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ALTERACIONES MORFOLOGICAS DE LA CELULA
ESPERMATICA EN ESTUDIANTES CON TABAQUISMO
POSITIVO

!Lépez Dominguez Monserrat, “Avalos Calleros Bertha Yasmin, 'Olivas Calderén Edgar Héctor,
Pérez Morales Rebeca, 'Alba Romero José de Jestis, > Gonzélez Zamora Alberto.,
1*Calleros Rincén Esperanza Yasmin.

"Universidad Judrez del Estado de Durango, Facultad de Ciencias Quimicas, Campus Gomez Palacio.
Articulo 123 s/n, Colonia Filadelfia, 35015, Gémez Palacio, Durango. *Universidad Vizcaya de las Américas.
Boulevard Venustiano Carranza Nam 4925 Esq. con Boulevard Nazario Ortiz Garza, Saltillo, Coah.

*Facultad de Ciencias Biol6gicas Gomez Palacio de la Universidad Juérez del Estado de Durango. Articulo
123 s/n Fracc. Filadelfia, C.P. 35010, Gémez Palacio, Dgo., México

* Email: peracalleros@gmail.com

Introduccién: El tabaquismo es un hébito prevalente en el estilo de vida de jévenes, que induce al
estrés oxidativo, incrementando los niveles de oxidantes procedentes del humo, y disminuyendo
los niveles de antioxidantes en el plasma seminal. El humo del tabaco contiene més de 4000 tipos
de componentes. Estas sustancias peligrosas y dafiinas tienen propiedades antigénicas, citotéxicas,
mutagénicas y carcinogénicas, que podrian tener resultados desfavorables en la reproduccién
masculina. La concentracién, motilidad y morfologia son pardmetros comtnmente utilizados para
determinar el potencial de fertilizacién de un eyaculado. Estos pardmetros dan una visién general
de la calidad de los espermatozoides.

Objetive: Conocer el efecto que tiene el consumo de tabaco en la morfologia de la célula espermatica
en la poblacién de jé6venes estudiantes con tabaquismo positivo.

Material y métodos: El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de posgrado de la Facultad
de Ciencias Quimicas fueron analizadas 30 muestras de semen, esto por medio de observacién
directa al microscopio. Todos ellos de 18 a 23 afios, se les aplicd un cuestionario previo para obtener
informacién de su historial clinico, salud general, hébitos y lugares de procedenc:ia enire otros
datos, asi como la firma de consentimiento informado.

Resultados: El promedio de cigarros por dia fue de 5, durante 3 afios, presentando alteraciones en
la morfologfa, macrocéfalo: 90%, microcéfalo, piriforme, bicéfalos 43%, amorfo: 50%, Alfiler: 63%,
redondo 83%.

Conclusién: Los resultados preliminares demuestran la presencia de alteraciones en la morfologia
de la célula espermdtica de los estudiantes con tabaquismo positivo.

Palabras clave: Tabaquismo, célula espermatica, morfologia.
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CONCENTRACION DE FLUOR URINARIO EN MADRES Y
NEONATOS RESIDENTES DE LA COMARCA LAGUNERA
DE DURANGO.

Medina-Garcia A, “Pefialoza-Castillo E, *Garcia-Vargas GG, *Duarte-Sustaita ], “Llanas-Wong JM,
Facio-Campos RA, "Moran-Martinez J, *Calleros-Rincén EY, Perez-Morales R, ¥Olivas-Calderén E

"Universidad Auténoma de Coahuila, Centro de Investigacién Biomédica, Facultad de Medicina,
Unidad Torreén Coahuila Gregorio A. Garcia 198, Centro, 27000, Torreén, Coahuila.

Universidad Judrez del Estado de Durango, Facultad de Ciencias Quimicas, Avenida Articulo 123 s/n,
35010, Fraccionamiento Filadelfia, Gémez Palacio, Durango.

*Universidad Juérez del Estado de Durango, Facultad de Ciencias de la Salud, Calzada Palmas 1 1122,
Revolucién, 35050, Gémez Palacio, Durango.

*Email: abigailmedinag@gemail.com ; eholivas27@email.com

Introduccién: La Comarca Lagunera de Durango es una regién en la cual se han realizados pocos
estudios para explorar la concentracién de fltor (F) en agua y la exposicion humana a este halogeno.

Objetivo: En este trabajo se evalud y se compard la concentracién de flaor urinario (FU) en 60
puérperas con respecto a sus neonatos.

Materiales y métodos: Los binomios se reclutaron en el Hospital General de Gémez Palacio,
Durango. Todas eran residentes de la Comarca Lagunera. La concentracién de fltior se cuantifico
por el método de electrodo de ion selectivo y se corrigi6 a través de la concentracién de creatinina
urinaria.

Resultados: El valor promedio de fltor urinario para puérperas y neonatos fue de 1.91£2.75 y
2.34+4 44 mg de F/ g de creatinina, respectivamente. De acuerdo con nuestra evaluacion, es evidente
que la poblacién estudiada presento exposicién crénica al flior basado en los valores urinarios de
referencia establecidos que varr de 0-1.29 mg/g de creatinina. La ingesta total acumulada de fldor
a fravés del agua de bebida y de la dieta en la poblacién general, podria exceder facilmente los
niveles normales, causando intoxicacién.

Conclusién: La evidencia sugiere que la ingesta excesiva de fldor puede contribuir a una amplia
gama de efectos adversos como fluorosis dental, abortos problemas en el neurodesarrollo etc. Por
lo tanto, desde una perspectiva de salud publica, parecerfa prudente y sensato que se implementen
medidas de reduccién de riesgos para disminuir la carga corporal total de fldor en la poblacién
susceptible.

Palabras clave: Fltior urinario, riesgos para la salud, binomio madre-hijo.
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METAHEMOGLOBINA Y CUERPOS DE HEINZ, COMO BIOMARCADOR DE
EXPOSICION A NITRATOS EN NINOS

[METAHEMOGLOBIN AND HEINZ BODIES, AS A NITRATE EXPOSURE
BIOMARKER IN CHILDREN]

Esperanza Yasmin Calleros Rincén ¥, Rebeca Pérez Morales', José de Jests Alba Romero?, Alberto
Gonzilez Zamora®, Bertha Yasmin Avalos Calleros®, Edgar Héctor Olivas Calderén®
!Profesor investigador de la Facultad de Ciencias Quimica, Universidad Judrez del Estado de
Durango, Campus Goémez Palacio, Dgo.

“Profesor investigador de la Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad Judrez del Estado de
Durango, Campus Gémez Palacio, Dge
*Universidad Vizcaya de las Américas, Campus Torreon Coahuila,

Av. Articulo 123 s/n, Fraccionamiento Filadelfia. Gomez Palacio, Dgo. México. C.P. 35010,
Teléfono 01-871-7-15-88-10 Ext 126. § Autor para correspondencia dra.ecallerosrincon(@ujed.mx

RESUMEN

En el area rural de la Comarca Lagunera de Durango, se tienen antecedentes de
contaminacidn por nitratos en el agua debido a la sobrefertilizacion de los campos y el mal
manejo de la disposicion de las excretas del ganado, esto ha traido como consecuencia la
contaminacién de acuiferos y con ello la contaminacion del agua para consumo humano
sobrepasando lo que marca la NOM 127 SSA-1-1994, como nivel méaximo permisible de
10 mg/l de N-NO;" los efectos adversos que ocasiona este contaminante se pueden dividir
en cronicos como cancer gastrico, linfoma de no Hodgking, de pancreas; subcrénicos como
hipotiroidismo, alteraciones en la reproduccion; y agudos como la metahemoglobinemia,
ésta dltima donde se basa la NOM 127 SSA-1 1994, para la prevencion de éste
padecimiento en nifios menores de 12 afics. La metahemoglobinemia es una enfermedad
que se origina cuando el grado de oxidacion del hierro contenido en el grupo hemo, supera
los mecanismos compensadores de los hematies, pasando al estado férrico, que es incapaz
de transportar oxigeno y didxido de carbono. Los cuerpos de heinz son particulas de
hemoglobina desnaturalizada. El objetivo de este trabajo es establecer como biomarcador
de exposicion, la asociacién del nivel de N-NOs™ en agua de consumo humano en nifios de
1 a 12 afios de edad, con los niveles de Metahemoglobina mayor al 1%, y la presencia de
cuerpos de Heinz. Se realizd una convocatoria abierta en los centros de salud de cada
comunidad para invitar a los nifios de 1 al2 afios a través de sus padres, a los que se les dio
una platica acerca del objetivo del estudio y los beneficios que obtendrian. De un total de
225 nifios se seleccion6 un tamafio de muestra de 103, que cumplieron con los criterios de
inclusion: todos los nifios con edad de 1 a 12 afios residentes de La Loma, Sapioriz, Cd.
Juarez, Juan E. Garcia, Vicente Nava, Nazareno, El Salitral, Las Piedras y Las Cuevas, con
un afio 0 mas de residencia, y consuman agua de la llave. El muestreo del agua se realiz6 de
acuerdo a lo que marca la norma oficial mexicana. NOM 014-SSA-1-1993, la
cuantificaciéon de N-NOs fue por el método de electrodo i6n selectivo y el andlisis de
porcentaje de metahemoglobina se realizé por el método de Ducie por espectrofotoetria de
luz UV. En los resultados de agua, solo cuatro comunidades se encuentran dentro de lo que
marca la NOM 127SSA-1-1994 y 6 comunidades por arriba de lo que indica la NOM, la



concentracion de metahemoglobina fue mayor en las nifios, aunque ésta diferencia con
respeto a los nifias no fue significativa. Por otro lado, al asociar las concentraciones de los
niveles de exposicion con los cuerpos de Heinz se encontré una correlacion altamente
significativa (p<0.01; r=0.778). En relacion a los resultados encontrados, se concluye que
existe una asociacion negativa entre Metahemoglobina y cuerpos de Heinz. Asi como la
concentracion de N-NOs™ se asocia con los valores de los cuerpos de Heinz no asi con
Metahemoglobina. Se encontraron diferencias altamente significativas entre los cuerpos de
Heinz siendo mayor en nifios que en nifias, el porcentaje de metahemoglobina es un
biomarcador de exposicion a N-NQOs".

Palabras clave: agua, cuerpos de heinz, biomarcador, nitrégeno de mitrato,
metahemoglobina.
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DANO GENOTOXICO EN MUJERES CON EXPOSICION CRONICA A
NITRATOS EN AGUA DE BEBER

Morales-Madrigal LM!, Gandarilla-Esparza DD, Pérez-Morales R!,
Gonzalez-Zamora A?, Calleros-Rincén EY1*

!Laboratorio de Biologia Celular y Molecular. Departamento de Posgrado e Investigacion.
Facultad de Ciencias Quimicas, UJED. Articulo 123 S/N. Col. Filadelfia. C.P. 35010.
Gomez Palacio, Durango. México.

’Laboratorio de Biologia Evolutiva. Facuitad de Ciencias Biolégicas, UJED.

Av. Universidad S/N. Fracc. Filadelfia. C.P. 35010. Gomez Palacio, Durango, México.
*dra.ecallerosrincon@ujed. mx

El nitrato es un compuesto presente en la naturaleza de manera comun, se
puede encontrar en el agua, suelo y algunos alimentos, principaimente en
vegetales. Este compuesto es de gran importancia y es uno de los
contaminantes en el agua de uso humano, el cual ha aumentado debido a las
actividades antropocéntricas como el uso indiscriminado de fertilizantes
nitrogenados y el mal manejo de las excretas del ganado, causando
repercusiones en la salud. La alta ingesta de nitratos se ha relacionado con
diversas enfermedades, entre las mas relevantes destacan alteraciones
bioquimicas y hematoldgicas como metahemoglobinemia, hipotiroidismo,
modificaciones histopatolégicas, cambios gendmicos y céncer. La zona rural de
Cd. lerdo, Dgo., presenta una contaminacién de N-NOs en el agua para
consumo humano que se encuentra en el rango de 12 - 45 mg/L rebasando el
limite maximo permisible (LMP) por la NOM-127-SSA de 10 mg/L de N-NO5". El
objetivo fue determinar el dafio genotdxico en mujeres de 18 a 45 afios de edad
que consumen agua contaminada por nitratos. Se recabaron muestras de 452
mujeres con mas de 1 afic de residencia en la zona y que consumen agua de la
llave. Se obtuvo una carta de consentimiento informado firmada y se recolecto
sangre en tubo con heparina de litio para el cultivo de linfocitos. El dafo
genotdxico fue analizado por la técnica de micronticleos en células binucleadas,
estratificando y realizando una comparacion entre los participantes que residen
en comunidades rurales con un nivel permisible de nitrato (testigo) y los que
residen en comunidades rurales que rebasan el LMP (expuesto). Los resultados
muestran que el indice de divisidn celular en ambos grupos fue similar y dentro
de los parametros normales (p=0.109); en cuanto a las células binucleadas hay
un porcentaje menor en el grupo expuesto (p=0.048); en cuanto a la apoptosis
celular, células binucleadas con microntcleos v células binucleadas con puente
se encuentra un aumento de su porcentaje en el grupo expuesto. Se concluye
que existe dafio genotoxico en las mujeres que residen en las zonas rurales con
mayor concentracién de N-NO3z™ en el agua gue utilizan para consumo diario.

Congresc Nacional de Genética 2018 Durango, Dgo. 7-9 de noviembre 2018
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DETERMINACION DEL EFECTO BACTERICIDA DEL
EXTRACTO DE Moringa oleifera’ Y LA CMI POR EL
MICROMETODO ALAMAR AZUL EN MICROORGANISMOS
CAUSANTES DE GASTROENTERITIS.

123" Alba Romero José de Jesiis, Pablo Ruiz Flores?; Esperanza Yazmin Calleros Rincén’,
Sandra Isabel Hernandez Gonzalez!; Aurora Martinez Romero?, Gonzalo Alonso Flores Vielma®
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Filadelfia, Gémez Palacio, Dgo. CP 35010. Tel (871) 7 15 88 10 y 7 15 29 64.

“Laboratorio de Asesores Especializados de la Laguna, Gémez Palacio, Durango.
iSanatorio San José de Gémez Palacio Durango SA de CV.

*Centro de Investigacién Biomédica Facultad de Medicina dela UA de C

* Email: Jalbar 1@hotmail.com

Introduccién: El uso de plantas con fines terapéuticos es bien conocido en todo el mundo. La
familia Moringaceae compuesta por 13 especies, de las cuales Moringa oleifera Lam. (Moringa), es la
especie mds utilizada por las comunidades indigenas. Estudios in vitro han demostrado la actividad
antimicrobiana de Moringa oleifera de diferentes partes de la planta sobre los microorganismos
patogenos. Las enfermedades gastrointestinales son una de las primeras causas de consulta
médica y también una de las primeras causas de muerte en México y en el mundo. Las infecciones
gastrointestinales son una de las causas mas importantes de morbimortalidad entre lactantes y
nifios y las personas de la tercera edad. Los esfuerzos de los investigadores por buscar alternativas
para combatir este problema que se presenta mds en paises en desarrollo proponen el uso de
extractos de M. oleifera.

Materiales y métodos: Se obtuvieron muestras de hojas, tallos, flores y semillas de Moringa
oleifera de una misma planta. Se prepararon extractos metanélicos al 96% cubriendo el material
en su totalidad. Las cepas utilizadas fueron donadas por el departamento de bacteriologia
médica de la ENCB. En una placa costar de baja evaporacién se inocularon las diferentes
cepas junto con el extracto de Moringa oleifera a diferentes concentraciones, se incubaron
durante toda la noche a 36°C y posteriormente se agregé reactivo de Alamar Azul.

Resultados: En nuestro estudio se obtuvo un extracto etanélico de tallos y hojas de la misma
planta, se determiné la CMI por el micrométodo de Alamar azul a las 24 h en cepas ATCC de Vibrio
cholerae O1, Salmonella entérica, Shigella spp, Escherichia coli, la cual fue 3.125 mg/dL como la
menor CMI en hojas y 12.5 mg/dL como la mayor CMI, sin embargo se determin6 que si tiene efecto
bactericida con mayor efecto en hojas que el tallo. Ademads, se determiné que una concentracién de
12.5 mg/mL inhibe a los 4 microorganismos, siendo una alternativa para la poblacién carente de
asistencia social.

Conclusion: Los extractos alcohélicos de Moringa oleifera tienen efecto bactericida sobre Vibrio
cholerae O1, Salmonella entérica, Shigella flexneri y Escherichia coli. Ademas, el micrométodo de
Alamar Azul es un método mds objetivo y determina la CMI de manera cuantitativa. Palabras
Clave: Moringa oleifera, Alamar Azul.
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HIPOTIROIDISMO SUBCLINICO Y SU RELACION CON LA VARIANTE
GENICA DE FOXE1 EN FAMILIAS DE LA ZONA RURAL DE CD. LERDO,
DURANGO

Garcia-Torres E, Pérez-Morales R, Olivas-Calderén EH, Morales-Madrigal LM,
Calleros-Rincon EY*

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular. Departamento de Posgrado e Investigacion.
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C.P. 35010. Gémez Palacio, Dgo. México.
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El hipotiroidismo es causado por una baja sintesis y secrecién de hormonas
tiroideas. Acorde al tiempo de aparicion se denomina congénito o adquirido,
al nivel de disfuncién primario o secundario y segin la severidad clinico o
subclinico; sin embargo, el diagnéstico del hipotiroidismo subclinico
representa un reto y requiere un analisis del perfil tiroideo para lograr su
deteccién temprana. La prevalencia mundial es del 4.3 % y en México afecta
al 8% de la poblacion, puede presentarse a cualquier edad y afecta
principalmente a mujeres. Su etiologia es multifactorial donde los principales
factores causales son ambientales, inmunolédgicos, nutricionales y genéticos.
Dentro de los factores genéticos tenemos a FOXE1, factor de transcripcion
especifico implicado en la organogénesis y diferenciacién tiroidea; la variante
génica FOXE1 rs965513 ha sido asociada con varias alteraciones tiroideas,
incluyendo casos esporadicos y familiares de hipotiroidismo, asi como cancer
de tiroides. En estudios previos se observé una prevalencia de 20% de
hipotiroidismo subclinico en mujeres residentes del area rural de ciudad
Lerdo Durango, quienes refirieron que habia mas de un caso en su familia.
En este estudio se analiz¢ la variante FOXEI rs965513 en 62 integrantes de
11 familias; se determinaron los perfiles tiroideos por quimioluminiscencia y
se realiz6 la extraccion de ADN por salting out, mientras que los genotipos se
determinaron por PCR en tiempo real con sondas de hibridacion especifica.
Se encontraron 24 casos de hipotiroidismo en las 11 familias: 3 familias con
1 caso, 3 con 2 casos v 5 familias con 3 casos. Con respecto a los genotipos,
se han analizado 18 individuos, 39% tiene un genotipo heterocigoto G/A y el
61% un genotipo homocigoto silvestre G/G, aun no se ha encontrado un
genotipo homocigoto polimérfico A/A. Por lo anterior, el factor genético no
parece ser condicionante de hipotiroidismo subclinico ya que 6 casos
muestran un genotipo homaocigoto silvestre G/G y solo un caso corresponde
al genotipo heterocigoto G/A. Sin embargo, es necesario concluir con los
genotipos y analizar la segregacion de alelos, asi como la presencia y
frecuencia del polimorfismo A/A en todos los individuos.

Congreso Nacional de Genética 2018 Durango, Dgo. 7-9 de noviembre 20138
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Determinacion del porcentaje de metahemoglobina en personas que
consumen agua contaminada por nitratros

Morales-Madrigal L.M., Garcia-Torres, E., Pérez-Morales R., Olivas-
Calderén E.H., Gonzélez-Zamora A., Calleros-Rincén E. Y.*

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular. Departamento de Posgrado e
Investigacion. Facultad de Ciencias Quimicas, UJED. Articulo 123 s/n. Col. Filadelfia.
C.P. 35010. Gomez Palacio, Dgo. México.

*dra.ecallerosrincon@uied.mx

El nitrato es un compuesto quimico de gran importancia y de los principales
contaminantes en el agua de consumo humano, éste ha aumentado debido a
actividades antropocéntricas, como el uso indiscriminado de fertilizantes
nitrogenados, repercutiendo en la salud. La alta ingesta de nitratos se ha
relacionado con alteraciones hematologicas como metahemoglobinemia. La zona
rural de Cd. Lerdo, Dgo., presenta una contaminacion de N-NO3™ en el agua para
consumo humano con un rango de 12 — 45 mg/L rebasando el limite maximo
permisible por la NOM-127-SSA de 10 mg/L de N-NOs". El objetivo fue determinar
el porcentaje de metahemoglobina en personas expuestas a través de consumo
de agua contaminada. Se incluyeron 107 con mas de 1 afio de residencia en la
zona y que consumen agua de la llave. Se obtuvo una carta de consentimiento
informado firmada y se recolecté sangre en tubo con EDTA para la determinacion
de metahemoglobina por espectrofotometria (Sakata, 1982). De 107 personas un
84% presentd niveles de metahemoglobina superiores al valor de referencia
(1.5%). El 55% bebe agua entubada y el 59% cocina con la misma. En conclusion,
existe un elevado porcentaje de metahemoglobina en las personas que residen en
zonas rurales que consumen agua contaminada.

Palabras clave: nifratos, metahemoglobina, zonas rurales
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RESUMEN

Los estudios de variabilidad genética han reportado inconsistencias de resultados entre
poblaciones, en gran medida, debido a que los métodos de extraccion de acido desoxirribonu-
cleico (DNA, por sus siglas en inglés) y las técnicas de genotipificacion son altamente variables
entre ellas, lo que conduce a la asignacion errénea de genotipos. El objetivo de este estudio
es comparar distintas técnicas de extraccion de DNA y de genotipificacion de polimorfismos.
Para llevar a cabo el estudio, se analizé el DNA de 10 muestras sanguineas correspondientes
a individuos mestizos mexicanos, y se purificé por los métodos de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (FCI), gradiente de sales (GS), gradiente de sacarosa (GSC), DNAzol® y DNeasy
Blood & Tissue Kit ®. Se genotipificaron los polimorfismos GSTTI *0 y GSTMI*0 por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) multiple, CYPIA1*2C
por RFLP’s y AhR Arg554Lys por PCR tiempo real. Los resultados mostraron diferencias
significativas (p < 0.001) en cantidad, pureza e integridad entre los distintos métodos.
En los analisis moleculares se observo que el método de FCI presenta inhibidores de la
reaccion de PCR, ya que no fue posible amplificar los fragmentos por PCR multiple y PCR
punto final, aunque si hubo amplificacion en el PCR tiempo real. Los métodos GS y GSC
amplificaron todas las muestras en las tres modalidades de PCR y mostraron resultados
concordantes, mientras que solo el 80% de las muestras extraidas mediante DNAzol ®
y DNeasy ® amplificaron, y los resultados no fueron concordantes para DNAzol ® (50%) y
DNeasy ® (80%) en el analisis de PCR — RFLP’s. Los métodos de extraccion GS y GSC
mostraron mayor recuperaciéon de DNA, con parametros de calidad e integridad éptimos para
los analisis moleculares por PCR.

ABSTRACT

Genetic variability studies have presented inconsistencies between populations, mainly be-
cause methods of deoxyribonucleic acid (DNA) extraction and genotyping techniques show
high variability between them, leading to an erroneous assignment of genotypes. The ob-
jective of this study is compare different techniques for DNA extraction and genotyping
of polymorphisms. To perform this study, DNA from 10 blood samples corresponding to
mestizo Mexicans was analyzed and purified by methods of phenol-chloroform-isoamyl al-
cohol (PCA), salting out gradient (SG), sucrose gradient (SCG), DNAzol ® method and DNeasy
Blood & Tissue Kit ®. GSTTI1*0 and GSTM1I*0 polymorphisms were genotyped by multiplex
PCR, CYPIA1*2C by PCR-RFLP's assay and AhR Arg554Lys by real-time PCR. Results shown
that amount, purity and integrity of DNA were evaluated. Different methods results showed
significant differences (p < 0.001). Molecular analyses showed that PCA method presents
inhibitors for PCR reaction because it was not possible to amplify fragments in multiplex
PCR and endpoint. Although, there was amplification in real time PCR. SG and SCG meth-
ods amplified all samples in three types of PCR and the results were concordant between
them. While in PCR - RFLP analysis, samples extracted by DNAzol ® and DNeasy ® am-
plified only 80% of samples with no concordant results (50% for DNAzol ® and 80% for
DNeasy ®). SG extraction methods and SCG showed higher DNA recovery, with optimal
quality parameters for molecular analyses by PCR.
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INTRODUCCION

La naturaleza hereditaria de todo organismo es de-
finida por su genoma. Debido a la gran importancia
de esta molécula y al surgimiento de la tecnologia del
acido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en in-
glés) recombinante, se han disehado numerosas prue-
bas utiles en diversas areas de investigacion, como las
ciencias médicas, biologicas, antropologicas, forenses,
entre otras, asi como en la generaciéon de bancos de
DNA y germoplasma que se han establecido con diver-
sos fines (Eguiarte, Souza & Aguirre, 2007).

Entre las técnicas mas utilizadas en la manipula-
cion del DNA se encuentra la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), de la cual
existen variantes como la PCR punto final, PCR tiempo
real, PCR inversa, PCR anidada, PCR mutagénico, en-
tre otras. Para realizar esta técnica es necesario contar
con una muestra libre de proteinas, tanto citoplas-
maticas como nucleares que se encuentran asociadas
al DNA. Por ello, la extraccion del DNA genémico es un
paso crucial cuando se desean realizar estudios mo-
leculares, ya que existe variabilidad segiin el método
de extraccion utilizado, pues puede proveer contami-
nacién residual con sales y solventes (Blanco-Jarvio,
Martinez & Bautista, 2014).

Se han reportado diversas técnicas de extracciéon
con métodos relativamente sencillos y de bajo costo;
una de ellas es el método de extraccion con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (FCIl), considerado uno
de los mas eficaces para cualquier tipo de muestra.
Sin embargo, este procedimiento es laborioso y utiliza
compuestos toxicos que pueden ser peligrosos para el
investigador que los manipula, ademas de contener
inhibidores para la reaccién de PCR, como el fenol y el
cloroformo, por lo que se debe afadir un paso adicional
en la extraccion, generalmente la filtracién en colum-
nas especificas, o realizar varios lavados para eliminar
los residuos de los disolventes (Baena, Ramos, Gémez
& Gomez, 2013).

Lahiri & Nurnberger (1991) reportaron un método
de extraccion por gradiente de sales (MgCl,, KCI, NaCl,
EDTA, Tris-HCI]) para extraer DNA de suficiente cali-
dad para el analisis molecular por Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism
(PCR-RFLP). Este método reduce la exposicion a com-
puestos quimicos peligrosos y, aunque es un método
barato y libre de inhibidores, presenta el inconvenien-
te de ser muy laborioso. Daly, Steen, Fairbrother & Idle
(1996) reportaron un método que consiste en purificar
el DNA mediante la desproteinizacion con acido per-
clérico y la lisis de membranas con un amortiguador
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rico en sacarosa, MgCl, y la adicion de Triton X-100
como detergente. Los autores sefialan que esta técnica
es economica y permite la recuperacion de grandes
fragmentos de DNA (hasta 30 kb); esta caracteris-
tica es muy importante cuando se requiere amplificar
fragmentos de alto peso molecular o generar bibliote-
cas de DNA genémico.

Por otro lado, se encuentran disponibles a nivel co-
mercial otros productos para purificar el DNA, como
es el caso del DNAzol ® o de kits completos, que cuen-
tan con todos los amortiguadores y materiales nece-
sarios para realizar una extracciéon muy sencilla y en
corto tiempo, como los kits de casas comerciales que
han desarrollado estos métodos de extracciéon rapida
de DNA; aunque son reproducibles y se obtiene ma-
terial de alta pureza y peso molecular, la principal li-
mitante del uso de estos métodos es el costo y la poca
cantidad de DNA recuperada.

De acuerdo con lo anterior, al elegir el método de
extraccion del DNA es importante realizar una evalua-
cion detallada del material gendémico necesario para
la investigacién y del procedimiento que se le aplicara
a la muestra, ya que los métodos rapidos y automati-
zados generalmente se utilizan para procesar un nu-
mero pequeio de muestras que requiere poca cantidad
de DNA (ng o pg), mientras que la generacién de bancos
genoémicos y la obtencién de material con suficiente cali-
dad para clonacion requiere de un reservorio que cuente
con una gran cantidad de DNA, a veces en el orden de
los ug, que la molécula sea de elevado peso molecular
y libre de inhibidores de la PCR (Caboux et al., 2012;
Green & Sambrook, 2012).

De modo paralelo, los estudios de epidemiologia mo-
lecular reportan las frecuencias de ciertos polimorfismos
de interés, en poblaciones especificas, que son aso-
ciados con la susceptibilidad genética a determina-
das enfermedades. Sin embargo, no existen criterios
unificados para llevar a cabo la genotipificacion, por
tanto, la confiabilidad en la asignaciéon de genotipos
es variable y depende de la calidad del DNA purificado
y de la técnica utilizada para genotipificar, lo que pue-
de conducir a resultados erréneos que tienen bases
metodologicas. Se ha establecido que el estandar de
oro es la genotipificacion por PCR tiempo real (Gaedigk
et al., 2015), por su alta sensibilidad y especificidad,
no obstante presenta el inconveniente de tener mayor
costo, por lo que muchos laboratorios que no cuentan con
infraestructura y recursos suficientes recurren a la
genotipificacién por PCR — RFLP’s, el cual es un méto-
do sensible, aunque se debe tener en cuenta la posible
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presencia de inhibidores de la PCR y de las enzimas de
restriccion, asi como la longitud de los fragmentos am-
plificados, para tener una mejor resolucion del patréon
de bandas.

En este contexto, los polimorfismos en los genes del
receptor de arilos (AhR), el citocromo 1Al (CYPIAIL)y
las glutation transferasas M1y T1 (GSTM1 y GSTTI)
han sido extensamente estudiados en multiples po-
blaciones, y se ha observado una amplia variabilidad
en las frecuencias reportadas, conduciendo a resulta-
dos inconsistentes con su asociacion a cancer, princi-
palmente (Saitou & Ishida, 2015; Spink et al., 2014).
No obstante, es posible que estas inconsistencias sean
debidas a errores metodologicos relacionados con la
asignacion de genotipos, como se mencioné anterior-
mente, y por lo cual la extraccién del DNA y el método
de genotipificacién presentan alta variabilidad.

En el presente trabajo se compararon los rendi-
mientos de distintas técnicas de extraccion de DNA:
FCI, GS, GSC, DNAzol ® (cat. DN129) y DNeasy Blood
& Tissue Kit ® (cat. 69506), para evaluar los principales
parametros en la calidad del DNA y su posterior uso en
el analisis molecular por PCR multiple, PCR - RFLP’s
y PCR tiempo real para analizar la reproducibilidad
de las técnicas de genotipificacion de los polimorfis-
mos AhR Arg554Lys (rs2066583), CYPIAI Ile482Val
(rs1048943), GSTM1*0y GSTT1*0 que presentan una
amplia variabilidad en la frecuencia, segun la pobla-
cion analizada, y para estudiar la asociacion a ciertos
tipos de cancer.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de 10 indi-
viduos mestizos mexicanos no relacionados, clinica-
mente sanos. Los participantes firmaron una carta de
consentimiento informado; el protocolo fue aproba-
do por el Comité de Bioética de la Universidad Juarez del
Estado de Durango. Las muestras fueron colectadas
en vacutainer con EDTA. Se realizaron 5 alicuotas de
1 ml de cada muestra y se mantuvieron en congela-
cién a -20 °C hasta su uso. Cada alicuota de 1 ml se
utilizé para extraer el DNA por los distintos métodos.
Un total de 50 muestras fueron purificadas por los
cinco métodos, es decir, las 10 muestras por cada mé-
todo, y fueron analizadas por tres distintas técnicas
de PCR para genotipificacién de polimorfismos.
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Métodos de extraccion de DNA

Todos los reactivos y solventes utilizados fueron gra-
do biologia molecular de la marca Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

Técnica de extraccion por Fenol-Cloroformo-Alcohol
Isoamilico (FCI) (Green & Sambrook, 2012)

La extraccion se llevo a cabo a partir de 1 ml de sangre
periférica. Se agregaron 50 ul de SDS al 20%, se mez-
clo por inversion, se anadié 1 ml de fenol y se incubo
5 min a 65 °C; inmediatamente después se incubé a
—20 °C durante 5 min. Se centrifugé la muestra durante
10 min a 10 000 rpm y se recuper6 la fase acuosa en
otro tubo, donde se agregaron 500 ul de la mezcla
FCI en proporcion 25:24:1, preparada al momento de
adicionarlo. Se centrifugé la muestra a 12 000 rpm
y se recupero la fase acuosa, que fue adicionada a dos
volumenes de etanol absoluto frio. Se centrifugé a
12 000 rpm durante 5 min para recuperar el DNA,
después de la evaporacion del etanol se adicionaron
50 ul de agua libre de nucleasas y se resuspendio
en incubacién a 65 °C durante 15 min. Las muestras
fueron congeladas a —20 °C hasta su uso.

Técnica de extraccion por gradiente de sales (GS)
(Lahiri & Nurnberger, 1991)

La extraccion se llevo a cabo a partir de 1 ml de sangre
periférica, se agregé 1 ml de amortiguador TKM1
(10 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM KCl, 10 mM MgCl,, 2 mM
EDTA) y 25 ul de Igepal. Se agit6 vigorosamente y se
centrifugé a 2200 rpm durante 10 min. Se desecho el
sobrenadante, la pastilla se lavo con 1 ml de amortiguador
TKM1 y se centrifugé a 2200 rpm durante 10 min. Se rea-
lizaron los lavados hasta obtener la fracciéon blanca.
Se desecho el sobrenadante y la pastilla se resuspen-
di6é en 160 pl de amortiguador TKM2 (10 mM Tris-HCI
pH 8.0, 10 mM KCI, 10 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 0.4 M
NaCl). Se adicionaron 10 pl de SDS 10% y se incubo
a 55 °C durante 10 min. Posteriormente se agregaron
120 pl de NaCl 3 M y se centrifug6 a 12 000 rpm du-
rante 5 min. Se recuperaron 500 pl del sobrenadante
y se adicionaron a otro tubo que contenia dos volume-
nes de etanol absoluto. Se mezclé por inversiéon varias
veces hasta observar la hebra de DNA precipitada por
el etanol y se recuperaron las hebras, que fueron la-
vadas con etanol frio al 70%. Se recuperé el DNA y
después de la evaporizaciéon del etanol se adicionaron
50 ul de agua libre de nucleasas. Se resuspendié en
incubacion a 65 °C durante 15 min. Las muestras fue-
ron congeladas a -20 °C hasta su uso.
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Técnica de extraccion por gradiente de sacarosa (GSC)
(Daly et al., 1996)

La extraccion se llevé a cabo a partir de 1 ml de san-
gre periférica a la que se le agregaron 9 ml de amor-
tiguador de lisis (320 mM sacarosa, 5 mM MgCl,, 1%
Tritén X-100, 10 mM Tris - HCI pH 7.4), se agit6 vi-
gorosamente y se centrifugé a 2000 rpm por 5 min.
Se decant6 el sobrenadante y se agregaron 400 ul de
amortiguador de suspension (150 mM NaCl, 60 mM
EDTA, 1% SDS, 400 mM Tris - HC1 pH 7.4) con 100
ul de NaClO, 5 M. La suspension fue mezclada en un
agitador rotatorio por 15 min a temperatura ambiente
(TA) e incubada a 65 °C por 30 min. Posteriormente, se
le agregaron 400 pl de cloroformo a —20 °C y la mezcla se
mantuvo en agitacién por 10 min, seguido de centri-
fugacion a 1400 rpm por 10 min. Se adicionaron dos vo-
lamenes de etanol absoluto a la fase acuosa y se mezclo
hasta que la hebra de DNA precipitara. Se recuperaron
las hebras y se lavaron con etanol al 70%. Se adiciona-
ron 50 ul de agua libre de nucleasas y se resuspendio
en incubacién a 65 °C durante 15 min. Las muestras
fueron congeladas a 20 °C hasta su uso.

Extraccion con DNAzol ® BD de Molecular
Research Center (Cat. DN129)

Se siguieron las especificaciones del fabricante, las
cuales se detallan a continuacion. La extraccién se lle-
vO a cabo a partir de 500 ul de sangre periférica, se le
agregd 1 ml del reactivo DNAzol. Se mezclé por 20 s
y se incub6 a temperatura ambiente (TA) por 5 min. Se
agregaron 400 pl de isopropanol, se agit6 en voértex
y se incubdé 5 min a TA. Se centrifugé la muestra a
8000 rpm durante 6 min. Se decanté el sobrenadante
y se reservo la pastilla, se agregaron 500 ul de DNAzol y
se mezcl6 hasta que se incorporara con la solucién. Se
centrifugo6 la muestra a 8000 rpm durante 5 min, se de-
canto6 el sobrenadante y se reservo la pastilla. Se agrego
1 ml de etanol al 75% y se centrifugé a 8000 rpm
durante 5 min. Se decant6 el sobrenadante y se adi-
cionaron 50 pl de agua libre de nucleasas, el DNA fue
resuspendido en incubacién a 65 °C durante 15 min.
Las muestras fueron congeladas a —20 °C hasta su uso.

Extraccidon con DNeasy Blood & Tissue
de Quiagen ® (Cat. 69506)

Se siguieron las especificaciones del fabricante, las
cuales se detallan a continuacion. La extraccion se lle-
v6 a cabo a partir de 200 pl de sangre periférica, se
agregaron 20 ul de proteinasa K y se mezclaron por
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inversion. Se agregaron 200 ul de amortiguador AL y
se agit6 en vortex. Se incubaron las muestras a 56 °C
durante 10 min. Se agregaron 200 pl de etanol abso-
luto a TA y se agité en vortex. En un tubo nuevo se
coloc6 una columna con filtro DNeasy y se adicioné la
muestra colocandola en el centro del filtro. Se centri-
fugé a 8000 rpm durante 1 min. Se desecho el sobre-
nadante y se pasoé la columna a un tubo nuevo, agre-
gandole 500 pl de amortiguador AW1, se centrifugé a
8000 rpm durante 1 min, se deseché el sobrenadante
y se conservo la columna. Se realizé el procedimiento
anterior adicionando 500 ul de amortiguador AW2.
Se centrifugé por 3 min a 14 000 rpm, se desecho el
filtrado y finalmente se pas6 la columna a otro tubo
nuevo para adicionar 200 pl de amortiguador AE. Se
incub6 durante 1 min a TA para permitir que el DNA
se desprendiera de la columna y pudiera ser eluido en
la siguiente centrifugacién que se realiz6 a 8000 rpm
durante 1 min. Las muestras fueron congeladas a
—20 °C hasta su uso.

Cuantificacion de DNA, analisis
de integridad y pureza

Se analiz6 la cantidad y pureza del DNA por nano-
espectrofotometria en un nanodrop 2000 de Thermo
Fisher ®. Los valores reportados como 6ptimos en la
pureza del DNA son entre 1.7 — 1.9 (Green & Sam-
brook, 2012).

La integridad fue analizada por electroforesis en gel
de agarosa al 1% tefiido con 10 ug/ml de bromuro de
etidio, y fue visualizado en un fotodocumentador Mini-
Bis Pro ® (Accesolab), bajo luz ultravioleta (UV). Se uti-
liz6 el marcador de peso molecular 1 Kb de AXYGEN ®.

Genotipificacion de polimorfismos

Para el analisis de PCR multiple se amplificaron tres
genes polimoérficos simultaneamente; los oligonucleo-
tidos Fwd gaactccctgaaaagctaaage, Rvs gttgggctcaaa-
tatacggtgg que amplifican un fragmento de 480 pb que
corresponde al gen GSTTI; como control interno se
utilizaron los oligonucleo6tidos Fwd gaactgccacttcaget-
gtct, Rus cagctgcatttggaagtgete que amplifican 312 pb
del gen CYPIA1I;y finalmente los oligonucleétidos Fwd
ttcettactggtectcacatete, Rus tcaccggatcatggecagea que
amplifican un fragmento de 215 pb del gen GSTM1I.
Los oligonucleétidos fueron disefiados en la regioén po-
limérfica de los genes GSTM1 y GSTT1, donde ocurre
una delecion; los individuos que tienen el polimorfis-
mo en condicién homéciga resultan negativos para la
reaccion de PCR, sin embargo, los heterécigos y los
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homocigos silvestres amplifican el mismo fragmento
resultando positivos para la reaccion (Abdel-Rahman,
el-Zein, Anwar & Au, 1996).

Para el analisis de PCR - RFLP se utilizaron los oli-
gonucleodtidos Fwd ctgtctcectetggttacaggaage y Rus
ttccageegttgecageaggatagee que amplifican un fragmen-
to de 204 pb del gen CYP1AI. El polimorfismo CYPIAI
Tle482Val (rs1048943) fue identificado por la longitud de
los fragmentos de restricciéon utilizando 0.4 unidades
de la enzima BsrDI, donde el homécigo silvestre genera
fragmentos de 149 pb y 55 pb, el heterocigo 204 pb,
149 pb y 55 pb, mientras que el homocigo polimoérfico
pierde el sitio de restriccion y se observa una banda de
204 pb (Cascorbi, Brockmoller & Roots, 1996). La vi-
sualizacion de los fragmentos se realizé después de la
electroforesis en gel de agarosa al 3%, posterior tincién
con bromuro de etidio 10 ug/ml. Se utilizé el marcador
de peso molecular de 50 pb de Invitrogen ®.

En el PCR tiempo real se genotipificé el polimorfis-
mo AhR Arg554Lys (rs2066583) del receptor de ari-
los, utilizando la sonda TagMan C_11170747_20X de
Applied Biosystems ® siguiendo las recomendaciones
del fabricante, en un PCR tiempo real Step One de
Applied Biosystems ®, la asignacion de genotipos la
realiza el equipo de forma automatica segun los fluo-
roforos detectados durante la reaccion.

Secuenciacion e identidad
de fragmentos amplificados

Se utilizaron los oligonucleétidos Fwd ggcaagataatact-
gcaccga, Rus agcttgagttcagagccaagg para amplificar
un fragmento de 345 pb del gen AhR y los oligonu-
cleétidos antes descritos para obtener los fragmentos de
480 pb, 215 pb y 204 pb correspondientes a los ge-
nes GSTT1, GSTM1 y CYP1AlI, respectivamente, que
fueron reamplificados y purificados utilizando el Kit
Purification Product of PCR ® de Qiagen para su se-
cuenciacion, la cual se llevé a cabo en la Unidad de
Secuenciacién del Instituto de Investigaciones Biomé-
dicas de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM). Para verificar la identidad de las secuencias
se realizé un analisis nucleotide blast con el software
blastn disponible en la pagina del National Center for
Biotechnology Information (2015).

Analisis estadistico

Se analizaron las medidas de tendencia central (Media +
DE) para los parametros de pureza y cantidad, poste-
riormente se aplicé la prueba de Shapiro-Wilks para
verificar la normalidad de la distribucién y una prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis usando el paquete
estadistico SPSS V-20.0 para Windows.
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RESULTADOS

Los parametros mas importantes que se deben tomar en
cuenta en la extraccion del DNA son la pureza, canti-
dad e integridad. En la pureza, los métodos GS, DNAzol
®, DNeasy ®, GSC y FCI tuvieron valores de 1.71+0.11;
2.52+0.70; 1.77 £0.08; 1.80 +£0.04 y 1.74 £0.24, res-
pectivamente; mientras que en la cantidad expresa-
da en ng/ul se obtuvieron 136.76 £+115.18; 29 £28.8;
23.19 £7.42; 211.93 £103.93 y 189.02 £ 57.87 para
GS, DNAzol ®, DNeasy ®, GSC y FCI, respectivamente
(tabla 1). En la comparacién entre grupos no se en-
contraron diferencias significativas en la cantidad de
DNA obtenida por ul (p = 0.215), mientras que en la
pureza se encontré diferencia en el método DNAzol ®
con respecto a los demas (p=0.05).

Adicionalmente, se analizé la cantidad total de
DNA extraido y se observé alta variabilidad debido a
que los métodos tradicionales recuperan mayor canti-
dad, hasta 83 ug en el caso de GS, con respecto a los
kits comerciales que recuperan alrededor de 6 ug (p =
0.03) (figura 1).

La integridad del DNA se analiz6 por electroforesis y
se observé DNA de elevado peso molecular en todas las
muestras aisladas por los diferentes métodos (figura 2).

Para el analisis molecular se seleccionaron cua-
tro genes que se encuentran ampliamente reportados
en distintas poblaciones y cuya genotipificaciéon se ha
realizado por diversas metodologias. En el analisis mo-
lecular por PCR y la asignaciéon de genotipos se inclu-
yeron todas las muestras purificadas por los distintos
meétodos de extraccion de DNA mencionados, de tal modo
que la misma muestra fue purificada por cinco mé-
todos distintos y fue genotipificada para los genes AhR,
CYPIAI, GSTM1y GSTT1 por tres metodologias estan-
dar (figura 3).

Tabla 1.
Parametros de pureza y cantidad de DNA obtenidos en distintos métodos
de extraccion.

Técnica de Pureza Concentracion de
extraccion de DNA AbTMi:?a/:]s)%;l m (ll?ali?il‘:f{)"]:‘.)]
GS 1.71£0.11 136.76+115.18
DNAzol 2.52+£0.70 29.00 £28.80
DNeasy 1.77 £0.08 23.19 +7.42
GSC 1.80 £0.04 211.93+103.93
FCI 1.74 £0.24 189.02 +57.87
Valor p 0.04* 0.21

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 1. El método GS recupera 54.6 pg +46.0, DNAzol 8.7 ug +8.6, DNeasy
4.6 ug+1.48,GSC 21.1 ug+10.3y FCl 9.4 g +2.8 (p=0.03).
Fuente: Elaboracién propia.

GS DNAzol DNeasy
M2 4 5 1 2 3 45 1.2 3 45 12 3 4

HNH‘F."'."'V' W“é%

Figura 2. Gel de integridad de DNA. Se muestran cinco muestras representati-
vas, purificadas por los diferentes métodos. Para visualizar bien las
bandas se cargaron ~200-250 ng de DNA por carril, de las muestras
de GS, FCly GSC se cargaron de 1-2 pL, mientras que de DNAzol se
cargaron 10-20 pL y de DNeasy de 10-15 L.

Fuente: Elaboracidn propia.

GSC FCI
3 4

Para validar los resultados anteriores, se secuencia-
ron las muestras homocigotas para ambos alelos de
cada polimorfismo; en el caso de GSTM 1y GSTT1 se se-
cuenciaron muestras positivas para ambos genes y
se realiz6 un analisis nblast que confirmé la identidad
de las secuencias. En la figura 4 se observan los cam-
bios de un solo nucleétido en el gen AhR Arg554Lys
(rs2066583) y CYPIAI Ile482Val (rs1048943).

En la genotipificacion de GSTMI1*0y GSTT1*0 por
PCR multiple se observo que las muestras purificadas
por el método de GS y GSC tuvieron una eficiencia de am-
plificacion del 100% y una concordancia también del
100%; es decir, el resultado fue reproducible y la mues-
tra present6é el mismo genotipo, independientemente
del método de extracciéon. En el caso de las muestras
purificadas por DNAzol ® y DNeasy ® se observo una

20  Vol. 26 No. 4 Julio-Agosto 2016
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Figura 3. Métodos de genotipificacion por PCR. A) PCR midltiple para las delecio-
nes en los genes GSTM1y GSTT1. a) Las muestras de los carriles 5,
6,79y 11 son positivos para ambos genes, las muestras de los carriles
2y 3 son positivas para GSTT1, la muestra del carril 4 es negativa para
ambos genes y las muestras de los carriles 8 y 10 no amplificaron,
tampoco amplificd el control interno. b) PCR-RFLP’s del polimorfismo
CYP1A1 lle462Val. Las muestras de los carriles 1, 2, 3 y 6 son heteré-
cigas con genotipo lle/Val, las muestras del carril 7 y 8 son homdcigas
Val/Val y la muestra del carril 9 es homéciga lle/lle, el control negativo
se observa en el carril 4. ¢) PCR tiempo real para la genotipificacion
del polimorfismo AhR Arg554Lys. Las muestras en el eje X correspon-
den a homocigos Lys/Lys, las muestras en el eje Y corresponden a
homdcigos Arg/Arg, mientras que los intermedios corresponden a los
heterocigos Arg/Lys, la asignacién de genotipos es automatica, segln
el fluoréforo detectado durante la reaccion.

Fuente: Elaboracion propia.

eficiencia de amplificacion del 80% y una concordancia
del 100%, mientras que las muestras purificadas por
el método FCI no amplificaron, incluso después de tres
intentos (tabla 2).

En la genotipificacion de CYP1A1 Ile462Val por PCR-
RFLP’s se obtuvo una eficiencia de amplificaciéon del
100% en los métodos GS, GSC, del 80% para DNAzol
y DNeasy y de 0% en el método FCI. Sin embargo, la
concordancia fue del 100% entre los métodos GS y GSC,
del 80% en el método DNeasy ® y del 50% con DNAzol ®.

Finalmente, en la genotipificacion de AhR Ar-
g554Lys por PCR tiempo real se obtuvo una eficiencia
de amplificacion del 100% en todas las muestras y
una concordancia del 100% entre los distintos méto-
dos (tabla 2).
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Figura 4. Secuencias del gen AhR Arg554Lys. a) Triplete que codifica para el
aminodcido lisina (AAA) y b) Triplete que codifica para el aminoécido
arginina (AGA). Secuencias del gen CYP1A1 lle482Val. c) Triplete que
codifica para el alelo valina (GTT) y d) Triplete que codifica para el alelo
isoleucina ATT).

Fuente: Elaboracion propia.

DISCUSION

La calidad del DNA purificado es un punto clave en la
aplicacion de diversas técnicas moleculares. Los prin-
cipales parametros analizados después de una ex-
traccién son la pureza, la cantidad y la integridad. Se
evaluaron tres métodos tradicionales de extraccion de
DNA y dos métodos comerciales, asi como su eficien-
cia de amplificacién y concordancia para genotipificar
polimorfismos en los genes GSTM1, GSTT1, CYP1Aly
AhR, que son de gran interés toxicolégico.

Una técnica de extraccion ideal es aquella que po-
see un numero limitado de pasos, minima utilizaciéon
de disolventes peligrosos, requerimiento limitado de

Tabla 2.
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equipos y que sea relativamente econémica (Osorio-
Cadavid, Ramirez, Lopez & Mambuscay, 2009). La téc-
nica de FCI requiere fenol que es un disolvente toxico
e irritante, ademas puede causar quemaduras graves
en la piel y serias lesiones oculares. Adicionalmente, el
cloroformo ha sido descrito como potencial carcinoge-
no humano capaz de causar la muerte si no es usado de
manera adecuada; todas estas caracteristicas pueden
afectar la salud de la persona que manipula las mues-
tras durante el proceso de extraccién.

En contraste, las técnicas de extraccion por sales
y sacarosa utilizan reactivos inocuos como sacarosa,
MgCl,, NaCl, EDTA y Tris-HCI; aunque no se han re-
portado casos de toxicidad grave, el SDS es clasificado
como un compuesto moderadamente toxico en con-
centraciones superiores a 1000 mg/Kg. En el método
GS se requiere este reactivo a una concentracion del
10%, que no representa un riesgo grave a la salud.
Por su parte, el NaClO, es empleado en el método gra-
diente de sacarosa a una concentracion de 5 M; este
reactivo es clasificado como una sal oxidante fuerte
que puede provocar incendios o explosiones al no ser
utilizado adecuadamente; mientras que los kits co-
merciales son seguros y reproducibles, aunque en el
caso de DNAzol ® no se obtuvieron buenos resultados;
no obstante, estos reactivos tienen costos elevados, lo
que podrian ser una limitante en la ejecuciéon de un
proyecto que involucra el analisis de un alto ntimero
de muestras.

La pureza del DNA extraido se encontr6 dentro de
los rangos establecidos como 6ptimos (1.7 -1.9), a ex-
cepcion de las muestras purificadas con DNAzol ® que
mostraron valores de hasta 2.5. Estos valores no se
consideran confiables, pues en este caso puede haber
contaminacién con proteinas y/o disolventes que pudie-
ran interferir en la reacciéon de PCR, como se ha docu-
mentado (Green & Sambrook, 2012).

Porcentaje de la eficiencia de amplificacion y concordancia entre genotipos de GSTM1*0, GSTT1*0, CYP1A1 lle462Val y AhR Arg554Lys.

PCR multiple punto final PCR-RFLP PCR tiempo real
Técnica % Amplificacion Concordancia® % Amplificacion Concordancia® % Amplificacion  Concordancia®
GS 100 100 100 100 100 100
GSC 100 100 100 100 100 100
FCl 0 NAP 0 NAP 100 100
DNAzol 80 100 100 50 100 100
DNeasy 80 100 80 80 100 100

2 Se considerd concordancia cuando el resultado fue reproducible y la muestra presentd el mismo genotipo, independientemente del método de extraccion; ® NA: no aplica.

Fuente: Elaboracion propia.
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En la cantidad de DNA extraido se obtuvieron con-
centraciones desde 8.5 ng/ul de DNA en los kits co-
merciales hasta 393.20 ng/ul en el método GS, sin
embargo, las diferencias no fueron significativas debi-
do a la alta variabilidad entre los métodos; aunque en
el caso de DNeasy ® se observaron desviaciones muy
pequenas, como es esperado en un método comercial
que debe ser reproducible.

En cuanto a la cantidad total, Caboux et al. (2012)
reportaron que, utilizando la técnica de extraccion ade-
cuada, es posible obtener hasta 300% mas material
genético, alcanzando un rendimiento de hasta 45 ug de
DNA total, partiendo de 1 ml de muestra sanguinea.
En este estudio, el método que recuperé mayor cantidad
de DNA fue el método GS (u = 54.6 £46.0 ug). A este
respecto, en algunas investigaciones es muy impor-
tante obtener la mayor cantidad de muestra, por ejem-
plo, para la creacion de bancos genémicos es necesario
resguardar una cantidad adecuada de material y una
minima contaminacioén con proteinas y sales o disol-
ventes. Por otro lado, los aductos en el DNA son un
marcador de efecto ante la exposicion a diversos toxi-
cos, para su determinacién se requieren cantidades
de DNA en el orden de los ug, por lo que la extrac-
cion debe ser muy eficiente (Monien et al., 2014); en
estos casos las técnicas de extraccion por GS y GSC
ofrecen esta ventaja.

Por otro lado, los estudios de epidemiologia mo-
lecular y farmacogenémica analizan la frecuencia de
ciertos genotipos en diversas poblaciones, con la fi-
nalidad de establecer asociaciones entre la exposicion
a xenobioticos, la capacidad metabdlica, la presencia
de biomarcadores de efecto y el desarrollo de ciertas
patologias, sin embargo, los resultados son inconsis-
tentes en la mayoria de los casos; la falta de reprodu-
cibilidad puede ser atribuida al método de extraccion
de DNA y/o a la técnica utilizada para la genotipifica-
cion. A este respecto, el proyecto internacional Hap-
Map ha sugerido estandarizar las técnicas para que
los resultados puedan ser comparables y confiables,
de tal modo que podria haber consistencia de resul-
tados entre poblaciones, ya que actualmente estas di-
ferencias pueden ser debidas a errores metodologicos
(Garte, 1998; International HapMap Project, 2015).

Los genes AhR, CYP1A1, GSTM1 y GSTTI han sido
genotipificados en poblaciones caucasicas, asiaticas,
africanas y en poblaciones con diversos grados de
mestizaje (Dong et al, 2008; He et al.,, 2014; Pérez-
Morales et al., 2014). Las frecuencias reportadas son
muy variables y los estudios de asociacion, principal-
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mente con cancer, son inconsistentes. No obstante,
los estudios realizados en paises desarrollados se lle-
van a cabo por analisis de fusién a alta resolucion
(high resolution melting analysis [HRM]), discrimina-
cion alélica con sondas TagMan ®, PCR alelo especifi-
co (AS-PCR) y pirosecuenciacion (Gaedigk et al., 2015;
Zhang, Zhao, Cui, Wang & Wang, 2015); estos méto-
dos tienen alta reproducibilidad en cualquier tipo de
muestra de DNA, aunque son muy costosos y requie-
ren infraestructura de vanguardia, por lo que en los
paises poco desarrollados el acceso a esta tecnologia
esta limitada, siendo necesario analizar los resultados
obtenidos con las técnicas tradicionales, menos costo-
sas y compararlas con el estandar de oro.

En la genotipificacion de GSTMI1*0y GSTT1*0 por
PCR multiple se observé una concordancia del 100%
entre los resultados obtenidos por los métodos GS,
GSC, DNAzol ® y DNeasy ®, mientras que las mues-
tras purificadas por el método FCI no amplificaron,
posiblemente debido a que el fenol o el cloroformo in-
hiben la PCR, como se ha reportado previamente por
otros autores (Thompson, Duncan & McCord, 2014).

En la genotipificacion de CYPIAI1 Ile462Val por
PCR - PFLP’s se obtuvo una concordancia del 100%
entre los métodos GS y GSC, del 80% en el método
DNeasy ® y del 50% con DNAzol ®; es posible que la
baja cantidad de DNA obtenida mediante DNeasy ®
pueda producir un bajo nimero de copias del ampli-
con y esto interfiera con el analisis de restriccion; en el
caso de DNAzol ® la eficiencia de amplificacion fue del
100% y la concordancia del 50%, debido posiblemente
a que la contaminacién residual, reflejada en los valo-
res 260/280 nm, no actie como inhibidor de la poli-
merasa, pero si como inhibidor de las enzimas de res-
triccion, ya que se observaron digestiones parciales.

Finalmente, en la genotipificacion de AhR Ar-
g554Lys por PCR tiempo real se obtuvo una eficiencia
de amplificacion del 100% en todas las muestras y una
concordancia del 100% entre métodos, lo que demues-
tra que esta metodologia es muy sensible, aun en
muestras que no son amplificadas por el PCR punto
final (debido a la presencia de posibles contaminacio-
nes); ademas de que utiliza cantidades de DNA muy
pequenas, incluso de 5 ng — 50 ng por reacciéon. Los
estudios reportados por Zhang et al. (2015) y Gaedigk
et al. (2015) comprobaron que la genotipificacion con
sondas TagMan ® es muy sensible y confiable, incluso
en locus altamente polimérficos como el CYP2D6, ade-
mas de ser tan eficiente como otras metodologias mas
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sofisticadas, entre ellas la pirosecuenciacion, HRM y
AS-PCR, con la ventaja de tener un costo mas bajo
que las técnicas antes mencionadas.

Los resultados obtenidos en este trabajo demues-
tran la importancia de elegir un método de extraccion
de DNA adecuado y considerar su impacto en la tipifi-
cacion de genotipos, ya que las bases metodolégicas de
estas técnicas son extendidas al diagnéstico molecu-
lar, y al no ser considerados estos factores los resulta-
dos pueden resultar erréneos.

CONCLUSIONES

Los métodos de extraccion por GS y GSC tuvieron los
mejores resultados en pureza y cantidad. Las mues-
tras amplificaron en todas las variantes de PCR. La ge-
notipificacién por medio de sondas TagMan ® mostro
una eficiencia de amplificacién y genotipificacion del
100%, independientemente del método de extraccién.
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Red dye 40 degradation by enterobacteria [
ingestinal microblota @""""
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! Teenaldgico de Monrerrey Comrpus, Puebla, Meshla. Mesico

Introduction: Aza dyes such as sed 40 are characterized by an
iy -K = M-R3 structure and ane widely used in the food industry, but
their anaerobic degradation in the gut microbiots by dcoreductases
orginate moxic or mutdgenlc aramatic amines, 50 their use has been
restricted bn many countries.

Objective; Sulimit the red dye 40 o degradation by enoer-
obacteria and partlally characterize the products of its anserobic
redicction,

Methods: Two enterobacrer (solated from an infant together
with the refereénce strains Eschierichia coll DH3a. Eschenichia cal
E2348/6%, Citrobacter rodendivm DBS13, and Enferobacter coooms
wete wsed to inoculate 30 ppem af red dye 40 samples. The degra-
datson percentage was estimated by LNV 'vis spectroscopy and the
praducts of anaerobic reduction were charsctenized by HPLC using
a statbonary phase of PS/0VE, mobile phase of 5 mM sulfuric acid
and a fiow rate of 0650 mLimin.

Resulis: The isclates from the Infant fecal sample were identi-
fizd &5 Emterobocter sp. and Excherichia codi and the inoculation test
of these bacteria in red dye 40 vielded a degradation of 60% and
40 respectively, Regarding reference sirains, the degradation per-
centages were as follows; Escherichio coll DHS5a 83,25, Citrobacer
reufenpiim DBS13 A2%, Escherichia coli E2 348059 75,78 and Entero-
Bbacter claocme 65%. The HPLE results showed that the degradation
products of red dye 40 by all the bacteria except the gut microflors
Escherichin cali had a retention tme very similar to the control
i-naphthol when using wawelengths of 285 and 315 nm When
comparing all of them with aniline, they all showed 2 similar reven-
tion time using wavelengths al 260 and 285 nim

Conclushon: Degradation of a red dye 4 solution by different
types of bacteria used in this research revealed 4 formation of anal-
ogous compounds to 1-naphthe! and aromatic amines. Aromatic
amines may cause urinary tract cancer, especially in bladder, and
they may increase rizk for acuie infagication leading o methe-
maglabinemia Since stwdies in rais had shown that 1-naphthal
causes heavy hreathing, squinting eyelids, runny nose and diar-
rleea, i is impartant to lmir this feod colorant consumption due to
health risks.
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Lung inflammation and toxicological
assesament in A] mice in response to chronkc
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Chranic exposure o cigaretie smoke i the leading case n'.ll']lJng
cancer and chronic obstructive polmonary disease. The Af] mouse
mode] is used to evaluate lung inflammation, lung cancer develop-
ment, toxicological impact and the underlying malecular changes
upon life-time sxposure to cgarette smoke (5] from a reference
cigarette IR4AF or (o aerosal from the Tobecco Heating Syistem [TH3 |
232 acandidare modified risk tobacco product [cSMETP)

AJ] mice were exposed for & hours per day for 5 days per week
with planned total exposure duration of 18 montha, Duantificasion
of pulmonary inflammation, lung function tests, histopathologl-
cal evaluation, tonjcological assessment as well as transcriptome
and profeome analysis of respiratory ract organs were performed
at interim dissections. Exposure to C5 induced changes in red
blood cell profiles that are consistent with high carbon mopox-
ide in C5 smoke but were not observed following THS2.2 aerosal
CXPOIUTE,

Exposure 1o 05 abio resulted in pulmonary Inflammatian, alvered
lungg fumnenion and maolecular changes that are suggestive of emphy-
wermna buf |;u1|:|l minimal effects were observed fullnwlﬂg THSZ.2
aerorind expoiure. Significant changes |n the drway ranscriptome
and protecme were observed following C5 exposure, but only few
grnes and proteins were altered following TH52.2 aerosol expo-
sure. Blological network anatysis (dentified perturbed maodecular
processes that are consistent with C5 exposure, but only minor
perturbations of cell stress responses were noted foliewing TH52.2
aeroriod expodure,

In summary, lung inflammation and the assoctated loss of @l
manary function and molecular perturbations were significantly
reduced in mice exposed to aerosod from THS2.2 as compared to C5
ENPOSUTE,

mttpe ) fdedoorg 10, 1016 tomlet 2071607, 73

PP26.1T

Hemalnlogical and metabolic alterations
induced by acute polsoning with nitrates in
Wistar rais
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Introduction: Mitrate pallution is caused by over-ferilization
of soll and inadequate management of industrial and domestic
wanlewater, Mitrates are redweed (o nitrite inside the body and
they promote the iransformation of hemoglohin to metabb and
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vananis associared with the health effects caused by Nuoride, wene
taken Amplification by PCR was performed for COL1AZ gene. The
diagnasis of dental fuoresls was performed by clinlcal examination
using Thylstrup-Fejerskov indea.

Resalis: The results showsd an average concentration of flu-
oifde (0 drinking warer of 454 mgil, an average sxposure level
of 3. 14mgil, the prevalence of dental fluoresis of 100K and a
prevalence of polyrmerphism in the COL1AZ gene of 47.5% in the
ppadaiom.

Conclusions; The level of contamination s wery high feoride.
dental Nuorasis inthe pepulation is a serious public heatth and the
presence of the pofymorphism inthe COL1A2 gene associated with
the health effects of fluoride is an impertant fnding in the Mexican
population. More studies are needed to confirm the asseciation of
the polymerphism with dentl Quorosis and o evaluare the health
impact that the presence of the pelymorphism causes,

Financlal support: Fondo sectopial 55/ IMS5/IS5TE v CONACYT.
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Alteration in biochemical parameters and
genoboxic damage in population exposed to
nbtrates in drinking water
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Inireduction: The envircnmental degradation caused by the
inadequate managing of watewater, manure, excessive wie ol
fertilizers and pesticides have increased the levels of nirate (o
drinking water. Ingested nitvate is reduced bo nitrite promaoting the
Terrmiation ol methemoglobin, a5 alierstions at blochemical param-
eters as levels of glecose, cholesterol and mighyoendes. Through
the metabolism of nitrate reactive species that can damage DNA
and protelns are generated, or even disrupt the operation of targed
LUy L

Objertlve: Analyze the alterations i biochemical parameters
and the genotoxic damage in a population exposed to nitrates in
drinking water,

Materials and methods: 1468 volunteers (5 males amd 143
females, age range 18-45 years) that ame exposed to 12.5 mgfiL
N-NOy b drinking water, Al vatunieers had been living in Lerdo,
Dnmrangi, Mexioo for more than 1 year and shared similar dietary
hahits, Levels of NOpfNOs in plasma, methemoghobin percentage
and blochemical parameter’s were determined by spectrophoio-
metry, Genotoxic damage was determined by the cytokinesis-hinck
micronuecleus methad, Al individuals gave informed consent @
partcipate i this stody.

Resulis: Expasure to nitrate increases the percentage of methe-
moglobin [26%) and was poaftvely correlated with levels of
MOy MOy in plasma (= 0,20, p=001), The biochemical parame-
ters bewels of glucose, cholesterol and iriglycerides exoeed reference
fewels (around of I5E). [n genotoxic damage, the frequency of
i |ews was increased (393 nuclear buds and nucleoplas-
milc bridges o (~23X), all these valoes are our of (e Tanges
reference.

Conclusions: This study suggests an association between e
imtake of high concentrations of nitrates and the alterations in bio-
chemical parameters and genotoxic damage.
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Effects of glutamine, caffeine and
interferon-gamma on mercury
compounds-induced SH-5Y5Y cytotoxicity
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Introduction: Mercury s a widespread spvironmental coptam-
imant and weell-kerowwn o be 3 neurotman. In parncular, doepaminer-
gl newrons are mane susceptible o mercury compounds-induced
cyintodciny due o high ameunts af uptake and accumulation in
brain. The increased concentrations of mercury compounds in the
brain accuse 1o contribute {o the ghutamate dyshomeostasis and
axidative stress. However, the exact mechanism remains to be elu-
cidated.

The modulation of glutamate signal-transmission
through the NMDA or AMPA receptors via caffeine and Interferon-
Eamima on inorganic and organic mencury induded cell death were
evaluared.

Materials and methods: 5H-5Y5Y neuroblastoma ceils wese
expoted m 1-5uM of mercury chioride and methylmercury
at 24 and 48h perind in the absance ar presepce of gluta-
mate andfor interferon-gamma, Additionally, mercury exposed
cells were incubared with 10-50 pM caffeine, The mitochandrial
metabolic activity was determined by MTT assay, while the cells
weere cound after treatrvent with trypan blue dye. Nitric oxide levels
were measured specrophobometrically.

Results: In the ghitamine-free mediom, mercury-induced
oxudative sivess was nold significantly alteved in neither first nor
spoonal 24 b, whereas towic effects of merouny comroands were sig-
nificantly increased in L-ghutamine containing medium especially
during the second oell cpcle. More importantly, we demonstrated
that cafleine substantially inhibited mercury-induced oxidative
siress. [FH-gamma sddition o microglla-free culture resulted n
decreased SH-5Y5Y cells survival and increased oxidative stress.

Conclusions: Thews data suggest that mercwny-induced meu-
runal death is dependent on glotamate-mediated excitomnxicity.
Adenasine receptons blockage by calfeine eguivalent doses of daily
coffer comsumplion may reduce the vulnerability to mencury-
induced oxidative stress. [FN-gamma addition to microglia-free
culfure resulted in decreased SH-5YSY cells survival and increased
axidative stress,

Financial suppart: Supported by The Scientific and Technolog-
kcal Research Councl of Turkey, 2145112
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RESUMEN

Los contaminantes en el agua han estado presentes durante afios, siendo microorganismos,
metales, ete., en estos Gltimos afios se ha obtenido mayor informacion referente a estos
contaminantes gracias a la investigacion, El impacto que tiene la distribucion, cantidad y calidad
del agua, en relacién con el suelo y los cultivos de una porcion ha tenido una influencia en la
salud. Las diversas actividades que se realicen cerca de los pozos de agua o de las fuentes de agua
potable afectan la calidad del agua y si no se tiene un buen monitoreo de calidad se llega a afectar
la salud humana y ganadera.

Palabras clave: metales, microorganismos, agua.

ABSTRACT

The pollutants in the water have been present for years, being microorganisms, metals, etc., in the
latter vears there has been obtained major information relating to these pollutants thanks to the
research. The impact that has the distribution, quantity and quality of the water, in relation with
the soil and the culturing of a portion has had an influence in the health. The diverse activities
that are realized near the water wells or the drinking fountains affect the quality of the water and
if a good monitoring of quality is not had it manages to affect the human and cattle health,

Key words: metals, microorganisms, water,

INTRODUCCION

L.a contaminacion de agua potable puede ser resultado de la actividad natural o artificial. Las
fuentes de contaminacion de agua potable pueden ser clasificadas como fuentes de punto o
fuentes de no punte. La contaminacion de la fuente se refiere a la contaminacion descargada de
un transporte perceptible, limitado, discreto como un tubo, el contenedor, o el navio.

El agua potable puede ser obtenida de redes fluviales plblicas o una fuente no piblica como
directo de pozo. El agua de pozo tipicamente no es probada tan a menudo como el agua del
publico de redes fluviales. La seguridad de agua potable en las fuentes privadas, necesita con
regularidad pruchas para descubrir algin contaminante que potencialmente podria afectar la
calidad de agua.

Las pruchas para ciertos contaminantes deberian ser realizadas cada afic o cada 6 meses,
dependiendo de los resultados obtenidos. También aconsejan a las pruebas regulares de agua
potable privada; para muchos tipos de contaminantes (microorganismos, metales, nitratos, raddn,

183
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Conclusion. The values were higher than allowed value although not all wells are for human
consumption, the population also consumes water from agricullural wells.

Keywords. Pollution, water, nitrates, health.

INTRODUCCION

Los nitratos son uno de los contaminantes del agua potable, producidos en parte por la excesiva
fertilizacicn de los campos v la falta de gestion ambiental del estiércol generado por los hatos
ganaderos. La Comarca Lagunera, se considera actualmente la cuenca lechern mas importante de
nuestro pals |a cual abastece a su ver la demanda de alimento forrajero para el ganado y de
hortalizas para consumo humano, (Cueto Wong, 2008), Para mejorar los cultivos, se han
utilizado de forma no controlada fertilizantes ricos en nitratos contribuyendo con ello a la
acumulacidn de grandes cantidades de nitratos en los campos. Esto aunado al hecho de que el
ganado vacuno produce grandes cantidades de estiércol rico en compuestos de nitrigeno que
pueden percolar hacia el acuifero, generando que en algunas comunidades e agua de
abastecimiento humano tenga cantidades de nitratos por arriba de los limites recomendados para
su consumo. {Perdomo, 2001 ). Una de las principales reservas de agua para la Comarca Lagunera
la constituye ¢l aculfero de cludad Judrez, Durango, que actualmente abastece a diferentes ejidos
en donde la concentracidon de nitratos se encuentra entre 0 a 124 mg/l. (CNA Torredn. Coah,
2001-2006; Cueto Wong, 2005). El agua para consumo humano debe cumplir con diferentes
criterios de calldad, los cuales estdn establecidos en la Norma Oficial Mexicana 127- S8A, 1994,
(NOM 127, S8A, en dicha norma se menciona que el nivel miximo permisible respecto al
contenido de nitratos  ex de 10 mg/lL.  expresados como nitrdgeno de nitrato. La EPA,
(Environmental Protection Agency), considera también la misma concentracion (10 N-NOy
mg/L), micntras que la Organizacién Mundial de la Salud marca como nivel miximo el de
30mg'L como nitrato. En aflos recientes se han presentado a nivel mundial problemas de
contaminacion del agua subterrinea, con una amplia variedad de contaminantes proviniendo de
fuentes puntuales vy dispersas. (EPA, 2003).s0n varios los efectos adversos que tienen el consumo
de agua contaminada por N-NOy', desde efectos agudos como la metshemoglobinemia, en la
reproduccion como abortos, prolongacion en el tiempo para embarazo, alteraciones metabdlicas
comao hipatiroidismo y cancer.

OBJETIVO

Caracterizar ln concentracidn de pozos de la zona rural de Ciudad Lerdo v los posibles dafios a la
sulud.
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MATERIAL ¥ METODOS

El muestreo del agua se realizd de acuerdo a lo que marea la norma oficial mexicana. NOM 014-
S8A-1-1993 "Procedimientos sanitarios para el muestreo de agua para uso ¥ consumao humano en
sistemas de abastecimiento de agua plblicos y privados”, La recoleccion de las muestras de agua
s¢ llevi a cabo en los domicilios que tenian pozo (noria) y en los pozos de distribucion de agua,
asi come en los pozos agricolas, colocando cada una de las muestras en un recipiente de plastico
debidamente etiquetado v herméticamente sellado con los datos: nimero de pozo ( si lo tenia
etiquetado el pozo o si lo proporcionaba ¢l duefio) domicilio, apellidos de la familia y fecha de
recoleccion para ser analizado en el laboratorio, a una temperatura de 20° C. Posteriormente se
llevé a cabo el andlisis por colorimetria y por electrodo ion selectivo marca Orion. EI mds idoneo
fue el de electrodo lon selectivo, ya que se pueden realizar las lecturas en campo, ¥ por su
exactitud en los resultados.

RESULTADOS

Las concentraciones de nitratos en agua de pozos se encuentran la tabla nimero |, se presenta la
concentracion de nitratos en agua de los pozos muestreados en la zona de estudio, asi como su
georeferenciacion.

Tabla 1. Concentracién de nitratos en los pozos muestreados v su georeferenciacion

ID N-NOy EXPOSICION Y X

| kLt Medio 25429121 -103.657125
2 20 Medio 25.438449 -103.670101
3 18.6 Medio 15 435480 103.670101
1 48 Medio 25449115 -103.678851
§ a0 Medio 15 456169 -103.670297
i 4 Medio 15391389 103676667
7 123 Ao 15433426 <103,681055
g 225 Medic 135.435820 103686011
9 13 Medio 25455080 -103.684626
10 118 Medio 25, 460000 103675000
1 4.7 Bajo 25 460000 103671540
12 39 Bajo 25459282 -103 T84S
13 1.1 Bajo 25464500 103 6TROSG
14 62 Hajo 25464750 036TEIID
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permitido por la norma 127, Aunque no todos los pozos son pars consumo humano, como ya se
indicd anterformente, la poblacidn consume de ellos principalmente en las pequeiins propiedades
o por la cercania de los mismos lo que representa un riesgo 8 la salud de contraer enfermedades
como emishemoglobinemia en los nifios, alteraciones en la reproduccién femening, como
aboros, y cincer,

DISCUSION

Las concentraciones de nitratos en la zona variaron de 3 a 124 mg/L. de N-NO))' gran parte de esta
problemitica se atribuye a la sobrefentilizacion de los campos, coincidimos con Orona et al.
2006, en su estudio, los resultados encontrados indican que la produccitn de forrajes representa
mis del 90 por ciento de la agriculiura regional, en la que mis del B0% de Jos agricullores emplea
fertilizantes y otros productos quimicos. Los pobladores de la zona de estudio consumen agua
con concentraciones de nitratos ente 11.80 a 74, 124 mg/l. de N-NOy™ dichos niveles sobrepasan
lo recomendado para consumo humano de 10mg/L. de N-NOy por la NOM 127 55A. En una
evaluacion de riesgos realizada en Chile por Arumi et al 2006, mencionan que la concentracion
media de los pozos muestreados fue de 5.2 mg/L, éste es un valor inferior al limite de seguridad
recomendado de 10mg/L, la mediana fue de 2.6 mg/l, valor mucho menor al limite
recomendado. Los resultados de la zona de estudio muestran que la mediana fue de |6mg/L, por
arriban del limite de seguridad. Si bien el 45% de los pozos no son un riesgo para la poblaciin de
los nitios el 55% si lo representan. De acuerdo a ln liternturs, lu ingesta de agun con
concentraciones superiores al limite de referencia, (10mg/L N-NOy sumenta el riesgo de causar
efectos en la salud como son las alteraciones en glindula tiroides, linfoma no Hodgking, dreas de
hipoxia en placenta, cincer gastrico, (Ward. 1996, 2006, Freedman, 2000, Sandor, 2001,

Tajtakowva, 2000),

CONCLUSION

De los 62 pozos muestreados en la zona de estudio ¢l 64.5% estin contaminados por N-NOy',
anto para uso agricols como para consumo humano, estos niveles sobrepasan la referencia de
10mg/L. de N-NO; marcados por la NOM 127 SSA. Lo que representan un riesgo para
enfermedades agudas como mnetahemoglobienmia en niflos ¥ efectos suberdnicos como
hipotiroidismo v crdnicos como el cincer.
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Abstract

Concerning the genetic factors of obesity, no consistent association between populations has been reported, which
may be due to the frequency of polymorphisms, the lifestyle of studied populations and its interaction with other fac-
tors. We studied a possible association of polymorphisms FTO rs9939609, PPARG rs1801282, and ADIPOQ
rs4632532 and rs182052 with obesity phenotypes in 215 Mexican children. Glucose, triglycerides, cholesterol, HDL
and LDL were measured. In addition, weight, height, waist circumference and triceps skin thickness were recorded.
High-energy diets and sedentary behavior were evaluated with a validated questionnaire. In contrast with other re-
ports, only FTO rs9939609 was associated with obesity related-traits, including BMI (p = 0.03), waist circumference
(p=0.02), triceps skinfold (p = 0.03) and waist/height ratio (p = 0.01), and also with cholesterol levels (p = 0.02) and
LDL (p = 0.009). Lower levels of triglycerides (p=0.04) were related with presence of PPARG rs1801282, while
ADIPOQ rs4632532 showed an effect on HDL (p = 0.03) levels. On the other hand, diet, physical activity and screen
time were not related with obesity. In summary, only FTOrs9939609 was associated with obesity related-traits, while

PPARG2rs1801282 and ADIPOQ rs4632532 were involved in lipid metabolism.
Keywords: Obesity, children; polymorphisms, energy intake, physical activity, lipid profile.
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Introduction

Obesity is a worldwide public health problem due to
its association with chronic diseases, such as type 2 diabe-
tes, hypertension, cardiovascular disorders and certain ty-
pes of cancer. Obesity results from an interaction of social,
psychological, genetic and environmental factors, like diet
and physical exercise. The last National Health and Nutri-
tion Survey found that the national prevalence of childhood
overweight did not increase. However, in the Mexican state
of Durango the childhood obesity raised from 22.9% in
2006 (Shamah-Levy and Villalpando-Hernandez, 2007) to
37.5% in 2012 (Rivero-Vazquez, 2013), which might be
the result of different genetic backgrounds of Mexico’s
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Northern populations (Silva-Zolezzi et al., 2009). Many
studies have demonstrated that genetic factors have an im-
portant role in the development of obesity, although results
are different depending on the population being evaluated.

One of the most studied genes, the PPARG is a mem-
ber of the nuclear hormone receptors super-family, which
regulates transcription of genes involved in several biologi-
cal functions, such as cell growth, adipocyte differentia-
tion, metabolism of cholesterol and fatty acids, cell sur-
vival, ubiquitination and adaptive thermogenesis. PPARG
is activated by lipophilic hormones, fatty acids from the
diet, and their metabolites (He, 2009). The Ala allele of the
polymorphism Prol2Ala of PPARG was associated with
obesity in a population from Spain (OR = 2.36, p = 0.03)
and from India (OR = 3.2, p = 0.02) (Gonzalez-Sanchez et
al.,2002; Bhatt et al., 2012), while the Pro allele was a risk
factor for type 2 diabetes in a French population (OR =
1.37, p = 0.04) (Ghoussaini ef al., 2005).



FTO was the first gene to be associated with obesity
by genome-wide association studies (GWAs). Adults ho-
mozygous the A allele, in rs9939609 polymorphism,
weight on average 3 - 4 kg more and have a 1.67-fold in-
creased risk of obesity (Frayling et al., 2009). However,
FTO functions are not yet fully described; an in vitro study
showed that it acts as a co-activator of the C/EBP family of
transcriptional regulators, which in conjunction with
PPARG are necessary for adipocyte differentiation (Wu et
al., 2010). In addition, it is expressed in proopiomelo-
cortin-producing neurons participating in the satiety cycle
(Tung et al., 2010). Accordingly, epidemiological studies
support an association of the A allele with increased caloric
intake (Speakman et al., 2008), and loss of overeating con-
trol (Tanofsky-Kraff et al., 2009). FTO 1rs9939609 was also
associated with risk of obesity in a Mexican (OR=1.38,p=
0.03) and Chinese populations (OR = 1.29, p = 0.001)
(Villalobos-Comparan et al., 2008; Xi et al., 2010)

The less studied ADIPOQ gene encodes adiponectin,
a hormone secreted by adipose tissue into plasma, where it
binds with receptors in muscle and liver, and participates in
glucose uptake and beta-oxidation of lipids. Adiponectin
levels were associated with obesity and insulin resistance in
an Italian population (Filippi et al., 2004). In a Mexican
American population, ADIPOQ polymorphisms rs4632532
and rs182052 increased BMI (p = 0.032 and p = 0.029, re-
spectively) (Richardson et al., 2006);. Polymorphism
rs182052 was related with low expression levels of
adiponectin, in a Chinese population (Ong ef al., 2010).

In this study, we investigated the association between
polymorphisms F70 1s9939609, PPARG2 rs1801282, and
ADIPOQ 154632532 and rs182052 with obesity-related
traits in a Mexican population with high prevalence of
childhood obesity.

Materials and Methods

Subjects

Two hundred and fifteen Mexican mestizo children
(108 males and 107 females, ranging from 6.1 to 12.3 years
old), whose parents and grandparents were born in Mexico,
were selected to participate in the study. Sampling was per-
formed on ten public elementary schools from the bordering
cities of Gémez Palacio and Lerdo, in the state of Durango,
Mexico, between January and June 2012. The protocol was
approved by the Ethics Committee of the Facultad de Medi-
cina of the Universidad Autonoma de Coahuila, Mexico, and
all parents signed an informed consent.

The BMI is an attempt to quantify the amount of tis-
sue mass (muscle, fat, and bone) in an individual. It is de-
fined as the body mass divided by the square of the body
height, and is universally expressed in units of kg/m”. The
waist/height ratio is a better predictor of a person’s meta-
bolic risk (Browning et al., 2010) and is defined as waist
circumference (cm) divided by height (cm). Triceps skin-
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fold thickness is measured in the right arm with Lange cali-
pers. All children were assessed and measurements were
recorded according to an established protocol (Shamah-
Levy and Villalpando-Hernandez, 2007). The “over-
weight/obese” group was established using the age- and
sex-specific BMI cutoff specified by the International Obe-
sity Task Force (IOTF) (Cole et al., 2000) and by the World
Health Organization (De Onis ef al., 2007). Blood samples
were drawn after overnight fasting. Total cholesterol, HDL
(both by CHOD-PAP, Randox Laboratories Ltd. Ardmore,
Crumlin, UK)) and Triglyceride (Pointe Scientific Inc. De-
troit, Michigan, US) levels were evaluated by enzymatic
colorimetric methods. LDL levels were calculated using
Friedewald’s formula. Glucose levels were measured by
Glucose Oxidase method (Randox Laboratories Ltd.
Ardmore, Crumlin, UK). Plasma glucose levels were mea-
sured within 2 hours after the sample was obtained and
plasma samples were stored at —20°C until analysis for the
other biochemical parameters.

Dietary information was obtained by a semi-quanti-
tative food frequency questionnaire (FFQ) applied to moth-
ers or caregivers by trained personnel. The questionnaire
included 101 food items classified in 14 groups and was
used by the National Institute of Public Health in The Na-
tional Survey of Health and Nutrition 2006
(ENSANUT2006) (Shamah-Levy and Villalpando-Her-
nandez, 2007). The interviewers asked about portions that
were consumed by the children (times per week, times per
day, and size) for each food item during the seven-day pe-
riod prior to the interview. Dietary energy intake and source
were calculated using the free specialized SNUT software
(Rivera-Dommarco ef al., 2001). The number of hours per
week that children engaged in intense physical activity
were also asked, and recorded as Metabolic Equivalent
(MET)/hour (a unit of MET represents a multiple of the ox-
ygen consumption when at rest, which corresponds to 3.5
mL Okg'min”'. For example, if a person exercising ex-
pends 10 METs, he /she is using 10 times the amount of
oxygen consumed when at rest) (Ridley et al., 2008; Mora-
les-Ruan et al., 2009). Energy intake was assessed consid-
ering plausible intake levels according to the methodology
used for ENSANUT2006 (Rodriguez-Ramirez et al.,
2009). Children with reported energy intake above 5 stan-
dard deviations (outliers) or below 25% of the recom-
mended caloric intake (extreme malnutrition) were
excluded from the obesogenic environment analysis be-
cause these values are not biologically plausible (n=164).
Atypical food consumptions were manually reviewed and
when a clear mistake was detected or if the value was not
plausible, the participant was excluded.

Genotyping assays

Genomic DNA was isolated from peripheral white
blood cells (3mL blood in EDTA) using the salting out
method (Lahiri and Nurnberger, 1991). Genotyping assays
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were performed with TagMan probes in the ABI Prism
7900HT sequence Detection System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) using the probes C_1129864 10 for
PPARG 151801282, C 30090620 10 for FTO rs9939609,
C 2412785 10  for  ADIPOQ 154632532  and
C 27807233 10 for ADIPOQ rs182052 according to man-
ufacturer’s instructions (Applied Biosystems).

Statistical analysis

The quantitative variables were reported as medians
and interquartile ranges. Allele and genotype frequencies
were estimated by direct gene counting. The Hardy-Wein-
berg equilibrium was estimated using a Chi-square test. All
the analyses were performed considering the cutoffs for
obesity established by IOTF. Logistic regression models
adjusted for age and gender were used to test associations
of each genotype with overweight/obesity. We also ana-
lyzed the effect of polymorphisms on several anthropo-
metric (waist circumference, arm circumference, triceps
skinfold thickness, waist circumference/height ratio) and
metabolic parameters (glucose, triglycerides, cholesterol,
HDL, LDL) using linear regressions under an additive
model adjusted by gender and age. All quantitative traits
were logarithmically transformed before statistical analysis

Table 1 - General characteristics of the population studied.

because some variables did not follow a normal distribu-
tion. Association analyses were performed using the
STATA 11.1 software. Statistical significance was consid-
ered at p-values < 0.05 for all comparisons.

Results

The prevalence of overweight/obesity in the 215 eval-
uated children was 43.72% and 39.07% based in the IOTF
and WHO cutoffs, respectively (Table 1); no significant
difference was observed in the association analysis using
the different cutoffs. The obesogenic environment analysis
showed that children consumed more fat and less protein
than recommended (Casanueva and Kaufer, 2008),. Also,
screen time was above the limit established by the Ameri-
can Association of Pediatrics (2h/day), and triceps skinfold
thickness was higher than the normal for the median age
(Casanueva et al., 2008). No significant associations were
observed between obesogenic environment and obesity or
related traits (data not shown).

Regarding the genetic background, we found a very
high percentage of children with familiar history of obe-
sity-related diseases such as diabetes mellitus (63.96%) and
hypertension (59.90%). Some children had levels of bio-
chemical parameters above the reference values (Interna-

Variables n (%)
Gender
Male 108 (50.23)
Female 107 (49.77)
IOTF cutoff
Normal weight 121 (56.28)
Overweight/Obesity 94 (43.72)
WHO cutoff
Normal weight 131 (60.93)
Overweight/Obesity 84 (39.07)
Median (Min-Max)
Age (years) 10.4 (6.10-12.30)
Anthropometric

Waist circumference (cm)
Arm circumference (cm)
Triceps (mm)

Waist/height ratio
Obesogenic Environment*
Energy intake (kJ/d)
Carbohydrates (%)

Protein (%)

Fat (%)

Physical activity (h/week)

Screen hours (h/week)

64.25 (48.95-96.85)

21.95 (13.50-35.50)

15.00 (5.50-28.00)
0.46 (0.35-0.63)

8837.62 (4235.32-19608.62)

47.14 (21.37-73.14)
13.81 (8.48-20.67)
43.05 (20.18-64.52)
5 (1-6)

17 (2-32)

*n=164 children included. IOTF: International Obesity Task Force; WHO: World Health Organization.



tional Diabetes Federation) (Zimmet ez al., 2007) (Table 2).
The minor allele frequencies were 0.22 for PPARG
rs1801282, 0.35 for FTO 1s9939609, 0.61 for ADIPOQ
rs4632532 and 0.63 for ADIPOQ rs182052, which are
within range from those reported in other populations (Ta-
ble 3). Genotype frequencies in all genes were in accor-
dance with the Hardy-Weinberg equilibrium.

In respect to the association of genotypes with obe-
sity, under an additive model, the OR was 1.25 (C1=0.73 —
2.15) for PPARG rs1801282, 1.27 (CI = 0.82 — 1.98) for
FTO 1$9939609, 1.47 (CI = 0.78 — 2.74) for ADIPOQ
rs4632532 and 1.43 (CI = 0.76 — 2.74) for ADIPOQ
rs182052. A risk tendency was observed, although these
values were not significant (Table 3). The association,
however, was assessed under the codominant, dominant
and recessive models and the risk trend was preserved (data
not shown). The analysis of genotypes with obesity-related
characteristics found that #'70 was associated with BMI (3
=0.46, p = 0.03), waist circumference (§ = 0.03, p = 0.02),
triceps skinfold ( = 0.08, p = 0.03) and waist/height ratio
(B=0.03,p=0.01) (Table 4). Additionally, F7O had an ef-
fect on total cholesterol (B = 0.06, p=0.02) and LDL (§ =
0.12, p=0.01) levels, although the increase was modest; in
contrast ADIPOQ rs4632532 and PPARG rs1801282 were
associated with a slight decrease in levels of HDL (B =
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Table 2 - Biochemical parameters and hereditary backgrounds.

Biochemical parame-

Median (Min-Max)

% Above reference

ters value*
Glucose (mg/dL) 79.87 (58.34-113.07) 5(2.33)
Cholesterol (mg/dL)  148.49 (84.80-353.70) 25 (11.63)
Triglycerides (mg/dL)  78.29 (26.58-221.60) 16 (7.44)
HDL (mg/dL) 53.66 (23.95-104.75) 46 (21.40)
LDL (mg/dL) 74.21 (24.38-299.34) 14 (6.51)
Familial history n (%)

Diabetes mellitus 126 (63.96)

Hypertension 118 (59.90)

Dyslipidemia 73 (37.06)

Cardiovascular 42 (21.32)

* According to International Diabetes Federation (IDF)(Zimmet et al.,

2007)

—0.06, p =0.03) and triglycerides (B =-0.11, p=0.04), re-
spectively (Table 5).

Discussion

In this study, several risk factors of obesity were eval-
uated in a Mexican children population. The results re-
vealed that genetic factors were associated with obesity

Table 3 - Comparison of association of 70 rs9939609, PPARG2 rs1801282, and ADIPOQ rs4632532 and rs182052 with obesity in different popula-

tions.

Polymorphism Allelic Frequency Model OR IC 95% Population Reference

PPARG rs1801282
G=0.09 Additive 2.36 1.10-5.05 Caucasian Gonzalez-Sanchez, et

al., 2002

G=0.06 Dominant 2.85 1.07-7.62 Caucasian Morini, et al., 2008
G=0.05 Dominant 0.64 0.42-0.76 Chinese Wang, et al., 2013
G=0.11 Recessive 3.2 1.2-12.9 Indian Bhatt, et al., 2012
G=0.22 Additive 1.25 0.73-2.15 Mexican - Mestizo This study

FTO rs9939609 A=0.19 Additive 1.41 1.15-1.76 Mexican - Mestizo Leon-Mimila, et al., 2013
A=0.20 Additive 242 1.71-3.44 Mexican - Mestizo Villalobos-Camparan, et

al., 2008

A=0.12 Additive 1.29 1.11-1.49 Chinese Xi, et al., 2010
A=042 Additive 1.27 1.20-1.34 Caucasian Andreasen, et al., 2008
A=0.59 Recessive 1.97 1.29-3.00 Caucasian Luczynski, et al., 2012
A=0.35 Additive 1.27 0.82-1.98 Mexican - Mestizo This study

ADIPOQ

rs4632532 T=0.48 Codominant Increase in BMI Mexican - American Richardson, et al., 2005
T=0.45 Codominant Increase in BMI Hispano - American Sutton, et al., 2005
T=0.61 Additive 1.47 0.78-2.74 Mexican - Mestizo This study

rs182052 G=0.37 Additive 1.22 1.05-1.42 Afroamerican Bostrom, et al., 2008
G=048 Codominant Increase in BMI Mexican - American Richardson, et al., 2005
G=0.44 Codominant Increase in BMI Hispano - American Sutton, et al., 2005
G =0.63 Additive 1.43 0.76-2.74 Mexican - Mestizo This study
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Table 4 - Association of polymorphisms with obesity-related traits

Measurements FTO 159939609 PPARG 151801282 ADIPOQ rs4632532 ADIPOQ 1182052
B (CI95%, P-value) B (CI95%, P-value) B (CI 95%, P-value) B (CI95%, P-value)
BMI 0.46 -0.004 0.005 -0.003
(0.005-0.08, 0.03) (-0.05-0.04, 0.87) (-0.03- 0.04, 0.75) (-0.04-0.03, 0.84)
Waist circumference (cm) 0.03 -0.01 0.004 -0.001
(0.006 —0.07, 0.02) (-0.05-0.02, 0.51) (-0.02 - 0.03, 0.76) (0.03 - 0.02, 0.90)
Arm circumference (cm) 0.03 0.002 0.002 -0.005
(-0.002 - 0.07, 0.07) (-0.04-0.04, 0.92) (-0.03 -0.03, 0.87) (-0.03-0.02, 0.37)
Triceps (mm) 0.08 -0.03 -0.02 -0.03
(0.007 - 0.16, 0.03) (-0.12-0.06, 0.53) (-0.08 —0.05, 0.59) (-0.10—-0.04, 0.75)
Waist/height ratio 0.03 -0.01 -0.002 -0.003

(0.007 — 0.06, 0.01)

(-0.04 - 0.02, 0.54)

(-0.02 -0.02, 0.85)

(-0.03 - 0.02, 0.76)

Linear regression was used to compare obesity measurements by genotype, using additive model adjusted for age and gender. Significant associations (p

< 0.05) are indicated in bold. BMI: body mass index.

Table 5 - Association of polymorphisms with biochemical parameters

Biochemical FTO rs9939609 PPARG 151801282 ADIPOQ rs4632532 ADIPOQ rs182052
Parameter B (CI95%, P-value) B (CI195%, P-value) B (CI 95%, P-value) B (CI95%, P-value)
Glucose 0.01 -0.02 0.003 0.001

(-0.01-0.03, 0.36) (-0.05 - 0.006, 0.11) (-0.02 - 0.02, 0.75) (-0.02 - 0.02, 0.95)
Cholesterol 0.06 0.01 -0.01 -0.006

(001 - 0.11, 0.02) (-0.05-0.07, 0.72) (-0.05 - 0.03, 0.64) (-0.05-0.04, 0.77)
Triglycerides 0.07 -0.11 0.04 0.04

(-0.02 - 0.15, 0.14) (-0.22 - -0.003, 0.04) (-0.04 - 0.11, 0.30) (-0.04 - 0.12, 0.30)
HDL -0.02 0.01 -0.06 -0.05

(-0.09 — 0.05, 0.56) (-0.07 - 0.09, 0.78) (-0.12 - -0.007, 0.03) (-0.11-0.01, 0.12)
LDL 0.12 0.04 0.03 0.02

(0.03 - 0.22, 0.01)

(-0.07 - 0.16, 0.47)

(-0.05-0.11, 0.43)

(-0.06 - 0.10, 0.63)

Linear regression was used to compare biochemical measurements by genotype, using additive model adjusted for age, gender and body mass index. Sig-

nificant associations (p < 0.05) are indicated in bold.

related traits, while the obesogenic environment had no ef-
fect. The frequency of risk genotypes in F70 rs99396009,
PPARG 151801282, and ADIPOQ 154632532 and rs182052
was different from what has been reported in other popula-
tions. This was expected as a result, since studies show that
there is variability in frequencies of polymorphisms in dif-
ferent populations of the same ethnicity (Table 3). In regard
to the association of these genes with obesity, most studies
report OR’s in the range of 1.2 to 2, similar to our results,
indicating that these genes are of low penetrance and their
contribution to the development of obesity is small. How-
ever, the presence of several genetic factors together with
other factors could have a significant effect.

The presence of polymorphism F70 rs9939609 was
associated with an increment in BMI, waist circumference
and waist/height ratio. Waist/height ratio measures the ab-
dominal fat in any gender or age and is a better metabolic

risk predictor than BMI (Browning ef al., 2010; Kodama et
al., 2012). This result is in agreement with other studies in
different populations (Le6n-Mimila et al., 2013; Luczynski
et al., 2012; Villalobos-Comparan et al., 2008; Xi et al.,
2010). We also found that the A allele increases the risk of
alterations in the lipid profile (cholesterol and HDL levels),
as reported by other groups (Villalobos-Comparan et al.,
2008; Mascarenhas-Melo et al., 2013). This supports the
suggested activity of FTO protein, in conjunction with
C/EBP, as a co-activator of PPAR gamma, which is in-
volved in adipocyte functions, such as lipid metabolism and
differentiation (Wu et al., 2010).

The polymorphism PPARG Prol2Ala (rs1801282)
has been studied in different populations with contradictory
results; in some studies Ala allele was associated with obe-
sity (Bhatt et al., 2012; Morini et al., 2008), whereas in a
Chinese population, it was reported as a protecting factor



(Wang et al., 2013). In our study, we did not find an associ-
ation under any model. However, this polymorphism
showed a negative association with triglycerides level (f =
—0.11, p=0.04). This can be supported by in vitro evidence,
which shows that allele Ala presents less affinity to DNA,
and as a result, the ability to induce lipogenesis is decreased
(Larsen et al., 2003). The different results reported for
PPARG 151801282 may be due to PPARG being a tran-
scription factor that responds to the environment (high fatty
acids diet) and shows epistasis with other polymorphisms
in the same gene (rs2938392, rs1175542, rs1175544) and
other genes (ADB3R). Therefore, specific features of the
obesogenic environment may influence associations ac-
cording to the population analyzed.

ADIPOQ rs4632532 showed an association with de-
creased HDL levels. The polymorphisms evaluated in this
study are associated with obesity in Afro-Americans
(Bostrom et al., 2008) and with increased BMI, waist cir-
cumference, fasting insulin levels and skin fold thickness in
Mexicans living in USA (Richardson et al., 2006; Sutton et
al., 2005). However, those studies did not find an associa-
tion with HDL levels. Adiponectin participates in the beta-
oxidation of fatty acids (Kadowaki and Yamauchi, 2005),
so it is possible that the polymorphic gene impacts the
transport of fatty acids (in HDL) into plasma. Accordingly,
a positive correlation between HDL and adiponectin levels
has been reported elsewhere (Mascarenhas-Melo et al.,
2013). Although we did not measure plasma adiponectin,
these studies support our results.

In addition to genetic factors, the obesogenic environ-
ment including diet, physical activity and screen time was
evaluated, but no association was found between environ-
mental factors and obesity or gain in anthropometric mea-
surements. Similar results were found in the National
Survey 2006 (Flores et al., 2009). This study presents inac-
curacies in diet records of both obese and non-obese
groups. Therefore, energy intake could have been wrongly
associated with obesity. This imprecision is frequently
caused by the use of questionnaires as tools for diet intake
assessment. The use of dietary diaries could overcome the
problem; however, that method becomes impractical when
large populations are surveyed.

The findings of our study are important because there
are only two other studies that show association of F70
1$9930609 with obesity or obesity-related traits and modi-
fied lipid profile in a Mexican population. In addition, the
polymorphisms of PPARG rs1801282 and ADIPOQ
rs4632532 were not assessed in those previous studies.
However, limitations in our study include a small sample
size and difficulty determining the obesogenic environment
factors.

In conclusion, this study analyzed environment and
genetic aspects of obesity and found significant associa-
tions between PPARG rs1801282 and triglycerides levels,
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ADIPOQ 154632532 and HDL levels, and FTO rs9939609
with cholesterol, LDL and anthropometric measurements.

Acknowledgments

This study was supported by scholarship
CVU249976 (CM). We thank L.N. Lucero Torres Nava
and M.C. Alejandra Mendez Hernandez for technical assis-
tance, and Dr. Ezequiel Fuentes Panan4, for critical reading
of the manuscript

References

Bhatt S P, Misra A, Sharma M, Luthra K, Guleria R, Pandey RM
and Vikram N K (2012) Ala/Ala genotype of Prol2Ala
polymorphism in the peroxisome proliferator-activated re-
ceptor-y2 gene is associated with obesity and insulin resis-
tance in Asian Indians. Diabetes Technol Ther 14:828-834.

Bostrom MA, Freedman BI, Langefeld CD, Liu L, Hicks PJ and
Bowden DW (2008) Association of adiponectin gene poly-
morphisms with type 2 diabetes in an African American
population enriched for nephropathy. Diabetes 58:499-504.

Browning LM, Hsieh SD and Ashwell M (2010) A systematic re-
view of waist-to-height ratio as a screening tool for the pre-
diction of cardiovascular disease and diabetes: 05 could be a
suitable global boundary value. Nutri Res Rev 23:247-269.

Casanueva E and Kaufer MPAB (2008) Nutriologia Médica. 3rd
edition. Panamerica Press, México, DF, p 78-85.

Cole TJ, Bellizzi MC, Flegal KM and Dietz WH (2000) Estab-
lishing a standard definition for child overweight and obe-
sity worldwide: International survey. BMJ 320:1-6.

De Onis M, Onyango AW, Borghi E, Siyam A, Nishida C and
Siekmann J (2007) Development of a WHO growth refer-
ence for school children and adolescents. Bull WHO
85:660-667.

Filippi E, Sentinelli F, Trischitta V, Romeo S, Arca M, Leonetti F
and Baroni M G (2004) Association of the human adi-
ponectin gene and insulin resistance. Eur J Hum Genet
12:199-205.

Flores M, Macias N, Rivera M, Barquera S, Hernandez L, Gar-
cia-Guerra A and Rivera JA (2009) Energy and nutrient in-
take among Mexican school-aged children, Mexican Na-
tional Health and Nutrition Survey 2006. Salud Pub México
51(Suppl 4):S540-S550.

Frayling TM, Timpson NJ, Weedon MN, Freathy RM, Lindgren
CM, Perry JRB and McCarthy MI (2009) A common variant
in the FTO gene is associated with body mass index and pre-
disposes to childhood and adult obesity. Science 316:889-
894.

Ghoussaini M, Meyre D, Lobbens S, Charpentier G, Clément K,
Charles M-A and Froguel P (2005) Implication of the
Prol2Ala polymorphism of the PPAR-gamma 2 gene in
type 2 diabetes and obesity in the French population. BMC
Med Genet 6:el1.

Gonzalez-Sanchez JL, Serrano Rios M, Fernandez Perez C,
Laakso M and Martinez Larrad, MT (2002) Effect of the
Prol2Ala polymorphism of the peroxisome proliferator-
activated receptor gamma-2 gene on adiposity, insulin sensi-
tivity and lipid profile in the Spanish population. Eur J
Endocrinol 147:495-501.



Genetic factors associated with Obesity

He W (2009) PPARY2 polymorphism and human health. PPAR
Res 2009:e849538.

Kadowaki T and Yamauchi T (2005) Adiponectin and adipo-
nectin receptors. Endocr Rev 26:439-451.

Kodama S, Horikawa C, Fujihara K, Heianza Y, Hirasawa R,
Yachi Y and Sone H (2012) Comparisons of the strength of
associations with future type 2 diabetes risk among anthro-
pometric obesity indicators, including waist-to-height ratio:
A meta-analysis. Am J Epidemiol 176:959-969.

Lahiri DK and Nurnberger JI (1991) A rapid non-enzymatic
method for the preparation of HMW DNA from blood for
RFLP studies. Nucleic Acids Res 19:544-548.

Larsen TM, Toubro S and Astrup A (2003) PPARgamma agonists
in the treatment of type II diabetes: Is increased fatness com-
mensurate with long-term efficacy? Int J Obes Relat Metab
Disord 27:147-161.

Leén-Mimila P, Villamil-Ramirez H, Villalobos-Comparan M,
Villarreal-Molina T, Romero-Hidalgo S, Lopez-Contreras
B, Gutiérrez-Vidal R, Vega-Badillo J, Jacobo-Albavera L,
Posadas-Romeros C, et al. (2013) Contribution of common
genetic variants to obesity and obesity-related traits in Mexi-
can children and adults. PLoS One 8:¢70640.

Luczynski W, Zalewski G and Bossowski A (2012) The associa-
tion of the FTO rs9939609 polymorphism with obesity and
metabolic risk factors for cardiovascular diseases in Polish
children. J Physiol Pharmacol 63:241-248.

Mascarenhas-Melo F, Sereno J, Teixeira-Lemos E, Marado D,
Palavra F, Pinto R, Rocha-Pereira P, Teixeira F and Reis F
(2013) Implication of low HDL-c levels in patients with av-
erage LDL-c levels: A focus on oxidized LDL, large HDL
subpopulation, and adiponectin. Mediators Inflamm
2013:e612038.

Morales-Ruan MDC, Hernandez-Prado B, Gémez-Acosta LM,
Shamah-Levy T and Cuevas-Nasu, L (2009) Obesity, over-
weight, screen time and physical activity in Mexican adoles-
cents. Salud Pub México 51(Suppl 4-1):S613-S620.

Morini E, Tassi V, Capponi D, Ludovico O, Dallapiccola B,
Trischitta V and Prudente S (2008) Interaction between
PPARgamma?2 variants and gender on the modulation of
body weight. Obesity 16:1467-1470.

Ong KL, Li M, Tso AWK, Xu A, Cherny SS, Sham PC and Lam
KSL (2010) Association of genetic variants in the adipo-
nectin gene with adiponectin level and hypertension in Hong
Kong Chinese. Eur J Endocrinol 163:251-257.

Richardson DK, Schneider J, Fourcaudot MJ, Rodriguez LM,
Arya R, Dyer TD, Almasy L, Blangero J, Stern MP,
Defronzo RA, et al. (2006) Association between variants in
the genes for adiponectin and its receptors with insulin resis-
tance syndrome (IRS)-related phenotypes in Mexican
Americans. Diabetologia 49:2317-2328.

Ridley K, Ainsworth BE and Olds TS (2008) Development of a
compendium of energy expenditures for youth. Int J Behav
Nutr Phys Act 5:e45.

Rivera-Dommarco J, Shamah-Levy T, Villalpando-Hernandez S,
Gonzalez de Cossio T and Hernandez Prado B SJ (2001).
Encuesta Nacional de Nutricion 1999. Estado Nutricio de
nifios y mujeres de México. Cuernavaca, Morelos, p 188-
190.

Rivero-Vazquez S (2013) Encuesta Nacional de Salud y Nutri-
¢i6n2012. Durango (Vol. 2). Cuernavaca, Morelos, p 78-82.

Rodriguez-Ramirez S, Mundo-Rosas V, Jiménez-Aguilar A and
Shamah-Levy T (2009) Methodology for the analysis of di-
etary data from the Mexican National Health and Nutrition
Survey 2006. Salud Publ México 51(Suppl 4):S523-S529.

Shamah-Levy T and Villalpando-Hernandez SRDJ (2007) Resul-
tados de Nutricion de la ENSANUT 2006. Cuernavaca,
Meéxico, p 44-53.

Silva-Zolezzi 1, Hidalgo-Miranda A, Estrada-Gil J, Fernandez-
Lopez JC, Uribe-Figueroa L, Contreras A and Jimenez-San-
chez G (2009) Analysis of genomic diversity in Mexican
Mestizo populations to develop genomic medicine in Mex-
ico. Proc Natl Acad Sci U S A 106:8611-8616.

Speakman JR, Rance KA and Johnstone AM (2008) Polymor-
phisms of the FTO gene are associated with variation in en-
ergy intake, but not energy expenditure. Obesity 16:1961-
1965.

Sutton BS, Weinert S, Langefeld CD, Williams AH, Campbell
JK, Saad MF and Bowden DW (2005) Genetic analysis of
adiponectin and obesity in Hispanic families: The IRAS
Family Study. Hum Genet 117:107-118.

Tanofsky-Kraftf M, Han JC, Anandalingam K, Shomaker LB,
Columbo KM, Wolkoff LE and Yanovski JA (2009) The
FTO gene 1s9939609 obesity-risk allele and loss of control
over. Am J Clin Nutr 90:1483-1488.

Tung Y-CL, Ayuso E, Shan X, Bosch F, O’Rahilly S, Coll AP and
Yeo GSH (2010) Hypothalamic-specific manipulation of
FTO, the ortholog of the human obesity gene FTO, affects
food intake in rats. PloS One 5:e8771.

Villalobos-Comparan M, Teresa Flores-Dorantes M, Teresa Vil-
larreal-Molina M, Rodriguez-Cruz M, Garcia-Ulloa AC,
Robles L, Huertas-Vazquez A, Saucedo-Villarreal N, Lo-
pez-Alarcén M, Sanchez-Mufioz F, et al. (2008) The FTO
gene is associated with adulthood obesity in the Mexican
population. Obesity 16:2296-2301.

Wang X, LiuJ, Ouyang Y, Fang M, Gao H and Liu L (2013) The
association between the Prol2Ala variant in the PPARy2
gene and type 2 diabetes mellitus and obesity in a Chinese
population. PLoS One 8:¢71985.

Wu Q, Saunders R, Szkudlarek-Mikho M, La Serna ID and Chin
K-V (2010). The obesity-associated Fto gene is a trans-
criptional coactivator. Biochem Biophys Res Commun
401:390-395.

XiB, Shen Y, Zhang M, Liu X, Zhao X, Wu L and Wang X (2010)
The common 1rs9939609 variant of the fat mass and obe-
sity-associated gene is associated with obesity risk in chil-
dren and adolescents of Beijing, China. BMC Med Genet
11:e107.

Zimmet P, Alberti G, Kaufman F, Tajima N, Silink M, Arslanian
S and Caprio S (2007) The metabolic syndrome in children
and adolescents-an IDF consensus report. Diabetes Voice
52:29-32.

Associate Editor: Mara H. Hutz

License information: This is an open-access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (type CC-BY), which permits unrestricted use,
distribution and reproduction in any medium, provided the original article is properly cited.



DE TORREON

Valumen9 nam 1, 3& Epeca ISSN: 1405-»5422 Jumc} 2017

e L

A e B A e Y e S e e A T e e
AL R e o IS LB e SR S e e s i Yot o

FACULTAD DE MEDICINA
UNIDAD TORREON




s ey A S S 4. b Y et Y e ST A A SRR, S

ARTIEULDS TRIGINALES
Actividades de 12 vida diaria en adultos mayeres de Ia Regién Lagunera: Un estudio descriptiva A |

Contral de Diabetes Mellitus fina 7 & Hipertensitn Arterial Sistémica y factores de estilo de vida asociados en pacientes 14

- del Centro Integral de Atencion Comunitaria | ;
’ Cantral metsbélico en pacientes pediatricos con Disbetes Mellitus tipn | con inyecciones Maltiples de Insufins (MS)vs 8
. Infusign Continua de lnsulina Subcuténea (ICIS) |
 Hecto de la exposicion 3 la Permetring y Malation 2n la generacion de alteracianes en 2l Ben IgH asorisdo 2 Leucema 3 a
Linfablastica Aguda ' |
Efcacia de la determinacion de longitud de trabaio de dos localizadures de apice VOW quld y RAYPEX B:estudoimvivs 21
Evaluacian del Estade Nutricional en nifios en edad escolar en Piedras Negrss. Coshuila, 2006 Unesnidinpiols 5
 Factores asociadus a la presencia de enfermedad en cuidadsres Bmiliares de sdultos mayores con Azheimer Una ¥
- revisidn sisiematica ¢
Frecuencia de Malocluciones en pacientes que acuden a s Clinica del Bnsgrado de Orindoncia de fa Facultad de i
- [dontologia de fa U 4 de T Unidad Torredn, Energ - Diciembrs 2015
Metodologia para elaboracidn de un Manual de Educacion 2n Disbetzs tipa 2 pars &l Autncuidado de Adultos Mayores , i
* basado en Taxonomias NANDA-NOC-NI
“Niveles de Carbuxihemuglobina y su relacion con Tabaguismao en alumnas de la Faculted de Ciencias Quimicas de Bomez | 45
- Palacio Durange | |
Prevalencia de Calcificacion Aortica en paciénias con enfermedad renal cronica en hemodidlisis en ¢l 1SSTE Salffla K }
Relacian dz s variables Hectrocardiograficas con la Obesided Corporal I
 Resistencia Antimicrabiana de £ Lifaislada de poblacian infantil n una region Norte de Mexico B
Eﬁgﬁ E!jﬂlﬁf} ™ s IR W S " w s |
lemiomioma Retroperitoneal: Reporte de Cess S TR

VS P QUL VU LSO IPE) S SOO o el




Medina-Garcia A'. Callerns-Rincan Y2 Parez-Morales B, Moran-Martinez J?. Herndndez-Gonzélez S°. Qlivas-talderdn t°°

IFacultad de Medicina Centro de Investigacion Biomédica U

niversidad Auténoma de Coahuila., I Facuitad de Clencias

Quimicas. Universidad Juarez del Estade de Durango.. *Departamento de Biologia Celular y Ultraestructura, Facuhad de
Medicina, Universidad Auténoma de Coahuila.

s Agtor de Cormrespondencia: Fholivas27:a gmail.com

Resumen.

La hemoglobina (Hb} es una proteina globular presente
en los hematies en altas concentraciones, fijan oxigeno
en los pulmones v lo transportan & través de la sangre
hacia los tejidos y células que rodean el lecho capilar
del sistema vascular. E monoxido de carbono (COJ. es
un gas incoloro e iodere que se forma por la
combustion incompleta de material organico. El CO,
que por sus caracteristicas fisicoquimicas, utiliza
pitltiples mecanismos de toxicidad que explican sus
ofectos adversos en la salud humana, una de ellas es a
través de la union del gas con la hemoglobina formando
la carboxihemoglobina (COHb). Se reclutaron a 30
estudiantes con un rango de edad entre 17 y 25 afios. S¢
obtuvieron muestras de sangre tolal para evaluar ¢l
0,COHb a través del método de reduccion del ditonito
de sodio (NS0, (Beutler y West, 1984}, asimismo.
se aplicd un cuestionario  para evaluar  las
caracteristicas sociodemogrificas y estilos de vidaen la
poblacién estudiada. En los fumadores, el indice de
tabaquismo  medidos como paquete/afio fue 0.4. se
observé un menor indice tabdquico en mujeres con
respecto 2 los hombres (138 vs 0.44). La frecuencia de
exposicién al humo de segunda mano en nuestra
poblacion fue de 26%. E1%COHb se encontre mayor
en fumadores pasivos en comparacion con los
fumadores activos  (0.79820.123 vs  0.547=0.98,
respectivamente} {p=0.05). La concentracion  de
hemoglobina corpuscular media {MCHC) es mayor en
fos grupos de fumadores y fumadores pasives con
respecto al grupe de referencia (no fumadores)
(p<0.035). El humo de segunda mano ¢ asocio a un
mayor % de COHb ¥ la MCHC se incrementa con la
exposicion al humo del tabaco.

Patabras Clave: Tabaquismo, Monaxido de Carbono,
Carboxihemoglobina,

Abstract.

The hemoglobin {Hb) is a globular protein present m
red blood cells in high concentrations. attaches oxygen
to the Jungs and transports through the bloed to the
tissues and cells surrounding the capiilary bed of the
vascular system. The carbon monoxide (CO) 15 a
colorless, odorless gas formed by the incomplete
combustion of organic material. The CO, which due to
its physicochemical characteristics.  uses multiple
mechanisms of toxicity that explain its adverse effects
on human health, one of them is through the union of
the gas with the hemoglobin forming the
carboxvhemoglobin (COHbL A total of fitty students
with & ranee between 17 and I3 years old were
recruited. Towd blood samples were obmed
evaluate the% COHb throvgh the sodium dithionie
reduction method {Na2S2041 { Beutler » West. YR,
A questionnaire was applied o evaluate
sociodemographic characteristics and hilestales o the
population studied. In smokers, the smokmg rae
measured as package / year was U4, a lower smoking
rate was observed in women compared o men {038 s
0.44). The frequency of exposure to secondhand smoke
in our population was 26%. The% COHb was found 10
be higher in passive smokers compared to active
smokers (0,798 = 0,123 vs 0.547 = 0,98, respectively)
(p <0.03). The mean corpuscular hemoglobin
concentration {MCHC) was higher in the groups of
smokers and passive smokers than in the reference
group (non-smokers) tp <0.05).  Conclusion:
secondhand smoke was associated with a higher% of
COHb and the MCHC increases with exposure ©
tobaceo smoke.

Keywords: Smoking, Carbon Monoxide.
Carboxyhemoglobin,
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la primera causa de fallecimiento prevenible (OMS,
2002). Fn México, la Encuesta Nacional Sobre las
Adicciones (ENA, 2011) sefiala que el tabaquismo es una
de la principales dependencias en nuestro pais: el 21.7 %
{aproximadamente 17.3 millones) de Ios mexicanos entre
12 v 65 afios ha fumado tabaco alguna vex en su vida, ¢l
8.9% fuman diariamente v el 12.8% fuma ocasionalmente.
Ademds. la poblacion con mayor riesgo, son los jovenes
de acuerdo con la encuesta sobre tabaguismo (ETL 2011y,
En el 2010 se estimé que aproximadamente el 27.8% de
los estudiantes fumadores tenian emtre 13 v 15 afios de
edad { Waters ef af.. 20101, Eltabaquismo es un importante
problema social v de salud publica, por lo que tambien
representa un problema economice relevante. ya que fos
cosos de la atencion medica de las enfermedades asociadas
al tabaquismo se calcularon con un costo entre 45,000 y
75,200 millones de pesos en el 2011 (Llanes e al, 2009,
Durante ¢l proceso de combustion de la hoja seca del
tabaco se Hevan a cabo reacciones quimicas que producen
cerca de 4000 sustancias toxicas que incluyen amoniaco,
deido cianhidrico v nitrageno, ademds de benzojalpireno.
nitrosaminas, aminas aromaticas v monoxido de carbono.
Qe ha demostrade que estos compuestos tiene un alto
poder toxicologicn. Cuando el mondxide de carbono se
combina con la hemoglobina, la cual estd formada por
cuatro cadenas polipeptidicas. dos a y dos B. puede ligar
el carbono del mismo modo que el oxigeno, produciendo
la carboxihemoglobina COHb { Vera, 2010).

La molécnla de hemoglobina dispone de cuatro sitios de
unién con el oxigeno. cuando uno de estos sitios es
ocupado por el monoxido de carbono, la hemoglobina se
altera de tal forma gue impide que los otros sitios se unan
al oxigeno. produciendo asi una disociacion oxigeno-
hemogiobina. Esta alteracion empeora fa hipoxia celular
producida por la formacion de COHb (Téllez e af.. 2006).
De acuerdo a los antecedentes, ¢s refevante considerar que
los jovenes universitarios estin expuestos al humo del
tabaco de manera voluntaria ¢ involuntaria debido a la alta
frecuencia de consumo entre los jovenes. Por lo tanto, es
necesario evaluar la concentracion de COHb, v algunos
parametros de I biometria hemitica para establecer si
existe relacion con el consumo de cigarrilos en los
alumnos de la Facultad de Ciencias Quimicas, unidad
Gomez Palacio.

Materiales v Métodos.

La poblacion fue reclutada de la Facultad de Ciencias
Guimicas umdad Gomez Palacio, en ef estudio se melusd
un total de 50 estudiantes de ambos sexos, entre ellos se
encontraban; fumadores. fumadores pasivox ¥y no
fumadores.

Se les aplico un cuestionario para obtener informacion
sobre las caracteristicas sociodemogrificas, tabaguismo,

20 (nimero de cigarritlos por cajetilla)

Se realizé una toma de muestra sanguinea por el método
de venopuncion en tubos con anticoagulante de heparina
de sodio. se recolecto aproximadamente 5 mi de sangre
total, v posteriormente se realiz0 su analisis en el
Laboratorio Multidisciplinario de la Facultad de Ciencias
Quimicas UJED. unidad Gomez Palacio, Durango.

La determinacién de COHb en sangre total se realiz6 a
traves de una técnica espectrofotométrica UV, Ei método
utilizado fue descrito por Beutler E & West C en 1984, s¢
busa en fa produccion de 2 mezclas de pigmentos por 1t
reduccion de la oxihemoglobina v la metahemoglobina
con ¢l hidrosulfito de sodio. las absorbancias de los
diferentes pigmentos se miden a 420 y 432 nm,
respectivamente. Los resultados son reproducibles ¥
estables si se mantiene un pH de 6.85 mediante el uso de
soluciones buffer. Este método es uno de los mis usados ¥
ha demostrado bucnos resultados para el andlisis de
COHb, Se tomaron 100uL a partir de los 5 ml de sangre
periférica. se le adiciono 12 mi de solucion hemolizante.
se mezeld 3 veces para incorporar el reactivo con la
muestra y s¢ dejo a temperatura ambiente por 10 minutos.
Se tomd 100uL del hemolizado previamente preparado ¥
se le adicione 2.3 mi de la selucion diluvente de COHB.
se mezclo varias veces para incorporar el reactivo con la
mezela v se dejo a temperatura ambiente por 10 minutos.
Las muestras se leyeron en un espectrofotometro
UVivisible con las absorbancias de 420 y 432 om,
respectivamente, utilizando como blanco la solucion
diluyente de COHB. Se utilizd fa siguiente ecuacion para
caleular la fraccion de COHb (Sco) en sangre.

1-{ArxF1)

Sco= = (FZ—F1)-F3+1

Ar=  Radio A4200A432 del hemolizado en solucion
dituyente COHb.

Las tres constantes F1. F2 Y F3 pueden ser caleuladas de
fas absorbancias molares publicadas del COHb a 420Y
4320nm.

Fi= 1.333(

F2= 04787

F3=1.9939.

Cada muestra fue analizada por citometria de flujo con
citoguimica en el instrumento ADVIAR [20 (Hematology
System, SIEMENSI. Los datus visteridos se clasificaran
en 6 parametros evaluados: recuento de globulos rojos
(RBC). hemoglobina  (HGBj  hematocrito  (HCT),
volumen corpuscular medio (MVC), hemoglobma
corpuscular media (MCH). concentracidn media de
hemoglobina corpuscular {(MCHC)
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entre las concentraciones de COHb v los valores de cada
una de las variables dependientes a medir. El paguete
estadistico utilizado fue STATA 11.1 {Stata Corp..
College Station, TX).

Resultados.
Se recluto un total de 30 sujetos para este estudio, se
observé gue el promedio de edad en la poblacion total fue

hombres representaron la mayor proporcion de fumadores
{p<0.03). sin embargo, la exposicién pasiva al humo del
tabaco tue mavor en las mujeres estudiadas. Por otro lado.
al evaluar la exposicion a CO a travds de otras fuentes de
emision, se observd gue el 94% de fos sujetos cocinaban
con gas LP. de igual forma. no resulto significativo el estar
residiendo cerca de lugares que emiten este gas (Tabla 1).

Tabla 1.- Caracteristicas sociodemograficas de la poblacién. Los datos son presentados en media, desviacion estindar, rango

¥ porcentajes.

Poblacicn  Alumacs 0o Alumncs £on Alumnos
total fumadores  tabagquismopasivo  Fumadores

' in= 803 fne 123 {n= 19} = 1
Edaa ' Z0322162 1ahie1oA T 77=1 B0 PUEXCEE
{Afas; 117201 {17-223 118-25) {18-223
Sexon %)
Femenno 25 (504 g{BeEn 10 S26) T{36 8
Jdascuing 25 (508 4433 3 G 47 47 121632y
Comicho aclual
%)
-Zona urbana 4G (88 120100F Hees Ty 1EIBA T
-Zona rral 142 ¢ 3 53
Combusiible para
cocinar n {%;}
fZaslP 47194, 12;100; 17:88 4 1584
Acete y combustinle 38y i 20108 435
Wiva acerca de alguna
mdustna o (%
Zasohnara 1532} 225 831 8} 7{36 B}
-Termoeléctnca 12} 1] g HE 3
ementera 123 5] 1S 3} 0
Ladnilea 3B} 18 3 Hs 3 1453
-Ingusing B12y 2018 6) 2(10 B} 2010 8}
~Estabio 2045 2116 54 i} L
-Fundidora 214y g 4] 21108}
Sdagudadora 2(4; 5 15 3) 153
-Nmguna de las 17 4133 5 842 10; 528 5;
antenores

T Siren, o was) Tral UA 1Srins OB Tomanores, TUmadares DATINDS VS Qrupa a8 1 firadanes,

El 28% (14 sujetos) de la poblacion total vive cerca de
donde desechan o queman basura {a menos de 1000
nietros), de ellos. el 35.7% v el 50%, pertenecen a los
arupos de exposicion al humo de segunda mano v af de
fumadores. respectivamente. Las personas que practican
actividades fisicas al awe libre, y gue ademas, las realizan
en romas con alto transito vehicular son, en su mayoria
fumadores activos (p<0.03). El promedio de personas gue
hahitan en la vivienda de la poblacion total fue de 2.76
esto significa que por vivienda viven aproximadamente
tres personas. En ¢l grupo de los alumnos fumadores
pasivos se encontrd gque el 52.6% mantenian una
convivencia con personas fumadoras activas en €1'nogar
(Tahla 2). Otro tipo de exposicion al tabaco de segunda

i

mano fue reportada en las reuniones sociales con amigos
v otros familiares {Dato no presentado). Bl 37% de los
fumadores se exponen también al humo de segunda mano
{Tabla 2).
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mano fue reportada en las reuniones sociales con amigos
s

y otros familiares (Dato no presentado). El 37% de los
fumaderes se exponen también al humo de segunda mano

El 28% (14 sujetos) de la poblacion total vive cerca de
donde desechan o queman basurz (a menos de 1000
metros), de ellos, el 35.7% y el 50%, pertenecen a los
grupos de exposicion al humo de segunda mano y alde | (Tabla2).
fumadores, respectivamente. Las personas que practican
actividades fizsicas al aire libre. v que adems, las realizan
en zonas con alto trdnsito vehicular son. en su mayoria
fumadores activos {p<0.05). El promedio de personas que
habitan en la vivienda de la poblacion total fue de 2.76
esto significa que por vivienda viven aproximadamente
tres persomas. En el grupo de los alumnos fumadores
pasivos se encontré que el 32.6% mantenian una
; convivencia con personas fumadoras activas en el hogar
(Tabla 2). Owro tipo de exposicion al tabaco de segunda
e

i SRR sy
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25 hombres. el promedio de edad g5 de 2Uo2=1.062. bn
este estudio, se observd que la poblacion masculina son
los que presentan un mayor indice de tabaquismo.
Numerosas investigaciones demuestran que los hombres y
tas mujeres difieren en su componiamiento tabaquico. Por
ejemplo. las mujeres fuman menos cigarrillos por dia.
tienden a usar cigarrillos con un contenido menor de
nicotina v no inhalan tan profundamente como los
hombres (National Institute on Drug Abuse, 2010} Por
otro lado. los fumadores activos son los que realizan mas
actividades. come ejercicio al aire libre, presentan por lo
tanto presentan un mavor riesgo de tener altos niveles de
COHb. Terashima er af., (2013) Determinaron ¢l grado
de contaminacion por monoxido de carbono en corredores
aficionados de dreas urbanas v su variacién al correr en
horarios de alto v bajo transito vehicular. En el horario de
alto transito vehicular se encontrd una variacion de COHb
estadisticamente  significativa (de 0.44% a 0.54%,
p=0.039). Este estudio demucstra un aumento en los
niveles de COHb durante el horario de alto trinsito
vehicular. La encuesta nacional de adicciones en el 2011
estima el 27.7% de prevalencia global de fumadores
activos en nuestro pais. la Secretaria de Safud reporta que
segin la edad y escolaridad. para un grupo de 18 a 29 afios
de edad con escolaridad de secundaria la prevalencia de
tabaquismo fue de 35% (Secretaria de Salud. 2011), en
nuestro estudio se encontrd una prevalencia similar del
38%. De acuerdo a Kuri-Morales e al.. (2006) los
adolescentes fumadores consumen solo 1-3 cigarros cada
dia, mientras en nuestre grupo de edad reportado en este
trabajo el rango de cigarrillos consumidos en nuestro
arupo de fumadores fue de 1-3. Mientras tanto, en el
grupo de los fimadores pasivos se reportd un mavor
niimero de personas fumadoras viviendo en el mismo
hogar. esto pedria explicar parcialmente los problemas
que presenta este grupo en cuanto a los niveles de COHb
que son superiores al resto de los grupos. La prevalencia
de tabaquisme pasivo en nuestra poblacion estudiada fue
de 26%. Morales er al., (2006) reporto para el 2002 gue los
fumadores pasivos en nuestro pais representaron solo
36.1%,, observandose ligeramente mayor a la prevalencia
enconirada en nuestra poblacion. En el grupo de
fumadores v fumadores pasivos reportaron sintomas
relacionados con la exposicion a COHb, principalmente
mareos v dolores de cabeza (Datos no presentado).
Zaragozano ¢f al., (2005) reportaron en un estudio previo
gute la poblacion expuesta a CO a través de inhalaciones
de gas. de la combustion de carbon. butano v propano.
Presentan sintomas digestivos (nduseas, vomitos v dolor
abdominaly v de tipo neuroldgico {mareos. cefajeas vy
alteraciones del nivel de conciencia). Come anteriormente
se ha mencionado, el grupeo de fumadores pasivos presento
lns mayores niveles de COHb, tal observacion puede ser

mveies g¢ NCmogiodind ¥ DOmMatociie, i COho oald
reportado en la literatura, donde ¢! organismo busea una
tener una mayor oxigenacion en la sangre. Ademis. el
hume respirado de comriente secundaria, generalmente
presenta mis  cantidad de CO. amoniaco  (NHs).
pitrosaminas y acroleina: esto hace que los compuestos
lleguen a proporciones mids profundas del sistema
broncopulmonar.

Conclusion.

En el presente estudic se observé que la poblacion
fumadora pasiva presemté el mavor  %COHDb.
Posiblemente las personas fumadoras pasivas no muestran
activado de manera constante su mecanismo  de
desintoxicacion a comparacion de las personas fumadoras
activas. cllos, por su consumo constante de cigarrillos
exhibe un mecanismo de  desimtoxicacion aclivo v
constanie. ademds de que las células gjercen un mayor
trabajo para equilibrar el oxigeno presente.

Conflicto de interés.

Los autores del presente articuto deciaran que no exaste
alglin conflicto de intereses para la publicacon en b
revista.

Referencias.

-Beutler E., West C. 1984, Simplified Determination of
Carboxyhemoglobin, Clin Chem. Jum30{6):87 -4
Encuesta Nacional de Adiceiones. 2011,
http:www.conadie safud. gob.mypd fSENA_2011_DRO
GAS_ILICITAS .pdf

-Encuesta  de  Tabaquismo en  Jovenes, 2011,
http:/ ' media.controltabaco.mx/content/productos ETHET
3 2011 .pdf

-Kuri-Morales PA., Gonzilez-Roldén JF., Hoy Ml
Cortés-Llanes 1., Ramos A.. Revnales L., Sdenz de Miera,
B., Waters H. 2009. Proposal to Increased Cigarettes
Taxes. Mexico City: Mexico Report of @ Working Group.
NIH 2010, National Institute on Drug Abuse (2010).
hitps: ‘www.drugabuse, gov/es/publicaciones/serie-de-
reportes adiccion-al-tabaco hay-diferencias-entre-los-
sexos-al-fumar-tabaco

-OMS 2603, Intorme Sobre la Salud en el Mundo 2003.
Forjemos el Futuro
http:www. who.int whr 2003/ en whr(i3_es.pdf

-Ramirez. M. 2006. Epidemiologia del tabaquismo en
México. Salud Publica de México. 48, s91-4958.

Secretaria de Salud Pablica (2011} en linca Text: info
[Méxicol. [2011]
www salud, gob.mx unidades cdi' documentos/tabaquismo
.pdf

RMT! volumen 8 | nimero 1] Junio, 2017




COHACYT smm__gswjn e

REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA DE DURANGD
VOLUMEN 1, COMPLEMENTONO L, JULIO~ DICIEMBRE 2017
ORGANG OFICIAL DE EASECHETARD‘( DE SALUD DE DURANGO

Memorias de 1a
I Jornada Nacional
de Investigacion en Salud

Durango 2017

Contenido

Editorial, pég. 3
Investigacién basica, pag. 6
Investigacion Clinica, pag. 25
Investigacion en Biotecnologia e Innovacion, pag. 83
Investigacidn en Ciencias Sociales y Humanidades, pag. 96
Investigacion en salud piiblica, pag. 120

Casos clinicos, pag. 177 hitp://salud durango.gob.mx/es/saludeenciencia



INVESTIGACION ' W
GLINICA




IN-CAR-IC-51.

VARIACION GENETICA DE LOS RECEP-
TORES CHRNA3 (RS1051730) Y CHRNAS
(RS16969968), SU IMPLICACION EN LA DE-
PENDENCIA A LA NICOTINA Y SU ASOCIA-
CION CON CANCER PULMONARY EPOC.

Rebeca Pérez-Morales', Maria Fernanda
Gonzalez-Delgado®, Alberto Gonzalez-Zamo-
ra®, Esperanza Y. Calleros Rincon E.%, Edgar H.
Olivas Calderdén®, Ollin Celeste Martinez-Ra-

mirez®, Julieta Rubio®.

1. Laboratorio de Biologia Celular ¥ Molecular. Facultad de Ciencias
Quimicas. Universidad Juarez del Estado de Durango. . *rebecapms(a
ujed.mx 8712602552

2. Laboratorio de Biologia Evolutiva. Facultad de Ciencias Biologicas.
Universidad Juarez del Estado de Durango.

3. Facultad de Nutricion. Universidad Auténoma del Estado de Morelos.
4. Departamento de Medicina Genémica y Toxicologia Ambiental, Ins-
tituto de Investigaciones Biomédicas. Universidad Nacional Autonoma
de México.

INTRODUCCION.

El tabaquismo es un problema de salud piblica, a
nivel mundial. L.a expresion y variacion genética
en los receptores CHRNA3, CHRNAS v CHRNB4
desempefian un papel critico en la adiccion a la
nicotina v enfermedades asociadas. Objetivo. Ca-
racterizar los polimorfismos CHRNAS3 rs1051730 v
CHRNAS 1516969968 en poblacion mestiza mexi-
cana, correlacionar con el nivel de tabaquismo v su
asociacién con cancer de pulmoén y EPOC.

MATERIALES Y METODOS.

Se obtuvieron 312 muestras de individuos clinica-
mente sanos, 74 casos de céancer de pulmén y 117
casos de EPOC. El genotipado se realiz6 utilizando
sondas TagMan. Los datos se analizaron mediante
regresion logistica.

RESULTADOS.

Los polimorfismos CHRNA3 rs1051730 y CHR-
NAS rs169699680 se encontraron en equilibrio de
Hardy-Weinberg; la frecuencia del alelo A fue de

Revista “Salud con{iencia™
Volumen I. Complemente No 1. julio —dictembre 2017

0.15, para ambos polimorfismos. La pcoblacion se
estratificé en fumadores (61.6%) y no fumadores
(38.4%). No se encontro diferencia significativa en la
comparacion de frecuencias genotipicas en ambos
grupos (p=0.7). Al estratificar el grupo de fumado-
res se encontré un OR=2.36 (p=0.05) para CHRNA3
131051730 y un OR=2.69 (p=0.02) para CHRNAS
rs16969968, en el alelo de riesgo A. Los polimor-
fismos CHRNAS3 rs1051730 vy CHRINAS rs16969968
se asociaron con el riesgo a cancer pulmonar
(OR=2.15, p=0.02 vy OR=2.04, p=0.03, respectiva-
mente) v con EPOC (OR=1.94, p=0.004 v OR=1.82,
p=0.008, respectivamente).

CONCLUSION.

Los polimorfismos CHRNA3 y CHRNAS estan aso-
ciados con dependencia a la nicotina, cancer pul-
moenar y EPOC.

PALABRAS CLAVE.

Adiccidn a la nicotina. susceptibilidad genética, CHRINA3
v CHRNAS. céncer de pulmoén, EPOC.
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Interacciones medicamentosas mas frecuentes en el
servicio de trasplante de médula 6sea de un hospital de
tercer nivel de la Ciudad de México.

De la Cruz Morales Eugenia?, Araujo Lépez Déborah’, Castillo Vazquez Carlos?,
Calleros Rincén Esperanza’, Pérez Morales Rebeca?, Olivas Calderén Edgar?
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Durango. Avenida Articulo 123 s/n, Fraccionamiento Filadelfia, Gomez Palacio, Durango.

YInstituto Nacional de Pediatria. Insurgentes Cuicuilco 4530, Ciudad de México.

necesario el
incremento de los esfuerzos de las autoridades
encargadas de vigilar la calidad e inocuidad

Introduccion: actualmente es

de los productos farmacéuticos. La interaccién
medicamentosa o farmacolégica se produce
cuando la actividad o el efecto del farmaco se ven
alterados por la presencia o por la accién de otro.
Objetivo: identificar las principales interacciones
medicamentosas que se presentan en el servicio de
trasplante de médula 6sea para prevenir y reducir
su incidencia. Materiales y métodos: se realizé un
seguimiento farmacoterapéutico en el servicio de
trasplante de médula 6sea durante los meses de
enero a junio del 2017 en 30 pacientes pediatricos
con edades desde 6 meses hasta 17 afios. Se
revisaron las interacciones medicamentosas del
servicio de trasplante de médula Osea en un
hospital de tercer nivel de la Ciudad de México. Se
clasificaron las interacciones medicamentosas en
interaccién farmaco-fdrmaco, farmaco-nutrimento
e incompatibilidad intravenosa. Resultados: se
reportaron 382 interacciones medicamentosas, de
las cuales 359 fueron fdrmaco - farmaco siendo las
principales Omeprazol con Fluconazol, Micofenolato

con Aciclovir 'y Omeprazol con ciclosporina,
mientras que 9 fueron farmaco - nutrimento, el
Imatinib e Itraconazol necesitaban pH en especial
y 14 correspondieron a una incompatibilidad
intravenosa, el medicamento que presenté mas
incompatibilidades intravenosas fue el Ondansetron
con Cefepime, Meropenem y Bicarbonato de Sodio.
También se logré identificar los principales
medicamentos que propician la interaccién
farmaco - farmaco destacando el Omeprazol, el
Micofenolato y el Fluconazol donde la interaccion
medicamentosa principal

farmacocinética, en especial alteracion a nivel de la

fue la interaccién
absorcién y metabolismo del farmaco. Conclusién:
es necesario el seguimiento farmacoterapéutico
en los pacientes polimedicados. Con el trabajo en
conjunto de médicos, farmacéuticos y personal
de enfermeria se podrd reducir el ntmero de
interacciones medicamentosas.

Palabras clave: farmacia hospitalaria, seguimiento
farmacoterapéutico, interaccionesmedicamentosas.



Identificacion de errores de medicaciéon mas comunes en
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Introducciéon: la farmacia hospitalaria es una
especialidad que se ocupa de servir a la poblacién
en sus necesidades farmacoterapéuticas a través
de la seleccion, preparacion, adquisicién, control
de dispensacién e informacién de medicamentos
y otras actividades orientadas a conseguir una
utilizacién apropiada, segura y efectiva de
los tratamientos en beneficio de los pacientes
atendidos en el hospital y en su ambito de
influencia. Un error de medicacion se puede
definir como cualquier incidente prevenible
relacionado con la administracién inapropiada
de los medicamentos que conlleva un dafio 0 una
accioén terapéutica disminuida en los pacientes,
aun cuando las prescripciones estdn bajo el
control de los profesionales de la salud. Objetivo:
Identificar los principales y mas frecuentes errores
de medicacién en nifios atendidos en diferentes
servicios hospitalarios de un centro médico de
tercer nivel localizado en la Ciudad de México.
Materiales y métodos: se realizé un perfil de
seguimiento farmacoterapéutico durante los meses
de enero a junio del 2017 en pacientes pediatricos
conedades desde 6 meses hasta 17 afios, apoyado en
el “Manual de Prescripcion Pediatrica, 14° Edicién,

del autor Carol K. Taketomo” para la btsqueda
de posibles interacciones e incompatibilidades
entre medicamentos administrados a través
de diferenies vias. Resultados: en este estudio
se encontr6 que un tercio de la poblacién
hospitalizada present6 fallos en la prescripcion.
Se contabilizd un total de 1047 errores, de los
cuales, 524 de ellos correspondian a interacciones
farmaco-firmaco. Se encontré altas frecuencias de
errores de medicacién en pacientes entre 1y 2 afios
de edad, aunado a esto, en el servicio de trasplante

fallas en la medicaci6n en relacién a su poblacién,
alrededor de 13 por cada paciente. Conclusion:
se encontré una alta frecuencia de errores
farmacoterapéuticos en la poblacién de estudio,
por lo que consideramos importante y necesario
el apoyo de los profesionales farmacéuticos como
parte del equipo de salud deniro de los servicios
hospitalarios y comunitarios que contribuya
con la detecciéon oportuna de posibles errores de
prescripcion y/o en los tratamientos médicos.

Palabras clave: farmacia hospitalaria, errores de
medicacién, pacientes pediatricos.
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IMPACTO DE LOS NITRATOS EN LA REPRODUC-
CION FEMENINA
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INTRODUCCION.

La contaminacion del agua por N-NO3- es un pro-
blema, debido a la sobrefertilizacion y el mal manejo
de las excretas de ganado. Este contaminante es un
potencial peligro para la salud debido a la generacion
de compuestos N-nitrosos que son pro-oxidantes de
muchas biomoléculas. El N-NO3- al transformarse en
nitrito produce metahemoglobinemia v vasodilata-
cion favoreciendo areas de hipoxia en placenta. Ob-
jetivo. Conocer el efecto de los nitratos en la repro-
duccion femenina.

MATERIAL Y METODOS.

Nuestro estudio analizo 175 mujeres distribuidas en
16 comunidades expuestas al consumo de agua con-
taminada N-NO3- se formaron 3 escenarios alto me-
dio ¥ bajo de acuerdo al nivel mayor de N-NO3- fue
de 25.2 mg/1., se tom6 como biomarcador de exposi-
cion sus niveles de metakib.

RESULTADOS.

Se observo una diferencia significativa entre los gru-
pos (Kuskal Wallis p= 0.0001), en el TTP fue mayor en
el nivel alto de exposicidn, asi como también la pre-
sencia de abortos, sin embargo se encontrd una alta
incidencia de sifilis y gonorrea en el nivel alto en la
pareja sexual de las mujeres analizadas.

150

CONCLUSIONES.

Es necesario realizar una vigilancia epidemiologica y
mas estudios para que clarifiquen los diversos efectos
adversos a la salud de éste contaminante.

PALABRAS CLAVE.

Nitratos. acua. abortos. reproduccion. Tiempo para

embarazo.
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ARTICULO CIENTIFICO

Aislamiento de microorganismos del género Aeromo-
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Resumen

£l pescado y tos productos de la pesca son una fuente muy importante de nutrientes, especiaimente, de proteina
para el hombre; sin embargo, las bacterias emergentes de origen acuatico, como el género Aeromaonas represen-
tan un factor de riesgo para la salud. Existen reportes de la presencia de Aeromonas en pescado, come las truchas
procedentes de piscifactorias en México y pescado de un mercado en Sao Paulo, Brasil donde Aeromonas fue ia
bacteria mas frecuentemente aislada. En Mexico esta mas asociada a padecimientos gastrointestinales, sin embar-

go actuaimente produce cuadros sistémicos principaimente en pacientes inm

unosuprimidoes. En nuestro estudio

se procesaron 130 muestras de pescado para consumo humano en caldo Aeromonas, agar Mac Conkey y agar san-
gre con 20 mg/mi de ampicilina. Se identificaron los microorganismos aislados por el sistema Micros Can4 donde
e encontraron Enterobacterias 68%, Pseudomonas 9.5%, Salmonella entérica 1.5%, Pleisiomonas 2.5% y Aeromonas
19%. Solo se identificé ia especie hydrophila debido a las gran diversidad genética, ya que en la actualidad existen
mas de 32 especies. El hallazgo de Aeromonas en pescado de consumo es un indicador epidemioldgico de riesgo
por lo gue se debe hacer énfasis en ia busqueda, aislamiento e identificacion.

Palabras clave. Aeramonas, alimentos contaminados, pescado, factores de virulencia.

Introduccidon

El género Aeromoenas pertenece a la Familia Aeromonadaceage e incluye oxi-
dante positivo, facultativamente anaercbice, bacilos Gramnegativo. Hasta la
fecha, se reconocen 32 especies, y 19 hasta ahora han sido implicados en dia-
rrea humana, bacteriemia o infecciones de heridas, y son consideradas como
patégenos oportunistas en humanos. Nuevos datos han demostrado que el
género Aeromonas spp. es un verdadero enteropatdgeno (Figueras, M. 1, F.
2017). La mayoria de los aistamientos ambientales de Aeromonas hydrophila y
otras especies de Aeromonas relacionados, las cuales secretan una gran can-
tidad de productos extracelulares, algunos como la areclising, hemolising, en-
terotoxina, proteasa y enterotoxina citolitica son considerados como factores
de virulencia en la patogenia.

El grado o intensidad de la patogenicidad de un organismo como es el caso
del Aeromonas se indica por las tasas de letalidad o la capacidad de invadir
los tejidos del huésped y causar enfermedad o la capacidad relativa de un
microorganismo para causar enfermedad superando las defensas del cuerpo;
la patogenicidad del género Aeromonas spp. se basa en la expresion de varios
factores de virulencia (Pang, M. 2017).

REVISTA CIENTIFICA CONAQUIC Ano 26 Vol.70 2018

£i hombre, se expone a esta bac-
teria por el consumo de pescado ©
de derivados insuficientemente co-
cides, o por contaminacién cruzada
con oiros alimentos, agua o materias
primas. En el mundo existen reportes
acerca de la presencia de Aeromonas
en pescado. Al analizar trucha pro-
cedente de piscifactorias en México,
indicaron que Aeromonas fue ia bac-
teria mas frecuentemente aislada,
asi como en muestras de pescado
procedentes de un mercado en Sao
Paulo, Brasil pudieron recuperar Ae-
romonas en el 50% (William Suérez
Q. 2011}. Es muy importante realizar
la identificacion del génerc Aeromo-
nas spp. ya que algunas de estas
especies estan aisladas de diversas
infecciones humanas. La patogeni-
cidad del género Aeromonas spp. se
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basa en la expresion de varios facto-
res de virulencia (Kralova, S. 2016). Ei
género Aeromonas esta conformado
por bacterias ubicuas principalmen-
te recuperadas de los scosistemas
acudticos. Se encuentran tantoc en
agua dulce como en aguas estuari-
nas y marinas, y en asociacién con
numerosos organismos acuaticos
autoctonos de estos entornos. Sin
embargo, las Aeromonas producen
enfermedades de los peces (Bartko-
va, S. 2017).

Aeromonas spp. y P shigelloides son
importantes agentes patdgenos
transmitidos por el agua y por los
alimentos, que causan diarrea aguda
© causan infecciones extraintestina-
les que afectan a varios Organos in-
ternos, asi como a la piel y los tejidos
blandos. Sin embargo, también Ae-
romonas hydrophila causa grandes
pérdidas econdmicas en la industria
de la acuicultura {Cui, L. 2018). Estas
infecciones se describen con mas
frecuencia en los manipuladeres de
alimentos y profesionales de la salud
(Castelo-Branco, D. 2017).

Los miembros del género Aeromenas
causan una variedad de infecciones
sistémicas en personas inmunocom-
petentes come inmunoccomprome-
tidas debido a su virulencia multi-
facética, causado también grandes
pérdidas econdmicas en la industria
de la acuicuttura (Chenia, H. Y. 2017).

Objetivos

Aislar e identificar microorganismos
del género Aeromonas en pescado
para consumo humano en la Co-
marca Lagunera de Durango.

1. Obtener pescados extraidos del
Rio Nazas para consumo humano.

2. Aislar e identificar el género Aero-
monas por el métode del doble paso
con APA y agar Aeromonas, agar Mac
Conkey y agar sangre con 20 mg/L
de ampicilina.

Planteamiento del Problema

El género Aeromonas constituye un
grupo microorganismos recenocidos
como agentes causales de cuadros
diarreicos agudos que afecta a hu-
manos, sin embarga en la actualidad
se le reconoce como un microor-
ganismo causante de enfermeda-
des sistémicas. A nivel mundial hay
evidencia de que afecta 2 animales,
principalmente a peces.
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Este hecho afecta 2 |z industria dei
pescado para consumo humano y
constituye un factor de riesgo para
el hombre debido & que el género
Aeromonas estd constituido por 32
especies de distribucion amplia en el
medio ambiente. Por io que se hace
necesario el aisiamiento de microor-
ganismos del genero Aeromonas en
pescado para consume humano en
ta Comarca Lagunﬂra de Durango,
debido a que en México no existen
estudios de correlacion entre el mi-
croorganismo, enfermedades sisté-
micas y su distribucion en el medi
ambiente principalmente en peces.

Material y Métodos

Se obtuvo pescado para consumao
humano extraido del Rio Nazas
pesaron 25 g del pescado de dife-
rentes parte del pecado {incluye vi-
seras) para inocular 225 mi de caldo
Aeromonas. Se homogenizo y se to-
raron 25 pb en una place de agar
Mac Conkey y agar sangre con 20
mg/L de ampicilina.

Se incubod durante toda Iz noche. Se
resembro el pre-enriquecimientc en
los agares ya mencionados. La iden-
tificacion de las colonias se realizd
con pruebas primarias y por pruebas
miniaturizadas en placas NC-44 por
el método automatizado de Micros
Can4.

Método de trabajo

Se identificaron las colonias oxidasa
positiva y se sometieron a la identifi-
cacion inoculando paneles NC44 para
Gram negativos por el sistema de
pruebas miniaturizadas Micros Cand.
Se obtuvieron diferentes microorga-
nismos come Entercbacterias 68%,
(Proteus mirabilis, Klebsiella pneumo-
nige), Pseudomonas 9.2%, Selmoneltla
entérica 1.5%, Pleisiomonas 2.3% vy
Aeromonas 19%, elgunos de ellos de
importancia clinica.

Solo se identifics la especie hydrophi-
{a debido a las gran diversidad gené-
tica, en la actualidad existen mas de
32 especies y los sistemas automati-
zados solo identifican A. hydrophila v
A. especies.

Discusion

En nuestro estudio se pudo aislar &l
género Aeromonas siguiendo el mé-
todo del doble paso e identificar el
microoganismae por sistema automa-
tizado Microscan en un panel NC44,

sin embargo solo se ais!
hydrophila de 'c‘c a qu
automatizado so o iden
pecie, tal come los describe
debido a que en la actualid
32 especie de amplia distribu n
el medio ambiente. En México so%o
se conoce la asociaciocn del generc
Aeromonas con cuadros diarreicos,
cada vez hay evidencias en enfer-
medades sistémicas, lo cual coincide
con las investigacicnes de Caste-
lo-Branco y ademas afirma el impac-
to de los factores de virulencia y re-
sistencia. En los estudios realizados
por el Instituto de Salud Plblica de
México hacen hincapié en fa bisque-
da de Aeromonas en peces y aungue
aisiaron un 23% en peces, nosotros
zislamos 19% el cual es significati-
vo ya que no hay datos de cuédl es la
prevalencia en México.

Conclusiones

En nuestro estudio se logrd aislar el
génerc Aeromonas y la especie hy-
drophile en un 19%. En la actualidad
existen mas de 32 especies y que de-
bido a la diversidad genética estan
presentes como agentes eticlogicos
de enfermedad tanto en seres hu-
manos, como en pescados, lo cual
constituye un factor de riesgo para la
salud, pero se aislaron también otros
microorganismos que pueden causar
enfermedades sistemicas en pacien-
tes inmunosuprimidos.

La busgueda dirigida de este género
favorece que podamos realizar estu-
dios que permitan el aislamiento de
mas especies por el métode de PCR
multipiex con mayor precision. Hasta
el momento los sistemas automati-
zados solo cuentan la especie hydro-
phila, debido a las gran diversidad
genética.
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ARTICULO CIENTIFICO

Detectan bacterias "pesadi-
Ha" resistentes a antibidticos
en 27 estados de EE.UU.

Mds de 200 genes inusuales resisten-
tes a los antibidticos se hallaron en
bacterias "pesadilla” en 2017.

Segiin un informe de Vital Signs pu-
biicadc este martes por los Centros
para el Control y la Prevencion de
Enfermedades de Estados Unidos.

Ef informe se centré en los gérme-
nes nuevos y altamente resisten-
tes que aun no se han expandido
ampliamente. No obstante, ya se
puede encontrar una diversidad de
gérmenes resistentes en todos los
estados de Estados Unidos.

Analizando 5.776 gérmenes resis-
tentes a antibidticos de hospitales
y hogares de ancianos, los CDC des-
cubrieron gue aproximadamente
uno de cada cuatro tenia un gen
que ayudaba a propagar su resis-
tencia, mientras gue 221 contenia
un "gen de resistencia particular-
mente extrafio" menciond la doc
tora Anne Schuchat, subdirectora
principal de los Centros para el Con-
trol y Prevencion de Enfermedades
DL,

:Qué es una bacteria "pesadilla"?

En 1988, los funcionarios de salud
de Estados Unidos descubrieron
que algunos gérmenes dentro de
una familia de bacterias, Entero-
hacteriaceae, podian producir una
enzima capaz de descomponer los
antibidticos comunes.

En 2001, los gérmenes habian co-
menzado a evolucionar, volviéndo-
se mas resistentes a los carbape-
némicos y otros antibidticos. Estas
Entercbacteriaceae resistentes a
carbapenémicos, ¢ CRE, jlamadas
"bacterias pesadilla” por los CDC,
se propagaron rapidamente en
EE.UU. y en todo el mundo.

Fuente: CNN en espafiol
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CHRNA3 rs1051730 and CHRNAS5 rs16969968 polymorphisms are
associated with heavy smoking, lung cancer, and chronic
obstructive pulmonary disease in a mexican populaiior
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Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad i
Tugrez del Estado de Durango, Durango. Background and purpose: Smoking is a major public health problem worldwide.

México Polymorphisms in CHRNA3. CHRNAS, and CHRNB4 receptors play a critical role
*Laboratorio de Biologia Evolutiva. Facultad | in picotine dependence. lung cancer (LC) risk, and chronic obstructive pulmonary
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disease (COPD). This study characterized the CHRNA3 151051730 and CHRNAS
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Auténoma del Estado de Morelos, Morelos, tine dependence, L.C. and COPD.
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4Departamento de Medicina Genémica y Methods: The study included 312 healthy individuals, 74 LC cases and 117 COPD

Toxicologia Ambientsl, Instituto de Investi- cases. Genotyping was performed using TagMan probes, and the data were analyzed
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Mexico Results: The polymorphism CHRNA3 rs1051730 and CHRNAS rs16969968 were in
Corrmpo,ndeme ) the Hardy—Weinberg equilibrium and the allelic frequency of the A allele was 0.15,
Rebeca Pérez-Morales, Laboratorio de =

Biologia Celulary Molecular. Facultad de for both polymorphisms. The smokers were stratified in heavy smokers and moder-
Ciencias Quimicas. Universidad Judrez ate/light smokers, and we found in A alleles an OR = 2.86 (P = 0.01) to CHRNAS
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o/ Frace. Filadelfia. C.P. 35010, Gémer rs1051730 and OR = 3.12 (Z = 0.03) to CHRNAS 1s16969968. In addition, the A alle-
Palacio, Durango. México, les in CHRNAZ 151051730 and CHRNAS 316969968 were associated with the risk
Email: rebecapms @ujed.mx d for LC (OR = 1.66. P = 0.07 and OR = 1.57, P = 0.1, respectively) and for COPD

(OR = 2.04, P=0.01 and OR = 1.91, P = 0.02, respectively).

Conclusion: CHRNA3/5 polymorphisms are associated with nicotine dependence,
LC, and COPD in Mexicans.

KEYWORDS

CHRNA3, CHRNAS, chronic obstructive pulmonary disease, lung cancer, Mexican population, nicotine

dependence

I INTRODUCTION and primary LC; these diseases are attributed to smoking in

80-90% of cases (Rabe & Watz, 2017). In addition, tobacco
Smoking is a major public health problem because tobacco use is associated with morbidity and mortality from other dis-
consumption is directly related to chronic obstructive pul- eases, such as cardiovascular disease. asthma. and other nec-
monary disease (COPD), such as emphysema or bronchitis, plasia (Georgiadis et al., 2016). Prospective studies indicate

Ann Hum Genet. 2018;1-10. wileyonlinelibrary.com/journal/ahg @ 2018 John Wiley & Sons Lid/University College London # 1
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zat i 2030, tobacco use will be responsible for 10 million
deaths, making it the leading cause of preventable death (Jha,
Phil, & Peto, 2014).

In Mexico, the National Survey of Addictions (NSA)
reported that smoking is a major addiction in our country.
Approximately 17.3 million, or 21.7%, of Mexicans between
12 and 65 years of age have tried a cigarelte at some point in
their life and are considered active smokers. In addition, 8.9%
were reported to smoke daily, and 12.8% to smoke occasion-
ally (NSA, 2011).

The consumption of tobacco has been stratified into three
levels: light daily smokers are defined as everyday smokers
who consume 1-5 cigarettes per day (cpd). moderate daily
smokers as everyday smokers who consume 6-19 c¢pd. and
heavy daily smokers as everyday smokers who consume 20
or more cpd (Sakuma et al., 2015). According to the NSA
(NSA, 2011), among daily smokers, the average was of 6.8
cpd in men and 5.6 cpd in women, suggesting that most
active smokers are in the range of light to moderate smok-
ing. In addition, tobacco consumption differed between men
{31.4%) and women (12.1%). The age of smoking initiation
is usually between 10 and 24 years old and occurred mainly
due to imitation, curiosity, or social pressure. Currently, the
need to implement comprehensive tobacco control strategies
to reduce dependence and related diseases has been high-
lighted (Pierce, White, & Emery, 2012).

In this context, the Fagerstrom Test for Nicotine Depen-
dence (FTND) is a standard instrument for assessing the
intensity of physical addiction to nicotine, this test pro-
vides an ordinal measure of nicotine dependence related to
cigarette smoking. Nicotine is the main addictive component
in tobacco; however, during combustion, thousands of toxic
and carcinogenic substances are produced (Willis et al.,
2014). Nicotine has effects on the central nervous system
and metabolism, which are regulated by several biological
pathways; genetic studies have revealed a high degree of
aerrability of smoking and nicotine dependence (Ross et al.,
2016). In recent years, large genome-wide association studies
(GWAS) and meta-analyses have revealed that the strongest
genetic contribution to smoking-related traits comes from
variations in the nAChR subunit genes (Loukola, Hillfors,
Korhonen, & Kaprio, 2014).

Thorgeirsson et al. (2008) and Hung et al. (2008) charac-
terized a genomic region (15q) that has been associated with
LC. The 15q25 locus, which corresponds to the CHRNA3,
CHRNAS, and CHRNB4 genes, encodes the nicotinic recep-
tors that are expressed in neurons, alveolar epithelial cells, and
puimonary neuroendocrine cells as well as in some LC cell
lines and that play an important role in nicotine dependence
(Improgo, Soll, Tapper, & Gardner, 2013). Although several
animal models (Fowler, Tuesta, & Kenny, 2013) and epidemi-
ological (Sun et al., 2016) studies have been conducted, the
molecular mechanism has not yet been clarified.

The CHRNA receptors are stimulated by nicotine, and poly-
morphisms in these genes could modulate its effects. Several
SNPs have been studied, and CHRNA3 rs1051730, which cor-
responds to a synonymous change (Y215Y), is highly cor-
related (7 = 0.79, P < 0.0001) with CHRNAS 1516969968,
a non-ynonymous change (D398IN), and both give a hgs
response to nicotinic agonists in in vitro studies {Saccone
et al., 2009). In another study, these polymorphisms were
very common in heavy smokers who also had higher lev-
els of nirosamines and other derivatives from the combus-
tion of tobacco compared to smokers who did mot have
the polymorphisms. The authors concluded that it 1s possi-
ble that carriers of the CHRNAZ rs1051730 and CHRNAS
rs16969968 polymorphisms are more susceptible to diseases
related to tobacco consumption through nicotine dependence
and exposure to an oxidizing microenvironment (cytotoxic
and genotoxic), which produce the molecular mechanisms
that characterize the disease. In the case of COPD, these
mechanisms include the inflammatory response, and in LC,
mutations that increase cellular proliferation (Le Marchand
et al., 2008).

Genetic biomarkers are useful for analyzing genetic predis-
position to certain diseases caused by the exposure to toxic
compounds. The determination of CHRNA polymorphisms
could help to identify populations susceptible to cigarette
smoke and therefore to prevent associated diseases. In this
study. our aim was to determine the frequency of the poly-
morphisms CHRNA3 rs1051730 and CHRNAS 1516969968 in
a sample of the Mexican Mestizo population and correlate it
with the level of smoking in healthy smokers as well as deter-
mine the association of these polymorphisms with LC and
COPD.

2 | MATERIALS AND METHQODS

2.1 | Ethics approval and consent to
participate

The research protocol was approved by the bicethics commut-
tees of the Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
“Ismael Cosio Villegas,” INER, Mexico City, and the Facul-
tad de Ciencias Quimicas, Universidad Juarez del Estado de
Durango. The study was performed under an ethical agree-
ment and maintained individual anonymity; informed consent
was obtained from each participant.

2.2 | Subjects

A cross-sectional, descriptive and comparative study was car-
ried out and also case—control design was used. The study
recruited blood samples of unrelated volunteers who were
Mexican Mestizo individuals with Mexican-born parents and
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grandparents. The subjects for the descriptive study were 312
individuals who were healthy, including 192 smokers and
120 never smokers. In the case—control study the 192 healthy
smokers of the descriptive study were included as controls
and the cases were 74 individuals diagnosed with LC and
117 diagnosed with COPD; all cases were smokers. The par-
ticipants answered a questionnaire of self-declaration con-
taining questions about age, gender, exposure factors such as
number of cigarettes smoked per day, years of smoking, and
other data of epidemiological importance. Nicotine depen-
dence was assessed at enrolment using the FTND among
healthy smokers, and the pack-year index was calculated by
cigarettes per day multiplied per smoking years/20. This cal-
culator helps to produce a numerical value of lifetime tobacco
exposure called pack-years. A pack-year is defined as 20
cigarettes smoked every day for 1 year.

The 1.C and COPD patients were recruited in the Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Vil-
legas,” INER, Mexico City. L.C patients were evaluated histo-
logically with lung biopsy or resection specimens according
to the American College of Chest Physicians guidelines by a
professional pathologist. COPD was considered as any patient
who had dyspnea, chronic cough, or sputum production. The
spirometry studies were performed by professional pneumol-
ogists according to the guidelines of the American Thoracic
Society.

2.3 | Genotvping

Genomic DNA was purified from blood samples by the
salting out method and ethanol precipitation. CHRNA3
151051730 and CHRNAS rs16969968 polymorphism status
was determined using TagMan probe C_9510307_20 and
C_26000428_20, respectively (Applied Biosystems, Foster
City, California). Genotyping was determined using a Step
One Real-Time PCR System from Applied Biosvstems fol-
lowing the manufacturer's conditions.

2.4 | Statistical analvses

The analysis of the variables was conducted by Student's -
test for quantitative continuous variables and by the y*-test for
nominal variables in SPSS 19.0. The genotypic and allelic fre-
quency, correlation, and association analyses were performed
using the STATA 13 statistical software package. The co-
dominant and additive models were adjusted for confounding
variables such as age and sex. Statistical significance was con-
sidered if P < 0.05. Hardy—Weinberg equilibrium and link-
age disequilibrium were analyzed with GENEPOP software,
which is available at https://genepop.curtin.edu.aw/ and was
consulted on October 15, 2017.

WILEY—
3 | RESULTS

3.1 | Genotypic and allelic frequencies of the
CHRNA3 rs1051730 and CHRNAS5 rs16969968
in smokers and never smokers

To determinate the allelic frequencies of the polymorphisms
in the control population, 312 healthy individuals were ana-
lyzed: 192 were smokers and 120 were never smokers. The
characteristics of the sample are shown in Table !. No sig-
nificant differences were found for age, but for gender, there
was a higher proportion of male smokers (67%) and never
smoker women (57%) (P = 0.01). Among smokers, 58% were
light smokers, 27% moderate smokers, and 15% heavy smok-
ers (Table 1).

The polymorphisms CHRNA3Z rs1051730 and CHRNAS
rs16969968 were genotyped in all individuals; smokers and
never smokers. For CHRNAJ rs1051730, the frequency of
the homozygous wild-type genotype G/G was 0.73, the het-
erozygous G/A was 0.25 ‘and the homozygous polymorphic
ASA was 0.02, while for CHRNAS rs16969968, the frequen-
cies were 0.72 (G/G), 0.26 (G/A), and 0.02 (A/A) (Table 2).
For both polymorphisms, the frequency was 0.85 for the G
allele and 0.15 for the polymorphic A allele, and both were in
Hardy—-Weinberg equilibrinm.

The comparison of the genotype frequencies showed no
significant difference in the distribution in smokers and
never smokers for CHRNA3 rsl051730 (P = 0.71) or
THRNAS 1516969968 (P = 0.75). Linkage disequilibrium
between rs1051730 and rs16969968 was analyzed obtain-
ing an LOD > 2, D’ = 1 and 7~ = 0.98 (LOD is the log
of the odds of there being Linkage Disequilibrium between
two loct). The 71% corresponded to the GG/GG genotypes,
25% to the GA/GA genotypes. 2% to the AA/AA genotypes,
and 2% to another combination of genotypes for CHRNA3
1s1051730/CHRNAS rs16969968,

3.2 | Association of CHRNA3 rs1051730 and
CHRNAS rs16969968 with nicotine dependence
among smokers

To determine the influence of the polymorphisms on nico-
tine dependence, we analyzed the CHRNA3 151051730 and
CHRNAS 1516969968 genotypic frequencies while stratifying
the smoker population. Analyzing the general characteristics
of these groups revealed significant differences in age, sex,
and smoking status; men smoked more than women, and the
heavy smokers were mainly older people who had the highest
pack-year index with values up to 92 and FTND > 4 (Table 3).

We used the quantitative measure of smoked cigarettes per
day with the cut-off point reported by Sakuma et al. (2015)
for nicotine dependence and the light to moderate smokers
were compared to the heavy smokers. The genotype G/A of
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TABLE 1 Generl characteristics and smoking status of the healthy Mexican Mestizo population sample

Apge
Median (min-max)
Gender n (%)
Men
Women
Pack-vear index
Median (min-max)
Smoking status z (%)
Light (1-5 cpd)
Moderate (619 cpd)

Heavy ¢>20 cod)

Smokers (r = 192)

43 (16-97)

129 (67)
63 (33)

3.8 (0.05-103)

110 (58)

5227
3015

Never smokers (r = 128) P-value
48 (16-84) 0.18

52 {43) 0.01
68 (57}

N/A

N/A

N/A
N/A

Legend: NfA: No applied: cpd: cigarettes per dav.

“Mann-Whitnev Test.
Byl gest.

TABLE 2 Genotypic and allelic frequencies of CHRNA3Z 31051730 and CHRNAS rs16969968 polymorphism in healthy Mexican Mestizo

repuianon
Folymorphism
CHRNAZ rs1051730
G/G
G/A
AlA
A
UHRNAS 1316969968
GIG
G/A
AlA
A

*Wild-type alicle frequency.

"Polymorphic allele frequency.

All individuals 7 = 312
1 (%)
227 (713
79 (25)
6(2)
0.85
.15

n (%)
225(72)
80 (26)
7{2)
0.85
0.15

;{*'—test compare smokers vs never smokers,

TABLE 3 Stratification of the healthy smoker population and its general characteristics

Age
Median (Min—Max)
Gender n (%)
Men
Women
Pack-vear index
Median {Min—Max)
Cigarettes per day

Median {Min—Max)

Lightn =110

30 (16-97)

64 (58)
46 (42}

1.45(0.05-30)

3 {(1-5)

Fagerstrom Test of Nicotine Dependence

Median (Min—-Max)

“Kruskal-Wallis test.
Byt test.

0(0-2)

Smokers n = 192 Never smokers n = 120 +* (P-value)
n (%) n (%)
138 (72) 89 (74
51 (26) 28 (23)
3(2) 3(3) 0.69 (0.71)
0.85 (.85
.15 0.15
n{%) n{%)
136 (71) 89 (74)
52{27) 28 (23}
4(2) 3(3) 0.57 (0.75)
0.84 0.86
0.16 0.14
Moederate r = 52 Heavynm = 30 P-value
49 (17-81) 57 (22-75) 0.01°
42 (81} 23(7) 0.01°
10 (19) 7 (23)
14.1 (0.3-50) 34.5(10-92) 0.001°
10 (6-19) 20 (2040} 0.0001°
2(0-6) 7 (4-10) 0.0001°
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TABLE 4 Association of CHRNAS3 rs1051730 and CHRNAS rs16969968 polvmorphisms and the nicotine dependence among healthy smokers

CHRNA3 rs1051730 Light/moderate smokers n (%)
GIG 120 (74
G/A 40 (25)
AJA 2(1L)
q(A) 0.14
CHRNAS 1316969968
G/IG 120 (74}
G/A 39 (24}
AlA 32
g {A) 0.14

I gegistic regression under codominant model adjusted by age and sex.
"Logistic regression under additive model adjusted by age and sex.
Highlighted in bold significant values.

CHRNA3 151051730 had an OR = 3.38 (£ = 0.01), and the
genotype G/A of CHRNAS 1516969968 had an OR = 3.89
(£ = 0.006) (Table 4), suggesting that these genotypes
promote dependence on nicotine, since the heavy smokers
had a higher frequency of the A allele in rsl051730 and
rs16969968; also this group had high values of pack-year
index and FTND. A nonsignificant OR > 4 was found for the
A/A genotype of both polymorphisms, although this result
was probably due to the small number of individuals in this
genotype category. Because of the low frequency of A/A
homozygotes, the association analysis was performed using
the additive model, which shows the influence of a single
allele. An OR = 2.86 (P = 0.01) was found for the CHRNA3
rs1051730 allele A and an OR = 3.12 (P = 0.03) for the
CHRNAS 1516969968 allele A. The direction of effect was
consistent between the codominant and additive models. and
in both cases. the statistical sienificance was maintained.

3.3 | Association of CHRNA3 rs1051730 and
CHRNAS rs16969968 with susceptibility to lung
cancer and COPD

To analyze the susceptibility to L.C and COPD, the population
of healthy smokers was used as controls. Table 5 shows the
general characteristics of the study population. The patients
with COPD were older (median = 68) and had a higher
pack-year index (median = 30), with a higher proportion of
a moderate-to-heavy smoking level compared to the cases
with LC. Among the LC cases, we found different histolog-
ical types, such as small cell carcinoma, squamous cell car-
cinoma, adenocarcinoma, and mesothelioma, but only cases
with a smoking history were included.

When the association of CHRNA3Z rs1051730 genotypes
with susceptibility to LC was analyzed using the codominant
model, an OR = 1.79 (P = 0.08) and 2.15 (P = 0.4) was found
for the G/A genotype and the A/A genotype, respectively,
while in the additive model, an OR = 1.66 (P = 0.07) was

Heavy smokers n (%) OR (CI 95%) P-valge
17457} 1

12 (40) 3.38 (1.28-8.93) 0.01
1(3) 4.35 (0.32-58.24) 0.26
0.23 2.86 (1.24-6.58) .01

16 (53) 1

13 (44) 3.89 (1.48-10.22) 0.006°
1(3) 4.35 (0.33-55.89) 0.25
0325 3.12 (1.09-10.63) 0.03

obtained. With respect to the association of the genotypes of
CHRNAS 1516969968 with LC, using the codominant model,
an OR = 1.71 (P = 0.1) and 1.79 (P = 0.5) was found for
the G/A genotype and the A/A genotype, respectively, while
in the additive model, an OR = 1.57 (P = 0.1) was obtained
(Table 6).

Regarding the association of the CHRNA3 rs1051730 geno-
types with susceptibility to COPD, using the codominant
model, an OR = 2.13 (P = 0.03) was found for the G/A geno-
type, while an OR = 5.35 (P = (.04) was found for the A/A
genotype. In contrast, using the additive model, an OR =2.04
(P = 0.01) was obtained. With respect to the association of
the genotypes of CHRNAS rs16969968 with COPD, using the
codominant model, an OR = 1.93 (P = 0.05) was found for
the G/A genotype, and an OR = 5.08 (P = 0.04) was found
for the A/A genotype. In contrast, using the additive model,
an OR = 1.91 (P = 0.02) was obtained (Table 6). Using both
models of inheritance, the direction of effect of the OR was
maintained.

4 | DISCUSSION

Smoking is responsible for at least 5 million deaths annually
worldwide and is linked to the mortality of diseases such as
COPD, various types of cancer, particularly LC, and cardio-
vascular diseases. Although these diseases are closely related
to regular tobacco use, only 20% of smokers develop these
diseases, suggesting that in addition to environmental fac-
tors, there is genetic predisposition. In this study, the age of
most smokers was found to be approximately 40 years, with
a higher percentage of men who smoked and a greater pack-
year index in men than in women, as previously reported in
other studies (Coste, Quinguis, Almeida, & Audureau, 2014).

The frequencies of the CHRNA3 151051730 and CHRNAS
rs16969968 polymorphisms in Mexican Mestizo popula-
tions are different from other populations. particulariv o
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TABLE 5 Characteristics of the healthy smoker controls. lung cancer. and COPD patients

Parameter Control population n = 192 Lang cancer patients n = 74 COPD patients r = 117 P-value
Age
Median (Min—Max) 43 (16-97) 61 (2384 68 (37-88) g.or
Sex n (%)
Women 63 (33) 15 20y 44 (38) 0.02
Men 129 (67) 59 (80) 73 (62)
Pack-vear index
3.8 (0.05-103) 25(2-70) 30 {0.6-135) 0.001°
Smoker classification n (%}
Light 110 (57) 21 (28) 18 (15) 0.001"
Moderate 52 (27 17 (23) 40 (34
Heavy 3G (16) 36 (49) 5951y
Histological type
Small cells NA 17 (23) NA NA
Squamous carcinoma NA 22 (3 NA NA
Adenocarcinoma NA 25 (34 NA NA
Mesothelioma NA 10(13) NA NA

*Rruskal-Walis test.

Bl test

Highlighted in bold significant values.
Legend: NA: not applied.

-zzasian. Asian. and African pooulations. which have been
reported several studies. In our study, we found a frequency
oI 15% for the A allele in both polymorphisms. For instance,
very low frequencies have been reported in the case of Asians
(1-3%), intermediate frequencies in Africans (4-9%), and
high frequencies in Caucasians (34-65%) (Table 7). It has
been proposed that the presence of polymorphisms in the
CHRNAS5/CHRNA3/CHRNB4 cluster is related to the effi-
cacy of antismoking programs. Hayes and Borrelli (2013)
conducted a study of smoking habits, risk perception, and
smoking cessation in the Hispanic population (Puerto Rico,
Dominican Republic, Central America, Mexico, and South
America) and found that most of the subjects were classi-
fied as light smokers who quit smoking easily. Halldén et al.
{2016) performed a prospective study of a cohort of 18,326
women born between 1923 and 1950 and 12,121 men born
between 1923 and 1945, and they found that the first incident
events were COPD, cancers related to smoking, and/or car-
diovascular disease. They also analyzed the polymorphisms in
CHRNA3 and CHRNAS and found that the A allele was asso-
ciated with an increase in the incidence of COPD, smoking-
related cancers and mortality, even after adjusting for the
number of cigarettes smoked per day; this effect was not found
in never smokers.

Because of the above, several countries have focused on
generating smoking ban policies and national health pro-
grams to reduce tobacco consumption. A study performed
by Sakuma et al. (2015) in population of African-descent

and non-Hispanic Caucasians found that African-descent
population had a higher success rate in smoking cessation
treatment. On the other hand, Sakuma et al. (2016) con-
ducted a study in which participants were stratified mto
non-Hispanic Caucasians, Hispanics, Asians, and African-
descent populations, and they found that there is a bet-
ter response to smoking cessation in African-descent and
Asian populations and that the individuals in these two eth-
nic groups were mainly light smokers. The authors con-
cluded that there are genetic bases, including nicotinic recep-
tors, that influence nicotine dependence and smoking cessa-
tion treatment. Currently, efforts are being directed at spe-
cific populations to implement control programs for tobacco
consumption.

In our study, the CHRNA3 151051730 and CHRNAS
1516969968 polymorphisms were found to be in Hardy-
Weinberg equilibrium in the healthy population, and linkage
disequilibrium was found in 98% of the cases. It has been
reported that there is a perfect correlation of SNPs of the
CHRNAS5/CHRNA3/CHRNB4 cluster in Europeans and a cor-
relation of 79% in Afro-American and American-Caucasian
populations so that the use of a single marker is indicative
of attributed risk. In our study, a high correlation was found.
because only 2% exhibited other combinations of SNPs.
This finding opens the possibility of carrying out popula-
tion genetic susceptibility studies by analyzing a single locus
because the result for one SNP is predictive of the other; this
possibility would be of great relevance for smoking cessation
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TABLE 6 Association of CHRNA3 rs1051730 and CHRNAS rs16969968 with lung cancer and COPD in Mexican Mestizo population
Conirei
popuiation Lung cancer COPD patients

Polymorphism n=152 patientsn =74 OR (C195%) P-value »r =117 OR (C195%) P-value
CHRNA3 rs1051730 7 (%) (%) 25
Codominant

GG 138 (72) 45 (61) 1 69 (59) 1

GA 51(26) 26 (35) 1.79(092-347y 0.08 42 (36} 2.13 (1.074.25)  0.63

AA 3 34 2.15(0.36-12.85) 04 6 (5) 5.35(1.04-27.38) 0.04
Additive

A 1.61 (0.98-2.66) 0.05 1.75 (1.14-2.68) 0.01

A 1.66 (0.95-2.81y  0.07 2.04 (1.15-3.61) 0.1
CHRNAS rs16969968 n (%) n{%) n (%)
Codominant

GG 136 (71) 45 (60} 1 69 (59) i

GA 522N 27 (36} 1.71 (0.89-3.28) 0.1 42 (36) 1.93 (0.67-3.83) 0.05

AA 4(2) 24 1.79 (0.2-11.35y 0.5 6(5) 5.08 (1.01-25.58)" 0.04
Additive

A 46 ((.88-2.40) 0.13 1.63 (1.07-2.48)  0.02

A 1.57 (0.90-2.75Y 0.1 191 (1.08-3.36) 0.02

"Logistic regression under codominant or additive model adjusted by age. sex, and pack-year index.

Highlighted in bold significant vaiues.

TABLE 7 Association studies of risk A alleles in both CHRNAZ 151051730 and CHRNAS 1316969968 in different populations

Polymorphism OR P-value Disease Population Reference

CHRNA3Z 151051730 24 0.00008 Lung cancer Japanese Shiraishi et al., 2009
1.39 0.0001 Emphysema Caucasian Lambrechts et al., 2010
1.26 0.0001 COPD Meta-analysis Zhang. Summah. Zhu, & Ming. 2011
1.93 0.0001 Emphysema Meta-analysis Zhang et al.. 2011
1.7 0.0001 COPD Caucasian Kaur-Knudsen et al.. 2012
1.8 0.002 Lung cancer Caucasian Kaur Knudsen et al., 2012
1.4 0.17 COPD Chinese Zhou et al.. 2012
2.15 0.02 Lung cancer Mestizo Mexican This study
2.04 0.03 COPD Mestizo Mexican This study

CHRNAS 1516969968 2.2 0.0001 Lung cancer Japanese Shiraishi et al., 2009
1.4 0.01 COPD Chinese Zhou et al.. 2012
1.29 0.0001 Lung cancer Caucasian Xu et al.. 2015
102 0.86 Lune cancer Asian Xu et al.. 2615
2.04 0.03 Lung cancer Mestizo Mexican This study
1.39 0.06 COPD Mestizo Mexican This study

treatments, as it would allow genetic analysis to be performed
with less cost.

Logistic regression analyses showed that there is an
association between the CHRNA3 rs1051730 and CHRNAS
rs16969968 polymorphisms and nicotine dependence in
smokers (Table 4); the risk is increased if the individual car-
rics the polymorphic A allele in any locus. Spitz, Amos, Dong,
Lin, and Wu (2008) reported an association between CHRNAJ
151051730 and nicotine dependence in a Caucasian popula-

tion where the A allele had an OR = 2.14 (P = 0.006), and Oif-
son et al. (2015) reported a frequency of 0.35 for the A allele
and an association with nicotine dependence in Buropean
Caucasians (OR = 1.27, P = 0.03). In addition, in African
Americans, the frequency of the A allele was 0.058 and an
OR = 1.46, P = 0.04 was found.

Several authors have reported the importance of these poly-
morphisms in the dependence and intensity of smoking and its
relation with associated diseases, both in in vifre (Oni et al..
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-31%) and in epidemiological studies, which have been repli-
Zated 1 several popuiations (Zhang et al., 2011; Zhou et al,,
2012; Zhao et al., 2015).

In addition, Lutz and Hokanson (2014) emphasized the
importance of tobacco-related behavior and the biological
pathways involved in {obacco metabolism. They integrated
these tactors i a mediation analysis that leads to clinical man-
iestations and proposed an algorithm that analyzes genetic
susceptibility data, smoking status, and exposure markers that
can allow the monitoring of vulnerable populations for the
purpose of early diagnosis. However, to perform this type of
intervention, it 1s necessary to have the genetic data of specific
populations and to determine that the association between the
susceptibility variants and the incidence of COPD and/or can-
cer are replicated in that population.

in this regard, the CHRNAS 131051730 and CHRNAS
ra16969968 polymorphisms were associated with the risk of
LC and COPD in the Mexican Mestizo population. In the
case of LC, we found a significant association of CHRNASJ
151051730 using the codominant and additive models, even
after adjusting for age and sex. We also found a significant
association of CHRNAZ rs1051730 and CHRNAS rs16969968
alone using the additive model (Table 6). In COPD. the
CHRNA3 rs1051730 and CHRNAS 1316969968 polymor-
phisms showed a significant association in the codominant
and additive model. indicating that the associations were con-
sistent with previous studies in other populations (Table 7),
demonstrating the association of LC and COPD in differ-
ent populations. In addition, meta-analysis studies have con-
firmed the associations, mainly in the Caucasian population
(Xu et al., 2015).

The above data show that there is a strong correla-
uon between the presence of the CHRNA3 rs1051730 and
CHRNAS rs16969968 polymorphisms and the nicotine depen-
dence (Bierut et al., 2008; Borrego-Soto et al., 2015) and
the risk of LC or COPD in several populations (Doyle el at.,
2011: Kaur-Knudsen. Nordestgaard, & Bojesen, 2012; Lam-
orechts et al., 2010; Shiraishi et al., 2009). These findings
were replicated in the Mexican population; however, the risk
is not direct; this genotype becomes important when an envi-
ronmental factor, such as a smoking habit, is present. It 1s
necessary to carry out genetic studies in smoking clinics and
integrate these data into treatment management as well as to
create more efficient antismoking programs that are capable
of raising the awareness of the population to reduce long-
term risks. Such programs should pay special attention to the
onset of smoking because most smokers begin to smoke due
o curiosity and imitation. Then, the habit is later reinforced
according to their genetic and social context.
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Resumen

Elusodeplantasconfinesterapéuticosesbienconocido
en todo el mundo. La familia Moringaceae compuesta
por 13 especies, de las cuales Moringa oleifera Lam.
(Moringa), es la especie mas utilizada por las
comunidades indigenas. Estudios in vitro han
demostrado la actividad antimicrobiana de Moringa
oleifera de diferentes partes de la planta sobre los
microorganismos patogenos. Las enfermedades
gastrointestinales son una de las primeras causas
de consulta médica y también una de las primeras
causas de muerte en México y en el mundo las
infecciones gastrointestinales son una de las causas
mas importantes de morbimortalidad entre lactantes
y ninos. Los esfuerzos de los investigadores por
buscar alternativas para combatir este problema que
se presenta mas en paises en desarrollo proponen el
uso de extractos de M. oleifera. En nuestro estudio
determinamos la CMI por el micrométodo de Alamar
Azul en cepas de Vibrio cholerae O1, Salmonella
entérica, Shigella spp y Escherichia coli probando
extractos de tallos y hojas de la misma planta, la
cual fue 3.125 mg/dL como la menor CMI en hojas y
12.5 como la mayor CM], falta anexar la CMI de los
tallos sin embargo se determind que si tiene efecto
bactericida con mayor efecto en hojas que el tallo.

Palabras Clave: Moringa oleifera, Alamar azul,
gastroenteritis.

Abstract

The use of plants for therapeutic purposes is well
known throughout the world. The Moringaceae
family composed of 13 species, of which Moringa
oleifern Lam. (Moringa) is the most classified species
by indigenous communities. In vitro studies have
demonstrated the antimicrobial activity of Moringa.
Gastrointestinal diseases are the best causes of
medical consultation and the leading causes of death
in Mexico and the world. Gastrointestinal infections
are one of the most important causes of morbidity
and mortality in infants and children. The efforts of
those who are used to find alternatives to solve this
problem that occurs more in developing countries,
propose the use of extracts of M. oleifern. In our
study we determined the MIC for the blue Alamar
micromethod in strains of Vibrio cholerae O1, enteric
Salmonella, Shigella spp, Escherichia coli, testing
stems and leaves of the same plant, which was 3.125
mg / dL as the lowest MIC in leaves and 12.5 as the
largest CMI, however, has been determined to have
a bacterial effect with greater effect on leaves than
the stem.

Key words: Moringa oleifera, Blue Alamar, stomach
flu.



Introduccién

El uso de plantas con fines terapéuticos es bien
conocido en todo el mundo y en la actualidad siguen
siendo utilizadas con estos mismos propésitos
por muchas comunidades. Deniro de las familias
de plantas con mayor fama a nivel internacional
descritas en el Sushruta Samhits destaca la familia
Moringuceze compuesta por 13 especies, de las
cuales Moringa oleifera Lam. (Moringa), es la especie
mas utilizada por las comunidades indigenas. Se
trata de un drbol perenne de crecimiento répido
nativo del sur del Himalaya. Hoy en dia es cultivado
en varios paises con climas tropicales y subtropicales.
El uso de M. oleifern para el control de diversas
infecciones provocadas por microorganismos es
bien conocido, y en afios recientes se han generado
resultados cientificos que confirman su actividad
antimicrobiana. Las enfermedades gastrointestinales
son una de las primeras causas de consulta médica
y también una de las primeras causas de muerte
en México y en el mundo. Ademaés, son una de las
causas mas importantes de morbimortalidad entre
lactantes y nifios. El espectro de enfermedades
infecciosas estd cambiando en conjunto, v se observan
variaciones draméticas en nuestra sociedad y medio
ambiente, sin embargo, en los dltimos 20 afos se
han logrado varios avances en el conocimiento de
las infecciones gastrointestinales. Los principales
microorganismos que causan disenterfa (E. coli
diarreagénica, Shigella, Salmonella, Campylobacter,
Yersinig enterocolitica, Vibrio cholerae, Clostridium
difficile,  Rotavirus, Giardin lamblin, Eniamoebg
histolytica), pueden provocar cambios inflamatorios
v destructivos en la mucosa del colon, por invasién
directa o mediante la produccién de citotoxinas. Sin
embargo, algunos de los problemas mas comunes
en esta enfermedad son la farmacorresistencia, la
adquisicién de los mismos y el alto costo. Por lo que
se han buscado otras alternativas, tales como levar
a cabo estudios in vitro, los cuales han demostrado
la actividad antimicrobiana de Moringa oleifera de
diferentes partes de la planta sobre microorganismos
patégenos’. Otros autores también han concluido
que la planta Moringn oleifera ofrece entre sus
beneficios, el uso de sus exiractos acuosos tante
de hojas como semillas, como alternativa natural
para tratar enfermedades producidas por bacterias
patégenas como son Bacillus cereus, S. aureus, S.
epidermidis, Bacillus subtillis, Enterococcus faecalis,
Shigella shinga y Pseudomonas aeruginosa. Su accién
bactericida consiste en la disrupcion de la membrana
celular por inhibicién de enzimas esenciales (Suérez,
Entenza y Doerries, 2003). El principal ingrediente

responsable de dicha actividad es el 4-(4"-O-acetil-
a-L-ramnopiranosiloxi}-isotiocionato de bencilo, el
cual tiene accién bactericida sobre varias especies
patégenas, incluyendo aislados de Staphylococcus,
Streptococcus y Legionelln resistentes a antibi6ticos.
Hay evidencia del efecto bactericida de Moringa
oleifera basado en la presencia o ausencia de
crecimiento bacteriano, sin embargo, no hay estudios
que evidencien de manera cuantitativa y de manera
mas objetiva la CMI. Por lo que el micrométodo de
diluciones del documento M27-A2 del CILSI al que
se le ha adicionado un indicador de crecimiento de
oxido-reduccién (Alamar Azul). Tiene la ventaja de
que la lectura que proporciona es mds objetiva, ya
que los pocillos con crecimiento son de color rosa,
mientras que, cuando no hay crecimiento en su
interior, los pocillos se mantienen azules.

Objetivo General

Evaluar el efecto bactericida del extracto etanélico
de Moringa oleifera por el método de Alamar Azul en
microorganismos causantes de gastroenteritis.

Material y Métodos

Se obtuvieron muestras de hojas, tallos, flores y
semillas de Moringa oleifera de una misma planta
para conservar las mismas caracteristicas de los
productos. Las hojas y tallos se dejaron secar a
temperatura ambiente por tres semanas evitando
la exposicién a la luz solar. Se procedi6 a pulverizar
el tamano del material vegetal seco en un molino para
disminuir el tamano de la misma y posteriormente
tamizar a un tamafno de particula del #30. Se pes6
el material vegetal y se suspendi6 a un volumen de
etanol al 96% cubriendo el material en su totalidad.
En el caso del tallo se suspendié en 600 mL de
etanol, la hoja en 250 mL. Se colocaron en un frasco
ambar, o bien, cubierto con aluminio para evitar la
oxidacién de compuestos fotosensibles. El lavado
del solvente (etanol) se llevé a cabo por filtracién al
vacio, este paso se realiza 3 veces cada tres dias y
se vuelve a resuspender segtin el volumen requerido
del solvente. Una vez recuperado el solvente de
los tres lavados, se procede a medir la cantidad de
extracto obtenido y se procesa en el rotavapor con
la finalidad de concentrar los componentes extraidos
de la materia vegetal y eliminar el etanol (Figura 1).

Se obtuvieron cepas donadas del IPN del
departamento de bacteriologia médica de la
ENCB, las cuales se llevaron a fase logaritmica.
Se hicieron inéculos de las cepas ATCC (Vibrio
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Figura 1. Esquema general del protocolo para determinar la CMI de extracto de M. oleifern
por el micrométodo de Alamar Azul.

cholerae O1, Salmonella entérica, Shigelln flexneri
y Escherichia coli), los cuales se ajustaron a una
concentracién al 0.5 de Nefelémetro de McFarlan
en caldo LB.

En una placa costar de baja evaporaciéon se
inocularon el pozo 1 con 200 pL de extracto de
Moringa oleifera a una concentracion de 50 mg/mL,
del pozo 2 al 6 con 100 pL de caldo LB para ambas
muestras. Se extrajeron 100 uL del pozo 1 al pozo 2
y asi sucesivamente hasta el pozo 6 y se eliminaron
los 100 pL excedentes del pozo 6. Se agregaron 100
nL de cada in6culo del pozo 1 al 6. Se incubaron
durante toda la noche a 36°C. Posteriormente se
agregaron a cada pozo 20 pL de reactivo de Alamar
Azul (reactivo oxido-reduccién) para evidenciar
los cultivos con bacterias vivas (color rojo) y con
bacterias muertas color (azul).

Resultados

Solo se obtuvo el extracto alcohdlico de Moringn
oleifera de hojas y tallos porque fueron de los que se
obtuvo suficiente muestra para hacer la extraccién,
no asi con las hojas y semillas ya que el objetivo
era evaluar los extractos de la misma planta. Sin
embargo, los extractos de las hojas y de los tallos se
realizaron por duplicado encontrando las siguientes
CMI por el Micrométodo de Alamar Azul: para

Vibrio cholerae O1 la CMI para hojas fue de 3.125
mg/mL y en tallo fue de 6.25 mg/dl, para Salmonella
entérica la CMI para hojas fue de 6.25 mg/mL y en
tallo fue de 1.5625 mg/dl, para Shigella flexneri la
CMI para hojas fue de 12.5 mg/mL y en tallo fue de
12.5 mg/dly finalmente para Escherichia coli la CMI
para hojas fue de 12.5 mg/mL y en tallo fue de 12.5
mg/dL Figura 2.

Discusion

Las enfermedades diarreicas son un problema de
salud que afecta a los paises donde las condiciones
socio econémicas son desfavorables, afecta
principalmente a nifios, lactantes y personas de
la tercera edad. Tal como o describe Hernandez
y cols. (2011). En México es uno de los desafios
a vencer dada la distribucion geografica y las
temperaturas extremas que favorecen este proceso
infeccioso. Al aplicar nuesiros protocolos para
alcanzar nuestros objetivos planteados, obtuvimos
nuestros resultados, los cuales demuestran que los
extractos de M. oleifera de hojas y tallos tienen efecto
bactericida, lo cual coincide con los resultados de
Azuero y cols. (2016). Para la determinacion de la
CMI utilizamos el micrométodo de Alamar azul, el
cual es un método 6xido-reduccién para revisar la
viabilidad de las células bacterianas, para lo cual
fue eficiente y cumplié su objetivo, este método es



’o!o‘t &e t
: 'e'e 0*’9::‘%
é*e%‘d“g%@*&

e e

T TS
Concentracion Minima inhibitoria de Exiractos de Moringa oleifera por Alamar Azu}
Vibrip Chokerae Solmonela enterica Shigeilu flexneri Escherichio colf

Pozo [oneentrecon mgiml . hojas Taig HOpas I Teiio —UiEs Taiiao Hojas Taiio
Pozot |50 ot e
Food |35 <
Pozod (125
rozod  |19.25 i) e Yy = -t P o
Pozo5 |3.125 ]
Bozob  |1.5625 e T e T =

Tatio

Vibrio cholerae Salmosella entética
HOids Tatic Hojas
3.125 6.25 8.25

1.5625

Escherichia cob
Tailio
6.25

TUieh

6.25

Figura 2. CMI de los extractos de M. oleifera por el micrométodo de Alamar Azul en 4 cepas
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muy utilizado en paises en desarrollo, en México
Luna herrera ha utilizado este método con mucho
éxito.

Conclusiones

Los extractos alcohdlicos de Moringa oleifera
tienen efecto bactericida sobre Vibrio cholerae O1,
Salmonella entérica, Shigella flexneri y Escherichia
coli. Se observd que las hojas tuvieron una CMI
3.125 mg/mL por el micrométodo de Alamar azul
para Vibrio cholerae O1 menor que las obtenidas en
el resto de las bacterias en estudio. Los extractos
de tallo sobre Salmonellla entérica tuvo una CMI
de 1.56 mg/mL. También se observoé que las hojas
tienen mayor efecto bactericida que los tallos.
El micrométodo de Alamar Azul es un método
mas objetivo y determina la CMI de manera
cuantitativa.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Nitrate pollution has emerged as a probiem of great importance because in recent years, the levels of nitrate in

Nitrates soil and groundwater have increased, mainly through anthropogenic activities, such as the use of fertilizers in
Nitrite agriculture, domestic wastewater and septic tanks, industrial waste and deforestation. In znimals, nitrate re-
Meme}_m)g]obm duction to nitrite (NO) and nimic oxide (NO) promote the formation of methemoglobin in the blood and the
gﬁ:;c S generation of highly reactiv ates that induce oxidative stress in target organs. Exposition o nitrates
Liver injury has been associated with m inermia, reproductive toxicity, metabolic and endocrine alterations and

cancer. This study analyzed acute intoxication with sodium nitrate (NaNO,) in male Wistar rats, aged 12-16
weeks. Four groups with n = 10 rats each were formed: group 1 was the control, and group 2, group 3 and group
4 were treated for 10 days with intragasmic doses of 19, 66 and 150mg/kg/d NaNOs, respectively.
Hematological, metabelic and histological biomarkers in the liver were analyzed. The results showed high
percentages of methemoglobin, an increase in NO; in the plasma and an accumulation in the liver. Moreover,
there were high counts of white blood cells and platelets in all treated groups. Additionally, there was an
increase in the spleen weight in group 4. High levels of glucose, triglycerides, lactate dehydrogenase (LDH),
alanine aminotransferase (ALT), and aspartate aminotransferase (AST) were observed and were significantly
increased in groups 3 and 4. For oxidative siress biomarkers, there were increases in Thiobarbituric Acid
Reactive Substances (TBARS), total GSH and SOD activity, mainly in group 4. Changes in mitochondrial activity
were not significant. Histopathological analyses of the liver showed inflammation, infiltration of mononuclear
cells, steatosis, ischemia and necrosis, and these findings were more evident at high doses of NaNO, in which
high of S-nitrosylation were found. In conclusion, NaNO; was reduced to NOy, thereby inducing methemoglo-
binemia, whereas other reactive species generated oxidative stress, causing hematological and metabolic al-
terations and injury to the liver,

and Saxena, 2018).

deforestation (Shu
High concentrations of nitrates have been reported in the soil and

1. Infroduction

Nitrate pollution has emerged as a problem of great importance
because in recent years, the levels of nitrate in water for human con-
sumption have increased. Water quality has deteriorated considerably
due to anthropogenic activity, such as the use of fertilizers in agri-
culture, domestic wastewater and septic tanks, industrial waste and

™ Corresponding author.
E-mail address: rebecapms@ujed mx (R. Pérez Morales).
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¢/10.1018/.eco

groundwater of developed countries, such as in the USA, China, India,
Korea and the European Union, where the European Commission has
identified Nitrate Vulnerable Zones in which sustainable agriculture
strategies are implemented to reduce nitrates (Ascots et al, 2017).
However, in developing countries, up to 70% of the water used in
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human activities is returmed to the environment without any treatment,
which affects water guality in rivers and coastal areas, affecting the
health of human populations and ecosystems (Roias et al, 2015).

Studies on the spatial distribution of nitrates and the risk to human
heaith were performed, and the main sources of contamination iden-
tified were domestic waste and agricultural activities. Additienally, a
negative impact on health was observed, mainly in children and women
(Eebolledo et al,, 2016). The World Health Organization (WHO) es-
tablished a permissible limit for the nitrate concentration in ground-
water of < 50mg/L as nitrate or < 11mg/L as nitrate-nitrogen,
whereas the Environmental Protection Agency (USA) guideline is <
45mg/L as nitrate or <~ 10 mg/L as nitrate-nitrogen. These values are
based on epidemiological evidence for methemoglobinemia in infants
from short-term exposure.

By contrast, there are reports of the health benefits of nitrate intake.
This is because it is a source for the exogenous of production of NO that
confers several beneficial cardiovascular effects on blood preﬁsure,
platelets, endothelial function and mitochondrial efficiency (f tall;
2017). However, these benefits were observed with nitrate mge_-;ted
from the diet, mainly from green vegetables and during pharmacolo-
gical administration; therefore, there is controversy about its safety,
and the biological/biochemical role of the nitrate - NO, — NO pathway
has been considered and analyzed.

Nitrate reduction is initiated in the mouth by bacteria with nitrate
reductase enzymes, which are also present in the mammalian gut. In the
mouth, approximately 25% of the nitrate ingested is reduced to NO,,
and in the stomach, the acidic pH favors the formation of nitrous acid,
which can decompose to different nitrogen oxides, such as nitragen
dioxide (NO, "} and dinitrogen trioxide (N20Q3), depending on the redox
environment and gastric content. The enterosalivary circulation of ni-
trate after absorption in the intestine has been reported, such that it can
be reduced again to NO, in the mouth and restart the cycle (Pereira
L, 2013)

In the blood, NO, can bind to hemoglobin and oxidize ferrous iron
in the heme site, forming methemoglobin, which cannot transport
oxygen, thereby generating methemoglobinemia that is clinically sig-
nificant; in 5-12% of methemoglobin cases, cyanosis is observed, and
fatal toxicity occurs at levels of 30-50%. During the bictransformation
of nitrate to NO,, other reactive nitrogen species (RNS) are produced,
such NO™ and peroxynitrite (ONOO), and these react with proteins to
form nitrotyrosine (Belcastre et al., 2017). Additionally, the formation
of nitrosamines produced by chemical reactions of NO; with certain
amines or amides to form N-nitrosoc compounds, such as N-ni-
trosodimethylamine (NDMA), N-nitrosodiethylamine {NDEA), and N-
nitrosomorpholine (NMOR), which are likely carcinogenic to humans,
were reported Moreover, NDMA is hepatotoxic, causing fibrosis and
tumors (Frkeic L 2010,

Nitrogen oxides can affect the functionality of mitechondria, in-
creasing reactive oxygen species (ROS} production by mitochondrial
complex III, and other reactive molecules, such as superoxide anion
(027, hydmgen peroxxde (Hzoz}, hydroxyl radical {OH) and singlet
oxygen (102) (Akopova et al., 2016). An imbalance between oxidative -
nitrosative stress and the antioxidant response can lead to Lipid per-
oxidation, protein carbonyvlation, modification of amino acids, DNA
damage and S-nitrosylation of proteins that alter and compromise cel-
lular function (Kurutas, 2016). Therefore, RNS and ROS induce the
antioxidant response as a defense mechanism, and this includes an in-
crease in the glutathione (GSH) level and the overexpression of de-
toxification enzymes, such as superoxide dismutase (SOD) isoforms,
catalase, thioredoxin, glutathione peroxidase and glutathione trans-
ferase (He et al., 2017

Several studies have reported the effects of nitrate intoxication in
animals and alterations in several biochemical parameters, such as
glucose, cholesterol, creatinine, LDH, AST, ALT, and alkaline phos-
phatase (AP), and a high percentage of methemoglobin (Azzez et al.
2011). Moreover, biomarkers of oxidative stress were mcreased

i and B avdar,
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(Bo 2(114). Another study on the rainbow trout On-
corhynchus mykiss provided strong evidence that relatively low nitrate-
nitregen levels of 80-100 mg/L were related to chronic effects, such as
changes in swimming behavior, as well as slightly decreased survival
and reduced total biomass (I 4); hawever, in a study
of Danio rerio, fish were treated with NO, in the range of 15-130 mg/L,
growth restriction was observed, and there was a negau‘ve correlation
between the NQ; concentration and the growth rate (Vo

3,

—
11 et at.

rova et al.,

In humans, the consumption of nitrates or NO, in drinking water
and food has been associated with diseases, such as methemoglobi-
nemia, some types of cancer, including stomach, hver celon, lung,
thyroid, kidney and non-Hodgkin Iymphoma (&5 : .
5}, eases of hypothyreidism and adverse reproductive effects (Kilfoy
11). However, other studies have not found this assomaﬁon
t 1., 2018); therefore, there is controversy about its adverse
effects at an epidemioclogical level.

In this study, low doses of NaNQO; under the permissible limit
{< 50m/L NO,)} were administered to male Wistar rats. Short-termn
exposure was evaluated, and the methemoglobin percentage and NO,
level in plasma and liver were quantified. Additionally, hematological
and metabolic parameters were analyzed, and liver injury was assessed.

2. Material and methods
2.1. Animals

Forty male Wistar rats 12-16 weeks of age and weighing between
100 and 150 g were included in this study. The animals were housed in
a climatized environment at 25 * 3 °C and 60% relative humidity with
forced ventilation under automatic light cycles of 12 h, with free access
to water and food (2014 Teklan Global, 14% protein). Rats were ran-
domized and distributed in groups of 10 individuals. Group 1was
treated with 0.9% saline solution as a control, and the three experi-
mental groups were treated with doses of 19 mg/kg (group 2), 66 mg/
kg (group 3), and 150mg/kg (group 4) of NaNO; (Sigma-Aldrich
Darmstadt, Germany). Doses were administered daily for 10 days using
an intragastric tube made of stainless steel N. 18 (Pfizer ® New York,
NY, USA) to ensure that the exact doses were administered. The ex-
perimental protocol was authorized by the Bioethics Committee of the
Instituto de Investigaciones Biomédicas of the Universidad Nacional
Autonéma de México (CICUAL ID - 210).

2.2. Sample collection

The rats were sacrificed by cervical decapitation. Blood samples
were collected in tubes with EDTA to evaluate hematclogical para-
meters, methemoglobin percentage and to obtain plasma by cen-
trifugation at 3000 g for 10 min. Blood samples were alsc collected
without anticoagulant to obtain serum in which biochemical para-
meters were analyzed. Both the plasma and serum samples were stored
at — 80 °C until use. The rat livers and spleens were removed, cleaned
and weighed. The livers were secticned, and samples were rinsed and
homogenized {10% w/v) in an appropriated buffer. These were cen-
trifuged according to a previous protocol. The supernatants were stored
at — 80 °C until use. Other liver samples were fixed in 10% buffered
formalin for histological analysis.

2.3. Methemoglobin and hematological analyses

The methemoglobin percentage was measured using the method
reported by Szhata et ol (1932). Hematological parameters were
evaluated in an automated He.matology Analyzer Cell-Dyn 1800. The
hemogram reported the total red blood cells, white blood cells, he-
moglobin, hematocrit, mean corpuscalar volume and total platelet
concentration.
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Table 1

Alteration in hematological parameters caused by subacute intoxication with NaNOy in male Wistar rats.
Parameter Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 ANOVA P-valiie

Control] 19mg/kg 66 ma/kg 150 mg/kg F-value

Methemoglobin (%) 1.32 + 0.7 6.09 = 0.4° 1385 + 2.8° 1952 * 23" 178.9 0.0001
White blood cels (103/111-_] 3.8 x 1.4 10.7 = 3.6° 131 = 28 152 = 31 27.88 0.0001
Red blood ceils (105/'}1.{.] 6.1 = 1.3 57 = 1.0 5.5t k6 65 = 0.2 1.83 0.37
Hemoglobin {g/dL) 154 = 1.1 149 = 25 155 %31 147 = 0.8 0.3 0.81
Hematocrit (%) 46.1 = 16.0 421 = 151 384 = 116 455 * 20 0.64 0.59
MCV (fL) 702 = 32 66.5 * 5.3 67.4 * 6.3 70.1 * 3.6 1.81 0.33
MCH {pg} 2154+ 11 325 + 258 258 + 83 226 = 1.2 1.0 0.40
Platelets (103,"1114} 761 = 163 929 + 53.1° 991 + 151 1061 + 150 8.2 0.0003
NO, in plasma (ug/mL) 112 + 29 13.3 2.4 146 + 3.0 157 + 3.0° 3.8 0.02
Spleen weight (z) 0.57 + 0.1Z 1.04 + 0.09 1.11 = 0.09 1.18 = (.18 4.5 0.008
Liver weight {g) 11.26 = 0.73 10.72 + 1.03 10.68 + 1.15 11.05 = 0.78 0.7 0.51

Results are presented as mean =
MCV: Mean Corpuscular Volume, MCH: Mean Cencentration of Hemoglobin.
* Significant differences respect to the control group (p < 0.05).
b Significant differences of group 2 vs group 3 (p < 0.05).
¢ Significant differences of group 2 vs group 4 (p < 0.05).
¢ Significant differences of group 3 vs group 4 (p < 0.05).

2.4. Metabolic parameters

The metabolic parameters, glucose, cholesterol, triglycerides, LDH,
ALT and AST, were analyzed in serum using the dry chemistry method
with the automated Orthe Clinical Vitros 250 Chemistry System
(Johnson & Johnson” New Brunswick, New Jersey, USA}, and quality
and quantification standards were used in each case.

2.5. Determination of nitrite

The NO; levels in plasma were determined using the method re-
ported by Moshage et al. (1995}, For the quantification of NO, in the
liver, 100 mg of tissue from each animal was homogenized in phosphate
buffer pH 7.0 and centrifuged at 3000 g for 10 min. Quantification was
performed in the supernatant using spectrophotometry. For both,
plasma and liver homogenates, a standard curve of NaNQ, was con-
structed.

2.6. Biomarkers of oxidative stress

Liver samples, 100 mg of tissue from each animal were homo-
genized, followed by differential centrifugation to obtain fractions
corresponding to the plasmatic membrane, cytoplasm and mitochon-
dria. The cytoplasmic and mitochondrial activities of SOD were de-
termined in the corresponding fraction with the assay ID: 706002
(Cayman Chemical Company Ann Arbor, Michigan, USA). This method
estimates SOD activity via the dismutation of superoxide radicals and
calculates values from a calibration curve of the standard SOD enzyme
(Cu/Zn) from erythrocytes. Lipid peroxidation was determined by
TBARS in membrane fractions with the assay ID: 106009055 (Cayman
Chemical Company Ann Arbor, Michigan, USA), and a standard curve
was constructed to calculate the concentration in each sample. The
samples were analyzed in a DR 3900 spectrophotometer. The total
glutathione was determined spectrophotometrically in the cytoplasmic
fraction with the assay ID: 703002 {Cayman Chemical Company Ann
Arbor, Michigan, USA), in which a standard GSSG curve was used to
calculate the GSH concentration. Mitochondrial activity was de-
termined using the MitoCheck Complex II/III assay ID: 700950
(Cayman Chemical Company Ann Arbor, Michigan, USA). Data are
expressed as a percentage of the activity of complex II/TIL

2.7. Histopathological studies

Liver samples were fixed in 10% formalin solution and processed in

S0

SD from groups of 10 rats. ANOVA degrees of freedom: beiween columns DF = 3, within columns DF = 36, total DF = 39.

a series of graded ethanol solutions. Then, they were embedded in
paraffin and sectioned at 5 um. Five slides were prepared from each
liver and were stained with hematoxylin-eosin. All sections were eval-
uated for the degree of liver injury. Five representative samples from
each group were prepared and analyzed for S-nitrosylation using the ID
— 10006518 test (Cayman Chemical Company Ann Arbor, Michigan,
USA). The preparations were examined under a fluorescence micro-
scope (Motic BA410) at 40 X magnification. Data were interpreted and
validated by a histopathology specialist from the Unidad Médica de Aliz
Especialidad N.71 of the Instituto Mexicano del Seguro Sccial.

2.8. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6.0
software (GraphPad Scientific, San Diego, CA, USA). All hematological,
metabolic and oxidant stress data were analyzed by one-way analysis of
variance (ANOVA), followed by Tuckey's post hoc test. The Spearman
test was used to determine the correlation between the NaNO; ad-
ministered, methemoglobin percentage and NO, in the plasm, and
methemoglobin percentage. Statistically significant differences were
considered at p < 0.05.

3. Results
3.1. Alterations in hematological parameters

The percentage of methemoglobin was increased in all treated
groups (p = 0.0001), whereas significant differences in hematological
parameters were observed for the white blood cell count (p = 0.0001),
platelet count {p = 0.0003), and NO, level in the plasma (p = 0.02).
Additionally, an increase in the spleen weight was observed
{p = 0.008). Other hematological parameters did not show significant
differences with respect to the control group (lable 1),

The correlation between the doses of NaNO, administered and the
percentage of methemoglobin was determined and a r* of 0.99 was
obtained (p = 0.04). The correlation between the concentration of
circulating NO; in the plasma and the percentage of methemoglobin
was r° = 0.49 (p = 0.008), indicating that the level of methemoglobin
is proporticnal to the dose of nitrate administered and the amount of
nitrite circulating in the blood.

3.2. Changes in metabolic parameters

Metabolic parameters were analyzed, and several values were
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Table 2

Changes in biochemical and hepatic biomarkers caused by subacute intoxication with NaNQ; in male Wistar rats.
Parameter Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 ANOVA P-vaiue

Control 19mg/kg 66 mg/kg 150 mg/kg F-value

Glucose (mg/dL} 101.7 = 40 108.0 = 6.5 1136 + 7.37¢ 136.5 + 10.3° 35.7 0.0001
Cholesterol {mg/dL) 78.8 = 16.8 782 = 7.9 78.8 £ 14.3 84.0 = 132 0.35 0.78
Triglicerydes (mg/dL) 126.7 = 24.0 126.7 = 17.0 148.1 = 16.27" 170.0 = 18.6 10.1 0.0001
LDH (U/L) 2493 * 1034 3600 = 1248° 7028 = 1758 5615 *+ 1565 15.8 0.0001
ALT (U/L}) 81.1 = 18.0 784 = 1207 99.7 = 12.9 963 £ 6.2 6.06 0.03
AST (U/L) 1226 = 37.9 158.0 = 22.4 155.9 = 45.7 175.0 * 32.8' 3.19 0.002
‘NO; in liver (pg/mL) 1.35 = 0.19 1.58 = 0.20 171 = 0.18%" 195 = 0.18 ~ 16.2 0.0001

Results are presented as mean =+ SD from groups of 10 rats. ANOVA degrees of freedom: between columns DF = 3, within columns DF = 36, total DF = 39.
LDH: lactate defydrogenase; ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase.

“ Significant differences respect to the control group (p < 0.05).
b Significant differences of group 2 vs group 3 (p < 0.05).
Significant differences of group 2 vs group 4 (p < 0.05).
Significant differences of group 3 vs group 4 {p < 0.05).

° NO, was determined in homogenates of liver.

&

d

significantly increased compared to those of the control group. For
glucose levels, there was an increase in group 3 and group 4
(p = 0.0001). For cholesterol levels, no significant differences were
found among the groups; however, the triglyceride levels were in-
creased in treated groups (p = 0.0001}, and the LDH levels showed a
significant increase also {p = 0.0001). For liver biomarkers, the ALT
levels were increased (p = 0.03), and the AST levels were only in-
creased in group 4 (p = 0.002). Additionally, NO, in the homogenates
of liver tissue was determined and significant differences were found in
all treated groups (p = 0.0001) (Table 2).

3.3. Biomarkers of oxidative stress

The TBARS were determined, and an increase was found in groups 3
and 4 (p = 0.007). SOD activity significant differences were found only
in group 4, in both the cytosolic (p = 0.003) and mitochondrial (0.04)
fractions. For the total GSH levels, only a significant increase was ob-
served in group 3 (p = 0.03) (Table 3). Mitochondrial activity was
measured in the liver tissue, and when the dose was increased, group 4
showed a tendency to decrease the activity of complex II/IIL; however,
the differences were not significant (Fig. 1).

3.4. Injury to liver

Histopathological changes were observed in the liver according to
the doses administered. In group 2, macrovesicular steatosis and sinu-
soidal dilatation and congestion were observed. In group 3, there was
inflammation with the infiltration of mononuclear cells and micro-
vesicular steatosis, whereas group 4 showed inflammation, focal mi-
crovesicular steatosis, irregular focal ischemia, vascular dilatation, in-
filtration of mononuclear cells and necrosis (Fig. 2). Additionally, the
presence of S-nitrosylated proteins in the liver was observed and the
signal was strongest in group 4 (Fig. 2). These findings are consistent

100

Group 1
Coatral

Group 3

66 mr ke

Fig. 1. Activity of mitochondrial complexes II/III in mitochondrial fraction of
rat liver from animals treated with different doses of NaNO;. The bars represent
the mean and SD of each group (n = 10).

with the doses administered, the amount of NO, found in the plasma
and liver tissue, the high levels of oxidative stress biomarkers and the
histopathological injury observed in the liver.

4. Discussion

Nitrate pollution has been extensively studied worldwide because it
affects the quality of water supplied for human consumption and the
health of ecosystems. It is well known that nitrates are precursors of
highly reactive molecules, such as NO+*— and ONOO —, causing injury
to many important biological molecules, including proteins, lipids and
nucleic acids.

The WHO reported in the Background document for development of
WHG Guidelines for Drinking-water Quality (http:/ WHO/SDE WSH,/

Table 3

Response in oxidative stress biomarkers to subacute intoxication with NaNO, in male Wistar rats.
Parameter Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 ANOVA P-value

Control 19 mg/kg 66 mg/kg 150 mg/kg F-value

TBARS (uM/g) 257 £ 32 27.3 = 39 317 = 5.7¢ 322 * 46" 4.61 0.007
SODc; (U/mg prot) 27 £ 0.7 3.0 £ 83 3.34 + 0.4 3.94 £ 0.9 5.46 0.003
SODu;, {U/mg prot) 1059 = 195 1iG4 = 95 108.0 = 163 1274 * 203 3.04 0.04
GSH, (uM/g) 59 + 1.6 67 + 2.0 84 & 2.5 81 % 1.3 3.14 0.03

Results are presented as mean =+ SD from groups of 10 rats. ANOVA degrees of freedom: between columns DF = 3, within columns DF = 36, total DF = 39,
TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances measured in pellet corresponding to plasmatic membrane fraction of liver hormogenates; SODc;: cytosolic superoxide dismutase;
SODype mitochondrial superoxide dismutase; GSHy: Total glutathione measured in cytoplasmic fraction of liver homogenates.

# Significant differences respect to the control group {p < 0.03).



M.F. Gongzdlez Delgado et al.

g )
= 33
K ;

i Mild moneauclear
i

T

oy 166 (2018} 48-55

Fig. 2. Hematoxylin & eosin stained liver sections and injury caused by subacute intoxication with NaNO;. Magnification 40 X . Five slides were prepared from each
liver and were stained with hematoxylin-eosin. Representative findings are shown. A) Group 1: hepatic parenchyma with vascular dilatation and minimal in-
flammatory changes. B) Group 2: hepatic parenchyma with mild focal maerovesicular steatosis, sinusoidal dilatation and mild congestion. C) Group 3: hepatic
parenchyma with moderate multifocal microvesicular steatosis, mononuclear infiltrate with dilatation and congestion. 1) Group 4: hepatic parenchyma with focal
microvesicular steatosis, area of slightly irregular focal ischemia, dilation and evident congestion with infilration of inflammatory mononuclear cells and irregular

hepatocellular necrosis.

07.01716/Rev,'1) that acute oral toxicity of nitrates to laboratory ani-
mals is low to moderate. Median lethal doses (LD50 values) are
1600-9000 mg/kg NaNO; in mice, rats and rabbits, whereas ruminants
are more sensitive to the effects of nitrate (450 mg/kg) because of high
nitrate reduction in the rumen. With regard to short term exposure, a
13-week study was performed in which NO, was administered to rats in
drinking water. Dose-related hypertrophy of the adrenal zona glo-
merulosa was observed at doses in the of range 100-3000 mg/L KNG,
(Till et al., 1958), and another study in rats identified inorganic nitrate
as goitrogenic and amti-thyroidal (Mulhopadhvay et al. 2005). Al-
though several studies were reported, most are focused on chronic ex-
posure and high concentrations of nitrate in which metabolic altera-
tions and organ and tissue injury were found, but it is not clear whether
these alterations are permanent due te acute exposure or whether any
response is induced to diminish the injury caused; therefore, this study
was focused on acute exposure to low doses of NaNQ;,

The formation of methemoglobin is the most common adverse effect
of nitrate intoxication in animals and humans, and [evels above of 50%
can be lethal due to hypoxia. In this study, doserelated increases in
NO; in the plasma ard a high percentage of methemoglobin higher than
the reference levels (3%) were reported for rodents. Purnell and Singh
{20035} also reported an increase in the methemoglobin percentage in
the blood of rats and dogs treated with different doses of oxidizing
compounds, such as nitrates, NO,, arsenic and lead, whereas Fl-Walf
et al. {2009} reported high levels of methemoglobin and NO, in the
plasma of rats treated with 50 mg/kg (550 mg/L) NaNQ, for 4 months.
We found a correlation between the plasma NO, levels and percentage
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of methemoglobin. This is because NO, can bind to hemoglobin,
causing oxidation and preventing oxygen tramsport. Consequently,
greater NO, availability generates a higher percentage of methe-
moglobin, as reported by this study and other authors.

By contrast, Rodriguez-Estival et al. (2010 reported an increase in
the size and weights of spleens from birds intoxicated for 14 days with
100 and 500 mg/L NaNO,, whereas Messaadia et 2l (2012 reported an
increase in the spleen weight of rats treated with 400-600 mg/kg
NH;NO; for 30 days. These findings are consistent with our results. We
found an increase in the white blood cell and platelet counts and an
increase in the spleen weights of the groups treated with NaNO;. In this
respect, NO, reduction to NO in vive has been reported by Coshy er al
{2003), and NO is considered a pro-inflammatory mediator that induces
inflammation due to overproduction in abnormal situations. The spleen
functions to filter the blood and generate an immune response and acts
as a reservoir for platelets (Borges da Silva et al,, 2015); therefore, the
increase in spleen weight mayv be indicator of an inflammatory pro-
cesses, increasing white blood cells to eliminate oxidized erythrocytes
(methemoglobin} and maintain blood homeostasis. We found no sig-
nificant differences in red blood cells, hemoglobin, hematocrit, mean
corpuscular volume or the mean concentration of hemoglobin.

For metabolic parameters, Azzez ot al. (2011) found high levels of
glucose, cholesterol, triglycerides, AST and ALT in rats treated with
200 mg/kg KNO; for 6 weeks, whereas Messaadia et al. (2013) found
high levels of glucese, cholestercl, triglycerides, urie acid, LDH, AST
and ALT in rats treated with 400-600 mg/kg NH;NO; for 4 weeks.
Sezer et al. {2011) reported high levels of LDH, AST and ALT in



Fig. 3. Fluorescent microphotography of S-nitrosylation in the liver caused by subacute intoxication with NaNQ,. Magnification 40 % . Five represeniative samples
from each group were prepared and analyzed for S-nitrosylation assay. A: Group 1 (contral). B: Group 2 (19 mg/kg NaNOs). C: Group 3 (66 mg k2 NaNO.)
(150 mg/kg NaNOs). An increase in the S-nitrosylation signal was observed as the concentration of NaNO; was augmented. The arrows indicate the aggregat
NO complexes.
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pregnant cows chronically exposed to NO; in their diet. In our study, ROS and RNS can damage liver cells through the induction of in-
high levels of glucose, cholesterol, triglycerides, LDH, AST and ALT flammation, fibrosis, necrosis, apoptosis or even malignant transfor-
were found in the groups treated with NaNO3. These alterations can be matien, but cells can trigger the antioxidant response to avmd cell
atributed to changes in hepatic metabolism, because this organ is in- damage (Muntané et al,, 2013). In this respect, Rodriguez Fsuval et
volved in the synthesis of lipids and the metabolism of glucose. An (2010) reported an increase in total GSH and SOD in the hvers of b1rds
increase in amylase and phosphorylase activity allows the activation of treated with 500 mg/L NaNO; for 14 days. By contrast, Bousziz-Tetat
glycogenolysis; therefere, blood glucose increases while glycogen in the et al, {2015} reported a decrease in the total GSH content and anti-
liver decreases {Ilijmans et al.,, 2014). Here, we found an inerease in oxidant enzyme activities of SOD, catalase, and glutathione peroxidase,
glucose and triglyceride levels, which suggests a metabolic adjustment in addition to an elevation in the level of TBARS in rats treated with
in response to NaNQ; intoxication. This metabolic adjustment may in- 400 mg/kg NaNQ; for 50 days. Moreaver, Anwar and Mohamed (20150
volve the inhibition of aerobic metabolism due to the decrease in reported that GSH decreased in female rats treated with 500 mg/L
oxygen availability caused by methemoglobinemia, and by inhibiting NaNO; for 28 days. In this study, we found high levels of TBARS as a

this metabolic pathway, cells consume glucose via anaerobic metabo- product of oxidative damage, but we also found an increase in total
lism (Eales et al., 2016). This effect could explain the increase in LDH GSH and cytosolic and mitochondrial SOD activity, suggesting that the
activity. Furthermore, because aerobic metabolism is inhibited, B-oxi- NaNQ; administered, even at low doses, can induce oxidative stress that
dation decreases, and this could also explain the increase in serum triggers the antioxidant response as a defense mechanism. Although NO
triglyceride levels. modulates mitochondrial activity, in the present study, no changes were

In addition, it was reported that strains of mice with hepatocyte- found in mitochondrial II/TIT complex activity. This is likely because the
specific activation of hypoxia-inducible factor (HIF) exhibit high levels antioxidant response had a protective role in mitochondria because

of ghicose, dyslipidemia and elevated triglyceride levels (Ramalkrishnan mitochondrial SOD was increased in all treated groups; however, this
and Shah, 2017). This is important because HIF responds to hypoxic was ounly significant in group 4.

conditions, and in our investigation, the increase in the percentage of The liver metabolizes — 80% of substances that enter the body, and
methemoglobin produces a hypoxic condition because this form of ALT and AST levels have been used as indicators of impaired liver
hemoglobin cannot of transport oxygen; therefore, it is possible that the parenchymal cells, suggestive of hepatic damage. Bouaziz-Ketata ot al.
metabolic alterations are also partially induced by the hypoxia caused (2014} reported high levels of LDH, ALT, AST and GGT in the plasma of

by methemoglobinemia. rats treated with 400 mg/kg NaNO; for 7 weeks. Moreover, they found
Nitrate is the precursor of NO, which leads to tissue injury and may hepatomegaly and necrosis with the infiltration of mononuclear cells.
be a direct effect mediated by NO itself or an indirect effect mediated by Anwar and Mehamed (2015) reperted increases of ALT, AST and toxi-

ROS, such as ONOO- produced by the interaction of NQ with Qx—or Os. city in the liver, as well as atrophy of the glomerular tuft and the
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congestion of renal blood vessels in the kidneys of rats trea:e:' L
500 mg/L NaNQ; for 4 and 6 weeks. Kattaia et al. (201
creases in the ALT and AST levels, and disruption of the liv
tecture, characterized by generalized vascular congestion, b
luar degeneration, vacuolations and the infiltration of inflammzto
cells in rats treated with 200 mg/L NaNOQ; for 12 weeks.

(2017) found significant increases of ALT and AST, as well as dezen-
erative changes in renal tubules with the congestion of glomerul
pillaries and vacuolar degeneration of hepatocytes with congest
dilation of the portal vein and blood sinuscid associated w
flammatory cell infiltration in rats treated with 1.5 mg/kg NaNO- fo
weeks. Consistent with other authors, our results showed increases in
ALT and AST, indicating injury in the liver caused by subacurte
toxication with NaNOs. Furthermore, we also found an increase in NO-
in liver homogenates. In this organ, the xanthine oxidoreductase
zyme reduces NO, to NO, leading to its overproduction and the gen-
eration of RNS that damages tissue through S-nitrosylation (P«

). We also observed liver inflammation with the infiltrati
mononuclear cells, dilatation, congestion, steatosis, ischemia an
crosis. In addition to the histological findings, the direct determ
of S-nitrosylation in histological sectxons prondes evidence of
trosative stress, as was reported by R e 2012}, who observed S-
nitrosylation in the glandular gastnc mucosa of rats exposed to dietary
nitrite.

Cur findings are consistent with the literature; however, it is im-
portant to note that the doses administered in this study are lower than
those used in previous studies; these studies mainly addressed chronic
exposure, whereas our experimental model was based on subacute ex-
posure and several bjomarkers were studied. The conversion of doses
administered at 19, 66 and 150 mg/kg NaNO; in rats corresponds to
2.3, 8.02 and 18.2mg/L.. These doses are within the international
permissible limits for NO; in drinking water for human consumption,
and most of the aquifers had levels < 50 mg/L as nitrate or < 11 mg/L
as nitrate-nitrogen.

There are studies that have analyzed the impact of nitrate con-
tamination on drinking water in the human population. 5:

{2016} analyzed the health risk from exposure to nitrate in water from
wells that supply humans in Indonesia and found concentrations in the
range of 0.01-84mg/L with an average of 20 mg/L NOs. They also
evaluated the hazard quotient a.ud found a high risk for birth defects in
areas with the highest exposure. Zhai et studied wells that
supply 11 cities in China and found ranges of 0.02—497 mg/1L., with an
average of 39.46 mg/L NO;. They estimated the hazard quotient and
found that the most vulnerable populations comprise infants >
children > women > men, who are mainly residents of rural areas
where the highest NO; concentrations are found. Qur findings provide
information that may help revise the current limits for NO; because in
some countries, control and management programs have been estab-
lished to reduce the amount of NO; in soil and water, particularly in
livestock areas that are the most vulnerable, to protect the human po-
pulation, livestock and wildlife from the effects caused by nitrate pol-
lution.

en-

r et al.
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5. Conciusion

Subacute intoxication with NaNQ- leads to increased levels of cir-
culating NO, in the plasma and to accumulation in liver tissue. NO,-
oxidized hemoglobin increases the methemoglebin levels that decrease
oxygen availability. Blood homeostasis was maintained however in-
creases in the sizes of the spleen and numbers of white blood cells and
platelets were observed. There was a reduction in nitrate - NO5 - NO-
generated oxidative and nitrosative stress, evidenced by the high levels
of TBARS in membranes and S-nitrosylation in liver sections, which
allowed activation of the antioxidant response through an increase in
the activity of the mitochondrial and cytoplasmic SOD enzymes and
total GSH levels to minimize the damage caused by reactive species.
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responded to the decrease in oxygen availability and
through a change in energetic metabolism, although no
es in mitochondrial activity were observed. There
hie glucose and lipid levels, and the high glycolytic
production metabolized by the enzyme LDH,
cantly increased. The alterations were dose de-
no significant changes were observed in the bio-
r damage, which suggests low toxicity and that
zintained homeostasis; however, in groups 3
th dose, and the presence of exposure
effects and liver damage were observed. In
at have been reported at high doses and
also been established for short-term exposure by
is necessary to conduct studies that analyze the
provide evidence for the toxicity of NO5 and
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Resumen

Introduccién. En el drea rural de Ciudad Lerdo,
Durango, la contaminacién del agua por nitrégeno
de nitrato se da por la sobre-fertilizacién y la mala
distribucién de las excretas del ganado vacuno,
llegando a sobrepasar los limites de la NOM 127 SSA,
la cual estipula 10 mg/L de nitrégeno de nitrato,
esta contaminacion produce efectos deletéreos en la
salud, como metahemoglobinemia, hipotiroidismo y
diversos tipos de cancer.

Objetivo.  Determinar el  porcentaje  de
metahemoglobina y cuerpos de Heinz en nifios que
consumen agua contaminada por nitratos.

Material y métodos. Es un estudio transversal,
donde participaron 51 ninos y 52 nifas de 1 a 12 afios
de edad, previo conocimiento del estudio y firma de
la carta de consentimiento informado de sus padres,
el andlisis de agua fue por electrodo de ion selectivo,
el porcentaje de metahemoglobina por el método de
Shihana, v los cuerpos de Heinz mediante tincién
con cristal de violeta.

Resultados. La concentracién minima de nitrégeno
de nitrato fue de 12.8 y la maxima de 45mg/L. La
media de metahemoglobina fue de 11.44 y 11.8 g/
dL, la desviacion estandar de 1.64 y 1.41 en nifios y
ninas respectivamente. Conclusiones. El consumo
de agua contaminada por nitratos causa aumento
de metahemoglobina y la presencia de cuerpos de
Heinz.

Palabras clave: Agua, metahemoglobina, nitrato,
cuerpos de Heinz.

Abstract

Introduction. In the rural area of Ciudad Lerdo,
Durango, water contamination by nitrate of nitrogen
is due to overfertilization and maldistribution of
cattle excreta, exceeding the limits of NOM 127 SSA 10
mg / L nitrogen. This pollution produces deleterious
effects on health, such as methemoglobinemia,
hypothyroidism and various types of cancer.

Objective.  Determine the percentage of
methemoglobin and Heinz bodies in children who
consume water contaminated by nitrates.

Material and methods. It is a cross-sectional study,
involving 51 children and 52 and girls from 1 to
12 years of age, previous knowledge of the study
and signing of the informed consent letter from
their parents, the water analysis was by selective
ion electrode, the percentage of methemoglobin by
the method of Shihana, and the bodies of Heinz by
means of violet crystal staining,.

Results. The minimum concentration of nitrate
nitrogen was 12.8 and the maximum concentration
was 45mg / L. The mean methemoglobin was 11.44
and 11.8 g / dL, the standard deviation of 1.64 and
1.41 in boys and girls respectively.

Conclusions. Theconsumptionof watercontaminated
by nitrates causes an increase in methemoglobin and
the presence of Heinz bodies.

Key words: Water, methemoglobin, nitrate, Heinz
bodies. .



Introduccién.

Dentro de las actividades  econdémicas que
realiza el drea rural de la Comarca Lagunera de
Durango, se encuentra el cultivo de hortalizas para
consumo humano y maiz forrajero para alimento del
ganado vacuno. Debido a que es la cuenca lechera
més importante de México, se han tenido que sobre-
fertilizar los campos con sustancias nitrogenadas
contribuyendo a la contaminacién del acuifero,
donde Ios niveles de nitrégeno de nitrato (N-NO,
), rebasan los limites permitidos por la NOM 127
55A, que marca, 10mg/L de N-NO, y en donde hay
comunidades con concentraciones que van de 12.8 a
45mg/ L de N-NQO,. (Calleros et al. 2012).

Debido al ciclo del nitrégeno, la presencia de nitratos
y nitritos en el ambiente se da de manera natural;
sin embargo, las actividades humanas modifican
sus concentraciones y pueden hacer que estos
compuestos sean potencialmente peligrosos para la
salud humana y animal. Las fuentes ambientales mas
importantes son el uso de fertilizantes nitrogenados,
la disposicion de excretas y desechos municipales
e industriales. Aunque el nitrito es el compuesto
toxico, un factor determinante en la incidencia de
la toxicidad es la concentracién N-NO, en el agua
debido a que se forman a partir de Tos mismos.
(Kiltoy, et al. 2013).

En modelos animales se ha reportado que en
aves intoxicadas con aguas procedentes de pozos
agricolas se encontraron alteraciones significativas
en células de la respuesta inmune, altos niveles
de metahemoglobina, fosfatasa alcalina, aspartato
aminotransferasa y  lactato  deshidrogenasa
(Rodriguez-Estival et al. 2010).

El nitrato ingerido a través del agua de bebida o por
alimentos se absorbe en el intestino delgado mediante
transporte activo y otra fraccion es bio-transformada
por la microbiota del tracto gastrointestinal, mientras
que los nitritos se absorben por difusion a través de
la mucosa géstrica v la pared intestinal (Lundberg et
al. 2008). Del nitrato ingerido aproximadamente el

% es reducido a nitrito por la accién de las bacterias
reductoras presentes en la cavidad oral y el 25% es
parcialmente reciclado en las glandulas salivales, que
concentran el nitrato a partir del plasma, este niirato
en la saliva también puede ser reducido a nitrito.
Después de la absorcién del nitrato y su secrecién en
los fluidos corporales es excretado en la orina en un
lapso méaximo de 5 horas después de la ingesta. En
humanos cerca del 3% de la dosis de nitrato aparece
en la orina como urea 0 amonio.

Como se mencioné anteriormente, los nitratos
pueden ser reducidos a nitritos en el tracto digestivo
del organismo, lo que produce la oxidacién de la
hemoglobina (Hb) a metahemoglobina (metaHb).
La Hb se encarga del transporte del oxigeno a
través de los vasos sanguineos y capilares, mientras
que la metaHb no es capaz de captar y ceder el
oxigeno (Umbreit et al. 2007), la privacién de
oxigeno causada por la unién de nitratos y nitritos
a la hemoglobina ocurre en los tejidos cuando el
suministro de O, a través del sistema cardiovascular
es insuficiente }Sara la demanda requerida por las
células, generando hipoxia (Lou et al. 2010). La
hipoxia se ha relacionado con diversos procesos
patolégicos sub-crénicos como alteraciones en las
células sanguineas, formacién de cuerpos de Heinz,
asi como alteraciones en los parametros bioquimicos
y cronicos como alteraciones hepaticas y renales,
asi como la iniciacién carcinogénica (Semenza et al.
2004).

El principal mecanismo de toxicidad de los nitritos
es la oxidacién del ion Ferroso (Fe'?) a ion Férrico
(Fe™), lo que puede producir Metahemoglobinemia,
efectos cardiovasculares y efectos respiratorios (Al-
Lawati & Murch, 2012).

La principal enzima encargada de la reduccion
de metaHb en mamiferos es la nicotinamida
dinucledtido hidrogenasa (NADH) dependiente de
citocromo b5 reductasa (CB5R) v la nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato hidrogenasa (NADPH)
presentes en los eritrocitos, las cuales catalizan la
reduccion de ion férrico a ion ferroso (Steinberg,
2009). El azul de metileno combate la metaHb
activando las reacciones NADPH y acelerando
el proceso de reduccién de MetaHb. (Kunos et
al. 2012). La NADH es una enzima ubicua que
participa en la desnaturalizacién de acidos grasos,
biosintesis de colesterol y algunos metabolitos
mediados por citocromo p450. La concentracién de
metaHb es mantenida normalmente alrededor del
1% de Hb por la accién de NADH dependiente de
citocromo b5 reductasa (Bradberry et al. 2011). Este
sistema tiene la capacidad de reducir la metaHb a
desoxihemoglobina a una velocidad de 250 veces
de la que oxida normalmente el grupo Hemo. La
metaHb oxida lipoproteinas lo que conlleva a la
promocion de arterioesclerosis, estd también estimula
las interleucinas 6 y 8 lo que intensifica la respuesta
inflamatoria a nivel de tefido (Umbreit, 2007).

A diferencia de la forma ferrosa de la hemoglobina,
en metallb no se une el oxigeno fuertemente. La



Tabla 2. Promedio de edad, meiahemoglobina y cuerpos de Heinz en la poblacitn de
nifios ¥ nifias que consumen agua contaminada por nitratos.

Parimetra Fdad MetHb* g/dL Cuerpos de
Heinz
n Ninos ninas n Niftos Nifas n Ninos Nifias

n 103 51 52 103 51 52 103 51 52
Minimo i 1 1 73 73 3.3 0 g [t
Miximo 12 12 12 138 13.5 138 3 3 3

Media 7.54 7.76 7.33 11.63 11.44 11.8 1.05 1.3% 0.79

(Ds) 3.28 35 3 153 1.64 141 1.25 1.32 115

“Metahemoglobina

ptiblicos y privados”. La recoleccion de las muestras
de agua se llev6 a cabo en cada uno de los domicilios
que tengan pozo y de la red de distribucién, en
nimero de dos, colocando cada una de las muestras
en un recipiente de plastico debidamente etiquetado
y herméticamente sellado con los datos: de domicilio,
apellidos de la familia y fecha de recolecci6n para ser
analizado en el laboratorio, a una temperatura de
20°C, para su analisis por electrodo de ion-selectivo
(ISE SympHony™, Merck).

Muestreo de sangre para defterminar MetaHb y
cuerpos de Heinz

Por el método de venopuncién se tomd una muestra
de sangre a la poblacién infantil de 1 a 12 afios de
edad, por ser la de mavor susceptibilidad a presentar
metahemoglobinemia y la presencia de cuerpos de Heinz,
para la determinacién del porcentaje de, MetaHb se realizo
por el método de Shihana, 2011. Brevemente, se prepara
un hemolizado (D1} que posteriormente se emplea para
realizar lecturas a 630 nm, agregando azida de sodio {D2);
en otro volumen de hemolizado se agrega ferrocianuro
de potasio (D3), después se agrega azida de sodio (D4).
Utilizandose la sigujente formula.
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Para la cuantificacion de los cuerpos de Heinz, se mezcld
en un tube de ensayo, voltimenes iguales de la solucion de

cristal violeta v de la sangre problema, se incub6 la mezcla,
a 37° C, durante 5 minutos, posteriormente se hizo una
extension fina de la mezcla, se dej6 secar la extension, y se
observé al microscopio.

Resultados.

En la tabla 1, se muestran los resultados encontrados
de los niveles de N-NO, en el agua de consumo
humano donde se encontré una méxima 45 y una
minima de 12.8 mg/1. de N-NO,; respectivamente.

Tabla 1. Niveles de nitratos en agua para conswumo hnmano v agricola en los
poblados incluidos en el estudia

NOXN 127 554 1994, valor de referencia: N NOy (10mg/L)

Lovalidad Nivel de exposicicn de
N-NOs {mg/1)
Juan E. Garcia 24
“icente Nava 13
Fl Salstral 13
LaGoma 22
Salamanca 20
Sapioriz 25
Laloma 15
El Pefién 128
Las Piedras 128
Las Cuevas 12.8

Enefectoen la fabla 2 se muestran de inicio,
la edad entre los nifios y nifas estudiadas. Los
niveles de Metahemoglobina y cuerpos de Heinz
respectivamente. En relacién a la edad se encontro

Correlacion Bivariada del Nivel de Exposicion v
Cuerpos de Heinz

1
3
N
=
2
e S
0
1 11 21 31 4 5 6 71 Ss1 91 101
-----Lineal (HEINZ) Lineal (NIVEL DE EXPOSICION)

Figura 1. Correlacién bivariada del nivel de expuosicién ¥ cuerpos de Heinz



Tabla 3. Correlacion de Pearson entye los cuerpos de Heinz v los niveles de exposicion

a nitratos
Cuerpos Nive] de
de Heinz exposicion
Correlacion de 7
1 0,775+
Pearson
Sig. (bilateral) 0.0001
Suma de
cuadrados v
. ? 160.757 214
Heinz produoctos 7 84.214
cruzados
Covarianza 1.576 3.826
n 163 163
Correlacion de
0.778%* 1 f
Pearson
Sig. (bilateral) 0.0001
Nivel de Suma de
exposicion  cuadradosy 84214 72.932
productos ’ -
cruzados
Covarianza 0.826 0.715
n 103 163

Tabla 4. Correlacion entre los niveles de metahemoglobina v cuerpos de Heinz v en el

total de la poblacion
Metahemoglobina Cuerpos de Heinz
Correlacidon i e
de Pearson e
Sig.
{bilateral) s
MetaEib* Suma de
¢ cuadrados v 25456 -54.767
productos
cruzados
Covarianza 0.250 0.537
n 103 103
Correlacion
-0.856"
de Pearson 7 1
Sig.
0.000
(bilateral)
Suma de
C ‘ :
aerpos  cuadrados’y 54767 160.757
de Heinz productos
cruzados
Covarianza -0.537 1.57
n 163 103
*NMetahemoglobina

**, La correlacion es significativa al nivel 0.01 {bilateral}.



una diferencia altamente significativa (p<0.001)
siendo mayor la edad de los ninos que de las ninas.

Por otro lado, al asociar las concentraciones de los
niveles de exposicién con los cuerpos de Heinz se
encontré una correlacién altamente significativa
(p<0.01; r=0.778), ver fig. 1, y tabla 3.

Otro resultado interesante fue el encontrado de la
asociacién negativa entre la metahemoglobina y los
Cuerpos de Heinz en los nifios varones. En efecto la
correlacion de Pearson mostré una p<0.0001 y una
r= -0.856, ver tabla 4.

DISCUSION.

El nitrato al ser uno de los mas frecuentes
contaminantes de aguas subterraneas en é&reas
rurales debe ser controlado en el agua potable
principalmente porque niveles excesivos pueden
provocar metahemoglobinemia, o “la enfermedad
de los ninos azules”. Aunque los niveles de Nitratos
que atfectan a los bebés no son peligrosos para ninos
mayores de 12 afios y adultos, si indican un posible
desarrollo de cénceres ya reportados en la literatura
como el riesgo de diversas patologias (Dellavalie et
al. 2013). Una exposicién corta a agua potable con
niveles de nitratos superiores al estdndar permitido
(NOM-127-55A1-1994) es un problema potencial
para la salud, especialmente para los lactantes
alimentados con biberén. Los valores encontrados
en nuestro estudio de N-NO,” en agua para consumo
humano mostraron una importante tendencia de
exposicién media y alta o cual indica un indice de
exposicién potencial de riesgo para la salud. Es poco
probable que la ingesta de Nitratos por consumo
de vegetales cause problemas de salud, ya que
escasa cantidad de estos compuestos es reducida a
nitrito. Los productos carnicos aportan menos del
10% del nitrato en la dieta, pero contribuyen del 60
al 90% del nitrito consumido. Hsto es basicamente
porque los alimentos embutidos, tocino o alimentos
ahumados se les afiade nitrito de sodio. Frutas,
granos y productos lacteos no aportan practicamente
nada de Nitratos o Nitritos a la dieta. (Jakszyn et al.,
2006). La metahemoglobinemia puede desarrollarse
por causas no toxicas, tales como deficiencias
enzimdticas congénitas. En el estudio presentie
desarrollado no se encontraron otras fuentes de
exposicién potencial entre los pobladores, sugiriendo
esto que la contaminacién encontrada en los sujetos
es estrictamente por el consumo de agua con las
concentraciones de nitratos mencionada. Los nitratos

contenidos en el agua potable, atin a concentraciones
de 45mg/1, no son transferidos a la lecha materna,
sino que son excretados por la orina.

El cuerpo humano ha sabido sacar provecho de los
nitratos en la concentracion a las que se hallan en los
alimentos y en el agua potable. Un consumo normal
de nitratos es de hecho inofensivo y los estudios
experimentales sobre el potencial cancerigeno del
nitrato per se han mostrado ser controvertidos.

El estudio més reciente se concentré sobre 70.000
personas en Bocholt, Alemania. La mayoria habia
consumido durante 28 afios agua con 60 mg/L de
N-NO,, y los testigos 10 mg/L. Se detectaron 527
casos de canceres renales o urolégicos, pero no
se pudo mostrar evidencia de un efecto negativo
significativo para los nitratos (Volkmer et al., 2005).

En este estudic se enconfraron resultados muy
interesantes, que incluso en la revisién bibliografica
no se mencionan. En nuestro trabajo, comprobamos
con el andlisis estadistico la metahemoglobina estd
relacionada negativamente con los cuerpos de
Heinz tanto en nifias como en ninos. Por otro lado,
en relacion al objetivo planteado, se encontré una
asociacién enire la concentracion de los niveles de
nitratos y los cuerpos de Heinz, resultado interesante
porque no existen resultados que muestren esta
asociacion en poblaciones similares.

Otro de los datos que se muestran en la literatura
es que se encuentra una tendencia a desarrollar
metahemoglobinemia en nifos varones y ninas;
en este trabajo, no se encontraron diferencias
significativas entre los dos sexos, sin embargo, un
dato interesante fue el encontrado para los cuerpos
de Heinz determindndose una tendencia mayor
para el sexo masculino con una diferencia altamente
significativa. Es importante mencionar que la
presencia de los cuerpos de Heinz puede indicar
Talasemia Alfa, Anemia Hemolitica Congénita,
Deficiencia de Glucosa-6-P-Deshidrogenasa o forma
inestable de la Hemoglobina.

En nuestro estudio no se encontraron asociaciones
entre la edad de los nifios y la metahemoglobina.
Otro hallazgo importante en este trabajo fue el que se
enconird entre la asociacién de la edad y los cuerpos
de Heinz en el sexo femenino no asi en los del sexo
masculino.
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CAPITULO 8

IMPACTO DE LOS NITRATOS EN LA REPRODUCCION
FEMENINA

Esperanza Yasmin Calleros Rincén, Rebeca Pérez Morales

INTRODUCCION

Los problemas relacionados con la fertilidad han aumentado en los
tiltimos afios por la exposicién a ciertas sustancias quimicas que
impactan en la salud reproductiva de mujeres y hombres afectan-
do su capacidad de procreacién. Las recientes consideraciones de
género en el andlisis de la salud sexual y reproductiva, han visua-
lizado las distintas formas en que las construcciones sociales de lo
masculino y lo femenino moldean de manera desigual los perfiles
de salud y de participacién de unas y otros en el cuidado de la salud
reproductiva, lo cual se manifiesta no solo en términos de la expo-
sicion diferencial a los riesgos, sino de manera fundamental, en el
poder de que disponen mujeres y hombres respectivamente, para
enfrentar dichos riesgos, proteger su salud e influir en la direccién
de ese proceso de cuidado.

Socialmente, se ha privilegiado de manera generalizada a los
hombres y se ha situado a las mujeres en una posicién de desven-
taja y subordinacién, sobre todo en el contexto de los trastornos de
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la fertilidad, los cuales traen consigo otros problemas emocionales
como la frustracién y muchas veces el abandono de la pareja, agra-
vando el conflicto reproductivo con otros de tipo social y psicolégico.

Este estudio analiza los efectos de la contaminacién por nitratos
en agua de consumo humano y su impacto en la salud reproduc-
tiva de las mujeres expuestas a estas sustancias en zonas rurales y
agricolas de Ciudad Lerdo, Durango, México.

Los fertilizantes nitrogenados son la principal fuente de conta-
minacién de los acuiferos poco profundos, de los cuales proviene
principalmente, el agua que se bebe en las poblaciones rurales (Guo
et al., 2010). Otra fuente de contaminacion por nitratos se genera
mediante la cria intensiva de animales (bovinos, porcinos o aves)
que producen grandes cantidades de excretas consideradas una
fuente importante de nitrégeno que eventualmente se transforma-
ré4 en nitratos capaces de contaminar las aguas superficiales y pro-
fundas de la zona (Garcia, Molina, Moreno, Espigares y Ferndndez,
2014). Adicionalmente, la cantidad de 6xidos de nitrégeno (NOx)
que se generan por el uso de combustibles fésiles en los vehicu-
los automotores y en los procesos industriales es muy elevada, una
proporcién considerable de este nitrégeno regresa a la superficie
terrestre en forma de nitratos (Hord, 2011).

Por otro lado, el uso de nitratos y de nitritos es frecuente en la
elaboracién (curado) de derivados de la carne como tocino, salchi-
chas, jamdn y otros embutidos que deben almacenarse por largo
tiempo. El uso del aditivo evita el desarrollo de Clostridum botuli-
num y otras bacterias, ademds mantiene y aumenta el color y sabor
caracteristico de la carne formando pigmentos rosados, debido a la
desnaturalizacién de las proteinas y a la accién antioxidante para
evitar un producto rancio (Xi ef al. 2012). Entre los vegetales con
mayores concentraciones naturales de nitratos estdn la lechuga, la
coliflor, la espinaca y el brécoli, asf como los tubérculos y las raices
comestibles (Santamaria, Elia, Gonnella, Parente y Serio, 2011).

En el cuerpo humano el nitrato se transforma en nitrito por
las bacterias presentes en la saliva, el estomago, el colon, o en una
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vejiga infectada (Ward, Heineman, Markin y Weisenburger, 2008),
el nitrito reacciona con ciertos sustratos como aminas, amidas y
aminodcidos para producir los compuestos nitrosos (NOC) que son
algunos de los carcinégenos mds potentes que se conocen. Estos se
han asociado al riesgo que tienen mds de 40 especies de animales,
incluyendo primates superiores, de desarrollar cdncer en diversos
Organos y sistemas, como la cavidad oral, el eséfago, el estémago,
el colon proximal, la glandula tiroides, la vejiga urinaria, o el siste-
ma linfético (linfoma no Hodgkin) (McElroy et al., 2008; Ward et
al., 2008, 2010; Grosse et al., 2006; Hernidndez-Ramirez et al., 2009;
Aschebrook-Kilfoy ez al., 2013).

NORMATIVIDAD

Se ha calculado una ingesta media de nitrato de 50—140 mg/dia en
Europa y de 40-100 mg/dia en Estados Unidos (Mensinga, Speijers
y Meulenbelt, 2003), ambas muy por debajo de la ingesta diaria ad-
misible (IDA), la maxima establecida es 240 mg/dfa para una perso-
na de 65 kg, segtin el Comité Cientifico de Alimentaciéon Humana
(CCAH). Algunas especies vegetales tienen gran capacidad de acu-
mulacién de nitratos (los productos de hoja, fundamentalmente),
por lo que puede ser frecuente encontrar cantidades elevadas de
nitratos en este tipo de productos (desde 1000 mg/kg de peso fresco
hasta 3000-4000 mg/kg).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la mayoria de
las personas adultas ingiere entre 20-70 mg de nitrégeno de nitrato
por dia, como se mencioné anteriormente, la mayor parte proviene
de alimentos como lechuga, zanahoria, apio, remolacha, espinacas
y verduras. Cuando los alimentos que contienen nitratos se con-
sumen como parte de una dieta equilibrada, la exposicién no se
considera perjudicial, debido a que el 4cido ascérbico y el beta—ca-
roteno que se encuentran en frutas y verduras frescas, actiian como
antioxidantes (EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sources
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added to Food, 2017). Ademas, el dcido ascérbico reduce los ni-
tratos a acido nitrico en el tracto digestivo y evita la conversién de
nitrito a N-nitrosaminas, por esta razén las hortalizas tienen efec-
tos anticancerigenos (Hord, Tang, y Bryan, 2009). Desafortunada-
mente, el agua potable no se ingiere con antioxidantes o vitamina
C, lo que aumenta el efecto de la exposicién a los nitratos, cuando
se contamina la fuente de agua.

Referente al agua para beber, la Organizacién Mundial de la Sa-
lud (OMS) ha establecido 50 mg/L de nitrato (equivalente a 11 mg/L
de N-nitrato) como limite mdximo permitido de nitratos (World
Health Organization, 2004), pero aun asi puede contribuir de for-
ma importante a la ingesta total de nitrato en algunas zonas. La
agencia de proteccién ambiental U.S. EPA yla NOM-127-SSA1-1994
Salud ambiental, agua para uso y consumo humano-limites permi-
sibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para
su potabilizacion sefialan un nivel maximo de contaminacién de 10
mg/L. N-nitrato (equivalente a 45 mg/L de nitrato). El limite maxi-
mo de contaminacién por nitrato en agua para beber se establecié
para proteger contra metahemoglobinemia, o sindrome del bebé
azul, al cual las y los infantes son especialmente susceptibles.

BIODISPONIBILIDAD DE LOS NITRATOS

El grado de acumulacion depende del metabolismo de los organis-
mos y de otros factores como la temperatura, la luz solar, el nitrége-
no disponible y la ingesta de elementos contaminados, entre otros
factores. El nitrato (N-NO,’) es reducido a nitrito (NO,) por las bac-
terias de la saliva, atribuyéndose este mecanismo a algunas bacte-
rias nitrato reductoras localizadas en la base de la lengua (Lundberg
et al., 2009), aproximadamente 25% del nitrato ingerido recircula
en la saliva y 20% del mismo es convertido en nitrito. Del nitrito
que llega al estémago 20% proviene de los alimentos, mientras que
80% proviene de la reduccién del nitrato en la saliva.
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Diversas investigaciones sobre la fisiologia humana han propor-
cionado nuevas perspectivas en el papel del nitrato v sus productos
fisiolégicos, que han revelado que estos también se forman enddge-
namente en el cuerpo (Jansson et al., 2008). La vida media del nitra-
to es de varias horas, en comparacién con la vida media del nitrito
que es de 20 a 30 min, mientras que la vida media del NO es menor a
un segundo en circulacién sanguinea (Petersson et al, 2007). La
formaci6n de nitritos a partir de nitratos se realiza en el estémago
y se incrementa cuando aumenta el pH, lo que ocurre como con-
secuencia de la infeccién crénica por Helicobacter pilori. Bajo cir-
cunstancias especificas, como la gastritis crénica, los nitritos pueden
oxidarse en el estémago a agentes nitrosantes (N,N,0,) y reaccionar
con aminas secundarias para formar compuestos N—nitrosos (NOC).
La formacién endégena representa entre 45% y 75% de la exposi-
cidn total a NOC.

Después de unirse a la membrana del eritrocito, el nitrito es re-
ducido a NO por la accién de la xantina oxidasa y NO sintetasa, ade-
mids tiene un amplio rango de funciones fisioldgicas como segundo
mensajero, tanto en condiciones de salud como de enfermedad
(Webb et al., 2008).

El NO es un metabolito producido en el organismo, principal-
mente en los epitelios de los vasos sanguineos, en donde ejerce una
accion reguladora del tono vascular (Kim-Shapiro, Schechter, y
Gladwin, 2006) y estd implicado en diversos mecanismos fisiold-
gicos y fisiopatoldgicos como el estimulo nervioso, la activacién de
las plaquetas en la coagulacién y septicemia, la activacion de leu-
cocitos en procesos infecciosos, alteraciones en enfermedades co-
ronarias, diabetes mellitus, hipertensién pulmonar, prematurez y
abortos, entre otros. (Manukhina, Downey y Mallet, 2006).

Los compuestos que no forman parte de la composicién habi-
tual del cuerpo humano son llamados xenobiéticos. Los xenobiéti-
cos en la fase I son modificados mediante reacciones de oxidacién,
reduccién o hidrélisis y convertidos en productos mds hidro-

solubles debido a la formacién de nuevos grupos funcionales de
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cardcter polar (hidroxilo, amino, carboxilo). Los citocromos P450
(CYP P450) son un grupo de enzimas que participan en la fase I
del metabolismo oxidativo de los xenobiéticos. Los CYP P450 son
familias de hemoproteinas localizadas en el reticulo endopldsmico
de numerosas especies y se han identificado mas de 2000 isoformas
diferentes (Donato, 2006).

Los xenobiéticos, o los metabolitos generados por las reaccio-
nes de la fase I se conjugan con moléculas end6genas de cardcter
polar, como el 4cido glucurénico, el glutatién (GSH), el sulfato, de
tal modo que son rdpidamente excretados a través de la orina o la
bilis. En este grupo se incluyen las glutatién-S-transferasas (GST),
las N-acetil- transferasas (NAT), las sulfotransferasas (SULT), las
NAD (P)-quinona oxidoreductasas (NQO) y las UDP-glucuronil-
transferasas (UDP—GT). Estas Gltimas son las unicas localizadas
en el reticulo endopldsmico, a diferencia del resto de las enzimas
de la fase II que se localizan en el citosol. La biotransformacién
frecuentemente resulta en Ja producciéon de un metabolito que
es mds toxico que el compuesto original, a este proceso se le de-
nomina bioactivacién y se produce durante las reacciones de la
fase I (Brown, Reisfeld y Mayeno, 2008). La bioactivaciéon también
permite la transformacién de procarcindgenos en carcinégenos.
Diversos estudios sobre los mecanismos bioquimicos de accién
de las N-nitrosaminas han llegado a la conclusién de que la carci-
nogenicidad, la citotoxicidad y la mutagenicidad producidas por
estos compuestos se debe a su conversién metabdlica, a través de
los CYP P450, en compuestos reactivos altamente electrofilicos.
La activacién metabodlica de las N-nitrosaminas se inicia princi-
palmente con la hidroxilacién del 4tomo de carbono localizado
en la posicién alfa del grupo N-nitroso (Njeze, Dilibe e Ilo, 2014).
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ESTUDIOS QUE ASOCIAN EL N-NO,"CON ALTERACIONES
EN LA REPRODUCCION FEMENINA

Estudios en humanos han demostrado un potencial vinculo entre
la exposicién a altos niveles de nitrato en el agua potable y la disfun-
cién de la glandula tiroides, infecciones respiratorias recurrentes y
resultados reproductivos adversos, como el aborto espontédneo.

Bruning-Fann y Kaneene (1993), reportaron que los compues-
tos nitrogenados pueden atravesar la placenta por un sistema de
transporte activo, afectando al feto. Las mujeres embarazadas se
consideran vulnerables a los efectos de la exposicién a altos nive-
les de nitratos en el agua potable debido a su estado fisiolégico
alterado. El nivel de metaHb en sangre es el biomarcador utilizado
en la investigacidn para evaluar la exposicion a los nitratos (Ma-
nassaram ef al., 2010). Los compuestos N—nitroso son conocidos
por ser potentes carcindgenos y se sabe que causan malformacio-
nes congénitas en modelos animales. Ademds, estos compuestos
se han asociado con resultados adversos en la reproduccién y di-
versos tipos de cdnceres en los seres humanos. Algunos estudios
han sugerido que las nitrosaminas y precursores de N-nitroso
(nitratos y nitritos) pueden tener un papel etiolégico en diversos
padecimientos en el proceso reproductivo, incluyendo defectos de
nacimiento y abortos espontdneos. La exposicién humana a com-
puestos N—nitrosos y sus precursores (nitratos y nitritos) puede
ocurrir a través de fuentes exdégenas, como la dieta, el consumo
de agua, la ocupacién, o exposiciones ambientales, y por medio de
exposiciones endbgenas resultantes de la formacién de compues-
tos N—nitrosos en el organismo (Ward et al,, 2010).

Los niveles elevados de metaHb pueden conducir a la hipoxia
anémica, una condicién en la que hay un suministro inadecuado de
oxigeno a los tejidos. La hipoxia puede derivar en efectos ciandticos
o en la relajaciéon del musculo liso; la cianosis v la relajacion del
musculo liso se observaron en ratas tratadas con 1500 ppm, 0 ma-

yores concentraciones de nitrato de sodio en el agua para beber. La
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en mamiferos es la NADH—dependiente de citocromo b5 reductasa
(CB5R) presente en los eritrocitos, la cual cataliza la reduccién de
lon férrico a ion ferroso. Es una enzima ubicua que participa en la
desnaturalizacién de 4cidos grasos, biosintesis de colesterol y al-
gunos metabolitos mediados por CYP P450. La concentracién de
metaHDb es mantenida normalmente alrededor del 1% de hemoglo-
bina por la accién de la nicotinamida adenina dinucleétido (NADH)
dependiente de citocromo b5 reductasa. La unién de nitrito a la
oxihemoglobina desplaza el oxigeno unido y los rendimientos de
metaHb, peréxido de hidrégeno, y diéxido de nitrégeno inician la
cadena de generacién de radicales libres. El diéxido de nitrégeno
oxida la hemoglobina a metaHb ferrosa, mientras que el peréxido
de hidrégeno oxida la metaHb a un radical de hemoglobina ferrilo;
la reaccién de la hemoglobina ferrilo con nitrito también produce
metaHb y diéxido de nitrégeno; estas dos tltimas reacciones son
las etapas de propagacion de la cadena de radicales libres. La des-
proporcién de dos radicales de diéxido de nitrégeno produce un
anién nitrato que regenera un anion nitrito, y constituye el paso ra-
dical libre de terminacién de Ia cadena (Al-Lawati y Murch, 2012).
Los efectos de los nitratos y sus derivados se observan en la figura 1.

Figura l.Impacto de los nitratos y nitritos en la salud humana

EFECTOSENIA SALUD DE LA INCESTA
DE NITRATOS Y SUS METABDLITOS

s il b i E o B
3 Fanciis Hanbe . Lt

R I LTS e RTTA AT S SRS 2

Fuente: Elaboracién realizada por las autoras.
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EFECTOS DE LOS NITRATOS Y SUS DERIVADOS EN LA SALUD

Como se mencion6 anteriormente, los nitratos pueden ser redu-
cidos a nitritos en el tracto digestivo del organismo produciendo
la oxidacién de la hemoglobina a metahemoglobina (metaHb).
La metaHb es una hemoglobina derivada donde el hierro ferro-
so se oxida, transformado de un estado bivalente a trivalente, lo
cual ocasiona que la molécula no transporte oxigeno. La acumu-
lacién de metaHb en eritrocitos es por causas adquiridas o here-
ditarias; los casos de metaHb adquirida son frecuentes debido a
intoxicaciones causadas por sustancias con accién de oxidacién
directa como los nitritos y nitratos o siguiendo algunas transfor-
maciones metabdlicas en el organismo, como algunas sustancias,
incluidos el dcido salicilico, el piramidén, las sulfamidas o deriva-
dos usados en la industria (anilina, derivados de toluol y benzol).
Como se menciond anteriormente, la hemoglobina se encarga del
transporte del oxigeno a través de los vasos sanguineos y capi-
lares, mientras que la meta-Hb no es capaz de captar y ceder el
oxigeno; la privacién de oxigeno ocasionada por la unién de ni-
tratos y nitritos a la hemoglobina ocurre en los tejidos cuando el
suministro de O, a través del sistema cardiovascular es insuficien-
te para la demanda requerida por las células, generando hipoxia.
La hipoxia se ha relacionado con diversos procesos patolégicos
subcrénicos como alteraciones en las células sanguineas y en los
pardmetros bioquimicos, formacién de cuerpos de Heinz, y efec-
tos crénicos como la miciacién carcinogénica (Lou ef al., 2010).
En condiciones normales en un individuo, el NO formado en
los epitelios puede atravesar la membrana celular del eritrocito y
combinarse con la oxihemoglobina formando metaHb que presen-
ta una afinidad menor por el oxigeno, lo que provoca una menor
oxigenacion en los tejidos. En condiciones in vitro o de estasis san-
guinea (en trombosis local), el equilibrio se rompe y los eritrocitos
acumulan metalb y NOx provocando serias alteraciones al orga-
nismo. La principal enzima encargada de la reduccién de metaHb
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realiz6 por colorimetria y por electrodo ion selectivo marca Oridn.
El idéneo fue el método de electrodo ion selectivo por la exactitud
de sus resultados y porque las lecturas se pueden realizar en campo.

Determinacion de metahemoglobina

Se utilizé el kit de Far Diagnostics para la determinacién espectrofo-
tométrica de metaHb en sangre total. El método se basa en la lectura
de la absorbancia de metaHb a 630nm. La adicién de azida que es el
anién con férmula N, causa la eliminacion de la metaHb, que es casi
completamente transformada en metaHb-azida. La reduccién de la
absorbancia a 630 nm luego de la adicién de la azida es proporcional

a la concentracién de hemoglobina.

RESULTADOS

Concentracién de N-NO, en agua de la red
de consumo humano

Para medir la exposicidn de los habitantes de las diez comunidades
de estudio, se consideré una muestra de cada una de ellas, de los
niveles —alto, medio y bajo— de exposicién a nitratos por consumo
de agua de la red de abastecimiento, encontrando pardmetros muy
por encima de lo que marca la NOM-127-SSA1-1994. En la tabla 1
se muestran los datos de N-NO, encontrados en las localidades bajo
estudio.
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Tabla [. Concentracién de N—NOz'de las localidades de estudio

Localidades nivel alto Concentracién mg/L N-NO,
la Loma 226
Casas a la redonda 252 + 10.10
Pozo No. 336 4.5
Casas a la redonda [23£1i5
Sapioriz 399
Pozo No. 07 Dgo. 339
Casas a la redonda 22.1 £ 1.0]
Localidades nivel medio

Juan E. Garcia 15.0
Casas a la redonda 158+ 102
Localidades nivel bajo

Las Piedras 7.2
Casas a la redonda 67x 1.0

Fuente: efaboracién propia

Caracteristicas de las mujeres incluidas en el estudio

La media de edad fue de 26.2 + 4.52 para la zona de baja exposicion,
de 26.71 + 4.62 en la zona de exposicién media y de 25.91 + 4.84
en la zona de alta exposicién. Los niveles de metaHb fueron de 1.43
*+0.43,2.51 £ 0.096 y 2.74 + 0.4] para la zona de exposicién baja,
media y alta, respectivamente (tabla 2)
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Tabla 2. Niveles de metaHb y periode menstrual
en mujeres expuestas a nitratos en agua para beber.

Parametro Exposicién baja Exposicién media Exposicion alta

Media (X DE) n=30 n =66 n=79
Edad (afios) 262 (4.52) 26.71 (4.62) 25.91 (3.56) (4.84)
Nivel de metaHb (% 143 (0.43) 2.51 (0.09¢) 2.74 (041)
Edad de menarca (afios) 12.33 (1.29) 12.5 (1.32) 1241 (1.23)
Duracion menstruacién 4.83 (1.41) 5.01 (2.22) 4.89 (1.54)
(dias)
Cambios en la menstruacién 14 (46) 32 (59) 37 (47)
(n) (%)

Fuente: Elaboracion propia

Se observé una diferencia significativa, entre grupos, segtn los
niveles de metaHb (Kruskal Wallis p = 0.0001) (figura 2). En los
parametros edad de la menarca, dias que dura la menstruacién y
cambios en los ciclos menstruales no se encontraron diferencias
significativas.

Figura 2. Porcentaje de metahemogiobina en mujeres expuestas a nitratos
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Fuente: elaboracion propia
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hijos vivos sanos, prematuros, con malformaciones, muertos v
abortos, en los que se observan algunas diferencias (p = 0.05). La
zona de alta exposicién registré un elevado nimero de muertes y
nacida(os) con malformaciones. Sin embargo, también se observé
una alta incidencia de sifilis y gonorrea en la pareja sexual de las
muyjeres analizadas (tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas gestacionales en mujeres expuestas a nitratos

Parametro Exposicién Exposicién Exposicion
baja media alta
n=30 n=66 n=79

Tiempo para embarazo en meses * 27 (2.29) 236 (1.79) 3392297
Hijas(os) vivos sanos * 25 (83) 60 (90) 62 (78) ™
Peso al nacer primer(a) hijo(a) ¥ 29725 (1135) 3030 (980.9) 2907 (1160.9)
Hijas(as) prematuros € I 0 |
Hijas(os) con malformaciones € 0 0 3
Hijas(os) muertos € 2 I 4™
Abortos £ 2 (6.6} 5(7.5) 10 (12.6) ©
Enfermedad venérea de la pareja sexual £* 7 (23.3) 4 (8) 29 (36.7) "
*p (x DE)
“n (%)
€n

* Sifilis, gonorrea
#C ruskal Wallis p= 0.0001
Fuente: Elaboracion propia

Se realiz6 un andlisis bivariado agrupando las zonas de exposicién
baja-media que presentan datos similares y se compararon con los
valores determinados en la zona de alta exposicién. Se encontré
que el porcentaje de metaHb se incrementa significativamente, se-
gun el nivel de exposicion a nitratos {OR = 54.82, 1C = 8.52 — 352.41),
el tiempo para embarazo es mayor en la zona de alta exposicién
(OR=1.22,1C=1.06 — 1.41) y también el riesgo de aborto (OR = 1.84,
IC = 0.66 — 5.08), aunque este tltimo no fue significativo (tabla 4).
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Tabla 4. Asociacion entre la exposicién a nitratos con los niveles
de metahemoglobina, abortos y tiempo para embarazo

Parémetro OR (IC) Valor p
Porcentaje de metaHb 54.82 (8.52 — 35241 0.0001
Tiempo para embarazo 1.22 (1.06 - [ .41) 0.006
Numero de abortos 1.84 {0.66 — 5.08) 0.23

Fuente: Elaboracién propia

DISCUSION

El agua contiene diversos contaminantes que pueden ejercer un
papel deletéreo en la reproduccién humana, en este caso el N—
NO, forma parte de uno de los contaminantes presentes en el agua
para beber, sobre todo en zonas donde la ganaderia y la agricultura
cumplen un papel econémico importante, por lo cual han tenido
que sobrefertilizar con compuestos nitrogenados para cubrir la de-
manda de alimento forrajero para el ganado, contribuyendo asiala
contaminacién de los acuiferos. En el caso de la Comarca Lagunera
de Durango, existen comunidades en donde las concentraciones de
N-NO, rebasan lo estipulado por la NOM-127-SSA1-1994. En este
sentido, se encontraron comunidades con niveles de 25mg/L de N—
NO,"en el agua de red destinada al consumo humano.

A las mujeres de los grupos de estudio se les determino la pre-
sencia de metaHb que se increment$ significativamente en las pa-
cientes expuestas a altas concentraciones de nitratos, por lo que el
estudio coincide con otros autores en que el nivel metaHb es un
biomarcador indirecto para la exposicién a nitratos, como ya se ha
reportado en otros estudios.

Asimismo evidencié que las mujeres residentes en zonas de alta
exposicién tardaron mds tiempo en lograr su primer embarazo, que
las mujeres que habitan en las zonas de media y baja exposicidn;

igualmente en el nivel de exposicién alto, se constatd la presencia
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de malformaciones en recién nacidas(os) —aunque las madres no
especificaron cudles—, hubo mds recién nacidas(os) muertos y més
abortos, lo que concuerda con los estudios realizados por Brender
et al., 2004 y Ward et al., 2005.

Es importante notar que otro factor que también afecta la salud
reproductiva de estas mujeres y puede repercutir en la salud de las y
los recién nacidos, son las infecciones de transmisién sexual prove-
nientes de sus parejas, lo cual también qued6 documentado.

Ademas, existen muchas sustancias quimicas capaces de alterar
el equilibrio hormonal y la regulacién del desarrollo embrionario
¥, por tanto, provocar efectos adversos sobre la salud de un organis-
mo o de su progenie, tales como una amplia gama de compuestos
organicos, sintéticos y metales pesados que se dispersan en el me-
dio ambiente, por lo general en concentraciones demasiado bajas
para inducir algln efecto fisioldgico, sin embargo la combinacién
de contaminantes puede actuar de forma aditiva o sinérgica para
alterar los sistemas fisiolégicos, principalmente en el desarrollo del
feto (Griesenbeck et al., 2010).

CONCLUSIONES

Las necesidades de abastecimiento de agua para consumo huma-
no se han incrementado con el crecimiento de la poblacién, propi-
ciando que la extraccién de agua subterrdnea se realice a mayor
profundidad de excavacién, con lo que también han crecido los
riesgos de su contaminacién. Adicionalmente, en la region de la
Comarca Lagunera, que comprende municipios de los estados de
Durango y Coahuila, se llevan a cabo actividades agricolas y gana-
deras que contribuyen a la contaminacién del agua aportando ni-
tratos, que son solo uno de los contaminantes en el agua potable
que provocan efectos adversos en la salud humana.

La exposicién crénica a nitratos produce alteraciones en los ni-

veles de metaHb, ocasionando problemas para transportar oxigeno;
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a su vez, la falta de este elemento puede limitar la vascularizacién de
la placenta ocasionando abortos, como se ha reportado en modelos
animales.

Los resultados de la investigacién mostraron que la alta expo-
sicién a nitratos causé alteraciones en la salud reproductiva de las
mujeres, tales como el incremento del tiempo para lograr el em-
barazo, la disminucién en el porcentaje de hijas(os) vivos sanos, el
aumento en el porcentaje de abortos, de hijas(os) nacidos muertos
y de nacimientos con malformaciones. También, se encontré ma-
yor proporcion de mujeres con parejas sexuales con infecciones de
transmision sexual, lo que pudo contribuir a los resultados obteni-
dos, ademds de la alta exposicion a nitratos en agua de beber.

Si bien los hallazgos de este estudio contribuyen al conocimien-
to de los efectos en la salud reproductiva de las mujeres expuestas
a altas concentraciones del contaminante, incluso crénicamente, el
estudio también lleva a concluir que la literatura actual no propor-
ciona suficiente evidencia de una relacién causal entre la expo-
sicion a los nitratos en el agua potable y los efectos adversos en los
procesos de reproduccién en las mujeres, de tal modo que hacen
falta estudios que sustenten el impacto de este contaminante sobre
la salud reproductiva de mujeres y hombres.

En el presente estudio también se observaron otras dificultades
que tienen las parejas para lograr la fecundacion y llevar a buen
término un embarazo, una de ellas es la poca o nula participacién
del hombre en la solucién de los problemas de reproduccion y fer-
tilidad. Se culpa a la mujer de ser infértil y se le discrimina, ejercien-
do sobre ella violencia psicolégica, fisica o el abandono, situacién
relacionada con el ejercicio de roles de género tradicionales, muy
arraigados en las zonas rurales del pais, donde la mujer se dedica
exclusivamente a las labores del hogar y al cuidado de las y los hijos,
teniendo una actitud de sumisién y obediencia hacia el varén.

El sector salud no debe estar ajeno a esta realidad y debe tenerla
en cuenta en el disefio de sus politicas. Por esta razén se decidié

tratar el tema, teniendo en cuenta que existen hoy mas que nunca
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las condiciones para aplicar la perspectiva de género en los planes y
programas de salud.
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