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En la ultima 'decada, se ha observado un aumento·en el uso indiscriminado de

plaguicidas, ya sea en la agricultura, o bien en campanasdesalud parael control de

vectores transmisores de enfermedades tales como el dengue. Debido a este

problema, surgela necesidad de evaluar los efectosde laexposici6na plaguicidas,

particularmenteenpoblacionesocupacionalmenteexpuestascomolosfumigadores,

ya que se ha asociado el aumentode estres oxidativo con la exposici6n a estetipo

de compuestos. A su vez, el estres oxidativo se ha relacionado con problemas

cr6nicos degenerativos y dana al material genetico. Por otro lado, existen

mecanismos de defensa antioxidante como las enzimas: super6xido dismutasa

(SOD), catalasa (CAT), glutati6n peroxidasa (GPx) y glutati6n reductasa (GR) que

contrarrestan el estres oxidativo, asi tambien existen productos de Iipoperoxidaci6n

como malondialdehido (MDA) que pueden utilizarse como biomarcadores para la

medir el estres oxidativo. En este estudio se evalu6 la actividad de las enzimas

antioxidantes, los marcadores de estres oxidativo, asi como el dana genetico en

fumigadores urbanos del estado de Nayarit. La poblaci6n deestudio se estratific6 de

acuerdo a su grade de exposici6n (grupo de referencia, exposici6n moderada y

exposici6n alta). Laactividad de las enzimasantioxidantes y los nivelesde MDAse

midieronespectrofotometricamente. La genotoxicidadseevalu6atravesdelensayo

cometa. Los resultados de este estudio mostraron una disminuci6n marginalmente

significativa en las enzimas SOD y CAT en el grupo de exposiGi6n alta con respecto

al grupo de referencia. En el caso de los niveles de MDA, se observaron niveles

mayores en los trabajadores de base versus los trabajadores temporales. Ademas,

en elgrupodeexposici6n moderada, se observ6una correlaci6n positiva entre los

niveles ~e MDA y la actividad de GPx, mientras que en el grupo de alta exposici6n se

observ6 una correlaci6n negativa entre la actividad GR y CAT asi como, entre los

niveles de MDA y la actividad GPx. En el grupo de alta exposici6n se observ6 una

correlaci6n positiva entre los parametrosde evaluaci6n del dana genot6xico y los

nivelesde MDA. Los resultados obtenidos en estetrabajo sugieren una participaci6n

importante de las enzimas antioxidantes, en la protecci6n del dana al ADN causado

poria exposici6n ocupacional a plaguicidas.



During the last decade, there has been an increase in the indiscriminate use of

pesticides, both in agriculture and in health campaigns, to control disease vectors

such as dengue. Due to this problem, the need to assess the effects of exposure to

pesticides, particularly in occupationally exposed populations such as urban

fumigators arises, in that this has been associated with increased Oxidative Stress

(OS) and has been linked with chronic degenerative problems and damage to genetic

material. On the other hand, there are antioxidant defense mechanisms that

counteract as, such as the enzymes Super oxide dismutase (SOD), Catalase (CAT),

Glutathione peroxidase (GPx), and Glutathione reductase (GR), and there are also

products of lipid peroxidation, such as Malondialdehyde (MDA), as biomarkers that

can be used for measuring as. The aim of this study was to determine the activity of

antioxidant enzymes, as markers, and genetic damage in urban pesticide sprayers

from the Mexican state of Nayarit. The study population was stratified according to its

degree of exposure (reference group, moderate exposure, and high exposure)

Determination of MDA and antioxidant enzymes was performed

spectrophotometrically. The genotoxic effect was evaluated through the Comet assay

(Single Cell Gel Electrophoresis). The results showed a marginally significant

decrease in SOD and CAT activities in the high-exposure group compared with the

control group. In the case of MDA, a statistically significant difference was found

between persons working permanently vs. temporarily as sprayers. On the other

hand, in the mOderate-exposure group, a positive correlation was observed between

MDA levels and GPx activity, while in the high-exposure group, a negative correlation

was observed between GR and CAT activities, as well as between MDA levels and

GPx ac~ivity. FU~hermore, in the high-exposure group, a positive correlation between

DNA damage parameters and MDA levels was observed. The results obtained in this

study suggest an important role for antioxidant enzymes in protection from DNA

damage caused by occupational exposure to pesticides.
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1 INTRODUCCION

1.1 Generalidades de los plaguicidas

De acuerdo can el Instituto Nacional de Ecologia y Cambia Climatico (INECC), los

plaguicidassonungrupodesustanciasquimicasomezclasdeestas,utilizadaspara

eliminar insectos, plantas a roedores (INECC, 2013). Los plaguicidas se pueden

presentar bajo la forma de polvos, emulsiones y soluciones can diferentes

disolventes, cuya acci6!") t6xica, tanto aguda como cr6nica, tambien debe ser

considerada (JerezyMartinez, 2007).

Losplaguicidassepuedenclasificardeacuerdoasuuso:agricolas,industrial,

domestico y en el sector salud para el control de vectores transmisores de

enfermedades como el dengue. Tambien, se pueden c1asificar par el tipo de

organismo que afectan: insecticidas,acaricidas,funguicidas, herbicidas,entreotros;

par su modo de acci6n: de contacto, ingesti6n, fumigantes y sistemico y par su

naturaleza quimica: organofosforados (OF), organoclorados (OC), carbamatos,

piretroides,entreotros.

Organofosforados

Los plaguicidas OF, son esteres derivados del acida fosf6rico a fosforoti6ico que

actuan sabre el sistema nervioso central, inhibiendo la actividad de la enzima

acetilcolinesterasa (AChE) (Silveira et al., 2011). La f6rmula general de estos

compuestos,secaracteriza poria presencia de grupos ester (figura1).

R,O
I

Rp-P = O(S) (1)
I
O(S,N)-X[2]

Figura 1. EslrucluraquimicadeuncompuesloOF.

En la que R, y R2 corresponden a radicales alquilo, generalmente metilo a elilo,

mientrasqueelgrupoXescaracteristicodecadaespeciequimica, frecuenlemenle



esun radicalarilo, elcualsuelecontribuirdemanera importanteensuspropiedades

fisicas y quimicas (Quinto, 1999). Este tipo de plaguicidas ha side de los mas

utilizados a nivel mundial para la agricultura y para el control de vectores

transmisoresdeenfermedades(Koureasetal.,2014)

Algunos de los biomarcadores c1asicos para evaluar la exposici6n a plaguicidasOF,

es la medici6n de la actividad acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa

(BuChE). La AChE 0 colinesterasa eritrocitaria es la enzima responsable de la

hidr61isis del neurotransmisor acetilcolina (ACh) en colina y acido acetico en la

sinapsis nerviosa y cuya a inhibici6n es considerada el principal mecanisme de

acci6n de los plaguicidas OF y carbamatos (Colovic et aI., 2013). En cuanto a la

enzima BuChE, no se conoce la funci6n fisiol6gica, sin embargo, se sabe que provee

protecci6n contra los efectos adversos de OF, carbamatos y otros

anticolinesterasicosactuandocomoagentesecuestrador,uniendoseaellosydeesta

manera permite la recuperaci6n de los niveles de AChE (Steele et al., 2015)

Organoclorados

Los plaguicidas OC, son compuestos organicos con estructuracic1icaquepresentan

atomos de c1oro en su molecula. Su mecanisme de acci6n se basa en la inhibici6n de

los receptores GABAA y de glicina, asi como, afectando las aperturas de los canales

desodio (Androutsopoulos etal., 2013). Estossepuedendividirestructuralmenteen

3 grupos: derivados del cloroetano, ciclodienos y derivados del c1orociclohexano

(Jerez y Martinez, 2007). La estructura presente en este tipo de compuestos les

confierealtaestabilidadfisicayquimica,haciendolosinsolublesenagua,novolatiles

y altamente solubles en disolventes organicos (Ramirez y Lacasafia, 2001). Estos

compuest?s se en~uentran entre los plaguicidas de mayor tiempo de vida (Kaminski

et aI., 2008). Si bien, estos compuestos fueron los primeros insecticidas

comercializadosa nivelmundial,elusode la mayoria de estos ya no estaautorizado

porlapersistenciaquetienenenelambiente(Karametal.,2004).



Los insecticidas carbamatos son esteres derivados del acido N-metil 0 dimetil

carbamico (Costa, 2008). AI igual que los plaguicidas OF, su mecanisme de acci6n

es a traves de la inhibici6n de la enzima AChE con la diferencia de que esta

inhibici6n es de manera reversible (Karam et aI., 2004), ademas de tener un efecto

inmunot6xicoalinterferirconelmetabolismo, las vias de seiializaci6nylaintegridad

celular (Dhouib et aI., 2016). Estos plaguicidas son utilizados principalmente como

insecticidas, fungicidasy herbicidas (Miranda-Contreraset al., 2013)

Piretroides

Lospiretroidessoncompuestossinteticosbasadosestructuralmenteenlaspiretrinas

(Jerez y Martinez, 2007). Su mecanisme de acci6n se basa en la modificaci6n de la

cinetica de los canales de sodio, mediando la permeabilidad del sodio en la

membrana nerviosa en la fase de recuperaci6n del potencial de acci6n de las

neuronas(Soderlund,2010). De acuerdo a los sintomasde intoxicaci6n que generan,

lospiretroides se pueden c1asificaren dosgrupos: los que producen el denominado

sindrometipol (esteresquecarecendelsustituyentea-cianocomolaspermetrinas)

el cual se caracteriza por hiperexcitabilidad y temblores en el cuerpo, y los que

producen sindrome tipo II (esteres que contienen el sustituyente a-ciano como las

cipermetrinas), los cuales se caracterizan por salivaci6n excesiva, movimientos

involuntarios y convulsiones progresivas (Jerez y Martinez, 2007; Li et aI., 2011;

Saillenfait et al., 2015). Estos son la mayor c1ase de insecticidas usados en la

agriculturayen areasurbanasdebidoasu alta potencia yselectividad, asi como su

bajapersistenciacomparadaconotrosplaguicidas(Lietal.,2011).

1.2Uso de plaguicidas en Mexico

EI uso de plaguicidas es amplio a nivel mundial y brindan multiples beneficios

particularmenteen el area agricola. Sin embargo, es necesarioestablecerun punta

de equilibrio entre los beneficios y riesgos derivados del usode estos compuestos,

de manera que sustenten las condiciones mas id6neas posibles para promover la

salud y protecci6n al ambiente (INECC, 2013). Se estima que, en el2005, el volumen



de plaguicidas formulados en el mundo alcanz? casi los seis millones de toneladas

(Carvalho, 2006) y de no ocurrir cambios en el manejo de plagas, en 2020 se

alcanzaranlos6.5millonesdetoneladasdeingrediente~ctivo(Tilmanetal.,2002).

De acuerdo con la Organizaci6n de las Naciones Unidas para la Alimentaci6n y

Agricultura (FAO), el promedio anual de consumo de plaguicidas en Mexico en el

2009fue de 36.3 miltoneladas, seguidode Jap6n, India yTurquia, con 23.4,14.8, Y

11.4 mil toneladas respectivamente (Ortiz et aI., 2014). Mientras que en el alio 2013,

en Mexico se utilizaron 37.455 toneladas de insecticida, 31.195 toneladas de

herbicidas y42.223 toneladas de fungicidas (FAO, 2016).

Por otra parte, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica (SINAVE, 2013)

report6 que en el periodo de 1995 a 2011 se registr6 un total de 2,518 defunciones

por intoxicaci6n con plaguicidas en todo el pais, de los cuales el 58.6%

correspondian al sexo masculino. Estos antecedentes denotan que, en Mexico, el

uso de plaguicidas tiene una fuerte concentraci6n en algunas regiones. En este

sentido, los estados que presentaron latasademortalidad mas alta fueron Chiapas,

Nayarit, Colima, Guerrero y Oaxaca. Lo cual coincide con los estados donde se usan

mas plaguicidas, entre los que se encuentran: Campeche, Chiapas, Chihuahua,

Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Sinaloa, Tamaulipas y Veracruz (SINAVE,

2013).

En Nayarit, los plaguicidas mas utilizados son los insecticidas, principalmente OF

(52%), seguido de piretroides (26.4%), carbamatos (13.2%) y OC con 8.4%

(Gonzalez-Ariasetal., 2010). DentrodelosinsecticidasOFseencuentranclorpirifos,

metamidofos, parati6n metilico ydimetoato, los cuales, se encuentran c1asificados

dentro del grupo la (extremadamente peligrosos) y Ib (altamente peligrosos) de

acuerdo ~on la clasificaci6n toxicol6gica de la Organizaci6n Mundial de la Salud

(OMS) (Gonzalez-Arias et al., 2010).

1.3Efectost6xicos de los plaguicidas

Los efectos t6xicos de los plaguicidas en el ser humane dependen de diversos

factores que pueden modular el grade de toxicidad. Estos factores pueden ser



externos como: el tipo de plaguicida, tiempo de exposicion y concentracion del

mismo, entre otros. Dentro de los factores internos se encuentran: edad, genero,

nivel ho'rmonal, alimentacion, estilo de vida, estado de salud de la persona al

momento del contacto con el plaguicida, entre otros (Rosey Hodgson,2004).

Se consideran basicamente dos tipos de intoxicacion derivadas de la exposicion a

plaguicidas: agudaycronica. Losefectosagudossepresentan usualmente al cabo

deunosminutosuhorasdespuesdelaexposicionypuedenserlocalesosistemicos

(Karam et al., 2004), entre los que se incluyen: fatiga, mareos, nauseas y vomitos,

hasta'efectosrespiratoriosyneurologicosquepuedenponerenpeligrolavida

(Maroni etal., 2000). En cuanto a los efectos cronicos, estos pueden manifestarse

inclusohastaaliosdespuesdelaexposicionysecaracterizanporexposicionabajas

dosis 0 dosis no letales durante alios (Karam et aI., 2004). Aunque los efectos

cronicos, han side menosestudiados, hayantecedentesqueasocian laexposicion a

plaguicidas con actividad estrogenica y actividad androgenica (Androutsopoulos et

aI., 2013), efectos inmunologicos (Corsini et aI., 2013), problemas neurologicos

(Hargreaves, 2012), efectos genotoxicos, capacidad mutagenica y su asociacion en

el desarrollo de distintos tipos de cancer (Alavanja et aI., 2013). Ademas, se ha

observado que puede afectar la salud reproductiva en varones, disminuyendo los

niveles de testosterona y la concentracion y cantidad de celulas espermaticas

(Mathew et aI., 2015). Asi mismo, la exposicion a plaguicidas se ha asociado con el

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, tales como PiHkinson, Alzheimer,

escierosisiateraiamiotr6fica,entreotras(MostafalouyAbdoIIahi,2013).

1.4 Estresoxidativoy plaguicidas

Uno de Ic~s efectos fuertemente asociado con la exposicion a plaguicidas es el estres

oxidativo (Shadnia et aI., 2005; Lopez et al., 2007; Lukaszewicz-Hussain, 2010;

Saeidnia yAbdoliahi, 2013). Se ha reportado que el estres oxidativojuega un papel

importante en la toxicidad de varios plaguicidas, entre ellos los plaguicidas OF, N­

metilcarbamatos, OC, piretroides, triazinas, neonicotinoides y dithiocarbamatos, asi

como, en laestimulaciondeenzimasantioxidantesylipoperoxidacionen eritrocitos

(Hernandezetal., 2013).



Durantelasreaccionesdeoxidaci6n-reducci6nqueocurreneneI organismo,ya sea

por la biotransformaci6n de plaguicidas a traves de los CYP 450, exposicion a

agentes fisicoquimicos, exposicion a radiaciones (UV, rayos X, rayos y)

(Devasagayam, 2004) 0 porprocesos del sistema inmunol6gico, se lIeva a cabo la

transferencia de electrones para el equilibrio fisicoquimico. Aunque algunas veces

esos procesos entran en desbalance y se generan fugas, es decir, escapes de

electrones de alta energia, 10 cual genera un aumento en la concentraci6n de

radicales libres (RL). Los RL son inestables en s'u ultimo nivel de energia ytienen

electrones desapareados, 10 que los convierte en moleculas altamente reactivas

(Lopez, 2005). Estas moleculas reactivas se pueden c1asificar de acuerdo a sus

gruposfuncionales 0 elementos mas reactivos en especies reactivas de nitrogeno

(RNS) 0 especies reactivas de oxigeno (ROS) y tienen capacidad de intervenir en

procesoscelularescomo:funcionalidaddelasmembranas, producci6ndeenzimas,

respiraci6n celular, inducci6n genica, ademas de estar involucrados en la

senalizacion ydefensa contra pat6genos, entreotras(Lagouge yLarson,2013;

Winterbourn, 2014; LepetsosyPapavaassiliou, 2016).

Los ROS son generados de manera normal en el organismo por el metabolismo del

oxigeno (tabla 1) y pueden participar en el ataque a pat6genos (Lukaszewicz­

Hussain, 2010; Saeidnia y Abdollahi, 2013). Sin embargo, un aumento de estos

puede ser potencialmente danino por su capacidad de interaccionar con

macromoleculas, produciendo un efecto particulardependiendo del tipo de molecula

con la que interactuan (lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nUcieicos) (L6pez,

2005).



Especiereactiv3
de oxigeno(ROS)
Ani6nsuper6xido

Per6xidode
hidr6geno

Radicalperoxil

Oxigenosinglete

Tabla 1. Especies reactivas deoxigeno

Vida media en el Generaci6n/reactividad
organismo

O2' 10 seg 5e puede generar en
mitocondriayensistema
cardiovascular.

10'seg Altamente reactivo y se
puede generarcon un
excesode hierro ybajo
ciertas condiciones del
organlsmo.

H20 2 relativamente mas 5e forma en el
estable organismo mediante

varias reacciones y
genera especies muy
reactivascomo-OH

'seg Formado a partir de la
oxidaci6n de Iipidos,
proteinas, ADN y
carbohidratos,duranteel
dariooxidativo

.02 ~--Altamen~~;vO,

formado durante
fotoexposici6n
reaccionesquimicas

0 3 'seg Presente en-Ia
atmosfera, puede
reaccionar con varias
moleculas.

°Duraci6nmayora1segundo.Fuente:Devasagayam,2004

ROS - lipidos: Las membranas lipidicas presentes en los organelos son altamente

susceptibles a los efectos de los ROS. Una vez que reaccionan con los Iipidos

poliinsatulados, estos sufren un proceso degenerativo conocido como

lipoperoxidaci6n 0 peroxidaci6n Iipidica (Devasagayam, 2004). Este es un proceso

complejo que envuelve la formaci6n y propagaci6n de radicales Iipidicos, un

rearreglodelosdoblesenlacesenlosacidosgrasospoliinsaturadosylaeventual

destrucci6n de la membrana lipidica, 10 que genera una variedad de productos,

incluidos alcoholes, cetonas, alquenos yaldehidos, tales como el malondialdehido



(MDA) (Dianzani y Barrera, 2008). EI MDA puede modificar las bases del ADN

formando lesiones promutagenicas y contribuyendo a los efectos carcinogenicos y

mutagenicos, asi como, dane a proteinas (enzimas de reparaci6n del ADN) por

adici6n de grupos amino-lisina, sulfidril-cisteina e imidazol-histidina (Repetto et aI.,

2012).

ROS - proteinas: La oxidaci6n de proteinas, puede originar productos tanto estables

comoreactivos, tales como proteinas hidroper6xicasque puedengenerarradicales

adicionales, particularmente a traves de la interacci6n con metales de transici6n

(Devasagayam, 2004). Asi mismo, los ROS son capaces de oxidar las cadenas de

aminoacidos que forman las proteinas, alterando su conformaci6n espacial y por

tanto sufunci6n (L6pez, 2005).

ROS - ADN: Los ROS pueden inducir una variedad de danos al ADN, tales como

ruptura de la cadena doble y sencilla, modificaci6n de bases y sitios abasicos,

ademas, los ROS estan involucrados en mecanismos de envejecimiento celular y

carcinogenesis (Pilger y Rudiger, 2006). Una de las consecuencias mas importantes

de dane al ADN por ROS, es la inducci6n de transversiones de guanina a timina

(Martinez et al., 2003), 10 que genera un compuesto lIamado 8-hidroxi-2'­

deoxiguanosina,el cualesmutagenico(Pilgery Rudiger, 2006).

Cuando los ROS exceden los niveles "basales" en el organismo, se produce 10 que

seconoce como estres oxidativo (Lukaszewicz-Hussain, 2010). Elestresoxidativoha

sido asociado con el desarrollo de enfermedades cr6nicas degenerativas como

Alzheimer, Parkinson, esclerosis multiple, desordenes cardiovasculares, disfunci6n

del sistema endocrine y del sistema inmune, osteoporosis y cancer, entre otras

(SaeidniayAbdollahi,2013).

Para contrarrestar el efecto del estres oxidativo, existen mecanismos de defensa

antioxidantes,loscualestienenlacapacidadderetrasaroinhibirlosprocesos

oxidativos, mediante la disminuci6n en la concentraci6n de ROS, 10 que pudiera

contrarrestarlosefectosocasionadosporelestresoxidativo(Antolovichetal.,2001)



1.4.1 Sistemas de defensa antioxidantes

Los sistemas de defensa antioxidante se clasifican en tres tipos: enzimaticos, no

enzimaticosy los presentesen alimentosyvitaminas (Rahal eta1.,2014).

Sistemas enzimaticos: Los sistemas enzimaticos son los que actuan de manera

basal en el organismo, son la primera barrera de defensa que actua contra el

aumento de ROS (Rahal et aI., 2014). Oentro de esta c1asificaci6n encontramos a la

enzima super6xido dismutasa (SOO), catalasa (CAT), glutati6n peroxidasa (GPx) y

glutati6nreductasa(GR)

Super6xido dismutasa (SOO, EC 1.15.1.1) es una proteina dependiente de

metales, queseencarga de catalizarla dismutaci6ndel ani6n super6xidoformando

. H20 2 para que pueda ser facilmente eliminado por otras enzimas (Lim6n-Pacheco y

Gonsebatt, 2009). Existen 3 isoformas presentes en todas las celulas eucariotas:

S001 0 Cu-Zn-SOO presente en citoplasma, nucleo y espacio intermembranal de la

mitocondria. Lafalla 0 mutaci6n de esta isoformaesta asociadacon enfermedades

neurodegenerativas (Afonso et aI., 2007). S002 0 Mn-SOO se localiza

principalmente en la mitocondria y se encarga de la protecci6n contra ROS

generados por hiperoxia (Lim6n-Pacheco y Gonsebatt, 2009). Varios polimorfismos

asociadosconunareducci6nenlaactividaddeestaisoformahansidoidentificados

en cardiopatias (Afonso et aI., 2007), y la isoforma S003 0 ExSOO, localizada

principalmente en plasma, Iinfocitos y fluido cerebroespinal. Esta isoforma, es la

encargada de la protecci6n celular por aumento en la producci6n de ROS y de los

efectos dariinos que estos puedan ejercer. Mutaciones en esta isoforma estan

relacionados con un aumentode riesgo enenfermedades cardiovasculares (Afonso

etal.,2007).

Catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) es una enzima oxidoreductasa ubicua presente en

varios tipos de celulas, pero con mayor actividad en higado, riri6n yeritrocitos

(Bukowska et aI., 2000). Esta enzima tiene un grupo heme en su centro catalitico,

estapresenteeneucariotasyen procariotas(Oiaz, 2002). LaCATejerce unafunci6n

dual, porun lado,Iadescomposici6n del per6xidode hidrogeno (H20 2) paraformar

H20 y O2• Y por otro lado, la actividad peroxidica a traves' de la oxidaci6n de



donadores de H+ como el metanol, etanol, acido formico, fenoles, entre otros, con el

consumo de 1 mol de peroxido (Aebi, 1984). La CAT protege a las celulas del H202

generadodentro de elias yaun cuando noesesencial para algunas celulasbajo

condicionesnormales,juegaunpapelimportanteenlaadquisiciondelatoleranciaal

estresoxidativoenlarespuestaadaptativadelacelula(Mates,2000).

Glutati6n peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) Y glutati6n reductasa (GR, EC 1.6.4.2)

constituyen un cicio de oxido-reduccion complementario. La GPx es una proteina

tetramerica que tiene afinidad por los peroxidos (H202 0 peroxidos lipidicos LOOH),

contienedentrodesusitioactivoselenocisteina,endondeelazufreenlacisteinaes

reemplazado por el selenio (Day, 2009). Durante la inactivacion de peroxidos, la

enzima utiliza de sustrato 2 moleculas de glutation reducido (GSH), para formar H20

y generar glutation oxidado (GSSG) unidos por un puente disulfuro. Esta molecula es

capaz de volver a reducirse por medio de la enzima GR via NADPH que se obtiene

delaglucosa-6-fosfatodeshidrogenasa, 10 que complementa esteciclo"antioxidante"

(Pompella et aI., 2003; Day,2009).

Sistemas no enzimaticos: Los sistemas no enzimaticos son aquellas moleculas

capaces de interaccionar con los ROS sin la intervencion de enzimas, es decir,

contienen grupos 0 atomos que son afines a ROS. Dentro de estos sistemas

encontramos al glutation reducido (GSH), ciertos acidos grasos (Omega 3 y 6),

metionina, Nicotinamida aden ina dinucleotido fosfato (NADPH) Adenosin-di-fosfato

(ADP), adenosina, cisteina, albumina, acido urico, entre otros (Mates, 2000).

Alimentos V vitaminas: Las vitaminas, al igual que los sistemas no enzimaticos, son

capacesdedonarelectronesaespeciesoxidadas,neutralizandodeestamanerasu

potencial oxidativo (Benitez, 2006). Dentro de estos elementos se encuentran el

acido ascorbico (Vitamina C), l3-caroteno (Vitamina A), tocoferol (Vitamina E),

coenzima Q-10, polifenoles y resveratrol, que pudieran obtenerse a traves de los

alimentos(Lopez, 2005).



1.5 Daiio geneticoy plaguicidas

EI potencial genot6xico es un riesgo primario de la exposici6n a plaguicidas a largo

plazo. DiversosestudioshandemostradoquelosplaguicidasOFtienenpropledades

genot6xicas, alquilantesyclastogemicas (Ojhaetal., 2011; Lu et aI., 2012; Li et aI.,

2015). EI estres oxidativo, producto de la biotransformaci6n de plaguicidas, puede

causar dane al ADN, ya sea por modificaciones quimicas y estructurales de las

bases puricas y pirimidicas, 0 porrupturas de las cadenas dobles 0 sencillas del

ADN, este ultimo pudiera ser de manera directa por los ROS 0 de manera indirecta

por medio de la maquinaria de reparaci6n del ADN (Reus et aI., 2008). De igual

manera, diversos estudios han evidenciado un aumento en el estres oxidativoy su

asociaci6n en personas ocupacionalmente expuestas a plaguicidas (tabla 2).
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2 JUSTIFICACION

Nayaritesunosdelosestadosconmayorusodeplaguicidasenelpaisynumerode

casos de intoxicaciones. Los plaguicidas mas utilizados en la entidad son los OF,

seguidos de piretroides y carbamatos. Un grupo constantemente expuesto a estes

compuestos son losfumigadores. En laactualidad,existen antecedentesquerefieren

los efectos agudos ycr6nicos de los plaguicidas. Uno de los mecanismos a traves

del cuallos plaguicidas ejercen sus efectos adversos es el aumento de estres

oxidativo. Por 10 que en el presente estudio, se analiz6 la actividad

acetilcolinesterasa (AChE), butirilcolinesterasa (BuChE), super6xido dismutasa

(SOD), catalasa (CAT), glutati6n peroxidasa (GPx) y glutati6n reductasa (GR), asi

como los niveles de MOA y su asociaci6n con el dane al material genetico, en

fumigadores expuestos a plaguicidas en el estado de Nayarit. Este estudio sentara

las bases para futuras investigaciones en poblacionesocupacionalmenteexpuestas

a estes compuestos, encaminadas comprender los mecanismos a traves de los

cuales los plaguicidas ejercen su efecto, asi como a mejorar las condiciones de

trabajoyareducirlaexposici6n.



3 HIPOTESIS

Los fumigadores expuestos a plaguicidas presentarim Iteraci6n en la actividad de

enzimasantioxidantes,marcadoresdeestresoxidativoydaiiogenetico



4 OBJETIVO GENERAL

Evaluarlaactividaddeenzimasantioxidantes,marcadoresdeestresoxidativoydano

genetico,ysu relaci6n con laexposici6n a plaguicidas en fumigadores del estado de

Nayarit, Mexico.

4.10bjetivosespecificos

1) Evaluar la actividad acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE)

como biomarcadores de exposici6n a plaguicidas organofosforados en

fumigadoresurbanosdelestadodeNayarit

2) Evaluar la actividad de las enzimas con funci6n antioxidante: super6xido

dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutati6n peroxidasa (GPx) y glutati6n

reductasa(GR)enfumigadoresdelestadodeNayarit.

3) Evaluar los niveles de malondialdehido (MOA) como biomarcador de

lipoperoxidaci6nenfumigadoresdelestadode Nayarit.

4)Oeterminar el dano genot6xico ocasionado por la exposici6n a plaguicidas

medianteelensayocometaenlapoblaci6ndeestudio.



5 METODOLOGiA

5.1 Diseiiode estudio

Se realizo un estudiotransversal, analiticoydescriptivoenfumigadores urbanosdel

estadodeNayarit. Comocriteriosdeinclusionseconsideroquefueranfumigadores,

mayoresde 18aiiosdeedadyqueaceptaranparticipardemaneravoluntariaenel

estudio. A todos los participantes, se les informo por medio de pl<~ticas sobre los

objetivosdeesteestudioyse lesproporciono una carta de consentimientoinformado

que firmaron voluntariamente. Asimismo. se aplico un cuestionario estructurado con

la finalidad de obtener informacion relacionada con las caracteristicas

antropometricas de los participantes. y otras variables relacionadas con dieta.

enfermedadesyfuentespotencialesdeexposicionaplaguicidasyotrosxenobioticos.

EI grade de exposicion se obtuvo a traves de variables obtenidas por cuestionario y

de una variable analitica que fue la actividad de la enzima BuChE. Con base en esto.

seestratificarontresgruposdeestudio.

• Grupo de referencia: constituido por individuos que manifestaron no tener

ningun tipo de contacto ocupacional con plaguicidas y su actividad BuChE

estuvo dentro 0 porarriba de la media aritmetica poblacional (5553.79U/L).

• Grupo de exposicion moderada: participantes que desarrollaban labores

inherentes ala fumigacion. en su mayoria abatizadores, que no utilizaban

vehiculos de fumigacion y que ademas tenian una actividad BuChE dentro de

lamediaaritmeticapoblacional(5553.79U/L).

• Grupodeexposicionalta: participantesquemencionaronteneractividadesen

lafumigacion, principalmentelaparticipacionen las cuadrillas defumigacion.

usc de vehiculo. motobomba 0 motomochila, ademas algunos tambien tenian

contacto con plaguicidas en actividades agricolas y que su actividad BuChE

estuvierapordebajodelamediaaritmeticapoblacional(5553.79U/L).



Se obtuvieron 20 mL de muestra de sangre por punci6n venosa, los cuales fueron

distribuidosparalosdiferentesbiomarcadoresyanalisisclinicos (biometria hematica,

perfillipidico, perfil tiroideo y examen general de orina). Los analisis clinicos se

realizaron en un laboratorio certificado. A partir de muestras obtenidas con EOTA, se

hicieron alicuotas de sangre total para determinar la actividad AChE. Para la

actividad de CAT, GR, Y para la determinaci6n del dana genetico se utilizaron

alicuotasdesangretotalobtenidasconheparinacomoanticoagulante. A partir de las

alicuotas sin anticoagulante, se obtuvo suero para la evaluar la actividad BuChE y

para la determinaci6n de SOD, GPx, y MOA se obtuvo plasma a partir de los tubos

conheparina.

5.3Determinacionesanaliticas

5.3.1 Actividadacetilcolinesterasa

- Buffer de fosfatos (Na2HP04 - KH2P04) (0.1 M; pH 7.4)

OTNB (10 mM)

- Etopropazina(6mM)

- Trit6n X-100 (0.03%)

- Yodurodeacetiltiocolina(28.3mM)

La actividad AChE fue determinada mediante el metodo propuesto por Ellman et al

(1961) con algunas modificaciones. Estatecnicasebasaen lahidr6lisisdelsustrato

acetiitiocOlina porlaAChE. Uno de los productos resultantes, la tiocolina, reacciona

con un crom6foro, el acido 5,5'-ditiobis-2nitrobenzoico (OTNB), dando lugar al acido

5-tio-2-nitrobenzoico,compuestocuyocoloramarilloesestableysepuedeleera436

nm. Para hacer mas selectiva la actividad de la AChE se utiliz6 etopropazina.



Se realiz6 una diluci6n 1:100 de las muestras de sangre y el reactivo de diluci6n

(trit6n X-100). Posteriormente se mezclaron 500 IJL de la diluci6n con 1 mL de buffer

de fosfatos (0.1 M, pH 7.4), 50 IJL de DTNB (10 mM) y 5IJL de etopropazina (6 mM)

Se homogeniz6 la mezcla y se incub6 a 37°C durante 10 minutos, para despues

agregar 25 IJL del sustrato yoduro de acetiltiocolina (28.3 mM). Se determin6 el

cambio de absorbancia a 436 nm, elcualfuemonitoreadodurantetresminutosenun

espectrofot6metro "Spectronic Genesys 10Bio" (Wisconsin, USA) de Thermo

Scientific. La actividad enzimatica se corrigi6 por el contenido de Hb y se report6

comoU/grdeHb.

Paraobtenerla actividad se utilizaron los siguientes calculos:

llabs =~abs1 - absO) + (a:s2 - abs1) + (abs3 - abs2~

~~
l1000 m0l min j

AChE (U/ml)
AChE U/gr Hb = -----

Hb(g/L)

Donde:

Vol. Total = Volumen final de la reacci6n = 1.580 mL

E = 10.6 )("103 M- l cm- l (coeficiente de extinci6n molar del DTNB)

Cm=Anchodelacelda=1 cm

Vol. de la muestra = Cantidad dehemolizado=500 IJL.



5.3.2 Actividad butirilcolinesterasa

Reactivos:

- Buffer de fosfatos (Na2HP04-KH2P04) (0,1 M, pH 7.4)

- DTNB (10 mM)

- YodurodeS-butiriltiocolina(63,2mM)

La actividad BuChE se determin6 de acuerdo con el metodo propuesto por Ellman et

al. (1961) con algunas modificaciones, Este metodo, se basa en la hidr61isis del

sustrato butiriltiocolina por la enzima butirilcolinesterasa. La tiocolina resultante

reacciona con el crom6foro acido S,S'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), el cual genera

un productode reacci6n,elacidoS-tio-2-nitrobenzoico, compuestodecoloramarillo

con unaabsorbanciaentre40Sy420mmde longitud deonda, con un6ptimoa 40S

Procedimiento:

Se mezclaron 3 mL de buffer de fosfatos (0,1 M a pH 7.4), 100 ~L de DTNB (10 mM)

y 10 ~L de suero. La mezcla se incub6 a 37·C por 10 minutos, posteriormente se Ie

agreg6 SO ~L de yoduro de S-butiriltiocolina (63,2 mM), EI cambio de absorbancia a

40S nm fue monitoreado durante cuatro minutos en un espectrofot6metro "Spectronic

Genesys 10Bio" (Wisconsin, USA) de Thermo Scientific, La actividad de BuChE fue

reportada en U/L, Para la determinaci6n de su actividad se utiliz6 el siguiente calculo'

(abs1-absO)+(abs2-abs1)+(abs3-abs2)+(abs4-abs3)
t.abs=

~~
~A



Donde:

Vol. Total = Volumen final de la reacci6n = 3.160 mL

E = 10.6 x 103 M-1 cm-1 (coeficiente de extinci6n molar del DTNB)

Cm=Anchodelacelda=1 cm

Vol.delamuestra=Cantidaddesuero=0.010mL

5.3.3 Actividad super6xido dismutasa

Reactivos·

- Kit SOD assay kit-WST (Sigma-Aldrich 19160S0D)

La SOD, cataliza la dismutaci6n del ani6n super6xido en per6xido de hidr6geno y

oxigeno molecular. La determinaci6n de la actividad de SOD, se lIev6 a cabo

mediante el kit SOD Assay Kit-WST (Sigma-Aldrich 19160S0D), siguiendo las

instrucciones del fabricante. Se utiliz6 el reactivo WST-1 que produce una molecula

de fonmazan, a partir de la reducci6n del ani6n super6xido. La tasa de reducci6n del

ani6n super6xidoes proporcional a la actividad quetiene la xantina oxidasa (XO), e

inversamente es inhibida por la SOD. Por 10 tanto, la inhibici6n en la actividad SOD

puedesermedidaindirectamenteporestemetodocolorimetrico.

Losvolumenesdesolucionesdeacuerdoalkitsedescribenen latabla3. Laplaca

se incub6 a 37·C durante 20 minutos y se coloc6 en un lector de placas "~Quant

Microplate.Spectro~hotometer" de Biotek, donde se ley6 a 450nm.



Tabla 3. Ensayo enzimatico de SOD

- H20 2(30% Sigma-Aldrich)

- Buffer de fosfatos (Na2HP04 - KH2P04) (50 mM; pH 7)

En un rango ultravioleta, el H202 muestra un increm~nto continuo en la absorci6n con

la disminuci6n de la longitud de onda. La descomposici6n del H20 2 puede

determinarse directamente con la disminuci6n en la absorbancla a 240 nm. Para

evitarla inactivaci6n de la enzima durante el ensayo (usualmente a los 30seg), es

necesario usar concentraciones relativamente bajas de H20 2. La actividad CAT

corregida por hemoglobina se reporta en U/gr Hb.

La medici6n de la actividad CAT se realiz6 de acuerdo con el metodo propuesto por

Aebi (1984). Se prepar6 una mezcla con 2.9 mL de per6xido de hidr6geno (10.34

mM) y 100 ~L de Iisado de eritrocitos previamente preparado (1/50 en buffer de

fosfatos, 50 mM, pH 7.0). La reacci6n fue iniciada por la adici6n del Iisado de



eritrocitos y se midi6 el cambio de absorbancia a 240 nm con intervalos de 15

segundos durante 1 minuto, en un espectrofot6metro "Spectronic Genesys 10Bio"

(Wisconsin, USA) de Thermo Scientific, a una temperatura de 20·C ± 1.

5.3.5 Actividadglutati6n peroxidasa

Reactivos:

- Glutathione peroxidase assay kit (Abcam ab 102530)

la familia de enzimas de glutati6n peroxidasa (GPx) juega un papel importante en la

protecci6n del dana oxidativoen los organismos. GPx convierte el glutati6n reducido

(GSH) en su forma oxidada (GSSG), mientras reduce hidroper6xidos Iipidicos en sus

correspondientesalcoholes, oper6xidos de hidr6geno libresen agua.laactividad

GPx, se midi6 con el kit Glutathione Peroxidase Assay Kit (Abcam ab102530),

siguiendo las instrucciones del fabricante. EI limite de detecci6n fue de -0.5 mU/ml

(R2=0.9982). EI GPx reduce el hidr6xido de cumeno mientras se oxida el GSH a

GSSG. EI GSSG generado es reducido de nuevo a GSH par consumo de NADPH y

la GR. la disminuci6n de NADPH (medible a 340 nm), es proporcional a la actividad

GPx.

A partir de las alicuotas de plasma, setomaron 20 IJldela muestraen unaplacade

96 pozos yse lIev6 hasta 50 IJlcon el bufferdeensayo. Posteriormente, seanadi6

40 IJl del mix de reacci6n (33 IJl de buffer de ensayo, 3 IJl de soluci6n NADPH 40

mM, 2 IJl de soluci6n de trabajo GR, 2 IJl de soluci6n de trabajo GSH) en cada pozo

con mueStra y se-incub6 durante 15 minutos. Por ultimo, se agregaron 10 IJl de

hidroper6xidodecumeno para iniciarla reacci6n. Sellevaron a cabo dos lecturasa

340 nm en un lector de placas "IJQuant Microplate Spectrophotometer" de Biotek. la

segunda lectura se realiz6 despues de.incubar la reacci6n a 25·C durante cinco

minutos y al momenta de la lectura se protegi6 de la luz. Para determinar la actividad

enzimaticase utilizaron los siguientes calculos:



ActividadGPx=~XD
~

B = Cantidad NADPH que disminuye entre t1 y t2 (nmol)

T1 = Tiempo de la primera lectura (min)

T2 = Tiempo de la segunda lectura (min)

V = Volumen de muestra pretratada agregada en los pozos de reaccion (mL)

D=Factordediluciondelamuestra.

5.3.6 Actividadglutati6n reductasa

Reactivos'

- Glutathione Reductase (GR) assay kit (Abeam ab 83461)

La glutation reductasa cataliza la reduccion dependiente de NADPH del glutation

oxidado (GSSG), a glutation reducido (GSH), el cual participa de manera importante

en el cicio redox del glutation, manteniendo niveles adecuados de GSH. Una alta

proporcion de GSH/GSSG es esencial para la proteccion en contra del estres

oxidativo.

La actividad de GR, se lIevo a cabo por medio del kit Glutathione Reductase (GR)

Assay Kit (Abeam ab83461), siguiendo las instrucciones del fabricante. Ellimite de

deteccion fue de 0.1-40 mU/mL (R2=0.9992). La GR reduce el GSSG a GSH, el cual

reacciona con el 5,5'-Ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) para generar TNB2
-,

formando un complejo colorimetrico que se mide a una longitud de onda de 405 nm



A partir de las alicuotas de sangre total, setomaron 200 ~Ldesangreysecolocaron

en hielo, seadicionaron 200 IJLde buffer de ensayo incluido en el kit. Secentnfug6a

10,000 9 por 15 minutos a 4 DC Y se tomaron 100 IJL del sobrenadante para el

ensayo, el cual se coloc6 en hielo. Posteriormente, se Ie agregaron 5 IJL de H20 2 al

3%, se mezcl6 y se incub6 a temperatura ambiente durante cinco minutos. Luego, se

agregaron 5lJLdecatalasa,semezcl6yse incub6atemperaturaambientedurante

otros cinco minutos. Se colocaron 2IJL de la muestra tratada en una placa de 96

pozos y se lIev6 a 50 IJL con buffer de ensayo. Posterior a eso, se agregaron 50 IJL

del mix de reacci6n (40 IJL de buffer de ensayo GR, 2 IJL de soluci6n DTNB, 2 IJL de

soluci6n NADPH-GNERAT y 6IJL de soluci6n GSSG) en cada uno de los pozos con

muestra,parateneruntotalde1001JL. Sellevaronacabotreslecturasa405nmen

un lector de placas "IJQuant Microplate Spectrophotometer" de Biotek. La primera

inmediatamente despues de agregar el mix de reaccioo, la segunda despues de

incubar a 25 DC durante cinco minutos, y una lercera medici6n despues de 10

minutos.Paramedirlaactividadenzimaticaseutiliz6elsiguientecalculo

Aclividad GR = f-------1 X Factor de diluci6n de la muestra

Donde:

Ll.B = Cantidad de TNB de la curva estandar (nmol)

T1 = Tiempo de la primera lectura (min)

T2=Tiempodelasegundalectura(min)

V = Volumen de la mueslra pretratada agregada a los pozos de reacci6n (mL)

0.9 = Factor de cambio de volumenes durante el prelralamiento de la mueslra.



5.3.7 Niveles del malondialdehido

- Kit Lipid Peroxidation (MDA) assay kit (Sigma-Aldrich MAK085)

Laperaxidaci6n lipidica, 0 lipoperaxidaci6n, es ladegradaci6nde los Iipidos, como

resultadodeldanooxidativoqueocurreporlasespeciesreactivasdeoxigeno,

ademasde serun marcadormuy util para determinarestres oxidativo. Los acidos

grasospoliinsaturadosson losmassusceptiblesaunataqueoxidativo,resultadode

una cadena de reacci6n bien definida que termina en la producci6n de varios

productos, entre ellos el malondialdehido (MDA).

EI contenido de MDA se lIev6 a cabo por medio del kit Lipid Peraxidation (MDA)

Assay Kit (Sigma-Aldrich MAK085), siguiendo las instrucciones del fabricante. La

lipoperoxidaci6n es determinada por la reacci6n del MDA con acido tiobarbiturico

(TBA) para formar un producto colorimetrico medible espectrofotometricamente a 532

nm, que es proporcional al MDA presente en el organismo.

A partir de las alicuotas de plasma, se mezclaron 10 IJLde plasma con 500 IJLde

H2S04 42 mM previamente preparado. Se agregaran 125 IJL de una soluci6n de

acidofosfotungsticoyse mezcl6 por medio de vortex. Posterioraesto,se incub6a

temperatura ambiente durante cinco minutos y se centrifugaron las muestras a

13,OOOg portres minutos. Se separ6 el sobrenadanteyel pellet se resuspendi6 con

100 IJL de soluci6n de agua/butilhidroxitolueno (BHT) previamente preparado, y se

ajust6elvelumen a 200 IJLcon aguadestilada. Seagregaran 600 IJLde la soluci6n

de TBA y se incubaron las muestras a 95 DC durante 60 minutos. Transcurrido el

tiempo,las muestras se enfriaron en bane de hielo durante 10 minutos. Se tomaran

200 IJLde cada muestraysecolocaranen placa de 96 pozos para su analisis. La

cantidad de MDA presente en las muestras fueran leidas en un lector de placas



"~Quant Microplate Spectrophotometer" de Biotek a 532 nm. Los calculos para

determinar la concentraci6n de MDA fueron los siguientes:

Donde:

Sa =Cantidad de MDA de la curva estandar (nmol)

Sv =Volumen de la muestra agregada a los pozos de reacci6n

C =Concentraci6n de MDA en la muestra

0= Factordediluci6n.

5.3.8 Determinacion del dana genotoxico

Reactivos:

- NaOH(10M)

- EDTA (200 mM)

- Agarosa de bajo punto de fusi6n (0.5%)

Agarosaregular(0.5%)

- Trit6nX100

- Dimetilsulf6xido (DMSO ~99.5%)

- EDTA-Na2 (100 mM)

- Tris(10mM)

EI dana genot6xico se evalu6 a traves del ensayo cometa siguiendo el metodo

propuestoporTiceetal. (2000)conalgunasmodificaciones. Elfundamentosebasa

en la migraci6n del ADN en una matriz de agarosa bajo condiciones de

electroforesis, que posteriormente al ser observada en microscopio, presenta la

apariencia de un cometa con una cabeza (regi6n nuclear), y una cola (fragmentos



nuclearesque han migradoa ladirecci6ndelanodo) (Arencibia y Rosario, 2003). En

lascelulasnodaiiadaspresentaunaaparienciaintactaysincola.

En portaobjetoscon dobleesmerilado, lavadospreviamentecondetergenteenpolvo

yagua, se les cubri6 totalmente con 150 ~lde agarosa regularal 0.5% (0.25 grde

agarosaregularen50mldeaguainyectable)ysecolocaronenestufa desecado a

50 ·C durante 20 minutos. A partir de las alicuotas con heparina, se tomaron 20 ~l

de sangre total yse Ie agregaron 150 ~lagarosa de bajopuntodefusi6n a10.5%,la

cual se mantuvo a una temperatura de 37 ·C. Se agregaron 75 ~l de la mezcla

(muestrayagarosa de bajopuntodefusi6n) en cada laminillaquetenia la capade

agarosa regular, se cubri6 con cubreobjetos y se pusieron en refrigeraci6n a 4·C

durante ochominutos para que pudiera polimerizar. Unaveztranscurridoeltiempo,

se les retir6 el cubreobjetos, se coloc6 otros 75 IJl de la mezcla, se les coloc6 el

mismo cUbreobjetos y nuevamente se lIev6 a refrigeraci6n (4 ·C durante ocho

minutos). Posteriormente, se les retir6elcubreobjetosyse colocaronen vasocoplin

con soluci6n de lisis (NaCI2.5 M, EDTA-Na2 100 mM y Tris 10 mM, pH>10) durante

24horas, cubiertasdelaluzyen refrigeraci6n (4 ·C).

Posteriormente, las laminillassecolocaronen una camara de electroforesiscubiertas

por buffer de electroforesis (NaOH 10 M, EDTA-Na2 200 mM pH>13). Se dejaron

durante 20 minutos para desenrollamiento, posteriormente 20 minutos mas para

electroforesisa 25v, 300mAya continuaci6n se lavaron las laminillascon buffer de

neutralizaci6n (Tris 0.4 M pH 7.5) dos veces, y otras dos veces mas con etanol al

96%. Finalmente, a las laminillas, se les aiiadi6 20 ~l de EtBr (1 mg/5 ml) para su

lectura, la cual se realiz6 en un microscopio de fluorescencia "Carl Zeiss Axio Scope

A1" (Gottingen, Germany) con el objetivo de 20X. EI anal isis se realiz6 en ciego y al

azar con el software "Comet Imager versi6n 2.2". Se contaron 200 celulas en total,

incluidas cometas y nubes celulares (celulas sin nucleo definido). Se contaron 50

cometasporlaminilla, nosetomaron en cuenta celulas que estaban en los bordes,

partes daiiadas del gel, cometassuperpuestosynubescelulares. Comoparametros

de genotoxicidad se determinaron: la longitud de la cola (migraci6n de ADN), el



porcentaje de ADN (%ADN que se encuentra en la cola del cometa), el momento de

la cola del cometa (producto de la longitud de la cola del cometa y el %ADN). y el

momentodela cola de Olive (restade la distancia entreel centro de la cabeza del

cometa y el centro de la cola del cometa entre el %ADN en la cola del cometa).

5.4Analisisestadistico

Las caracteristicas demograficas, asi como el estilo de vida (edad, alimentaci6n,

habitos nocivos, horas por semana trabajando entre otras) fueron analizadas

descriptivamenteen promedios, medias y porcentajes. Lasmediasyerroresestandar

fueron calculados para cada grupoy para cada biomarcador. La actividad de AChE,

BuChE, las actividades antioxidantes, niveles de MDA y los parametros de dane al

material genetico (Iongitud de la cola de cometa, %ADN, momento de la cola y

momento de la cola de Olive) fueron analizados mediante pruebas parametricas

(ANOVA, Bonferroni) y no parametricas (U-Mann Whitney, Kruskall-Wallis y

Posteriori de Dunn) en los paquetes estadisticos Stata 12 (Stata Statistical Sofware,

Stata Corporation, College Station Texas) y GraphPad Prism 6.0 (GraphPad

Software,lnc),deacuerdoaladistribuci6nycomportamientodelasvariables. Todos

losvaloresdep<0.05fueronconsideradosestadisticamentesignificativos. Enelcaso

delosanalisisbivariadossehizousodelasvariablesconfusoras parael analisis de

lasdiferentesasociaciones.



6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1Caracteristicas generales de la poblaci6n

Lapoblaci6ndeestudioconsisti6de208participantes,Ioscuaiessedividieronen

gruposde acuerdoa su exposici6n a plaguicidas como se mencion6en la secci6n

anterior. EI grupo de referencia consisti6 de 22 participantes, el grupo de exposici6n

moderada de 126 y de 60 participantes el grupo de exposici6n alta. En cuanto al

genero,participaron 139 hombresy69 mujeres, con una media geometrica deedad

de 36.2 y 36.4 anos, respectivamente (tabla 4). AI respecto, existen estudios con

poblacionesocupacionalmenteexpuesta a distintos tiposde plaguicidas, en los que

se ha observado que la mayoria de la poblaci6n suele ser del genero masculino

(Grover et aI., 2003; Piperakis et aI., 2005; Salvador et aI., 2008; Simoniello et aI.,

2010),tendenciaquepuededebersealasintensastareasquesuelehaberdentrode

lafumigaci6n,asicomoloshorariosenlosquesedesempenan.

Referente al indice de masa corporal (IMC), la media geometrica en los grupos de

referencia, moderada yalta exposici6n fue de 28,6, 29.5, y 28.8 Kg/m2
,

respectivamente. De acuerdo a los parametros establecidos por la OMS eI18.3% de

lapoblaci6ndeestudioseencuentraenlaclasificaci6ndepesonormal,34,6%con

sobrepeso,mientrasqueeI47.1%presentaalgungradodeobesidad,locualpuede

tener implicaciones en la salud de los participantes (OMS, 2006). En cuanto a los

habitosnocivosdelapoblaci6ndeestudio,eI21,6% refiri6fumaren laactualidad,

mientras que 50% dijo haber fumado en algun momento de su vida. De igual manera,

el 79.3% de los participantes conviven con personas que fuman, es decir, son

fumadorespasivos,loquetambienrepresentaunriesgoparasusalud.EIMbitode

fumaresu~generadorimportantedeoxidantesquepuedenaumentarlaproducci6n

de ROS 10 que pudiera resultar en dana oxidativo (Abdalla et aI., 2012). En cuanto al

consumo de bebidas alcoh6licas, el 86.5% del total de los participantes refiri6

consumirlas.

Con respecto al consumo de alcohol, se observ6 que los tres grupos de estudio,

tuvieron porcentajes similares de participantes queconsumen habitualmentebebidas



alcoh6licas.Estetipodetendenciasehavistoenotrosestudiosconpoblaciones

ocupacionalmenteexpuestosaplaguicidas(Groveretal.,2003; Salvadoretal.,2008;

Simoniello et aI., 2010; Hernandez et aI., 2013; Sharma et aI., 2013), 10 que podria

indicar que los fumigadores frecuentemente consumen alcohol 0 tabaco, 10 cual

puedeserunfactorderiesgoadicionalalaexposici6nqueinfluyeenlasaluddeeste

tipodepoblaciones.

En cuanto al usc de plaguicidas, los compuestos mas utilizados son los OF, seguido

de los piretroides y carbamatos (tabla 5). Dentro de los OF, se destaca el uso de

compuestos que la OMS c1asifica como altamente peligrosos (Ib), concretamente

clorpirifos, parati6n ymetamidofos. Estos datos son consistentescon los reportados

en el aM 2010, en un estudio lIevado a cabo en el estado de Nayarit, en el que se

observ6que los plaguicidasmas vendidosy utilizados son los OF, seguido de los

piretroidesycarbamatos(Gonzalez-Ariasetal.,20,10).

En esteestudio se observ6que la poblaci6n de estudio tiene en promedio 3.5 anos

dedicandosealalabordefumigaci6n,eI48.1%sontrabajadoresconunaantigOedad

quevadelos5a los48anos, 38% de 1 a5anosy 13.9%tienenmenosdeunano

laborando. En este sentido, tambie!n se observ6 que existen dos situaciones

laborales,losquesutrabajodependedeuncontrato,esdecirquesontrabajadores

temporales(52.1%)ylosquesondebaseotrabajadorespermanentes(47.8%).Los

trabajadores temporales son generalmente los que realizan las aclividades de

fumigaci6n mas intensas. Este tipo de datos, por 10 general, no se menciona en la

literatura, peropuedeserde importancia, debidoa queeltiempodeexposici6n, asi

comoeltrabajorealizadosuelenserdistintosencadagrupo,yprobablementeverse

reflejadoenlasaluddelostrabajadores.

Con respe~toal equipo de protecci6n, la mayoria de los participantes no hacen uso

deestos durante las laboresde fumigaci6n (tabla 6). Mientrasque losparticipantes

quesimencionansuuso,reportanelusodesombreroogorra(71%),utilizadosenel

grupo de exposici6n moderada y 72.4% en el grupo de exposici6n alta. Esta

tendenciatambien seobserv6en un estudio realizado porSuybrosetal., (2012), en

una poblaci6n de agricultores de vegetales, expuestos a plaguicidas OF y



carbamatos, en el que los participantes al igual que en la poblaci6n del presente

estudio, no usaban equipode protecci6n como lentes deseguridad, oguantes, sin

embargo,siutilizabanbotasocamisasdemangalarga. Loanteriorsugiereun<.Jfalta

desensibilizaci6nporpartedelapoblaci6nconrespectoasuseguridadocupacional,

por 10 que la implementaci6n de cursosypl<!lticas de buen manejode plaguicidas,

seriaunmetodoadecuadoparaconcientizaralapoblaci6n

6.2Actividad decolinesterasas

En la figura 2 se presentan los resultados obtenidos de la actividad AChE y BuChE

en la poblaci6n de estudio. Con respecto a la actividad AChE, la media geometrica

en el grupo de referencia fue de 18.8 U/gr Hb, 19.4 U/gr Hb en el grupo de

exposici6n moderadayde20.5 U/grHbenel grupode exposici6n alta. De acuerdoa

los valores de referencia manejados en ellaboratorio y que fueron obtenidos de

personas no expuestas ocupacionalmenteaplaguicidas (17-45 U/g rHb),eI12.5%de

los participantes tuvieron actividad AChE por debajo de los valores minimos

inferiores,delcual, eI11.5%correspondealgrupodereferencia,eI65.4%algrupo

deexposici6nmoderadayeI23.1%aldeexposici6n alta (figura2a). Encuantoa la

actividad BuChE, el promedio de la actividad en el grupo de referencia fue de 6673.3

U/L, de 5944 U/L en el grupo de exposici6n moderada y de 4333.2 U/Len el grupo

de exposici6n alta. Con respecto a los valores de referencia establecidos para

hombres y mujeres mayores de 40 alios, as! como para mujeres no embarazadas,

(4300-5400 U/L) eI16.8% de los participantes estuvieron pordebajo de los valores

de referencia, del cual, eI34.3% corresponde al grupo deexposici6n moderada y

65.7%algrupodeexposici6nalta(figura2b).

La enzima AChE es una serina hidrolasa principalmente encontrada en las

conexiones neuromu-sculares, sinapsis colinergicas cerebrales y mas recientemente

descritaenlinfocitos(KawashimayFujii,2000; Colovicetal., 2013).
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Tabla5.Plaguicidasmasutilizadosporlapoblaci6ndeestudio

Plaguicidas
N(%)

Organofosforados

Clasificaci6nOMS·

Clorpirifos

151(52.9)'

100(35.1)'

20(7.1)*

10(3.5)*

3(1.1)'

1(0.3)*

29.8%"

76(56.7)*

31(23.1)*

Permetrina-esbioalelrina 20(14.9)'

Cipermelrina

Propoxur

4(3.0)*

2(1.5)*

1(0.7)*

11(64.7)*

5(29.4)*

1(5.8)'

3.1%"
'Porcenlaje de participanles que usa los plaguicidas considerando los grupos qulmicos (OF,
pirelroides,carbamalos,olros)
"Porcentaje de participanles que usa los plaguicidasen cada unodelosgruposqulmicos
+Clasificaci6n de la OMS: clase la (exlremadamenle peligrosos); clase Ib (allamenle peligrosos); clase
II (moderadamenle peligroso); clase III (Iigeramenle peligroso); clase IV (poco probable de ser
peligroso)(OMS,2009).
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La determinaci6n de la actividad AChE en sangre es de gran importancia en el

diagn6sticodeintoxicaci6ncausadoporinhibidoresreversibleseirreversiblesde

esta enzima, incluidos los plaguicidas OF y carbamatos (Murussi et aI., 2014). Sin

embargo, se ha visto que la determinacion de AChE no es tan sensible como

biomarcador de exposici6n a mezclas de compuestos (Bernal-Hernandez et aI.,

2014). Los resultados de este estudio concuerdan con los reportados en poblaciones

de agricultores y fumigadores expuestos a plaguicidas OF (Shadnia et aI., 2005;

Bernal-Hernandez et aI., 2014; Singleton et aI., 2015) en los que no se observaron

diferencias en la actividad AChE en los grupos expuestos con respecto al grupo

controle. Por otro lado, se han reportado estudios en agricultores expuestos a

diversos plaguicidas, tales como OF, carbamatos y piretroides (L6pez et aI., 2007;

Naravaneni yJamil, 2007; Simoniello et aI., 2010), en los que se ha observado una

disminuci6n de mas del 15% en la actividad AChE, por 10 que la refieren como buen

biomarcador de exposici6n cr6nica a plaguicidas OF y carbamatos. Asi tambien,

variosestudios han demostradoque los niveles de AChE puedenvariardentrodelas

mismas poblaciones, ya sea por la temporada de fumigacion, el consumo de alcohol,

osimplemente pordiferencias individualescon respectoa laenzima (Zeljezicetal.,

2007).

40
10000

b)
a) p=O.36 ..

¥ ~BOOO f#=
p<o.os

~30 ..~:""
....

..::.. ;;

*~ 20
...:....
~
~

~6000 ~

*
.. :u:=:: ~4000 ~

~ 10
~ ',loA

<2000

Grupo Exposici6n Exposici6n
referencia moderada alta

Grupo Exposici6n Exposici6n
referencia moderada alta

Figura 2. Actividad AChE (al y BuChE (b) en la poblaci6n de estudio de acuerdo al grado

deexposici6n. Las graficas muestran el valor promedio de cada uno de los grupos de

estudio. EI analisis estadistico se realiz6 ulilizando la prueba de Kruskall-Wallis y ANOVA,

respectivamente.



Algunos estudios en poblaciones mexicanas donde han evaluado la actividad de

AChE en agricultores (Tinoco-Ojanguren y Halperin, 1998; Rendon-von Osten et aI.,

2004; Gamlin et aI., 2007), se ha encontrado una disminucion significativa en la

actividad de AChE en los diferentes grupos expuestos principalmente a OF y

carbamatos, discutiendo tambieln la necesidad de campaiias de informacion acerca

de los plaguicidas y las buenas practicas del usc de estos compuestos (Sanchez­

Guerraetal.,2011).

Por otra parte, la actividad BuChE se ha propuesto como complemento para la

evaluacionde exposiciona plaguicidasanticolinesterasicos;losantecedentesdela

Iiteratura sugieren que BuChE tiene mayor sensibilidad y confiabilidad en la

evaluaciondeexposicionadiferentesmezclasdeplaguicidas,asicomoendiferentes

escenarios de exposicion. Loanteriorsesustentaenlostrabajosrealizadosen

jornaleros indigenas expuestos a OF y carbamatos (Bernal-Hernandez et aI., 2014),

agricultores expuestos a OF y carbamatos (Miranda-Contreras et aI., 2013),

f1oricultores expuestos a piretroides, OFycarbamatos (Aroonvilairatetal.,2015),asi

como en agricultores de algodon expuestosa OF (Singletonetal., 2015).

6.3 Enzimasantioxidantes

Actividadcatalasaysuperoxidodismutasa

En la figura 3 se presentan los resultados obtenidos de las actividades enzimaticas

antioxidantes CAT y SOD en la poblacion de estudio. La actividad CAT tuvo una

media geometrica de 92.9 U/gr Hb en el grupo de referencia, 71.5 U/gr Hb en el

grupo de exposicion moderada y de 59.9 U/gr Hb en el grupo de exposicion alta

(p=0.09) (t1gura 3a)·. En cuanto a la actividad SOD, la me.dia geometrica fue de 111.9

U/mL en el grupo de referencia, 132.7 U/mL en el grupo de exposicion moderada y

91.7 U/mLen el grupo deexposici6n alta (p=0.07) (figura 3b). En lastablas 7 y 8 se

presentan los analisis de regresi6n logistica de las enzimas CAT y SOD, con

variablescomocaracteristicasantropometricas,usodeplaguicidas,variablesdeltipo



clinico como el colesterol, f6rmula blanca y roja, asi como la actividad de

colinesterasasyparametrosdedanogenot6xico.

En este estudio se observ6 que la actividad de las enzimas antioxidantes CAT V SOD

en los participantes con mayor grade de exposici6n a plaguicidas fueron

marginalmente menores, comparadas con el grupo de referencia (p=O.09; p=O.07

respectivamente).
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Figura 3. Aclividad CAT (a) y SOD (b), en la poblaci6n de esludio. Las graficas mueslran

el valorpromedio de cada uno de los gruposde esludio. Elanalisisesladislicoserealiz6

ulilizandolapruebade Kruskall-Wallis.

La CAT es una proteina soluble presente en los eritrocitos, que participa en la

descomposici6n del per6xido de hidrogeno (H20 2) para poder formar agua

(Karademir et aI., 2007). Los resultados de la actividad CAT obtenidos en este

estudiosonsimilaresa los reportados porRanjbaretal. (2002), L6pezetal. (2007)y

Ogut et al (2013) en poblaciones ocupacionalmente expuesta a compuestos OF,

carbamatos y piretroides, en los que se observ6 una disminuci6n en la actividad CAT

de la poblaci6n que tenia mayorgradode exposici6n a plaguicidas principalmente

OF, sugiriendoque esta enzimaes susceptible a cambios porlaexposici6n aestos

compuestos.



Tabla7.Analisisderegresi6nlogisticamodelandolaactividadenzimaticade
catalasa (~69.77U/gr Hb I >69.77U/gr Hb)*

Enzima Variable OR ~
CAT dicot6mica Caraeteristieas de la poblaei6n

IMC 1.080 0.011
~~ ~ ~

Orinaconmuchafrecuencia 2.649 0.014
Alimentaei6n y habitos noeivos
Consumo de agua (Udia) 1.320 0.017
Consumodecerveza 0.714 0.015
Comidasdiarias 0.630 0.051
Exposiei6n y equipo de proteeei6n
Usoactualde Ikon 0.311 0.014
Usopasadodeparati6n 5.474 0.034
Contacto anterior con plaguicidas 2.964 0.000
Parametros elinicos y bioquimieos
Actividad BuChE (U/l) 1.0002 0.008
Colesterol(mg/dl) 1.007 0.037
Calcio(mg/dl) 0.082 0.000
Fosforo(mg/dl) 1.902 0.028
indicedeexposici6n** 0.506 0.008
leucocitos(mmJ

) 1.0002 0.015
Linfocitos(mm 3

) 1.0005 0.009
• Elcortefue realizadocon base en la mediageometricapoblacionalde laactividadenzimatica. "EI
Indice de exposici6n seobtuvo de variables obtenidas porcuestionarioylaactividadBuChE

En elanalisisestadisticologistico, la CATseasoci6conei usode plaguicidas, 10 que

pudierasugerirel papel de esta enzima en la defensa contra laexposici6n aestos

compuestos (tabla 7). la exposici6n a plaguicidas puede modificar directa 0

indirectamente lacapacidaddedefensaantioxidantedeindividuosexpuestosypor

tanto, afectar la susceptibilidad al estres oxidativo (Sharma et aI., 2013). los datos

disponibles en estudios con animales e in vitro, indican que las enzimas con

mecanismp de defensa antioxidante son alteradas por la exposici6n a plaguicidas

(Simoniello et aI., 2010). Un mecanisme que pudiera explicar el comportamiento de

CAT es que los ROS generados por la exposici6n a plaguicidas pueden unirse

directamentealgrupotioldelaenzimaeinhibirsuactividadyporendepredisponera

efectos daninos en la salud humana (Kono y Fridovich, 1982, l6pez et aI., 2007;

Ogut et aI., 2011). Este mecanisme pudiera explicar el comportamiento de la



actividad CAT en nuestra poblacion de estudio, debido a que ambas enzimas, tanto

CAT como SOD, trabajan de manera conjunta para eliminar ROS, por 10 que al

disminuir la actividad SOD, puede verse afectada la actividad CAT. Asi mismo se ha

~bservadoque la actividad de laenzima puedeserregulada poria proteinap53yel

gen 3 que induce p53 (PIG3) , donde la actividad de CAT es disminuida cuando se

sobre-expresa p53 y PIG3 10 que incrementa los niveles de ROS (Kodydkova et aI.,

2014). Esto pudiera tenerun efecto co-dependiente en procesos carcinogemicos, ya

que se ha observado que una desregulacion de enzimas antioxidantes como CAT

son determinantesen latransformacion de celulas neoplasicas yde iguai manera,

cuandosedalaproliferaciondecelulastransformadas,estasincrementanlosniveles

de H20 2 y pueden disminuir la actividad de CAT en comparacion con las celulas

normales (Kodydkova et aI., 2014). Otros mecanismos por los que pudiera verse

afectada la actividad de CAT son los procesos inflamatorios y epigeneticos. AI

respecto, Min et al. (2010) observaron hipermetilacion de islas CpG en el promotor

de CAT durante exposiciones prolongadas a ROS, 10 que tambien podria explicar la

disminucionenlaactividaddelamisma.

En el caso de la enzima SOD, Lopez et al. (2007), en un estudio con agricultores

expuestos a carbamatos, OF y piretroides, encontraron que esta al igual que en

presenteestudio,disminuyoen losparticipantescon un mayor indice de exposicion.

La SOD es una enzima metal-dependiente que cataliza la remocion del anion

superoxido(02'), para generarperoxidodehidrogeno (H20 2) como producto final de

una dismutacion (Limon-Pacheco y Gonsebatt, 2009). Estudios in vitro como el de

Santi et al. (2011) encontraron que la actividad de la enzima SOD disminuyo de

manera dependiente de concentracion y exposicion al herbicida clomazon. Este

comportamiento puede ser debido a la produccion de ROS durante la

biotransformaciondeplaguicidas,yaqueestos,puedenunirsedirectamentealgrupo

tiol de la CAT (Kono y Fridovich, 1982), 10 que ocasiona un aumento en la

concentracion de H202, el cual puede inhibir la enzima SOD (Lopez et al., 2007). La

inhibicion de SOD puede afectar significativamente los mecanismos de defensa

contra el ataque de radicales libres en celulas vivas, tal como los eritrocitos (Santi et

aI., 2011). En exposicion cronica a plaguicidas OF, se ha observado un



comportamiento similar que en exposici6n aguda, puestoqueenambasseobserva

una disminuci6n en la actividad de las enzimas antioxidantes, debido a que las

especies reactivas de oxigeno presentes en el organismoson capacesdeinhibirlas

(Lukaszewicz-Hussain, 2010). Contrario a este estudio, diversos resultados en la

Iiteratura, mostraron un aumento en la actividad de SOD en poblaciones de

fumigadores y agricultores con altos indices de exposici6n a plaguicidas OF,

piretroidesycarbamatos (Vidyasagar et aI., 2004; Shadnia etal., 2005; Ogut et aI.,

2011; Sharma et aI., 2013; Wafa et aI., 2013) 10 que podria sugerir un efecto

compensatorioenexposici6ncr6nicaaestosplaguicidasporpartedeestaenzima.

En el analisis de regresi6n logistica (tabla 8) se encontraron asociaciones con el uso

deplaguicidas, perotambiEln con algunos parametrosclinicos comoelperfillipidico,

particularmente con LDL. En cuanto a la regulaci6n de la expresi6n genica de SOD,

existen tres genes que codifican para tres enzimas distintas en humanos: sod11a

cual codifica para SOD dependiente de cobre y zinc (Cu-Zn SOD), sod2 la cual

codifica para SOD dependiente de manganese (MnSOD) y sod3, que codifica para

SOD extracelular (ExSOD) (Afonso et aI., 2007)

Se havistoqueestaenzimaes regulada pordiversosfactores detranscripci6n tales

como factor nuclear kappa beta (NF-KI3), activador de proteina 1 y 2 (AP-1 y AP-2),

proteina especifica (SP-1) Y receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma

(PPAR y) (Miao y Clair, 2009). Ding et al. (2007), encontraron que al bloquear a

PPAR y se desregulan los niveles de mRNA y proteina de MnSOD, 10 que pudiera

disminuirsu capacidad protectora contra el dario oxidativo en cardiomiocitos. Se ha

encontrado tambien que el incremento de ROS puede ser suprimido por la activaci6n

de PPAR y, debido a que este se encarga de regular los niveles de mRNA y proteina

SOD (Jo et aI., 2006). Tambien se ha observado que el estado de metilaci6n en el

gen sod1, es decir su silenciamiento epigenetico, pudiera ser un mecanisme comun

en la generaci6n de esclerosis lateral amiotr6fica (ALS) (Oates y Pamphlet!, 2007)

En un modelo de cancer de piel, la sobre-expresi6n del gen sod2 en ratones

transgenicos result6 en una incidencia de reducci6n de tumores suprimiendo la

activaci6n de la proteina AP-1, mientras que la deficiencia de MnSOD aument6 los



niveles de AP-1 y p53, asi como tambien incremento la proliferacion y los eventos de

apoptosis (Zhaoetal., 2002).

Tabla 8. Analisis de regresion logistica modelandolaactividadenzimaticasuperoxido
dismutasa (S94.78U/mL I >94.7U/mL)*

Enzima Variable OR
SOD dicotomica Exposici6n y equipo de protecci6n

Usopasadodeparation 4.878 0.043
Comidasdurantejornadalaboral 2.491 0.015
Parametros cHnicos y bioquimicos
Actividad AChE (U/gr Hb) 1.105 0.033
Bas6filos(mm3

) 1.011 0.048
Colesterol(mg/dL) 1.008 0.049
Indiceaterogenico** 1.256 0.047
LDL(mg/dL) 1.014 0.008
Lipidostotales(mg/dL) 1.001 0.048
Monocitos(%) 0.830 0.017
Proteina serica 0.445 0.033

• EI corte fue realizadocon base en la mediageometrica poblacionaldelaactividad enzimatica. ··EI

~~~~~:sa~:r~~~~~~:reH~~uvomediante la proporci6n de colesterol total (mg/dL) en el organismo y los

Actividad glutati6n peroxidasayglutati6n reductasa

En la figura 4 se presentan los resultados de la actividad GPx en la poblaci6n de

estudio. En este estudio se observ6 una media geometrica de 215.2 U/mL en el

grupo de referencia, 201.2 U/mL en el grupo de exposici6n moderada y 188.3 U/mL

en el grupo de exposici6n alta. La GPx, es la mayor molecula antioxidante

involucrad!l en la inactivaci6n de metabolitos peroxidos end6genos como el H20 2 y

adicionalmente esta involucrada en el cicio redox de la GSH en presencia de GR

(Sharma etal., 2013).

Contrario a 10 observado en este trabajo, existen estudios que refieren un aumento

en la actividad GPx en un grupo de formuladores de plaguicidas versus un grupo

control (29.3 U/gr Hb vs 24.9 U/gr Hb) (Shadnia et aI., 2005). en agricultores



Ulgr Hb) (Ogut et aI., 2011) y en fumigadores urbanos expuestos a OF, carbamatos,

OC'y piretroides, versus controles (27.1 U/mg Hb vs 17.5 U/mg Hb) (Sharma et aI.,

2013). Sin embargo, los resultados obtenidos de este irabajo son similares a los

reportados por L6pez et al. (2007) en agricultores expuestos a carbamatos, OF y

piretroides, en los que no parece verse afectada la enzima por la exposici6n a

plaguicidas.

Labajaactividaddeestaenzimapuededebersealadisminuci6nenlaconcentraci6n

de GSH, 10 cual indicaria una medida adaptativa para contrarrestar la toxicidad

mediada por ROS, y de igual manera, pudiera deberse a un aumento en la

producci6n de H20 2 en individuos expuestos a plaguicidas (Sharma et aI., 2013). Con

respecto a 10 observado en el presente estudio, pudiera ser que la actividad GPx no

tuvocambioalgunodebidoa los nivelesde GSH de losparticipantes, aunqueserian

necesariosmasestudiosparaconfirmardichahip6tesis

p=0.34
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Figura 4. LActividad-GPx en la poblaci6n de estudio. La grafica muestra el valor promedio

de cada uno de los grupos de estudio. EI am\lisis estadistico se realiz6 utilizando la

pruebadeKruskall-Wallis.



En la tabla 9 se presentan los datos del analisisde regresi6n logistica de la enzima

GPxcondiversasvariablesanalizadas. Enelanalisisseobserv6quelaenzimaesta

asociada con el genero, asi como con el consumo de comidas diarias. AI ser una

enzima selenio dependiente, la actividad de esta puede verse afectada por la

deficienciadeselenio.Laexpresi6ndeselenoproteinasestejido-especificayes

moduladatranscripcionalmente poria disponibilidad de selenioaniveldetraducci6n

(Flohe et aI., 1997),lacualpuedeverseafectadaporlaalimentaci6ndelaspersonas

(Navarro-Alarcon y Cabrera-Vique, 2008) por 10 que pudiera ser que la alimentaci6n

quetienen los participantes de esteestudioes losuficientemente buenaparaayudar

con la actividad antioxidante. La enzima GPx tambien se encarga de inactivar

hidroper6xidoslipidicosyotroshidroper6xidossolublesdespuesdelaliberaci6nde

la membrana lipidica (Lubosetal., 2011). A pesarde que moleculas reactivastales

como Oz- y el peroxinitrito (ONOO-) pueden inhibir la actividad de la GPx, estudios in

vitrohandemostrado,queestainhibici6npuedeserprevenidaporlaintervenci6nde

GSH (Lubosetal., 2011).

Tabla 9. Analisisde regresi6n logistica modelando laactividadenzimaticaglutati6n
peroxidasa (S198.68U/mL I >198.68U/mL)*

Enzima Variable OR
GPx dicot6mica Caracteristicas de la poblaci6n

Genero 0.506 0.035
Habitos nocivos
Fumarenelpasado
Habitosalimenticios
Comidasdiarias
Exposici6n y equipo de protecci6n
Antiguedadenatios 1.068 0.039
Usopasadodebendiocarb 3.294 0.027

-Uso pasadode K-otrin 3.099 0.025
'Elcortefuerealizadoconbaseenlamediageomelricadelaaclividadenzimatica

AI igual que las enzimas anteriormente mencionadas, la regulaci6n del gen que

codifica para GPx, pudiera estar modulada por la interacci6n de ROS 0 por procesos

inflamatorios. Mecanismos oxidativos pueden regular la transcripci6n del gen de GPx



mediante los sitios NF-KI3 Y AP1 en el promotor, este ultimo involucrando factores

nucJearescomoc-Junyc-Fos, los cualesson sensibles a redoxypueden inactivar

por oxidaci6n los residuos de cisteina necesarios para la actividad de uni6n al DNA

(Lubosetal,2011).

Con la finalidad de conocer su comportamiento debido a la poca informaci6n

existente de esta enzima en la literatura la actividad GR fue analizada tanto en

sangre total como en plasma (figura 5ay5b). La mediageometricadelaactividad

GR en sangre total fue de 36.4 U/gr Hb en el grupo de referencia, 40.1 Ulgr Hb en el

grupo de exposici6n moderada y 37.6 U/gr Hb en el grupo de exposici6n alta. En

cuanto a su actividad en plasma, se observ6 una media geometrica de 5.8 U/mL en

el grupode referencia, 5.8 U/mLen el grupode exposici6n moderada y una media

geometrica de 6.1 U/mL en el grupo de exposici6n alta. En las tablas 10 y 11 se

presentanlosantliisisbivariadosdelaactividadGRensangretotalyenplasma.Los

datos muestran asociaciones entre la actividad de estas enzimas con el uso de

plaguicidasydeequipodeprotecci6n,asicomotambienconlaactividadenzimatica

deCAl.

Son pocos los estudios en los que se ha evaluado la actividad GR en poblaciones

ocupacionalmente expuestas a plaguicidas. AI respecto, L6pez et al (2007) no

observaron diferencias estadisticamente significativas en los valores de GR en

agricultoresexpuestosacarbamatos, OFypiretroides versusungrupocontrol, esto

en periodos de alta (8.6 U/gr Hb y 8.1 U/gr Hb) y baja exposici6n \10.3 U/gr Hb y 9.0

U/gr Hb, respectivamente). Contrariamente, Mecdad et al (2011) observaron que

fumigadores urbanos expuestos a insecticidas y fungicidas (15.52 U/L) tuvieron

menoractividadGRconrespectoaungrupocontrol(20.64U/L).

Por otra parte, en estudios in vitro se ha observado que la actividad GR celular

disminuye cuando se induce apoptosis con HzOz (Kim et ai, 2010). Esto pudiera

explicarenparte, laasociaci6n negativaque seencontr6 en estetrabajo entre el

contenido de MDA, un producto de Iipoperoxidaci6n y la actividad GR
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Figura 5. Aclividad GRensangrelolal (a) yen plasma (b) enla poblaci6ndeesludio. Las

graficas muestran el valor promedio en cada uno de losgrupos de esludio. EI analisis

esladislicoserealizoulilizandola pruebade Kruskall-Wallis.

Tabla 10. Analisis bivariadomodelandolaactividad enzimatica glutati6nreductasa
en sangre total

Enzima Variable
GR U/gr Hb Caracteristicas de la poblaci6n

Exposici6n arayosX
Genero
Exposici6n y equipo de protecci6n
Frecuencia de uso deequipo de protecci6n
Litrosdeplaguicidausadosaldia
Uso actual de bendiocarb
Usode guantes
Usodelentesomascarilla
Usodemochila

·Usode motobomba
Usodepanuelosocubrebocas
Verterelplaguicidasconlamano
Parametros clinicos y bioquimicos
Actividad CAT (U/gr Hb)
Fosfatasaalcalina
Hematocrito
Hemoglobina

-0.245 0.016
1.280 0.001

-0.511 0.035
-0.004 0.044
-1.760 0.044
-0.573 0.039
-0.476 0.044
-0.516 0.015
-0.409 0.047
-0.372 0.049
0.341 0.046

-0.008 0.030
0.015 0.036
-0.096 0.046
-0.247 0.048



Tabla 11. Am31isis bivariado modelando la actividad enzimatica glutati6n reductasa
en plasma

GRU/mL Caracteristicade la poblaci6n
Actividadfisica
Exposici6na rayosX
Exposici6n y equipo de protecci6n
Uso actual de bendiocarb
Usodemochila
Parametros clinicos y bioquimicos
Actividad CAT (U/gr Hb)
Calcio
Concentraci6n de MDA (nmol/~L)

Fosfatasaalcalina

-0.033 0049
-0.083 0029

-0.640 0.052
-0.168 0.040

-0.003 0.009
0.393 0.029
-0.234 0.043
0.006 0.026

6.4Niveles de MDA

En la figura 6 se presentan los resultadosobtenidos de la concentraci6n de MDAen

la poblaci6n de estudio. La media geometrica para la concentraci6n de MDA en la

poblaci6n por grupo de exposici6n, fue de 0.97 nmol/~L en el grupo de referencia,

0.98 nmol/~L en el grupo de exposici6n moderada, y de 1.0 nmol/~L en el grupo de

exposici6n alta. Con respecto al tiempo de exposici6n, la media geometrica de la

concentraci6n de MDA en los trabajadores cuya exposici6n era permanente fue de

1.1 nmol/~L y 0.9 nmoll~L en los participantes con exposici6n temporal (p=0.02). En

la tabla 12 se presentan los datos del analisis de regresi6n logistica modelando el

contenidode MDA.

EI MDA es uno de los biomarcadores mas utilizados y confiables en la determinaci6n

de la Iipoperoxidaci6n como parte del estres oxidativo su relevante determinaci6n

radica principalmente en su alta reactividad y toxicidad (Ayala et aI., 2014). La

concentraci6n de MDA observados en este estudio, son similares a los descritos por

Shadnia et al. (2005), en trabajadores de la formulaci6n de plaguicidas OF, en el

cual, no encontraron diferencia entretrabajadoresen laformulaci6n de plaguicidas

(83.8nmollgrHb)yelgrupocontrol(79.9nmollgrHb).



4 a)
p=0.79

3 b) p=0.02

Exposici6n Exposici6n
permanente temporal

Grupo Exposici6n Exposici6n
referencia moderada

.~Y:·.
1 ••:;~':'

.....
::-::
.\

~'--'--=-"

::·;i~t;~·

Figura 6. Niveles de MDA de acuerdo al grado de exposicion a plaguicidas a) y tiempo

trabajando b). Las gnificas muestran el valor promedio de cada uno de los grupos de

estudio.ElanalisisestadisticoserealizoutilizandolapruebadeKruskall-Wallis

Sin embargo, nuestros resultados difieren respecto a otros estudios realizados en

poblacioneslaboralmenteexpuestasaplaguicidas,enlosquesereportaunaumento

en la concentraci6n de MDA comparado con el grupo controle (Muniz et aI., 2008;

Salvadoretal., 2008; Rastogi et al., 2009; Ogutetal., 2011; Surajudeenetal., 2014)

EIMDAtienepotenciaigenot6xicoquepuedeilegaradesarroilarseyporlotanto,ser

factor en el desarrollo de cancer. Ademas, la toxicidad del MDA tambiem puede

referirseenlaestabilidadcardiovascular,debidoasuasociaci6nconlaoxidaci6nde

LDL(Del Rioetal., 2005).

En el analisis de regresi6n logistica se encontr6 una asociaci6n positiva de la

concentraci6n de MDA con el tiempo trabajando en el ambito de la fumigaci6n. Hasta

donde es de nuestro conocimiento, no se ha descrito en la literatura 10 que esto

pudiera representar a corto, mediano 0 largo plazo, en poblaciones

ocupacionalmenteexpuestas a plaguicidas, pero los datos sugierenlaimportanciade

considerarse al evaluar la concentraci6n en poblaciones con distinto tiempo de

exposici6n.



Tabla12.Analisisderegresi6nlogisticamodelandolosnivelesdemalondialdehido
(:50.99nmol/~L/>0.99nmol/~L)*

Parametro Variable OR

MDA dicot6mica Caracteristicas de la poblacion

Orina poria noche

Consumodeaspirinas

Exposicion y equipo de proteccion

Trabajo permanente o temporal

Biomarcadores bioquimicos

Actividad AChE (U/gr Hb)

1.828 0031

2.301 0.048

• EI corte fue realizadocon base en la media geomelricade los nivelesdemalondialdehido

6.50ario genetico evaluado a traves del ensayo corneta

En la figura 7, se muestran los datos de dane genetico medidus a traves del ensayo

cometaenlapoblaci6ndeestudio.Losresultadosdelalongitudde la cola decometa

muestran una media geometrica de 29.5 ~m en el grupo de referencia, 28.5 ~m en el

grupo de exposicion moderada y 32.7 ~m en el grupo de exposicion alta. En cuanto

al momento de la cola de cometa, se observo una media geometrica de 7.5 en el

grupode referencia, 7.8 en el grupode exposici6n moderaday9.8enelgrupode

exposici6n alta. Con respecto al parametro de momento de la cola de Olive, la media

geometrica fue de 2.8 en el grupo de referencia, 2.9 en el grllpo de exposici6n

moderada y 3.4 en elgrupo deexposici6n alta. Ademas,seobserv6queel grupo de

referencia tuvo una media aritmetica de 14.7% en el parametro de %ADN, 15.1% en

elgrupodeexposicionmoderaday16.3% en elgrupode exposicionaIta

En tablas 13 y 16 -se presentan los datos obtenidos para los analisis estadisticos

bivariados de la longitud de la cola de cometa y %ADN respectivamente, mientras

queen las tablas 14y 15sepresentan los datos obtenidos para los analisisde

regresi6n logistica del momento de la cola y el momento de la cola de Olive

respectivamente. De igual manera, en latabla 17se presenta un analisis multivariado

delporcentajedeADN.
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Figura 7. ~Longitud ?e la cola a), momenta de la cola b), momenta de la cola de Olive c), y

porcentaje de ADN (%) d) en Iinfocitos de sangre periferica de la poblaci6n de estudio.

Las graficas muestran el valor promedio de cada uno de losgruposdeestudio.Elamilisis

estadistico se realiz6 mediante las pruebas de ANOVA y Kruskall-Wallis.



Tabla 13.AnalisisbivariadomodelandolalongituddelacoladeIcometa

Parametro Variable
Longitud de la cola Caracteristicasdelapoblaci6n

Genera
Estadosocioecon6mico*
Hilbitosalimenticios
Consumode acidof61ico
Exposici6n
Habitodecomerdurantejornadalaboral
Usoactualtemefos
Usoactualclorpirifos
Parametrosclinicos
Creatinfosfoquinasa (CPK) (U/L)

-0.648 0.032
0.141 0.033

-1.733

0.740 0.038
0.841 0.007
0.652 0.046

0.002 0.040
*Determinado mediante variables obtenidas porcuestionario

Tabla 14. Analisis de regresi6n logistica modelando el momento de la cola de
cometa(S8.31/>8.31)*

Parametro Variable OR
Momento de la cola Caracteristicas de la poblaci6n
dicot6mica

Estadosocioecon6mico**
Parametros clinicos y de investigaci6n
Concentraci6ndehemoglobina 1.599 0.028
Colesterol(mg/dL) 0.990 0.031
Eosin6filos(%) 1.089 0.036

* Elcortefue realizado con base en lamediageometrica poblacional de esteparametro
**Determinadomediantevariablesobtenidasporcuestionario.



Tabla 15. Analisis de regresi6n logistica modelando el momenta de la cola de Olive
(~3.04/>3.04)*

Parametro Variable
Momento Olive Exposici6n
dicot6mica

OR

Mesesdetrabajo(temporadas) 0.797
Parametrosclinicosydeinvestigaci6n
Actividadglutati6nreductasa(U/mL) 1.090 0.012
Actividadglutati6nreductasa (U/grHb) 1.011 0.030
Calcio(mg/dL) 2.982 0.030
Creatinina(mg/dL) 9.207 0.044
Concentraci6nde hemoglobina 1.562 0.035
Plaquetas(mm3) 0.999 0.040

• EI corte fue realizado con base en lamediageomelrica poblacionaI deesleparamelro

Tabla 16. Analisis bivariado modelando el porcentaje de ADN

Parametro Variable
%ADN Caracteristicas de la poblaci6n

Estadosocioecon6mico*
Exposici6n
Comidaseneltrabajo
Hilbitodecomerdurantejornadalaboral
Uso actual clorpirifos
Usoactualtemefos
Parametros clinicos y de investigaci6n
Actividad catalasa (U/grHb)
Creatinina(mg/dL)

0.542 0.037

2.958 0.030
-0.567 0.046
2.578 0.050
3.350 0.007

-0.029 0.010
2.400 0.029

'Delermlnado mediante variables obtenidas porcuestionario

Tabla 17, Anillisis multivariado modelando el porcentaje de ADN

Parametro Variable
%ADN Actividad catalasa (U/gr Hb)

Hilbitodecomermientrasfumiga

Uso actual temefos

p p
-0.034 0.061
3.551 0.005

6.407 0.001



EI parametro de la longitud de la cola de cometa es considerado sensible a

exposiciones bajas de plaguicidas (Moretti et aI., 2000). Los resultados de este

estudioconrespectoalalongituddelacoladecometa,sonsimilaresaloreportado

por Moretti et al. (2000) en una poblaci6n de agricultores expuestos a plaguicidas

(31.9 ~m) con respecto a controles (28.6 ~m). Asimismo, Piperakis et al. (2003)

reportaron no haber encontrado diferencia significativa en una poblaci6n de

fumigadores de invernadero en Grecia. Sin embargo, Kisby et al. (2009) encontraron

un aumento de hasta 3 veces la longitud de la cola de cometa en aplicadores y

agricultores expuestos a OF con respecto a controles. Esto pudiera deberse al

tiempoyescenariodeexposici6nentrelasdiferentespoblacionesocupacionalmente

expuestas a plaguicidas. Los analisis bivariados muestran asociaciones de la

longitudde lacola de cometacon elconsumodeacidof6licoyelusodeplaguicidas

OF, concretamente temefos y clorpirifos. A pesar de no tener una diferencia

significativa, sehaobservadoqueelusodeclorpirifosaumentalafragmentaci6ndel

materialgenetico(Ojhaetal.,2011; Lietal.,2015), porloquesuasociaci6neneste

estudioesdegranimportancia.

Porotro lado, el momenta de la cola de cometa, incorpora la cantidad de dana al

ADN en la cola y la distancia que migra (Garaj-Vrhovac y Zeljezic, 2002). En este

sentido nuestros resultadosconcuerdan con los reportados porMorettietal. (2000)

en una poblaci6n de agricultores expuestos a plaguicidas comparado con los

controles (3.3 y 2.5, respectivamente). Contrario a 10 reportado, Singh et al. (2011)

encontraron un aumento en este parametro en trabajadores ocupacionalmente

expuestos a OF (14.5) con respecto a un grupo control (6.42). Mientras que el

analisis de regresi6n logistica sugiere asociaciones con variablesdetipoclinico

como la concentraci6n de hemoglobina, colesterol y el porcentaje de eosin6filos.

Algunas de las Iimitantes que se tienen en el caso de este ensayo es que muchos de

losarticulos referidosen la literatura noevaluan los mismos parametros, porloque

es complicado hacer una correcta comparaci6n de resultados. Ademas, la frecuencia

ytiempodeexposici6n es distinta en cadapoblaci6nevaluada.



EI momento de la cola de Olive combina la longitud del cometa y la intensidad del

brillodel cometa (Dhawan etal., 2009). Aun sonescasos los estudios en donde se

evalua este parametro para medir el dane producido al material genetico. Los

resultados de este estudio no sugieren diferencias con relaci6n a la exposici6n. Sin

embargo, Singh-Yadav et al. (2011) encontraron un aumento de este parametro en

agricultores expuestos a una mezcla de plaguicidas con (15.6) con respecto a su

grupocontrol (1.8). En elanalisisderegresi6n logistica, se encontraron asociaciones

con el tiempo de trabajo en meses, asi como, con la actividad de la enzima GR, tanto

en sangre total como en plasma. Loanteriorpudierasugerirla participaci6ndeesta

enzima en la protecci6n de la integridad del ADN. Sin embargo, es necesario realizar

masestudiosparacomprobardichahip6tesis.

Finalmente, el %ADN en la cola del cometa observado en este estudio, es similar a

losreportadosporMorettietal.(2000),enunapoblaci6ndeagricultoresexpuestosa

plaguicidas (13.3%) comparado con un grupo control (12.6%), as! tambien Piperakis

et al. (2009) no encontraron diferencia en el dane al ADN entre los grupos de

trabajadores de invernadero expuestos a plaguicidas comparados con un grupo de

individuos no expuestos. Por otro lado, Singh et al. (2011) observaron un aumento

significativo en este parametro en los agricultores expuestos a una mezcla de

plaguicidas(60.4%)conrespectoasugrupocontrol(31.9%).

Por otro lado, en los analisis bivariados de %ADN, se encontraron asociaciones con

el usc actual de temefos, clorpirifos y el habito de comer durante lasjornadas de

trabajo. Asi tambien, se encontr6 una asociaci6n inversa con la actividad de la

enzima antioxidante CAT, 10 que sugiere la participaci6n de esta enzima en el

cuidadodela integridaddelADN.

Enelanallsismultivariado seobserv6unaestrechacorrelaci6n con el uso actual del

plaguicidatemefos, as! como con habitos que tuvieran losfumigadoresa lahorade

estar en contacto con los plaguicidas, tales como el comer durante susjornadas

laborales, 0 el manipular de manera d!recta el plaguicida. Estos parametros se

asociaronpositivamente, sugiriendoque un mayor uso y una mala manipulaci6nde

este temefos pueden aumentar el %ADN, es decir, el dane genetico. Tambien se



observo una asociacion inversamente proporcional de la actividad enzimatica CAT, 10

quesugeririalaposibilidaddequeestafuncionecomounmecanismoprotectorenla

integridaddelADN.

Enlatabla 18 se muestra el anal isis de correlacion entre las actividadesdeenzimas

antioxidantes, contenido de MDA y parametros de dane genetico. En este sentido, en

el grupo de exposicion moderada, se encontro una correlacion positiva entre la

actividad de la enzima GPx y los niveles de MDA, asi como tambien marginalmente

significativa con la actividad GPx y el parametro de momento de la cola de cometa.

Por otra parte, en el grupo de alta exposicion se observo una correlacion negativa

entre la actividad CAT y la actividad GR y la actividad CAT y el %ADN. Asimismo, se

observo una correlacion positiva entre el contenido de MDA y los parametros de

genotoxicidad.

Los resultados obtenidos en estetrabajo, sugieren una participacion importante de

lasenzimasantioxidantesdependientedelaexposicion, para la proteccion del dano

alADNcausadoporlaexposicionocupacionalaplaguicidas.
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7 CONCLUSIONES

1. No se encontraron diferencias en la actividad AChE entre los grupos de

estudio,sinembargo,eI12.5%delapoblaci6nmostraronvalorespordebajo

de los valores minimos consideramos como normales.

I. 2. Las enzimas antioxidantes CAT y SOD mostraron una disminuci6n

! marginalmentesignificativaenelgrupodealtaexposici6ncon respectoalde

referencia,asicomounaasociaci6nconalgunosplaguicidasdeuso actual.

3. Las enzimas GPx y GR no fueron diferentes estadisticamente en los grupos

de estudio, sin embargo, la enzima GPx mostr6 una asociaci6n con el genero

yel usopasadodelosplaguicidas K-otrinybendiocarb.

4. Se encontr6 una asociaci6n entre la concentraci6n de MDA y el tiempo

laborando con plaguicidas. Los trabajadores que laboran de manera

permanente presentaron una mayor concentraci6n de MDA.

5. Tanto fa longitud de la cola de cometa, como el porcentaje de ADN se

asociaron con el uso actual de losplaguicidas OFtemefosyclorpirifos

6. EI porcentaje de ADN mostr6 una asociaci6n positiva con el uso del plaguicida

temefos,asicomoconelhabitodemanipularelplaguicidaconlamanoyuna

asociaci6ninversaconlaactividadenzimaticaCAT



8 PERSPECTIVAS

• Aumentareltamanodemuestradelgrupoderefere1ciaafindepoderrealizar

analisisestadisticosmasrobustos.

• Evaluarotros marcadores novedosos como peroxiredoxina, hidroxinonenales

e isoprostanos, para contar con un escenario mas completo del estres

oxidativo.

• Complementar el estudio con una bateria de biomarcadores de genotoxicidad

que permitaevaluardiferentesmecanismosdetoxicidad de los piaguicidas.
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