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OBJETIVO GENERAL

Evaluar los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR en la poblacion
de Hermosillo, Sonora y su efecto sobre los niveles de arsénico presentes en

la orina.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la incidencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR en la

poblacién de Hermosillo, Sonora.

Determinar la incidencia del polimorfismo A1298C del gen MTHFR en la

poblacién de Hermosillo, Sonora.

Evaluar el efecto potencial del polimorfismo C677T del gen MTHFR sobre las

concentraciones de especies de arsénico en orina.

Evaluar el efecto potencial del polimorfismo A1298C del gen MTHFR sobre

las concentraciones de especies de arsénico en orina.

Evaluar el efecto potencial de género sobre las concentraciones de especies

de arsénico en orina.

Evaluar el efecto potencial de zona sobre las concentraciones de especies

de arsénico en orina.

Xi



RESUMEN

En este trabajo se investigaron los polimorfismos 677 y 1298 del gen
MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa) y su posible efecto sobre las
especies de arsénico urinario, para lo cual se eligieron una zona control o de
baja concentracibn de arsénico y una zona problema o de alta
concentracion de arsénico en agua potable en Hermosillo, Sonora. Un total
de 95 personas participaron en este estudio, las cuales aportaron una
muestra de sangre, agua del hogar y la primera orina de la mafiana. La
extraccién de ADN de sangre se hizo por medio del kit Pax Gen, el arsénico
total en agua se determind por medio de espectrometria de masas
utilizando un ICP-MS Agilent 7500 y las muestras de orina fueron digeridas
con &cido nitrico de acuerdo al método 3015 de la US-EPA. Se aplicaron
analisis de varianza para evaluar los efectos de genotipo, zona y género,
sobre las especies de arsénico. Las concentraciones de arsénico total en
agua y arsénico total urinario mostraron un efecto directo de zona. En
mujeres los niveles de Arsénico V se vieron afectados directamente por los
genotipos del polimorfismo MTHFR A1298C (p = 0.0290) y los niveles de
MMA por los diplotipos MTHFR 677/1298 (p = 0.0127). En hombres los
diplotipos MTHFR 677/1298 tuvieron un efecto sobre los niveles de DMA
urinarios (p = 0.0450). Estos datos sugieren que los genotipos de los
polimorfismos MTHFR 677 y 1298 influencian el metabolismo del arsénico.
Es posible que estos efectos se vean influenciados por la ingesta de &cido
félico (no analizado en este estudio), la cual podria modificar la excrecion de

arsénico urinario.
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1. INTRODUCCION

Las mas de 30,000 millones de células que constituyen nuestro organismo
nacen, crecen, se dividen y mueren bajo la estricta vigilancia del material
hereditario (ADN) (Rios y Hernandez 2001). Cuando existe una alteracion
en dicha vigilancia se puede generar el cancer, una anomalia genética en
el ambito celular que implica la mutacién de un pequefio nimero de genes
(Klug y Cumming 1999).

En la actualidad se conocen muchas sustancias cancerigenas que
pueden influir en la salud de las personas, tal es el caso del arsénico, un
conocido carcinégeno humano (Hopenhayn-Rich et al.,, 1996) que se
encuentra presente en el medio ambiente, como arsenito (As*3) y arseniato
(As*™) (Hei et al., 1998), se encuentran principalmente en agua subterranea,
agua superficial, polvo y alimentos (Meza et al., 2004). Pueden interferir con
funciones esenciales en la célula como apoptosis, sefalizacion celular,
metilacion del ADN, etc., (Tapio y Grosche, 2006) ademas de disminuir el
proceso de reparacion del ADN provocando susceptibilidad al cancer y otras
enfermedades (Duker et al., 2004).

Estudios en animales han demostrado que el consumo de folato
puede influenciar el metabolismo del arsénico, es decir que la deficiencia de
folato dietario disminuye la excrecién de arsénico total en la orina (Gamble et
al.,, 2005). En humanos el arsénico inorganico es metabolizado por
metilacion (Abernathy et al., 1999), seguido por excrecién en orina como
acido monometilarsénico y acido dimetilarsinico (MMA y DMA
respectivamente). Las especies metiladas son mas rapidamente excretadas
gue el arsénico inorganico (Tapio y Grosche, 2006) para que esto suceda el
arsenico sigue un camino dependiente de folato que genera SAM (S-
adenosil metionina) el cual es usado como donador de grupos metilos para

la biometilacion de arsénico (Ahsan et al., 2007).



La metilentetrahidrofolato reductasa es una enzima que metaboliza el
folato (Skibola et al., 1999) y la cual actia enzimaticamente al convertir
5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato (Karagas et al., 2005).
Dos polimorfismos funcionales en el gen MTHFR (C677T y A1298C) (Sharp
et al. 2002) han sido asociados con una disminucion en la actividad de dicha
enzima (Kolling et al., 2004; Karagas et al., 2005) y los cuales posiblemente
tengan un efecto sobre la biotransformacion del arsénico ya que promueve la
formacién de S-adenosilmetionina, el donador de grupos metilos (Ahsan et
al., 2007) y los cuales son usados para la metilacion de arsénico, por esto
que en este trabajo se evaluard el polimorfismo del gen MTHFR en la
poblacién de Hermosillo, Sonora y su efecto sobre los niveles de arsénico

presentes en la orina.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades en las que las células dafiadas
genéticamente proliferan de una forma autonoma (Mckee y Mckee, 2003).
En la actualidad se reconoce al cancer como una anomalia genética en el
ambito celular, que implica la mutaciéon de un pequefio nUmero de genes
(Klug y Cumming, 1999). Como se explica en la tabla 1, la mutacion en
genes especificos puede llevar a alteraciones graves como es el desarrollo
de cancer en ciertos 6rganos del cuerpo. El cancer puede ser provocado por

sustancias quimicas cancerigenas, radiacion y virus.

2.1.1 Sustancias quimicas cancerigenas

Algunos cancerigenos son electrofilos muy reactivos que atacan a los
grupos del ADN con electrones abundantes (Mckee y Mckee, 2003). Los
agentes quimicos capaces de modificar los nucleétidos, provocan cambios
tautoméricos (Puertas, 1999), (isbmeros estructurales que se diferencian en
la disposicion de sus atomos de hidrogeno y los dobles enlaces) (Mathews
et al., 2002) o desaminaciones o0 bien afiadiendo radicales libres como
metilo, etilo, etc., en las bases nitrogenadas. En consecuencia, las
propiedades quimicas de las bases se modifican y se producen cambios en
su capacidad de formar enlaces de hidrogeno (Puertas, 1999), ademas de
las sustancias quimicas también la radiacion y los virus pueden provocar

cambios en la estructura del ADN.



Tabla 1. Relacion de genes y tipo de cancer en humanos.

Genes Cancer con el que estainvolucrado
APC Céancer de colon y estbmago
DPC4 Céancer pancreatico
NF-1 Cancer del sistema nervioso periférico y leucemia
mieloide
NF-2 Céancer de cerebro
RB Cancer de hueso, vejiga, cancer de mama, células

pequefas del pulmén

P53 Involucrado en una gran variedad de canceres
BRCALl Céancer de ovario y de mama
BRCA2 Céncer de mama

NAT1y NAT 2 Cancer de mama

MTHFR Céancer de mama, cancer gastrico, leucemia y linfomas

Fuente: Rios y Hernandez, 2001.



2.1.2 Radiacién

Colectivamente todos los agentes causantes de cancer son llamados
carcindégenos. Entre los més potentes carcin0genos estan la radiacion
ultravioleta y la radiacion ionizante (Watson et al., 2002), ademas de Rayos
X. El dafio que producen en el ADN puede consistir en roturas de una
cadena o de doble cadena, formacién de dimeros de pirimidina y pérdida de
bases puricas o pirimidinicas (Mckee y Mckee, 2003). La accion primaria de
las radiaciones es la formacién de radicales libres muy reactivos, pudiéndose

producir transformaciones quimicas (Puertas, 1999).

2.1.3 Virus

El material genético de un virus puede ser insertado dentro de un
cromosoma huésped en una forma “proviral” (Watson et al., 2002). También
se pueden introducir oncogenes en el cromosoma de la célula huésped al

insertar su genoma (Mckee y Mckee, 2003).

2.2 Oncogenes y genes supresores de tumores

Por medio de la biologia molecular se ha visto que el cancer puede
surgir como consecuencia de una acumulacién de alteraciones genéticas
o polimorfismos genéticos que interfieren en el control normal del
crecimiento y diferenciacion celular (Lera et al., 1997). Estos genes estan
agrupados en dos familias. La primera familia esta integrada por los genes
supresores de tumores también conocidos como genes supresores, que en
el organismo sano controlan la proliferacion celular (Rios y Hernandez,
2001), inactivan o reprimen el progreso a través del ciclo celular y de la
division celular resultante los cuales deben estar ausentes o inactivos para
gue esta se lleve a cabo (Klug y Cumming, 1999). La segunda familia esta
integrada por los proto-oncogenes, los cuales dirigen la produccion de

proteinas como ciclinas, factores de crecimiento, receptores, etcétera que
5



estimulan la proliferacién celular (Rios y Hernandez, 2001). La version
mutada de los protooncogenes que promueven la proliferacion anormal
celular se denominan oncogenes (Mckee y Mckee, 2003) los cuales son
capaces de orquestar la multiplicacion anarquica de las células (Rios y
Herndndez, 2001). Al menos tres mecanismos pueden explicar como los
protooncogenes  se convierten en oncogenes que son: mutaciones
puntuales, traslocaciones y sobreproduccion (Klug y Cumming, 1999). Un
ejemplo de la activacion de los proto-oncogenes es la deficiencia de acido
folico o folato el cual incrementa el riesgo de carcinogénesis causando una
hipometilacién del ADN (Sharp et al., 2002; Lambropoulus et al., 2003).

2.3 Metabolismo del folato

El acido félico es una sustancia amarilla, cristalina que pertenece a
un grupo de compuestos conocidos como uterinos (Kathleen y Escote,
1998). El 4cido folico (del latin folium, hoja), esta ampliamente distribuido en
las plantas (Lehninger, 1995). Su estructura consta de un nucleo de pteridina
y el 4cido para-aminobenzoico, ligados a uno o varios residuos de acido

glutamico (Mckee y Mckee, 2003).

El folato es donador de carbono para la remetilaciébn de
homocisteina a metionina (Skibola et al. 1999) (S-adenosilmetionina)
(Shrubsole et al., 2004), el cual es importante para la metilacion del ADN. El
folato que no es convertido a través de esta via puede ser usado para la
sintesis de purinas o la conversion de uracil a timina, el cual es usado para
sintesis y reparacion de ADN. Como se explica en la figura 1, el folato
dietario es convertido a folato circulante dentro del organismo (5,10 metilen
THF) y posteriormente es reducido por la enzima MTHFR para formar 5-
metiltetrahidro folato el cual es usado para la conversion de homaocisteina a
metionina el cual pasa a S-adenosilmetionina, el donador universal de

grupos metilos.



Homocysteine

DNA 5-methylTHF
methylatlon-—SAM
"™ Methionine \MTH FR

Folic acidq———DHF ~—-—*THF—-5 10- methyleneTHF

‘10 fc:-rmyITHF

DNA synthesis +—— dTMP dUMP
thymidylate
synthetase

Figura 1. Metabolismo del folato.

El metabolismo del folato se utiliza para la sintesis, reparacion y metilacion
del ADN. DHF= Dihidro folato, THF= Tetrahidro folato.

Fuente: Skibola et al., 1999



Ademés de una activacion de proto-oncogenes una deficiencia de
folato induce una mala incorporacion de un uracil durante la sintesis del
ADN, induciendo una reparacion catastréfica (Sharp et al., 2002;
Lambropoulus et al., 2003) y el cual puede ser una causa de

carcinogénesis.

2.4 MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa) y enfermedades

relacionadas

La enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) cataliza la
reduccion de 5,10- metilentetrahidrofolato a 5- metiltetrahidrofolato, la forma
circulatoria del folato (Skibola et al., 1999).

El gen metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) esta localizado en
el cromosoma 1p36.3 y codifica para una proteina de 656 aminoacidos la
cual actia como un homodimero (Plaschke et al., 2003). Dos polimorfismos
en el gen MTHFR han sido identificados, el C677T donde se cambia una
citosina por una timina y el cual trae como consecuencia la conversion de
una alanina a valina (Campbell et al., 2002), en el amino&cido 222 de la
proteina (Plaschke et al, 2003) y puede modificar el riesgo de cancer de
mama Yy otros canceres (Campbell et al., 2002). EI segundo polimorfismo
genético (A1298C) se cambia una adenina por una citosina (Shrubsole et al.,
2004) y a nivel de proteina se cambia un glutamato por una alanina en el
aminoacido 428 (Plaschke et al., 2003); ambas mutaciones (C677T y
A1298C) disminuyen la actividad de la enzima por mas del 50% y pueden
promover alteraciones oncogénicas en la metilacion del ADN
especialmente cuando los niveles de folato son bajos (Yi et al., 2002). Entre
las enfermedades reportadas en las que participan los polimorfismos en el
gen MTHFR estan: Leucemia (Bolufer et al.,, 2006), enfermedades
coronarias (Fernandez et al., 2006), homocisteinemia (Sachdev, 2005),
cancer de mama (Campbell et al., 2002), cancer colorectal (Plaschke et al.,
2003) etc



En la actualidad se sabe que en humanos el arsénico inorganico es
metabolizado por metilacion lo que hace mas facil su excrecién por la orina
(Tapio y Grosche, 2006), la enzima MTHFR participa en dicho metabolismo
promoviendo la formacién de SAM (S-adenosil metionina) el donador de

grupos metilos para la metilacion del arsénico.

2.5 Descripcion de arsénico

El arsénico es un metaloide cuyo nimero atémico es 33 y pertenece
al grupo V de la tabla periddica, es de color gris acero (Lauwerys, 1994),
tiene una densidad de 5.7 y sublima a 613 °C (Marti et al., 2002). El
arsénico existe en tres estados de valencia (-3, +3 y +5) (Duker et al., 2004).
Se encuentra presente en alimentos, tierra, aire, agua, y todas las
poblaciones estan expuestas a una forma u otra (Abernathy et al., 1999). El
arsénico trivalente (+3) 6 arsenito y pentavalente (+5) 6 arseniato estan
ampliamente distribuidos en el agua (Duker et al., 2004). En el cuerpo el
arsénico es metilado formando MMA (4cido monometilarsénico) y DMA
(acido dimetilarsinico) (Meza et al., 2004), y oxido trimetilarsina (TMAO) por
microorganismos. La forma trivalente del arsénico es generalmente mas
toxica que la pentavalente. En la figura 2 se observan las forma trivalente y
pentavalente del arsénico y sus respectivas formas organicas (Duker et al.,
2004).

2.5.1 Toxicidad

El arsénico puede ser toxico a través de la interaccion de grupos
sulfidrilo de proteinas y enzimas (Tapio y Grosche, 2006) y a través de un
incremento de la reactividad de especies oxigénicas (Abernathy et al.,
1999), en la célula llevando a dafio celular. El arsenito (As lll) es conocido
por inhibir mas de 200 enzimas (Tapio y Grosche, 2006). El arseniato (As V)



TRIVALENTES PENTAVALENTES

0
[
HO™ As — OH HO— As— O
I |
(OH OH
Arsenite(IIT) Arsenate(V)
8.
"
H,C —As —OH HC —h1 —0
OH OH
Mono Methyl Arsonous Acid Mono Methyl Arsonic Acid
MWMACTID MMA(Y)
)
[l
H;C —As —CH; H:C — As— CH;
I I
OH 0
Dimethyl Arsinous Acid Dimethyl Arsinic Acid
DMA(TII) DMA(V)

Figura 2. Diferentes formas organicas e inorganicas del arsénico.

MMA (acido monometilarsonico) y DMA (acido dimetilarsinico) son el

producto de la biotransformacion del arsénico inorganico en el organismo.

Fuente: Tapio y Grosche, 2006
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tiene una estructura similar al fosfato y puede sustituir al fésforo en el
cuerpo el cual puede almacenarse en los huesos por mucho tiempo (Duker
et al., 2004).

2.5.2 Metabolismo del arsénico

El arsénico entra al cuerpo en su forma inorganica como iAs(V) y
iAs(lll) (Tapio y Grosche, 2006), son activamente transportados a la célula
por las aquaglicoporinas y después por el transportador fosfato, ya dentro
de la célula es reducido el iAs(V) a iAs(lll) (Aposhian et al., 2004), por la

enzima arseniato reductasa (Hugues, 2006).

Tal como se muestra en la figura 3 la biometilacibn de arsénico
inorganico genera acido monometilarsénico (MMA V) (Tapio y Grosche,
2006), esta reaccion es llevada acabo por la arsenito metiltransferasa (AsllI
MT) (Aposhian et al., 2004) la cual utiliza al SAM (S- adenosil metionina)
como el donador de grupos metilos. MMA V es reducido por la enzima MMA
reductasa a MMA lll (Ahsan et al., 2007), esta a su vez es metilada por la
arsénico lll metiltransferasa (AsllIMT) a acido dimetilarsinico V (DMA V) y
reducida a DMA Il por la enzima DMA reductasa (Aposhian et al., 2004). Las
formas metiladas son mas facilmente excretados en orina que arsénico
inorganico (Gamble et al., 2005), la reduccién de iAs(V) a iAs(lll) es un
prerrequisito para que la metilacion se pueda llevar a cabo (Tapio y
Grosche, 2006).

Estudios in vivo e in vitro muestran que este proceso de
detoxificacion de las especies MMA y DMA son ambas téxicas para el ser
humano esto sugiere que la metilacion no solo puede ser un proceso de
detoxificacion si no también puede realzar la toxicidad y carcinogénesis
(Duker et al., 2004).
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Arsenato
reductasa Ag(lIHMT

As(Y) T F QAs(ll) T——*  MMA(Y)

MNA
reductaza

DMA ’
e As(IHMT

DMA(I]) ¢——— DMA(Y) «——— MMA(lI)

Figura 3. Metabolismo del arsénico

AsV (arseniato), As lll (arsenito), MMA (&cido monometilarsdnico), DMA
(acido dimetilarsinico). As(II)MT ( Arsénico Il metiltransferasa)

Fuente: Tapio y Grosche, 2006.
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2.5.3 Efectos de la contaminacién de arsénico en el ser humano

Los 6rganos mas afectados por la toxicidad del arsénico son aquellos
involucrados con la absorcidén, acumulacion y excrecion del arsénico
(Dukeret al., 2004), estudios epidemiolégicos han mostrado que una
exposicidn cronica a arsenico puede resultar en dafio al higado, neuropatias
periféricas (Hei et al.,1998), incremento en la incidencia de cancer de
pulmén, vejiga, rifion, higado, alteraciones en la piel tales como queratosis e
hiperpigmentacién (Hopenhayn et al.,1996), diabetes mellitus e hipertension,
(Tapio y Grosche, 2006). El arsénico puede ser responsable de la inhibicion
de la bomba de sodio potasio, también puede disminuir el proceso de
reparacion del ADN provocando susceptibilidad al cancer y otras
enfermedades (Duker et al., 2004).

Las formas metiladas trivalentes del arsénico MMA (lll) y DMA (lll)
frecuentemente exceden en citotoxicidad y genotoxicidad al iAs (lll) (Tapio y
Grosche, 2006), el arsenito (As lll) es un mutagénico que induce mutaciones
cromosomales y la respuesta mutagénica es causada por especies de
oxigeno reactivos (ROS) (Hei et al., 1998).

2.5.4 Biomarcadores del arsénico

Un biomarcador es una muestra bioldgica que puede dar informacién sobre
el tiempo de exposicibn a algun toxico. Los biomarcadores del arsénico

incluyen analisis de orina, sangre, cabello y ufias.

La deteccion de As en estas muestras bioldgicas es indicativa del
sistema de absorcidn después a una exposicion a arsénico (Hughes, 2006).
Las muestras de orina y sangre pueden ser usados para estimar la dosis
individual de exposicion actual, mientras que el cabello y las ufias son
muestras que dan la exposiciéon promedio por largo periodo de tiempo (Tapio
y Grosche, 2006). El mejor andlisis de arsénico es el de sangre porque se

puede determinar recientes exposiciones de altas dosis, sin embargo es

13



mas dificil trabajar con sangre que con orina, ya que la coleccién de sangre
es un procedimiento invasivo donde pocos sujetos aceptan participar
(Hughes, 2006). El arsénico urinario es considerado un marcador de
exposicion reciente y puede reflejar la concentracion de arsénico en el

cuerpo (Gamble et al., 2005).

2.5.5 Distribucién de arsénico

Se ha encontrado que existe arsénico dentro del agua subterranea de
varios paises como Argentina, Bangladesh, India, Pakistan, México,
Mongolia, Tailandia, China, Chile, USA, Canada, Hungria, etc. En la tabla 2
Tapio y Grosche, 2006 reportan algunos paises con alta incidencia de
arsénico en agua potable y el numero de personas afectadas, donde se
observa que el numero de personas afectadas en México esta por arriba de
Chile, Estados Unidos y Finlandia.

En algunos lugares de Bangladesh las concentraciones de As son tan
altas como 1000 g/L (Mondal et al., 2006). En México hay reportes de
exposicién crénica de arsénico en agua para beber (Wyatt et al., 1998),
donde la concentracion estandar de arsénico es de 35 ppb (Meza et al.,
2004). En Sonora especialmente en Magdalena, Caborca, Etchojoa y
Hermosillo, han sido reportadas altas concentraciones de arsénico en agua
para beber con concentraciones de arsénico total de 117, 67,51 y 305 pg/L

respectivamente (Wyatt et al., 1998).

2.6 Polimorfismos de ADN

Polimorfismo genético O polimorfismo de ADN se refiere a la
ocurrencia simultadnea en la poblacién de genomas que muestran variantes
alélicas (Lewin, 1997). Estos polimorfismos pueden resultar en una proteina
defectuosa en su funcion y estabilidad, procesamiento postranscripcional

alterado, o niveles de expresién alterados (Mollerup et al., 2002).
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Tabla 2. Paises con contaminacion de arsénico en agua.

Pais NUumero de personas Concentracion (ug/l)
afectadas
Bangladesh 50-75 million <10->1000
West Bengal (India) >6 million 3-3700
China >2 million 50-2000
Taiwan 120.000 (1982) 200-2500
Tailandia n.d. 1-5114
Vietnam 11 million 1-3050
México 400.000 8-624
Chile 250.000 470-770
Argentina 2 million >100
Estados Unidos 350.000 1-1160
Finlandia 10.000 17-980
Hungria n.d. 1-174

n.d. No determinado

Fuente: Tapioy Grosche, 2006.
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Los polimorfismos pueden ser detectados directamente en moléculas de
ADN. Existen varios métodos para detectar polimorfismos uno de ellos usa
una sonda de ADN que es generalmente obtenido de vectores como
plasmidos o fagos dentro de los cuales los fragmentos de ADN del
organismo de interés han sido clonados (Hartl y Jones, 1998), a continuacion
se describen varios métodos para la deteccion de polimorfismos.

2.7 Métodos de deteccion de polimorfismos

2.7.1 RFLP (Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de

Restriccion).

El método RFLP (Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de
Restriccién) se basa en la digestion total de ADN empleando diferentes
enzimas de digestion o enzimas de restriccion (Feria et al.,, 2007). Estas
enzimas tienen la propiedad de reconocer secuencias cortas, de cuatro, seis
u ocho pares de bases llamados sitios de restriccion (Puertas, 1999), los
cuales al ser reconocidos por una enzima de restriccion divide al ADN
(Sasnouskan et al.,, 2003), produciéndose extremos romos 0 extremos

cohesivos (Brown, 1992).

En RFLP se usan aproximadamente 10 pg de DNA para asegurar la
eficiencia en la deteccibn de los fragmentos (Panduro, 2000). Los
fragmentos de ADN de diferentes tamafios son producidos cuando el ADN
es digerido con una endonucleasa de restriccion en particular (Glick y
Pasterrnak, 2003), donde las diferencias en longitud de fragmentos de ADN
son producidos por la presencia o ausencia de sitios de division en
moléculas de ADN (Hartl y Jones, 1998). Gracias a los fragmentos obtenidos
se pueden detectar, inserciones o sustituciones de secuencias o nucleétidos
unicos que pueden ser reconocidos por la enzimas de restriccion (Feria et
al., 2007). Los RFLPs son utlizados en medicina forense, pruebas de

paternidad, identificacion de personas, etc (Puertas, 1999) y la deteccion de
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una gran variedad de polimorfismos genéticos, asociados muchos de ellos a

diferentes patologias (Panduro, 2000).

2.7.2 RAPD (ADN polimorfico amplificado al azar)

Se basa en la técnica PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
donde un simple primer de PCR amplifica aleatoriamente diferentes regiones
en el genoma (Griffiths et al, 1999), a temperaturas relativamente bajas
(36°C), lo que permite una interaccion mas laxa (Feria et al., 2007), sin
embargo la reproducibilidad es un obstaculo en el analisis RAPD, el cual
puede ser muy sensible a la calidad del ADN (Makedonka et al., 2006).
RAPD puede ser usado para caracterizar genomas enteros, cromosomas
individuales, o menos comunmente genes especificos (Glick y Pasternak,
2003), donde los fragmentos amplificados son separados por electroforesis y
las bandas con diferente peso molecular representaran diferentes loci de

herencia dominante (Feria et al., 2007).

2.7.3 AFLP (Polimorfismo de la longitud de los fragmentos

amplificados).

Es una técnica que combina la digestion de ADN empleando
diferentes enzimas de restriccion (Feria et al, 2007). Esta nueva técnica
utiliza moléculas adaptadas que son ligadas a los fragmentos producidos por
las enzimas de restriccidn y subsecuentemente son usados como sitios
blanco por los primers de PCR (Mobley et al., 2001).

Esta técnica se ha empleado en el estudio de la diversidad genética
de diferentes plantas, en la elaboracion de mapas gendémicos y en la
identificacion de fragmentos ligados a genes de interés comercial (Feria et
al, 2007).
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2.7.4 PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

La PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) es una técnica para
amplificar draméticamente cantidades de segmentos de ADN especifico
(Garrett y Grisham, 1999). La diferencia de clonar una molécula a aplicar
PCR esta en que no se utilizan células vivas como en el caso de la clonacion
(Brown, 1992). Esta técnica consiste en mezclar los primers (Walker y
Gingold, 1993) (alrededor de 20 nucleétidos de longitud) (Hartl y Jones,
1998) los cuales son secuencias de ADN complementarios al ADN de
interés, dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), magnesio y una polimerasa
termoestable (Walker y Gingold, 1993) la mas ampliamente usada es la
Taq polimerasa, aislada de una arqueobacteria termofila, Thermus aquaticus
(Hartl y Jones, 1998). Los primers son necesarios para iniciar la reaccién
de sintesis por la Taq polimerasa. Tal como se observa el la figura 4, en el
primer paso, el DNA de doble cadena de la muestra se desnaturaliza por
calentamiento a 95°C (McKee y Mckee, 2003), a esta temperatura la doble
cadena se separa en dos polinucleétidos (Brown, 1992). En el segundo
paso la temperatura de la muestra es llevada a 55°C (Glick y Pasternak,
2003), donde se alinean los primers especificos que sirven como
cebadores para la sintesis de ADN (Garrett y Grisham, 1999). EI cebador
hibrida con las secuencias complementarias de los extremos de las dos
cadenas. Durante el paso 3, se eleva la temperatura a 75 °C la cual es la
temperatura 6ptima para el funcionamiento de la Tag ADN polimerasa e
iniciar la sintesis de ADN (Glick y Pasternak, 2003).

El ciclo de calentamiento y enfriamiento es repetido de 25 a 30 veces
(Lehninger, 1995). En el primer ciclo de PCR se obtienen cadenas
idénticas de las cadenas madres, después de 30 ciclos llegan a obtenerse

alrededor de 250 millones de copias (Brown, 1992).
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Regién que sera amplificada.
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El ADN se desnaturaliza a 95°C.

La reaccion se lleva a 60°C para
que los primers puedan alinearse.

La amplificacién se lleva a cabo
por la ADN polimerasa a 70°C.

El ciclo se vuelve a repetir una y otra vez, hasta
obtener una gran cantidad de copias del
fragmento de interés.

Figura 4. Pasos que se llevan a cabo para una PCR (Reaccion en cadena

de la polimerasa). Pasol: Desnaturalizacion a 95°C, Paso2: Alineaciéon de

Primers a 60°C, Paso 3: Extension de la cadena a 70°C.

Fuente: Lodish et al., 1999.
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2.7.5 Secuenciacién

El método de secuenciacién fue desarrollado por Fred Sanger, para
conocer la secuencia de un fragmento de ADN (Brown, 1992). Este método
es basado en la sintesis de ADN (Griffiths et al., 1999), por la ADN
polimerasa (Brown, 1992), en la presencia de didesoxinucleétidos (ddATP,
ddGTP, ddCTP, ddTTP) los cuales difieren de los normales
desoxinucleétidos (ANTP’s) en que ellos carecen un grupo hidroxilo (OH) en
el extremo 3" (Griffiths et al., 1999). Al incorporarse un ddNTP a la sintesis
de ADN se provoca una abrupta terminacién de la cadena por carecer el
grupo hidroxil (Stranchan y Read, 1999). El resultado es un grupo de
nuevas cadenas todas de diferente tamafio, las cuales se visualizan en el gel

de poliacrilamida (Brown, 1999).

2.8 Extraccion de ADN

Técnicas como PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), RFLP
(polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion), RAPD (DNA
polimorfico amplificado al azar), clonacion, identificacion molecular, etc.
requieren de ADN como materia prima inicial. Por lo tanto, el método de
extraccion de ADN que se utilice debera ser eficiente en rendimiento y
producir moléculas de alta calidad y pureza (Smith et al., 2003).

En la actualidad ya se cuenta con métodos de extraccion de DNA mas
faciles de llevar acabo, ya que el método esta contenido en un kit de
extracciéon de ADN el cual con una serie de lisis, lavados y precipitaciones
se puede obtener ADN de alta calidad y pureza en un corto periodo de
tiempo.

Actualmente existen sistemas comerciales que permiten la extraccion
del ADN a partir del material fresco y una vez extraido el ADN se corrobora
la integridad del material genético (Feria et al, 2007), por medio de una de

las técnicas mas usadas, la electroforesis de ADN la cual se basa en los
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movimientos de iones en un campo eléctrico (Garrett y Grisham, 1999),
creado por un aparato llamado fuente de electroforesis. La carga negativa
del ADN es debido a los grupos fosfato asi que tienden a moverse hacia el
polo positivo del campo eléctrico (Puertas, 1999). Generalmente la
electroforesis es llevada a cabo en solucion libre pero en una matriz porosa
tales como la poliacrilamida o agarosa (Garrett y Grisham, 1999). El gel de
agarosa al 1% separa moléculas de doble cadena de ADN en un rango de
600 a 10,000 pb. EI gel de poliacrilamida al 20% separa moléculas de ADN
como de seis bases y que difieren de las otras por un nucleétido (Glick y
Pasternak, 2003). EI ADN se hace visible en el gel con la adicién de bromuro
de etidio el cual se une solo al ADN y que fluoresce cuando el gel es

iluminado con luz ultravioleta (Hartl y Jones,1998).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestreo de agua en Hermosillo, Sonora.

Se hizo un muestreo previo de agua en Hermosillo, Sonora para determinar
los niveles de arsénico en agua potable y seleccionar aquellas zonas de
altas y bajas concentraciones de arsénico, para lo cual se estudiaron los
mapas de Hermosillo para localizar cada tanque de abastecimiento de agua

potable y la colonia a la que abastece.

Cada muestra de agua fue colectada en un tubo de polipropileno
Corning de fondo coénico de 50 ml de capacidad, las muestras de agua
fueron almacenadas en el laboratorio a -80°C y posteriormente
transportadas en hielo seco (CO: solido) a la Universidad de Arizona
(Tucson, Arizona, EUA) donde se llevd a cabo el andlisis de arsénico.

3.2 Reclutamiento de casos y controles

De acuerdo al INEGI (Instituto Nacional de Estadistica Geografia e
Informatica), Hermosillo esta dividido en AGEBS (Areas Geo Estadisticas
Béasicas) y estos a su vez subdivididos en zonas. Se seleccionaron al azar
dos AGEBS correspondientes a las zonas de mayor y menor concentracion
de As en agua de Hermosillo y a partir de ellas se eligieron también
aleatoriamente 50 casas de cada una de ambas zonas. Se les invitd a
participar en el estudio a las personas mayores de 18 afios y quienes
aceptaron participar aportaron cinco muestras, complementadas con un
cuestionario de habitos alimenticios, un historial médico y preguntas sobre

los materiales usados para la construccion del hogar.
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3.3 Obtencidon de muestras

Las personas participantes aportaron cinco muestras: Agua del hogar,
sangre, orina, ufas y células bucales, cada una de las cuales se describen

a continuacion.

3.3.2 Agua

El agua fue colectada del hogar de todas las fuentes abastecedoras ya sea
embotellada, de la llave y de filtro en caso de que hubiera, a las cuales
simultdneamente se les midio el pH con papel Phydrion y la temperatura se
midié con un termdémetro Brannan. En el caso del agua de la llave se dej6
correr 2 minutos para después ser colectada usando tubos estériles de
polipropileno Corning de 50 ml con fondo cénico, para ser procesada en el
laboratorio de la cual se hicieron alicuotas y se almacenaron a -80°C para el
andlisis de arsénico. El procesamiento de la muestra se describe en el

apéndice 1.

El analisis de arsénico total en agua se realiz6 por medio de
espectrometria de masas utilizando un ICP-MS Agilent 7500 (Agilent
Technologies, Inc.) con un nebulizador MicroMist (Extension de vidrio) por un
auto muestreador ASX500 (CETAC Technologies). El procedimiento del

analisis de arsénico en agua se describe en Rios (2007)

3.3.3 Sangre

La muestra de sangre fue tomada de la vena del brazo del
participante en dos tubos, el primero con EDTA y de aproximadamente 10 ml
de capacidad fue almacenado para posteriormente hacer la extraccion de
ADN de la cual se hicieron alicuotas y fueron almacenadas para ser
utilizadas en el analisis genético. En el segundo tubo sin EDTA se colecto la

sangre Yy fue procesado en el laboratorio para separar el paquete celular del
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suero, este ultimo fue almacenado en alicuotas a —80°C para su posterior
andlisis de arsénico en futuras investigaciones. El procesamiento del suero

se describe en el apéndice 2.

3.3.4 Orina

La primera orina de la mafana fue colectada por el participante
usando un recipiente estéril de polipropileno de 120 ml libre de cualquier
metal incluyendo arsénico. La muestra fue centrifugada por 12 minutos a
2,400 rpm a temperatura ambiente. Posteriormente se colectd el
sobrenadante y se hicieron alicuotas las cuales fueron almacenadas a
-80°C para su posterior analisis de arsénico. El procesamiento de la muestra

en el laboratorio es descrito en el apéndice 3.

Las muestras de orina fueron digeridas con &cido nitrico de acuerdo
al método 3015 de la US-EPA, el cual es descrito por Rios (2007). Para la
separacion de las especies de As se utiliz6 HPLC 110 series con una
columna C18 de fase reversa (ODS (octadecilsilano unido al sustrato Gemini
5u C18 110A), 150 x 4.60 mm, Phenomenex, Torrance, CA). Para el analisis
de las especies de arsénico (Aslll, As V, DMA y MMA), la muestra paso al
ICP-MS Agilent 7500 (Agilent Technologies, Inc.) con un nebulizador
MicroMist (Extension de vidrio) por un auto muestreador ASX500 (CETAC

Technologies).

3.3.5 Células bucales

Las células bucales se colectaron por el mismo participante con la
ayuda de un cepillo estéril y nuevo, con el cual la persona cepillaba por
dentro de las mejillas aproximadamente 20 veces de un lado y del otro y
posteriormente el cepillo era recogido por un miembro del equipo para
enjuagarlo y recuperar las células en una solucion de buffer PBS (0.1 M,

pH= 7.2) y penicilina / estreptomicina (5u/ml / 5mg/ml) que ayudaba a
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preservar las células hasta su procesamiento. La muestra fue centrifugada 5
minutos a 5000 rpm. para separar las células de la solucién, estas fueron
almacenadas a —80°C para futuras investigaciones. El procesamiento de la

muestra se describe en el apéndice 4.

3.3.6 Uias

Las muestras de ufias fueron de los pies para la mayor comodidad del
participante. Las ufias fueron colectadas por cada participante usando
material totalmente nuevo proporcionado por el personal de investigacion, el
cual consistia en un cortaufias y dos sobres para separar las ufias de los
dedos grandes de los dedos chicos, después de haber colectado las ufas
en los sobres estos fueron sellados y almacenados en el laboratorio a —

80°C para futuras investigaciones.

3.4 Aplicacion de cuestionarios

Las muestras de cada participante fueron completadas con
cuestionarios que incluyen preguntas sobre su historial residencial, fuente de
agua mas usada para cocinar y beber en cada residencia, alimentos que
se consumieron dentro de 24 horas y que frecuentemente se consumen en
un tiempo no mayor de un afio, ademas de un cuestionario de informacién

sobre la historia ocupacional y preguntas sobre exposicion a arsénico.

3.5 Extraccion del ADN

La extraccion del ADN se realiz6 mediante el protocolo del kit de Pax
Gen, el cual inicia con la lisis de las células contenidas en el tubo de
almacenamiento por medio de un buffer de lisis (BG1). Posteriormente se
utilizé un buffer de lavado (BG2) y centrifugacion por 3 minutos a 2500 x ¢
por medio de una centrifuga Beckman Coulter Allegra 63R, para deshechar

los restos celulares. El precipitado se resuspendié con un buffer de digestion
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con proteasa proporcionado por el kit (BG3) para degradar toda aquella
proteina que se encontraba unida al ADN y se incubd a 65°C por 10 min
para que la reaccion se llevara a cabo, la participacion del isopropanol fue
esencial para la precipitacion del ADN, el cual puedo ser visualizado
después de haberse formado las hebras del ADN al invertir el tubo 20 veces.
Por ultimo, se utilizé etanol para hidratar al ADN y se resuspendi6 con buffer
TE (Tris-HCI- EDTA), también llamado BG4, el cual sirvié para mantener al
ADN en solucién y facilitar el almacenamiento a -80°C para su posterior
andlisis. El procedimiento de la extraccion de ADN se describe en el
apéndice 5.

3.5.1 Estimacién de concentraciéon y pureza del ADN

La estimacion de concentracion de ADN de las muestras sanguineas
se realizd6 mediante lecturas de absorbancia a 260 nm, en un
espectrofotometro UV-VIS Beckman Coulter DU 530, considerando que 1.0

unidad de Azs0 dsDNA = 50 pg/ml. Para ello se empled la formula:

Concentracion ADN (mg/ml) = Azeo x Coeficiente de Extincion x factor de

dilucion x recorrido optico (“pathlenght”)

y bajo las condiciones experimentales de esta investigacion:
Concent. ADN (mg/ml) = A260 x 50 x 100 x 1

La estimacién de pureza de ADN se realiz6 mediante lecturas de
absorbancia Azeo/Az2s0. La integridad de las moléculas de ADN se registro
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % (Sambrook y Russell,
2001), 70V, 1 hora, tefiidos con bromuro de etidio (5ug/ml) y visualizado en

un transiluminador UV Gel Logic 200 Imaging system Kodak.
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3.6 Amplificacion del gen MTHFR

Para la amplificacion del fragmento del gen MTHFR que contiene el
SNP (polimorfismo de nucleétido simple) C677T se utilizaron los primers
sentido 5°- TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA- 3" y antisentido 5°-
AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG- 3" (Skibola et al., 1999). Cada 50 pl de
mezcla de PCR contuvo 100 ng de ADN genomico, buffer de PCR [50mM
KCIl, 10 mM Tris-HCI (pH 9.0), 1.5 mM MgCI2], 200 uM de cada
deoxinucleotido trifosfato, 50 ng de cada primer y 1.25 unidades de Taq
polimerasa (5 unidades/ul). La mezcla de la reaccion fue inicialmente
llevada a 94°C por 5 min. La PCR se realizé en 40 ciclos de 94°C por 30
seg, 72°C por 30 seg y 72°C por 30seg (Modificado de: Skibola et al., 1999),

por medio del termociclador Eppendorf Mastercycle Gradient.

Para el SNP A1298C se utilizaron los primers sentido 5- CTT TGG
GGA GCT GAA GGA CTA CTA C -3’ y antisentido 5- CAC TTT GTG ACC
ATT CCG GTT TG - 3" (Skibola et al., 1999). La PCR (reaccién en cadena
de la polimerasa) fue llevado a 40 ciclos de 94°C por 1 min, 62°C por 1 min
y 72°C por 7 minutos (Modificado de: Skibola et al., 1999), por medio del
termociclador Eppendorf Mastercycle Gradient. El procedimiento de la

amplificacion por PCR se describe en el apéndice 6.

3.7 Andlisis de restriccién

Los productos de PCR fueron digeridos con las enzimas de restriccion
Hinf | y Mbo Il para C677T y A1298C, respectivamente. La digestion para la
mutacion C677T fue hecha usando 25 ul de volumen total, 2.5 ul de buffer
de la enzima, 20 ul del producto de PCR y 10 unidades de la enzima,
seguido por incubacién a 37°C por 8 horas (Modificado de: Skibola et al.,
1999). La mezcla de reaccion fue incubada a 37°C. La digestion fue

visualizada en electroforesis en gel de agarosa al 3%, tefiido con bromuro de
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etidio (5ug/ml) y visualizado con un transluminador UV Gel Logic 200

Imaging system Kodak.

La digestion para la mutaciéon A1298C fue hecha en un volumen total
de 25 pl, 2.5 ul de buffer de la enzima, 20 ul del producto de PCR y 2.5
unidades de la enzima y por ultimo la mezcla de reacciéon fue incubada a
37°C por 8 horas (Modificado de: Skibola et al., 1999). Los fragmentos
digeridos fueron visualizados en electroforesis en gel de agarosa al 4%,
teflido con bromuro de etidio y visualizado con un transluminador UV Gel
Logic 200 Imaging system Kodak. Se utilizaron las enzimas de restriccion
reportadas por Skibola (et al., 1999) (ver tabla 3). El procedimiento sobre el

andlisis de restriccion se describe en el apéndice 7.

3.8 Andlisis estadistico

Se utilizaron las proporciones relativas de cada especie de arsénico
(%As 1ll, %As V, %MMA y %DMA), las cuales fueron calculadas dividiendo
cada especie de arsénico entre la sumatoria de todas estas (As total). Se
aplicaron analisis de varianza para evaluar los efectos de zona, género,
genotipo MTHFR 677, MTHFR 1298 y diplotipo MTHFR 677/1298. Se evalu6
previamente la normalidad de los datos utilizando el software estadistico
Statgraphics Centurion XV. Las proporciones de las especies de arsénico
MMA y DMA fueron datos normales. Las variables As total urinario y Aslll
fueron datos normalizados mediante la funcién log. Solamente la variable As

V fue normalizada mediante la transformacion arco seno de la raiz cuadrada

Se utiliz6 el programa estadistico Statistica 98" para obtener la
correlacion de Spearman y para los resultados de graficacion. Para las

graficas de As V y arsénico total urinario se utilizaron datos normalizados.
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Tabla 3. Resumen de las enzimas utilizadas en el analisis de restriccion

Enzima Mutacion Sitio de restriccion que reconoce
Hinf | cerrT G ANTC
CTNA G
Mbo Il A1298C GAAGA(N)8
CTTCT(N)7
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccién de las zonas de estudio

Como se observa en la tabla 4, las concentraciones de arsénico total en el
agua potable de Hermosillo, Sonora fueron de 4.525 ug/l a 37.51 ug/l con
una media de 16.59 ug/l y un intervalo de confianza al 95% de (13.31 —
19.88 ng/l), donde las mayores concentraciones fueron en el norte de la
ciudad. Segun menciona Rios (2007) esto se debe al abastecimiento de los
tanques que suministran agua potable a Hermosillo, con agua subterranea
provenientes de diferentes pozos construidos a consecuencia de una
disminucién de aportacién de agua de la presa Abelardo L. Rodriguez. Los
pozos Tronconal y La Victoria al norte de la ciudad han mostrado tener
concentraciones de arsénico consistentemente altas y mas aun en épocas
de sequia (Meza, com, pers., citado por: Rios, 2007). El resultado de estas
observaciones se ve reflejado en nuestros resultados de arsénico en agua
potable, los cuales muestran un claro gradiente de norte a sur, de mayor a

menor concentracion de As.

Tomando en cuenta las diferentes concentraciones de arsénico en
agua potable, para este estudio se seleccionaron dos zonas: 1) la Colonia
Olivos (zona 1) localizada al sur de la ciudad (ver figura 5), la cual tuvo la
menor concentracion de arsénico en agua (4.525 ug/L) y 2) la colonia
Bachoco (zona 2) localizada al norte de la ciudad, la cual tuvo una
concentracion de arsénico (37.5 upg/L) mayor de lo permitido por la NOM-
127-SSA1 (25 pg/L) (1994) y US-EPA, MCL (10ug/L) (Tseng et al., 2000).
Se encontré una diferencia estadistica significativa (t= 23.73, p < 0.001),
entre las concentraciones de arsénico en agua potable de ambas zonas

(Bachoco y Olivos), tal y como se observa en la figura 6.
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Tabla 4. Concentraciones de arsénico total en los tanques de
abastecimiento de agua potable de Hermosillo, Sonora.

Tanque Mg/L Tanque Mg/L
5 de Febrero 12.02 San Francisco 13.09
Penitenciaria 7.59 Fracc. Plaza Real 24.88
Puebla | y Puebla
Il 11.22 La Victoria 33.5
Campana 10.27 Sahuaro 26.2
Kino 22.67 Valle Dorado 24.19
Olivos 24.24 La Manga 9.39
Bachoco ly Il 37.51 El Llano 9.96
Perifericos I, 1l y
1] 28.27 Colonia de los maestros 13.1
Café Combate 36.6 Capistrano Residencial 10.26
Palo Verde 4.53 Las Granjas 10.67
Cementera 12.14 Santa Fe 12.12
Piedra Bola 8.24 Las Quintas 10.64
Constitucion 7.95 Fuentes del Mezquital 10.93
Akiwiki 6.97 Y Griega 5.34
San Luis 26.9 Primero Hermosillo 30.71
Potabilizadoras |
y i 7.89 Norberto Ortega 31.99
Caja Repartidora 33.99 Solidaridad 5.73
San Pedro 9.77 La Marqueza 7.76
Ranchito 10.22 Cuahutemoc 7.72
Rebombeo de
aguas negras 33.19 Pueblitos 4.95
Sahuaro Final 25.06

NOM-127-SSA1 (25 ug/L) (1994); US-EPA, MCL (10 pg/L) (Tseng et al.,

2000).
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Figura 5. Localizacion de las zonas Olivos y Bachoco. La zona 1 (Olivos) se
encuentra al sur de la ciudad y la zona 2 (Bachoco) se encuentra al norte de

la ciudad de Hermosillo, Sonora, México.

Modificado de: http://cosmos.astro.uson.mx/meetings/cna2004/hermo.jpg
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Figura 6. Diferencias entre zonas: la Zona 1 (Olivos) tuvo menor
concentracion de Arsénico Total en agua a diferencia de la zona 2 (Bachoco)
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4.2 Seleccion de los participantes en el estudio

Como se muestra en la tabla 5, 229 casas fueron seleccionadas para
el estudio (107 de Olivos y 122 de Bachoco), de las cuales solo participaron
50 casas de cada zona con un total de 110 personas participantes en el
estudio. Debido a que hubo personas que no proporcionaron muestras de
sangre lo cual era esencial para la extraccion de ADN y genotipeo, el grupo
de estudio se redujo a noventa y cinco, 49 personas de la colonia Olivos (14
hombres y 35 mujeres) entre los 20 y los 74 afios de edad y 46 personas de
la colonia Bachoco (12 hombres y 34 mujeres) entre los 20 y los 75 afios de
edad. Todas las personas seleccionadas para el estudio proporcionaron
muestras de células bucales, ufias, sangre, la primera orina de la mafiana y
agua de todas las fuentes abastecedoras (bafio, jardin, cocina). Las
muestras de ufas y células bucales fueron almacenados a -80°C para

posteriores andlisis.

4.3 Especiaciéon de arsénico en orina

La distribucion de las especies de arsénico en orina de los sujetos
participantes se muestran en la tabla 6 donde se observa que no hay
ninguna diferencia entre los niveles de las especies de arsénico en orina de
ambas zonas (Olivos y Bachoco) pero si hay diferencias entre el arsénico
total urinario. A pesar de que la colonia Olivos tuvo la menor concentracion
de arsénico en agua potable, esta tuvo mayores concentraciones de
arsénico total en orina (a diferencia de la colonia Bachoco), esto
posiblemente se debe a que las personas que estan expuestas a las altas
concentraciones de arsénico en agua potable (Bachoco) solo beban agua
embotellada ya que estas a su vez contienen niveles de arsénico por debajo
de lo permitido por NOM-127-SSA1 (25 ng/L) (1994) y US-EPA, MCL (10
ug/L) (Tseng et al., 2000).
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Tabla 5. Participacién de los sujetos en el estudio.

Zonal Zonas 2

Casas seleccionadas para el reclutamiento 107
Casas reclutadas 50
Casas que rechazaron participar 41
Casas con participantes no elegibles 3
Casas sin respuesta 13
Porcentaje de participacion 55%
Personas aptas para el estudio* 49
Mujeres participantes en el estudio 35
Hombres participantes en el estudio 14

122

50
59
1
12

46%

46
34
12

* Personas que aportaron muestras bioldgicas

35



Tabla 6. Niveles de Arsénico en orina de los participantes de Olivos y

Bachoco (Media y entre paréntesis intervalo de confianza).

Olivos (n=49) Bachoco (n=46)

Media (95% IC) Media (95% IC)
As Total (ng/L) 75.09 (55.64 —94.53) 48.13 (35.67 — 60.59)
Proporciones Relativas
%AslIl 37.0 (29.35 - 43.67) 39.0 (31.23 — 46.59)
%As V 1.6 (0.92 — 2.35) 1.7 (1.09 — 2.27)
%DMA 53.0 (46.60 — 58.85) 51.0 (44.62 — 57.36)
%MMA 9.1(7.59-10.65) 8.4 (6.90 — 9.93)
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Segun Tapio y Grosche (2006) normalmente los humanos expuestos
a arsénico excretan 10-30% de arsénico inorganico, 10-20 % de MMA y 60-
80% de DMA. Como se muestra en la tabla 7, se aprecia que el arsénico
inorganico esta ligeramente incrementado en ambas zonas (Olivos y
Bachoco). Ahsan et al. (2007) comentan que un incremento en la proporcién
de arsénico inorganico posiblemente se deba a una inhibicion de la enzima
metiltransferasa, la encargada del paso de As inorganico a arsénico organico
(MMA y DMA) (ver figura 2), por lo que ésto se ve reflejado en un
incremento de arsénico inorganico en orina y puede estar asociado también
con un alto riesgo de padecer cancer de piel. Se puede observar en la tabla
7 que los porcentajes de excrecion de DMA estan ligeramente disminuidos y
al igual que Ahsan et al. (2007), Yu et al. (2000) afirman que un bajo

porcentaje de DMA esté asociado con un alto riesgo de cancer de piel.

4.4 Anédlisis de los genotipos MTHFR 677 y 1298

Se extrajeron 95 muestras de ADN (49 muestras de Olivos y 46
muestras de Bachoco) de las muestras de sangre de los participantes. Los
fragmentos amplificados por PCR fueron de 198 pb para C677T y de 163 pb
para A1298C y se muestran en la figura 7. Los fragmentos amplificados de
198 pb fueron digeridos con la enzima de restriccion Hinf 1 y en la figura 8
se observan las bandas de diferentes pesos moleculares que se obtuvieron;
los homocigotos silvestres (677CC) se identifican por una sola banda de 198
pb, los heterocigotos (677CT) se identifican por 3 bandas de 198, 175y 23
pb y los homocigotos mutantes (677TT) por 2 bandas de 175y 23 pb. El
fragmento de 23 pb no fue retenido en el gel, por lo que recomendamos
utilizar un gel mas grande para lograr observar todas las bandas. Por otro
lado, para definir el genotipo de la muestra so6lo fue necesario detectar la

presencia o ausencia de las bandas de 198y 175 pb.
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Tabla 7. Porcentajes promedio de excrecion de arsénico en ambas zonas
(Olivos y Bachoco).

Rangos normales Olivos (n=49) Bachoco (n=46)
(Tapio y Grosche, 2006)

% %
10-30% As Inorg.* 38.14 40.60
60-80% DMA 52.73 51.00
10-20% MMA 9.13 8.40

* As Inorganico = As lll + As V
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2000 pb —»
1500 pp —»

1000 pbp —>

500 pp —»

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. Carril 1) Estandar de
peso molecular; carriles 2 y 3 ) fragmento de 198 pb (C677T), amplificado
con los primers sentido 5- TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA- 3 y
antisentido 5- AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG- 3'; carriles 5 y 6)
fragmento de 163 pb (A1298C), amplificado con los primers sentido 5°- CTT
TGG GGA GCT GAA GGA CTA CTA C -3" y antisentido 5°- CAC TTT GTG
ACC ATT CCG GTT TG — 3". Se utiliz6 ADN extraido de sangre.
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1 2 3 4 5 6 7

1000 pb —»
750 pb >
500 pb >
400 pb —»
300 pb —»

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 3 %. Fragmentos digeridos con
enzima Hinfl: Carril 1) Estdndar de peso molecular; carril 2) fragmento de
175y 23 pb (677TT) homocigoto mutante; carril 3 y 7) fragmento de 198 pb
(677 CC) homocigoto silvestre; carril 4, 5y 6) fragmentos de 198, 175y 23
pb (677CT) heterocigoto. El fragmento de 23 pb no fue retenido en el gel.

40



Los fragmentos amplificados de 163 pb fueron digeridos con la
enzima de restriccion Mboll, como se observa en la figura 9 los homocigotos
silvestres (1298AA) produjeron cinco fragmentos (56, 31, 30, 28 y 18 pb), los
heterocigotos (1298AC) produjeron seis fragmentos (84, 56, 31, 30, 28 y 18
pb) y los homocigotos mutantes (1298CC) produjeron cuatro fragmentos
(84, 31, 30y 18 pb).

El resumen de las frecuencias de los genotipos se observan en la
tabla 8, donde no se aprecian diferencias entre zonas, pero si entre los
mismos genotipos ya que para los genotipos de la mutacion C677T los
heterocigotos 677CT tuvieron el mayor porcentaje de frecuencia seguida por
los homocigotos silvestres 677CC y por ultimo los homocigotos mutantes
677TT, Davalos et al. (2005) estudiaron una poblacion de mujeres con
preclampsia, en Guadalajara, México, donde tampoco se observaron
diferencias entre las frecuencias de los genotipos de la mutacion C677T de
casos y controles. Por otra parte, no se encontré ningun reporte sobre la
mutacion A1298C en la poblacion Mexicana. Mtiraoui et al. (2006)
estudiaron una poblacién Africana con nefropatia diabética, donde tampoco
se observaron diferencias entre las frecuencias de los genotipos de casos y
controles y al igual que nosotros ellos tuvieron una mayor frecuencia de
homocigotos silvestres (1298AA), seguida por los heterocigotos (1298AC) y

por ultimo los homocigotos mutantes (1298AC).

4.5 Efectos de zonas, género y genotipos sobre las especies de
arseénico.

4 5.1 Efectos de zona.

En la tabla 9 se observan los resultados de los andlisis de varianza
de zona, género, genotipo MTHFR (677, 1298) y diplotipo 677/1298 sobre
las especies de arsénico donde hubo una diferencia de zona sobre arsénico
total en orina (p < 0.01). En la figura 10 se observa que a diferencia de

Bachoco Olivos tuvo niveles mas elevados de arsénico total urinario, a
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1000 pp —»
750 pb —»

500 pb —»
400 pb —p

300 pb—>
200 pb —»

100 pb —»

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 4%. Fragmentos digeridos con
enzima Mboll: Carril 1) Estandar de peso molecular; carril 2, 4 6y 7)
fragmentos de 56, 31, 30,28 y 18 pb, (1298 AA) homocigoto silvestre; carril 3
y 8) fragmentos de 84, 56, 31,30, 28 y 18 pb, (1298AC) heterocigoto; carril
5) fragmentos de 84, 31, 30 y 18 pb, (1298 CC) homocigoto mutante. Los
fragmentos de 31, 30, 28 y 18 pb se observan como una sola banda.
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Tabla 8. Frecuencias de los genotipos MTHFR 677 y 1298 en Olivos y
Bachoco.

OLIVOS N=49 BACHOCO N=46

MTHFR 677
cc 14 (28.47%) 12 (26.08%)
cT 29 (59.18%) 26 (56.52%)
TT 6 (12.24%) 7 (15.21%)

MTHFR1298
AA 33 (67.35%) 32 (69.57%)
AC 15 (30.61%) 14 (30.43%)
cC 1(2.04%) e

MTHFR C677T:
CC=Genotipo silvestre, CT= Heterocigoto, TT= Homocigoto mutante

MTHFR A1298C:
AA=Genotipo silvestre, AC=Heterocigoto, CC=Homocigoto mutante
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Tabla 9. Efectos de zona, género, genotipo (C677T, A1298C) y diplotipo
MTHFR 677/1298 sobre las especies de arsénico en la poblacion mixta

Zona Género 677 1298 677/1298
Valor de F
(probabilidad)

As Il 0.1360 0.0133 1.2181 1.4452 1.7074
(0.7132) (0.9084) (0.3005) (0.2410) (0.1873)

As V 0.0123 47473 0.1747 3.6802 0.0137
(0.9118) (0.0319)* (0.8400) (0.0290)* (0.9864)

DMA 0.1367 0.1544 1.2389 1.5181 0.9340
(0.7125) (0.6952) (0.2945) (0.2246) (0.3968)

MMA 0.4861 0.3734 0.6048 2.2682 4.5933
(0.4874) (0.5427) (0.5483) (0.1093) (0.0127)*

As Total 7.9556 0.0655 0.7327 1.2550 1.8737
en orina (0.0058)* (0.7986) (0.4834) (0.2900) (0.1596)

*Datos significativos p< 0.05
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As Total Urinario. In (microgramos/L)

Zona

Figura 10. Diferencias de Arsénico Total en Orina entre la Zona 1 (Olivos) y

la zona 2 (Bachoco).
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pesar de que esta fue la zona control o de baja concentracion de arsénico
en agua potable, probablemente exista otra fuente de contaminacién
dearsénico diferente a la del agua 6 como ya se menciond anteriormente
posiblemente sea influencia de que en Bachoco solo consumen agua

embotellada, la cual contiene niveles muy bajos de As.

4.5.2. Efecto de género.

Hubo un efecto significativamente alto de género sobre arsénico V
(p=0.0319), por lo que en la figura 11 se observa que hombres y mujeres
tienen diferencias en metabolizar o eliminar este toxico. Los hombres
presentaron mayor promedio de As V en orina (ver tabla 10). No se encontro
ningun trabajo que reporte el efecto de género sobre As V, pero Heck et al.
(2007) encontraron diferencias en una poblaciéon de Bangladesh entre
hombres y mujeres al momento de excretar arsénico organico en orina, ya
qgue concluyeron que los hombres excretan mas MMA que las mujeres y
éstas excretan mas DMA que los hombres, lo cual segun Tapio y Grosche
(2006), esto posiblemente se deba a factores tales como consumo de
alcohol o tipo de trabajo.

4.5.3. Efecto de genotipos.

Como se muestra en la tabla 9, también se obtuvo un efecto
significativo de la mutacion A1298C sobre As V (p=0.0290) y por otra parte
también se encontré un efecto cruzado entre los diplotipos MTHFR 677/1298
sobre MMA (p=0.0127), pero al hacer el mismo analisis separando hombres
y mujeres (ver tabla 11), se encontroé que las mujeres eran las que aportaban
dichos efectos ya que en hombres no se presentd el mismo resultado,
posiblemente debido al niumero tan pequefio de participantes hombres
(n=26).
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Figura 11. Diferencia de Arsénico V entre hombres y mujeres.

Hombres (1), n=26.
Mujeres (2), n=69.
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Tabla 10. Medias e intervalos de confianza al 95% de las especies de

arsénico urinarios de hombres y mujeres.

Hombres n=26 Mujeres n=69
Media (IC 95%)
%As 37.7 (27.57 —47.84) 37.7 (31.53-43.79)
%As V 2.52 (1.21 - 3.83) 1.33(0.935-1.73)
%DMA 50.5 (42.27 — 58.65) 52.4 (47.19 — 57.65)
%MMA 9.32 (7.18 —11.45) 8.60 (7.33 - 9.82)
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Tabla 11. Efecto de Genotipo MTHFR 677 y 1298 vy diplotipo 677/1298

sobre las especies de arsénico en orina, en hombres y mujeres.

MTHFR 677 MTHFR 1298 DIPLOTIPO
677/1298
Valor de F (probabilidad)
Hombres
n=26
As llI 1.0884 0.8758 2.7438
(0.3535) (0.4300) (0.1132)
As V 0.6993 0.9819 0.0655
(0.5072) (0.3898) (0.8006)
DMA 1.4888 1.1772 4.5763
(0.2466) (0.3260) (0.0450)*
MMA 1.6125 1.3163 1.7037
(0.2211) (0.2876) (0.2066)
As Total 0.2557 0.9878 0.4908
(0.7765) (0.3876) (0.4916)
Mujeres
n=69
As llI 0.4376 1.4844 1.0402
(0.6474) (0.2274) (0.3594)
As V 0.1505 4.9470 0.1405
(0.8605) (0.0295)* (0.8692)
DMA 0.4138 1.4689 0.5602
(0.6628) (0.2298) (0.5739)
MMA 0.8979 1.7091 4.4321
(0.4124) (0.1956) (0.0158)*
As Total 0.4900 1.3003 1.9874
(0.6148) (0.2582) (0.1456)

*Datos significativos p< 0.05.
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El efecto de genotipo de la mutacibn A1298C en mujeres sobre As V
(p=0.0295) se observa en la figura 12, donde se aprecia que los
homocigotos silvestres (1298AA) tuvieron una concentracion de As V mayor
gue la de los heterocigotos (1298AC). En mujeres no se presento el genotipo

homocigoto mutante (1298CC), en hombres so6lo hubo un caso.

Los homocigotos silvestres tuvieron una media de 1.55, con un intervalo de
confianza al 95% (IC 95%), de 1.07 — 2.04 vy los heterocigotos tuvieron una
media de 0.89, con un IC 95% de 0.17 — 1.62. Nosotros esperariamos que
los homocigotos mutantes (1298CC) tengan los niveles mas elevados de
arsénico V en orina ya que esta mutacion hace mas deficiente la actividad
de la enzima MTHFR, por lo que hay menos disponibilidad de grupos metilos
para la biotransformacion del arsénico hacia las especies organicas (MMA y
DMA), pero los niveles mas elevados de As V lo tuvieron los homocigotos
silvestres (1298AA), lo cual nos da la idea de que no sélo la enzima MTHFR
participa en el metabolismo del arsénico, si no también otras enzimas como
GSTO1 y MMA reductasa.

También posiblemente las mujeres que tuvieron altas concentraciones
de As V no tuvieron una alimentacién rica en &cido félico ya que segun
Ahsan et al. (2007) las personas que tienen una dieta rica en acido félico
presentan elevados niveles de DMA en orina y disminuidos niveles de MMA
y arsénico inorganico (As V y As lll), lo cual es importante para disminuir el
riesgo de presentar un efecto toxico a nivel celular, ya que segun Hugues
(2006), el arsénico V o arseniato tiene una forma similar al fosforo, el cual
puede sustituir al fosfato en importantes procesos bioquimicos. No se
encontré ningun otro reporte que relacione As V 6 As inorganico con los

genotipos de la mutacion A1298C.
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Figura 12. Diferencias de As V entre los genotipos 1298AA y 1298AC en

mujeres (datos combinados de Bachoco y Olivos).
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Ahsan et al. (2007) observaron que en su poblacion de estudio
(Bangladesh) las lesiones de piel fueron positivamente asociadas al
porcentaje de MMA y que las personas con los diplotipos 677TT/1298AA y
677CT/1298AA presentaron alto riesgo de padecer cancer de piel, aunque
estos Ultimos no fueron estadisticamente significativos. Sin embargo, no
detectaron ningun efecto directo entre los niveles de MMA y estos diplotipos.
En este estudio si se detecté un efecto cruzado entre los diplotipos MTHFR
677/1298 sobre %MMA (p= 0.0158) y como se muestra en la figura 13 hay
diferencias entre los niveles de %MMA de los diferentes diplotipos
(677/1298), donde Ilos diplotipos 677TT/1298AC y 677CC/1298AA
presentaron los niveles mas altos de %MMA (ver tabla 12). Yu et al. (2000)
y Del Razo et al. (1997) mencionan que sujetos con un alto porcentaje de
MMA en orina tienen alto riesgo de padecer lesiones de piel, mientras que
DMA es inversamente asociado, por lo cual las mujeres que tuvieron este
diplotipo  posiblemente sea mas susceptibles a padecer este tipo de

lesiones.

Por dltimo se observa en la tabla 11 que en hombres hubo efectos
altamente significativos entre los diplotipos MTHFR 677/1298 sobre DMA
(p=0.0450). En la figura 14 se observan las diferencias entre los diplotipos
677/1298 sobre los niveles de DMA, donde el diplotipo 677CT/1298AA
presentd el mas alto nivel de %DMA vy el diplotipo 677CC/1298AC tuvo el
mas bajo promedio de %DMA en orina (ver tabla 13), por lo cual estos
altimos pudieran ser mas susceptibles al cancer, ya que segun Ahsan et al.
(2007) menciona que los hombres tuvieron mas bajo promedio de DMA
urinario, el cual es inversamente asociado con cancer de piel y vejiga, pero a
diferencia de este estudio, no encontraron ningun efecto entre los diplotipos
MTHFR 677/1298 sobre los niveles de DMA.
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Figura 13. Diferencias en las proporciones de MMA en orina entre los

diplotipos MTHFR 677/1298 en mujeres (datos combinados de Bachoco y

Olivos).

677CC= Homaocigoto silvestre 1298 AA= Homocigoto silvestre
677CT= Heterocigo 1298AC= Heterocigo

677TT= Homocigoto mutante 1298 CC= Homocigoto mutante

Nota: No se presentaron los diplotipos 677CC/1298CC, 677TT/1298CC y 677CT/1298CC.
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Tabla 12. Medias e intervalos de confianza al 95% de %MMA entre los
diferentes diplotipos MTHFR 677/1298 en mujeres.

Diplotipos n %MMA (IC 95%)

677/1298
CCIAC 9 4.21 (2.16 — 6.25)
CT/AA 33 8.44 (6.64 — 10.24)
CT/AC 12 8.96 (6.11 — 11.82)
TT/AA 6 9.90 (6.59 — 13.21)
CCIAA 7 11.92 (6.20 — 17.64)
TT/AC 2 12.67 (6.20 — 17.64)
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Figura 14. Diferencias en las proporciones de DMA en orina entre los
diplotipos MTHFR 677/1298 en hombres.

Nota: En este andlisis no se presentaron los diplotipos MTHFR 677TT/1298CC,
677CT/1298CC y 677CT/1298AC.

677CC= Homaocigoto silvestre 1298 AA= Homocigoto silvestre
677CT= Heterocigo 1298AC= Heterocigo
677TT= Homocigoto mutante 1298 CC= Homocigoto mutante
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Tabla 13. Medias e intervalos de confianza al 95% de %DMA entre los
diferentes diplotipos MTHFR 677/1298 en hombres.

Diplotipos n % DMA (IC 95%)
677/1298
CCIAC 5 32.57 (5.47 — 59.67)
TT/AA 4  42.53 (4.47 — 80.60)
CCI/IAA 5 52.88 (26.65 — 79.10)
CC/cC 1 54.39
CT/AA 10 58.67 (48.63 — 68.69)
TT/AC 1 73.55
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4.6 Correlaciones entre especies de As

Como se muestra en la tabla 14 hubo una alta correlacion de
spearman entre All:MMA, Aslll:As Tot., DMA:MMA, DMA:AsTot. y entre
MMA:As Tot.; por otra parte, también hubo correlacion entre Asll:AsV,
AsV:DMA, AsV:MMA, AsV:As Tot., As Tot.:As Tot en agua. Tal como se
indica en la figura 2, segun el metabolismo del arsénico estas asociaciones

se deben a que cada metabolito es la transformacién del anterior.
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Tabla 14. Coeficientes de correlacion Spearman entre las especies de

arsénico y arsénico total en agua potable.

Asll| AsV DMA MMA AsTot AsTot

Agua

Asll| 1.000000 | -0.359994 | -0.958525 | -0.667049 | 0.571013 | -0.070550

(0.000339) | (0.000000) | (0.000000) | (0.000000) | (0.496897)

AsV 1.000000 | 0.262388 | 0.411058 | -0.296243 | 0.115015

(0.010206) | (0.000035) | (0.003558) | (0.267055)

DMA 1.000000 | 0.518393 | -0.557526 | 0.048755

(0000000) | (0.000000) | (0.638931)

MMA 1.000000 | -0.503508 | 0.078361

(0.000000) | (0.450358)

AsTot 1.000000 | -0.295877

(0.003601)

AsTot 1.000000
Agua

Nota: Entre paréntesis se presentan los valores de probabilidad.
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5. CONCLUSIONES

1.- Existe una mayor concentracion de Arsénico en agua potable en la zona

norte de Hermosillo, con respecto a la zona sur.

2.- A pesar de existir una mayor concentracion de As en agua potable en la
zona norte, la zona sur presenté las mas altas concentraciones de As en

orina, debido tal vez a una fuente de contaminacion distinta del agua.

3.- Ambas zonas presentaron porcentajes ligeramente altos de As inorganico
y ligeramente bajos de DMA, en comparacion a valores normales de

excrecion.

4.- Se trabaj6é con una poblacién homogénea para el gen MTHFR, ya que no
hubo diferencias entre las frecuencias de los genotipos 677 y 1298 entre
Olivos y Bachoco.

5.- Se encontr6 un efecto de género sobre As V. Sin embargo, al separar
hombres y mujeres en el andlisis estadistico, se vi6 que dicho efecto es
principalmente aportado por mujeres, quizas debido al nimero muestral

pequefio de hombres en el estudio.

5.- En mujeres el genotipo MTHFR 1298 tuvo un efecto sobre los niveles
urinarios de Arsénico V, mientras que el diplotipo MTHFR 677/1298 mostré
un efecto significativo sobre los niveles de MMA, lo cual no habia sido

observado en otras investigaciones.

6.- En hombres el diplotipo MTHFR 677/1298 tuvo un efecto sobre los

niveles urinario de DMA, resultado no antes reportado en la literatura.

7.- Las frecuencias genotipicas MTHFR 677 y 1298 de la poblacion de
Hermosillo, son semejantes a las reportadas para otras poblaciones

humanas.
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8.- Las correlaciones encontradas entre las diversas especies de As
pudieron ser explicadas en funcién del esquema tedrico propuesto para el

metabolismo del arsénico.

9.- Confirmamos lo reportado en otras investigaciones en cuanto a que el
gen MTHFR esta involucrado en una via del metabolismo del As; por lo cual
las personas expuestas a este contaminante presentan un metabolismo
diferencial afectado por los diversos genotipos de este gen (polimorfismo

genético).

10.- La presente investigacion representa el primer reporte de polimorfismo
genético para el SNP MTHFR 677 en Sonora y el primero para el SNP
MTHFR 1298 en México.

60



6. RECOMENDACIONES

1.- Para futuras investigaciones sobre polimorfismo del gen MTHFR, se

recomienda incluir tamafios muestrales mayores en hombres.

2.- Se propone también en estudios posteriores correlacionar los niveles

dietarios de acido folico con los niveles de especies de arsénico urinario.

3.- Se recomienda a la poblacion de Hermosillo consumir y cocinar
preferentemente so6lo agua purificada, ya que contiene niveles de arsénico
por debajo de los establecido por la NOM-127-SSA1 (25 ug/L) y por la US-
EPA, MCL (10 pug/L).

4.- A las personas con altas concentraciones de arsénico urinario, se les
recomienda consumir 400 pg al dia de &cido félico (principalmente en
vegetales verdes, entre otros) para reducir este toxico en orina (Ahsan et al.,
2007).
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7. APENDICES
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7.1 APENDICE 1

Procesamiento de agua en el laboratorio

Collect 40 mL of water in Step 3 Discard 50 mL
50 ml conical vial S conical vial

Proyecto: proyecto No. 3 P50 CA095060-03S1 Arsenic Supplement —
Meéxico: “Exploring Relationship Between Arsenic and Cancer”.
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7.2 APENDICE 2

Procesamiento de sangre en el laboratorio.

10 mL PAXgene
tube

______T_l[__

Goes to Sally

Sally separates the
DNA sample into 4
equal aliquats

Goes to Walt

Freeze and store |

Proyecto: proyecto No. 3 P50 CA095060-03S1 Arsenic Supplement —

10 mL Red Tap
TIGER
Let the vial of blood
stand for at least 20
minutes bafora
cantrifuging

Cenlrifuge at 2700
rpm far 15 minulbes

Irfbse 1 mL transf;?\l
) pipet Y

Aliquot a half mL
of serum into sach
ofthe 2 mL cryo
vials

| Then add another
half mL to each vial
until all have 1 mL or
there is no more
semm o add

Ay —
\erumy A g fﬁb‘l KT
& W W

Freeze 2 mb vials

and Discard 10 mL

vial and remaining
substancein it

México: “Exploring Relationship Between Arsenic and Cancer”.
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7.3 APENDICE 3

Procesamiento de orina en el laboratorio

S usesmL —
'\ Pipet A . Centrifuge 50 mL conical |
| vial at 2400 RPM for 12 |
[ Estimate Samnlen:;:;lume in N Place SOmLof | [\ Minutes |
|  specimen container Step 1 urine into 50 mL | Step 1
| conical vial | While waiting for the
| SWIRL the urine in the cup C / | contrifuge do Steps 2 and 3
I | —
| | p [ —
S S — | s FusesML
use 1ML //@,J\/ < | pipete
\_pipetA R ~ —
. ~ 1% <4 N s ‘c’%,
& z | <\ petB =
S~ | . '
! S . Aliquat 10 mL into |
Aliquot into 2 mL | Fully immerss the | slembvel : mm’fmmﬁﬁ
cryovialand | | B";Z':;Zzﬁ:m | __.:—--.II | approximately 1 mL is left in
freeze | | container | | \ | | the vial kesping the cail
| | [ - peliet undisturbed.
1 L I [ \
| %,
— . -5 |\
i 3 . .
\nir:n} | = .% \ I/Usﬂ ML\' 2
P LV N ! E — i \\.._ pipet B ,-"l e

| :m::; ) [ Piace dipstick into | N, = N -
\urine / Clinitek 50, | . S \/
| / \ -

— printout the | | —
.'/:' mb—. results, and record F & and l.;\ | Remuvs the cell
\y:ina ; the results "‘ sz N ! \ | pellet and place

i J semd15mL / \ | inte 5 mL ial
/ “ /" Freezethe nte 5 mL cryo vial
2, 5, vial 1o Mike fo 15 mL vial Y with premixed
fmLy Kopplin for / N 4 solulion
' urine | % . S andstere
\\_ e s processing - Y, S _ |
- .-'1 £ ™, i |

R i
\rine/ I

| Continue with Step 1 S

Freaza 5 mL vial
and slare

Proyecto: proyecto No. 3 P50 CA095060-03S1 Arsenic Supplement —
México: “Exploring Relationship Between Arsenic and Cancer”.

65



7.4 APENDICE 4

Procesamiento de células bucales en el laboratorio

50 miL wial with
buccal cells and
aoluticn

|
x
[ VA

Centrfuge far 5
minutes at 5000
RPFM

Decant and ciscard
the supernatant

| Pipat the cell pallet
into & 2 ml cryo
vial

= 1
Fraeze the 2 mL |
crya vial and
discard the 50 mil
wal

MO biond colieciadg from

Bicod collecled from
participant

AR Nl

sand the 2 ml vial 1o Wall Store the 2 mlL aryo vial

Proyecto: proyecto No. 3 P50 CA095060-03S1 Arsenic Supplement —
México: “Exploring Relationship Between Arsenic and Cancer”.
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7.5 APENDICE 5
Extraccion de ADN

1.- Obtener una muestra sanguinea con el tubo del Kit PAXgene.

2.- Adicionar la sangre al tubo de 50 ml (25 ml buffer BG1). Invertir 5 veces.

3.- Centrifugar por 5 ml a 2500xg

4.- Descartar el sobrenadante y poner el tubo en la gradilla

5.- Adicionar 5 ml de buffer BG2 y ponga en el vortex por 5 segundos

6.- Centrifugar por 3 minutos a 2500 x g

7.- Descartar el sobrenadante y poner el tubo en la gradilla

8.- Adicionar 5 ml buffer BG-/proteasa, vortex por 20 segundos (5ml BG- y
50 ul de proteasa)

9.- Incubar por 10 minutos a 65°C

10.- Poner en el vortex por 5 segundos

11.- Adicionar 5 ml de isopropanol e invertir 20 veces

12.- Centrifugar por 3 minutos a 2500 x g

13.- Descartar el sobrenadante, poner el tubo invertido en una pieza de
papel 1 minuto

14.- Adicionar 5 ml de etanol al 70% y poner en el vortex 1 segundo

15.- centrifugar por 3 minutos a 2500 xg

16.- Descartar el sobrenadante e invertir el tubo en una pieza de papel

17.- Dar pequeiios golpes al tubo para secar el alcohol y reposar 5 minutos

18.- Adicionar 1 ml de buffer BG4 y disolver el ADN en bafio de agua a 65°C

1 hora seguido de incubacion toda la noche a temperatura ambiente.

PAXgene Blood DNA Kit Handbook 09/2002.
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7.6 APENDICE 6

Amplificacién por PCR

1.- En un microtubo para PCR adicionar 200uM de cada dNTP (ATP, GTP,
CTPyCTP).

2.- En el mismo microtubo adicionar 50 ng de cada primer (sentido 5 - TGA
AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA- 3" y antisentido 5'- AGG ACG GTG
CGG TGA GAG TG- 3’, para amplificar el fragmento MTHFR 677 y sentido
5- CTT TGG GGA GCT GAA GGA CTA CTA C -3’ y antisentido 5- CAC
TTT GTG ACC ATT CCG GTT TG - 3, para amplificar el fragmento MTHFR
1298).

3.- mezclar con 100 ng de DNA gendmico y 1.25 unidades de Taq. DNA

polimerasa.

4.- La mezcla se llevara a un volumen final de 50ul para lo cual se usara

agua libre de DNasas.

5.- A toda la mezcla se le dan unos ligeros golpecitos para asegurar una
mezcla homogénea procurando que no queden restos de la mezcla en las

paredes nien la tapa.

6.- Por ultimo la mezcla se llevara a un termociclador con las siguientes

condiciones:

- para el fragmento MTHFR 677 5 min de desnaturalizacion a 94°C
y 40 ciclos de: 94°C por 30 seg., 72 °C por 30 seg., 72°C por 30

seg, y 7 min. de extension a 72°C.

- para el fragmento MTHFR 1298 5 min. de desnaturalizacion a
95°C y 35 ciclos de: 94°C por 1 min., 62°C por 1 min., 72°C por 1
min., y 7 min. de extensién a 72°C.
Modificado de Skibola et al., 1999.
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7.7 APENDICE 7
Analisis de restriccion
1.- Enun Vial de 1.5 ml. mezclar 20 pl de producto para PCR,
2.- Adicionar buffer de digestion 1 X para Hinf 1 6 Mbo Il, cual sea el caso.
3.- para el caso de C677T adicionar 10 unidades de la enzima Hinf 1
4.- Para el fragmento A1298C adicionar 2.5 unidades de Mbo |l

5.- Cada una de la reacciones se llevan a 25 ul de volumen final ajustando

con agua libre de DNasas e incubar por 8 horas a 37 °C.

Modificado de Skibola et al., 1999.
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