2. Cuantificar el contenido de xenobioticos (plaguicidas organoclorados, sus
metabolitos y elementos traza) en leche de madres lactantes de Baja California Sur.

3. Evaluar el estado de metilacion del gen GSTP1, que codifica para la expresion de la
enzima GST, en muestras de leche y sangre de mujeres de Baja California Sur.

4. Analizar la relacién entre las concentraciones de xenobioticos, micronutrientes y los
indicadores de estrés oxidativo en leche de madres lactantes sudcalifornianas.

5. Evaluar lainfluencia de variables antropométricas, alimentacion y actividad realizada
por las madres lactantes, con la concentracion de xenobidticos, micronutrientes e

indicadores de estrés oxidativo.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Grupo de estudio

El grupo de estudio incluye 108 mujeres de Baja California Sur, quienes se encontraban entre
la primera y segunda semana postparto (7-10 dias postparto). Las muestras de leche materna
y sangre periférica fueron recolectadas a domicilio por una enfermera voluntaria. Se
colectaron 35 mL de leche materna en tubos de plastico con la ayuda de un extractor;
posteriormente en refrigeracion fueron transportadas al laboratorio y almacenadas a -80°C
hasta su analisis. Se colectaron 5 mL de sangre periférica en tubos de vidrio con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante.

En el momento de la toma de muestra, tanto de leche como de sangre, se entregd y firmo un
documento de consentimiento informado (Anexo A), asi como un cuestionario estructurado
(Anexo B). Mediante el cuestionario, se recabd informacion acerca de variables
antropomeétricas (edad, peso corporal, estatura), el nUmero de embarazos y el aporte de
diversos tipos de alimento a la dieta de las madres (Anexo B). El peso y la estatura de las
madres fueron usados para calcular el indice de masa corporal (IMC = peso (kg) / estatura al
cuadrado (m?)). La informacion de la alimentacion de las madres permitio conocer el
consumo de alimentos de origen marino (sin consumo de pescados ni mariscos, consumo de

pescados solamente, consumo de mariscos solamente, consumo de pescados y mariscos). El
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proyecto y el consentimiento informado fueron aprobados por el Capitulo Baja California
Sur de la Academia Nacional Mexicana de Bioética. Para realizar el andlisis genético de
GSTP1, se llevo a cabo la extraccion de ADN a partir de muestras de leche (n = 108) y sangre
(n=34).

6.2 Procesamiento de muestras

Las muestras de leche entera fueron homogenizadas y centrifugadas a 905.6 x g por 10
minutos a 4°C (Sorvall RT, Massachusetts, USA), previo a su analisis. Se agregé fluoruro de
fenil metil sulfonilo (PMSF, 1 mM) al sobrenadante recuperado con el propdésito de inhibir
la accidn de las proteasas. Para la extraccion de ADN de las muestras de leche y de sangre,
se utilizo el kit DNeasy Blood & Tissue Kit de QIAGEN siguiendo el protocolo para
purificacion de ADN a partir de sangre total. EI volumen de muestra utilizado fue de 100 pL.

El liquido filtrado, que contenia el ADN colectado, fue almacenado a -20°C hasta su analisis.

6.3 Antioxidantes enzimaticos

6.3.1 Superoxido dismutasa (E.C. 1.15.1.1)
La actividad de la SOD se determiné como la inhibicion de la reduccion de nitroazul de

tetrazolio (NBT) a formazan (Hermes-Lima y Storey, 1994). El formazéan es un producto
cromogeno que puede ser detectado por espectrofotometria a 560 nm. Para determinar la
actividad de la SOD se utiliz6 el sistema xantina/xantina oxidasa como generador constante
de radical superdxido (O2") y la consecuente reduccion del NBT a formazéan (Suzuki, 2000).
Se coloco y mezcl6 solucion amortiguadora sodio-carbonato (50 mM), xantina (0.1 mM),
NBT (0.025 mM), EDTA (0.1 mM), xantina oxidasa (1 U mL™ en sulfato de amonio 2 M) y
las muestras o el blanco (solucion para homogenizar, pH 7.5). Los reactivos se mantuvieron
a una temperatura de 25°C. Se registro el cambio en la absorbancia cada 30 segundos durante
5 minutos en el espectrofotdmetro (Beckman Coulter Du 800, Fullerton, CA). Los resultados

se expresaron en unidades (U) por miligramo de proteina soluble. Una unidad de actividad
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de SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para inhibir el 50% de la maxima
reaccion del O™ con el NBT.

6.3.2 Catalasa (E.C. 1.11.1.6)
La CAT tiene como sustrato al perdxido de hidrogeno (H205); para cuantificar su actividad,

se registré mediante espectrofotometria la desaparicion del H2O2 a 240 nm (Aebi, 1984). Se
agrego6 una solucion amortiguadora de fosfatos (0.1 M), H202 (20 mM) y la muestra. El
cambio en la absorbancia se midié a 240 nm cada 15 segundos durante 2 minutos en un
espectrofotdmetro (Beckman 6505 UV/Vis). La actividad enzimética se expreso en unidades
de CAT por miligramo de proteina soluble. Se define una unidad de actividad de CAT, como

la cantidad de enzima que cataliza la descomposicion de 1 mol H2O2 por minuto.

6.3.3 Glutation peroxidasa (E.C. 1.11.1.9)
La actividad de GPx se determin6 usando H202 como sustrato de la enzima y se registro el

decremento de la concentracion de NADPH en un ensayo vinculado con GR que cataliza la
oxidacion de NADPH a 240 nm (Flohé y Gunzler, 1984; Hermes-Lima y Storey, 1998). Se
mezclaron solucién amortiguadora de fosfatos (500 mM, pH7.2), EDTA (50 mM), azida de
sodio (20 mM), GR (15 U mL?), NADPH (1.5 mM), GSH (250 mM), y la muestra
homogenizada. La registré la absorbancia a 340 nm por 40 segundos en un espectrofotometro
(Beckman 6505 UV/Vis). Como blanco, se utilizd una mezcla de las soluciones anteriores,
con excepcion de la muestra, y se leyd en un espectrofotometro a 340 nm por 40 segundos.
Se realizaron los calculos utilizando el coeficiente de extincion de NADPH (6.22 mmol L?)
y se expresaron los resultados en unidades de actividad de GPx por miligramo de proteina
soluble. Una unidad de actividad de GPx se define como la cantidad de enzima que oxida 1

pmol NADPH por minuto.

6.3.4 Glutation S-transferasa (E.C. 2.5.1.18)
La actividad de GST se evalu6 mediante la aparicion del complejo tioeter glutation

dinitrobenceno a partir de la conjugacion de GSH y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB)

(Habig y Jakoby, 1980). Se mezclaron solucién amortiguadora de fosfatos (0.1 M), GSH (10
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mM), EDTA (60 mM), CDNB (10 mM) y la muestra. Se registro el cambio de absorbancia
cada 30 segundos durante 6 minutos a 340 nm en un espectrofotometro. La actividad
enzimatica se expresd en unidades de GST por miligramo de proteina soluble. Una unidad
de actividad de GST es la cantidad de enzima de que produce 1 mol GSH-conjugado por

minuto.

6.3.5 Glutation reductasa (E.C. 1.6.4.2)
La enzima glutation reductasa (GR) es una enzima dependiente de NADPH que cataliza la

reduccion del GSSG a GSH, el cual seré utilizado por GPx para la posterior reduccion del
H>O2 y de los lipoperoxidos (L-OOH) (Halliwell y Gutteridge, 2007). Se determiné la
actividad de GR midiendo la disminucion en la absorbancia observada durante la oxidacion
de NADPH a NADP+ por GSSG (Goldberg y Spooner, 1983; Hermes-Lima y Storey, 1998).
Se mezclaron solucion amortiguadora de fosfatos (500 mM, pH 7.2), EDTA (50 mM),
NADPH (2 mM) y la muestra se leyd a 340 nm por 40 segundos en un espectrofotometro.
Como blanco se utilizé una mezcla de todas las soluciones anteriores, con excepcién de la
muestra. Los resultados se expresaron en unidades de GR por miligramo de proteina soluble.
Una unidad de actividad de GR se define como la cantidad de enzima que reduce 1 umol

GSSG por minuto.

6.4 Antioxidantes no enzimaticos

6.4.1 Glutation
Para cuantificar la concentracion de glutation (GSH) se utiliz6 el método de (Griffith, 1980)

con las modificaciones descritas por Hermes-Lima y Storey (1998). Este método se basa en
lareaccion de GSH con acido 5, “5-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) que da como producto
una coloracion amarilla que puede detectarse por espectrofotometria a 412 nm. Se
homogenizaron las muestras en acido sulfosalicilico (5%). Posteriormente, las muestran
fueron burbujeadas con nitrogeno (N2) gaseoso por 10 segundos, se centrifugaron por 5
minutos a 17004.8 x g a 4°C. Se recupero el sobrenadante y se colocé en tubos Eppendorf®
que fueron colocados en hielo. Para determinar la concentracion de GSH total (GSH-EQ) se
agrego a una celda de pléastico la muestra, NADPH (0.3 mM), DTNB (6 mM), GR (50 U mL"
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1y, se registro la absorbancia a 412 nm durante 130 segundos en un espectrofotdmetro. La
concentracion de GSH-Eq se calcul6 a partir de una curva estandar utilizando GSH en lugar

de muestra. Los resultados se expresan en nanomoles de GSH- Eq por miligramo de proteina.

6.5 Produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

6.5.1 Radical superéxido
La tasa de produccion de radical superdxido (O2™) se cuantific6 mediante técnicas

fotocolorimétricas registrando la reduccion de ferricitocromo c para producir ferrocitocromo
c en un tiempo determinado. La absorbancia se midi6 en un espectrofotometro (Jenway 6505
UV/Vis, Princeton, NJ, USA) a 550 nm (Markert et al., 1984). Los datos se expresaron en

nmol de superdxido por miligramo de proteina por minuto.

6.6 Indicadores de dafo oxidativo

6.6.1 Dafio oxidativo a lipidos
Se midio el nivel de peroxidacion de lipidos como el contenido de sustancias reactivas al

acido tiobarbitdrico (TBARS) mediante la cuantificacion de la concentracion de
malondialdehido (MDA) (Persky et al., 2000). El MDA es un pigmento rosa cristalino que
se forma cuando los hidroperoxidos y aldehidos lipidicos, producto de la lipoperoxidacion,
reaccionan con el acido tiobarbiturico (TBA) y se registra la absorbancia a 532 nm. Para la
cuantificacion de TBARS, se preparé una curva estandar con 1, 1, 3,3- tetraetoxipropano
(TEP) en un rango de 0 a 5 nmoles 250 uL™. Los tubos con la curva estandar y el
homogenizado se incubaron a 37°C durante 15 minutos. Para detener la reaccién, todos los
tubos se colocaron en bafio de hielo e inmediatamente se les agregd acido tricloroacético
(TCA, 12.5%). Posteriormente, se afiadio acido tiobarbiturico (TBA, 1%) y se incubo a 90°C
con agitacion durante 10 minutos. Finalmente, los tubos se enfriaron en bafio de hielo y
fueron centrifugados a 905.6 x g por 10 minutos a 4°C. Una vez recuperado el sobrenadante,
se leyo la absorbancia a 532 nm. Los niveles de TBARS en las muestras de leche se
obtuvieron a partir de la curva estandar. Los resultados se expresaron en nmoles de TBARS

por miligramo de proteinas solubles.
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6.6.2 Dafio oxidativo a proteinas
El dafio oxidativo a proteinas se cuantificé como el contenido de carbonilos proteicos (Levine

etal., 1994; Vazquez-Medina et al., 2006), derivados carbonilos resultantes de las reacciones
de interaccion entre aldehidos procedentes de la peroxidacién de proteinas (Konigsberg
Fainstein y Aguilar-Maldonado, 2008). Se midié la formacién de un complejo entre los
derivados carbonilados de las proteinas y la 2,4—dinitrofenil hidracina (DNPH). Se tomaron
500 pL de leche entera, homogenizdndola con &cido sulfosalicilico (5%). El liquido
homogenizado se centrifug6 a 22639.5 x g por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se elimind
el sobrenadante y se agregé DNPH (10 mM) a las muestras y acido clorhidrico (HCI) (2 M)
a los blancos y se dejaron incubar por una hora. Al término de este tiempo, se afiadid acido
tricloroacético (TCA, 20%), se centrifugd a 22639.5 x g por 5 minutos a 4°C, se eliminaron
los sobrenadantes, y se realizaron 3 lavados con etanol-acetato de etilo (1:1) centrifugando
después de cada lavado a 22639.5 x g por 5 minutos a 4°C. Al término de la Gltima
centrifugacion se elimino el sobrenadante y el precipitado se lavo con clorato de guanidina
(6 M), para desnaturalizar las proteinas. Se incubaron los tubos por 15 minutos a 37°C y
nuevamente fueron centrifugados a 22639.5 x g por 5 minutos. Se recuperaron los
sobrenadantes en celdas de plastico para ser leidas en el espectrofotometro con barrido en el
rango de 340-410 nm, se registrd la absorbancia maxima para determinar la concentracion
de carbonilos proteicos con ayuda del coeficiente de extincion de 22 mmol L. Los resultados

se expresaron en umoles de carbonilos proteicos por miligramo de proteina total.

6.6.3 Dafio oxidativo a ADN
Para la extraccion de ADN de las muestras de sangre se utilizo DNeasy Blood & Tissue Kit

de QIAGEN; siguiendo el protocolo para purificacion de ADN a partir de sangre total o
células, como se menciond anteriormente. En las muestras de ADN obtenidas, se cuantifico
el marcador de dafio a ADN, 8-0x0-dG, el cual se produce por la oxidacion provocada por
ERO. Para la deteccion del 8-oxo-dG se utilizd un kit comercial para pruebas de ELISA
(Trevigen, Inc. Helgerman, Gaithersburg).



22

6.7 Determinacion de proteinas totales

Para normalizar los resultados obtenidos, se cuantifico la concentracion de proteinas solubles
en las muestras de leche utilizando el método descrito por Bradford (1976), adaptado a
microplaca. Se uso6 un kit comercial (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Se leyd
la absorbancia a 590 nm (Microlab 300, Vital Scientific, Paises Bajos). Los resultados se

expresaron en mg proteina mL™L.

6.8 Plaguicidas organoclorados

Se cuantificaron 21 plaguicidas diferentes siguiendo la adaptacion del método propuesto por
Gardner (2003) (Avilal y Gemio, 2011; Diaz, 2004; Gardner et al., 2003). Los plaguicidas
organoclorados se extrajeron a partir de las muestras de leche entera (1 g) con solventes grado
HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia) (Acros, New Jersey, USA). Posteriormente,
las muestras fueron purificadas utilizando florisil y sulfato de sodio anhidro (Sigma
Chemical, New Jersey, USA). Finalmente, se inyect6 1 uL de muestra en el cromatografo de
gases (Network GC System, Palo Alto CA, USA) en una columna capilar (30 m x 0.025 mm
X 0.25 pm, 5% fenilmetil silicona, HP-5MS Agilent, Wilmington, DE, USA). Se utilizaron
1, 7, 8 triclorodibenzo-p-dioxina (TriCDD) y 1, 2, 3, 4-tetraclorodibenzo-p-dioxina
(TetraCDD) (Accu Standar, New Haven, C.T., USA) como estandares para el calculo de la
eficiencia de recuperacion del proceso, la cual fue del 80%. Los resultados se expresaron en
mg L. El rango del limite de deteccion se encuentra entre 0.0016 y 0.003 mg L%,

dependiendo del tipo de plaguicida.

6.9 Determinacién de elementos traza

Se cuantificd la concentracion de elementos traza, mediante espectrofotometria de

absorcion atomica (de Figueiredo et al., 2010). Aproximadamente 10 mL (= 10 gr) de leche
entera, fueron pesados y transferidos a vasos de teflon; donde fueron digeridos con 2 mL de
H20. y 6 mL de &cido nitrico (HNO3) (Mallinckrodt J.T. Baker, USA) en un horno de
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microondas (Mars 5X, CEM; Matthews, USA). El producto de la digestién fue aforado a 50
mL con agua desionizada y posteriormente fue filtrado. Las concentraciones de Hg, As, y Se
fueron cuantificadas utilizando espectrofotometro de absorcion atomica (HG 3000, GBC,
Australia) (XplorAA, GBC, Braeside Australia). Se utilizé la técnica de vapor frio para la
cuantificacion de Hg, y la generacion de hidruros para la determinacion de la concentracion
de Asy Se. Los andlisis de realizaron por duplicado, utilizando los estandares SRM1954 para
Hg y GBW10017 para As y Se. Los limites de deteccion (LD) fueron 0.02 pg L™ para As y
Se, 0.05 pg L para Hg, 0.011 mg L™ para Cd, 0.15 mg L™ para Pb y Fe; 0.0142 mg L* para

Cu y 0.016 mg L para Zn. Se obtuvo un porcentaje de recuperacion > 90%.

6.10 Deteccion de metilacion del gen GSTP1

Para la extraccion de ADN de muestras de sangre y leche materna se utiliz6 el kit DNeasy
Blood & Tissue de QIAGEN, como se menciond anteriormente; el ADN colectado fue
almacenado a -20°C. Para la modificacion de ADN se utilizo el kit EZ DNA Methylation
Gold de Zymo Research. Se prepard un gel de poliacrilamida 29:1 al 6%. Se monto el gel en
una camara de electroforesis (Dual Adjustable Slab Gel DASG-250), se realiz6 la
electroforesis a 190 volts, por 1:30 horas. Para revelar el gel, se utilizé solucion fijadora de
nitrato de plata durante 5 minutos y solucion reveladora. Por ultimo, se lavo el gel con agua

corriente.

6.11 Métodos estadisticos

Se evaluo la normalidad de los datos mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnov tanto
para la distribucion de los indicadores de estrés oxidativo, como para los datos de
concentracion de plaguicidas y elementos traza. Debido a que la mayoria de las variables no
presentaron una distribucion normal, las estadisticas descriptivas se presentan como mediana,
rango, y percentiles 25 y 75 (Zar, 1996). Se realizaron correlaciones de Spearman para

evaluar la relacién entre indicadores de estrés oxidativo y xenobioticos (Zar, 1996).
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Previo a los analisis estadisticos, se agrupo a los plaguicidas de acuerdo con su estructura
quimica como hexachlorociclohexanos (HCHs), en este grupo se incluy6 a los isobmeros a-,
B-, v- y 9; clordanos (isomeros B y 0); ciclodienos (aldrin, dieldrin, endrin, endrin aldehido,
endrin cetona, y endosulfan 1 y I1); diclorodifeniltricloroetanos (DDTSs), este grupo incluyé a
los metabolitos del DDT, pp-DDE y pp-DDD; heptacloros (heptacloro y B-heptacloro
epoxido); hexaclorobenceno, y metoxicloro (Labrada-Martagén et al., 2011). Con el fin de
calcular las estadisticas descriptivas (mediana, percentil 25y 75%) de las concentraciones de
POCs , se utiliz6 un método distribucional, Ilamado gréafico de probabilidad, utilizado para
extrapolar datos reportados por debajo del limite de deteccion (LD) (Helsel, 1990; Labrada-
Martagoén et al., 2011). Sin embargo, para completar la base de datos necesaria para realizar
los analisis multivariados, se utilizé la mitad del valor del LD de cada POC (0.0008-0.0015),
cuando el valor se encontraba por debajo de éste (Farnham et al., 2002). Se emple6 un analisis
de componentes principales (ACP) con el objetivo de detectar aquellas variables que
contribuyen a explicar la variabilidad de los datos. Adicionalmente el ACP, permite conocer
patrones de distribucion entre la concentracion de xenobidticos y las defensas antioxidantes
asi como los indicadores del dafio oxidativo (Labrada-Martag6n et al., 2011; Tabachnick y
Fidell, 2001). En los analisis multivariados s6lo se consideraron aquellos plaguicidas que
fueron reportados en al menos 30% de las muestras analizadas (Helsel, 1990). Se
consideraron cargas factoriales significativas cuando el valor fue >0.5. Las mujeres lactantes
fueron agrupadas de acuerdo con el consumo de pescados y mariscos (no consume pescados
ni mariscos (n = 25); consumo de pescados solamente (n = 39); consumo de mariscos
solamente (n = 2); consumo de pescados y mariscos (n = 42)). También las madres fueron
agrupadas de acuerdo con el nimero de embarazos, en una gesta (n = 43), dos gestas (n =
38) y tres 0 mas gestas (n = 27).

Se realizd un andlisis discriminante (AD) para determinar si las variables (indicadores de
estrés oxidativo y concentracion de xenobioticos) permiten discriminar o separar los grupos
definidos a priori. El estadistico Lambda de Wilks y las distancias cuadradas de Mahalanobis
se usaron para evaluar la significancia de la separacién entre grupos (Tabachnick y Fidell,

2001; Vélez-Alavez et al., 2013). Todos los estadisticos son considerados significativos con
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a < 0.05. Los analisis se realizaron en Statistica v.8 (Inc, 2007) y R v.3.0.2 (Pinheiro et al.,
2013).

En el caso de los datos de elementos traza que cayeron por debajo del LD, se utilizo la mitad
del valor de éste para cada elemento con el fin de completar la base de datos (Farnham et al.,
2002). Se gener6 un modelo lineal generalizado (GLM), dada la falta de normalidad de los
datos (p <0,05) y debido a que los datos fueron continuos y positivos (Celis de la Rosa y
Labrada-Martagon, 2014). Se utiliz6 un error de distribucion gamma debido a su flexibilidad,
partiendo de una curva con sesgo hacia la derecha hacia una curva de Gauss simétrica
(cuando el parametro de dispersion v es mas pequefio que p?,) (Smith et al., 2009). Después
de evaluar varios modelos, el GLM se llevd a cabo con las variables mas significativas,
incluyendo la concentraciéon de carbonilos proteicos (variable respuesta) y las variables
explicativas, actividad de las enzimas antioxidantes (GPX, GR, SOD, CAT), tasa de
produccion O™, y la concentracién de GSH, Se, Cd y Pb.

Para transformar la variable respuesta, se utilizé la funcion enlace log candnica, lo que
permite una relacion lineal entre las variables independientes y variables dependientes
(Cayuela, 2010; Lindsey, 1997; Smith et al., 2009). EI GLM se realiz6 a partir de un modelo
maximo donde se incluyeron las variables mencionadas anteriormente (k = 9) (B = 30.522,
error estandar = 6,7386, p <0,01, escala 439.947, desviacion residual = 47514.298). Con el
fin de obtener el modelo adecuado minimo se empled un procedimiento hacia atras
(backward); los modelos alternativos fueron evaluados mediante el uso de la devianza como
criterio de bondad de ajuste y teniendo en cuenta la contribucion de cada variable al modelo,
se utilizaron los residuales como método de validacion. Los andlisis estadisticos se realizaron

con el programa SPSS (version 20), y la significancia estadistica considerada fue de a = 0.05.
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7. RESULTADOS

Las mujeres que participaron en este estudio presentaron una edad promedio de 27 afios,
(rango = 15 a 44 afios), con un IMC de 30 kg m™ (rango = 19 a 49 kg m?). De las 108
mujeres lactantes muestreadas para este estudio, 95 (88%) reportaron a la ciudad de La Paz
como lugar de residencia, y 67 (62%) reportaron como ocupacion, ser amas de casa. Debido
a esta escasa variabilidad, no se pudieron realizar los analisis de datos por actividad ni por

lugar de residencia.

7.1 Indicadores de estrés oxidativo

Los resultados de la actividad antioxidante, concentracion de antioxidantes enddgenos e
indicadores de dafio oxidativo en leche materna, se presentan en la tabla I. De acuerdo con
los resultados obtenidos con la prueba de Kruskal Wallis, solamente se encontraron
diferencias significativas en la actividad de GST en relacion con el nimero de embarazos y
la alimentacion de origen marino (Tabla Il). Se encontré que el incremento en el nimero de
embarazos aumentaba la actividad de la enzima GST, el valor més alto de la mediana se
reporté en mujeres con 3 o mas embarazos (0.009 U mg™ proteina). Con relacién a la
alimentacion, el grupo con mayor actividad de GST fue aquel que consumia tanto pescados
como mariscos (0.01 U mg™ proteina), seguido del grupo que solamente consumia pescados
(0.007 U mg*! proteina).
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Tabla I. Indicadores de estres oxidativo en leche materna de mujeres de Baja California Sur

(n=108).

Percentil Percentil

Mediana Rango 25 75

TBARS
(nmol mg? proteina) 231.755  3.089 - 2066.284  102.986 474.521
Carbonilos proteicos
(umol mg! proteina) 21.690 0.569 - 99.236 6.428 47.525
02"
(nmol min't mg* proteina) 0.009 0.0003 - 0.160 0.004 0.017
GPx
(U mg?! proteina) 0.063 0.0003 - 10.203 0.016 0.207
SOD
(U mg* proteina) 198.172  1.652 - 2117.956 39.977  775.454
GR
(U mg'* proteina) 0.017 0.0003 - 7.324 0.005 0.051
GST
(U mg'* proteina) 0.002 0.000 - 0.070 0.0008 0.006
CAT
(U mg'* proteina) 0.253 0.0000 - 4.578 0.105 0.488
GSH
(nmol mg* proteina) 21.948 1.420 - 253.428 12.180 38.348
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Tabla Il. Comparaciones de los indicadores de estrés oxidativo, por grupos (nimero de
embarazos y alimentacion) de mujeres de Baja California Sur (n = 108).

Indicadores de estrés oxidativo Embarazos* Alimentacién?
Mediana p® Mediana  p®
TBARS E1l 229.85 Al 277.45
E2 388.12 A2
381
0.24 0.58
E3 395.66 A3 289.91
A4 37595
Carbonilos El 3522 Al 234
proteicos
E2 232 A2
0.41 33.46 0.22
E3 2912 A3  7.36
A4 33.99
Oy~ E1 0.015 Al 0.02
E2 0.016 A2 0.01
0.67 0.15
E3 001 A3 0.03
A4 001
GPx El 019 Al 052
E2 042 0.67 A2 038
' 0.4
E3 0.53 A3 0.05
A4 0.8
SOD E1l 328.81 Al 38134
E2 4712 0.08 A2 468.38
' 0.86
E3 466.29 A3  490.75
A4 4129
GR El 0.2 Al 019
E2 0.26 A2 0.23
0.45 0.99
E3 0.05 A3 0.03

A4 0.07
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GST E1 0.004 Al 0.006
E2 0.008 0.02 A2 0.007
' 0.008
E3 0.009 A3 0.003
A4 0.01
CAT El 032 Al 044
E2 0.4 A2 049
0.88 0.61
E3 057 A3 098
A4 028
GSH El 33 Al 29.79
E2 A2 3244
29.1
0.67 0.34
E3 26.65 A3 1332
A4 221

Notas:  grupos de acuerdo al nimero de gestas, (E1 = Una gesta (n = 36), E2 = dos gestas (n = 36), E3 = tres 0 mas gestas
(n = 36); 2 grupos de acuerdo al consumo de pescados y mariscos (A= 1 =no hay consumo de pescados ni mariscos (n =25);
A2 = consumo de pescados solamente (n = 39); A3 =consumo de mariscos solamente (n =2); A4 =consumo pescados y
mariscos (n = 42); 2 prueba de Kruskal Wallis, las diferencias significativas entre grupos (p < 0.5) se presentan en negritas.
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7.2 Plaguicidas organoclorados

Se detectaron 21 POCs en la leche de las 108 mujeres. De acuerdo a la prueba de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov, los resultados obtenidos no presentaron una distribucion normal
(Tabla 11), las estadisticas descriptivas se presentan en la tabla IV. Los POCs detectados con
mayor frecuencia fueron diclorodifenil dicloroetileno (DDE) en 108 mujeres (100%), B-
hexaclorociclohexano (B-HCH) en 64 mujeres (60.2%), aldrin en 56 mujeres (53.8%), a- y
y-clordano en 55 y 51 mujeres (51 y 47.2%), respectivamente (Fig. 2). Se encontraron
correlaciones significativas entre POCs e indicadores de estrés oxidativo (Tabla V), se
presentan solo los valores de las correlaciones significativas (p < 0.05). Las principales
correlaciones encontradas fueron entre la actividad de GR y la concentracion de aldrin
(coeficiente de correlacion de Spearman, r = -0.5), y entre la actividad de SOD vy la
concentracion de a-HCH (r = 0.45). El analisis de componentes principales (ACP) genero
tres componentes principales (CPs), los cuales explican el 38.5% del total de la varianza de
los datos (16.3%, 12.4% y 9.8%, respectivamente) (Fig. 3). Las cargas factoriales
correspondientes a las correlaciones entre los CPs obtenidos y las variables originales se
muestran en la tabla V1. El primer CP se correlacion0 positivamente con la actividad de SOD,
también con la concentracion de hexaclorociclohexanos y ciclodienos (aldrin, endrin
aldehido). EI segundo CP se correlacion6 negativamente con el contenido de clordanos y
dieldrin. El tercer CP se correlaciond negativamente con la actividad de GPx y con la
concentracion de y-clordano y heptacloro. Se graficaron el CP1 y CP2 (Fig. 3). Los datos
agrupados en el extremo positivo, correspondiente al eje del CP1, presentaron mayor
actividad de SOD y mayor concentracion de hexaclorociclohexanos y ciclodienos. Es este
mismo grafico, las muestras con mayor concentracion de clordanos y dieldrin se congregaron
en el lado negativo del eje correspondiente al CP2. En el grafico de CP1y CP3, las muestras
con mayor actividad de GPx y mayor contenido de y-clordano y heptacloro se agruparon en
el lado negativo del eje de CP3.
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Tabla I11l. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov de la concentracion de
plaguicidas organoclorados e indicadores de estrés oxidativo, cuantificados en leche materna
de mujeres de Baja California Sur (n= 108).

Variables D p Variables D p

TBARS 0.174 <0.01 Endosulfan | 0.433 <0.01
Carbonilos proteicos = 0.145 @ <0.05 Endosulfan Il 0.535 <0.01
Oz~ 0.221 <0.01  Endosulfan Sulfato = 0.508 <0.01
GPx 0.375 <0.01 Aldrin 0.319 <0.01
SOD 0.228 <0.01 Dieldrin 0.351 <0.01
GR 0417 <0.01 Endrin 0471 <0.01
GST 0.309 <0.01 Endrin Aldehido 0.356 <0.01
CAT 023 <0.01 Endrin Cetona 0.454 <0.01
GSH 0.172 <0.01 p.p-DDE 0.313 <0.01
a-HCH 0.448 <0.01 p.p-DDD 052 <0.01
R-HCH 0.225 <0.01 p,p-DDT 0.474 <0.01
vy-HCH 054 <0.01 Heptacloro 0.468 <0.01
8-HCH 054  <0.01 R-Heptacloroepdxido 0.329 <0.01
R-Clordano 0.324 <0.01 Hexaclorobenceno  0.445  <0.01
y-Clordano 0.339 <0.01 Metoxicloro 053 <0.01

Frecuencia
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Figura 2. Frecuencia de plaguicidas organoclorados detectados en muestras de leche materna
de 108 mujeres lactantes de Baja California Sur.
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Tabla IV. Concentracion de plaguicidas organoclorados (mg L) en leche materna de
mujeres de Baja California Sur (n = 108).

Plaguicida Mediana Rango Percentil Percentil Frecuencia
25% 75% (%)
o—HCH! 0.011 0.003 - 0.391 0.011 0.012 41.67
B-HCH? 0.002 0.0015 - 0.030 0.002 0.005 60.19
8-HCH? 0.007 0.007- 0.021 0.007 0.007 3.70
y-HCH? 0.005 0.005 - 0.013 0.005 0.005 3.70
B—clordano! 0.003 0.002 - 0.008 0.002 0.004 50.93
y—clordano! 0.004 0.001 - 0.010 0.003 0.005 47.22
p,p—~DDD? 0.003 0.002 - 0.017 0.003 0.003 9.26
p,p-DDE! 0.088 0.015-1.634 0.079 0.112 100.00
p,p-DDT? 0.006 0.006 - 0.083 0.006 0.006 12.04
Aldrint 0.009 0.004 - 0.993 0.004 0.010 52.78
Dieldrin? 0.002 0.002 - 0.005 0.002 0.003 47.22
Endrin? 0.001 0.001 - 0.013 0.001 0.001 10.19
Endrin aldehido? 0.046 0.003 - 0.615 0.018 0.023 38.89
Endrin cetona? 0.011 0.011 - 0.062 0.011 0.011 21.30
Endosulfan 12 0.005 0.004 - 0.221 0.005 0.005 15.74
Endosulfan 11 0.006 0.006 - 0.015 0.006 0.006 1.85
Endosulfan sulfato! 0.005 0.005 - 0.020 0.005 0.005 13.89
Heptacloro? 0.003 0.002 - 0.018 0.003 0.003 14.81
B-Heptacloro epdxido* 0.002 0.001 - 0.020 0.002 0.002 35.19
Metoxicloro? 0.007 0.007 - 0.031 0.007 0.007 1.85
HCB! 0.001 0.001 - 0.015 0.001 0.001 16.67

Notas: * limite de deteccion 0.0016; limite de deteccion 0.003 mg L.
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Tabla V. Coeficientes de correlacion de Spearman entre el indice de masa corporal,
indicadores de estrés oxidativo, y concentraciones de plaguicidas organoclorados
cuantificados en leche materna de mujeres de Baja California Sur (n= 108, p <0.05)

o 3 é §

2 S £ 5 S
s I T T s e B K= - = ks —~ 2
2 § 8 & 9 3 & 3 5 3 B ¥4 89 5 2 5§
S i &2 4 A L X & T B 2 o a a A =@

IMC 0.20 0.23

TBARS 0.20 -0.18 0.08 -0.23 0.26

PC 0.19 0.26

GPx 0.35 0.20 -0.32 -0.36 0.26 -0.29 -0.23 -0.21

SOD 0.45 0.23 -0.30 -0.36 0.28 -0.29 0.39 032 0.24 0.25

GR 0.39 0.21 -0.32 -0.37 -0.50 -0.28 0.28 0.19

CAT 0.19

GSH 0.25 -0.26 -0.21




34

Tabla V1. Cargas factoriales del analisis de componentes principales de las concentraciones
de plaguicidas organoclorados e indicadores de estrés oxidativo cuantificados en leche
materna de mujeres de Baja California Sur (n = 108).

Factor 1 Factor 2 Factor 3

Varianza explicada (%) 16.3 12.4 9.8
TBARS 0.255 0.195 -0.006
Proteinas carboniladas -0.277  -0.309 0.170
02" -0.071 0.111  -0.248
GPX 0.365 0.401 -0.508
SOD 0.701 0.149 -0.176
GR 0.109 0.134 0.201
GST 0.000 0.247  -0.095
CAT 0.144 0.313 -0.144
GSH 0.295 -0.126 -0.284
a-HCH 0.647  -0.580 0.066
B-HCH 0.187 0.124  -0.099
>HCHs 0.653 -0.571 0.064
B-Clordano -0.401 -0410 -0.181
v-Clordano -0.359 -0.459  -0.540
>Clordanos -0.490 -0.585 -0.519
Aldrin -0.542  -0.023 -0.260
Dieldrin -0.254 -0.509  -0.295
Endrin Aldehido 0.516  -0.320 -0.095
>Ciclodienos 0.752 -0.564 -0.052
DDE 0.158  -0.065 0.281
>DDTs 0.204 -0.101 0.275
B-Heptacloro epoxido 0.267 0.437  -0.609
>Heptacloros 0.359 0.195 -0.646

Nota: las cargas factoriales significativas (p < 0.05) se presentan en negritas.
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Figura 3. Puntaje muestral (sample scores) del analisis de componentes principales de la
concentracion de plaguicidas e indicadores de estrés oxidativo en mujeres lactantes de Baja
California Sur. La linea del grafico no tiene significado estadistico.

Los resultados del andlisis discriminante (AD) mostraron dos funciones discriminantes para
las mujeres agrupadas de acuerdo con su consumo de alimentos de origen marino (sin
consumo de pescados ni mariscos; consumo de pescados solamente; consumo de mariscos
solamente; consumo de pescados y mariscos) (Fig. 4). Sin embargo, el analisis no mostré una
separacion significativa entre grupos con las variables predictoras (POCs e indicadores de
estrés oxidativo) (Lambda de Wilks = 0.44, F (eo245) =1.14, p = 0.23). En el analisis
discriminante basado en grupos por numero de embarazos, se obtuvieron dos funciones
discriminantes candnicas (Lambda de Wilks = 0.58, F @6,165) = 1.11, p < 0.31) (Fig. 5). Por
lo tanto, se asume que los indicadores de estrés oxidativo y las concentraciones de POCs

cuantificados en este estudio no son suficientes para explicar las diferencias entre grupos.
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Figura 4. Puntajes canonicos (canonical scores) para las funciones discriminantes canonicas
de la concentracion de plaguicidas e indicadores de estrés oxidativo de mujeres lactantes de
Baja California Sur agrupadas de acuerdo al consumo de alimentos de origen marino (no hay
consumo de pescados ni mariscos (n =25, circulos); consumo de pescados solamente (n =
39, cuadrados); consumo de mariscos solamente (n =2, rombos); consumo de pescados y
mariscos (n = 42, triangulos)).
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Figura 5. Puntajes candnicos (canonical scores) para las funciones discriminantes canonicas,
de la concentracién de plaguicidas e indicadores de estrés oxidativo de mujeres lactantes de
Baja California Sur agrupadas de acuerdo al nimero de gestas. Una gesta (n = 36), dos gestas
(n = 36), tres 0 mas gestas (n = 36).
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7.3 Elementos traza

Se presentan los resultados de las concentraciones de elementos traza Se, As, Hg, Zn, Fe, Cu,
Cd y Pb, en la tabla VII. Los elementos esenciales Se, Fe, Cu y Zn fueron detectados en el
100% de las muestras. Se agruparon los datos de acuerdo con el nimero de embarazos (uno,
dos y tres 0 més); asi como de acuerdo con el consumo de pescados y mariscos (sin consumo
de pescados ni mariscos; consumo de pescados solamente; consumo de mariscos solamente;

consumo de pescados y mariscos) para analizar posibles diferencias entre grupos.

Tabla VI1. Concentraciones de elementos traza cuantificadas en leche materna de mujeres
de Baja California Sur (n = 108).

Elemento traza Mediana Rango Percentil Percentil Frecuencia
25% 75% (%)
Se (ug LY 19.79 49.81 15.32 27.84 100.00
As (ug L™ 0.72 13.12 0.72 0.72 24.07
Hg (ug L) 1.54 24.84 0.54 3.58 85.19
Zn (mg L) 3.66 10.06 2.83 4.97 100.00
Cu(mgL?) 0.59 0.98 0.49 0.66 100.00
Fe (mg L™ 0.46 1.18 0.37 0.53 100.00
Pb (ug L?) 2.61 195.12 0.08 0.08 55.55

Cd (ug LY 0.01 351 0.01 0.01 21.30
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Tabla VIII. Coeficientes de correlacion de Spearman entre los indicadores de estrés
oxidativo y las concentraciones de elementos traza cuantificados en leche materna (n = 108,
p < 0.05).

Se Zn Cu Fe Cd Pb
TBARS 0.2 -0.22
PC 0.28 0.2 -0.27
0,
GPx -0.24 0.22
SOD -0.2
Se -0.24
Zn 0.64
Cu 0.54
Fe -0.28
Cd -0.28 0.25
Pb -0.24 0.25

Notas: Se presentan s6lo los resultados estadisticamente significativos (p < 0.05).

De acuerdo con los resultados en la matriz de correlacion de Spearman, se presentaron
correlaciones entre las concentraciones de los elementos traza y los indicadores de estrés
oxidativo. La concentracion de Se correlaciond significativa y positivamente con los niveles
de proteinas carboniladas como indicadores de dafio oxidativo a proteinas (r = 0.33) y
negativamente con la actividad de SOD (r = -0.21). Las concentraciones de Zn y Cu
mostraron una correlacion positiva (r = 0.54) entre ellas; la concentracion de Cu también
presentd relacion positiva con la concentracion de proteinas carboniladas (r = 0.2). Los
niveles de Fe y Cd tuvieron una correlacion negativa de r = -0.27 entre si; ademas, la
concentracion de Fe presentd un coeficiente de correlacion de r = 0.2 con los niveles de
TBARS, y la concentracion de Cd presentd relacién positiva con la actividad de GPx y con
los niveles de Pb (r = 0.22 y r = 0.24, respectivamente). Por ultimo, la concentracion de Pb
correlacion6 negativamente con los niveles de TBARS (r =-0.22), de proteinas carboniladas
(r =-0.27) y de Se (r = -0.24), y correlaciond positivamente con la concentracion de Cd (r
=0.25) (Tabla VHI).



40

Tabla IX. Cargas factoriales del analisis de componentes principales de las concentraciones

de elementos traza e indicadores de estrés oxidativo.

Factor 1 Factor 2 Factor 3

Varianza explicada (%)
TBARS

Proteinas carboniladas
0y
GPX
SOD
GR
GST
CAT
GSH
Se
As
Hg
Zn
Cu
Fe
Cd
Pb

13.2
0.22

-0.64
0.30
0.66
0.62
0.22
0.06
0.44
0.28
-0.45
0.07
0.20
-0.26
-0.29
-0.24
0.27
0.15

10
0.04

0.18
-0.30
-0.09
0.03
0.01
0.05
-0.15
-0.16
0.34
0.24
-0.13
-0.70
-0.78
-0.33
0.22
-0.27

9.4
-0.53

-0.37
0.29
-0.31
-0.47
0.20
-0.29
-0.10
0.28
-0.21
-0.31
-0.12
-0.32
-0.34
0.08
-0.15
0.40

Nota: las cargas factoriales significativas (p < 0.5) se presentan en negritas.
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El ACP gener0 tres componentes principales, los cuales explican el 32.6% del total de la
varianza de los datos (13.2%, 10% y 9.4%, respectivamente) (Tabla 1X). EI CP1 fue
correlacionado positivamente con la actividad de SOD y de GPx, y negativamente con el
contenido de carbonilos proteicos. En el CP2 las variables méas representativas fueron las
concentraciones de Zn y Cu. Finalmente, para el CP3 la variable més explicativa fue el
contenido de TBARS (Tabla IX).

Los datos agrupados en el extremo positivo correspondiente al eje del CP1, presentaron
mayor actividad de SOD y de GPx, en el extremo negativo se presentan las mujeres con
mayor concentracion de proteinas carboniladas; ello sugiere una relacion inversa entre la
actividad de las enzimas antioxidantes y el dafio oxidativo a proteinas. En el eje
correspondiente a CP2, se congregaron en el extremo negativo las muestras con mayor

concentracion de Zn y Cu, cofactores de SOD (Fig. 6).

En el gréafico de CP1y CP3, las muestras con mayor actividad de SOD y de GPx se presentan
en el extremo positivo del CP1; mientras que las muestras con mayor contenido de TBARS

se encuentran en el extremo negativo del eje correspondiente al CP3 (Fig. 7).
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Figura 6. Puntaje muestral (sample scores) del analisis de componentes principales, de la
concentracion de elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en mujeres lactantes de
Baja California Sur.
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Figura 7. Puntaje muestral (sample scores) del analisis de componentes principales, de la
concentracion de elementos traza e indicadores de estrés oxidativo en mujeres lactantes de
Baja California Sur.

Los resultados del analisis discriminante (AD) mostraron dos funciones discriminantes
candnicas, de acuerdo con los grupos establecidos por niUmero de embarazos. Sin embargo,
con base en los estadisticos (Lambda de Wilks = 0.78, F (26.185) = 0.93, p < 0.56) los datos no
muestran separaciones entre grupos (Fig. 8). En el caso de las mujeres agrupadas de acuerdo
con su consumo de alimentos (Fig. 9), el analisis no mostré una separacion significativa entre
grupos (Lambda de Wilks = 0.70, F 36,272) = 0.98, p = 0.50). Se sugiere que el contenido de
elementos traza en conjunto con los indicadores de estrés oxidativo no explican las

diferencias entre las agrupaciones definidas.



44

|
Lo
]
.G I:I
[
=
el
-2
-3
*
4t
* lna gesta
R o iy
i ) ) ) . + Tres gestas
Funcian 1

Figura 8. Puntajes canonicos (canonical scores) para las funciones discriminantes canonicas
de la concentracion de elementos traza e indicadores de estrés oxidativo de mujeres lactantes
en Baja California Sur agrupadas de acuerdo al nimero de embarazos. Una gesta (n = 36),
dos gestas (n = 36), tres 0 mas gestas (n = 36).
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Figura 9. Puntajes candnicos (canonical scores) para las funciones discriminantes canonicas
de la concentracion de elementos traza e indicadores de estrés oxidativo de mujeres lactantes
agrupadas de acuerdo al consumo de pescados y mariscos (no hay consumo de pescados ni
mariscos (n =25); consumo de pescados solamente (n = 39); consumo de mariscos solamente
(n =2); consumo pescados y mariscos (n = 42)).
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7.3.1 Modelo lineal generalizado (GLM) para la concentracion de carbonilos proteicos
Se realiz6 un modelo lineal generalizado partiendo de un modelo méximo (k =9). El modelo
adecuado minimo obtenido incluye la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y GR, asi
como la concentracion de GSH y de los elementos traza Se, Pb y Cd (B=19.570, error est. =
5.2839, p<0.01, escala 446.731, devianza residual = 51486.957) (Tabla X). La ecuacién del
modelo minimo ajustado (Eq. 4) predice un valor de la mediana de la concentracion de
carbonilos proteicos de 29.849 pmol mg™* en comparacion con la mediana observada (21.689

pmol mg™t).
CP = el9.570—3.995(GPx)—4.715(GR)—0.136(GSH)+0.759(Se)+0.179(Pb)—10.913(Cd) (4)
Tabla X. Coeficientes del modelo minimo ajustado en el andlisis del modelo lineal

generalizado con distribucion de error gamma para la concentracion de carbonilos proteicos
(umol mg™! proteina) en leche materna de mujeres de Baja California Sur (n = 108).

Intervalo
) de confianzade  Prueba de Hipotesis
Respuesta ParATetros g (T WaldSe%
Inferior Superior Chi-cuadrada g? p
CP3 (Intercepto) 19.57 528 9.21 29.93 13.72 1 <0.01
GPX -399 159 -711 088 6.32 1 001
GR 472 181 -827 -1.16 6.78 1 <0.01
GSH -0.13 0.06 -0.24 -0.03 6.09 1 001
Se 076 022 032 119 11.58 1 <0.01
Pb 0.18 0.04 0.09 0.26 16.58 1 <0.01
Cd -10.91 284 -1648 -534 14.76 1 <0.01
Escala 476.73 64.87 365.12 622.45

Notas:  Error estandar; 2 grados de libertad; 2 concentracion de carbonilos proteicos.
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7.4 Dafo oxidativo a ADN
A partir de las 34 muestras de sangre colectadas, se midio el dafio oxidativo al ADN
cuantificando los niveles de 8-0x0-dG. Los resultados se muestran en la tabla XI.

Tabla XI. Niveles de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina como indicador de dafio oxidativo al
ADN en sangre de mujeres de Baja California Sur (n = 34).

Percentil Percentil
Mediana Rango 25% 75%

8-0x0-dG (ng mL™Y) 1.27 0.18 —27.22 0.66 2.52

Se llevaron a cabo correlaciones de Spearman para evaluar la relacion entre el dafio a ADN
(8-0x0-dG) y las concentraciones de las diferentes sustancias xenobidticas (POCs vy
elementos traza) cuantificadas en el presente estudio; los resultados se presentan en la tabla
XIl. No se encontraron relaciones significativas entre POCs y 8-0x0-dG; sin embargo, se
observo una correlacion significativa entre la concentracion de Hg en leche materna y el dafio

oxidativo medido en muestras de sangre (r = -0.36, p < 0.05) (Tabla XI1I).

Se realizaron pruebas de Kruskall-Wallis para buscar diferencias entre grupos, de acuerdo
con su alimentacion (frecuencia de consumo de pescado, mariscos, cerdo, pollo, res, arroz,
frijol y lacteos), ocupacién, nimero de amalgamas, y habitos de fumar de las mujeres. No se
observaron diferencias significativas en el indicador de dafio oxidativo al ADN entre grupos
(p > 0.05) (Tabla XIII).
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Tabla XII. Coeficientes de correlacion de Spearman entre 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina y
las concentraciones de xenobioticos medidas en sangre y leche de mujeres de Baja California
Sur (n =34, p <0.05).

8-0x0-dG rt

Plaguicidas organoclorados a-HCH 0.07
B-HCH 0.19
B- clordano 0.30
y- clordano -0.07
Aldrin 0.12
Dieldrin 0.06
Endrin aldehido -0.06
DDE -0.05
B- heptacloro 0.06
Elementos traza Zn 0.05
Cu 0.32
Fe 0.22
Se 0.28
As 0.06
Hg -0.36
Pb -0.06

Notas: ! las correlaciones significativas (p <0.05) se presentan en negritas.
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Tabla XIII. Valores de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina de acuerdo con la alimentacion,
ocupacion, numero de amalgamas y habito de fumar de mujeres Baja California Sur (n= 34).

Alimentos (frecuencia

Diferencias entre medias %

de consumo) Mediana! p25% P75% GlvsG2 GlvsG3 G2vsG3 p?
Pescado mensual 1.39 0.59 3.25
quincenal 0.84 0.52 2.7

semanal 1.31 0.86 235 -39.44 -5.09 56.717 0.9
Mariscos mensual 1.31 0.67 2.47
quincenal 0.88 0.84 1.72

semanal 1.72 0.7 418 -33.23 30.66 95.69 0.91
Cerdo mensual 1.39 0.76 3.88
quincenal 1.14 0.49 2.04

semanal 0.82 0.71 1.36 -17.57 -40.91 -28.32 047
Polllo mensual 3.83 3.83 3.83
quincenal 0.96 0.57 1.35

semanal 1.22 0.67 247  -74.92 -68.14 27.06 0.37
Res mensual -- -- --
quincenal 2.26 1.35 8.89

semanal 1.18 0.66 2.36 -- -- -47.85 0.49
Arroz mensual 4.8 4.8 4.8
quincenal 13.7 6.94  20.46

semanal 1.22 0.67 235 185.34 -74.61 911 044
Frijol mensual 3.83 383 3.83
quincenal 0.56 0.56 0.56

semanal 1.27 0.68 242  -85.23 -66.88 12429 0.37
Lacteos mensual 1.31 1.31 1.31
quincenal 0.56  0.56 0.56

semanal 1.3 0.68 2.62 -57.04 -0.03 130 0.63
Ocupacion Empleada-Comerciante 0.74 0.51 1.65
Hogar 1.22 0.76 3.83

Estudiante-Profesionista 2.34 1.52 3.68 64.44 215.12 91.64 0.09
Amalgamas Ninguna 1.16 0.82 4.07
Una o dos 1.44 0.99 1.89

Tres 0 mas 1.52 0.59 2.52 24.29 30.83 5.26 0.19
Fumar No fuman 1.14 0.56 2.37

Fuman 1.74 0.99 2.79 52.39 -- -- 0.78

Nota: ! 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (ng mL™); 2 Prueba de Kruskall-Wallis.
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7.5 Evaluacién de la metilacién de GSTP1

Se determind la metilacion del gen GSTP1, que codifica para la expresion de la enzima GST,
en 108 muestras de leche materna de mujeres de Baja California Sur. Posteriormente, se
analizaron 34 muestras de sangre del mismo grupo de mujeres para evaluar el estado de
metilacion del gen GSTP1. De acuerdo con los resultados, ninguna de las 108 muestras de

leche materna presentd metilacion de la region promotora del gen GSTP1 (Fig. 10).
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Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida del gen GSTP1, para evaluacion de
metilacién en muestras de leche materna de mujeres de Baja California Sur. En la columna
3 se observa el marcador utilizado (10 pb); las columnas 1, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16 representan
6 muestras de ADN utilizando primers para GSTP1 metilada y las columnas 2, 5, 7, 9, 11,
13, 15y 17 representan 8 muestras de ADN utilizando primers para GSTP1 no metilada.
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Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida del gen GSTP1, para evaluacién de
metilacion en muestras de sangre de mujeres de Baja California Sur. En la primera y Gltima
columna se observa el marcador utilizado (10 pb); las columnas de la regién izquierda
representan 6 muestras de ADN utilizando primers para GSTP1 metilada y las columnas de
la region derecha representan 6 muestras de ADN utilizando primers para GSTP1 no
metilada.

Resultados similares se observaron en las muestras de sangre; es decir, solo amplificaron las
muestras de ADN que contenian primers para genes no metilados de GSTP1 (Fig. 11). Por
lo tanto, el ADN de las muestras de sangre analizadas no presenta genes GSTP1 metilados.

Durante el proceso de modificacion del ADN, se utilizé el kit EZ DNA Methylation Gold de
Zymo Research, el cual contiene bisulfito de sodio que permite que las citosinas no metiladas
sean sustituidas por uracilos, lo que no sucede con las 5-metilcitosinas de los dinucleétidos
CpG; los primers utilizados contienen timinas en lugares especificos para unirse con los
uracilos y por lo tanto se amplifican sélo las secuencias que no se encuentran metiladas
(Mesa-Cornejo et al., 2006).
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8. DISCUSION

8.1 Defensas antioxidantes y plaguicidas organoclorados

La lactancia se considera una forma de detoxificacion del cuerpo humano. La presencia de
POCs puede provocar cambios metabolicos e incrementar el riesgo de padecer distintas
enfermedades (Azeredo et al., 2008; Karami-Mohajeri y Abdollahi, 2010). En el afio 2001,
el gobierno de México formo parte de la Convencion de Estocolmo, firmando un documento
donde se prohibi6 el uso y produccion de contaminantes organicos persistentes (POPs); los
POCs se encuentran entre este tipo de contaminantes (Ramirez et al., 2003). Los resultados
obtenidos en leche materna sobre la concentracion de estos contaminantes permiten conocer
el grado de contaminacion de las madres, asi como del area local. Esto se debe a que es facil
obtener una muestra de leche y a que no es un método invasivo (Der Parsehian, 2008).
Adicionalmente, la leche materna es una matriz adecuada para la cuantificacion de
xenobioticos por su contenido de lipidos, ya que una gran cantidad de contaminantes son
lipofilicos. Estudios anteriores han reportado que la lactancia es la principal ruta de

eliminacién de POCs del cuerpo de la madre (Chavez-Almazan et al., 2014).

El DDT es un plaguicida organoclorado sintético utilizado principalmente en agricultura y
en el control de enfermedades transmitidas por vectores. Su entrada al organismo es por via
dérmica e ingestion gastrointestinal, posteriormente viaja a través del torrente sanguineo
unido a lipidos sanguineos por sus propiedades lipofilicas (Galvan-Portillo et al., 2002). Los
principales sitios de almacenamiento de DDT y sus metabolitos, DDE y DDD, son higado,
rifién, sistema nervioso y tejido adiposo. Su exposicion cronica se ha relacionado con
toxicidad hepatica y renal, carcinogénesis, alteracion de la respuesta inmune, asi como
problemas en el sistema reproductivo y endocrino (Naz, 2004). EI DDT es similar en
estructura quimica al DDE y DDD, éstos ultimos no tienen valor comercial, pero el DDD se
uso en el pasado como plaguicida (Friis, 2012). EI DDE es el principal metabolito del DDT
encontrado en el tejido adiposo, también se ha detectado en muestras de sangre, leche

materna, sangre del cordon umbilical y placenta (Sullivan y Krieger, 2001). Se estima que el
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DDT tarda entre 10 y 20 afios para ser eliminado del tejido humano, aunque la vida media
de su metabolito DDE puede ser ain mayor (Sullivan y Krieger, 2001). La acumulacion de
DDE en areas con alto contenido lipidico, asi como la movilizacion de los lipidos durante la
lactancia, explican el aumento de la concentracion de este plaguicida en el cuerpo de los
nifios después del nacimiento (Naz, 2004). Otros trabajos encontraron mayores
concentraciones de DDT que de DDE en nifios, lo cual se ha interpretado como una menor

capacidad por parte de los nifios para metabolizar DDT (Kaloyanova y EIl Batawi, 1991).

De acuerdo con los resultados del presente trabajo (Fig. 2), el Unico plaguicida detectado en
el 100% de las muestras fue DDE, este plaguicida se sintetiza en el organismo una vez que
el DDT es ingerido (Kaloyanova y El Batawi, 1991). EI metabolismo del DDT incluye la
descloracion y la deshidrocloracion (Naz, 2004). Se ha propuesto que el DDD se forma por
descloracion de DDT; por otra parte, la deshidrocloracion del DDT genera a su metabolito
DDE (Fig. 14) (Naz, 2004).
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Figura 12. Metabolismo de dicloro difenil tricloroetano. A partir de DDT y por una reaccion
de descloracion se genera diclorodifenildicloroetano, en el caso de que la reaccion sea una
deshidrocloracion se produce el metabolito p,p-dicloro difenil dicloroetileno (Naz, 2004).

Los valores obtenidos para DDT, DDD y DDE fueron 0.0058, 0.0026 y 0.0875 mg L™,
respectivamente, los cuales son comparables con lo reportado previamente. En

investigaciones con mujeres de Polonia se reportd que los valores de DDT, DDD y DDE
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fueron 0.005, 0.0009 y 0.0211 mg L™, respectivamente (Czaja et al., 1997). En mujeres
hindles se reportaron valores de DDT, DDD y DDE de 0.078, 0.210 y 0.672 mg L*,
respectivamente (Nair et al., 1996). Valores altos de la tasa DDE/DDT son caracteristicos de
un ambiente con una alta prevalencia de DDE, causada por su constante acumulacion; por el
contrario, si la tasa DDE/DDT es baja, indica una exposicion reciente a DDT (Chao et al.,
2006). La proporcion de DDE/DDT obtenida en este estudio fue de 15.1, lo que indica que
la exposicion a DDT no es reciente. Esto es comparable con estudios anteriores en México,
en los cuales se reporta un valor de 6.14 en el afio 1999, en el estado de Veracruz, cuando
posiblemente se tenia una exposicion mas reciente a este plaguicida en esa region
(Waliszewski et al., 1999). En paises desarrollados, como Reino Unido y Nueva Zelanda, se
reportan valores de DDE/DDT de 24.2 y 24.1, respectivamente, mientras que en paises en
desarrollo, tales como Tailandia e Indonesia, se reportan valores de 3.16 y 4.75,
respectivamente (Chao et al., 2006). Es probable que la concentracion de DDE reportada
refleje el uso de DDT, asi como su transformacion a DDE en el ambiente (Jaga y Dharmani,
2003).

Estudios en madres lactantes reportan que la edad materna tiene una relacion (ANOVA, p <
0.002) con la acumulacion de POCs en leche (Zhou et al., 2012). Estudios anteriores han
reportado una relacién significativa entre la edad de las personas y la concentracion de
plaguicidas, especificamente de HCHs y DDTs (r = 0.36 y r = 0.34, respectivamente) en
tejido adiposo, por su alta liposolubilidad y acumulacién en tejido adiposo (Aulakh et al.,
2007). Por otra parte, también existen reportes donde no se ha encontrado relacién alguna
entre la edad y la concentracion de POCs en leche materna, las diferencias en la
concentracion de plaguicidas fueron atribuidas a la alimentacion de origen marino,
especialmente de pescado contaminado (Azeredo et al., 2008). En el presente trabajo, no se
encontrd una correlacion significativa entre la edad de las madres y la concentracién de POCs
en leche materna. Las diferencias con respecto a trabajos anteriores podrian sugerir que la
concentracion de POCs en tejido adiposo es el reflejo del tiempo de exposicion y
bioacumulacion, mientras que la concentracion de POCs en leche materna procede, tanto del

tejido adiposo como de la alimentacion durante el periodo de lactancia.
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En trabajos previos, se ha reportado mayor concentracion de DDE y de clordanos totales (528
ng g* lipido y 45 ng g* lipido respectivamente) en individuos con un IMC > 25.6 kg m™
(Hardell et al., 2010). En el presente estudio, se encontrd una correlacion entre el IMC y la
suma de HCH (r = 0.23, p >0.05); dichos resultados estan de acuerdo con lo reportado por
Lu et al. (2015), quienes encontraron una correlacion entre el IMC y los niveles de p-HCH
(r=0.171, p = 0.044) y XHCH (r = 0.171, p = 0.044) en muestras de leche materna (Lu et
al., 2015). La relacion entre el IMC vy los niveles de HCH se puede explicar por su alta
liposolubilidad y su consecuente persistencia en los tejidos con alto contenido lipidico (Li,
1999).

Estudios anteriores han reportado un incremento en la produccion de ERO, atribuido a la
presencia de plaguicidas, debido a que metabolismo de detoxificacién involucra al sistema
P450, donde se generan ERO (Ahmed et al., 2000; Androutsopoulos et al., 2013). En el
presente estudio, se evalud la relacion entre POCs y la tasa de producciéon de O2"; sin
embargo, no se encontrd una correlacion entre ellos. Probablemente, la concentracion de
POCs no fue lo suficientemente elevada para inducir un aumento en la produccion de Oz".
Alternativamente, es posible que el efecto de los POCs sea mediado por un aumento en la
produccion de otras ERO que no se cuantificaron en el presente estudio, o que el sistema
detoxificante/ antioxidante esta actuando para disminuir la concentracién y el dafio causado
por las ERO (Fig.12).

Se ha reportado una relacién positiva entre la concentracion de los plaguicidas a-HCH, vy-
HCH y HCHs totales y el contenido de malondialdehido (MDA) en placenta humana, asi
como una relacion negativa entre las concentraciones de POCs y el contenido de GSH
(Agarwal et al., 2012). Esto se debe a que los POCs afectan el metabolismo (transporte de
glucosa, glucolisis, actividad mitocondrial y oxidacion de acidos grasos) y estan asociados
con un incremento en la peroxidacion, debido al aumento en la produccion ERO por
induccion del citocromo P450 (Ahmed et al., 2000; Androutsopoulos et al., 2013). En el
presente estudio se observo una baja correlacion entre los niveles de TBARS, de carbonilos

proteicos y la concentracion de POCs (r < 0.26, p < 0.05) (Tabla V). Esta baja correlacion
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puede ser el resultado de la accion de los antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos), los
cuales neutralizan el dafio oxidativo generado por ERO. La prevencion y neutralizacion del
dafo oxidativo se puede llevar a cabo mediante la transformacion de algunos radicales libres
en moléculas menos reactivas por accion de antioxidantes como SOD, o a través de la
reduccion de perdxidos, producto de la oxidacion de moléculas orgénicas mediante
reacciones catalizadas por antioxidantes como GPx y CAT (Fig. 13) (Halliwell y Gutteridge,
2007).

Los plaguicidas cominmente inducen una condicion de estrés oxidativo por diversas rutas;
mediante la presencia de productos del metabolismo detoxificante, por disfuncion
mitocondrial, o a través del dafio a las defensas antioxidantes. Las primeras dos rutas
generalmente son caracteristicas de una exposicion aguda o reciente. Mientras que, en una
exposicion prolongada, los plaguicidas generalmente afectan al sistema antioxidante (Rani y
Yadav, 2014). Se han sugerido relaciones significativas entre la actividad de las enzimas
antioxidantes (SOD, GPx, GST y GR) y el contenido de POCs (particularmente a-HCH, vy-
HCH) en tumores de mujeres con cancer de mama (Iscan et al., 2002). En el presente estudio,
se encontraron correlaciones significativas entre la actividad de las enzimas antioxidantes y
la concentracion de los POCs analizados en muestras de leche materna (Tabla V). La
actividad de SOD se correlaciond principalmente con la concentracion de a-HCH, y
ciclodienos (r = 0.45y r = 0.39). La actividad de GPx se correlaciono con los niveles de a-
HCH y clordanos (r = 0.35 y r = -0.36). La actividad de GR se correlacioné con el contenido
de aldrin (r = -0.50). Con base en los valores de correlacion de Spearman (Tabla V) y los
resultados del ACP (Tabla VI), posiblemente las principales enzimas antioxidantes que
neutralizan la produccion de ERO producidas por POCs son SOD y GPx, mientras que GSH
podria estar bloqueando el efecto de endrin aldehido, DDE y la suma de DDTs. Inicialmente,
los POCs o los productos de las reacciones de detoxificacion (oxido-reduccion o
conjugacion) pueden actuar modificando la actividad de SOD, la cual dismuta el O™ en
H>O2; posteriormente, H.O> es convertido a H2O por accion de la GPx (Halliwell y
Gutteridge, 2007). La actividad de GPx depende de la concentracion de GSH, que actla como

donador de protones; GSH es oxidado a GSSG en el proceso (Halliwell y Gutteridge, 2007).
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GSH tambien es requerido para la reaccion de detoxificacion de GST (Fig. 13) (Halliwell y
Gutteridge, 2007); aungue en el presente estudio no se encontrd una correlacion significativa
entre la actividad de GST y la concentracion de los POCs evaluados (Tabla V). Para mantener
la concentracion de GSH, la GR actua reduciendo GSSG a GSH, lo que permite el reciclaje
y reutilizacion de este antioxidante de bajo peso molecular (Farooqui y Farooqui, 2011; Rani
y Yadav, 2014). En consecuencia, tanto las defensas antioxidantes enzimaticas como las no
enzimaticas contribuyen a mantener la estabilidad oxido-reduccion de las moléculas

nutricionales de la leche materna.
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Figura 13. Sistema antioxidante presente en leche materna (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Se ha reportado que la principal ruta de exposicién de POCs es a través de la dieta,
especialmente mediante la ingesta de productos de origen animal con alto contenido de grasa
(Nag y Raikwar, 2011). La dieta marina se ha relacionado con la presencia de altas
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concentraciones de POCs en diferentes poblaciones (Fujii et al., 2012; Guo et al., 2007).
Azeredo et al. (2008) relaciond la presencia de POCs en leche materna con el tipo de
alimentacion de mujeres de Brasil, misma que se caracteriza por un alto consumo de pescado,
como principal fuente de proteinas. Previamente se ha reportado presencia de POCs en peces
capturados en las costas de Brazil (Azeredo et al., 2008). En estudios previos en el suroeste
del Golfo de California, se reporto la presencia de 13 POCs diferentes (aldrin, dieldrin y 8-
HCH (100%), endosulfan 1, endrin, heptacloro epoxido y metoxicloro (80%)) en peces de la
zona (Reyes-Montiel et al., 2013). Los peces pueden estar siendo expuestos a materiales de
desecho y residuos de tierras agricolas que se vierten en mares y rios; esto conlleva a la
bioacumulacion y almacenamiento de POCs en organismos marinos. Posteriormente, estos
plaguicidas son transferidos al ser humano durante el consumo de alimentos marinos (Pazou
et al., 2013). Sin embargo, los alimentos de origen marino tienen un alto contenido de
antioxidantes, entre ellos se encuentran las vitaminas A, C y E, asi como acidos grasos o»-3
y -6 y los carotenoides (Corredor y Landines, 2009; Pham-Huy et al., 2008; Sowmya y
Sachindra, 2012) que pueden contrarrestar el efecto de esos xenobidticos (Hamre, 2011; Lien,
2009). Por lo tanto, es relevante evaluar la influencia que el consumo de pescados y mariscos
ejerce sobre el nivel de contaminantes y sobre el sistema antioxidante presente en la leche
materna. De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, el consumo de
pescados y marisco no es un factor determinante en el nivel de contaminacién de la leche. El
consumo de alimentos de origen marino tiene beneficios adicionales, como el contenido de
proteinas, vitaminas y minerales que funcionan como cofactores de enzimas antioxidantes
(Hamre, 2011; Prospéro-Garcia et al., 2013; Zhang et al., 1993).
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8.2 Sistema antioxidante en relacion con la presencia de elementos traza

8.2.1 Arsénico

La principal fuente de exposicion al As son los alimentos, como pescados, crustaceos,
moluscos (90 %), hongos, aves y, en menor medida, carnes, leche y vegetales (Jomova et al.,
2011; Sternowsky et al., 2002). Estudios realizados en la zona andina de Colombia
presentaron una concentracion promedio de As de 3.2 pg L™ en leche de materna (Alonso et
al., 2014). Los resultados de esa investigacion muestran que las concentraciones de As
(suelos 148 mg kg, sedimentos 1400 mg kg, vegetales 5.40 mg kg™, agua potable 0.01 mg
L) en esa region exceden los limites especificados por las normas nacionales e
internacionales en suelo, sedimentos, agua y/o en la cadena alimentaria, sobre todo en
regiones mineras y agricolas (Alonso et al., 2014). Ademas, en la misma investigacion, no
se encontrd una asociacion entre el nimero de embarazos y la concentracion de As (p = 0.53)
(Alonso et al., 2014; Concha et al., 1998). Los estudios sobre As en leche materna
generalmente reportan valores promedio < 1.0 pug L. Los limites permisibles de As se
encuentran entre 1 pug L™ y 25 ug Lt en la leche materna y agua potable (Atsdr, 2007; DOF,
2000; R. Gaxiola-Robles et al., 2014). Por lo general, en la mayoria de los estudios que se
han reportado, las madres lactantes presentan valores de As, por debajo de los limites
establecidos (Alonso et al., 2014; Chao et al., 2014; Girbay et al., 2012).

Estudios recientes en leche materna de mujeres de Taiwan reportaron una concentracion de
As de 0.68 pg L™; mostrando ademéas una disminucion en esta concentracion a través de las
tres etapas de lactancia calostro, transicional y madura (calostro: 1.50 + 1.50 ng mL?,
transicional: 0.68 + 1.09 ng mL™, leche madura: 0.27 + 1.26 ng mL%)(p < 0.01),
presumiblemente debido al decremento en el contenido de proteinas unidas a metales (Chao
et al., 2014). El contenido de proteinas es mayor en los primeros dias de lactancia (Morera
Pons et al., 2000). Algunas proteinas tienen una alta capacidad de unién a elementos traza
que son necesarios para los nifios, aunque también pueden ser transportadoras de elementos
toxicos como el As; posteriormente, moléculas como la lactosa y acidos grasos pueden

facilitar la absorcién de As (Chao et al., 2014). Los resultados del presente estudio muestran
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valores de As (0.67 pg L) similares a los reportados por Chao et al. (2014) (0.68 pug LY), y
se encuentran dentro de los limites permisibles (1 pug Ly 25 ug L) para leche materna 'y
agua (Atsdr, 2007; DOF, 2000). Tomando en cuenta que la dieta es la principal via de
exposicion a As, es probable que la concentracion de este elemento se deba al consumo de
pescados y mariscos. Sin embargo, los resultados del presente estudio (Fig. 9) sugieren que
la frecuencia de consumo de alimentos de origen marino no es un factor determinante en el
contenido de As presente en leche materna en la poblacién de Baja California Sur. Parte de
la toxicidad de As se debe al incremento en la produccion de ERO, principalmente Oz y
*OH, las cuales pueden producirse en reacciones como la reaccion de Fenton. Estas especies
reactivas aumentan el dafio oxidativo especialmente a lipidos; sin embargo, antioxidantes
como GSH, SOD, CAT y GPx, ejercen un papel protector contra estas ERO (Jomova et al.,
2011).

8.2.2 Mercurio

Las principales fuentes de exposicion a Hg en el medio ambiente son los combustibles fésiles,
la industria del Fe, la metalurgia, el procesamiento de petrleo y cemento, tratamiento de
aguas residuales, entre otros (Behrooz et al., 2012). El consumo de pescado durante el
embarazo es determinante para la concentracion de Hg en el tejido adiposo de las madres.
Este elemento es transferido a la leche materna durante la lactancia (Chien et al., 2006).
Estudios en Espafia (Garcia-Esquinas et al., 2011) reportaron valores promedio de
concentracion de Hg de 0.53 pg L% ademas, se reportan valores menores en mujeres
mayores de 30 afios que alimentaron a sus hijos exclusivamente con leche materna 0.46 ug
L~%; por otro lado, también se reportaron valores mas altos de Hg (0.62 pg L) en leche de
mujeres con alto consumo de pescados y mariscos (134 g dia?l) aunque esto no fue

estadisticamente significativo (Garcia-Esquinas et al., 2011).

Estudios publicados en Iran, reportaron un promedio de 0.4 pg L™ de Hg en leche materna
(Behrooz et al., 2012). Por otra parte, estudios realizados en Austria reportan una

concentracion de 1.59 pg L en leche, ademas de una relacion positiva entre la concentracion
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de Hg y el consumo de trigo; se asume que el consumo de este cereal es el inicio de la cadena
de alimentacién de productos de granja contaminados con Hg (Gundacker et al., 2002). La
concentracion promedio de Hg detectada en Taiwan por Chien et al. (2006) fue de 2.03 ug
L*: dicho estudio compard muestras de leche de mujeres de la ciudad con aquella de mujeres
procedentes de una zona pesquera, sin encontrar diferencias en las concentraciones de Hg
entre grupos. En el mismo estudio se reportd que la concentracion de Hg fue menor en
mujeres que incluyeron Se proveniente de alimentos marinos, a pesar de que se esperaria un
resultado contrario, la explicacion que da el autor incluye la redistribucion del Hg, formacion
de un complejo mercurio-selenio, competencia por sitios de union, y prevencion del dafio
oxidativo; lo antes mencionado Y el estilo de vida de las madres influye en la concentracion
de Hg en leche materna (Chien et al., 2006).

En el presente estudio, se encontrd una concentracion de Hg de 1.54 pg L™ de leche materna;
los limites permisibles de Hg en alimentos se encuentran en el rango de 0.001 mg kg a 1
mg kg (R. Gaxiola-Robles et al., 2014; WHO, 1984). Se ha sugerido que una dieta basada
en alimentos de origen marino incrementa la concentracion de Hg (Chien et al., 2006),
aungue en el presente estudio no se encontrd evidencia significativa de ello (Fig. 9). Estudios
anteriores en Baja California Sur reportan que el consumo de pescado no contribuye
significativamente a la contaminacién de la leche materna con Hg (Gaxiola-Robles et al.,
2013). De acuerdo con Gundacker y Chien (2002 y 2006), el contenido de vitamina E y Se
presente en los alimentos de origen marino ayudan a mantener la concentracion de Hg en
niveles bajos (Chien et al., 2006; Gundacker et al., 2002), ademas de proporcionar
antioxidantes para evitar un probable dafio oxidativo, lo que puede estar ocurriendo con las

muestras de leche de las mujeres de Baja California Sur.

8.2.3 Selenio
El Se es un elemento esencial para los seres humanos, forma parte del aminoacido
selenocisteina y de las selenoproteinas, las cuales pueden tener funcion estructural, de

transporte, o enzimatica (la capacidad de Se de dar y recibir electrones también lo convierten
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en un buen centro catalitico (Hardy y Hardy, 2004)). El Se es esencial para la actividad de la
enzima GPx, la cual provee una defensa contra el estrés oxidativo catalizando la reduccion
de H20. y de peroxidos organicos (Halliwell y Gutteridge, 2007; Hardy y Hardy, 2004). Se
sabe que el Se tiene un papel en el mantenimiento del sistema inmune, proporcionando un
efecto quimioprotector, sobre todo por ser parte de la enzima GPx y otras selenoproteinas
que contribuyen a prevenir el dafio oxidativo, lo que lo convierte en un elemento
potencialmente preventivo de cancer (Hardy y Hardy, 2004). Se ha encontrado que este
elemento protege contra el dafio oxidativo desde la etapa fetal y, aunque el nifio nace con
reservas de Se, depende de la concentracion de éste en la leche materna (Hardy y Hardy,
2004).

La actividad de GPx es mayor en nifios alimentados con leche materna en comparacion con
los bebés alimentados con formula, esto se atribuye a que el Se es mas facil de asimilar en su
forma organica, asociado a proteinas (Dorea, 2002). El contenido de Se en la leche materna
depende tanto de las fuentes de Se organico (alimentos) como inorganico (suplementos) de

las cuales se alimenta la madre (Dorea, 2002).

Estudios en mujeres de Turquia reportaron una concentracion de Se de 68.6 pg L™ (Ozdemir
et al., 2008). La presencia de Se en la leche materna se relacion6 con los habitos alimenticios
de las mujeres durante el invierno, especialmente con un alto consumo de carne y conservas
de pescado (Ozdemir et al., 2008). Otros estudios realizados en mujeres de Ontario, Canada,
presentaron valores de 17.7 ug de Se L de leche materna (rango de 13 - 25 pg L) (L'Abbé
et al., 1996). Estudios realizados en Brasil (Bianchi et al., 1999) reportan una concentracion
promedio de Se de 14.06 ug L de leche materna (intervalo: 10.0 - 24.7 pg L), no se
encontraron correlaciones significativas entre la concentracion de Se con el IMC (p = 0.74),
0 el suplemento con Se (p = 0.60). Sin embargo, en las personas con alto consumo de
pescado se observd una elevacion de la concentracion de Se en leche materna (Bianchi et al.,
1999).

La concentracion de Se present6 una correlacion significativa con el contenido de proteinas

carboniladas y con la actividad de SOD y GPx (Tabla VIII), favoreciendo el sistema
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antioxidante presente en la leche. Ademas, se ha reportado la interaccion de Se con otros
elementos traza, principalmente Hg, ya sea mediante la formacion de un complejo no toxico
de Se y Hg o interviniendo en el proceso de conversion de metilmercurio en mercurio
inorganico (Perottoni et al., 2004; Su et al., 2008). El contenido de Se puede estar relacionado
con la ingesta de alimentos marinos, aungue en el presente estudio no se encontro evidencia

significativa de ello (Fig. 9).

8.2.4 Zinc

El Zn es parte fundamental de sitios cataliticos de mdultiples enzimas. Esto es debido a su
facil transporte y uso, gracias a su estado estable de dxido-reduccion. Interviene en el proceso
catalitico de alrededor de 100 enzimas. EI Zn no solamente es necesario para realizar
funciones cataliticas, también interviene a nivel estructural. Este elemento forma parte de la
estructura de membranas celulares y acidos nucleicos, por lo que se considera indispensable

para el crecimiento celular (Rosado, 1998).

El Zn se puede encontrar en una gran cantidad de alimentos, pero destacan alimentos de
origen animal (carne de res, de cerdo, pollo, pescado, huevos y lacteos). Existen multiples
factores que afectan la biodisponibilidad de este elemento en los alimentos. El contenido de
fitato (sal de Mg, Ca, o K del &cido fitico) ingerido es uno de los factores que inhibe la
absorcion de Zn, debido a su accion quelante. Asi mismo, la union de fitato, Ca y Zn, forman
un complejo no absorbible por el organismo, lo que evita la absorcion del dltimo. EI consumo
de proteina de origen animal incrementa la absorcidn de Zn; algunos autores reportan que los
requerimientos de Zn incrementan con la ingesta proteica (Lopez de Romana et al., 2010g;
Norii, 2005). El consumo insuficiente de Zn puede provocar defectos en el sistema nervioso
y problemas de crecimiento y desarrollo en etapa fetal y durante los primeros meses de vida
(Winiarska-Mieczan, 2014). Otros sintomas causados por deficiencia de este microelemento
esencial son pérdida de peso, infecciones, dermatitis, anorexia, diarrea, entre otros (Lopez de
Romana et al., 2010a).

En leche materna, la concentracion de Zn disminuye rapidamente desde los primeros dias de

lactancia, aunque se estabiliza a partir del tercer mes (Dérea, 2012). La deficiencia de Zn
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tiene su origen principalmente en la dieta, lo cual se observa especialmente en periodos de
crecimiento acelerado, como la infancia y adolescencia. Los grupos mas vulnerables a los
efectos de una deficiencia en Zn son los lactantes, nifios desnutridos, adolescentes, mujeres
en embarazo o lactancia, y ancianos (Lopez de Romafia et al., 2010b). Se ha sugerido que
los lactantes tienen una baja capacidad para regular la absorcion de zinc; por lo general, los
nifios alimentados con leche materna no sufren de deficiencia de Zn, a excepcion de aquellos
cuyas madres presentan una deficiencia marcada de este elemento en su organismo y en su
dieta (Lonnerdal, 2005). Cuantificar la cantidad de Zn en leche materna es una forma de
detectar la concentracion presente en las mujeres lactantes, la cual serd a su vez transferida a
los nifios. Algunos autores concluyen que el consumo de suplementos de Zn es Util en el
embarazo y lactancia por que incrementa rapidamente la concentracion del elemento en el
organismo (L6pez de Romana et al., 2010b). Sin embargo, se ha reportado que el suplemento
con Zn inorganico en la alimentacion de mujeres lactantes no incrementa la concentracion de
Zn en leche materna (Dorea, 2012; Oriin et al., 2012).

La concentracion de Zn en leche materna reportada por Oriin (2012) es de 625 pg L™ (0.625
mg L), mientras que en el presente estudio se obtuvo una mediana de 3.66 mg L?; la
diferencia puede estar relacionada con el tiempo de lactancia. El trabajo de Oriin se llevé a
cabo con muestras de leche del segundo mes de lactancia, mientras que en el presente trabajo
se utilizaron muestras de la segunda semana de lactancia. De acuerdo con Doérea (2012), el
contenido de Zn disminuye durante los primeros tres meses de lactancia. Sin embargo, otros
estudios reportan un promedio de 2.95 mg L de Zn en muestras de leche a los dos meses de
lactancia (D6rea, 2012; Khaghani et al., 2010; Oriin et al., 2012). Se observé una correlacion
positiva entre la concentracion de Zn y Cu (r = 0.54) (Tabla VIII). Es posible que ello se
deba a que ambos elementos son cofactores de la enzima SOD, la cual debe tener un aporte
de ambos elementos para poder realizar adecuadamente sus funciones antioxidantes, como
primer linea de defensa contra las ERO (Halliwell y Gutteridge, 2007). SOD realiza la
dismutacion de O™ para dar como producto de la reaccion H2O2, una especie menos reactiva,
que posteriormente serd metabolizada por otras enzimas antioxidantes (catalasa y GPx) (Fig.
14) (Franco et al., 2013; Halliwell y Gutteridge, 2007).
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l+oz--+2H+

Figura 14. Reaccion de dismutacion del radical superoxido catalizada por la enzima
superdxido dismutasa (Franco et al., 2013).

&
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8.2.5 Hierro

El Fe es un cation que forma parte de la proteina hemoglobina (Hb, cuya funcion principal
es el transporte de oxigeno), es obtenido a partir de la dieta y absorbido por el intestino
delgado, aunque so6lo se absorbe el 10% de lo ingerido. La absorcion Optima del Fe se
presenta cuando se encuentra en la forma hemo. Factores como la presencia de fitatos y
taninos en los alimentos disminuyen su absorcion, mientras que el contenido de vitamina C

incrementa la absorcion de Fe.

El contenido de Fe en leche, asi como los niveles de lactoferrina, varian con la etapa de
lactancia y la hora del dia (Faridi et al., 2006). El nifio, desde el nacimiento, dispone de dos
fuentes de Fe, aquel ligado a la lactoferrina y el hierro no hemo; la mayor parte del hierro
contenido en leche materna se encuentra unido a lactoferrina (Lonnerdal, 2005). En los
primeros dias de vida del lactante no existe un regulacion de los niveles de Fe; la ingesta de
leche materna es importante debido a su contenido de lactoferrina que permite una adecuada
absorcion de Fe y, asi, evitar la presencia de patologias tales como la anemia (Lénnerdal,

2005). La demanda de Fe es mayor en etapas de rapido crecimiento, como la infancia y la
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adolescencia. La anemia, causada por una cantidad insuficiente de Fe para la formacion de
Hb, puede afectar a individuos tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias de
desarrollo. En el presente estudio se observo una concentracion de 0.46 mg L™ de Fe en leche
materna, por debajo del promedio de 0.85 mg L reportado por Mahdavi (2010) en una
investigacion realizada en mujeres lactantes de Irdn. Las diferencias en el contenido de Fe
entre estos estudios se deben presumiblemente a diferencias en la alimentacion entre paises.
En el presente estudio, también se observé una relacion negativa entre las concentraciones
de Fe y Cd (r = -0.27). Se ha reportado que la concentracion de Cd en el organismo es
afectada por la presencia de micronutrientes como Fe, Cu, entre otros (McLaughlin et al.,
1999).

La transferrina es la proteina responsable del transporte de Fe, y la ferritina de su almacenaje,
evitando la presencia de Fe libre; ambas proteinas se han encontrado en leche materna (Levay
y Viljoen, 1995). El Fe interviene en la produccion de ERO, participando en procesos como
la reaccion de Fenton, en la cual O™ reduce al Fe transformandolo de férrico a ferroso (+3
— +2), el Fe*? reduce al H.0; originando el radical hidroxilo ("OH) (Barja, 1997). La
produccion de ERO incrementa el dafio oxidativo a lipidos; por lo tanto, se explica la
correlacion positiva entre las concentraciones de Fe y de TBARS (r = 0.2) encontrada en el

presente estudio (Tabla VIII).

8.2.6 Cobre

El Cu es considerado un elemento esencial porque interviene como cofactor de multiples
enzimas, entre las que se incluye a la superéxido dismutasa dependiente de Cuy Zn (Cu,Zn-
SOD). Ademas, este elemento es necesario para la formacion de huesos y mielina, asi como
la sintesis de Hb (Gaetke y Chow, 2003; Winiarska-Mieczan, 2014). EI Cu puede ser
liberado al ambiente por fuentes naturales (emisiones volcanicas, vientos, incendios
forestales) o por accion del hombre (fundicion metalica, produccion de acero,
incineraciones). El agua para beber tiene un aporte de Cu de entre 6 y 13%, con un limite
méaximo de 1.3 mg L de acuerdo a la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de Estados
Unidos (Gaetke y Chow, 2003).
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La absorcion del Cu depende del ligando que utilice para su transporte. Cuando se une a
aminoacidos como histidina, metionina y cisteina puede utilizar el sistema de transporte de
aminoéacidos; la absorcion aumenta cuando la unién es entre el Cuy GSH o entre Cu y acidos
organicos. Sin embargo, la presencia de iones de Zn, Fe, Mo, Ca, P e incluso vitamina C
pueden afectar su absorcion (Gaetke y Chow, 2003). En ocasiones, se recomiendan
suplementos de Fe a los nifios lactantes; sin embargo, la ingesta de Fe puede reducir la
absorcion de Cu (Domellof et al., 2005). Existen pocos informes sobre la toxicidad del Cu
en lactantes, lo que se atribuye una adecuada regulacion de la homeostasis del Cu a una edad

temprana, al contrario del Fe y del Zn (Lénnerdal, 2005).

En el presente estudio se encontré una concentracion de Cu en leche materna de 0.59 mg L
1. resultados similares se han reportado en estudios anteriores (Khaghani et al., 2010;
Mahdavi et al., 2010). La oxidacién de proteinas por presencia de Cu libre explica la
correlacion observada en este trabajo entre las concentraciones de Cu y de proteinas
carboniladas (r = 0.2). EI Cu puede participar en la reaccion de Fenton, sustituyendo al Fe.
El cobre pasa de Cu?* a Cu*, con la consecuente reduccion de H,O2 a "OH, un compuesto
aln mas reactivo (Barja, 1997). Esto incrementa la probabilidad de dafio oxidativo a lipidos
y proteinas. El aminoécido cisteina se oxida en presencia de metales de transicion, como es
el caso de Fe y Cu, produciendo un aumento en la concentracion de H,O (Kim et al., 2001).
Algunas proteinas como la ceruloplasmina, que es una proteina transportadora de Cu, se unen
al metal libre, disminuyendo su disponibilidad para participar en la reaccion de Fenton y con

ello evitar el dafio oxidativo (Kim et al., 2001).

8.2.7 Cadmio

El Cd se transfiere desde el suelo hacia las plantas; es decir, hacia los alimentos de origen
vegetal que, posteriormente, son consumidos por distintos animales. Una vez dentro del
organismo, el Cd se deposita tanto en higado como en rifiones (Winiarska-Mieczan, 2014).
En los ultimos afios se ha incrementado la emision de Cd al ambiente debido a actividades

antropogénicas, liberando una concentracion de Cd por encima de las fuentes naturales. El
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Cd, al no ser degradado en el ambiente, es bioacumulado a lo largo de la cadena tréfica; el
ser humano, por lo tanto, esta expuesto a una mayor cantidad de Cd (Cuypers et al., 2010).
El humo del cigarro es una de las principales fuentes de contaminacion por Cd; sin embargo,
los alimentos son la fuente de contaminacion principal en la poblacion no fumadora (Jarup,
2003). El dafio provocado por Cd puede afectar higado, rifiones, pancreas, pulmones, entre
otros (Cuypers et al., 2010). La toxicidad de este elemento se agrava en el caso de los nifios
debido a una lenta eliminacion, pudiendo afectar el sistema nervioso, la formacién de huesos,
e incluso puede ser cancerigeno (Winiarska-Mieczan, 2014). Por lo tanto, es relevante
conocer la concentracion de Cd transferida a través de la leche materna a los lactantes. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reportado un limite de 1 pg L™de Cd en leche
(Cherkani-Hassani et al., 2015). En el presente estudio se encontré una mediana de 0.01 pg

Cd L%, que esta por debajo de los limites permitidos establecidos por la OMS.

En el presente estudio se encontrd una correlacidn negativa entre las concentraciones de Cd
y Fe (r =-0.27). Ello concuerda con la relacion inversa entre la concentracion de Cd y la de
microelementos como Fe reportada previamente (Cuypers et al., 2010; McLaughlin et al.,
1999).

En este estudio, se encontré una correlacion positiva entre la concentracién de Cd y la
actividad de GPx (r = 0.22). Se asume que puede haber un incremento en la actividad de la
enzima antioxidante, para evitar el dafio provocado por H202 y/o otros peroxidos organicos
productos de la oxidacién lipidica inducida por Cd. Parte del dafio provocado por Cd esta
asociado al estado éxido-reduccion de la célula. EI Cd tiene la capacidad de sustituir al Fe en
la estructura proteica y es responsable del incremento de la concentracion de Fe libre. Este
ultimo, mediante la reaccion de Fenton, puede producir radicales libres como ‘OH (Cuypers
et al., 2010). Por otra parte, el Cd se une a los grupos tiol, incluido el GSH, el cual al parecer
es uno de sus principales objetivos. La union del Cd al grupo sulfhidrilo provoca la
disminucion de GSH funcional, afectando su accidn antioxidante y, por ende, potencialmente
el balance antioxidante-prooxidante de la célula (Cuypers et al., 2010). EI Cd puede inducir
oxidacion de lipidos, proteinas y &cidos nucleicos. La lipoperoxidacion inducida por Cd
afecta el higado y al cerebro debido a incrementos en la liberacion de MDA (Arroyo, 2014 ).
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La exposicion prolongada al Cd puede incrementar la produccion de ERO, afectando las
defensas antioxidantes, provocando dafio a nivel de células y tejidos (Arroyo, 2014 ).

8.2.8 Plomo

La contaminacién por Pb puede ser a través del aire o por medio de los alimentos. En la
actualidad, las emisiones de Pb al ambiente a partir de combustibles, son una importante
fuente de exposicion (Jarup, 2003). Los adultos pueden tomar entre el 10 y el 15 % de Pb
presente en los alimentos, mientras que los nifios pueden absorber hasta un 50% a través del
tracto gastrointestinal. Una vez que el Pb entra al organismo se une a los eritrocitos, para
proceder con una lenta eliminacion de aproximadamente un mes, principalmente a través de
la orina (WHO, 1995). EI Pb inorgénico no penetra en la barrera hematoencefalica en adultos,
mientras que esta barrera estd menos desarrollada en los nifios, por lo que el Pb puede
provocar dafio cerebral. Compuestos organicos de Pb como tetrametilo y tetraetil, penetran
piel, membranas celulares, asi como la barrera hematoencefalica en nifios y adultos. Parte del
Pb puede ser acumulado en sistema el 6seo donde puede permanecer de 20 a 35 afios (Jarup,
2003; WHO, 1995).

En este trabajo se reportd una mediana de 2.61 pg L™ de Pb en leche materna. La OMS
establecio un limite permisible de Pb de 5.0 ug L' en alimentos para lactantes (Marques et
al., 2013); por lo tanto, los resultados del presente estudio se encuentran dentro de los limites
permitidos. Se ha sugerido un efecto antagénico de Pb y Cd con Zn 'y Cu principalmente por
competencia por los sitos activos enzimaticos, principalmente por su afinidad por los grupos
sulfhidrilo (Ercal et al., 2001; Pizent et al., 2003). En el presente trabajo sélo se observo una
correlacion inversa entre Pb y Se (r = -0.24), asi como entre Cd y Fe (r = -0.27). Aunque la
relacién entre los elementos no es muy clara, se sabe gque, tanto Pb como Cd incrementan la
produccidn de especies reactivas y en consecuencia incrementan la oxidacion de moléculas
biologicas (Cuypers et al., 2010; Xu et al., 2008). En contraste, Se y Fe son cofactores de
enzimas antioxidantes (Hardy y Hardy, 2004; Meier, 1991), cuya funcion es evitar la

oxidacion de lipidos, proteinas y ADN.
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El Pb puede inducir lipoperoxidacion; el grado de oxidacion esté directamente relacionado
con el nimero de dobles enlaces presentes en los lipidos. Esto puede afectar la integridad y
funcionalidad de las membranas celulares (Ercal et al., 2001). La presencia de altas
concentraciones de Pb afecta la actividad de enzimas antioxidantes como GR, GPx y catalasa.
El Pb, al igual que otros metales, tiene afinidad por los grupos tiol; al unirse al grupo tiol del
GSH afecta su actividad negativamente, asi como la actividad de las enzimas antioxidantes
(GPx y GST) que lo utilizan como donante de protones (Ercal et al., 2001). También afecta
la actividad de GR, ya que el Pb obstaculiza el enlace disulfuro, al unirse al grupo tiol,
evitando la reduccion del GSSG a GSH, disminuyendo la concentracion de GSH disponible
(Ercal et al., 2001). Se ha reportado también que Pb forma un complejo con Se; por
consiguiente, la concentracion de Se libre se reduce (Ercal et al., 2001). Dado que el Se es
un cofactor necesario para la actividad de la selenoproteina GPx, la actividad de ésta es
afectada de forma indirecta por Pb. Catalasa es otra enzima antioxidante cuya actividad
disminuye en presencia de Pb, debido a que éste inhibe la sintesis del grupo hemo, necesario

en la estructura de dicha enzima (Ercal et al., 2001).

8.2.9 Carbonilos proteicos e indicadores de estrés oxidativo

El contenido de carbonilos proteicos puede ser un buen indicador de dafio oxidativo en leche
materna. De acuerdo al GLM, la actividad de GPx y GR, asi como las concentraciones de Se,
Cdy Pb parecen estar directamente relacionadas con la concentracion de carbonilos proteicos
en leche materna (Tabla X). La concentracion de carbonilos proteicos se ha relacionado con
indicadores de estrés oxidativo, tales como la actividad de enzimas antioxidantes y la
concentracion de moléculas prooxidantes (Yelinova et al., 1996). Aparentemente, las
enzimas, GPx y GR son las principales responsables de prevenir la oxidacion inducida por
Pby Cd (Halliwell y Gutteridge, 2007). La concentracion de Se esta relacionada a la actividad
de GPx, por ser el cofactor de esta enzima (r = -0.24, p < 0.05) (Hardy y Hardy, 2004). Cd
y Pb brindan informacion al modelo; sin embargo, los resultados obtenidos se deben tomar

con reservas debido a la baja proporcion de datos detectados (Farnham et al., 2002).

Se ha reportado que la actividad de GPx en leche de madres fumadoras es de 105.1 U L*
(aproximadamente 0.012 U mg™ proteina, asumiendo 9 g L™ de leche materna), mientras
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que en las madres no fumadoras la actividad reportada fue de 90.8 U L (aproximadamente
0.010 U mg™); los autores atribuyen la diferencia a la concentracion de Cd presente en el
cigarro (Ermis et al., 2005). Ademas, se ha reportado un incremento en la actividad de GPx
(79%) en relacion a bajas concentraciones de Pb (p <0.001) en eritrocitos humanos, lo
contrario ocurre a altas concentraciones de Pb; por lo tanto, existe una relacion entre estos
elementos y la actividad de GPx (Kasperczyk et al., 2004). La concentracién de Pb y Cd
afecta la actividad de GPx, ya que pueden unirse a los grupos tiol del GSH (necesario para
las reacciones de GPx), ademas Pb forma un complejo con Se, disminuyendo la
concentracion de Se libre parte fundamental de la estructura de la selenoproteina (Ercal et
al., 2001); esto interfiere con su accion antioxidante e incrementa el riesgo de oxidacion de
proteinas por ERO.

8.3 Dario oxidativo a ADN

Una de las principales causas del envejecimiento celular y el inicio de varias patologias,
incluyendo el cancer, es el dafio oxidativo al ADN (Fraga et al., 1990). La concentracién de
8-0x0-dG se ha utilizado como indicador de dafio oxidativo al ADN; este compuesto se
produce cuando las ERO reaccionan con desoxiguanosina (dG) en el ADN o cuando
reacciona con trifosfato de desoxiguanosina en un conjunto de nucleétidos (Hayakawa et al.,
1995; Nakabeppu et al., 2006). El dafio oxidativo al ADN puede originarse tanto por
exposicion a sustancias xenobidticas como a sustancias enddgenas oxidantes como ERO
(Fig. 15) (Mikotajewska et al., 2016). Altas concentraciones de 8-0xo-dG en ADN se han
relacionado a una mayor probabilidad de mutagénesis y carcinogénesis (Vulimiri et al.,
2000).
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Figura 15. Reaccion de oxidacion de 2'-desoxiguanosina a 8-oxo-7,8-dihidro-2'-
desoxiguanosina. La 2'-desoxiguanosina es oxidada por especies reactivas de oxigeno
generadas por cobre (Cu (1)) (Solivio et al., 2010).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio en la prueba de Kruskall-
Wallis, la alimentacién, ocupacion, el nimero de amalgamas y el habito de fumar de las
mujeres, no son factores relevantes en el dafio oxidativo al ADN (p > 0.05) (Tabla XIII). Por
otra parte, en los resultados de la tabla de coeficientes de correlacion de Spearman (Tabla
XI1), se observé una correlacion significativa (r = -0.36, p < 0.05) entre los niveles de 8-
ox0-dG en sangre y la concentracion de Hg en leche materna. EI Hg en un metal toxico que
puede provocar problemas neuroldgicos, cardiacos, entre otros (Clarkson et al., 2003).
Generalmente los problemas provocados por Hg estan relacionados con la generacion de
ERO vy alteraciones del sistema antioxidante. En el proceso de desintoxicacion de Hg
intervienen principalmente GSH, metalotioneinas, Se, asi como selenoproteinas como GPx
(Hussain et al., 1999). Algunos metales como Fe, Cu, Cry Va intervienen en ciclos de 6xido
reduccion, por otra parte, otros elementos como Cd, Hg y Pb disminuyen la concentracion
de GSH disponible, afectando a los grupos sulfhidrilo, incluso aquellos grupos unidos a
proteinas. Lo anterior favorece el incremento de ERO y en consecuencia también al dafio
oxidativo (Stohs y Bagchi, 1995). Trabajos recientes han sefialado que después de la
exposicion a Hg, se presentan problemas en el estado redox de la célula, asi como dafio en
ADN (Chen et al., 2005; Stohs y Bagchi, 1995). Chen et al. (2005) realizaron un estudio en

una poblacion expuesta a Hg (Wanshan, China) con 13 residentes del area de Wanshan y 35
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trabajadores con exposicion ocupacional a Hg (32-66 afios), 35 residentes sanos de una
region no contaminada de Pekin fueron el grupo control (, 28-64 afios). Se cuantifico Hg en
muestras de sangre y 8-oxo-dG en muestras de orina, reportando una relacion entre las
concentraciones del indicador de dafio oxidativo con relacion a la concentracion de Hg (r =
0.616, p = 0.001), asi como diferencias en la concentracion de 8-oxo-dG entre el grupo
expuesto y el grupo control (287.8 pug Ly 2.28 pug L*; p < 0.01). También se registraron
correlaciones entre en la concentracion de 8-oxo-dG y la actividad antioxidante enzimatica
(SODy GPx) (r=0.89,p<0.001yr=0.795, p<0.05) (Chen et al., 2005). En este mismo
estudio se sugiere que esta relacion podrian ser una respuesta compensatoria de las células al
dafo oxidativo provocado por Hg (Chen et al., 2005). Por otra parte, Hossain et al. (2014)
determinaron las concentraciones de Cd, Hg y Pb en rifidn, asi como su posible asociacion
con el dafo oxidativo a ADN. Se cuantifico el contenido de 8-oxo- dG en muestras de orina,
de adultos sanos, en Suecia. No se encontro relacion entre las concentraciones de 8-0xo0-dG
y el contenido de los metales medidos en el rifion. Por lo tanto, Hg, Cd y Pb no contribuyeron
a las concentraciones de 8-0x0-dG en sujetos sin exposicion ocupacional, de acuerdo con

este estudio (Hossain et al., 2014)

Los POCs son considerados estrégenos exdgenos, o xenoestrogenos, por que simulan la
accion de las hormonas o interfieren con las vias de las hormonas endogenas (Dey et al.,
2010). Estudios en mujeres de Egipto, encontraron una mayor incidencia de cancer de mama
en poblaciones urbanas, relacionada con una mayor exposicion a los xenoestrégenos, asi
como a otros disruptores enddcrinos y sustancias genotdxicas (Dey et al., 2010). Algunos
estudios sugieren que la presencia de POCs y el incremento del dafio al ADN, representado
como 8-0x0-dG, puede ser un bioindicador de desarrollo de cancer; por ejemplo, cancer de
mama (Charles et al., 2001). Sin embargo, otros autores no han observado diferencias
significativas en los niveles de 8-oxo-dG en tejido canceroso, comparado con tejido no
canceroso, y no han demostrado una relacion clara entre los niveles de POCs vy el contenido
de 8-0x0-dG (Charles et al., 2001; Dey et al., 2010; Xu et al., 2010; Ziech et al., 2010). De
acuerdo con los resultados del presente estudio, no se encontro asociacion entre el contenido

de POCs vy el dafio oxidativo a ADN (Tabla XIlI), por otra parte, se encontré6 una baja
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correlacion entre el dafio oxidativo a lipidos y proteinas y la concentracion de plaguicidas (r
< 0.26, p < 0.05) (Tabla V). Asi como relaciones significativas entre la actividad de las
enzimas antioxidantes y la concentracion de los POCs analizados en muestras de leche
materna (Tabla V). La poca influencia que los plaguicidas ejercen a nivel oxidativo puede
deberse principalmente a la accion de los antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos). Por
otro lado, especificamente en el ADN, también pueden estar realizado su funcion

correctamente, los mecanismos de reparacion (Enriquez et al., 2011).

Los valores reportados para 8-0xo-dG en este estudio son 1.27 ng mL? (p25 = 0.66 y p75=
2.52 ng mL1) (Tabla X1). Sin embargo, no fue posible encontrar un valor de referencia para
declarar si los resultados obtenidos son valores altos o bajos. Después revisar la literatura, se
encontraron diferencias en la escala de valores con respecto al contenido de 8-oxo-dG; esto
puede deberse a diferencias en el método utilizado para la cuantificacion, en el tipo de
muestra, a las caracteristicas de los sujetos que participaron en los estudios, entre otras
razones. A continuacion, se presentan algunas investigaciones donde se reporta el contenido
de 8-ox0-dG como indicador de dafio oxidativo a ADN, en unidades similares a la

presentadas en este estudio.

La produccién de ERO se lleva a cabo como consecuencia del metabolismo celular normal,
aunque parece incrementarse en condiciones de mayor actividad fisica lo que conlleva a un
mayor dafio oxidativo (Bloomer et al., 2005). Estudios realizados en Suecia, midieron los
niveles séricos de 8-0x0-dG en 15 sujetos sanos, antes y después de realizar 20 minutos de
ejercicio fisico intenso. Se reportaron valores basales de 8-0x0-dG de 0.52 + 0.11 ngmL'y
valores de 0.83 + 0.16 y 0.39 + 0.06 ng mL™, en deportistas que no consumieron y que
consumieron jugo de tomate con antioxidantes (licopeno) durante 5 semanas. Los resultados
reportan que la ingesta diaria de jugo de tomate por 5 semanas reduce los niveles de 8-oxo-
dG en suero sanguineo después del ejercicio fisico (Harms-Ringdahl et al., 2012). Se realizo
otro estudio con muestras de sangre de diez sujetos sanos tomadas antes y después del
entrenamiento fisico (24.3 £ 3.8 afios). A pesar de las variaciones en el contenido de proteinas

carboniladas, GSH y MDA, las concentraciones reportadas en este estudio presentaron una
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concentracion constante de 8-oxo-dG de 6 ng mL™ antes y después del ejercicio fisico
(Bloomer et al., 2005).

De acuerdo con Vulimiri et al. (2000) un alto contenido de 8-oxo0-dG en ADN puede ser un
indicador de mutagenesis y carcinogénesis (Vulimiri et al., 2000). Berstein et al. (2016)
realizaron un analisis comparativo entre pacientes con cancer de mama y cancer de
endometrio, los niveles sanguineos de 8-0xo-dG reportados en pacientes con céancer de
mama, fueron de 31.25 +1.57 ng mL? 'y en pacientes con cancer de endometrio fueron de
30.86 +0.94 ngmL™ (Berstein et al., 2016)

Diversos estudios han presentado al 8-oxo-dG como biomarcador de dafio oxidativo
relacionado con enfermedades cardiacas. Himmetoglu et al. (2009) realizaron estudios en
pacientes con infarto de miocardio, Los resultados del estudio reportan diferencias en la
concentracion de 8-oxo-dG entre individuos con infarto de miocardio e individuos control
(12.65 + 6.59 y 3.08 + 1.06 ng mL™ respectivamente, p < 0.001). De acuerdo con
Himmetoglu, el tiempo de recuperacién de los pacientes estuvo relacionado con una
disminucion en la concentracion sérica de 8-oxo-dG (Himmetoglu et al., 2009). Otro estudio
donde participaron sujetos con problemas cardiovasculares fue realizado por Arca et al.
(2008) con 237 pacientes con estenosis coronaria. No se observaron diferencias significativas
en el contenido de 8-ox0-dG, entre el grupo con eventos cardiovasculares mayores y el grupo
control (4.86 + 1.48 y 4.48 +1.11 ngmL™, p = 0.084) (Arca et al., 2008). Xiang et al.
(2011) encontraron una asociacion positiva entre el aumento de 8-0x0-dG y el nimero de
vasos sanguineos enfermos, en estudios donde participaron 127 pacientes con sospecha de
enfermedad cardiaca. Los niveles de 8-oxo-dG en suero en pacientes con enfermedad
cardiaca fueron significativamente mas altos, que en pacientes con arterias coronarias
normales (0.41 (0.30-0.57) ng mL! y 0.32 (0.25-0.43) ng mL?, p = 0.001) (Xiang et al.,
2011). El dafio oxidativo en ADN también ha sido implicado en problemas de insuficiencia
cardiaca cronica. Kono et al. (2006) midieron los niveles séricos de 8-oxo-dG en 56 pacientes
con miocardiopatia dilatada y en 20 sujetos de control. Los pacientes con miocardiopatia
presentaron niveles séricos elevados de 8-0xo0-dG en comparacion con los sujetos control
(5.2 +29ngmLty 3.0 +1.5ngmL?, p=0.0018) (Kono et al., 2006).
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De acuerdo con los trabajos anteriores, los valores reportados para 8-0xo-dG en este estudio,
estarian por encima de los reportados por Harms et al. (2012) para sujetos en estado basal e
incluso después del ejercicio fisico, lo que se contrapone por lo reportado por Bloomer et al.
(2005), quien reporta valores mas altos (Bloomer et al., 2005; Harms-Ringdahl et al., 2012).
Por otro lado, los datos publicados por Berstein et al. (2016) para mujeres con cancer de
mama y endometrio, son aproximadamente 25 veces mayores que la media reportada en el
presente estudio, lo cual sugiere que las mujeres de este estudio no presentan este tipo de
problemas de salud (Berstein et al., 2016). Con relacion a los problemas cardiovasculares,
Himmetoglu et al. (2009) y Kono et al. (2006) presentan valores para sujetos sanos similares
a los reportados en este trabajo, caso contrario sucede con los valores reportados por Xiang
et al. (2011) quien presenta valores mas bajos (Himmetoglu et al., 2009; Kono et al., 2006;
Xiang et al., 2011). Sin embargo, ninguna de las mujeres de este estudio declard tener

problemas cardiacos.

Por lo tanto, las concentraciones de 8-o0xo0-dG presentadas en este estudio parecen estar
dentro del rango reportado para personas sanas; el dafio oxidativo al parecer no esta
relacionado con el contenido de POCs, si no de elementos traza, especificamente Hg (Tabla
XII). Sin embargo, las concentraciones de Hg reportadas en este trabajo (Tabla VII) estan
dentro de los limites establecidos por la OMS (WHO, 1984), lo que coincide con los bajos

niveles de dafio oxidativo a ADN.

8.4 Metilacion del gen GSTP1

La metilacién del ADN es parte de los mecanismos epigenéticos que participan en el control
de la expresion génica; los estados de metilacion pueden ser heredables y se adaptan para una

funcién de memoria celular (Widschwendter y Jones, 2002).
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Figura 16. Mecanismo de silenciamiento de genes por metilacion, asociada a la represion
transcripcional. Las enzimas ADN-metiltransferasas (DNMT) metilan sitios CpG, asociadas
a promotores de genes (Rios-Romero et al., 2015).
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La metilacion de las islas CpG (regiones con 55% de dinucleétidos CG, representan el 1%
del genoma) consiste en la transferencia de grupos metilo (-CHs) a las bases citosina del
ADN adyacentes a una guanina. Estas islas se concentran especialmente en la region
promotora de los genes, su hipermetilacion restringe o impide la transcripcion de ARN
mensajero y de la expresion proteica (Fig. 16) (Rios-Romero et al., 2015).

La presencia de algunos elementos traza en la dieta se ha asociado con alteraciones en los
patrones de metilacion del ADN; la exposicién a altas concentraciones de elementos como
Cd, Cr, Ni, As y Hg, provoca hipometilacion y/o hipermetilacién de ADN (Haluskova et al.,
2015; Rodriguez y Alvarez-Castafieda, 2014). Estos cambios en el estado de metilacion se
han asociado con varios tipos de cancer (Gumy-Pause et al., 2012). Se ha sugerido que la
metilacién del promotor del gen GSTP1 esta asociado con el aumento en la toxicidad del Pb;
sin embargo, los resultados no son concluyentes, por lo menos durante la etapa temprana de
envenenamiento por Pb (Li et al., 2014).

El gen GSTP1 codifica para la produccién de la enzima GST; las glutation S-transferasas
son una superfamilia de genes, responsables de la detoxificacion de xenobioticos (Parl,
2005). Se ha demostrado que la hipermetilacion del gen GSTP1 se encuentra vinculado a un
decremento en la expresion del mMRNA (Lin et al., 2001); y en la consecuente expresion de
proteinas; por lo tanto, la hipermetilacion produce la subexpresion de GSTP1 (Gumy-Pause
etal., 2012). Esto se harelacionado a la presencia y acumulacion de elementos cancerigenos
en el organismo y a distintos tipos de cancer (Rodriguez y Alvarez-Castafieda, 2014). La

hipermetilacion del gen GSTP1 en ratones se asocio a un aumento en la tumorigénesis de la
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piel (Henderson et al., 1998). Ademas se ha relacionado la metilacion del promotor del gen
GSTP1 con la inactivacién de genes en el 30% de los carcinomas presentes en mujeres con
cancer de mama (Widschwendter y Jones, 2002).

Shinozaki (2005) sugiriéo que la hipermetilacion del gen GSTP1 puede ser un factor
pronostico de algunos tipos de cancer, encontrd una correlacion entre la metilacion del gen'y
el tamafio de los tumores, asi como un incremento de la probabilidad de metéstasis del
ganglio centinela (primer ganglio linfatico que se encuentra en las céelulas tumorales). La
pérdida del gen GSTP1 afecta el sistema de defensa celular que interviene en la
desintoxicacion de xenobiéticos electrofilos, los cuales incluyen agentes carcindgenos
involucrados en distintos tipos de cancer, aumentando el dafio en el genomay la consecuente
evolucion del proceso cancerigeno (Shinozaki et al., 2005).

La hipermetilacion del gen GSTP1 puede ser utilizada como biomarcador de diferentes tipos
de céncer; lo que permite su deteccion temprana (Dumache et al., 2009; Widschwendter y
Jones, 2002). La hipermetilacion en la region promotora del gen GSTP1 es una alteracion
en el ADN comun en casos de cancer de prostata (Dumache et al., 2009). También la
metilacion genética puede utilizarse para la deteccion temprana de cancer de mama o de

cambios premalignos (Widschwendter y Jones, 2002).

En el presente estudio, las concentraciones de elementos traza cuantificadas se encuentran
dentro de los limites establecidos (Tabla VII). Esto, aunado a que no se encontrd un estado
hipermetilado del gen GSTP1, indica una adecuada expresion de la enzima GST. Dado que
GST contribuye a la detoxificacién de xenobidticos cancerigenos y a disminuir el dafio
oxidativo (Halliwell y Gutteridge, 2007; Parl, 2005), los resultados del presente estudio
sugieren una probabilidad baja de que las mujeres muestreadas desarrollen algin tipo de
cancer asociado a la metilacion del gen GSTP1, especialmente cancer de mama.
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9. CONCLUSIONES

En el presente estudio se detecto la presencia de 21 plaguicidas en leche materna. EI DDE,
metabolito del DDT, se detecto en todas las muestras de leche. Sin embargo, y de acuerdo a
la relacion DDE/DDT, la exposicion a DDT no es reciente y se espera una tendencia a que

esta relacion disminuya en el futuro.

Se cuantificaron los elementos traza Se, Hg, As, Zn, Fe, Cu, Cd y Pb. La concentracion de
elementos traza considerados toxicos (As, Hg, Pb y Cd) no sobrepasé los limites permisibles
establecidos por la OMS y EPA. La concentracién de 8-oxo-dG se correlacion6 con el
contenido de Hg (r = -0.36, p < 0.05), sin embargo, los valores reportados se encuentran

dentro del rango reportado para personas sanas.

La presencia de xenobidticos se ha relacionado con el incremento en la produccion de ERO.
Sin embargo, no se encontrd una correlacion entre la produccién de O2™ y la concentracion
de POCs o elementos traza en leche materna. No se descarta la posibilidad de un incremento
en otras ERO no cuantificadas en este estudio. Se observd una baja correlacion entre los
niveles de TBARS, carbonilos proteicos, 8-0xo0-dG y la concentracion de POCs (r < 0.40, p
< 0.05), y elementos traza (r < 0.40, p < 0.05). Lo anterior sugiere que la actividad
antioxidante de SOD, GPx, GST y GR contribuye a neutralizar las ERO y a prevenir el dafio

oxidativo a lipidos, proteinas y ADN.

El consumo de pescados y mariscos no fue un factor determinante en el nivel de
contaminacion de la leche materna por POCs o elementos traza. Se sugiere que el contenido
de proteinas, vitaminas, minerales y antioxidantes en los alimentos de origen marino son

elevados y proporcionan beneficios adicionales.

Se encontrd un estado no metilado en el gen GSTP1 de las mujeres de Baja California Sur.
Esto puede estar relacionado con las concentraciones relativamente bajas de xenobioticos
presentes en estas mujeres, que se reflejan en la leche. El estado no metilado del gen GSTP1
indica una correcta expresion de la enzima y su participacion en los mecanismos de

detoxificacion.
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11. ANEXOS

Anexo A. Consentimiento informado

. CEMTREC DE
IMVESTIGACIOMNES
BICLOGICAS DEL
B WOROESTE, 5.C

www.cibnor.gob.mx
Carta de Consentimiento Informado

1. Nombre del estudio y Patrocinador

“Respuesta antioxidante de la leche materna a la presencia de contaminacion quimica”
Clave SALUD 2010-C01-140272

El estudio se llevara a cabo en la Cd. de La Paz Baja California Sur por Investigadores de la

Unidad de Estrés Oxidativo del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C.

2. Propdsito del estudio

Lo(a) estamos invitando a participar en un estudio de investigacion que se lleva a cabo con
el propdsito determinar la presencia de algunos genes presentes en el ADN de mujeres
sudcalifornianas, que protegen contra la contaminacion quimica, previniendo futuras
enfermedades. Si se pregunta que es un contaminante quimico, bueno, pues son aquellos

compuestos que en su mayoria se encuentran presentes en el medio ambiente por el desarrollo



99

tecnoldgico. Estos pueden ser insecticidas como el DDT y todos sus compuestos y algunos
metales como el plomo, el mercurio, el cadmio entre otros. Usted ha sido invitada a participar
en este estudio porque es originaria de Baja California Sur, por lo que pensamos que pudiera
ser un buen candidato para participar en este proyecto. Estudiaremos el ADN contenido en
muestras de sangre de madres sudcalifornianas y con residencia en el estado de Baja
California Sur, que hayan tenido a sus hijos en la Cd de la Paz. La muestra sera tomada por
una enfermera certificada. Al igual que usted, 108 mujeres mas seran invitadas a participar.
Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informacion
que le proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea 0 no
participar.

3. Procedimientos

a) Si usted acepta participar ocurrira lo siguiente:

e S tomaran dos muestras de sangre de 5 ml cada una las cuales se
tomaran de por puncién venosa, serdn contenidas en tubos
Vacutainer© sin anticoagulante para la recuperacion de suero, y con
EDTA como anticoagulante para recuperar plasma y eritrocitos.

e Se le haran algunas preguntas sobre su alimentacion, del ambiente en
el hogar y laboral

e El tiempo que esto tomaré no serd de méas de 20 minutos.

4. Posibles riesgos y molestias.
La toma de la muestra sanguinea podria ocasionarle dolor, el mismo que usted percibe en

cualquier toma por puncion sanguinea.

5. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio.

No recibira un pago por su participacion en este estudio, ni implica gasto alguno para usted.
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No recibira ningun beneficio al participar en este estudio.

Un posible beneficio de su participacion en este estudio es que los resultados de las pruebas
de laboratorio que le realizaremos le proporcionaran informacion sobre su estado de salud.
El saber que su estado de salud es bueno pudiera ser un beneficio para usted.

Si bien los beneficios directos para usted pudieran no existir, los resultados del presente estudio
contribuirdn al avance en el conocimiento de la cadena causal de los riesgos para la salud que
los contaminantes abidticos en especial metales pesados e insecticidas representan para la salud
de las madres y los nifios sudcalifornianos. Ademas, los resultados de este estudio brindaran
informacion relevante para el mejor manejo de personas como usted lo que brindara informacion
de gran utilidad para futuros programas de prevencion primaria y secundaria del binomio

madre hijo.

6. Participacion o retiro.

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

Su participaciéon implica responder a una entrevista. De tal forma que se le pedird que
responda sobre datos personales. Las entrevistas se llevan a cabo en forma individual y
confidencial. Esta informacion sera totalmente confidencial, esto es sera conservada de forma
tal que usted no pueda ser identificado(a). Pudiera ser que dentro de las preguntas en el
cuestionario o durante la entrevista, alguna de estas preguntas le hiciera sentir incomodo(a),
pero usted tiene todo el derecho de no responder a cualquiera pregunta que le incomode.
Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o a lo largo del estudio a las personas

encargadas del estudio.

7. Privacidad y confidencialidad.
La informacion que se obtenga como parte de este estudio es estrictamente confidencial. La
informacidn que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla/o, (su nombre,

teléfono y direccion) sera guardada de manera confidencial. Sus datos personales seran
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guardados por separado para mantener la confidencialidad de sus respuestas a los
cuestionarios y de los resultados de sus pruebas clinicas. Sus datos personales, sus
cuestionarios, y sus resultados seran guardados en un archivero bajo Ilave en las oficinas del
laboratorio de estrés oxidativo en CIBNOR. Solo el equipo de investigacion tendra acceso a
su informacion.

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

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

de concluir el estudio.

8. Personal de contacto para dudas y aclaraciones

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede
comunicarse de 8:00 a 20:00 horas, de lunes a viernes con el Dr. Ramon Gaxiola Robles, que
es el investigador responsable del area médica, a al teléfono: 612 3485229 o en la Unidad de
Investigacion de Estrés Oxidativo en el Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste,
S.C. Km. 1 Carretera a San Juan de La Costa "EL COMITAN" Apdo. Postal 128 La Paz,
BCS 23097, México
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Declaracion de consentimiento informado

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

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

[ ] No autorizo
[ ] Si autorizo participar en el estudio y que se me tomen las muestras de sangre 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 investigaciéon al participante y he contestado todas sus
preguntas. Creo que el/ella entiende la informacion descrita en este documento y libremente

da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del Investigador Fecha
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Firma de los testigos
Mi firma como testigo certifica que la participante firmé este formato de consentimiento

informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1.

Firma del Testigo Fecha

Nombre del Testigo 2.

Firma del Testigo Fecha
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Anexo B. Cuestionario aplicado a las mujeres lactantes

FICHA DE IDENTIFICACION
Nombre

Fecha de
nacimiento
Lugar de
nacimiento
Edad

Peso

Talla
Domicilio

Calle

Municipio
Estado
Preguntas: Si | No
1.- ¢En los ultimos 5 afios ha viajado o residido en otro lugar al que
ocupa ahora?
2.- ¢En dénde, municipio y estado?
3.- ;Ha estado embarazada antes? \ \
4.- ;Cuantas veces ha estado embarazada (incluyendo esta vez)? 1, 2, 3,4, 5 0 méas
5.- Fecha de parto, cesarea 0 aborto ANTERIOR A ESTE:
6.- ¢ Cuantos hijos vivos?
8.- ¢Ha cuantos hijos has amamantado? 1, 2, 3, 4 0 mas
9.- Si lo hizo, ¢por cuénto tiempo?
10.- ¢Esta en alguna dieta especial?
Cual:
11.- ¢Hay algunos alimentos que limita, evita 0 no come?
Cuéles:
12.- ;Es usted vegetariana?
13.- Con que frecuencia come usted pescado: Nunca, 1 vez al mes, 1 vez a la semana,
varias veces a la semana
14.- Con qué frecuencia come usted mariscos: Nunca, 1 vez al mes, 1 vez a la semana,
varias veces a la semana
Preguntas: | Si | No
15.- Con qué frecuencia come usted leche o queso: Nunca, 1 vez al mes, 1 vez a la
semana, varias veces a la semana
16.- ¢Consume algunos de estos productos?
Vitaminas prenatales
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Otras vitaminas/minerales

Hierbas

Pastillas con hierro

Aceite de pescado, omega 3

Laxantes

Medicamentos sin prescripcion médica (Aspirina, tylenol, etc.)

Ninguno

Otros

Remedios caseros

17.- ;Cuales de estas condiciones tiene?

Alta presion

Anemia

Diabetes

Acidez

Enfermedades renales

Estrefiimiento

Ninguna

Otra

18.- ¢Fuma o alguien en la casa fuma?

19.- ;Donde trabaja? casa

Oficina

Agricola

Comercio

Industria

Taller (coches, pintura, eléctrico)
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Anexo C. Cuestionario aplicado en la toma de muestras de sangre

FICHA DE IDENTIFICACION
Nombre
Fecha de nacimiento
Lugar de nacimiento
Edad
Peso
Talla
Domicilio
Calle
Municipio
Estado
Preguntas:
1. ¢Con qué frecuencia come Nunca, 1 vez al mes, una vez cada 15 dias, 1
usted pescado? vez a la semana, varias veces a la semana.
2. ¢Queé tipo de pescado
consume?
3. Con que frecuencia come usted | Nunca, 1 vez al mes, una vez cada 15 dias, 1
mariscos: vez a la semana, varias veces a la semana.
4. ¢Qué tipo de marisco
consume?
5. ¢Con qué frecuencia come Nunca, 1 vez al mes, una vez cada 15 dias, 1
usted carne de puerco? vez a la semana, varias veces a la semana.
6. ¢Con qué frecuencia come Nunca, 1 vez al mes, una vez cada 15 dias, 1
usted pollo? vez a la semana, varias veces a la semana.
7. ¢Con qué frecuencia come Nunca, 1 vez al mes, una vez cada 15 dias, 1
usted carne de res? vez a la semana, varias veces a la semana.
8. ¢Con qué frecuencia come Nunca, 1 vez al mes, una vez cada 15 dias, 1
usted arroz? vez a la semana, varias veces a la semana, una
vez al dia, varias veces al dia.
9. ¢Con qué frecuencia come Nunca, 1 vez al mes, una vez cada 15 dias, 1
usted tortillas de maiz? vez a la semana, varias veces a la semana, una
vez al dia, varias veces al dia. ;Cuantas
tortillas?
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10.

¢ Con qué frecuencia come
usted frijol?

Nunca, 1 vez al mes, una vez cada 15 dias, 1
vez a la semana, varias veces a la semana, una
vez al dia, varias veces al dia.

11.

¢, Con que frecuencia come
usted leche 0 queso?

Nunca, 1 vez al mes, una vez cada 15 dias, 1
vez a la semana, varias veces a la semana, una
vez al dia, varias veces al dia.

12.

¢Usted fuma?,
¢0 alguien en la casa fuma?

Si o No
Si o No

13.

¢Dbnde trabaja o a que se
dedica?

Hogar, campesino, empleado, obrero,
comerciante, estudiante, pensionado,
profesionista, jornalero

14.

¢ Cuantas piezas dentales tiene
con amalgamas?

15. ¢ Sufre usted de algin tipode |Si o No
enfermedad? ¢Cual?

16. ¢Toma usted algin Si 0o No
medicamento? ¢Cual?

17. ¢Utiliza algan insecticida en Si o No

casa?

¢Con que frecuencia?

Nunca, 1 vez al mes, una vez cada 15 dias, 1
vez a la semana, varias veces a la semana, una
vez al dia, varias veces al dia

18. Antecedentes patologicos
Padecimiento Tiempo de
evolucion

Tratamiento

Fecha y resultado de la dGltima
prueba

Cardiovasculares

Diabetes

Respiratorios

Digestivas

Renales

Hematopoyéticas




108

Coléagena

Infecciosas

Cancer

Otras

Fecha:

Nombre del encuestador:

Numero de folio:
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Anexo D. Niveles de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina en sangre de mujeres de Baja

California Sur (n= 34).

Percentil Percentil
Mediana Rango 25% 75%
8-0x0-dG (ng mL™) 1.27 0.18 — 27.22 0.66 2.52
8-0x0-dG (ng mL™) / ADN (ug puLY)  18.25 2.69- 97.20 11.93  47.97
8-0x0-dG (nM) 5.75 0.85-49.08 2.39 9.92
8-0x0-dG (nM) / ADN (ug pL™Y) 64.26 9.44 — 432.43 39.12  173.22
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