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POLIMORFISMOS DEL GEN ARSENICO 3 METILTRANSFERASA
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la relacion de los polimorfismos rs11191439 y rs3740393 del gen Arsénico 3
Metiltransferasa (As3MT) con los perfiles de excrecion urinaria de arsénico, en una poblacion del norte de México. Se
realizé un estudio transversal con 102 participantes de 14 a 75 afios en la Comarca Lagunera, México. Se determind la
especiacion de los metabolitos urinarios de arsénico y extraccion de ADN, el andlisis y amplificacion de los polimorfismos
se realiz6 por PCR tiempo real. Se realizé un analisis descriptivo y se evalud las diferencias en las concentraciones de
arsénico urinario por sexo y genotipo. La mediana de concentracion de arsénico en el agua fue de 82 pg/L, los niveles
de excrecion urinaria del acido dimetilarsinico (DMA) fueron mas altos en mujeres que en los hombres. Los portadores
de la variante genética CC del gen As3MT (rs3740393) presentaron concentraciones urinarias superiores de acido
monometilarsénico (p=0,01) y DMA (p=0,05).
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POLYMORPHISMS OF THE ARSENITE METHYLTRANSFERASE (AS3MT)
GENE AND URINARY EFFICIENCY OF ARSENIC METABOLISM IN A
POPULATION IN NORTHERN MEXICO

ABSTRACT

The aim of this study was to assess the relationship of the rs11191439 and rs3740393 polymorphisms of the Arsenite
Methyltransferase (As3MT) gene with the arsenic urinary excretion profiles in a population in northern Mexico. A cross-
sectional study was conducted with 102 participants between the ages of 14 and 75 in Comarca Lagunera, Mexico.
Speciation of the arsenic urinary metabolites was determined, and DNA was extracted; analysis and amplification of the
polymorphisms was made by PCR in real time. A descriptive analysis was carried out and the differences in the urinary
arsenic concentrations were assessed according to sex and genotype. The median concentration of arsenic in water was
82 pg/L; the levels of urinary excretion of dimethylarsinic acid (DMA) were higher in women than in the men. The carriers
of the CC genetic variant of the As3MT (rs3740393) gene showed higher urinary concentrations of methylarsinic acid

(p=0.01) and DMA (p=0.05).
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INTRODUCCION

El hidroarsenicismo crénico es el consumo de arsénico en
agua por largos periodos de tiempo; esto se considera un
problema de salud publica a nivel mundial . En México,
al menos cuatro millones de personas beben, en forma
permanente, agua con concentraciones altas de este
toxico @. La ingesta de arsénico inorganico (Asi) en agua
de consumo humano se ha asociado con lesiones de la piel
(premalignas y malignas) y cancer de tipo renal, pulmonar

y de vejiga @4, Ademas, la exposicién prolongada a este
toxico esta asociado al desarrollo de enfermedades cronicas
degenerativas como hipertension, diabetes mellitus tipo 2,
alteraciones vasculares, renales y neuroldgicas ©9. Este
tipo de efectos nocivos también se han descrito en México,
donde existe elevadas concentraciones de arsénico en el
agua de consumo humano @,

El Asi se absorbe eficientemente en el tracto gastrointestinal
y se metaboliza en el cuerpo por una serie de reacciones de
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reduccion y metilacion; como resultado del metabolismo del
Asi se obtiene el acido monometilarsénico (MMA) y el acido
dimetilarsinico (DMA), ambos son excretados en la orina ©.
Existe una gran variabilidad en la capacidad para metilar el
arsénico entre individuos, la metilacion eficiente del Asi se
asocia con una alta tasa de excrecién de DMA en la orina.
El metabolito de arsénico mas téxico es MMA, los niveles
bajos de MMA en comparacion con DMA en la orina son
beneficiosos para reducir su toxicidad ©. Esta variabilidad
se ha asociado a diversos factores, tales como el sexo, la
edad, el nivel de exposicién, la presencia de polimorfismo
en genes codificantes de enzimas relacionadas con el
metabolismo del arsénico.

Arsénico 3 Metiltransferasa (AS3MT) es una de las
enzimas involucradas en la transferencia de un grupo
metilo de s-adenosil metionina a arsénico trivalente, que
juega un papel critico en la desintoxicacién del arsénico.
El efecto de los polimorfismos genéticos de AS3MT esta
relacionado directamente con el aumento o disminucién de
la excrecion el arsénico, esto puede conducir a diferencias
en el metabolismo y la toxicidad asociada con la exposicién
de este metal (') Recientes estudios en poblaciones
indigenas en los Andes demuestran una eficiente excrecion
del arsénico, con una baja excrecion urinaria de MMAYy alta
excrecion de DMA (12),

Por lo anterior, se planteé como objetivo evaluar la relacion
de los polimorfismos rs11191439 y rs3740393 del gen
As3MT con los perfiles de excrecion urinarios de arsénico
en una poblacién del norte de México.

EL ESTUDIO

Estudio transversal realizado en comunidades rurales
de la Comarca Lagunera ubicada en la regién norte de
México con altas concentraciones de arsénico en el agua
de bebida que exceden los limites permisibles de (25 pg /L)
establecido en la NOM-127-SSA1-1994 (13),

Para el calculo de la muestra se tuvo como referencia la
prevalencia de hidroarsenisismo en la region lagunera del
norte de México, teniendo en cuenta una precisién del 5 % y
confiabilidad del 95 %. Se realiz6 un muestreo multietapico
con la seleccion de los individuos por muestreo aleatorio
simple. Las comunidades seleccionadas se estratificaron
en exposicion baja (< 25 pg /L) y exposicién alta (>25 ug /L).

Se incluyeron adultos de 14 a 75 afios que habitan
en comunidades rurales de la Comarca Lagunera,
cuyas muestras domiciliarias de agua presenten altas
concentraciones de arsénico. Se excluyeron a individuos
con informacion incompleta y muestras degradadas.
Los individuos que aceptaron participar se les aplicd un
cuestionario estandarizado y validado por la comision

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. La contaminacion del agua
provocada por el arsénico es un grave problema de salud publica a
nivel mundial.

Principales hallazgos. El presente estudio encontrd altas
concentraciones de arsénico en el agua, los niveles de excrecién
urinaria del 4cido dimetilarsinico (DMA) fueron més altos en
mujeres que en los hombres. Los habitantes de la muestra seleccionada
excretan de forma eficiente el metabolito DMA, lo que podrian estar
influenciado por las variantes genéticas del gen AS3SMT.

Implicancias. Estos resultados permitiran a profesionales de la salud
evaluar el impacto de la ingesta de arsénico en el agua, con la finalidad
de elaborar estrategias de intervencion en salud ambiental.

federal para la proteccién contra riesgos sanitarios de la
secretaria de salud del estado de Coahuila.

La recoleccion de las muestras de agua se realizé en las
tomas domiciliarias de los participantes, en frascos de un
litro almacenados a un pH menor de 2 y conservadas en
congelacion a -18 °C. La concentracion de arsénico total
se determiné utilizando un equipo de espectrofotometria
de absorcién atémica (Perkin EImer AANALYST 800). Las
muestras de sangre se obtuvieron por puncion venosa y
se recolectaron en tubos BD vacutainer con anticoagulante
EDTA, el aislamiento del ADN se realizd siguiendo lo
descrito por el método de extraccion de salfing-out 4. Las
muestras de orina se recolectaron de la primera miccion
(por la mafiana) de los participantes, en un recipiente de
plastico y se almacenaron a -80 °C.

La amplificacién de los genotipos se determiné por PCR
en tiempo real, utilizando el software Applied Biosystems
7300 Real Time PCR System (Thermo Fischer, Scientific,
Waltham, MA, USA). En un tubo de PCR de tapa con
calidad optica, se afiadieron 10 ul de Master Mix TagMan
Genotyping y 0,5 pL que incluia los dos cebadores y
una sonda fluorescente especifica para cada uno de los
polimorfismos. Se afiadieron 3 pL a la solucién que contenia
la sonda de ADN (10 ng) y se llevaron a un volumen final de
20 pL afnadiendo agua deionizada y bidestilada (reactivos
de Applied Biosystems, CA, EE. UU.). La discriminacién
alélica se desarrolld utilizando el sistema de software del
fabricante (Applied Biosystem, CA, EUA).

La determinacién de arsénico en orina se realizé en 1 ml
de orina, la cual se digiri6 con NaOH 2M a 95 °C durante
3 horas. Posteriormente se centrifugd por 30 min. Las
muestras tratadas se diluyeron con 10 ml de HNO3 (Acido
nitrico) y HCIO4 (Acido perclérico) en una relacion 1:6.
La determinacién de Asi, MMA y DMA se realizé con un
espectrofotémetro de absorcién atomica AAnalyst 800
Atomic Absorption Spectrometer (Perkin Elmer, Waltham,
Massachusetts, EUA) con un sistema de pretratamiento de
la especiacion de arsénico (ASA-2SP, Shimadzu; ShenZhen,
China), segun el método descrito (' Las concentraciones de
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arsénico urinario se ajustaron por los niveles de creatinina
utilizando el método colorimétrico de Jaffe, el analisis se
llevé a cabo a 520 nm en un espectrometro Lambda EZ210
(Perkin Elmer; Waltham, Massachusetts, EUA) con el fin de
ajustar los niveles de excrecién urinario de los participantes
del estudio.

Asimismo, se determind la existencia de diferencias entre
los genotipos segun el modelo genético recesivo (AA+Aa)
(aa), el cual combina el genotipo homocigoto silvestre (AA)
mas el genotipo heterocigoto (Aa), luego este se compara
con el genotipo homocigoto mutado (aa).

ANALISIS ESTADISTICO

Como medida de tendencia central y de dispersion se
utilizé a la media y la desviacion estandar en variables
con distribucion normal. Se utilizé la mediana y el rango
intercuartilico en las variables con distribucion asimétrica.
Para el calculo de los metabolitos de arsénico se realizd
una conversion a su logaritmo natural para aproximarse a
una distribucién normal. Las variables categéricas fueron
presentadas como frecuencias y porcentajes. Se procedio
al analisis descriptivo de las variables, ademas se realizé
la prueba de chi cuadrado para evaluar si los genotipos
se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg. Para
determinar la diferencia entre las medianas de los
metabolitos de arsénico segun sexo y genotipo se utilizé la
prueba de U de Mann Whitney. Para el andlisis de los datos
se utilizé el programa estadistico STATA 14 (Stata Corp.,
College Station, TX). Se acepté un valor de p menor o igual
a 0,05 como estadisticamente significativo.

CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo del estudio fue aprobado por el comité de ética
de la Facultad de Medicina de Torreén, Universidad de
Coahuila, México.

RESULTADOS

Se incluyeron 102 individuos, con un promedio de edad de
35,9 afios, con rangos desde los 14 a 75 afos. El 55,9 %
fueron mujeres y el 44,1 % hombres. Las comunidades
seleccionadas tienen un promedio de ingesta de agua de
2 L/dia, con una concentracion promedio de arsénico en
el agua de 82,3 + 1,2 ug/L. Las distribuciones del genotipo
segun los polimorfismos se encontraban en equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabla 1).

Las concentraciones de arsénico urinario, ajustados por
creatinina, se compararon por sexo. Las mujeres presentaron
un mediana de excrecién urinaria de DMA de 67,4 % mientras
que los hombres tuvieron una excrecién de 57,8 %, siendo
esta diferencia significativa (p= 0,05) (Tabla 2).

Las concentraciones de arsénico en orina se compararon
por genotipo de los polimorfismos rs11191439 y rs3740393
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los participantes del
estudio

Caracteristicas n=102
Edad (afios), media + DE 35,9+2,3
Sexo, n (%)
Mujer 57 (55,9)
Hombre 45 (44,1)
Fuma, n (%)
Si 40 (39,2)
No 62 (60,8)
Trabaja, n (%)
Si 90 (88,2)
No 12 (11,8)
As total (ug/L) media +tDE 53+1,5
Metabolitos de arsénico, media +DE
% DMA 34,1+1,2
% MMA 59+13
% Asi 13,6 £ 0,4
Estatus de Exposicién de arsénico, n (%)
Alto (>25 pg/L) 51 (50,0)
Bajo (<25 pg/L) 51 (50,0)
Genotipo, n (%)
AS3MT, rs11191439
TT 73 (71,5)
TC 16 (15,6)
CcC 13 (12,9)
H-W 0,095*
AS3MT, rs3740393
CcC 57 (55,8)
CG 38 (37,3)
GG 7(6,9)
H-W 0,073*

DE: Desviacion estandar, %: porcentaje

As total: Asi+ MMA+ DMA, Asi: arsénico inorganico, MMA: &cido
monometilarsénico, DMA: &cido dimetilarsinico

Estatus de exposicion alto (concentracién mayor de 25 pg/L de As en agua)
Estatus de exposicion bajo (concentracién menor de 25 pg/L de As de agua)
Genotipo AA: homocigoto silvestre, Aa: heterocigoto, aa: homocigoto
mutado

H-W: equilibrio de Hardy-Weinberg

*Valor de p, prueba de chi cuadrado

del gen AS3MT. En el modelo recesivo, el polimorfismo
del gen AS3MT (rs3740393) en el genotipo homocigoto
mutado presento concentraciones urinarias superiores
de MMA (p=0,01) y DMA (p=0,05) con una diferencia
estadisticamente significativa en comparacién con el
genotipo homocigoto de tipo silvestre y heterocigotos que
tenian concentraciones mas bajas de Asi y MMA en orina.
El polimorfismo en el gen ASSMT (rs11191439) tuvieron
una diferencia significativa (p= 0,03) en las concentraciones
urinarias de MMA (Tabla 3).
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Tabla 2. Excrecion de los metabolitos de arsénico en orina segun sexo

Metabolitos, mediana (RIC) Hombres (n= 45) Mujeres (n= 57) Valor de p*
% Asi 21,7 (15,9-29,2) 23,9 (16,5-34,5) 0,38
% MMA 10,2 (7,5-13,1) 10,8 (8,2-13,5) 0,12
% DMA 57,8 (42,1-60,9) 67,4 (52,5-72,5) 0,05

RIC: rango intercuartilico (percentil 25 al percentil 75)

Asi: arsénico inorganico, MMA: acido monometilarsénico, DMA: acido dimetilarsinico

*Prueba de U de Mann-Whitney

DISCUSION

Estudios en poblaciones expuestas cronicamente al arsénico
del agua potable han demostrado que existe una gran
variabilidad interindividual en la distribucién de los metabolitos
de arsénico urinario (). La poblacién de estudio presenté
una mediana de concentraciones de arsénico en el agua de
82,3 ugl/L, excediendo los limites permisibles en la norma
mexicana.

Entre los principales factores que intervienen en el
metabolismo del arsénico se encuentra el sexo, la mayoria de
los estudios sugieren que las mujeres tienen una capacidad
de metilacién y excrecion de arsénico mas eficiente que los
hombres; posiblemente asociado a factores hormonales (%9
Estudios recientes han demostrado que algunas variantes
genéticas estan asociadas con la eficiente metabolizacion
de arsénico, lo que sugiere que las poblaciones expuestas
durante largos periodos de tiempo pueden poseer algun tipo
de proteccion contra la toxicidad de este elemento (9.

Tabla 3. Concentraciones de arsénico en orina por genotipo
utilizando el modelo recesivo

Metat?olito Genotipos Valor
mediana .
(RIC) AS3MT (rrs3740393) dep
TC+TT cc
% Asi 224(159-332)  21,1(158-31,7) 049
% MMA 10,8 (7,8-13,5) 12,4 (6,3-15,1) 0,01
% DMA 66,1 (55,4-72,7) 775(41,9-80,1) 0,05
AS3MT (rs11191439)
CG+GG cc
% Asi 19,8 (14,5-29,3) 204 (156-319) 045
% MMA 11,1 (10,1-12,3) 11,8 (9,2-13,9) 0,03
% DMA 58,6 (53,5-63,7) 68,2 (65,5- 71) 0,79

RIC: rango intercuartilico (percentil 25 al percentil 75)

Asi: arsénico inorganico, MMA: acido monometilarsénico, DMA: &cido
dimetilarsinico

Modelo recesivo (AA+Aa) (aa)

Genotipos AA: homocigoto silvestre, Aa: heterocigoto aa: homocigoto
mutado

* Prueba de U de Mann Whitney

Un estudio reciente demostré que existe una asociacion
entre el dafo genotipico del ADN en los leucocitos de sangre
periférica y la frecuencia del alelo variante rs11191439
(Met287Thr) del gen As3MT en nifios que viven en la regién
de Coahuila, México; también se asociaron con una mayor
proporcion de MMA en los nifios ?%. Cabe sefialar que en
nuestro estudio no se evalué el dafio genotéxico y no se
incluyeron nifios, pero se encontraron altos niveles de MMA
en los portadores del polimorfismo rs11191439 (Met287Thr)
en personas adultas.

Las poblaciones indigenas en los Andes demuestran un
metabolismo eficiente del arsénico, con baja excrecién
urinaria de MMA y alta excrecién de DMA (. Nuestros
hallazgos demuestran que la poblaciéon de estudio con la
variante genética CC del gen AS3MT (rs3740393) tiene
una eficiente excrecion del metabolismo del arsénico, con
una mayor excrecion de DMA.

Como limitaciones del estudio podemos mencionar que
solo se realiz6 una medicion de las excreciones urinarias
de arsénico, por lo que no se pudo evaluar el efecto de
la temporalidad. Se recomiendan la realizacion de mas
trabajos de seguimiento que permitan evaluar el efecto de
la ingesta cronica de arsénico en poblaciones expuestas.

En conclusion, los habitantes con la variante genética de
AS3MT (rs3740393) de la muestra seleccionada, excretan
de forma eficiente el metabolito urinario DMA 'y asi reducen
sus efectos nocivos en la salud. Los polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP) del gen AS3MT tienen un papel muy
importante en el metabolismo y la excrecion de arsénico.
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