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GLOSARIO
ALELO: Es la forma alternativa de un gen.

ALELO NULO: Es un alelo que da lugar a la ausencia de producto génico, o a un
producto sin actividad. Una delecion del gen es necesariamente un alelo nulo.

BIOMASA: Es un amplio conjunto de materias organicas que se caracteriza por su
heterogeneidad, tanto por su origen como por su naturaleza.

CODOMINANTE: Alelo que contribuye por igual al fenotipo cuando se expresa en
un heterocigoto.

CONTROL NEGATIVO: También conocido como NTC, no template control, por
sus siglas en inglés. En el equipo de PCR en tiempo real, StepOne, es necesaria
la inclusién de un ensayo con solucion amortiguadora y agua en vez de muestra,
ademas de los otros ingredientes de reaccion. Este control negativo no debe
presentar amplificacion.

Ct: también llamado ciclo umbral. Se calcula durante la fase exponencial de la
reaccion de PCR en tiempo real. El Ct es inversamente proporcional al numero de
copias del templado blanco (target); es decir que a mayor concentracion de
templado, menor Ct medido.

CORRECCION DE BONFERRONI: Es un procedimiento estadistico de
verificacion de hipoétesis que se emplea para reducir el error tipo | (rechazo de una
hipétesis nula verdadera) cuando se realizan pruebas multiples o
comparaciones/contrastes de medias planificados a priori.

DERIVA GENETICA: Fluctuaciones en las frecuencias génicas que se producen
al azar y son mas evidentes en poblaciones aisladas y pequefas.

DIPLOIDE: Célula u organismo con dos complementos cromosomicos, de forma
que posee un numero total de cromosomas que es doble del haploide. Se
representa por 2N.

DISTANCIA GENETICA: Se refiere a la divergencia genética entre especies o
entre poblaciones de una misma especie, la cual se mide con una variedad de
parametros estadisticos.

DIVERSIDAD GENETICA (HETEROCIGOCIDAD ESPERADA): Es una medida
de la variacidn genética en una poblacion.



ELECTROFORESIS: Es una técnica en la que se utiliza una corriente eléctrica
controlada con la finalidad de separar macromoléculas (ADN o proteinas) segun
su tamafio y carga eléctrica a través de una matriz gelatinosa.

ESQUISTO: Conjunto de arcillas ricas en compuestos organicos e inorganicos que
se acumulan en lechos acuéticos debido a la descomposiciéon de fosiles. El
esquisto bituminoso es rico en petréleo y se usa como combustible.

EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG: Establece que la composicién genética de
una poblacién permanece en equilibrio mientras no actle alguna fuerza evolutiva
como seleccidon, migracion, mutacion y deriva genética. Las frecuencias alélicas y
las genotipicas permaneceran constantes de generacion en generacion, pudiendo
predecir los valores para las futuras generaciones.

FLUJO GENETICO: Se refiere al flujo o desplazamiento de genes de una
poblacién a otra que las hace similares entre si.

GENOTIPO: Constitucién genética de un individuo, sea en su totalidad o en un
locus especifico.

HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAPs): Son compuestos
guimicos formados por dos o0 mas anillos bencénicos fusionados entre si. Los
HAPs son el resultado de la combustion total o parcial del carbon, madera, gases,
grasas y residuos domésticos. De manera natural estan presentes en restos de
fosiles como el alquitran, el carbon y el petrdleo.

LOCUS: Localizacién exacta de un gen en un cromosoma.

NUCLEOTIDOS: Son los blogues bésicos del ADN y del ARN. Los nucleétidos del
ADN estan formados por una base nitrogenada, el azUcar desoxirribosa (ribosa
para el ARN) y un grupo fosfato.

1-HIDROXIPIRENO (1-OHP): Metabolito monohidroxilado del pireno que puede
ser cuantificado en orina. Sirve como biomarcador de exposiciéon a HAPs.

PIRENO: Hidrocarburo aroméatico policiclico formado de cuatro anillos bencénicos
gue a temperatura ambiente es un sélido incoloro o de un amarillo palido.

POLIMORFISMO: Se refiere a la variacion en la secuencia de un punto especifico
del ADN presente en los individuos de una determinada poblacion. Para ser
llamado como tal, esta variacion debe presentarse en el 1% de la poblacién por lo
menos.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR): Polymerase Chain
Reaction, por sus siglas en inglés, es una técnica usada para crear un gran



namero de copias de un segmento de ADN, que utiliza ciclos de desnaturalizacion,
apareamiento con cebadores y extension por una ADN polimerasa
termoresistente.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL (RT-PCR):
Esta metodologia se basa en el disefio de sondas especificas para un segmento
de ADN (alelo), las cuales son marcadas en el extremo 5 con fluorocromos
diferentes, de tal manera que es posible discriminar un alelo de otro por el tipo de
fluorescencia.

REACTIVOS TAQMAN ®: sirven para medir la produccién y rendimiento de los
productos de PCR mediante un sistema de sondas marcadas con dos
fluorocromos. Uno de estos fluoréforos se encuentra en el extremo 3" y el otro en
el extremo 5°. Entre ambos extremos una molécula especifica bloquea su emision
de fluorescencia, quencher por sus siglas en inglés. Esta sonda marcada hibrida
especificamente en la parte comprendida entre ambos extremos del producto de
PCR a obtener.

REDES NEURONALES: Es una herramienta de modelacion eficiente, simple y
potente, para reconocer patrones basada en la arquitectura biologica de las
neuronas cerebrales.

SNP: Single nucleotide polymorphism, por sus siglas en inglés, es una variacion
de un so6lo nucledtido entre genomas de individuos de la misma especie.

SUSTITUCION SILENCIOSA: Los SNP que se localizan dentro de una secuencia
codificante que no modifican la cadena de aminoacidos que producen. También se
conoce como una sustitucion sindnima.

TEMPLADO: Hebra de ADN duplex que actia como molde para la transcripcion.

TEPEHUANOS: Nombre de la etnia amerindia que habita el norte de Mexico en
los estados de Durango, Nayarit y Zacatecas (Tepehuanos del Sur) y Chihuahua
(Tepehuanos del Norte).

XENOBIOTICOS: Se les llama asi a todos aquellos compuestos quimicos ajenos
al metabolismo natural del organismo humano, que estan presentes en el medio
ambiente.
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RESUMEN

Los Tepehuanos del sur son indigenas de Durango expuestos al humo de lefia y
biomasa formado por hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs). Estos son
algunos causantes de la contaminacién ambiental del aire, un problema de salud
publica en México. Los HAPs son muy reactivos debido a su biotransformacion
enzimatica; destaca el pireno, cuantificable en orina cuya forma monohidroxilada
1-OHP se usa como biomarcador indirecto de exposicion a HAPs. En este trabajo
se determiné la asociacion de polimorfismos genéticos de CYP450, EPXH1 y
GSTM1 con 1-OHP urinario en indigenas Tepehuanos del sur. Se estudiaron 120
voluntarios aparentemente sanos. Se determinaron los polimorfismos CYP1A1*2C,
*4, CYP2D6*2, *3,*4, *5, *6, *10, *35, *41, CYP3A4*1B, EPXH1 HYL*2 y *3 por
PCR en tiempo real. La delecién de GSTM1 (*0) se analizé por PCR-multiplex. Se
recolectaron muestras de orina de 32 sujetos y se evalué el 1-OHP urinario por
HPLC/fluorescencia. La media geométrica de 1-OHP en Tepehuanos fue 537.56
ng/g de creatinina [95%IC (202.7-872.9)]. Segun el NHANES 2009, los
Tepehuanos estan 6.44 veces mas expuestos que el limite permitido. GSTM1*0
predominé en el grupo de tepehuanos con niveles normales de 1-OHP (82.6%,
p=0.013). Ademas, los portadores de la presencia de GSTML1 tuvieron 9.7 veces
mayor riesgo de presentar valores altos de 1-OHP [95%IC (1.024-93.070),
p=0.04]. Finalmente, los andlisis de correlacién, agrupamiento, redes neuronales
y regresion logistica demostraron que las variables que mas influyeron sobre los
valores altos de 1-OHP fueron, en orden de importancia descendente, la presencia
de GSTM1, CYP1A1*2C, creatinina y finalmente, EPXH1 HYL*2.

Palabras clave: HAPs, Tepehuanos, CYP450, EPXH1, GSTM1, 1-OHP.



ABSTRACT

The Tepehuano Amerindian indigenous group from Durango is exposed to
xenobiotics like timber smoke which contains polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHSs). These are ambient air pollutants considered as public health hazards in
Mexico. PAHs are highly reactive due to their enzymatic biotransformation; the
representative pyrene is quantified in urine through its conjugated product
hydroxypyrene (1-OHP), which is used as a biomarker of indirect exposure to
PAHs. Therefore, the aim of this study was to determine the association of
CYP450, EPXH1 and GSTM1 genetic polymorphisms with urinary levels of 1-OHP
in the Amerindian group of Tepehuanos. Genotyping of 120 volunteers included
polymorphisms of CYP1A1*2C,*4, CYP2D6*2A, *3, *4, *5, *6, *10, *35, *41,
CYP3A4*1B and EPXH1 HYL*2 and *3 by real time PCR. Deletion of GSTM1 (*0)
was evaluated by PCR-multiplex. Urine samples were collected and storaged from
32 subjects, and urinary levels of 1-OHP were evaluated by HPLC/fluorescence.
The 1-OHP geometric mean was 537.56 ng/g of creatinine [95%IC (202.7-872.9)].
According to NHANES 2009, the Tepehuano natives are exposed 6.44 more times
than its established risk limit. Null GSTM1 predominated in the tepehuano group
with normal levels of 1-OHP (82.6%, p=0.013). Besides, GSTM1 presence carriers
presented a risk of 9.7 more times of higher values of 1-OHP [95%IC (1.024-
93.070), p=0.04]. Finally, correlation, cluster, neural network and logistic regression
analyses probed that variables with the highest influence on abnormal 1-OHP
levels in Tepehuanos were, in descendant importance order, the GSTM1
presence, CYP1A1l *2C, creatinine, and finally, EPXH1 HYL*2.

Key words: HAPs, Tepehuanos, CYP450, EPXH1, GSTM1, 1-OHP.
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“ASOCIACION DE POLIMORFISMOS EN GENES CYP450, EPXH 1Y
GSTM1 CON NIVELES URINARIOS DE 1-HIDROXIPIRENO EN INDIGENAS
TEPEHUANOS”

I. INTRODUCCION

En las areas rurales de México, las comunidades indigenas dependen de la
guema de biomasa, especialmente lefla para cocinar y como sistema de
calefaccion mediante chimeneas rudimentarias. Estos combustibles solidos
son la fuente mas extendida de contaminacién del aire en el interior de las
viviendas indigenas, en las que un solo cuarto sirve de cocina, comedor y
dormitorio. EI humo, producto de la combustién total o parcial de la biomasa,
contiene una mezcla de compuestos organicos conocidos como hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs).

Los HAPs estan formados por dos o mas anillos bencénicos mono, bi o
trisustituidos por elementos quimicos que los hacen muy reactivos. Entre ellos
destaca el pireno que puede ser cuantificado en la orina en forma de su
metabolito monohidroxilado conocido como 1-hidroxipireno (1-OHP). El 1-OHP
se usa como biomarcador indirecto del grado de exposicion a HAPs y por su
confiabilidad, se le considera un biomarcador de rutina en ambientes laborales
y habitacionales (Jongeneelen et al. 2001).

Como muchos otros xenobioticos, los HAPs son quimicamente inertes, y al ser
biotransformados en el organismo sufren una activacion y conjugacion
metabdlicas que generan compuestos electrofilicos con gran afinidad por
macromoléculas como proteinas y ADN. En poblaciones expuestas a HAPs se

ha descrito un mayor riesgo de desarrollar cancer y enfermedades
cardiovasculares (Chau et al. 1993; Teo et al. 2006; Androupsoupoulous et al. 2009;

http://ntp.niehs.nih.gov/ntp/roc/twelfth/profiles/, 2011; IARC, 2014 y TOXNET, 2014) El primer paso en el

proceso de biotransformacion de los HAPs, es la activacion por oxidacion
mediada por las enzimas del citocromo P450, principalmente por la subfamilia
CYP1A, gue los transforma en diol epoxidos altamente reactivos. Las enzimas
CYP2D6 y CYP3A4 realizan una oxidacion parcial (¢eorgiadis etal. 2005; Lee etal. 2006:y
Ahmtha et al. 2009) - posteriormente, la enzima epdxido hidrolasa microsomal 1
(EPHX 1) convierte a los diol epdxidos en trans dihidrodiol epdxidos, que son
menos reactivos. Sin embargo, un proceso de oxidacién posterior genera
especies reactivas de oxigeno que pueden causar modificacion oxidativa al
ADN y a los lipidos (Palackal etal. 2002) " pinajmente, los metabolitos intermediarios
como los diol-epéxidos, son detoxificados a través de la conjugacion con
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glutatiéon por las enzimas glutation S-transferasas GSTM1 y GSTT1 (Bartsch etal.

2000 y Luch, 2005)

En humanos, la mayoria de los genes que codifican las enzimas que
metabolizan HAPs son muy polimérficos. La variacion genética puede ser un
factor relevante en las diferencias interindividuales en el metabolismo de los
HAPs y en las consecuencias que puedan tener para la salud. Por lo tanto, en
este trabajo se determiné la asociacion de polimorfismos en CYP1Al,
CYP2D6, CYP3A4, EPHX1 y GSTM1 con las concentraciones urinarias de 1-
OHP en un grupo de indigenas Tepehuanos.

IIl. ANTECEDENTES

II.1. Poblacién indigena de México

El término indigena significa originario de un pais y es el empleado en las
leyes e instituciones politicas de la Republica Mexicana con el fin de

salvaguardar sus derechos e integrarlos a los grupos étnicos mestizos de este
pais (CDI, 2013)

Actualmente, en México habitan aproximadamente entre 6.5 y 6.6 millones de
personas de origen indigena distribuidos en 62 lenguas (NES! 2009, 2010; CDI 2005,
2013) E| 80% de la poblacién indigena se concentra en los estados del Centro-
Sur-Sureste del pais. En el norte de México, el territorio montafioso de la
Sierra Madre Occidental que atraviesa el estado de Chihuahua y el suroeste
de Durango y Sonora, es compartido por grupos indigenas denominados
Tarahumaras, Tepehuanos, Pimas y Guarijios. De ellos, el grupo Tarahumara
es el mas numeroso y habita un espacio mas amplio que los demas; por lo
que a su territorio también se le denomina Sierra Tarahumara P 2013,

Los Tepehuanos del Sur que habitan el sur y sureste del estado de Durango,
asi como los estados de Nayarit y Zacatecas también se les llama O"dam para
distinguirlos de los Tepehuanos del Norte, que habitan cerca de los
Tarahumaras y que en algunos aspectos son parecidos a ellos. Por lo que los
Tepehuanos del Sur representan un grupo que geograficamente se ha
diferenciado de los Tarahumaras, y que también ocupa un amplio territorio de
la Sierra Madre Occidental ¢P"2013),

II.1.1. Tepehuanos del Sur

El grupo indigena de los Tepehuanos del Sur se asentd en la region
montafiosa y boscosa de la Sierra Madre Occidental, en la parte escarpada
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del sur y sureste de Durango que provocOd que estuvieran en relativo
aislamiento; en consecuencia dificultd el mestizaje y preservdé rasgos
caracteristicos de la etnia indigena Tepehuana (Reves Valdez 2008) ) o5 indigenas
Tepehuanos viven en pequefias comunidades y tienen rasgos étnicos Unicos
como su lengua, vestimenta y organizacion familiar, y comparten algunos
rasgos genéticos con otros grupos amerindios (Fagese et al. 2005 Montero et al. 2007)
Del mismo modo, el aislamiento geografico de estas comunidades hizo
florecer y preservar su estilo de vida tradicional que incluye el uso de lefia en
estufas rudimentarias de piedra y barro para cocinar.

De acuerdo al Censo de Poblacion y Vivienda de 2010, en Durango descendio
el nimero de hogares que utilizan lefia o carbon como combustible para
cocinar. En un periodo de 20 afios esta practica presentd una reduccion de 6.7
puntos porcentuales (NEG" 2919 sin embargo, el municipio del Mezquital, lugar
de residencia de los Tepehuanos del Sur, es el tercer municipio de Durango
gue por vivienda habitada, utiliza mayor cantidad de lefia como combustible
(84.5% de la poblacién) (NEC! 2010 cape resaltar que en funcién del tamafio
de la localidad, las que mas usan lefia o carbén son las comunidades rurales
enclavadas o cercanas a la Sierra Madre Occidental con menos de 2500
habitantes (NEC! 2010)

En referencia a la disposicion de la basura, si bien en el estado de Durango lo
mas comun es la recoleccién de basura a domicilio, sigue existiendo la quema
de basura. Aunque el porcentaje de hogares donde se quema o0 entierra la
basura descendi6 del 24.7% en el 2000 al 16.7% en el 2010, las zonas rurales
serranas concentran este fenbmeno por falta de un sistema de recoleccion a
domicilio, debido a su lejania y dificil acceso (NEC! 2010y SSD. 2014)

En cuanto al sistema de drenaje, su disponibilidad facilita condiciones
sanitarias adecuadas de vida para las comunidades. La proporcién de hogares
gue cuentan con el servicio de drenaje en el estado de Durango crecié de un
54.4% en 1990 a un 73.5% en el 2000 y mejoré a un 88.5% en el 2010. El
municipio que cuenta con el menor numero de drenajes por casa habitada en
todo el estado de Durango es el Mezquital; lo que significa que sdlo el 30.7%
de los hogares del Mezquital cuentan con este servicio NE¢" 2919 pe jgual
forma, la inaccesibilidad a las comunidades serranas se refleja también en
este servicio.

En lo referente al servicio de agua potable, el municipio duranguense que
cuenta con el menor nimero de casas habitacion con este servicio es el
Mezquital. Tan sélo el 34.2% de los hogares del Mezquital cuentan con agua
entubada de la red pablica (NEG" 2010)
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Otro indicador importante de la mejoria en los servicios béasicos es el
abastecimiento de energia eléctrica. La proporcion de hogares que disponen
de electricidad es muy bajo en localidades con menos de 2500 habitantes, en
las que s6lo el 88.7% cuentan con este servicio NEC! 2010,

Un indicador mas de los niveles de vida de las comunidades, es el material de
elaboracion del piso de las viviendas habitadas. EI municipio del Mezquital es
el que tiene el menor numero de hogares con piso diferente al de tierra con

56.0%; es decir que el 44% de los hogares del Mezquital tienen piso de tierra
(INEGI, 2010 Y SSD, 2014)

La disponibilidad de los servicios basicos antes mencionados son indicadores
basicos de los niveles de vida de las comunidades. La falta de éstos hace que
las condiciones de higiene sean inadecuadas y que grupos vulnerables como
ninos y adultos mayores padezcan enfermedades relacionadas a la
marginacion y pobreza.

De acuerdo al ultimo censo epidemiologico del 2013 de la Subdirecciéon de
Estadistica e Informatica de los Servicios de Salud de Durango, las principales
causas de morbilidad general en el municipio del Mezquital, lo ocupan las
infecciones respiratorias agudas, seguidas de las infecciones intestinales. La
informacién completa se muestra en el siguiente cuadro.

CUADRO 1. PRINCIPALES CAUSAS DE MORBILIDAD GENERAL EN EL
MUNICIPIO DEL MEZQUITAL, DURANGO, DEL 2013.

ORDEN TOTAL DE TASA*

DE CASOS
IMPORTANCIA

1 Infecciones respiratorias agudas 20,210 78,275.69
Infecciones intestinales 4,775 18,494.13
Infecciones de vias urinarias 1,535 5,945.23
Intoxicacidén por picadura de 1,314 5,089.28
alacran
Conjuntivitis 1,000 3,873.12
Ulcera, gastritis y duodenitis 872 3,377.36
Otitis media aguda 664 2,571.75
Gingivitis y enfermedad 508 1,967.54
periodontal
Candidiasis urogenital 268 1,038.00
Amebiasis intestinal 157 608.08
Desnutricion leve 95 367.95
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Tricomoniasis urogenital 90 348.58
Varicela 86 333.09

Escabiosis 68 263.37

Paludismo por Plasmodium vivax 66 255.63

. TASA por 100,000 habitantes
. FUENTE:DGE/SSD:SUIVE

Sin embargo, no existen estadisticas del Mezquital que distingan solamente a
la etnia Tepehuana del resto de la poblacibn mestiza y de otros grupos
indigenas que habitan ese municipio. Por lo que las estadisticas antes
mencionadas incluyen a la poblacién mestiza y a todos aquellos indigenas que
tengan acceso a las unidades moviles de salud asi como los centros de salud
establecidos en dicho municipio.

Debido a que la principal fuente de exposicion a HAPs en la poblacion
indigena Tepehuana es el humo resultante de la quema de biomasa que
incluye lefla, carbon y basura, es necesaria la descripcion de las
caracteristicas de estas fuentes de exposicion.

[I.2. Contaminantes presentes en el humo de la quem a de biomasa y
basura.

La combustion de la lefia, el carbon y basura emite una mezcla compleja de
compuestos cuya composicion quimica y propiedades puede variar
ampliamente en funcion de las condiciones de combustion total o parcial y del
tipo de material iniciador de esta reaccion. Entre los subproductos resultantes
se incluye el carbon negro, mondxido de carbono (CO), 6xidos de nitrogeno y
diéxido de azufre (NOyx y SO, respectivamente), aldehidos, hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs), compuestos organicos e inorganicos volatiles,
dioxinas cloradas, polvo fino, residuos de asbesto y plomo, material de

particulas resuspendidas en el aire (con diametros <10pum, PM10), radicales
libres. entre otros (IARC, 1985; Viegi et al. 2004; WHO, 2005; EPA, 2009; Vahising et al. 2010; Boogard et

al. 2011; e INEEC, 2012)

[1.2.1. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs )

Los HAPs agrupan a una amplia gama de compuestos organicos formados por
dos o mas anillos bencénicos fusionados y dispuestos en forma lineal, angular
0 en racimo (&ims et a. 1983 y Cemiglia 1992) " pahido a su aromaticidad y a su
estructura hidrocarbonada, los HAPs se dividen en dos grandes categorias. La
primera incluye a los compuestos de bajo peso molecular formados por menos
de cuatro anillos bencénicos; en tanto que la segunda, agrupa a los

5
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compuestos de peso molecular alto de cuatro o mas anillos bencénicos (Fig.
1). A medida que el namero de anillos bencénicos aumenta, tanto la
solubilidad en agua como la volatilidad disminuyen Sims et al. 1983; Cerniglia 1992; y
Wilson et al. 1993) | os HAPs de mas de cuatro anillos bencénicos persisten en el
ambiente por mas tiempo en forma resuspendida o bioacumulados en los
sedimentos (Miller, 1981B; Jacob et al. 1986; y Cerniglia 1992) y se ha descrito que son
carcinogénicos en humanos y animales (Gelboin 1980; Miller and Miller, 1981; Kawaijiri et al.
1993; Livingstone, 1994; Sato et al. 1999; Bartsch et al. 2000; Jian et al. 2009; Androutsopoulos et al. 2009; e IARC
2014 entre éstos se incluye el ampliamente estudiado Benzo[a]pireno (B[a]P)
(Sims et al. 1974; Mahadevan et al. 2005; WHO 2005; Staal et al. 2006; Hockley et al. 2007; IARC 2014 y Toxnet
2014)

La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) lo ha

clasificado dentro del Grupo 1; carcinogénico en humanos (ARC 2014,
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Figura 1. Estructura de los HAPs
[1.2.2. Estructura quimica y propiedades fisicas de | HAP pireno.

Desde el punto de vista de la quimica organica, los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) se agrupan en la categoria de compuestos organicos que
contienen solo carbon e hidrégeno ordenados en dos o mas anillos aromaticos
fusionados (ARS 291 Entre ellos se encuentra el pireno; su férmula molecular
es CieHipo y esta formado por cuatro anillos bencénicos ensamblados. A
temperatura ambiente el pireno es un soélido que puede ser incoloro o de un
amarillo palido. Su peso molecular es 202.26 g/mol; sus puntos de ebullicion y
de fusién son 399C y 158T, respectivamente (ARC 2014y IUPAQ 2014) " g| hirang
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puede ser cuantificado en la orina en forma de su metabolito monohidroxilado
conocido como 1-hidroxipireno (1-OHP). El 1-OHP se usa como biomarcador
indirecto del grado de exposicion a HAPs y por su confiabilidad, se le

considera un biomarcador de rutina en ambientes domésticos y laborales
(Jongeneelen et al. 2001)

11.2.3. Fuentes de exposicion a HAPs.

Debido a que los HAPs son el resultado de la combustion total o parcial de
hidrocarburos alifaticos y aromaticos (Y29 ¢ @ 1988 ‘|55 seres humanos estamos
expuestos a ellos de manera cotidiana. Las fuentes de exposicion pueden ser
el humo de tabaco y lefia, el aire respirable, el agua y diferentes tipos de
suelo. En la naturaleza, los HAPs se generan como resultado de incendios
forestales, de la combustiéon del esquisto de pantanos o ciénagas, de las
reservas de carbon, del petroleo crudo y del biocombustible de turba, entre
otros (Tolbert et al. 1997; IARC, 2014).

Es necesario destacar que en ambientes domésticos y laborales, la exposicion
a HAPS se da a partir de la combustion de vehiculos de gasolina y diésel,
ademas de las emisiones industriales y del humo por combustibles sélidos al
cocinar en espacios cerrados y abiertos. Una gran parte de la exposicion
humana a los HAPs proviene de la dieta debido al consumo de cérnicos
ahumados y granos, cultivos vegetales en suelos contaminados con HAPS,

aditivos alimenticios, conservadores y también de farmacos orales y de
administracién t(’)pica (Schoket et al. 1993; Shimada et al. 1998; Phillips et al. 1999; Scherer et al. 2000;

Georgiadis et al. 2005; Pavanello et al. 2005; Garte et al. 2007; y Kovalenko et al. 2009) Entre los

ambientes laborales que son fuente de exposicion a HAPs estan la industria
de la produccion de gas, de carbdn, de coque, de destilacion de alquitran de
hulla, creosota, elaboracién de asfalto, produccién de aluminio, manufactura
de electrodos de carbén y produccién de carburo de calcio ‘AR 291 por |o
gue la actividad antropogénica ha incrementado la presencia de una amplia
gama de HAPS en el medio ambiente.

[1.2.4. Susceptibilidad pulmonar por exposiciona H  APs

Entre los efectos nocivos al aparato respiratorio como resultado de la
exposicion a HAPs, se incluye irritacion estacional, sensibilidad dérmica,
hiperactividad bronquial, asma, EPOC y cancer (orenetal. 1992y zeliger 2003)

Las particulas suspendidas en el ambiente de 1000m o menos, también
provocan irritacién pulmonar cuando son inhaladas (S¢29rave et al. 2008) |5 o] se
considera la primer causa de desarrollo de EPOC. Por otro lado, el humo de
tabaco esta presente en el 90% de los casos de EPOC A et al- 2000 \azclas
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de HAPs en asbestos, carbdn, algoddén, granos, bentonita y otros residuos
suspendidos en el aire también causan EPOC A1 etal- 2006)

11.2.5. Susceptibilidad cardiovascular por exposi  cion a HAPS

Los HAPS presentes en el humo de lefia, tabaco y pesticidas son toxicos
cardiovasculares reconocidos (Penn et al. 1996; Anderson et al. 2003; Watson et al. 2006; Penn et al.
2007 La exposicién prolongada a pesticidas que contienen HAPs puede
provocar falla sistémica maltiple M°r9an et @ 1989 por eiemplo, el compuesto
organofosforado metil-paration mezclado con HAPs puede provocar sincope
cardiaco asi como efectos respiratorios y neurolégicos adversos (¢acia etal. 2003)
Finalmente, entre las enfermedades cardiovasculares asociadas al tabaco
estan infarto al miocardio, ateroesclerosis, hipertensién, enfermedad arterial

periférica y  aneurismo  aértico ~ ®rdy et al 1994 <htpd
www.americanheart.org/presenter.jhtml?identifier=4545>; y Teo et al. 2006)

[1.3. Metabolismo de los HAPs

Los HAPs son moléculas procarcinogénicas ya que requieren de una
biotransformacion enzimética para convertirse en metabolitos carcinogénicos.
Para ilustrar el metabolismo que sufren los HAPs se describe la
biotransformacién del B[a]P.

La superfamilia del Citocromo P450 (CYP450) es responsable, en gran
medida, de la oxidacion de HAPs. Las principales isoformas del CYP450
involucradas en la bioactivacién de la mayoria de los HAPs, son CYP1Al y
CYP1B1 (Guengerich and Shimada, 1991; Kawajiri et al. 1993; Cascorbi et al. 1996; Shimada et al. 1996; Nebert,
2000; Shimada and Fuji-Kuriyama, 2004; Harrigan et al. 2004 ); otros CYP como CYP3A4 y
CYP2D6, son relativamente mas débiles para activar HAPs (Shimada et al. 1992
Guengerich, 1999; Lamba et al. 2002; Shimada and Fujii-Kuriyama, 2004; y Nebert et al. 2004)' El B[a]P sufre
una oxidacion inicial (Fase 1) por las enzimas CYP y es convertido en los
enantiomeros (+) y (-)-Benzo(a)Pireno-7,8-epoxidos (©eloin 1980: Miller and Whitiock,
1981; 'y Hakura 2013) ' Ensequida, estos epdxidos activados son hidrolizados por la
Epoxido Hidrolasa 1 microsomal (EPHX1) que genera los dioles (+) y (-)-B[a]P-
7,8-dihidrodiol (Pecker et al. 2009 y Gelboin 1980) * pa forma analoga, los dioles son
bioactivados por CYP y transformados en los compuestos electrofilicos (+) y (-
)-B[a]P-7,8-dihidroxi-9,10-epoxido (B[a]PDE). Estos son los principales
metabolitos que reaccionan con las proteinas celulares y el ADN formando
aductos, preferencialmente con residuos de guanina en la posicion 2-
desoxiguanosina (dGUO) (Flg 2) (Gelboin 1980; Xue et al. 2005; Penning and Drury 2007; 9;
Gelhaus et al. 2011)

En una segunda fase del metabolismo del B[a]P (Fase Il), los intermediarios
reactivos son conjugados con glutatién, el cual es un tripéptido citosélico de
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naturaleza nucleofilica que se une covalentemente a los epoxidos. La reaccion
es catalizada por las enzimas citosélicas Glutation-S-transferasas GSTM1 y
GSTT1, las principales encargadas de la detoxificaciéon de los B[a]P diol-
epéxidos, que se excretan por via renal (Sipes et al. 1991 y Seidegard and Ekstrom, 1997).

A continuacion se describen algunas de las enzimas de Fase | y Il, que
participan en el metabolismo de HAPs.

4
C@OQG CYP1A1/1B1 Ho“

B[a]P .

(-)-B[a]P-7,8-DIHIDRODIOL

l CYP1A1/1B1

;E’gﬂ @‘3
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Ho», (+) anti B[a]PDE

l GSH/GST
NHz

H
N _~
{+)-antf-trans-B[a]PDE-dGuo "Oi’c)\/\l‘r ‘(&ﬁ COM

Q

aducto ‘G
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OH
(-)-B[a]PDE-GSH aducto

Fig. 2. Metabolismo de Fase |y Il del B[a]p (¢elhaus etal. 2011)

11.3.1. Enzima CYP1Al

La enzima CYP1ALl se expresa en el higado y en tejidos extrahepaticos como
el tejido endotelial de la piel y del tracto gastrointestinal, placenta y pulmoén
(Kawajiri et al 1993, Shimada et al. 1998; Nebert et al. 2000) Entre los xenobidticos que son
sustratos de CYP1Al se encuentran los HAPs, el 3-metil-col-antraceno, el

dimetil-antraceno, derivados halogenados como la tetracloro-dibenzo-p-dioxina
(TCDD) entre otros (Whitlock, 1999; Nebert and Dalton, 2006; Ma and Lu, 2007; y Nukaya and Bradfield,
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2009 Ademés, la enzima participa en el metabolismo de compuestos

endégenos como el colesterol y otros acidos grasos como el acido
araquidénico (AA), el &cido eicosapentanoico (EPA) y el acido
docosahexaenoico (DHA) (Schwarz et al. 2004, Schwarz et al. 2005; Fer et al. 2008; y Arnold et al.
2010) - Asimismo, se han descrito contribuciones importantes de CYP1A1 en el
proceso de sefializacion y produccion de moléculas vaso-reactivas a partir de
moléculas de acidos grasos y esteroides (Cheudahry etal. 2004)

Esta enzima esta constituida de 512 aminoacidos y es codificada por el gen
CYP1A1 localizado en la regién 15q24.1 (awair et al 19931 cypia] estd

constituido por 5987 pares de bases y 7 exones (Fig.3) (Hidebrand etal. 1985; Kawajir
et al. 1993; y Hung et al. 2003)

La expresion de CYP1Al es inducida por HAPs mediante el receptor de
hidrocarburos de arilo (AhR), el cual es un factor de transcripcibn que
pertenece a la familia de proteinas bHLH (dominio hélice-bucle-
hélice)/PAS(Per-ARNT-Sim). Los HAPs son fuertes ligandos de Ahr y forman
el complejo HAP-AhR, el cual es traslocado al nucleo donde el AhR se une a
su cofactor ARNT (translocador nuclear AhR). De esta forma, el receptor AhR
regula la expresion de genes como CYP1Al, a través del elemento de
respuesta a xenobidticos (XRE) presente en su regiéon promotora (Nebert etal. 2004
Nebert and Dalton, 2006; Hockley et al. 2007; Ozeki et al. 2011; y Michaelson et al. 2011)

Actualmente, se conocen mas de diez polimorfismos en CYP1Al
(http://www.cvpalleles.ki.se/cvplal.htm)' pero solamente cuatro han sido los mas
estudiados debido a su asociacion con cancer de pulmén, enfermedad

pulmonar obstructiva crénica (EPOC) e hipertension arterial S™ms et a. 1974
Choudahry et al. 2004; Mahadevan et al. 2005; WHO 2005; Schwarz et al. 2005; Staal et al. 2006; Hockley et al.

2007; Fer et al. 2008 ; IARC 2014 y Toxnet 2014)

CIFIA
N 1004583 [ — iRy )
ean 1 ol GO IE I H 1

Figura 3. Esquema del gen CYP1A1.

El polimorfimo 3798T>C (rs4646903, CYP1A1*2A) localizado en la region 3
no codificante del gen (€ascoietal 199 "condquce a una falla en la capacidad de
induccign (Crofts etal. 1994y Kiyohara etal. 1998) poy otrg |ado, el polimorfismo 2454A>G
(lle462Val, rs1048943, CYP1A1*2C) localizado en el exén 7, se asocio con un

10
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incremento en la inducibilidad del gen y presentd 6 a 12 veces mas actividad
enzimatica que el alelo silvestre (Kisselev et al. 2005; Hayashi et al. 1991; Kawaijiri et al. 1993)
Este polimorfismo se encuentra normalmente ligado a 3798T>C, y ambos
generan el alelo CYP1A1*2B (Havashietal. 1991y Cascorbi et al. 1996) ¢ \ya jnducibilidad
es alta (s etal 199 £l cambio 2452C>A (T461N, rs1799814, CYP1A1*4) en
eI exc’m 7 (Crofts et al. 1993; Crofts et al. 1994 y Cascorbi et al. 1996)’ afecta eI SitiO de uni(')n al
grupo hemo (Cascorbi et al. 1996; Bartsch et al. 2000 y Hung et al. 2003) CYP1A1*4 se ha
asociado con una mayor predisposicion a padecer cancer de pulmoén entre
fumadores activos (11 veces mas riesgo) y pasivos (28 veces mas riesgo) de
origen mestizo mexicano (Gallegos-Arreola et al. 2008)'

11.3.2. Enzima CYP2D6

La enzima CYP2D6 esta involucrada en el metabolismo de aproximadamente
el 25% de los farmacos mas usados en la practica clinica Aesh et al. 1984; Bertilsson
et al. 2000; y Autrup et al. 2000) - Adem@as, es responsable de la biotransformacion de
nitrosaminas como la 4-metilnitrosamino-1(3-piridil)-1-butanona) (NNK) del
humo de tabaco (Cresp et al. 1991,y Abdel-Rahman et al. 2000) Egta enzima se expresa en
el higado principalmente; pero también se encuentra en 0Organos

extrahepéaticos como el cerebro, rindn e intestino. Durante el embarazo su
expresién se incrementa (Zanger et al. 2004; Kirschheiner et al. 2011; y Koh et al. 2014)

El gen CYP2D6 esta situado en la region cromosOmica 22q13.121 (Fig 4),
contiene 9 exones, un marco de lectura de 1491 pares de bases
correspondiente a una proteina de 497 aminoacidos (emisson etal. 1995)

CYR2DR
e oonice4 MIER B——a-0—0--0-- 80— o
son | son? | vl o B B o0l ER

Figura 4. Esquema del gen CYP2D6.

En la actualidad se han descrito mas de 130 polimorfismos en este gen
(http:/fwwaw.cypalleles.i.seleyo2de.tm) ) g glelos CYP2D6*3, *6, *10 y *41 provocan una
disminucién de la actividad enzimatica, y el alelo CYP2D6*4 una pérdida total
de actividad. Las variantes CYP2D6*2A y *35 se han identificado en sujetos
con una actividad incrementada con respecto a la enzima silvestre. Por lo
tanto, de acuerdo al tipo de actividad que generan sus variantes alélicas, los

11
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individuos se han clasificado como metabolizadores lentos, intermedios,

rapidos o ultrarapidos de sustratos de ésta enzima (Sachse etal. 1997; Bradford etal. 2002
y Luo et al. 2011)

[1.3.3. Enzima CYP3A4

Esta enzima se expresa principalmente en higado e intestino delgado de
humanos (Shimada and Guengerich. 1989) ' aqemAs de la glandula adrenal, prostata "
etal. 2002) taiido pulmonar, tejido mamario *@pucuegluetal- 2003) “vigan y finfocitos. Su
expresion es 1.5 a 2 veces mayor en mujeres que en hombres (Volold et al. 2003)
Esta enzima participa en el metabolismo de méas de la mitad de los farmacos
prescritos actualmente (Keshavaetal. 2004) 'y, ast4 involucrada en la bio-activacion
de una gran cantidad de procarcinégenos como los HAPs-dihidrodioles y
nitrosaminas como la NNN (N’-nitrosonornicotina) Fate" ¢ta- 199 ga ha descrito
una amplia variacion interindividual en sus niveles de expresion en higado
humano (40 veces) y especimenes de intestino delgado (17 veces) Shimadaetal.
1994; Paine etal. 2008) -y, na variacion de 10 veces en el metabolismo de sustratos
de CYP3A4 in vivo (Thummel etal. 1998) "Eqta variacién se ha adjudicado en parte a
la presencia de polimorfismos genéticos.

El gen CYP3A4 se localiza en el brazo largo de la region 21.1 del cromosoma
7,y contiene 13 exones (Fig. 5) (-amPaetal- 2002 ‘£ |3 actualidad se han descrito
mas de 78 polimorfismos de este gen (ute/www.cypalieles.kisefeyp3ad.itm) (yg e |os
mas frecuentes presenta un cambio en la posicion -392A>G (rs2740574,
CYP3A4*1B) (Rebeck et al. 1998; Paris et al. 1999 e Ingelman-Sundberg 2003). Esta regién se
conoce también como elemento especifico para nifedipina, ya que los

individuos que poseen este polimorfismo presentan una mayor oxidacion de
éste farmaco (Rebbeck et al. 1998; Wandel et al. 2000 y Klein and Zanger, 2013)

K. QK [BK, [BK 10K 12K |16K |18K _ |e0K [22K [¢4K  [28K  [28K JOK | 34209
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T > |
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WM 0174605 [} | } i -t——b——1— ————4——1"¥lP 059485 2

exon 1] exon 2 | exon 3 emond | exonS] | 1 I | exont10 fexon 11 1 exoni3EEE
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Figura 5. Esquema del gen CYP3AA4.
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CYP3A4*1B se ha asociado con una incidencia alta de cancer de préstata en
diferentes grupos étnicos (Rebbeck et al. 1998; Zeigler et al. 2002; Zhou et al. 2013; y He et al. 2014).
con leucemia en individuos tratados con epipodofilotoxina (-amPaetal- 2002) y o
desarrollo prematuro de la pubertad (Lamba et al. 2002; Rebbeck et al. 1998 y Felix et al. 1998)
Ademas, se ha descrito que éste polimorfismo aumenta el riesgo de padecer
cancer de pulmén en mujeres fumadoras de mas de 20 cajetillas al afio P2V
al- 2003) ' sjn embargo, los resultados atin son controversiales (A2Piraetal. 2011)

11.3.4. Enzima Epoxido hidrolasa

Se ha caracterizado un gran niumero de epoxido hidrolasas en funcion de sus
propiedades inmunolégicas, pesos moleculares y de su especificidad de
sustratos Unica. Entre las que destacan las formas microsomal (EHm) y la
soluble (EHS) (Kroetz et al. 1993)

11.3.4.1. Epoxido hidrolasa microsomal

La forma microsomal se expresa principalmente en el higado, pero una alta
actividad de EHm se ha visto en el cerebro humano y en pulmén. Niveles mas
bajos se han encontrado en glandula adrenal, rifién, intestino, corazén y
préstata (Glatt et al. 1983; Papadopoulos et al. 1984; Seidegard et al. 1984; Ratanasavanh et al. 1986; Ghersi-
Egea et al. 1993; Papadopoulos et al. 1994; y Coller et al. 2001). Se ha descrito que sus niveles de
expresion en higado son 50% mas altos en hombres que en mujeres; pero en
rion es ligeramente mas alta en mujeres. Sin embargo, su expresion no
presenta diferencias por género en pulmones y en glandula adrenal (Thomas etal
1990) | a EHm convierte a los epdxidos, que son productos de la degradacion
de HAPs y de otros contaminantes ambientales, en trans-dihidrodioles, que

son menos reactivos y pueden ser mas facilmente conjugados y excretados
(Oesch, 1973; Seidegard et al. 1997; Argiriadi et al. 1999; y Decker et al. 2009) Sin embargo esta

enzima también participa en la activacion de ep6xidos (Amstrong. 1987; Arand et al.

2003a y Arand et al. 2003¢) - Adem4s, EHm interviene en la hidrélisis de arenos,
alquenos, epoxidos alifaticos y aromaticos, que resultan de la bioactivacion de

HAPs y aminas aromaticas principalmente (Guengerich et al. 1982; Seidegard et al. 1997;
Sachse et al. 2002 y Cheng et al. 2004)

La proteina EHm esté constituida por 455 aminoacidos y es codificada por el
gen EPHX1, localizado en la regién cromosomal 1g42.1 (Fig. 6) (Falany etal. 1987)
Se han descrito dos variantes alélicas en la region codificante del gen EPHX1

gue se han asociado con el metabolismo de xenobidticos de caracter toxico
(Hasset et al. 1994; y Omiecinski et al. 2000)

13
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Figura 6. Esquema del gen EPHXL1.

La primera variante corresponde al cambio 337T>C (Tyr113His, rs1051740) en
el exon 3, identificada como EPXH1 HYL*2 o alelo lento. Se ha demostrado
mediante ensayos in vitro, que éste alelo produce una enzima con ~60%
menos actividad que la enzima silvestre (Hassettetal- 1994 ) 4 forma homocigota
de esta variante se ha relacionado con cuadros severos de enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (€heng S etal 2009 'EpxH) HYL*2 también
se ha asociado con mayor susceptibilidad a los efectos genotoxicos de HAPs
en trabajadores de minas de coque en China "9 © 2 2009 Adem4s, en
poblacién Caucasica HYL*2 se asocid significativamente con una mayor
cantidad de aductos de glicidamida-hemoglobina/acrilamida-hemoglobina,
resultantes de una dieta rica en carbohidratos ('€ €@ 2099 Fingimente, se ha
descrito que HYL*2 es un factor de riesgo para el desarrollo de cancer
colorrectal en Caucasicos, debido al consumo de HAPs y aminas
heterociclicas en la dieta ®*s ¢ @ 2000 a5i como con céancer de pulmén y
cancer esofégico (Gemignani et al. 2007; Tan et al. 2014).

El segundo polimorfismo localizado en el exén 4, es el cambio 415A>G
(H139A, rs2234922), conocido como HYL*3 o alelo rapido, ya que la actividad
enzimatica aumenta mas de 25% con relacion a la enzima silvestre, de
acuerdo a ensayos in vitro (Hassett et al. 1992) "ty 3 se asocid con un riesgo
elevado de cancer esofagico en poblacion indd que mastica betel quid con
tabaco (gutkha) ("san etal- 2010) ‘5 nque en otras poblaciones el riesgo es bajo y
0 no representa un factor de riesgo ¢ha° et a- 2013 Tan et al 2014) ) 5 formg
heterocigota u homocigota de HYL*3 ejercio un efecto protector contra EPOC
en poblacién asiatica, pero fue un factor de riesgo en poblacién Caucasica
etal 2008) Finalmente, un meta-analisis demostré que este polimorfismo podria
tener un efecto protector contra cancer colo-rectal - & a- 2012)
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11.3.5. Familia enzimatica de las Glutation S-Trans ferasas (GSTs)

Las Glutation S-Tranferasas (GSTs) [EC 2.5.1.18] pertenecen a una amplia
familia de enzimas citosolicas multifuncionales de Fase Il, encargadas de la
detoxificacion de compuestos carcindgenos akopy et al. 1978 Mannervik et al. 1985;
Mannervik and Danielson, 1988; http://www.chem.gmul. ac.uk/iubmb/enzyme/EC2/5/1/18.html); Kovalenko et al.
2009y Tang etal 2010) 'Estas enzimas catalizan la conjugacion de una amplia gama
de compuestos electrofilicos tanto exdgenos como enddgenos, al solubilizarlos
con el agente enddgeno glutation sulfidrihilo (GSH) (Sange etal. 2000) - Fpre gys
sustratos destacan productos del estrés oxidativo, 6xidos de arenos,
acetaldehidos, isotiocianato de bencilo y difenilo, dihalidos de alquilo,
farmacos de uso clinico, pesticidas y toxinas ambientales derivadas de una
amp"a gama de HAPs (Mannervik and Danielson, 1988; Hayes y Pulford, 1995; Strange et al. 2000).
Estos compuestos inducen la expresion de las GSTs, ademas de otros
compuestos que No son sus sustratos como los fitoquimicos y el H,0O, (T
2000 y Dusinska et al. 2012) - cahe afiadir que las GSTs participan en procesos de
reparacion del ADN y de bases oxidadas, a través de procesos de
sefializacion celular (Pusinskaetal. 2012) - [apidg g esto, las enzimas GSTs pueden

tener un papel crucial en la susceptibilidad a cancer (Havesy Pulford, 1995;y Seidegard et
al. 1997)

En la actualidad se conocen 8 clases distintas de enzimas GSTs que se han
identificado como alfa, kappa, mu, omega, pi, sigma, theta y zeta (Seidegard et al
1997; Rezka and Wasowicz, 2001) ‘g han descrito cinco genes de la clase mu de GST
clasificados a partir de M1 hasta M5 (Fig. 7) localizados en tdndem en la

region cromosémica 1p13.3 comprendida por 40Kbs ( Seidegard etal. 1997; Strange et al.
2001 y Frova 2006)
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Figura 7. Esquema de los genes GSTM.
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[1.3.5.1. Glutation S-Transferasa clase Mu

La enzima citosélica GSTML1 se expresa principalmente en higado, y en menor
medida, en pulmdn (Haves and Pulford, 1995) “taiiqo yroepitelial Mate et a 2014) taiido
géstrico (Meng et al. 2014)’ colon, pecho, gléndulas salivales (Parl, 2005; Bolt and Thier, 2006; y
Kondo et al. 2009) y leucocitos (Brockmdller et al. 1992 y Strange et al. 2000).

El gen GSTM1 codifica para una enzima de 219 aminoacidos. Se han
identificado variantes alélicas del éste gen como GSTM1*A, *B, y *0.
GSTM1*0 representa la delecidbn completa del gen y por ende la ausencia total
de la proteina ®! ¢ @ 199%) Esta delecion es un factor de susceptibilidad a los
efectos téxicos derivados de la biotransformacién de xenobidticos e e a 2008:
Wang et al. 2008; Quifiones et al. 2006; Seidegard et al. 1997 y http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Por ejemplo,
GSTM1*0 se ha asociado con un riesgo elevado de padecer diferentes tipos
de cancer, en fumadores activos y pasivos (Hayes 1995 Bemnet 1999) ‘a4 como con

una respuesta bronquial incrementada en individuos que cocinan con gas
natural (Amaral etal. 2014)

I1l. JUSTIFICACION

La contaminacion del aire es un grave problema de salud publica en México.
La combustion de biomasa es una de las principales fuentes de contaminacion
del aire en el interior de las viviendas, y una practica comun en la poblacion
indigena. Dicha combustion, emite cantidades importantes de HAPs que son
metabolizados por diversas enzimas como CYP450, EPXH1 y GSTML1. El
metabolismo de HAPs genera metabolitos altamente reactivos, capaces de
reaccionar con macromoléculas biologicas. Los polimorfismos en genes que
codifican enzimas metabolicas, se han asociado con el desarrollo de
diferentes padecimientos en individuos expuestos a HAPs. Por lo tanto, su
evaluacion en la poblacion indigena Tepehuana y la estimacion del nivel de
exposicion a HAPs, resulta importante para determinar la susceptibilidad
individual a los efectos toxicos de estos contaminantes.

IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Existe asociacion entre los polimorfismos de CYP1Al, CYP2D6, CYP3A4,
EPXH1 y GSTM1 con los niveles urinarios de 1-OHP, en una poblacion
indigena de origen Tepehuano de Durango?
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V. HIPOTESIS

Los polimorfismos de CYP1Al, CYP2D6, CYP3A4, EPXH1 y GSTM1 se
asocian con los niveles urinarios de 1-OHP en un grupo indigena de origen
Tepehuano del estado de Durango.

VI. OBJETIVOS

VI.1. Objetivo general

Determinar la asociacion de los polimorfismos de los genes CYP1Al,
CYP2D6, CYP3A4, EPXH1 y GSTML1 con los niveles urinarios de 1-OHP en
una poblacién indigena Tepehuana de Durango, México.

VI.2. Objetivos especificos
1. Determinar la frecuencia alélica y genotipica de las variantes
= CYP1lAl1*2Cy*4
» CYP2D6*2A, *3, *4, *6, *10, *35y *41
= CYP3A4*1B
= HYL*2yHYL*3 de EPXH1
» GSTM1*0
2. Determinar los niveles urinarios de 1-OHP en la poblacién indigena
Tepehuana
3. Establecer la asociacion entre los polimorfismos estudiados y los
niveles de 1-OHP urinario en la poblacion indigena Tepehuana.

VIl. MATERIALES Y METODOS

VII.1. Disefio Experimental.
Estudio descriptivo, comparativo y transversal-correlacional.

VII.2. Poblacion de estudio
Se estudiaron individuos Tepehuanos con edades entre 18 y 90 afios de edad
de la Comunidad de “Duraznitos”, perteneciente al municipio del Mezquital, al
sur del estado de Durango.

VIl.2.1. Tamarfo de muestra.
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Para calcular el tamafio de muestra se us6 la férmula para una muestra infinita
(Devore, 2001; y Johnson y Kubi, 2004) - oo yn intervalo de confianza del 95% y un error
muestral del 5%. Se calcul6 un tamafio de muestra de 113 voluntarios a partir

de la frecuencia del alelo CYP3A4*1B, que se reportd anteriormente en
Tepehuanos (Reyes-Hernandez et al. 2008)

VI1.3. Criterios del estudio

VI1.3.1. Criterios de inclusion
¢ Individuos aparentemente sanos.
e Pertenecientes al grupo Tepehuano.
e Ancestria indigena de tres generaciones.
e De 18-90 afios de edad.
¢ Individuos en condiciones de ayuno.
¢ Que firmaron la carta de consentimiento informado.

VII.3.2. Criterios de exclusion
¢ Individuos mestizos.
¢ Individuos de un grupo indigena diferente al Tepehuano.

VI1.3.3. Criterios de eliminacion
e Muestras de sangre insufienciente.
e Muestras de orina contaminada.
e Que retiren su consentimiento informado.

VII.4. Variables del estudio

VII.4.0. Tipos de variables

Las variables se clasificaron en continuas y discretas pudiendo ser numéricas,
ordinales o categdricas (Pevore: 2001y Johnsony Kubi, 2004) o acyerdo a la naturaleza
de las mismas y al tipo de analisis descriptivo, multivariante o predictivo.

VIl.4.1. Variable dependiente
Niveles de 1-OHP urinario.
Esta variable se midi6é de acuerdo a los niveles urinarios de 1-OHP mediante

el método enzimatico propuesto por Jongeneelen con algunas modificaciones
(Jongeneelen, 2001)

VIl.4.2. Variables independientes
Polimorfismos del CYP1A1, CYP2D6, CYP3A4, EPXH1 y GSTM1.

VI1.4.3. Variables intervinientes
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e Sexo
Se registrd de acuerdo al género masculino y femenino.

e Edad
Para fines de este estudio se considero la edad en afios cumplidos de acuerdo
a la fecha de nacimiento.

e Masa corporal

Para fines de este estudio, la masa corporal se midi6 con una bascula
analitica, previamente calibrada; el voluntario se coloco en posicion totalmente
recta paralela a la pared, de frente a la bascula con la vista fija en una plano
horizontal. Con ambas manos extendidas cuyas palmas descansaron
lateralmente en los cuadriceps; con los talones ligeramente separados, los
pies formando una V y sin hacer movimiento alguno “paico et al. 2004) —pj
resultado se expreso en kilogramos (kg).

e Talla
Para fines de este estudio se determin¢ la talla de acuerdo a la estatura
medida con una cinta métrica expresada en metros, se midio a las personas
de pie sin calzado y se determind la estatura desde el talébn hasta la parte
superior de la cabeza. El resultado se expresé en metros (m).

e Diametro de cintura
Fue medido con el individuo erguido y relajado, de perfil; con ambos brazos
descansando sobre los cuadriceps y abdomen totalmente descubierto. Se
colocdé la cinta sin comprimirla alrededor de la cintura para medir la

circunferencia y se tomd la lectura correspondiente en centimetros (cm) “Paricio
et al. 2008)

e indice de masa corporal (IMC)
Este fue determinado de acuerdo al criterio de la organizacion mundial de la
salud por medio de la formula: IMC=Masa corporal (kg)/(talla m?) (Aparicio et al.
2009 para fines de este estudio se consideré obesidad a los valores de IMC
mayores o iguales a 30.

e Perfil Hepatico
Se midio de acuerdo a los niveles séricos de Aspartato aminotrasferasa (AST)
y Alanina aminotrasferasa (ALT) mediante técnicas enzimaticas. Tomandose
como valores normales los encontrados dentro del rango de referencia de ALT
(5- 40U/L) y de AST (7-41UI/L).
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e Perfil Lipidico
TRIGLICERIDOS. Se consideraron triglicéridos totales a los valores séricos de
triglicéridos en suero venoso determinados mediante técnicas enzimaticas.
Tomandose como valores normales los encontrados dentro del rango de
referencia 40-199 mg/dL.

COLESTEROL. Se considerd colesterol total a los valores séricos de
colesterol determinados por técnicas enzimaticas. Tomandose como valores
normales los encontrados dentro del rango de referencia 150-199 mg/dL.

LIPIDOS DE BAJA DENSIDAD (por sus siglas en ingles LDL) se determinaron
mediante los valores séricos de LDL en suero venoso utilizando técnicas
enzimaticas. Tomandose como valores normales los encontrados dentro del
valor de referencia <159 mg/dL.

LIPIDOS DE ALTA DENSIDAD (por sus siglas en ingles HDL) se determinaron
mediante los valores séricos de HDL en suero venoso utilizando técnicas
enzimaticas. Tomandose como valores normales los encontrados dentro del
rango de referencia para hombres 35-55 mg/dL y para mujeres 45-65 mg/dL.

LIPIDOS DE MUY BAJA DENSIDAD (por sus siglas en ingles VLDL) se
determinaron mediante la siguiente férmula: los valores séricos de
Triglicéridos/5 en suero venoso utilizando técnicas enzimaticas. Tomandose
como valores normales los encontrados dentro del rango de referencia
favorable 6-34 mg/dL.

e Glucosa
Se consider6é la medicién de glucosa en ayuno por los valores séricos de
glucosa determinados por técnicas enzimaticas. Tomandose como valores
normales los encontrados dentro del rango de referencia 60-99 mg/dL.

e Creatinina
Se consider6é la medicién de creatinina a los valores séricos de creatinina
determinados por técnicas enzimaticas. Tomandose como valores normales
los encontrados dentro del rango de referencia para hombres de 0.7-1.3
mg/dL y para mujer de 0.6-1.1 mg/dL.
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VI1.5. Consideraciones éticas
« El proyecto fue autorizado por el Comité de Etica e Investigacion del
Hospital General de Durango, reconocido por la SSA, dependencia del
Gobierno Federal, tomando como marco de referencia la Declaracion

de Helsinki (WMA) del afio 2000; norma obligada, doble estandar
(Declaracion de Helsinki, 2000)

VIIl.6. Métodos

VII.6.1. Extraccion de ADN

Se recolectaron 5mL de sangre periférica venosa de cada voluntario en tubos
tratados con EDTA. EI ADN gendmico se extrajo de sangre total por medio del
kit QIAmp DNA Blood de acuerdo a las especificaciones del fabricante
(Qiagen™, Hilden, Germany).

VI1.6.2. Determinacion de la calidad y pureza del A DN

La integridad del ADN se confirmé con electroforesis en geles de agarosa al
1%. Posteriormente, el ADN se cuantificO en un NanoDrop 2000
spectrophotometer (Thermo Scientific™).

VII.6.3. Genotipificacion

La genotificacion se llevdé a cabo mediante PCR en tiempo real
semicuantitativo (QRT-PCR) en un termociclador StepOne™ (Applied
Biosystems™ Ver 2.2) en condiciones estandar. Para la determinacion de las
variantes alélicas se usaron sondas MGB TagMan™, cuyo identificador de
ensayo se describe entre paréntesis: CYP1A1*2C (C_ 25624888 50),
CYP1A1*4 (C__8879521 40); CYP3A4*1B (01_CYP3A4-NIF); EPXH1 Exon 3
HYL*2 (C__14938 30) y EPXH1 Exon 4 HYL*4 (C__11638783_30),
CYP2D6*3 (C__32407232_50), *4 (C_27102431_DO), *6 (C__32407243_20),
*10 (C_11484460_40), *35 (C__27102444 80),*41 (C_34816116_20) y *2A
(C_32407252_30) (Applied Biosystems protocols 2010).

La determinacion de GSTM1*0 se llevé a cabo por medio de PCR Multiplex
con dos pares de iniciadores especificos, uno para GSTM1 y otro para (-
actina como control interno. Con el fin de confirmar la delecion génica de
GSTM1, una segunda reaccion de PCR se llevé a cabo usando otro par de

iniciadores especificos para un fragmento mas largo del mismo gen (cuadro 2)
(Luo et al. 2011)

Cuadro 2. Iniciadores de PCR para la amplificacion del gen GSTM1

INICIADOR SECUENCIA PRODUCTO (bp)
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GSTM1-F1 5"-GCAGGAAACAAGGTAAAGG-3’ 994
GSTM1-R1 5"-AGGCAGTAGAATCGCTTG-3’

GSTM2-F2 5’-GAACTCCCTGAAAAAGCTAAAGC-3’ 220
GSTM2-R2 5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’

B-ACTINA-F 5"-TGACGGTCAGGTCATCACTATCGGCAATGA-3’ 260

B-ACTINA-R 5 -TTGATCTTCATCGTGATAGGAGCGAGGGCA-3’

VII.6.4. Obtencion, manejo y almacenamiento de lao rina

Se obtuvieron muestras de orina en condiciones de ayuno de 32 individuos
Tepehuanos. Las muestras se recolectaron en viales estériles para orina,
luego se transfirieron a tubos falcon estériles de 50 mL a los que se les
agrego una gota de HCI 6M para acidificar y conservar la muestra. Los viales
fueron congelados en nitrégeno liquido para su transporte y posteriormente se
almacenaron a -80<C hasta el momento de su analisis .

VI1.6.5. Determinacion de los niveles urinarios de  1-hidroxipireno (1-OHP)
La cuantificacién de los niveles urinarios del metabolito 1-OHP engeneelen 2001)
es un indicador valido y confiable de exposicion a HAPs. De acuerdo al
meétodo descrito por Jongeneelen et al. 1987 y Kuusimaki et al. 2004, se
tomaron 10 mL de orina en un tubo estéril y se mezclaron con un volumen
igual de buffer de acetato de sodio (0.2mol/L, pH 5.0). La mezcla anterior se
incubo6 a 37<C por 12 h con 30 ul de B-glucoronidasa/arilsulfatasa. Después de
la incubacién las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm por 20 min.

Luego el analito fue extraido en fase solida con cartuchos C-18 eluido en
metanol con 1% de acido acético. El material fue concentrado a 1mL con
nitrogeno, el cual se hizo pasar a través de filtros de fluoruro de polivinilideno
(PDFV) (13mm, 0.45mm, Millex Durapore, Millipore, Bedford, Mass., USA). El
concentrado se transfirié a viales silanizados.

El analisis se llevd a cabo en un equipo de HPLC (HP1100, Agilent
Technologies), con un detector de fluorescencia (G1321A). Se utilizé una pre-
columna Zorbax SB-C18 (4.6x125 mm diametro y 5um de espesor) y una
columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6x250 mm de didmetro y 5um de
espesor).

La temperatura de la columna se fijo en 40C, el flujo de entrada se ajusto a
ImL/min y el volumen de inyeccion fue de 20 pl. El eluente se us6 en una
proporcion de 88:12 metanol:agua y 1% de acido ascorbico. El tiempo de
corrida fue de 7 minutos y la presién se fij6 en 76 psi. Se us6 una longitud ([7)
de 242 nm de excitacion y de 390 nm de emision. Los datos fueron
recolectados y procesados con el software HPChemsStation. La concentracion
del 1-HOP se cuantificO por medio del area del pico cromatografico. Las
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concentraciones urinarias de 1-OHP fueron ajustadas por creatinina urinaria.
Los resultados obtenidos se muestran en pmol/mol de creatinina. El cuadro 3
muestra los pardmetros de validacion obtenidos para este analisis.

La determinacion de la creatinina urinaria se hizo por el método colorimétrico
de Jaffé (Taussk 1959 con yn kit de creatinina. Bajo estas condiciones, los limites
de deteccion y cuantificacion fueron 1.0 y 3.6nmol/L, respectivamente. El
control de calidad certificado empleado fue el IRIS Clin Cal Recipe (Munich,
Germany) 50013. 9.1 nmol/L of 1-OHP; la recuperacion fue del 99%.

Cuadro 3. Parametros de validacion del método de HPLC para determinacién
del 1-OHP urinario.

Parametros evaluados Valores obteni dos
Precision 83.15+ 14.93
Pendiente 2.88

Intercepto 7.28

Rango de linearidad 7.20 — 60 nmol/L
Coeficiente de correlacion (r) 0.99

Error estandar (se) del intercepto 6.13
Desviacion estandar del intercepto 13.71

Limite de deteccion (lod) 16.62 nmol/L
Limite de cuantificaciéon (loq) 50.37 nmol/L

Para la determinacion de los niveles urinarios de 1-OHP se utilizaron como
referencia los valores reportados por “The National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES 2009) compilado por “The Centers for Disease
Control and Prevention’s (CDC’s) National Center for Health Statistics” para
poblacién general expuesta al 1-OHP. El valor de corte en [Jmol/mol creatinina
para 1-OHP es de 0.0425, mientras que la media geométrica para la poblacion
general es de 83.4ng/g creatinina.

VII.7. Analisis estadistico

B Se obtuvieron las medidas de tendencia central media, mediana, rango
intercuartilico (IQR); y de dispersién, desviacion estandar para describir
a la poblacion tepehuana analizada en el presente estudio.

B La comparacion entre medidas antropométricas y bioquimicas
estratificadas por sexo se hizo mediante una prueba de t de Student
para muestras independientes (p<0.05).

B Las frecuencias alélicas, genotipicas y de heterocigocidad se
obtuvieron por el método del conteo de genes. La determinacion del
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) se calculé por medio de la prueba
de exactitud de Chi cuadrada (X?), (p<0.05).
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B Para estimar las diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas se
us6 la prueba X* de Pearson (p<0.05).

B Los genotipos hallados fueron de utilidad para encontrar el desequilibrio
de ligamiento o (Linkage Disequilibrium, LD) por sus siglas en inglés. D’
se calculo, en caso de ser necesario, mediante la aplicacion del
software libre SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPStats).

B También se utilizaron tablas de contingencia mediante la prueba de la
Chi cuadrada X? asi como el andlisis de riesgo para establecer
asociaciones entre grupos de variables (p<0.05).

B Fue necesario el calculo de las medidas de similitud con base en la
prueba de la Chi cuadrada X?, por medio de los coeficientes [ Phi de
Pearsony V de Cramer.

B Los niveles urinarios de 1-OHP en 32 indigenas evaluados se
mostraron en [Jmol/mol creatinina y ng/g creatinina.

B Enseguida se analizaron las posibles correlaciones existentes entre
conjuntos de variables antropométricas, bioguimicas y genéticas con
los niveles urinarios de 1-OHP; se empled la correlacion de Pearson y
la de Spearman.

La correlacion de Pearson se obtuvo con la siguiente férmula:

i=n

i=n i=n
DI TEIEIN
_— i=1 i=1 i=1 n- 1° de pares de muestras

, r 2 -
n=i n=i ( x;- valores de la variable x

- o
[ n=i ) A 1 [ n=i
Y XI—| Y x| x|y vi- Vi ‘ .
Z ! {Z o Z ! Z " J v~ valores de la variable v
| n=1 \n=l /| n=l ) ) . .

n=1 \
\

La correlacion de Spearman se obtuvo a través del calculo del
coeficiente siguiente:

1 =1n° de pares de datos

d; = diferencia de rangos en las variables del par 7

B Después, se llevd a cabo un analisis canénico correlacional con el fin
de encontrar correlaciones canodnicas entre conjuntos de variables X y
Y. Se busco una posible combinacion lineal de las Y a través de:

Up=aprray,t..tag,
Asi como una combinacion lineal de las X por medio de:
Vi=bpxy+baot..+byx,

B Ademds, se realiz6 un andlisis candnico correlacional no lineal
(OVERALS) para analizar las correlaciones entre conjuntos de variables
categoricas.
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La correlacion canodnica por dimension se obtuvo mediante la siguiente
formula:

pg=2% FEy—1

B También se llevd a cabo un andlisis de componentes principales (PCA)
con fines exploratorios.

Los componentes principales son las variables compuestas de:
Vi = Xty, Vs = Xtg, ..., YV, = Xt,

B Ademas, se realiz0 un analisis de componentes principales categorico
(CATPCA) para analizar las variables de tipo categérico y la
consiguiente reduccién de los datos.

B También fue muy importante llevar a cabo un andlisis de agrupamiento
jerarquico con la finalidad de encontrar similitudes entre los conjuntos
de variables analizados. De acuerdo al tipo de variables analizadas, la

medida de distancia empleada fue:
MANHATTAN (o funcion de la distancia absoluta, o City-Block)

t
d; = Z‘Xﬂf - Xj,\,’
k=1

B Se empled un andlisis de redes neuronales con el fin de procesar una
gran cantidad de datos mediante la simulacion del funcionamiento de
una red neuronal biologica. Estas son ampliamente utilizadas en
analisis predictivos debido a su potencia, robustez, flexibilidad y por
supuesto, su facil manejo. Por lo que se usé un modelo de Redes
Neuronales de perceptrones multicapa (MLP, por sus siglas en inglés).
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{lustracion 3.2.5.1.
Ejemplo de Modelo de red back-p
Nota: 1a linea discontinua representa el retroceso del error en el proceso irerarivo.
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Arquitectura de una Red Neuronal Artificial.
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Se escogio el modelo de redes neuronales de perceptron multicapa
(MLP) con capa de entrada compuesta por cinco predictores, dos capas
ocultas y con una particion igual al 50% de entrenamiento, 25% de
muestra de prueba y el 25% restante de muestra de reserva, previa
aleatorizacion de casos. La mejor arquitectura en este caso, fue con la
funcion identidad y entrenamiento por lote.

B Finalmente, se empled un analisis de regresion logistica multivariada
para analizar la asociacion entre las variables antropométricas,
bioquimicas y genéticas del estudio con los niveles urinarios del 1-OHP.
El calculo se hizo bajo un nivel de confianza del 95% (P<0.05). El
modelo logistico multivariado que se emple¢ fue el siguiente:

Modelo logistico multivariante multiple

N exp(ﬁi,ﬂ-'_ﬁlxl-'—ﬁ!)xz +---+ﬁak-\’k)

J 1+exp(ﬁ10+ﬁl‘\.l+ﬁi,2x2+"+)3:A"‘.k)
MODELO LOGISTICO MULTIVARIADO
Yi= Nivel critico/no critico de exposicién al 1-OHP
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PAQUETES ESTADISTICOS

Todos los procedimientos estadisticos se hicieron a través de los
paquetes estadisticos SPSS (ver.17) y STATISTICA 7 (StatSoft, Inc.
2004, Tulsa, OK, United States).

VIIl. RESULTADOS

VIII.1. Caracteristicas de la poblacion

Se llevd a cabo una descripciébn de las caracteristicas antropométricas y
bioquimicas de los voluntarios de la poblacién Tepehuana del Sur. En el
cuadro siguiente se presentan los valores de la media, desviacion estandar,
mediana e IQR. Se puede destacar que en general se muestre6 a una
poblacién de mediana edad, no obesa, con valores normales de creatinina y
glucosa; asi como de AST y ALT, entre otros (cuadro 4).

Cuadro 4. Descripcion de las caracteristicas antrop ~ ométricas y
bioquimicas de la poblacién Tepehuana.

n = 120 tepehuanos

VARIABLES MEDIA DESVIACION ESTANDAR MEDIANA IQR*
Edad (afios) 36.24 +13.82 35 15
Diametro de cintura (cm) 79.00 +8.57 80 9
IMC 21.77 +4.75 22 51
Creatinina(mg/dL) 0.68 +0.32 0.7 0.2
Glucosa(mg/dL) 78.97 +15.10 77 22
Colesterol total (mg/dL) 157.17 +41.71 151 47
Trigliceridos(mg/dL) 113.50 +67.79 91 58
AST (TGO) (IU/L) 37.17 +22.86 31 15.1
ALT(TGP) (IU/L) 31.21 +34.43 25 15
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LDL (mg/dL) 70.15 +23.47 69 35
HDL (mg/dL) 52.73 +12.74 498 172
VLDL (mg/dL) 23.07 +14.02 182 116

*IQR = Rango intercuartilico

De los resultados mostrados en el cuadro4  resalta que la poblacién
tepehuana evaluada es una poblacién adulta joven, con un IMC normal y con
un didmetro de cintura aceptable. Sus valores de glucosa, ALT y AST son
normales. Los valores de triglicéridos son normales. De acuerdo al rango
intercuartilico (IQR), los valores mas alejados entre el primer y el tercer cuartil
se dieron para las variables de colesterol, triglicéridos y LDL.

También se realizd6 una estratificacion por género de las variables
antropomeétricas y bioquimicas para evaluar la condicion de salud de los
voluntarios tepehuanos. En el cuadro siguiente se observan las diferencias
mas relevantes sélo en dos variables, (prueba t de Student). El resto
permanecido constante. Por lo que sOlo se encontraron diferencias
significativas entre hombres y mujeres tepehuanos respecto a los niveles de
creatinina y a los valores de HDL (cuadro 5).

Cuadro 5. Comparacion de las caracteristicas antrop  ométricas y
bioquimicas entre mujeres y hombres tepehuanos (t d e Student).

n =74 mujeres n = 36 hombres

tepehuanos
tepehuanas
VARIABLES MEDIA+DESVIACION MEDIA+ P
) DESVIACION
ESTANDAR
ESTANDAR
Edad (afios) 35.47 +14.46 36.83+ 10.67 0.61
Didmetro de cintura 79.39+ 8.57 81.53+7.40 0.22
(cm)
IMC 22.34+ 3.37 21.83+2.85 0.44
Creatinina(mg/dL) 0.67+0.38 0.79+0.15 0.03*
Glucosa(mg/dL) 79.73+ 15.87 78.53+12.51 0.69
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Colesterol total 157.91+ 4451 147.85+34.48 0.24
(mg/dL)

Trigliceridos(mg/dL) 114.40+ 71.35 104.86+52.33 0.47
AST (TGO) (IU/L) 36.35+26.38 34.05+11.85 0.56
ALT(TGP) (IU/L) 40.73+ 31.29 26.60+11.42 0.40

LDL (mg/dL) 70.22+ 25.81 68.16+21.20 0.68
HDL (mg/dL) 53.42+ 13.20 47.22+9.86 0.01*
VLDL (mg/dL) 22.88+ 14.27 20.97+10.46 0.47

* p < 0.05 para datos bioquimicos al aplicar la prueba t de Student. AST=Aspartato
aminotransferasa; ALT=Alanino aminotransferasa; LDL=low density lipoprotein;
HDL=high density lipoprotein; VLDL=very low density lipoprotein.

VIII.2. Frecuencias alélicas y genotipicas ( *ANALISIS DE ASOCIACION
ENTRE VARIABLES ANTROPOMETRICAS, BIOQUIMICAS Y GENE TICAS).

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de CYP1Al, CYP2D6,
EPXH1 y GSTM1 se muestran en los cuadros 6 y 7. Los alelos mas frecuentes en el
grupo Tepehuano fueron GSTM1*0 (0.72), CYP1A1*2C (0.65), EPXH1 HYL*2 (0.46) y
CYP2D6*2A (0.20). Con excepcidon del alelo CYP3A4*1B (0.09), el resto de las
variantes se presentaron con una frecuencia menor a 0.01, mientras que los alelos
CYP1Al1*4, CYP2D6*3, CYP2D6*6, CYP2D6*35 y EPXH1 HYL*3 no fueron
detectados (cuadro 6).

Las frecuencias mas altas de genotipos heterocigotos se obtuvieron con el alelo
silvestre de EPXH1 y su variante HYL*2 (54.2%), alelo silvestre de CYP1Al y su
variante *2C (48.3%) y el alelo silvestre de CYP2D6 y su variante *2A (30%). El
genotipo homocigoto para la variante GSTM1*0 (72%) fue el mas frecuente (cuadro
7). La poblacién se encontré en equilibrio equilibrio Hardy-Weinberg (p<0.05) para
todos los polimorfismos evaluados, excepto para GSTM1 que no se evalué debido a
gue el ensayo de PCR empleado no permite discriminar a los individuos heterocigotos
de los homaocigotos.
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Cuadro 6. Frecuencias alélicas de polimorfismos en
GSTML1 en 120 individuos Tepehuanos.

Gen Alelo IC 95%*
CYP1A1*2C A G

0.35 0.65 0.56-0.74
CYP1A1*4 C A

0 o R—
CYP2D6*2A C T

0.8 0.2 0.13-0.27
CYP2D6*3 A delA

0 o R—
CYP2D6*4 G A

0.99 0.008 -0.01-0.03
CYP2D6*6 T delT

B0 o R—
CYP2D6*10 C T

0.99 0.008 -0.01-0.03
CYP2D6*35 G A

0 o R—
CYP2D6*41 G A

0.99 0.008 -0.01-0.03
CYP3A4*1B A G

0.91 0.09 0.04-0.14
EPXH1 HYL*2 T C

0.54 0.46 0.37-0.55
EPXH1 HYL*3 A G

Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

CYP1A1, CYP2D6, EPXH1y
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(0 o RE—

GSTM1*0 Silv /-

0.28 0.72 0.68-0.76

*IC del alelo mutado

Cuadro 7. Frecuencias genotipicas de polimorfismos en CYP2D6, CYP1A1,

EPXH1 y GSTM1 en 120 sujetos Tepehuanos.

Gen Genotipo N % (IC 95%)
CYP1A1 *1/*1 13 10.8 (5.3-16.4)
*1/*2C 58 48.3 (39.4-57.3)
*2C/[*2C 49 40.8 (32.0-49.6)
CYP2D6 *1/*1 78 64.2 (55.6 — 72.7)
*1/*4 1 0.8 (-0.8 — 2.45)
*1/*10 1 0.8 (-0.8 — 2.5)
*2AI*41 1 0.8 (-0.8 — 2.5)
*1/*2A 30 0.3(0.2-0.3)
*2A*2A 9 7.5(2.7-12.2)
CYP3A4 *1/*1 99 82.5 (79.0 — 86.0)
*1/*1B 21 17.5 (10.7 — 24.3)
EPXH1 *1/*1 32 26.7 (18.7 — 34.5)
*1/+3 65 54.2 (45.2 — 63.1)
*3/*3 23 19.2 (12.1 - 26.2)
GSTM1  GSTM1+/+y+- 33 27.7 (13.3-42.1)
GSTM1-/- 87 72.2 (68.2 - 0.8)

*1 alelo silvestre

Doctorado en Ciencias en Biotecnologia
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VIII.2.1. EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG

En el contexto poblacional se evalu6 el acervo alélico de cuatro genes (CYP1Al,
CYP2D6, CYP3A4 y EPXH1) de los indigenas tepehuanos del Sur de Durango para
comprobar que dicho acervo no estuviese sometido a fuerzas estocasticas ni
sistematicas. En los cuadros 7 y 8 se observa la distribucién alélica y genotipica de
CYP1A1*2C de los indigenas tepehuanos. Los valores de los polimorfismos de
CYP2D6 y el polimorfismo de CYP3A4 no se muestran ya que se han reportado en la
literatura anteriormente.

Cuadro 8. Distribucion alélica de  CYP1A1*2C en indigenas tepehuanos por
sexo.

ALELOS DE HOMBRES IC (95%) MUIJERES IC (95%)
CYP1A1 TEPEHUANOS TEPEHUANAS
n=36 n=74
*1A 38.8 27.6- 35.7 28.1-
50.1 43.3
*2C 61.1 49.8- 64.3 56.7-
72.4 71.8

Los valores de los alelos estan en %; IC (95%) Intervalos de confianza al 95%.

Cuadro 8. Distribucion genotipica de  CYP1A1*2C en indigenas tepehuanos.

GENOTIPOS DE CYP1A1 HOMBRES MUIJERES P P
TEPEHUANOS TEPEHUANAS HOMBRES MUIJERES
n=36 n=74
*1A/*1A n=6 n=9

He=15.1; Ho=11.1 He=12.7; Ho=12.1

*1A/*2C n=17 n=34 0.8663 0.9866
He=47.5; Ho=55.5 He=45.9; Ho=50.0

*2C/*2C n=13 n=31

He=37.3; Ho=33.3 He=41.3; Ho=45.9

Los valores de los genotipos estan en H(%). Heterocigosidad esperada (He),
Heterocigosidad observada (Ho) y prueba del Equillibrio de Hardy-Weinberg.
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Como se puede apreciar en el cuadro anterior, los alelos y genotipos evaluados de
CYP1AL1 se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

También se evalud la distribucion alélica de EPXH1 en ambos sexos (cuadro 9), asi
como la distribucién genotipica (cuadro 10). Se encontré6 que este polimorfismo

también se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Cuadro 9. Distribucion alélica de
sexo.

EPXH1 HYL*2 en indigenas tepehuanos por

ALELOS DE HOMBRES IC (95%) MUIJERES IC (95%)
EPXH1 TEPEHUANAS
TEPEHUANOS
HYL*2 n=74
n=36
*1 44 .4 28.21-60.67 55.4 44.19-66.58
HYL*2 55.6 44.24-66.81 44.6 33.27-55.92

Los valores de los alelos estan en %; IC (95%) Intervalos de confianza al 95%.

Cuadro 10. Distribucion genotipica de
por sexo.

EPXH1 HYL*2 en indigenas tepehuanos

GENOTIPOS DE HOMBRES MUIJERES P P
EPXH1
TEPEHUANOS TEPEHUANAS HOMBRES MUIJERES
n=36 n=74
*1/*1 n=8 n=21
He=22.2; Ho=19.7 He=28.3; Ho=30.7
*1/HYL*2 n=16 n=40 0.9207 0.9252
He=44.4; Ho=49.3 He=54.1; Ho=49.4
HYL*2/HYL*2 n=12 n=13

He=33.4; Ho=31.0

He=17.6; Ho=19.9

Los valores de los genotipos estan en H(%). Heterocigosidad esperada (He),
Heterocigosidad observada (Ho) y prueba del Equillibrio de Hardy-Weinberg.
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VII1.2.2. DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO.

La recombinacion alélica y el subsecuente desequilibrio en las proporciones
fenotipicas mendelianas esperadas en un cruzamiento génico no pudo determinarse
para los alelos de CYP1A1*2C y CYP1Al1*4, asi como de EPXH1 HYL*2 y EPXH1
HYL*3 debido a la ausencia total de los polimorfismos CYP1A1*4 y EPXH1 HYL*3 en
la poblacién tepehuana estudiada. Por otro lado, se corrobor6 que para el caso de los
genotipos de CYP2D6*4 y CYP2D6*10 no son independientes uno del otro, como ya
se ha reportado con anterioridad en la literatura.

VIII.3. Evaluacion de los niveles urinarios de 1-hi  droxipireno (1-OHP)

El nivel de la media geométrica del 1-OHP urinario obtenido de 32 individuos
Tepehuanos fue de 0.278 umol/mol creatinina, el cual es 6.55 veces mas alto que el
limite permisible reportado por NHANES (2009) (0.0425 pmol/mol creatinina). Por
equivalencia, se muestra el valor de la media geométrica en ng/g de creatinina que
excede en 6.44 veces el limite permitido, (537.56 ng/g creatinina en Tepehuanos
comparado con el valor medio de 83.4 ng/g creatinina reportado por NHANES 2009),
(cuadro 11).

Cuadro 11. Niveles urinarios de 1-OHP en Tepehuanos en pmol/mol
creatinina y ng/g creatinina

Media geométrica Media geométrica
umol/mol creatinina ng/g creatinina
Tepehuanos NHANES Tepehuanos NHANES
Presente estudio | 4th report, 2009 | Presente estudio | 4th report, 2009
0.278 0.0425 537.56 83.4

Debido a que los individuos Tepehuanos estan expuestos al humo de la
guema de biomasa en diferentes grados (cuadro 11), se procedié a
dicotomizar los valores en exposicion alta y normal de acuerdo al primer nivel
de la guia Benchmark propuesta por Jongeneelen en el 2001. Este valor base
de excrecion urinaria de 1-OHP de 0.24mmol/mol creatinina representa lo
excretado en individuos no fumadores y no ocupacionalmente expuestos a
mezclas de hidrocarburos. En términos generales los niveles de 1-OHP en
Tepehuanos estdn por encima del primer nivel de exposicion permisible
propuesto por esta gufa °ngeneelen 2001 cape destacar que el habito tabaquico
no influyé de manera significativa en los niveles urinarios de 1-OHP, ya que de
los 32 tepehuanos evaluados, s6lo uno de ellos, del sexo masculino, reportod
fumar 2 cajetillas de cigarros al dia y lo ha hecho por aproximadamente 14
afios. Por lo que se corrobora que en estos individuos, de manera
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generalizada, la quema de biomasa es la principal fuente de exposicion de
HAPSs.

Al realizar un analisis por género dentro de la etnia tepehuana, como se
muestra en el cuadro 12, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de 1-OHP (p<0.05).

Cuadro 12. NIVELES URINARIOS DE 1-OHP DE INDIGENAS TEPEHUANOS EXPUESTOS
AL HUMO DE LA QUEMA DE BIOMASA.

MEDICION MEDIA D EST. PERCENTIL REFERENCIA
BENCHMARK
DE 1-OHP URINARIO GEOMETRICA GUIDELINE
GENERO 25 75 No fumadores
pg/g de FEMENINO 21 0.5374 0.4259 0.3430 0.5243 0.9099 0.4632 ng/g
de creatinina
Creatinina MASCULINO 11 0.5378 0.4239  0.3838 1.0228

equivalente a
0.24pmol/mol
de creatinina

Cabe destacar que si se dicotomizan los valores en ng/g de creatinina, tres
cuartos de la poblacion cae dentro de los limites normales de aceptaciéon y un
cuarto presenta niveles altos de 1-OHP. Si se extrapolan los resultados de
gramos a moles se observa que hay correspondencia entre los resultados. En
el cuadro mostrado a continuacion se observan los niveles urinarios de 1-OHP
en ng/g de creatinina por género del presente estudio (cuadro 13). Se puede
observar que hay diferencias significativas en el grado de exposicion tanto en
hombres como en mujeres tepehuanos que exceden los valores reportados
por el NHANES Survey para el género y la raza.

Cuadro 13. Hidroxipireno urinario (corregido por cr eatinina). Media geométrica y
percentiles seleccionados de las concentraciones de orina (ng/g de creatinina) para la
poblacién Tepehuana por género del presente estudio

PRESENTE  ANO MEDIA PERCENTILES SELECCIONADOS TAMANO
GEOMETRICA
ESTUDIO (95%C.1.)
(95% C.1)
GENERO 50AVO 75AVO 90AVO 90AVO MUESTRA
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FEMENINO 2010 537.4 524.3 909.9 1235.6 1789.4
(200.7-874.1) (187.6-861.1) (573.2-1246.6) (898.9-1572.3)  (1452.7-2126.1)

MASCULINO 2010 537.8 451.8 1022.8 14929 e
(202.7-872.9) (116.7-786.9) (687.7-1357.9) (1157.8-1828)

11

Al relacionar los parametros genéticos de los Tepehuanos con los niveles de 1-OHP
urinario se observo que los 32 tepehuanos resultaron ser del tipo heterocigoto o doble
mutante para CYP1A1*2C. Mé&s del 50% de la poblacion analizada para 1-OHP
resulté ser doble mutante (G/G), (Cuadro 14).

En lo referente a Epoxido hidrolasa microsomal (EPXH1) se observé que la mayor
parte de la etnia tepehuana expuesta presenta la condicion genética heterocigota
para el alelo lento del exdn 3 o HYL*2. En el cuadro 14 se observa ademas que la
condicion ancestral se presenta en la més baja frecuencia.

Al comparar los resultados genotipicos de GSTM1 con los niveles de exposicion de 1-
OHP en orina de indigenas tepehuanos se encontré que casi tres cuartos de la
poblacion expuesta presenta la delecion del gen. Por lo que existen diferencias
estadisticamente significativas entre la presencia y ausencia de GSTM1 con los
niveles urinarios de 1-OHP (P<0.05). Mas aun, no se observaron diferencias
significativas entre el grupo con niveles altos y el grupo con niveles normales de 1-
OHP en lo referente a la frecuencia de los alelos evaluados, con excepcion del alelo
GSTM1*0, el cual predomin6 en el grupo con niveles normales de 1-OHP (82.6%,
p=0.013) (Cuadro 14).

Cuadro 14. Correspondencia entre  CYP1A1*2C, CYP2D6*2A, CYP3A4*1B, EPXH1 *HYL2
y GSTM1 -/- con niveles urinarios de 1-OHP( pg/g de creatinina) en indigenas tepehuanos
de Durango.

NIVELES DE 1-OHP EN pg/g DE CREATININA

GENOTIPOS ALTOS NORMALES TOTAL P-value
n % n % N
CYP1A1
*1A/*1A 0 0 0 0 0 0.844
*1A/*2C 4 33.3 8 66.7 12
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*2C/*2C 6 30.0 14
CYP2D6
*1/*1 6 35.0 11
*1/*2A 2 50.0 2
*2A/*2A 1 50.0 1
CYP3A4
*1/*1 9 40.9 13
*1/*1B 0 0 1
*1B/*1B 0 0 0
EPXH1
*1/*1 1 25.0 3
*1/*HYL2 7 36.8 12
*HYL2/*HYL2 2 22.2 7
*1/*HYL3 0 0 0
*HYL3/*HYL3 0 0 0
GSTM1
GSTM1+/+, +/- 3 333 6
GSTM1 -/- 4 17.4 19

CIIDIR-IPN Unidad Durango

Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

70.0

64.7

50.0

50.0

59.1

100

75.0

63.2

77.8

66.7

82.6

20

17

22

19

23

0.818

0.609

0.708

0.013

P<0.05 para tablas de contingencia, al aplicar la prueba de X°.
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VIll.4. Andlisis de asociacibn entre variables antr opométricas,
biogquimicas y genéticas con los niveles urinarios d e 1-OHP.

VIIl.4.1. PRUEBA DE LA CHI CUADRADA (X 2).

Los andlisis de la variable antropométrica sexo con la variable genética de epdxido
hidrolasa HYL*2 arrojaron los siguientes resultados que resultaron significativos. De
un total de 91 individuos evaluados, 60 son mujeres. De éstas, 19 resultaron ser T/T
(poseedoras del genotipo silvestre o ancestral); 35 son T/C (heterocigotas), y 7 son
C/C (doble mutante). Es decir que el 20.9% de las mujeres tepehuanas evaluadas
presentan el genotipo silvestre T/T. En Cambio, el 38.5% de estas mujeres presentan
la forma heterocigota del gen y el 7.7% restante presenta la forma doble mutante.

De los 91 individuos evaluados, 30 son varones. Se encontraron 6 hombres con el
genotipo silvestre, 14 con la variante heterocigota y 10 con la forma doble mutante.
Es decir que el 6.6% de la muestra evaluada fueron hombres con el genotipo silvestre
(T/T); 15.4% con la forma heterocigota (T/C), y el 11% presenté la variante doble
mutante.

Del analisis de los valores extremos se pudo observar que los valores absolutos mas
altos se ubicaron en hombres con la forma doble mutante. Para las otras dos
variantes se mantuvo la proporcién mayoritaria en mujeres. Sin embargo, se puede
inferir que existe cierta asociacion entre el sexo masculino y la forma doble mutante
C/C, ya que el valor del estadistico de la Chi cuadrada fue de 6.481 y la razon de
verosimilitud (likelihood ratio) fue de 6.159. Dichos valores difieren significativamente
de O para niveles de significacion superiores a 0.039 y 0.049, respectivamente;
p<0.05.

VIII.4.1.1. COEFICIENTES ® PHI DE PEARSON Y V DE CRAMER.

En cuanto a las medidas simétricas basadas en el estadistico de la Chi cuadrada, los
coeficientes Phi de Pearson y V de Cramer tuvieron valores iguales a 0.267 y se
emplearon para medir el grado de asociacion entre variables. Ambos coeficientes
presentaron un nivel de significancia critica igual a 0.039, lo que implica la existencia
de una asociacibn moderadamente débil entre las variables sexo y EPXH1 HYL*2;
mas especificamente entre el sexo masculino y la variante doble mutante de EPXH1
HYL*2 (Figura 8).
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Fig. 8. Distribucién de EPXH1 HYL*2 en mujeres y hombres tepehuanos.

En la figura anterior se puede observar el mismo patron entre mujeres y hombres
para las variantes silvestre y heterocigota de EPXH1 HYL*2; en cambio, la Unica
diferencia que se puede observar radica en una mayor cantidad de individuos del
género masculino que poseen la variante doble mutante de EPXH1 HYL*2.

VIII.4.2. CORRELACION DE SPEARMAN.

Para ver la intensidad de la relacion existente entre las variables cuantitativas
continuas con distribuciéon normal (variables antropométricas) se realiz6 una
correlacion de Pearson. No obstante, para el andlisis de variables discretas o
continuas pero sin distribucion normal (variables genéticas, algunas variables
antropométricas y bioquimicas) se llevé a cabo una correlacion de Spearman. Se
escogio esta Ultima para evaluar las asociaciones ya que la mayoria de las variables
resultaron ajustarse mejor a modelos no paramétricos. De los valores arrojados por el
coeficiente Rho de Spearman se observaron 9 asociaciones significativas; de las
cuales, las més estrechamente correlacionadas fueron el género y la altura, seguidas
del género y creatinina (Cuadro 15). En este mismo cuadro se observa que el género
y EPXH1 HYL*2 resultaron estar inversamente correlacionados. Dicho resultado
significativo (p=0.032) confirma los hallazgos encontrados con la prueba de la Chi
cuadrada.
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Cuadro 15. Correlaciones no paramétricas significat  ivas entre variables
antropomeétricas, bioquimicas y genéticas de indigen as tepehuanos.

VARIABLE ANTROPOMETRICA VARIABLE RHO DE P
/GENETICA BIOQUIMICA/GENETICA SPEARMAN

EDAD IMC 0.232 0.027*
GENERO EPXH1 HYL*2 0.225 0.032*
GENERO MASA CORPORAL 0.453 0.000*
GENERO ALTURA 0.758 0.000*
IMC COLESTEROL 0.452 0.000*

IMC TRIGLICERIDOS 0.361 0.000*
GENERO CREATININA 0.476 0.000*
EPXH1 HYL*2 CREATININA 0.235 0.000*
EDAD TRIGLICERIDOS 0.225 0.031*

*p<0.05 estadisticamente significativa para la correlacién de Spearman.

VIII.5. Andlisis multivariado entre variables antro  pométricas, bioquimicas
y genéticas con los niveles urinarios de 1-OHP eni  ndigenas tepehuanos
de Durango.

*ANALISIS MULTIVARIADO
VIII.5.1. ANALISIS DE CORRELACION CANONICA.

Se empled un analisis de correlacién candnica (ACC) para comprobar si una
serie de variables antropométricas, bioquimicas y genéticas de indigenas
tepehuanos de Durango y sus valores urinarios de 1-OHP podrian ser
indicadores de la exposicién a hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS) a
partir de la quema de biomasa y predecir de manera general, su
susceptibilidad a padecer enfermedades relacionadas con esta quema. Se
tiene un grupo de variables que proporciona informacion acerca de posibles
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enfermedades relacionadas con la quema de biomasa; entre ellas estan las
variables antropométricas, bioquimicas y genéticas. El otro conjunto de
variables incluye a los valores urinarios de 1-OHP que son una medida
indirecta del grado de exposicién a HAPS y algunas variables antropométricas
, bioquimicas y genéticas que también podrian estar involucradas con este tipo
de exposicion. A continuacién se muestran los resultados de este analisis de
correlacion canonica (cuadro 16).

Cuadro 16. Resumen del analisis de correlaciéon candnica en indigenas tepehuanos
de Durango.

Andlisis canénico, R candnica: 0.88213 Chi?(30)=48.470 p=0.01785

Grupo izquierdo Grupo derecho
No. de variables 6 5
Varianza extraida 84.0184% 100.000%
Redundancia total 28.1015% 38.5638%
Variables: 1 IMC EDAD

2 CREATININA GENERO

3 TRIGLICERIDOS ENZIMA AST

4 ENZIMA ALT EPXH1

5 1-OHP GSTM1

6 CYP1A1*2C

Como se puede observar en el cuadro anterior, sOlo se observa una
correlacion canonica significativa. La correlacion canonica (R) es de 0.88 con
una significancia de 0.017 al tomar como base la prueba de la X?. También se
muestran los grupos de variables construidas para dicho analisis y el
porcentaje de varianza explicada por cada conjunto asi como la redundancia
total de cada grupo. Por lo tanto, podria decirse que las variables
antropométricas, bioquimicas y genéticas empleadas podrian predecir
enfermedades relacionadas con la quema de biomasa cuyo grado de
exposicion indirecto viene determinado por los valores urinarios de 1-OHP y
otras variables antropométricas, bioquimicas y genéticas. A continuacion se
detallan tales afirmaciones.
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A partir de los autovalores (eigenvalues) de las raices o variables canodnicas
obtenidas de este analisis, se obtuvo que el autovalor mas alto fue el de la
primera raiz con un valor de 0.778. En el cuadro 17 se muestran las
correlaciones entre pares de variables analizadas.

Cuadro 17. Correlaciones entre conjuntos de variables para el andlisis de correlacion
candnica en indigenas tepehuanos de Durango.

Correlaciones entre el conjunto izquierdo con el conjunto derecho

EDAD GENERO AST EPXH1 GSTM1
IMC 0.098937 -0.000080 0.163113 -0.009431 -0.151864
CREATININA  -0.210554 -0.258199 -0.200000 0.252050 0.040996
TRIGLICERIDOS  0.184087 -0.218218 -0.169031 0.118345 -0.034648
ALT -0.215381 -0.174078 0.674200 0.169932 -0.469872
1-OHP -0.272647 -0.204124 0.158114 -0.000000 -0.518563

CYP1A1*2C 0.301813 0.248452 0.115470 -0.242536 0.071007

En el cuadro anterior se muestran las correlaciones entre pares de variables
de ambos grupos (X y Y). Ninguna correlacion resulté ser mayor a 0.7 pero si
resaltaron mas de un par de correlaciones superiores a 0.4. Tal fue el caso de
los valores de ALT y AST que mostraron una correlacion directa de 0.67. Se
presentd una correlacion inversa de -0.51 entre los valores urinarios de 1-OHP
y GSTML. La otra correlacion inversa de -0.46 se dio entre los valores de ALT
y GSTML1. En la siguiente figura se muestra el nUmero de raices canodnicas
obtenidas.
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Fig. 9. Raices o variables canonicas obtenidas a partir de las variables analizadas en
indigenas tepehuanos de Durango.

De la figura anterior y del cuadro 18 se puede ver el autovalor de la primera
raiz canonica y la contribucion de cada variable al peso total de la raiz.

Cuadro 18. Pesos canodnicos para el conjunto derecho de variables de indigenas
tepehuanos de Durango.

Pesos candnicos, conjunto derecho

Root 1 Root 2 Root 3 Root 4 Root 5
EDAD -0.051621 -0.425118 0.785459 0.685684 0.088684
GENERO -0.505550 -0.482190 -0.489587 -0.127347 0.610807
ENZIMA AST 0.365746  -0.738655 0.348727 -0.489063 -0.203914
EPXH1 0.269885 0.498514 0.624343 -0.338026 0.584457

GSTM1 -0.525419 0.363975 0.371616 -0.823000 -0.341342

En el cuadro anterior se pudieron observar los coeficientes en la primera raiz
gue corresponden a las variables normalizadas para poder compararlas entre
ellas (juego de variables de las Y). A partir de los valores absolutos se pudo
obtener la contribucién de cada variable a la variable candnica. Por lo que las
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variables de mayor peso en la primera correlaciéon canonica (Root 1) fueron
GSTM1 y el género.

En cuanto al juego de variables de las X se observo que la mayor contribucion
a la correlacion canonica estuvo dada por los valores de la enzima ALT, en
primer lugar; los valores urinarios de 1-OHP y mas alejado, en tercer lugar,
por los valores de creatinina. Estos resultados se muestran en el siguiente
cuadro.

Cuadro 19. Pesos candnicos para el conjunto izquierdo de variables de indigenas
tepehuanos de Durango.

Pesos candnicos, conjunto izquierdo

Root 1 Root 2 Root 3 Root 4 Root 5
IMC 0.152267 -0.196483 0.101065 0.184312 0.900256
CREATININA  0.447401 0.615639 0.151606 -0.141612 -0.160942
TRIGLICERIDOS 0.245438 0.344665 0.685044 0.562884 -0.219701
ENZIMA ALT  0.724798 -0.448302 0.392655 -0.361997 -0.201346
1-OHP 0.610320 0.236240 -0.670450 0.493971 -0.134952

CYP1A1*2C -0.262471 -0.520685 0.210226 0.238908 -0.536944

En el caso de los pesos canonicos, los coeficientes obtenidos representan a
las variables normalizadas para ser comparadas, cuadros 18y 19.

A continuacion se muestran las raices canodnicas evaluadas con la prueba de
X?. Se muestran los valores de R y R?, asi como los valores de lambda (1.).

Cuadro 20. Evaluaciéon de las raices candnicas con la X* de datos de indigenas
tepehuanos de Durango.

Test de la Chi-cuadrada con raices sucesivas removidas

Canonicl Canonicl Chi-cuadr. gl p Lambda())
O 0.882135 0.778161 48.46973 30 0.017852 0.057777

1 0.806091 0.649782 22.87103 20 0.295258 0.260447
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Como se muestra en el cuadro anterior, se pudo comprobar que la primera
correlacion canonica fue la Unica significativa con un valor de p=0.017. La
correlacién candnica general fue buena, de 0.88. El valor de lambda (1) fue
adecuado ya que fue cercano a 0, lo que indicé que la distribucion de las
variables en ambos grupos fue correcta. Ademas, en la figura 10 se muestra la
relacion lineal entre los grupos de variables de la primera variable canonica.
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Fig. 10. Tendencia de los conjuntos de variables que conforman la primera
correlacion canonica.

A partir de los datos obtenidos de las variables candnicas que mejor
contribuyeron a las correlaciones canodnicas, se puede concluir que la
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correlacion para la exposicion a hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS)
a partir de la quema de biomasa y la susceptibilidad a padecer enfermedades
relacionadas con esta quema quedd determinada, en orden de importancia,
por los valores de ALT y 1-OHP frente al género y a GSTM1. Cabe destacar
que estos resultados tienen como deficiencia la baja correlacion entre pares
de variables.

VIII.5.2. ANALISIS DE CORRELACION CANONICA NO LINEA L
(OVERALS).

Se planteo el uso de un Andlisis de Correlacion Candnica (ACC) con el fin de
analizar y relacionar al mismo tiempo dos conjuntos de variables X y Y de
este estudio y reducir la dimension de la estructura del comportamiento de
variables que influyeron significativamente sobre los valores urinarios de 1-
OHP. Debido a que en el presente estudio se presentaron mas de dos
variables nominales se tuvo que llevar a cabo un analisis de correlacion
canodnica no lineal (OVERALS) para la evaluacion de los dos conjuntos de
variables categoricas y sus correspondientes correlaciones. A través del
escalamiento Optimo se analizaron multiples conjuntos. Se definieron rangos
de valores y escalas de medida para cada variable.

Por lo que, la eficacia del ajuste de la solucion del andlisis de correlacion
canodnica no lineal a los datos antropométricos, bioquimicos y genéticos de los
individuos tepehuanos evaluados con respecto a la asociacion entre los dos
conjuntos de variables que fusionaron a las variables antropométricas,
bioguimicas y genéticas fue de aproximadamente el 50%. Es decir que, los
autovalores afiadidos al ajuste total indican que el 53% del ajuste real de las
variables evaluadas se explica mediante la primera dimension. En tanto que,
el 47% del mismo ajuste real se explica mediante la segunda dimension. Mas
aun, para ambos conjuntos de variables se obtuvieron sus relaciones
canonicas por dimension. Se obtuvieron pl = 0.754 y p2 = 0.552 para la
dimension 1 y la dimension 2, respectivamente. Ambas correlaciones
resultaron ser aceptables.

Del grafico de saturaciones en componentes (component loadings) se pueden
elucidar las correlaciones entre las variables antropométricas, bioquimicas y
genéticas que han sido cuantificadas y las puntuaciones de los objetos de los
individuos tepehuanos.
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Figura 11. Puntuaciones y saturaciones de las variables en indigenas tepehuanos
por dimensién.

Del grafico anterior se pueden observar las relaciones aparentes entre las
variables. Hay dos direcciones que no coinciden con los ejes horizontales y
verticales. Una direccion se determina mediante el sexo, los valores urinarios
de 1-OHP vy los niveles de triglicéridos. En esa misma linea, CYP1A1*2C si
coincide con el eje vertical. En la otra direccidon se observan a GSTM1 y a la
enzima ALT. Sobre el eje horizontal se observan a la enzima AST, a la
creatinina y a los polimorfismos de EPXH1 HYL*2. En cuanto a la
cuantificacion de variables por dimension, se pudieron observar tres grupos
muy definidos. Se pudo notar la contribucion de cada variable al conjunto por
dimension. La variable que quedd mas alejada de cualquier conjunto fue el de
la enzima ALT. En el cuadrante superior derecho se pueden ubicar al sexo y al
polimorfismo de CYP1A1*2C muy cercanos a GSTML1. Entre los cuadrantes
superior e inferior derechos se agrup6 a la enzima AST, a la creatinina y al
polimorfismo de EPXH1 HYL*2. Finalmente, en el cuadrante inferior izquierdo
se agrupo al 1-OHP con los triglicéridos.

A continuacion se presenta el grafico de los centroides etiguetados mediante
los rangos de las variables antropométricas, bioquimicas y genéticas de los
dos conjuntos obtenidos. Aqui se muestra, y se puede observar la eficacia con
la que las variables separan a los grupos de objetos analizados.
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Figura 12. Andlisis y agrupamiento por cuantificacion de los centroides de los rangos
de las variables antropométricas, bioguimicas y genéticas entre hombres y mujeres
tepehuanos.

Del agrupamiento de los casos por rangos de cada variable se pueden
observar 3 grupos de pertenencia bien definidos. Sin embargo, el grupo del
centro se podria subdividir en tres pequefios subgrupos. El grupo central mas
pequefio relaciona los valores normales de 1-OHP y niveles de triglicéridos
normales. También relaciona a los valores normales de 1-OHP con GSTM1
nulo y la variante doble mutante de CYP1A1*2C. El grupo ubicado
inmediatamente a su izquierda agrupa a los valores normales de la enzima
AST, creatinina y la variante silvestre de CYP1A1*2C. En cambio, el grupo
ubicado encima del anterior, agrupa a los valores normales de la enzima ALT
con la variante doble mutante de CYP1A1*2C y el alelo nulo de GSTM1. De
los dos grandes grupos de los extremos se puede observar que el que esta
ubicado en el cuadrante superior derecho agrupa a los valores anormales de
creatinina con el género masculino; mismo patrén que ya se habia observado
anteriormente en la correlacion de Spearman y en el andlisis de la Chi
cuadrada. Ademas, también se agruparon a los niveles anormales de la
enzima AST. Finalmente, el conjunto ubicado en el cuadrante inferior izquierdo
relaciona claramente a las mujeres con la variante heterocigota de EPXH1
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HYL*2, asi como a la variante heterocigota de CYP1A1*2C con los valores
anormales de 1-OHP y niveles altos de triglicéridos.

En cuanto a la cuantificacion de variables por dimension, se pudieron observar
tres grupos muy definidos. Se pudo notar la contribucion de cada variable al
conjunto por dimension. La variable que queddé mas alejada de cualquier
conjunto fue el de la enzima ALT. En el cuadrante superior derecho se pueden
ubicar al sexo y al polimorfismo de CYP1A1*2C muy cercanos a GSTML.
Entre los cuadrantes superior e inferior derechos se agrup6 a la enzima AST,
a la creatinina y al polimorfismo de EPXH1 HYL*2. Finalmente, en el
cuadrante inferior izquierdo se agrupo al 1-OHP con los triglicéridos, fig. 11.

VIII.5.3. Andlisis de Componentes Principales (Prin cipal Component
Analysis, PCA).

Se llevb a cabo un PCA para reducir los conjuntos de variables
antropomeétricas, bioguimicas y genéticas de los indigenas tepehuanos en
menos componentes o factores que nos ayuden a elucidar un patron
consistente. Por lo que el PCA se realizé con fines exploratorios.

Cabe resaltar que la medida de adecuacion del muestreo de Kaiser-Meyer-
Olkin (KMO) fue de 0.269 con una significancia de la prueba de esfericidad de
Bartlett (p=0.044), en la que apenas se rechazd la hipotesis nula de la
esfericidad y por consiguiente, indicdé una pobre adecuacion que se traduce
en correlaciones bajas entre algunas de las variables evaluadas y la
consiguiente eliminacion de las variables redundantes. En el cuadro siguiente
se puede observar la matriz de correlaciones que presenta el valor de 1.00 a
lo largo de la diagonal y con valores criticos menores a 0.05 en algunas
variables como AST, ALT y GSTM1. Mas aun, GSTM1 se correlaciono
significativamente con la variable edad, la enzima ALT, los niveles urinarios de
1-OHP y el polimorfismo de EPXH1, cuadro 21.
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Cuadro 21. Matriz de correlacion entre variables evaluadas en indigenas tepehuanos
de Durango.

Correlation Matrix*®
CREATININ | TRIGLICERID
AGE Bl VALUES ELEVELS | ASTWALUES | ALTVALUES | 1-0HP | CYP1A1*2C | EPYHTHVL®Z | GSTMI

Corelation  AGE T.000 251 179 246 ~210 -198 -2 340 -283 47
1 251 1.000 124 178 -2 014 136 028 165 -259
CREATININ VALUES 178 124 1.000 -738 -738 -189 -426 -060 382 094
TRIGLICERIDE LEVELS 248 a8 -239 1.000 -200 -158 -051 00 200 000
ASTVALUES -210 012 -239 -200 1.000 7o 255 100 -D40 316
ALTVALUES -198 014 -189 -158 71 1.000 081 -040 253 -500
1-OHP B 135 -426 -051 255 081 1.000 256 12 -403
CYP1AI7IC 340 028 -060 100 100 -040 255 1.000 -.280 078
EPXH1 HYL®2 -283 185 382 200 -040 253 12 -280 1.000 -506
GETMH 47 -259 094 000 -318 -500 -403 078 506 | 1000

Sig. (l-talled)  AGE 148 239 163 202 216 167 084 127 043
1 158 3z 240 481 479 207 458 257 150
CREATININ VALUES 239 312 170 170 218 038 407 058 355
TRIGLICERIDE LEVELS 163 240 170 213 265 420 346 213 500
ASTVALUES 202 481 170 213 00 154 346 437 101
ALTVALUES 218 478 226 85 000 378 438 156 ks
1-OHP 167 207 038 420 154 378 154 328 048
CYP1AI7IC 084 456 407 346 346 438 154 130 378
EPXH1 HYL®2 127 257 058 213 437 158 328 130 018
GETMH 043 150 356 500 101 017 048 378 016

a. Only cases for which GENDER= WOMAN are used in the analysis phase:
b. Determinant= 008

Después de observar la matriz de correlacion anterior, se pudieron resaltar
algunas correlaciones bajas y moderadas tanto positivas como negativas. De
las cuales, una correlacion inversa moderada de -0.506 se observo entre los
valores de GSTM1 y EPXH1. Ademas, otra correlacion inversa moderada de -
0.426 se observo entre la creatinina y los niveles de 1-OHP. En cambio, AST
mostré una correlacion moderada positiva con ALT de 0.791. GSTM1 mostrd
correlaciones inversas moderadas con ALT de -0.5 y los niveles urinarios de
1-OHP de -0.403. Ademas, GSTM1 mostré también una correlacion positiva
moderada con la edad (0.417). Sin embargo, no se pudieron encontrar
correlaciones significativas superiores a 0.8 entre ninguna de las variables
evaluadas.

A continuacion se muestran las comunalidades de las variables que
conforman los componentes a extraer. Esta estimacion se realiza calculando
la correlacion mdltiple al cuadrado entre una determinada variable y las
variables restantes incluidas en el andlisis factorial. En el siguiente cuadro se
muestran las comunalidades de las variables analizadas en tepehuanos.

Cuadro 22. Comunalidades de las variables analizadas en tepehuanos.

Comunalidades ?
Inicial Extraccion
EDAD 1.000 .798]
IMC 1.000 .546
CREATININA 1.000 .639]
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TRIGLICERIDOS 1.000 .553
AST 1.000 .874
ALT 1.000 .936
1-OHP 1.000 .892
CYP1A1*2C 1.000 .383]
EPXH1 HYL*2 1.000 .822
GSTM1 1.000 .786

Método de extraccion: Andlisis de componentes principales.

En lo referente a la extraccion de los componentes principales se obtuvieron
los correspondientes eigenvalues o autovalores que indican cuales
componentes agrupan a la mayor cantidad de varianza explicada, Cuadro 23.

Cuadro 23. Varianza total explicada por componente principal.

Total Variance Explained*

Initial Eigenvalues Extraction Sums of Squared Loadings Rotation Sums of Sguared Loadings

Component Total % ofvariance | Cumulative % Total % ofvariance | Curmulative % Total % ofwariance | Curmulative %

1 2.650 26.498 26.498 2650 26.498 26.498 2045 20.455 20.455

2 1.899 18.994 45,492 1.899 18.994 45,492 1.920 19.201 39.656

3 1.680 16.801 61.292 1.580 16.801 61.292 1.712 17.123 56,779

4 1.100 10.997 72289 1.100 10,997 72289 1.951 15.510 72289

5 G982 9618 81.905

B 831 8.310 90.216

7 410 4.101 94.3117

g 363 363 97.948

9 158 1.682 §99.530

10 047 470 100.000

Extraction Method: Principal Component Analysis.
a. Only cages forwhich GENDER = WORMARN are used in the analysis phase

Se obtuvieron 10 componentes y se observd que el primer componente
explicod la mayor parte de la variacion; ya que del primero al cuarto explicaron
aproximadamente el 72% de la variacion total, se decidié retener a los
primeros 4 componentes principales.

Con el fin de confirmar visualmente la decision de retencién y desecho de
componentes se analizé el “scree plot” o grafico de sedimentaciéon de los
componentes versus eigenvalues, Figura 13.
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Fig. 13. Gréfico de sedimentacibn de los valores Unicos o eigenvalues por
componente del analisis de variables en indigenas tepehuanos.

De los 10 componentes extraidos y de los 4 retenidos, sélo los dos primeros
muestran valores cercanos a 1 (cargas) de forma positiva o negativa como se
puede corroborar en el cuadro siguiente.

Cuadro 24. Representacion de las cargas de los 4 componentes analizados.

Matriz de componentes

Componentes
1 2 3 4
EDAD -.556 499 .206 445
IMC .123 .246 .649 .220
CREATININA -.184 -.765 -.037 134
TRIGLICERIDOS -.173 .218 .675 141
AST 710 .320 -.403 .324
ALT .789 115 -.222 .501
1-OHP .502 423 .152 -.663
CYP1A1*2C -.130 .598 -.031 -.082
EPXH1 HYL*2 454 -.546 .559 .079]
GSTM1 -.813 .074 -.334 .087

Método de extraccion:Andlisis de components principales.
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Con el proceso de rotacion, se pretendié encontrar una estructura mas simple
(Thurstone, 1947); es decir, componentes que agrupasen mejor al conjunto de
variables que explican mejor el comportamiento de éstas en el analisis de las
variables antropométricas, bioquimicas y genéticas de los indigenas
tepehuanos evaluados. Con tal fin, se llevd a cabo una rotacion varimax como
se muestra en el siguiente cuadro.

Cuadro 25. Resultados del método de rotacién varimax con normalizacién de Kaiser.

Matriz de componentes rotados

Componente
1 2 3 4
EDAD -.121 .505 .555 470
IMC .086 .014 -.095 727
CREATININA -.211 -.669 .324 -.203]
TRIGLICERIDOS -.194 .067 .024 715
AST .894 174 -.140 -.160
ALT .960 -.102 -.069 .006
1-OHP .050 .302 -.893 .036
CYP1A1*2C -.012 .606 -.057 111
EPXH1 HYL*2 117 -.769 -.271 .380
GSTM1 -.454 .350 .626 -.256

Método de extraccion: Andlisis de components principales.

Método de rotacion: Varimax con normalizacién de Kaiser.

a. La rotacion convergié en 7 iteraciones.

Los cuatro componentes o factores retenidos mostraron eigenvalues que
explicaron poco mas del 72% de la varianza. Se desglosaron por partes tres
de los cuatro componentes con mayor variaciéon. A continuacién se muestran
los diagramas obtenidos de los cuatro componentes retenidos empezando por
el diagrama del componente principal 1 versus el del componente principal 2.
En este, se muestra la distribucion de los casos entre el factor 1 y factor 2.
Ambos factores explican mas del 54% de la varianza total explicada.
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Fig. 14. Proyeccion de los casos de acuerdo al género en dos componentes
principales (F1y F2).

Una vez analizado el patrén de comportamiento de las variables analizadas en
los indigenas tepehuanos, se escogio el comportamiento de la comparacion
entre los factores 1y 2 ya que explicaron mas del 54% de la variacion total
explicada (fig. 14). En el componente 1 se agruparon mejor los casos en la
parte negativa del eje Y, en tanto que hubo un agrupamiento compacto en la
parte negativa del eje X y uno un poco mas disperso pero casi con el mismo
numero de casos en la parte positiva del eje X también.

Sin embargo, debido a la dispersion encontrada en el agrupamiento de los
datos se decidié subdividir a las variables en activas (variantes genéticas y
valores urinarios de 1-OHP); y suplementarias (variables antropométricas y
bioguimicas) con el fin de analizar mejor los componentes extraidos en el
sistema de coordenadas principales. Para cada variable analizada se hizo una
representacion grafica en dos dimensiones; se colocaron las cargas del
componente o factor 1 en el eje vertical y, las del componente 2 en el eje
horizontal. Sin embargo, los conjuntos de variables se observaron dispersos
en los cuatro cuadrantes como se muestra en la figura de la proyeccion de
variables o coordenadas principales. Dentro del segundo componente, los
valores de AST y 1-OHP fueron los mas cercanos entre si; otra cercania se
dio entre la edad y GSTM1 en la parte positiva y negativa del segundo
componente como se observa en la siguiente figura.
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Fig. 15. Proyeccién de las variables activas y suplementarias analizadas en dos
dimensiones (coordenadas principales).

De esta figura se puede observar que EPXHL1 y creatinina se agrupan en la
parte negativa inferior del factor 1 (eje Y) vy la parte positiva del factor 2 (eje
X). En cambio, GSTM1 queda solo en las partes negativas de ambos
componentes (1 y 2). La edad se acerca a GSTM1 pero permanece en la
frontera positiva del componente 2 (eje X). CYP1A1*2C y 1-OHP se separan
del resto de las variables agrupadas en la parte superior del factor 2. Quedan
muy juntas las variables de ALT, AST, IMC vy triglicéridos. Sin embargo, en
este sistema el conjunto de variables superior se hizo mas grande con la
inclusion de las variables ALT y AST.

Con el fin de reforzar los hallazgos encontrados en esta agrupacion y una vez
analizados los componentes, se recurri6 a la interpretacion de los
componentes con rotacion factorial. Enseguida se procedio a la rotacion de los
ejes para visualizar mejor los grupos de variables como se muestra en la
siguiente figura tridimensional.
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Fig. 16. Agrupamiento de las variables analizadas en tres componentes principales

después de la rotacion de los ejes.

Una vez rotados los ejes se pudo observar que dos grupos de variables

permanecen bien definidos; tal es el caso de las

variables creatinina y EPXH1

en la parte inferior y negativa de los tres componentes. El otro bloque
compacto estd formado por las variables ALT y AST en la frontera negativa y
positiva del componente 2 y positiva del componente 1. En tanto que, un grupo
mas grande y separado que se ubica en la parte negativa del componente 1
pero positiva del componente 2, esta formado por las variables IMC,
triglicéridos, GSTM1, edad, CYP1A1*2C y 1-OHP. Se empled la rotacién
varimax normalizada como se muestra en la siguiente figura.

Cargas de los factores, factor 1vs. Factor 2
Rotacidn: varimax normalizada

0.8

Extraccidn:componentes principales

YP1A1*2C
o
0.6

0.4t

TRIGDIC
a
0.2t

0.0t

Factor 2

-0.2
-0.4 +

-0.6 | CREATDIC
o

-0.8

OHPDICH
=3

ASTDIC
k=l

ALTDIC
o

0.0 0.2 0.4

Factor 1

-1.0 -0.8 0.6 0.4 0.2 0.6

0.8

Fig. 17. Reubicacion de las variables después de la rotacion varimax normalizada.
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Entre los dos factores se pueden observar 4 conjuntos de variables como se
muestra en la figura 17, después de la rotacion varimax normalizada. Uno de
los grupos mas compactos se observa entre valores positivos del factor 1 (eje
y) y un ligero valor negativo del factor 2 (eje x) para los valores urinarios de 1-
OHP y las enzimas AST y ALT. Un grupo que podria ser muy significativo por
las implicaciones médicas reportadas en la literatura esta conformado por
CYP1A1*2C, triglicéridos y el IMC. Se sigue manteniendo la agrupacion entre
las variables creatinina y EPXH1. Y en el extremo superior izquierdo de la
figura quedé GSTML1 con la edad.

En el siguiente cuadro se muestran las comunalidades una vez realizada la
extraccion y la rotacion varimax normalizada. Los valores moderadamente
mas altos de R? se observaron en las variables ALT, AST y GSTM1,
respectivamente.

Cuadro 26. Comunalidades de los factores después de la rotacion.

Comunalidades de la Extraccié n: Rotacién de los componentes principales: Varimax normalizada

VARIABLE F1 F2 Multiple R ?
AGE 0.216886 0.553601 0.439606
BMI 0.049251 0.182605 0.169915

CREATDIC 0.095925 0.521967 0.352351

TRIGDIC 0.006045 0.077602 0.151015

ASTDIC 0.507854 0.511866 0.617634
ALTDIC 0.558383 0.578010 0.653535
OHPDICH 0.372738 0.422808 0.482989
CYP1A1*2C 0.002152 0.431624 0.285745
EPXH1 0.041653 0.328750 0.251807
GSTM1 0.570014 0.612213 0.616591

Ademas, se muestra que una vez llevada a cabo la rotacion, la varianza total
realmente explicada fue menor al 50% como se observa en el siguiente
cuadro.
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Cuadro 27. Valores Unicos después de la rotacion.

Eigenvalues de la Extraccion: Componentes principal es

Eigenvalue % Total Acumulado  Acumulado
1 2.461947 24.61947 2.461947 24.61947

2 1.759099 17.59099 4.221047 42.21047

También se muestra el grafico de sedimentacion después de la rotacién antes
mencionada, fig 18. Se conservaron los mismos 10 componentes con el primer
punto de inflexibn en descenso después del tercer componente, pero la
pendiente se observa mas suavizada.

28
26|
24
2.2
2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0t
08}
0.6
0.4
0.2
0.0

valores

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mumero de eigenvalues

Fig. 18. Grafico de sedimentacién de los 10 componentes después de la rotacion
varimax.

Después de la presentacion de los eigenvalues, se tomaron los coeficientes de
los factores o componentes retenidos después de la rotaciébn que fueron
necesarios para elaborar las ecuaciones lineales capaces de explicar el
comportamiento de los componentes nuevos. Por lo que de la matriz de
coeficientes se obtuvieron las combinaciones de cada variable con sus

58



Bailon Soto Claudia Edith CIIDIR-IPN Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

respectivos coeficientes para construir las dos ecuaciones lineales Y; y Y, que
son la base de las puntuaciones factoriales.

Y; = 0.088EDAD + 0.059IMC + (=0.061CREATININA) + (—0.073TRIGLICERIDOS)
+0.473AST + 0.531ALT + (—0.177 x 1 — OHP) + (—0.008CYP1A1 * 2C)
+0.011EPXH1 + (—0.119GSTM1)

Y, = 0.220EDAD + (—0.014IMC) + (—0.364CREATININA) + 0.005TRIGLICERIDOS
+ 0.115AST + (—0.040ALT) + 0.204 * 1 — OHP + 0.318CYP1A1 x 2C
+ (—0.405EPXH1) + 0.158GSTM1

Con el fin de aclarar con qué variables se aglutinaron mas casos, se
analizaron de manera tridimensional las variables analizadas por componentes
principales con los casos estudiados. En la siguiente figura se muestra el
patron encontrado.

Nulo GSTM1 Positivo Genero
e Mujer
“= Hombre
. 2.00 ;
— 1.80 _:
!E 1.60 '.E E
Wi 1.40 L =
22 1 20-f To1. 7 °
1.00 =
1.00 1.40 1.80 3.’00?"001-00
TRIGL| EPX 3
CERI___ .- 2
-
o i z
2 = =
LLi LLi
o o e
(5] L 2 [&] o =
T1371.00 1,40 1| 3.{,02_@0 400 1.00 1_401_3 -3,_2_00 100
TRIGL| EPX TRIGL) EPX
CERI.__ wA--- CERI._. ..

Fig. 19. Contraste de las variables bioquimicas y genéticas en indigenas tepehuanos
evaluados con 1-OHP.
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El mayor nimero de casos se encuentran en la parte inferior izquierda que
corresponde a los valores normales de 1-OHP y GSTM1 nulo. En este grupo,
los individuos presentaron valores normales de triglicéridos y las variantes
silvestre o heterocigota de EPXH1 con valores normales de creatinina. El otro
bloque mayoritario de casos se ubica en el extremo superior derecho, que
corresponde a los niveles altos de 1-OHP, con la presencia de GSTM1 y la
variante doble mutante de EPXH1, con valores normales tanto de triglicéridos
como de creatinina.

De igual modo, se recurrid al analisis de graficos por matrices después de
llevar a cabo el analisis de componentes principales con el que se obtuvieron
los agrupamientos mostrados en la siguiente figura.

MNulo GSTM1 Positivo
Triglicéridos Triglicéridos
Normales Altos Normales Altos

CYP1A1*2C
EPXH1 EPXH1 EPXH1 EPXH1 Ginero

HYL*2 HYL*2 HYL*2 HYL*2

QO O QO F QO OQ QO
;ELEQLEELEEt
33 Thsa | [r2d 07,
T4 L0
T107] -
— ) ] L e e e 5 = T
— N — i r—r—r— 3 32 8
w3
- TR
Q
] 2. () ) (B | T
il iestieel et el e o
2
7 Tag w 3 3
—— e e
= et U
vz
ol
T80
o oo oD oo oo DO oo oo Do o
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Fig. 20. Grafico de comparacién y contraste de las variables bioquimicas y genéticas
analizadas por PCA en indigenas tepehuanos con 1-OHP.

En este tipo de grafico por matrices se observa que la mayor cantidad de
casos se sitla con los valores normales de 1-OHP, con el genotipo nulo de
GSTML1, con los portadores del genotipo doble mutante de EPXH1 asi como
valores altos de triglicéridos y valores anormales de creatinina.
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VIIL.5.4. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES CATEG ORICOS
(CATPCA).

El analisis de componentes principales categdrico (CATPCA) tiene como
objetivo principal el analisis simultaneo de la cuantificaciéon de las variables
categoricas y la reduccion de la dimensionalidad de los datos. Este analisis
permite, por lo tanto, cuantificar de forma éptima a las variables categéricas en
la dimensién adecuada. Mas aun, permite el modelamiento de relaciones no
lineales entre las variables de estudio.

Los resultados del procedimiento CATPCA permiten la generacion de cuadros
para las puntuaciones de los objetos, las saturaciones en componentes, el
historial de iteraciones, las correlaciones de las variables originales y de las
transformadas, la varianza explicada por variable y por dimension; las
cuantificaciones de las categorias para las variables seleccionadas y
estadisticos descriptivos para esas variables seleccionadas.

En el siguiente cuadro se muestran las correlaciones de las variables
antropomeétricas, bioquimicas y genéticas transformadas analizadas por el
procedimiento CATPCA en indigenas tepehuanos.

Cuadro 28. Correlaciones de variables antropométricas, bioquimicas y genéticas para
andlisis CATPCA.

Correlations Transformed Variables
TRIGLICERID
1-0HP EPXH1 CYP1A1*2C | GSTMI1 ES CREATIMIN AST ALT SEX AGE EMI

1-0HP 1.000 051 187 -827 011 -.289 168 14 -185 -303 .300
EF¥H1 051 1.000 -3 -.284 158 220 -.055 149 047 -243 -.085
CYP1AI*2C 187 -3 1.000 .089 021 =127 100 -.086 226 478 219
GETh1 =527 -.294 .0gg 1.000 -.044 024 =214 -.473 142 368 -.303
TRIGLICERIDES 011 158 021 -.044 1.000 =181 - 161 -108 -.208 202 038
CREATIMIN -.289 220 =127 029 =181 1.000 -1490 -128 -.245 =177 -.248
AST 168 -.0585 100 -214 =181 -180 1.000 676 010 -212 100
ALT 14 149 -.086 -473 -108 -128 676 1.000 - 166 -240 031
SEx2 -185 047 226 142 -.208 -.245 010 - 166 1.000 318 071
AGE3.E -.303 -.243 A78 368 202 -ATT -212 -.240 318 1.000 164
Eih]2..b .300 -.085 219 -.303 038 -.248 100 031 071 164 1.000
Dimension 1 2 3 4 ] 4 7 g
Eigenvalue® 3.252 2214 1.338 1.130 935 536 402 193

a. Supplementary variable.

b. Missing values were imputed with the mode ofthe quantified variable.

¢. Eigenvalues of carrelation matrix weighted with variable weights and excluding supplementary variables.

Del cuadro anterior, las correlaciones positivas mas altas registradas en este
analisis de 0.676 se dan entre las variables ALT y AST. Una correlacion
positiva moderada de 0.478 se da entre las variables CYP1A1*2C y la edad;
otra positiva moderada de .368 se observa entre GSTM1 y la edad asi como
de 0.220 entre creatinina y EPXH1. Una correlacion inversa moderada de -
0.527 se da entre GSTM1 Y los valores urinarios de 1-OHP. Otra inversa
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moderada de -0.473 se da entre GSTM1 y ALT. Ademas, las dos primeras
dimensiones presentan los eigenvalues mas altos; de 3.252 y 2.214
respectivamente. Los porcentajes de varianza total explicada por estos dos
conjuntos de variables fue de 32.6% y 22.2% para las dimensiones 1y 2
respectivamente. Ambas dimensiones explicaron el 54.8% de la varianza total.

Una vez que se obtuvieron los autovalores ponderados por los pesos de cada
variable analizada resultante de la matriz de correlaciones transformadas, se
consiguieron las respectivas puntuaciones de los objetos; es decir, de los
casos representativos de los indigenas tepehuanos evaluados. Por lo que a
continuacion se muestra una gréafica de los puntos de los objetos bajo estudio
en las dos dimensiones principales, fig. 21.

Dimension 2

-3 o

Dimension 1

Normalizacion de la variable principal

Fig. 21. Distribucion bidimensional de los puntos de los objetos etiquetados por el
namero de cada caso (indigena tepehuano evaluado).

Después de observar la distribucion de los puntos de los objetos etiquetados
por el nimero de cada caso; especificamente, por la etiqueta de cada
individuo tepehuano, se pueden inferir algunos conjuntos de variables-casos
muy importantes. En la dimension 1 se puede observar que un gran conjunto
de datos se ubica en la parte negativa, en tanto que, el otro grupo de objetos
se sitla en la parte positiva. El namero 15, es el Unico caso ubicado en la
parte negativa de ambas dimensiones. Mientras que solo los casos 6 y 15 se
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ubican en la parte negativa de la dimension 2. Exceptuando estos dos casos,
todos los casos estudiados se ubican en la parte positiva de la dimensién 2. A
su vez, estos dos grandes grupos se pueden subdividir en grupos mas
pequefios de acuerdo a la cercania de los casos entre ellos como se muestra
en la figura anterior.

A continuacién se muestra la distribucion de los casos y variables de acuerdo
a las cargas que conforman cada componente. Dichas cargas se muestran
con una linea partiendo del origen hasta el punto donde se ubica cada
variable.

1.0

0.57

CYPIa1*2C

0.0

Dimension 2

=057

-1.0r 1 | T I T T T T
04 02 00 02 04 06 08 10

Dimension 1

Normalizacién de la variable principal

Fig. 22. Cargas de los componentes de las variables evaluadas en indigenas
tepehuanos.

Al partir del origen como se observa en la figura anterior, las variables mas
relacionadas entre ellas son los triglicéridos, el IMC y el género. A
continuacion, mas alejada del origen, se observa otra agrupaciéon con una
relacion inversa entre la creatinina y EPXH1 HYL*2, en la parte negativa de la
dimensién 2. Un tercer grupo mas alejado del origen esta conformado por
GSTM1, CYP1A1*2C y la edad en extremos positivos de ambas dimensiones.
En tanto que, un cuarto grupo compuesto por las variables ALT, AST y 1-OHP
se ubica en la parte negativa de la dimension 2 y la parte positiva de la
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dimension 1, a excepcion de la variable ALT que se ubica en la frontera de su
parte negativa.

Pero, al analizar los centroides de las variables en su ubicacion espacial junto
con su proyeccion, se pueden observar los siguientes patrones. En la parte
positiva de la dimension 1 se encuentra CYP1A1*2C, esta parte corresponde
al polimorfismo doble mutante G/G y su correspondiente proyeccion en la
parte negativa, estaria dada por su variante heterocigota A/G. Respecto a
GSTML1 la presencia de GSTM1 esta en la parte positiva de la dimension 1. Su
correspondiente proyeccion en la parte negativa de la dimension 1
corresponde a GSTML1 nulo. En cuanto a EPXH1 HYL*2 ubicado en la parte
negativa de la dimensién 1 que corresponde a su variante heterocigota T/C, su
proyeccion en la parte positiva de la dimension 1 se refiere a la variante doble
mutante C/C. La variable creatinina ubicada en la parte negativa de la
dimension 1 tiene su proyeccién en la parte positiva de la dimension 1 y
corresponde a los valores anormales de creatinina. El sexo ubicado en la parte
positiva de la dimension 1 corresponde al género masculino, en tanto que su
proyeccion en la parte negativa de la dimension 1 corresponde al género
femenino. En cuanto a los niveles urinarios de 1-OHP, sus valores normales
estan ubicados en la parte positiva de la dimension 1 y su correspondiente
proyeccion ubicada en la parte negativa de la dimension 1 integra a los valores
altos o anormales de 1-OHP.

Finalmente, en la siguiente figura es posible apreciar la distribucion
bidimensional de las variables y los casos que mejor encajan en cada una de
ellas. En esta grafica biespacial, los puntos de los objetos (casos) se
representan a partir de la seleccién realizada en las coordenadas de las
variables (antropométricas, bioquimicas y genéticas) como saturaciones en
componentes o centroides de las variables.
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Fig. 23. Representacion biespacial de variables y casos asociados a ellas a partir de
datos de indigenas tepehuanos.

En la figura 23 se pueden observar las variables antropométricas, bioquimicas
y genéticas de hombres y mujeres tepehuanos evaluados por el procedimiento
de componentes principales categérico. A excepciéon de los casos aberrantes
6y 15, el resto de los casos se ubican en las regiones positivas y negativas de
ambas dimensiones. Por ejemplo, los casos 3, 4, 7, 11, 13, 17 y 21 se ubican
en la region negativa de la dimension 1 pero en la region positiva de la
dimension 2 y estan mas cercanos a las variables triglicéridos, creatinina y
EPXH1 HYL*2. Por lo tanto, se puede inferir que este conjunto de casos
comparten valores similares de creatinina, niveles parecidos de triglicéridos y
genotipo similar de EPXH1 HYL*2. De igual forma, como se ha corroborado en
otros analisis multivariados, las enzimas ALT y AST se agrupan con los
valores urinarios de 1-OHP; los casos 2, 9, 16, 20 y 24 asociados a este
grupo se ubican en la parte positiva de la dimension 2 y la parte negativa de la
dimension 1. Y finalmente, el grupo conformado por el género, el IMC, la edad,
GSTM1 y CYP1A1*2C aglutina a los casos 1, 5, 8, 10, 12, 18, 19, 22, 23y 25
ubicados en las regiones positivas de las dimensiones 1y 2.

Al analizar mas detenidamente esta figura, los casos 3, 4, 7, 11, 13, 17y 21
parecen tener niveles de triglicéridos anormales, valores normales de
creatinina y poseer la variante heterocigota T/C de EPXH1 HYL*2. Los casos
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2,9, 16, 20 y 24 se agrupan cerca de las enzimas ALT y AST, asi como del 1-
OHP. Lo que significa que estos individuos tepehuanos parecen tener valores
anormales de las enzimas ALT y AST pero presentan valores normales del 1-
OHP urinario. Finalmente, los casos 1, 5, 8, 10, 12, 18, 19, 22, 23 y 25 estan
cerca de las variables género, CYP1A1*2C y GSTM1. De forma especifica,
estos individuos parecen ser mayoritariamente hombres de IMC normal,
menores de 50 afios que poseen el genotipo nulo de GSTM1 y la variante
doble mutante G/G de CYP1A1*2C.

VIIL.5.5. Analisis de agrupamiento jerarquico (Hier archical Cluster
Analysis).

Se llevé a cabo un andlisis de similitud por conglomerados (cluster) por el
método de Ward y la medida de distancia City-block (Manhattan). Los
resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Con este andlisis de agrupamiento se encontraron similitudes entre las
diferentes variables antropométricas, bioquimicas y genéticas de los diferentes
individuos tepehuanos evaluados. En la siguiente figura se distinguen 4
grupos; dos agrupamientos principales de mayor tamafo y dos que agrupan a
un menor numero de individuos.
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Fig. 24. Dendograma jerarquico de similitud entre indigenas tepehuanos. Resultados
de la técnica de conglomerados por el método de Ward.

En la figura 24 se pueden observar los siguientes agrupamientos. Se formaron
dos grandes grupos troncales. El primero tiene dos grandes ramas que a su
vez se subdividen en otras dos ramas mas pequefias, en cuyas hojas se
pueden encontrar a los casos del uno al veintiuno. En cambio, el segundo
tronco esta compuesto por dos ramales en cuyas hojas se encuentran la
mayoria de los objetos que incluyen a los casos 2 al 22 en la rama mas
pequefia; y los casos 4 al 24 en la dltima y mas grande rama.

El primer grupo conformado por TO1l, T13 Y T32 presenta a mujeres con
edades e IMC similares. Tienen valores de creatinina, AST y ALT normales.
Una presenta la variante doble mutante de CYP1A1*2C y dos, la variante
heterocigota; las tres mujeres poseen la variante heterocigota de EPXH1
HYL*2 vy la delecion de GSTML1. SAlo dos mujeres presentan valores normales
de 1-OHP urinario.
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En el segundo grupo T16, T49 y T133 son una mujer y dos hombres con IMC
similares bajos. La mujer presenta valores anormales de creatinina y los dos
varones tienen valores normales de creatinina. Los tres individuos tienen
valores de triglicéridos, AST y ALT normales. S6lo un hombre y una mujer
presentan la variante doble mutante de CYP1A1*2C; Soélo la mujer tiene la
variante heterocigota de EPXH1 y los dos hombres presentan la variante doble
mutante de EPXH1, ademas de que los tres individuos presentan la delecién
de GSTM1. Los tres individuos presentan valores normales del 1-OHP
urinario.

En el tercer grupo TO7, T134, T135, T137 y T139 son tres mujeres y dos
hombres que presentan valores normales de creatinina. Tienen niveles
anormales de VLDL. Dos mujeres presentan valores altos de 1-OHP y sélo
una presenta valores normales. Los dos hombres presentan valores normales
de 1-OHP, la variante doble mutante de CYP1A1*2C y los dos presentan la
delecién de GSTM1.

El cuarto grupo, que es el mas extenso y diferente del resto de los otros tres,
esta formado por T14, T17, T19, T20, T21, T33, T34, T37, T80, T144,T145Y
T151 de los cuales 9 casos son mujeres y 2 hombres. Sus edades oscilan
entre los 20 y 40 aflos de edad. Las mujeres presentan valores normales y
anormales de todas las pruebas bioquimicas. Solamente los hombres
presentan valores normales de creatinina, triglicéridos, AST y ALT. Tres
individuos, dos mujeres y un hombre, presentan niveles altos de 1-OHP; el
resto de los 7 individuos presenta valores normales. Tres individuos presentan
la forma heterocigota de CYP1A1*2C y siete la forma doble mutante. Ademas,
cuatro individuos, tres mujeres y un hombre, presentan la forma silvestre de
EPXH1; cuatro individuos presentan la forma heterocigota de EPXHL1 y tres
mujeres presentan la forma doble mutante de EPXH1. Dos mujeres y un
hombre presentan GSTM1 positivo. Los siete individuos restantes presentan
GSTML1 nulo.
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Fig. 25. Dendograma de similitud de variables antropométricas, bioquimicas y
genéticas evaluadas en indigenas tepehuanos por el método de Ward.

Dos grandes grupos troncales se pueden observar en la figura anterior. El
primero se subdivide solo en las variables edad e indice de masa corporal. El
segundo grupo se subdivide a su vez en otros dos grupos 0 ramas mas
pequefios. Uno integra a 6 variables y el otro, sélo a tres variables. Las 6
variables incluyen al género, los niveles de creatinina, triglicéridos, las
enzimas hepaticas AST y ALT, y los niveles urinarios de 1-OHP. EIl otro
conjunto de hojas esta formado por las variantes genéticas de CYP1A1*2C,
EPXH1 HYL*2 y GSTM1. Cabe destacar que el segundo subgrupo troncal de
tres variables estd mejor representado por los polimorfismos genéticos
anteriormente mencionados.

Ya que el analisis por conglomerados permite la obtenciéon de un namero
optimo de grupos partiendo de la similitud entre los casos, después de llevar a
cabo el analisis de agrupamiento jerarquico se procedio a la verificacion por el
método no jerarquico de K medias que necesita con antelacion el nimero de
conglomerados que se desea obtener por lo que este método proporciona una
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solucion final Unica para el numero de conglomerados preestablecido. Para
este andlisis se propuso la obtencion de dos conglomerados. Los resultados
del analisis de varianza (ANOVA) se muestran en el cuadro siguiente. Por lo
gue el tamafo relativo del estadistico F de Fisher brinda informacion
concerniente a la contribucion de cada variable para la separacion de grupos.

Cuadro 29. ANOVA procedente del analisis de K medias en indigenas tepehuanos.

ANOVA
Cluster Error
Media al cuad GL Media al cuad GL F Sig.
EDAD 1598.521 42.310 22 37.781 .000
GENERO .188 .196 22 .957 .339]
IMC 6.021 10.465 22 575 .456
CREATININA .021 151 22 .138 .713)
TRIGLICERIDOS .000 119 22 .000 1.000
AST .333 .136 22 2.444 132
ALT .083 .080 22 1.048 317
1-OHP 521 .219 22 2.381 137
CYP1A1*2C .188 247 22 .759 .393]
EPXH1 HYL*2 .188 474 22 .395 .536
GSTM1 1.021 479 22 5.704 .026

Del andlisis de varianza ANOVA mostrado en el cuadro anterior, se obtuvo
gue la mayor diferencia entre agrupamientos de casos es debida a las
variables GSTM1 y la edad de los individuos tepehuanos evaluados (Cuadro
29).

VII.6. Redes neuronales (Neural Networks).

Las redes neuronales artificiales permiten analizar una gran cantidad de
informacion emulando el funcionamiento de una red neuronal biolégica. Su
aplicacion matematica es muy importante en el mundo de las ciencias para
explicar fenbmenos que por otras técnicas estadisticas resultan poco
confiables. Debido a lo anterior, se decidid evaluar la influencia del conjunto de
variables antropométricas, bioquimicas y genéticas de los indigenas
tepehuanos y sus mediciones urinarias de 1-OHP por medio de redes
neuronales con el modelo de perceptron multicapa.
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A continuacion se muestra el analisis que resultd mas adecuado con base en
la particion del entrenamiento, prueba y reserva. La funcion de activacion de la
capa oculta fue la sigmoidal, asi como la funcion identidad fue la empleada

como la funcidn de activacion de la capa de salida, fig.26.
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Hidden layer activation function: Sigmoid

Output layer activation function: Identity

Fig. 26. Representacion de la red neuronal empleada para analizar las variables

antropomeétricas, bioquimicas y genéticas de indigenas tepehuanos con sus niveles

urinarios de 1-OHP.
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Predicciones

Regla de parado

1 paso consecutivo sin

Entrenamiento Suma de cuadrados del .169I
error
Porcentaje incorrecto .0%

Predicciones

empleado decremento en el error
Tiempo de entrenamiento 0:00:00.000
Prueba Suma de cuadrados del 317
error
Porcentaje incorrecto .0%
Predicciones
Reserva Porcentaje incorrecto 20.0%

Variable dependiente: HIDROXIPIRENO
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Fig. 27. Histograma de la red neuronal escogida.
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La red neuronal anterior tuvo una particion de 50% para entrenamiento, 25%
de prueba y 25% de reserva. Se pudo comprobar que la variable con mas
influencia sobre los valores urinarios de 1-OHP fue GSTM1 seguida de
CYP1A1*2C, creatinina 'y EPXH1, fig.27.

73



Bailon Soto Claudia Edith CIIDIR-IPN Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

VIIL.7. Regresion logistica (Logistic Regression).

Con el fin de estimar la contribucion de los diferentes factores sobre la
ocurrencia del evento; es decir, corroborar la posible relacion entre los niveles
urinarios de 1-OHP con el conjunto de variables antropométricas, bioquimicas
y genéticas, se llevdo a cabo una regresion logistica. EI modelo logistico
multivariado empleado en general, se muestra a continuacién (figura 28).

Figura 28. MODELO LOGISTICO MULTIVARIADO Y SUS VARIABLES.

Y= Nivel critico/no critico de exposicion al 1-OHP

1
V= 1 + e~ (Bo+ B1 X1+ B2Xz+P3X3+BaXs+PsXs5+PeXe+P7X7+BsXg+BoXo+B10X10)

VARIABLES DEL MODELO LOGISTICO MULTIVARIADO

B1X1= Polimorfismos de CYP1A1*2C
B2X2= Polimorfismos de CYP2D6*2A
B3X3= Polimorfismos de CYP3A4*1B
B4Xs= Polimorfismos de EPXH1 HYL*2
BsXs= Polimorfismos de GSTM1
BeXe=valores de 1-OHP

[B7X7= Alcohol si/no

BsXs= fumador si/no

BoXo= pruebas antropométricas

B10X10= pruebas bioquimicas
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Con las variables mostradas se llevaron a cabo varias regresiones logisticas
con diferentes métodos en los que se incluyé el de pasos hacia adelante,
pasos hacia atras y la combinacion de ambos o “stepwise”; asi como el de
“enter” o de entrada automatica. Con el método “enter” se obtuvieron los
siguientes resultados. Se clasificé adecuadamente al 79.2% de los datos. La
Unica variable que permanecié dentro del modelo y que resultd estar
relacionada con los valores urinarios de 1-OHP fue GSTM1 con su variante
positiva (p=0.04). GSTML1 nulo quedé fuera del modelo. El error estandar de [
para GSTM1 positivo mostrd 1C95% de 1.024-93.070 con un exponente [ =
9.762. Lo que significd que los individuos tepehuanos tuvieron un riesgo de
mas de 9 veces mas de presentar niveles urinarios altos de 1-OHP con la
variante positiva de GSTML1.

Del coeficiente de determinacion R cuadrado de Cox y Snell utilizado para
explicar la proporcion de la varianza de la variable dependiente 1-OHP
explicada por las variables predictoras mostradas en la figura anterior, se
obtuvo que el 23.7% de la variacion de la variable dependiente es explicada
por la variable incluida en el modelo. EI modelo logistico ajustado con la
constante, GSTM1, edad y niveles de triglicéridos qued6 de la siguiente
manera,

1
" 1 4 ¢—(0.731+2.279X;-0.021X,-0.033X3)

Se obtuvieron, también, datos acerca del polimorfismo de EPXH1 HYL*2 en
hombres y mujeres tepehuanos en relacion a sus niveles urinarios altos de 1-
OHP. Quise establecer la posible relacion de este polimorfismo con los valores
urinarios altos de 1-OHP que mostré una tabla de clasificacion del 76.9%. La
estimacion del riesgo relativo en tepehuanos con la variante heterocigota de
EPXH1 HYL*2 de tener valores urinarios altos de 1-OHP fue de 10.632 veces
mas que en individuos tepehuanos con las variantes homocigotas silvestre y
doble mutante (p=0.014, con 1C95% 1.615-70.0526).
Esta estimacion se ajustd por la variante heterocigota del gen EPXH1 HYL*2,
la variante doble mutante de EPXH1 HYL*2, el IMC, la edad, el género,
niveles de colesterol, y por GSTM1. Por lo que el modelo logistico final quedd
como a continuacion se muestra,

_ 1

" 1 + ¢~—(1.050+2364X;+1.120X,+0.035X3+0.136X,—0.023X5—0.002Xs —1.068X7)
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IX. DISCUSION

En este estudio se observd que en indigenas Tepehuanos la presencia del
gen GSTM1, ademas de CYP1A1*2C, los niveles de creatinina, y EPXH1
HYL*2 se asociaron con niveles altos del 1-OHP urinario, el cual es un
biomarcador indirecto de exposicion a PAHs. Estos niveles se encontraron 6.5
veces por encima del estandar del NHANES 2009 compilado por el CDC. Por
el contrario, la deleciébn de GSTM1 se asoci6 con niveles normales de 1-OHP
urinario, tal como lo indican los analisis de correlacién, de agrupamiento y de
regresion logistica, ademés del de redes neuronales.

La incidencia de enfermedades respiratorias en poblacibn mestiza mexicana
del municipio del Mezquital, Durango, México es de aproximadamente 78,000
por cada 100,000 habitantes ©SP 29¥  En el caso de los indigenas
Tepehuanos de Durango, las estadisticas sobre el estado clinico y nutricional,
ademas de la incidencia de diferentes tipos de cancer son escasas y poco
confiables debido, entre otros factores, a la dificultad para acceder a sus
comunidades. Los pocos datos que existen son producto de la evaluacion de
Tepehuanos residentes en comunidades relativamente grandes y de facil
acceso, con el inconveniente de que en ellos se presenta cierto grado de
transculturizacion y de mestizaje (Rodriguez-Moran et al. 2008; INEGI 2010; y SSD, 2013)' De
acuerdo a un estudio del Centro de Cancerologia de Durango, la escaza
poblacién indigena que ha llegado a tratarse algin tumor maligno se ha
archivado dentro de la poblacion general, sin diferenciar el término indigena
(Lares et al. 2010) ' Gonsiderando lo antes mencionado, se procedié a establecer un
perfil antropométrico, bioquimico y genético en una comunidad de los
Tepehuanos del sur del Mezquital, Durango.

La actividad de las enzimas que metabolizan téxicos ambientales (HAPS) es
dependiente, entre otros factores, de los polimorfismos genéticos, como se
describen para el gen CYP1A1l (Guengerich and Shimada, 1991; Kawajiri et al. 1993; Cascorbi et al.
1996; Shimada et al. 1996; Nebert, 2000; Shimada and Fuijii-Kuriyama, 2004; Harrigan et al. 2004 ), cuyas
frecuencias varian entre grupos étnicos. Hace dos décadas se describié una
frecuencia alta de la variante alélica CYP1A1*2C (0.44) en individuos México-
americanos que representa un factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades mediadas por exposicion, especialmente en fumadores
ocasionales (shPe et al 1997 " Egta mismo polimorfismo fue hallado con una
frecuencia de 0.54 en una muestra de poblaciéon mestiza mexicana (PerezMorales
et al. 2008, 2011) 15 cual es cercana a la frecuencia de los Tepehuanos de este
estudio (0.65). Se han descrito frecuencias mayores de CYP1A1*2C que las
obtenidas en poblaciones mexicanas en indigenas sudamericanos como los
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Xavantes (0.97), guaranies (0.902) y achés (1.0) (asparetal. 2002) ‘pqr otrg |ado,
la frecuencia reportada en individuos caucasicos y africanos es muy baja (0.05

y 0.03, respectivamente) (62 etal- 200D ' mjentras que en la poblacion asiatica es
de 0.26 (Cosma et al. 1993)

Se encontré una relacién directa entre el polimorfismo CYP1A1*2C y la
presencia de enfermedades pulmonares en trabajadores italianos de minas de
coque (expuestos a HAPs) ®Bresciaetal- 1999 ‘en ng region del sur de Esparia, se
encontré asociacion de CYP1A1*2C con un incremento en la frecuencia de
cancer de pulmon (San José et al. 2010) - Aqimismo, la evaluacion citogenética y
molecular de policias en la ciudad de Praga ocupacionalmente expuestos a
HAPs, mostré aberraciones cromosémicas y la presencia del polimorfismo
CYP1A1*2C (Georgadis et al. 2005 y Sram et al. 2007) | 5 gjta frecuencia de este
polimorfismo en la poblaciéon Tepehuana, permite especular la susceptibilidad
a desarrollar cancer. Sin embargo esta observacion requiere de mas estudios
confirmatorios. Cabe destacar que en Durango, un estudio del Centro de
Cancerologia en poblacion mestiza reporté que la mortalidad por cancer en un
periodo del 2001 al 2003 fue del 10%. En cuanto a morbilidad, el 34% de las
mujeres padecio cancer cervicouterino (cacu) y el 30%, cancer de mama. En
el caso de los tumores del sistema nervioso central (SNC), ElI 9% fue para
hombres; en tanto que el 6% de los varones padecié cancer de pulmén “-2rs
al. 20100 En el 20086, la incidencia de tumores malignos de traquea, bronquios y
pulmoén en hombres de Durango fue del 6%; y en mujeres fue del 2.6%. En lo
referente al cancer cervicouterino, el 15.9% de las mujeres lo padecio. En

tanto que, el 19.8% de las mujeres fueron diagnosticadas con cancer de
mama (INEGI, 2009)

El gen CYP2D6 codifica una isoenzima que metaboliza una amplia gama de
farmacos de interés terapéutico (“ander et a. 2009 g gen que la codifica es
altamente polimérfico. Dos alelos no funcionales dan origen al fenotipo
metabolizador lento (ML), mientras que el fenotipo metabolizador rapido (MR)
se debe a la presencia de uno o dos alelos con funcién normal: CYP2D6*1 y
CYP2D6*2. El estudio de las variantes alélicas de CYP2D6 en los indigenas
Tepehuanos de Durango previamente fenotipificados con dextrometorfan
demostré la ausencia del fenotipo ML (SosaMacias etal. 2006) g aste estudio se
confirma la baja variabilidad del gen CYP2D6 en este grupo étnico, que se
habfa descrito previamente (Sosa-Macias etal. 2006)

En lo referente al metabolismo de toxicos ambientales, se ha reportado que
tanto los ML como los MR no presentan diferencias en la cantidad de
aberraciones cromosdmicas debidas a la exposicion a la nitrosamina NNK [4'-
(nitrosometilamino)-1-(3-piridil)-1-butanona] “bde-Ranman et al. 2011) " iy embargo,
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se ha comprobado la activacion mutagénica de compuestos derivados del
humo de tabaco a través de CYP2D6 como las nitrosaminas NNN [N-

Nitrosonornicotina], NNK y NNA [4-(metilnitrosamino)-4-(3-piridil)-1-butanol]
(Crespi et al. 1991)

En el presente estudio, la frecuencia de CYP3A4*1B fue de 0.08, similar a la
reportada en poblacién Tepehuana en un estudio previo (Reves-Hernandez et al. 2008)
El polimorfismo CYP3A4*1B se ha asociado a la presencia de cancer de
préostata cuya frecuencia varia en diferentes poblaciones: 0.59 en
afroamericanos, 0.10 en latinos, 0.08 en caucasicos y esta ausente en
asiaticos. Asi, la baja frecuencia de cancer de prostata en los ultimos, podria

relacionarse también con la baja frecuencia del alelo *1B en poblacion asiatica
(Zeigler et al. 2002 y Paris et al. 1999)

Existe evidencia del papel que juega EPXH1 microsomal en la actividad
enzimatica involucrada en procesos degenerativos. El alelo mutante de
EPXH1 HYL*2, conocido también como el alelo lento del exdn 3, se encontrd
con una frecuencia de 0.46 en los indigenas Tepehuanos analizados. La
frecuencia de este alelo en pacientes japoneses con EPOC fue de 0.44
(voshikawa et al. 2000) ) 5 alta similitud en las frecuencias alélicas de ambos grupos
permite inferir en los indigenas Tepehuanos un riesgo alto de padecer EPOC.
En sujetos taiwaneses el alelo EPXH1 HYL*2 se observd con una frecuencia
de 0.59 asociandose a una progresion severa de EPOC, especialmente en
fumadores y exfumadores (Chend etal. 2004)

En poblacion caucasica, el alelo EPXH1 HYL*2 parece tener un efecto
retardante ante la progresion rapida de cancer de prostata ©sUr et @ 2009 gjp
embargo, la presencia de éste alelo en conjunto con el consumo de tabaco y
alcohol parece favorecer el desarrollo de algunas enfermedades
degenerativas (Guengerich et al. 1982; Seidegard et al. 1997; Sachse et al. 2002 y Cheng et al. 2004)' En
la poblacion Tepehuana, el alelo HYL*2 en conjunto con una alta exposicion al
humo de la quema de madera incrementaria el riesgo de desarrollar EPOC
severa en esta poblacion.

Finalmente, GSTML1 juega un papel clave debido a su actividad como enzima

de Fase |l en la detoxificacion de HAPs (Jakoby et al. 1978; Mannervik et al. 1985; Mannervik and
Danielson, 1988; http://www.chem.gmul. ac.uk/iubmb/enzyme/EC2/5/1/18.html); Kovalenko et al. 2009 y Tang et al.

2019 | a ausencia de la enzima activa, junto con exposicién frecuente a HAPs
se relaciona con la presencia de diferentes tipos de cancer (Hayes 1995: Bennet 1999)
La alta frecuencia del genotipo GSTM1*0/*0 en la poblacién Tepehuana del
presente estudio (0.72), fue mayor a la encontrada en poblacién caucasica de
origen europeo (0.50) (Hayes. 1995 Gronauetal. 2003) v 5 |3 ohservada en pacientes
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de origen africano (0.22 a 038) (Bell et al. 1993; Arruda et al. 1998 y Piacentini et al. 2011)’ pero
muy semejante a la encontrada en individuos brasilefios de Rio de Janeiro
(0.66) y de Brasilia (0.67) (Hategimaetal 2000) ) 5 delecion de GSTM1 se encontrd
con una frecuencia de 0.65 en pacientes japoneses con cancer oral e
incrementd en mas de 2 veces el riesgo a desarrollar este tipo de cancer en
comparacién con los controles que tenian GSTM1 activo (52 &t - 1999)

Si bien los genotipos son informativos, no pueden predecir por completo la
susceptibilidad a desarrollar enfermedades crénico-degenerativas, por lo que
deben evaluarse simultdneamente con biomarcadores de exposicion y riesgo.
Aunado a lo anterior, deben considerarse las diferencias inter-étnicas e inter-
individuales.

El monitoreo bioldgico de exposicion a HAPs en estudiantes universitarios
holandeses mostré niveles urinarios de 1-OHP de 0.260mol/mol de creatinina
(Jongeneelen et al. 1987 B) ) 5 medicién del grado de exposicién en una planta de
aluminio en Suecia mostré un valor de 0.17Cmol/mol de creatinina exandrie etal
2000 En Jas comunidades de “El Centro y Domingo” de San Luis Potosi
México, se evaluaron diferentes escenarios de exposicion y se encontré que
nifios expuestos a la combustion del trafico vehicular tuvieron valores de 1-
OHP con una media igual a 0.2Jmol/mol de creatinina MatinezSalinas et al. 2010)
Los niveles observados de 1-OHP en la poblacion Tepehuana de este estudio
fueron de 0.281mol/mol de creatinina, superiores a los descritos previamente.
El valor minimo observado fue de 0.22 y el maximo de 2.69CImol/mol de
creatinina. De acuerdo a la guia Benchmark propuesta por Jongeneelen en el
2001, se proponen dos valores de referencia fijados en 2.3 y 4.9(imol/mol de
creatinina que corresponden a dos tipos de industrias con exposicion muy alta
a HAPs; el primer valor es para los hornos de coque y el segundo, para
fabricas de produccion primaria de aluminio. Estos valores son los que
establecen el OEL (Ocupational Exposure Limit) acronimo en inglés para el
limite de exposicién ocupacional.

En el caso de los indigenas Tepehuanos de Durango, la exposicion a HAPs es
mayoritariamente habitacional, pues el espacio de convivencia intrafamiliar se
circunscribe a un solo espacio donde comen, duermen y pasan su tiempo
cerca de las estufas de lefia que tienen para calentar y cocinar sus alimentos.
Esto explica los altos niveles urinarios de 1-OHP.

Esto dltimo hace necesario implementar programas de mejoramiento de
vivienda que permitan reducir los niveles de exposicion a HAPs en
comunidades indigenas.
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Los niveles urinarios altos de 1-OHP en obreros metallrgicos suecos
expuestos a HAPs se relacionaron con la combinacion genotipica
CYP1A1*1/*2C y GSMT1*0/*Q (Alexandrie etal. 2000) Eqta combinacién genotipica
se asocia también a niveles urinarios altos de 1-OHP en individuos fumadores
no expuestos ocupacionalmente a HAPs; sin embargo esta asociacion

depende de la edad, grupo étnico y nimero de cigarros consumidos Nerukereta
2000)

En Taiwéan, se reportaron valores de 1-OHP igual a 3.4[Jmol/mol de creatinina
en trabajadores de hornos de coque expuestos a HAPs, quienes presentaron
la combinacion genética CYP1A1*2C, CYP2E1*C2y GSTM1*Q/+Q (Nanetal. 2001)
Se ha reportado que el genotipo GSTM1*0/*0 en asociacién con un mayor
tiempo de exposicion cronica a HAPs influye de manera significativa en los
niveles urinarios altos de 1-OHP. Esto se relaciona con un estudio previo que
demostré que a un mayor tiempo de exposicion efectiva asociado a la
presencia de polimorfismos en genes relacionados con procesos de
reparacion del ADN, mayor es la susceptibilidad a desarrollar efectos adversos

en nudcleos celulares como aberraciones cromosomicas y aductos en ADN
(Binkova et al. 2007)

Los analisis de correlacion, de agrupamiento, de redes neuronales y de
regresion logistica en el presente estudio demostraron que los individuos
tepehuanos portadores del genotipo GSTM1 *0/*0 y expuestos a la quema de
biomasa, presentaron valores normales de 1-OHP urinario. Por el contrario,
éstos analisis corroboraron que el genotipo GSTM1 *1/*1 en asociacion con un
mayor tiempo de exposicién crénica a HAPS influyen de manera significativa
en los niveles urinarios altos de 1-OHP. Ya que GSTML1 juega un papel clave
debido a su actividad como enzima de Fase Il en la detoxificacion de HAPs

carcinogénicos encontrados en el humo de la quema de biomasa y en el humo
de tabaco (Jakoby et al. 1978; Mannervik et al. 1985; Mannervik and Danielson, 1988; http://www.chem.qmul.

ac.uk/iubmb/enzyme/EC2/5/1/18.html); Kovalenko et al. 2009 y Tang et al. 2010) se esperaba que la

presencia de GSTM1 favoreciera la normalizacion de los niveles urinarios de
1-OHP como lo reporta la literatura mediante la inactivacion y conjugacion de
metabolitos que pueden ser méas facilmente excretados por via renal (¢eoin 1980
Coles et al. 1990; Xue et al. 2005; Penning and Drury 2007; Harrigan et al. 2009; y Gelhaus et al. 2011)

y no que
estuviese relacionada con los niveles altos de 1-OHP urinario en los
tepehuanos evaluados.

Po otro lado, se comprobd la influencia de la heterocigosidad en EPXH1
HYL*2 sobre los niveles urinarios altos de 1-OHP en tepehuanos; resultado
asociado a la susceptibiidad a desarrollar enfermedades crénico-
degenerativas como EPOC en otras poblaciones (Cend etal. 2004)
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El sexo puede ser una variable determinante en la concentracion urinaria de 1-
OHP, debido al ambiente laboral o habitacional; sin embargo en el presente
estudio se encontré que independientemente del género, las concentaciones
urinarias de 1-OHP se relacionan directamente con un mayor tiempo de
exposicion crénica a HAPs en ambientes habitacionales. Esta observacion se
ve reforzada por el hecho de que en este estudio, el alelo CYP1A1*2C en
forma homo o heterocigota tiene una distribucion similar entre hombres y
mujeres con valores urinarios altos de 1-OHP.

Sin embargo, cabe destacar la existencia de otros genes codificantes de
enzimas que bioactivan HAPs y que tienen una mayor expresion hepatica
(Alexandrie et al. 2000) Dentro de estos genes se encuentran CYP1A2, CYP1B1 y
CYP2E1 (Alexandrov et al. 2002; Schneider et al. 2004; Khedaier et al. 2008 y Luo et al. 2011), asi como
CYP2A6 (MU et a 2013). y de conjugacion, NAT1, NAT2, GSTP1 y GSTT1
(Godschalk et al. 2001) | 5 evaluacién de estos genes en la poblacién indigena
Tepehuana resulta obligatoria debido a los niveles urinarios altos de 1-OHP
relacionados con una exposicién alta a HAPs y que no estd mediada por la
delecion de GSTML1. Con el fin de obtener un perfil completo de la interaccion
gen-ambiente-exposicion en tepehuanos del sur, seria necesario analizar
polimorfismos de genes de reparacion como XPD (Xeroderma pigmentosum
D) que en estudios previos mostraron tener influencia significativa sobre los
efectos adversos causados por excesivas emisiones vehiculares en poblacion
general Pall et al 200) ) 5 eyaluacién de tales genes permitiria identificar
individuos en riesgo de desarrollar enfermedades crénico-degenerativas.

Finalmente, se concluye que los indigenas Tepehuanos mostraron niveles de
1-OHP urinario seis veces por encima de lo permitido por la norma del
NHANES 2009. Y al evaluar la interaccion gen-ambiente, se demostré que la
alta incidencia de GSTM1*0/*0 no favorecio la acumulacion elevada de 1-OHP
en orina. Por lo tanto, GSTM1 *0/*0 no podria utilizarse como biomarcador de
susceptibilidad a mezclas de HAPs en poblacion indigena tepehuana; si bien,
la medicion de la concentracion del 1-OHP urinario si puede emplearse como
biomarcador de riesgo por exposicion a mezclas de HAPs en la etnia
tepehuana.

X. PERSPECTIVAS

Se sugiere que en un futuro se analicen otras variantes genéticas involucradas
en la bioactivacion de HAPs en indigenas Tepehuanos. Tal es el caso del
receptor hidrocarbonado de arilo (Ahr), CYP1A2 y CYP1B1l. Asimismo,
podrian complementarse con marcadores de dafio al ADN como el ensayo de
micronucleos y la determinacion de la 8-hidroxi-2-deoxiguanosina.
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Xll. ANEXOS

XIlI.1. Discriminacion alélica para CYP1A1*2C porti empo real.
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Fig. 29. Superficie de discriminacion alélica para CYP1A1*2C.

105



Baildn Soto Claudia Edith CIIDIR-IPN Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

10

1

0.1

[ 0.01
0.001
0.0001
0.00001

0.000001 ———— T
2 4 6 8 10 12 W 18 18 0 2 U MW AB DD MBR LU LA
Ciclos

Fig. 30. Curvas de amplificacion para CYP1A1*2C.
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Fig. 31. Diagrama de multicomponentes para discriminacién alélica de
CYP1A1*2C.
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XII.1.1. Discriminacién alélica para CYP1A1*4 por tiempo real.

Legend

@ Homozygous /T @ Homozygous GIG
o Heterozygous TiG  yUndetermined

Fig. 32. Superficie de discriminacion alélica para CYP1A1*4.

XIl.2. Discriminacion alélica para EPXH1 HYL*2 por tiempo real.
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Fig. 33. Superficie de discriminacion alélica para EPXH1 HYL*2.
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Fig. 34. Diagrama de multicomponentes para discriminacion alélica del
homocigoto (T/T) de EXPH1 HYL*2.
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Fig. 35. Diagrama de multicomponentes para discriminacion alélica del
heterocigoto (T/C) de EXPH1 HYL*2.
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Fig. 36. Diagrama de multicomponentes para discriminacion alélica del
homocigoto (C/C) de EXPH1 HYL*2.

XIl.2. Discriminacién alélica para EPXH1 HYL*3 por  tiempo real.
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Fig. 37. Superficie de discriminacion alélica para EPXH1 HYL*3.
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XIl.3. Deteccion de la presencia/ausencia de GSTM1  por PCR multiplex.
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Figura 38. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de PCR de
GSTM1 y del gen B-actina. Carriles 1, 2, 3, 5y 6, GSTM1-F1/R1; carriles 4,7 y
8, GSTM1-F1/R1[delecién]. Carril 9, marcador de peso molecular de 1kb.
Carriles 10, 11, 12, 14 y 15 GSTM1-F2/R2/B-actina; carriles 13,16 y 17,
GSTM1-F2/R2[delecion]/B-actina.
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