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RESUMEN

En la dltima década, se ha observado un aumento en el uso indiscriminado de
plaguicidas, ya sea en la agricultura, o bien en campanas de salud para el control de
vectores transmisores de enfermedades tales como el dengue. Debido a este
problema, surge la necesidad de evaluar los efectos de la exposicion a plaguicidas,

en i expuestas como los fumigadores,

ya que se ha asociado el aumento de estrés oxidativo con la exposicion a este tipo
de compuestos. A su vez, el estrés oxidalivo se ha relacionado con problemas
crénicos degenerativos y dafio al material genético. Por otro lado, existen
mecanismos de defensa antioxidante como las enzimas: superéxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR) que
contrarrestan el estrés oxidativo, asi también existen productos de lipoperoxidacion
como malondialdehido (MDA) que pueden utiizarse como biomarcadores para la
medir el estrés oxidativo. En este estudio se evalué la actividad de las enzimas
antioxidantes, los marcadores de estrés oxidativo, asi como el dano genético en
fumigadores urbanos del estado de Nayarit. La poblacion de estudio se estratifico de
acuerdo a su grado de exposicion (grupo de referencia, exposicion moderada y
exposicion alta). La actividad de las enzimas antioxidantes y los niveles de MDA se
midieron La idad se evalué a través del ensayo

cometa. Los resultados de este estudio mostraron una disminucion marginalmente
significativa en las enzimas SOD y CAT en el grupo de exposicion 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 el grupo de exposicion moderada, se observé una correlacion positiva entre los
niveles de MDA y Ia actividad de GPx, mientras que en el grupo de alta exposicion se
observo una correlacién negativa entre la actividad GR y CAT asi como, entre los
niveles de MDA y la actividad GPx. En el grupo de alta exposicion se observ una

correlacion positiva entre los de ion del dafio y los
niveles de MDA. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren una participacion
importante de las enzimas antioxidantes, en la proteccion del dafio al ADN causado
por la exposicion ocupacional a plaguicidas.



ABSTRACT

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, in exposed ions such as urban

fumigators arises, in that this has been associated with increased Oxidative Stress
(0S) and has been linked with chronic degenerative problems and damage to genetic
material. On the other hand, there are antioxidant defense mechanisms that
counteract OS, such as the enzymes Super oxide dismutase (SOD), Catalase (CAT),

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

products of lipid such as (MDA), as that

can be used for measuring OS. The aim of this study was to determine the activity of
antioxidant enzymes, OS 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 activity. Furthermore, in the high-exposure group, a positive correlation between
DNA damage parameters and MDA levels was observed. The resulls obtained in this
study suggest an important role for antioxidant enzymes in protection from DNA
famage caused by occupational exposure to pesticides.
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1 INTRODUCCION
1.1Generalidades de los plaguicidas

De acuerdo con el Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico (INECC), los
plaguicidas son un grupo de sustancias quimicas o mezclas de éstas, utiizadas para
eliminar insectos, plantas o roedores (INECC, 2013). Los plaguicidas se pueden
presentar bajo la forma de polvos, emulsiones y soluciones con diferentes
disolventes, cuya accion téxica, tanto aguda como crénica, también debe ser

considerada (Jerez y Martinez, 2007)

Los plaguicidas se pueden clasificar de acuerdo a su uso: agricolas, industrial,
doméstico y en el sector salud para el control de vectores transmisores de
enfermedades como el dengue. También, se pueden clasificar por el tipo de
organismo que afectan: insecticidas, acaricidas, funguicidas, herbicidas, entre otros:
por su modo de accion: de contacto, ingestion, fumigantes y sistémico y por su
naturaleza quimica (OF). (0C),

piretroides, entre otros.

Organofosforados
Los plaguicidas OF, son ésteres derivados del acido fosferico o fosforotisico que
actuan sobre el sistema nervioso central, inhibiendo la actividad de la enzima
aceliicolinesterasa (AChE) (Silveira et al, 2011). La formula general de estos
compuestos, se caracteriza por la presencia de grupos éster (figura 1)
RO
|
RO — T =0(s)[1]
O(S.N)-X [2]
Figura 1. Estructura quimica de un compuesto OF.

En la que R y R, corresponden a radicales alquilo, generalmente metilo o etilo,
mientras que el grupo X es caracteristico de cada especie quimica, frecuentemente



es un radical arilo, el cual suele contribuir de manera importante en sus propiedades
fisicas y quimicas (Quinto, 1999). Este tipo de plaguicidas ha sido de los mas
utiizados a nivel mundial para la agricultura y para el control de vectores

transmisores de enfermedades (Koureas et al., 2014)

Algunos de los biomarcadores clasicos para evaluar la exposicion a plaguicidas OF,
es la medicion de la actividad (AChE) y
(BUCE). La AChE o colinesterasa eritrocitaria es la enzima responsable de la

hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina (ACh) en colina y acido acético en la
sinapsis nerviosa y cuya a inhibicion es considerada el principal mecanismo de
accion de los plaguicidas OF y carbamatos (Colovic et al., 2013). En cuanto a la
enzima BUChE, no se conoce la funcién fisiologica, sin embargo, se sabe que provee
proteccion contra los  efectos adversos de OF, carbamatos y  otros
anticolinesterasicos actuando como agente secuestrador, uniéndose a ellos y de esta

manera permite Ia recuperacion de los niveles de AChE (Steele et al., 2015)
Organoclorados

Los plaguicidas OC, son compuestos organicos con estructura ciclica que presentan
atomos de cloro en su molécula. Sumecanismo de accion se basa en la inhibicion de
los receptores GABAA y de glicina, asi como, afectando las aperturas de los canales
de sodio (Androutsopoulos et al., 2013). Estos se pueden dividir estructuralmente en
3 grupos: derivados del cloroetano, ciclodienos y derivados def clorociclohexano
(Jerez y Martinez, 2007). La estructura presente en este tipo de compuestos les
confiere alta estabilidad fisica y quimica, haciéndolos insolubles en agua, no volatiles
y altamente solubles en disolventes organicos (Ramirez y Lacasafia, 2001). Estos

se entre los de mayor tiempo de vida (Kaminski

et al, 2008). Si bien, estos compuestos fueron los primeros insecticidas
comercializados a nivel mundial, el uso de la mayoria e éstos ya no esta autorizado
por la persistencia que tienen en el ambiente (Karam et al., 2004)



Carbamatos

Los insecticidas carbamatos son ésteres derivados del &cido N-metil o dimetil
carbsmico (Costa, 2008). Al igual que los plaguicides OF, su mecanismo de accion
es a través de la inhibicion de la enzima AChE con la diferencia de que ésta
inhibicion es de manera reversible (Karam et al., 2004), ademas de tener un efecto

alinterferir con el , las vias de sefalizacion y la integridad

celular (Dhouib et al., 2016). Estos plaguicidas son utilizados principalmente como
insecticidas, fungicidas y herbicidas {Miranda-Contreras et al., 2013).

Piretroides

Los piretroides son compuestos sintéticos basados estructuralmente en las piretrinas
(Jerez y Martinez, 2007). Su mecanismo de accién se basa en la modificacion de la
cinética de los canales de sodio, mediando la permeabiidad del sodio en la
membrana nerviosa en la fase de recuperacion del potencial de accion de las
neuronas (Soderlund, 2010). De acuerdo a los sintomas de intoxicacion que generan,
los piretroides se pueden clasificar en dos grupos: los que producen el denominado
sindrome tipo | (¢steres que carecen del sustituyente a-ciano como las permetrinas)
el cual se caracteriza por hiperexcitabilidad y temblores en el cuerpo, y los que
producen sindrome tipo Il (ésteres que contienen el sustituyente a-ciano como las

los cuales se por salivacion excesiva, movimientos

involuntarios y convulsiones progresivas (Jerez y Martinez, 2007; Li et al, 2011;
Saillenfait et al., 2015). Estos son la mayor clase de insecticidas usados en la
agricultura y en areas urbanas debido a su alta potencia y selectividad, asi como su
baja con otros (Lietal, 2011)

1.2Uso de plaguicidas en México

El uso de plaguicidas es amplio a nivel mundial y brindan muliples beneficios
particularmente en el area agricola. Sin embargo, es necesario establecer un punto
de equilibrio entre los beneficios y riesgos derivados del uso de estos compuestos,
de manera que sustenten las condiciones més idéneas posibles para promover la
salud y proteccion al ambiente (INECC, 2013). Se estima que, en el 2005, el volumen

3



de plaguicidas formuiados en el mundo alcanzé casi los seis millones de tonsladas
(Carvalho, 2006) y de no ocurrir cambios en el manejo de plagas, en 2020 se
alcanzaran los 6.5 millones de toneladas de ingrediente activo (Tilman et al., 2002).

De acuerdo con la Organizacin de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
Agricultura (FAO). el promedio anual de consumo de plaguicidas en México en el
2009 fue de 36.3 mil toneladas, seguido de Japon, India y Turquia, con 23.4, 14.8, y
11.4 mil toneladas respectivamente (Ortiz et al., 2014). Mientras que en el aiio 2013,
en México se ulilizaron 37.455 tonetadas de insecticida, 31.195 toneladas de
herbicidas y 42.223 toneladas de fungicidas (FAO, 2016)

Por otra parte, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SINAVE, 2013)
reportd que en el periodo de 1995 a 2011 se registro un total de 2,518 defunciones
por intoxicacion con plaguicidas en todo el pais, de los cuales el 586%
correspondian al sexo masculino. Estos antecedentes denotan que, en México, el
uso de plaguicidas tiene una fuerte concentracion en algunas regiones. En este
sentido, los estados que presentaron la tasa de mortalidad 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%). carbamalos (13.2%) y OC con 8.4%
(Gonzalez-Arias et al., 2010). Dentro de los insecticidas OF se encuentran clorpirifos,

metamidofos, paration metilico y dimetoato, los cuales, se encuentran clasificados

dentro del grupo la y b ( de
acuerdo con la io de la O ion Mundial de Ia Salud
(OMS) (Gonzalez-Arias et al., 2010).

1.3Efectos téxicos de los plaguicidas

Los efectos toxicos de los plaguicidas en el ser humano dependen de diversos

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

a



extemos como: el tipo de plaguicida, tiempo de exposicion y concentracion del
mismo, entre otros. Dentro de los faclores intemos se encuentran: edad, género.
nivel hormonal, alimentacion, estilo de vida, estado de salud de la persona al

momento del contacto con el plaguicida, entre ofros (Rose y Hodgson, 2004)

Se

plaguicidas: aguda y cronica. Los efectos agudos se presentan usualmente al cabo

dos tipos de intoxi derivadas de la exposicion a

de unos minutos u horas después de la exposicion y pueden ser locales o sistémicos
(Karam et i, 2004), entre los que se incluyen: faliga, mareos, nduseas y vomitos,

hasta efectos respiratorios y neuroldgicos que pueden poner en peligro la vida

(Maroni et al,, 2000). En cuanto a los efectos cronicos, éstos pueden manifestarse
incluso hasta afos después de la exposicion y se caracterizan por exposicion a bajas
dosis o dosis no letales durante afos (Karam et al, 2004). Aunque los efectos

crénicos, han sido menos estudiados, hay antecedentes que asocian la exposicion a

con actividad énica y actividad é et
al, 2013), efectos inmunologicos (Corsini et al., 2013), problemas neurolbgicos

( 2012), efectos 6xicos, capacidad énica y su asociacion en

el desarrollo de distintos fipos de cancer (Alavanja et al., 2013). Ademas, se ha
observado que puede afectar la salud reproductiva en varones, disminuyendo los
niveles de testosterona y la concentracion y cantidad de células espermaticas
(Mathew et al., 2015). Asi mismo, la exposicion a piaguicidas se ha asociado con el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, tales como Parkinson, Alzheimer,

esclerosis lateral amiotrfica, entre otras (Mostafalou y Abdollahi, 2013)
1.4 Estrés oxidativo y plaguicidas

Uno de los efectos fuertemente asociado con la exposicion a plaguicidas es eb estrés
oxidativo (Shadnia et al., 2005; Lopez et al., 2007, Lukaszewicz-Hussain, 2010;
Saeidnia y Abdollahi, 2013). Se ha reportado que el estrés oxidativo juega un papel
importante en la toxicidad de varios plaguicidas, entre ellos los plaguicidas OF, -
metiicarbamatos, OC, piretroides, triazinas, neonicotinoides y dithiocarbamalos, asi
como, en la 6n de enzimas y 6n en eritrocitos
(Hemandez et al., 2013).




Durante las reacciones de oxidacion-reduccion que ocurren en el organismo, ya sea
por la biotransformacion de plaguicidas a través de los CYP 450, exposicion a
agentes fisicoquimicos, exposicion a radiaciones (UV, rayos X, rayos )
(Devasagayam, 2004) o por procesos del sistema inmunologico, se lleva 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, lo cual genera un aumento en la concentracion de
radicales libres (RL). Los RL son inestables en su ultimo nivel de energia y tienen
electrones desapareados, lo que los convierte en moléculas altamente reactivas
(Lopez, 2005). Estas moléculas reactivas se pueden clasificar de acuerdo a sus
grupos funcionales o elementos mas reactivos en especies reactivas de nitrdgeno

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

procesos celulares como. de las de enzimas.
respiracion celular, induccién génica, ademas de estar involucrados en la
sefalizacion y defensa contra patogenos, entre otras (Lagouge y Larson, 2013
Winterbourn, 2014; Lepetsos y Papavaassiliou, 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 patogenos (Lukaszewicz-
Hussain, 2010; Saeidnia y Abdollahi, 2013). Sin embargo, un aumento de éstos
puede ser potencialmente dafiino por su capacidad de interaccionar con
macromoléculas, produciendo un efecto particular dependiendo del tipo de molécula
con la que interactuan (lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos) (Lopez,
2005)



Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno

Especie reactiva Simbolo Vida mediaen el Generacionireactividad

de oxigeno (ROS) organismo

Anidn superoxido 0O 10%eg Se puede generar en
mitocondria y en sistema
cardiovascular.

Radical hidroxilo “OH 10%seg Altamenle reaclivo y se

puede generar con un
exceso de hierro y bajo
ciertas condicianes  del

organismo.
Peroxido de H,0; relativamente mas  Se forma en el
hidrégeno estable organismo  mediante

varias  reacciones  y
genera especies muy
reactivas como OH

Radical peroxil ROO “seg Formado a’ partic de la
oxidacion  de fipidos
proteinas,  ADN  y
carbohidratos, durante el
daio oxidativo,

Oxigeno singlete 10%seg Altamente reactivo,
formado durante
fotoexposicion y
reacciones quimicas.

Ozono - o “seg Presente en la
atmosfera, Ppuede
reaccionar con  varias
moléculas

“Duracion mayor 3 1 segundo. 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 lipidos
polinsaturados, éstos  sufren un  proceso  degenerativo  conocido  como

o on lipidica (De 2004). Este es un proceso

complejo que envuelve la formacién y propagacion de radicales lipidicos, un
rearreglo de los dobles enlaces en los acidos grasos poliinsaturados y la eventual
destruccion de Ja membrana lipidica, lo que genera una variedad de productos,

incluidos alcoholes, cetonas, alquenos y aldehidos, tales como el malondialdehido



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

formando lesiones énicas y a los efectos Y
mutagénicos, asi como, dafio a proteinas (enzimas de reparacion del ADN) por
I-histidina (Repetto et al.,

adicion de grupos Jisina, sulfidei
2012)

ROS - proteinas: La oxidacion de proteinas, puede originar productos tanto estables
como reactivos, tales como proteinas hidroperoxicas que pueden generar radicales
a través de la con metales de transicion

(Devasagayam, 2004). Asi mismo, los ROS son capaces de oxidar las cadenas de
aminoacidos que forman las proteinas, alterando su conformacion espacial y por
tanto su funcion (Lopez, 2005)

ROS — ADN: Los ROS pueden inducir una variedad de dafos al ADN, tales como
fuptura de la cadena doble y sencilla, modificacion de bases y sitios abasicos,
ademas, los ROS estan i en de celular y
carcinogénesis (Pilger y Rudiger, 2006). Una de las consecuencias mas importantes

de dafio al ADN por ROS, es la induccion de transversiones de guanina a timina
(Martinez et al, 2003), lo que genera un compuesto llamado 8-hidroxi-2-
deoxiguanosina, el cual es mutagénico (Pilger y Rudiger, 2006).

Cuando los ROS exceden los niveles "basales’ en el organismo, se produce o que
se conoce como estrés oxidativo (Lukaszewicz-Hussain, 2010). El estrés oxidativo ha
sido asociado con el desarrollo de enfermedades crénicas degenerativas como
Aizheimer, Parkinson, esclerosis multiple, desordenes cardiovasculares, disfuncion
del sistema endocrino y del sistema inmune, osteoporosis y cancer, entre otras
(Saeidnia y Abdollahi, 2013).

Para contrarrestar el efecto del estrés oxidativo, existen mecanismos de defensa
antioxidantes, los cuales tienen la capacidad de retrasar o inhibir los procesos
oxidativos, mediante la disminucion en la concentracion de ROS, lo que pudiera
contrarrestar los efectos ocasionados por el estrés oxidativo (Antolovich et al., 2001)



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

enziméticos y los presentes en alimentos y vitaminas (Rahal et al., 2014)

Sistemas enzimti Los sistemas enziméa son los que actian de manera

basal en el organismo, son la primera barrera de defensa que actia contra el
aumento de ROS (Rahal et al., 2014). Dentro de ésta clasificacion encontramos a la
enzima superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y

glutation reductasa (GR)

Superoxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) es una proteina dependiente de
metales, que se encarga de catalizar la dismutacion del anion superoxido formando

* H;0, para que pueda ser facimente eliminado por otras enzimas (Limén-Pacheco y
Gonsebatt, 2009). Existen 3 isoformas presentes en todas fas células eucariotas:
SOD1 0 Cu-Zn-SOD presente en citoplasma, nicleo y espacio intermembranal de la
mitocondria. La falla o mutacion de esta isoforma esta asociada con enfermedades
neurodegenerativas (Afonso et al, 2007). SOD2 o Mn-SOD se localiza
principalmente en la mitocondria y se encarga de la proteccion contra ROS
generados por hiperoxia (Limon-Pacheco y Gonsebatt, 2009). Varios polimorfismos
asociados con una reduccion en la actividad de esta isoforma han sido identificados
en cardiopatias (Afonso et al., 2007), y la isoforma SOD3 o ExSOD, localizada
principalmente en plasma, linfocitos y fluido cerebroespinal, Esta isoforma, es la
encargada de la proteccion celular por aumento en la produccion de ROS y de los
efectos dafinos que estos puedan ejercer. Mutaciones en esta isoforma estan
relacionados con un aumento de riesgo en enfermedades cardiovasculares (Afonso
etal. 2007)

Catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) es una enzima oxidoreductasa ubicua presente en
varios tipos de células, pero con mayor actividad en higado, rifion y eritrocitos
(Bukowska et al., 2000). Esta enzima tiene un grupo hemo en su centro catalitico,
esta presente en eucariotas y en procariotas (Diaz, 2002). La CAT ejerce una funcion
dual, por un lado, la descomposicion def perdxido de hidrogeno (H;0,) para formar
H:0 y Oz y por otro lado, la actividad peroxidica a través de la oxidacion de
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donadores de H* como el metanol, etanol, acido formico, fenoles, entre otros, con el
consumo de 1 mol de perdxido (Aebi, 1984). La CAT protege a las células del H;0;
generado dentro de ellas y aun cuando no es esencial para algunas células bajo
condiciones normales, juega un papel importante en la adquisicion de la tolerancia al
estrés oxidativo en Ia respuesta adaptativa de la célula (Matés, 2000).

Glutation peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) y glutation reductasa (GR, EC 1.64.2)
un ciclo de 6xido-reduccio La GPx es una proteina

tetramerica que tiene afinidad por los peréxidos (H,0z o peroxidos lipidicos LOOH),
contiene dentro de su sitio activo selenocisteina, en donde el azufre en la cisteina es
reemplazado por el selenio (Day, 2009). Durante la inactivacion de peroxidos, la
enzima utiliza de sustrato 2 moléculas de glutation reducido (GSH), para formar H,0
y generar glutation oxidado (GSSG) unidos por un puente disulfuro. Esta molécula es
capaz de volver a reducirse por medio de la enzima GR via NADPH que se obtiene

de la gl fosfat i . 10 que este ciclo
(Pompela et al., 2003; Day, 2009)

Sistemas no imati Los sistemas no son aquelias moléculas

capaces de interaccionar con los ROS sin la intervencion de enzimas, es decir,
contienen grupos o atomos que son afines a ROS. Dentro de estos sistemas
encontramos al glutatién reducido (GSH), ciertos acidos grasos (Omega 3 y 6),
metionina, Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) Adenosin-di-fosfato

(ADP), adenosina, cisteina, albumina, acido drico, entre otros (Matés, 2000),

Alimentos y vitaminas: Las vitaminas, al igual que los sistemas no enzimaticos, son
capaces de donar electrones a especies oxidadas, neutralizando de esta manera su
potencial oxidativo (Benitez, 2006). Dentro de estos elementos se encuentran el
acido ascorbico (Vitamina C), B-caroteno (Vitamina A), tocoferol (Vitamina E),
coenzima Q-10, polifenoles y resveratrol, que pudieran obtenerse a través de los
alimentos (Lopez, 2005).



1.5 Dario genético y plaguicidas

El potencial genotdxico es un riesgo primario de la expssicion a plaguicidas a largo
plazo. Diversos estudios han que los idas OF tienen

genotoxicas, alquilantes y clastogénicas (Ojha et al., 2017; Lu et al., 2012; Liet al |
2015). El esirés oxidativo, producto de la biotransformacion de plaguicidas, puede
causar dano al ADN, ya sea por modificaciones quimicas y estructurales de las
bases puricas y pirimidicas, o por rupturas de las cadenas dobles o sencillas del
ADN, éste Gitimo pudiera ser de manera directa por los ROS o de manera indirecta
por medio de la maquinaria de reparacion del ADN (Réus et al., 2008). De igual
manera, diversos estudios han evidenciado un aumento en el estrés oxidativo y su

asociacion en personas expuestas a (tabla 2)
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2 JUSTIFICACION

Nayarit s unos de los estados con mayor uso de plaguicidas en el pais y nimero de
casos de intoxicaciones. Los plaguicidas mas utilizados en la entidad son los OF,
seguidos de piretroides y carbamatos. Un grupo constantemente expuesto a estos
compuestos son los fumigadores. En la actualidad, existen antecedentes que refieren
los efectos agudos y cronicos de los plaguicidas. Uno de los mecanismos a traves
del cual los plaguicidas ejercen sus efecos adversos es el aumento de estrés
oxidativo. Por lo que en el presente estudio, se analizé la actividad

(AChE), (BuChE), 6 dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR), asi

como los niveles de MDA y su asociacion con el daiio al material genético, en
fumigadores expuestos a plaguicidas en el estado de Nayarit. Este estudio sentara
las bases para futuras investi en expuestas

a estos los a través de los

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

trabajo y a reducir ia exposicion



3 HIPOTESIS

Los i expuestos a ici an alteracion en la actividad de
enzimas antioxidantes, marcadores de estrés oxidativo y dafio genético.



4 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad de enzimas antioxidantes, marcadores de estrés oxidativo y daio
genético, y su relacion con la exposicion a plaguicidas en fumigadores del estado de
Nayarit, México.

4.10bjetivos especificos

1) Evaluar Ia actividad (AChE) y i (BUChE)
como biomarcadores de exposicion @ plaguicidas organofosforados en
fumigadores urbanos del estado de Nayarit

2) Evaluar la actividad de las enzimas con funcion antioxidante: superoxido
dismutasa (SOD). catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation
reductasa (GR) en fumigadores del estado de Nayarit

3) Evaluar los niveles de malondialdehido (MDA) como biomarcador de
lipoperoxidacion en fumigadores del estado de Nayarit.

4) Determinar el dano por la a

mediante el ensayo cometa en la poblacion de estudio.



§ METODOLOGIA

5.1Disefio de estudio

Se realizo un estudio , analitico y en urbanos del
estado de Nayarit. Como criterios de inclusion se considers que fueran fumigadores,
mayores de 18 afos de edad y que aceptaran participar de manera voluntaria en el
estudio. A todos los participantes, se les inform por medio de platicas sobre los
objetivos de este estudio y se les proporciont una carta de consentimiento informado

que firmaron voluntariamente. Asimismo, se aplicé un cuestionario estructurado con

la finalidad de obtener con las
antropométricas de los participantes, y ofras variables relacionadas con dieta,

enfermedades y fuentes potenciales de exposicion a plaguicidas y otros xenobioticos

El grado de exposicion se obtuvo a través de variables obtenidas por cuestionario y
de una variable analitica que fue la actividad de a enzima BUChE. Con base en esto,
se estratificaron tres grupos de estudio.

+ Grupo de referencia: constituido por individuos que manifestaron no tener
ningtn tipo de contacto ocupacional con plaguicidas y su actividad BuChE
estuvo dentro o por arriba de la media aritmética poblacional (5553.79 UIL).

Grupo de exposicion moderada que labores

inherentes a la fumigacion, en su mayoria abatizadores, que no utilizaban
vehiculos de fumigacion y que ademés tenian una actividad BuChE dentro de
la media aritmética poblacional (5553.79 UIL).

Grupo de ion alta: que tener en

la 16 la 6n en las cuadrilias de fumigacion,

usd de vehiculo, motobomba o motomochila, ademés alguncs también tenian
contacto con plaguicidas en actividades agricolas y que su actividad BuChE
estuviera por debajo de la media aritmética poblacional (5553.79 U/L).



5.2Toma de muestra

Se obtuvieron 20 mL de muestra de sangre por punci¢n venosa, los cuales fueron
distribuidos para los diferentes biomarcadores y analisis clinicos (biometria hematica,
perfil lipidico, perfil tiroideo y examen general de orina). Los analisis clinicos se
realizaron en un laboratorio certificado. A partir de muestras obtenidas con EDTA, se
hicieron alicuctas de sangre total para determinar la actividad AChE. Para la
actividad de CAT, GR, y para la determinacion del dafio genético se utilizaron
alicuotas de sangre total obtenidas con heparina como anticoagulante. A partir de las
alicuotas sin anticoagulante, se obtuvo suero para la evaluar la actividad BUCHE y
para la determinacion de SOD, GPx, y MDA se obtuvo plasma a partir de l0s tubos

con heparina
5.3Determinaciones analiticas

5.3.1 Actividad acetilcolinesterasa

Reactivos:

Buffer de fosfatos (Na;HPO4 — KHzPO4) (0.1 M; pH 7.4)
DTNB (10 mM)

- Etopropazina (6 mM)

- Triton X-100 (0.03%)

Yoduro de aceiltiocolina (28.3 mM)

Fundamento:

La actividad AChE fue determinada mediante el método propuesto por Ellman et al
(1961) con algunas modificaciones. Esta técnica se basa en la hidrolisis del sustrato
acetittiocdlina por la AChE. Uno de los productos resultantes, la tiocolina, reacciona
con un croméforo, el 4cido 5,5'-ditiobis-2nitrobenzoico (DTNB), dando lugar al acido
5-ti0-2-nitrobenzoico, compuesto cuyo color amarillo es estable y se puede leer a 43¢

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



Procedimiento:

Se realizo una dilucion 1:100 de las muestras de sangre y el reactive de dilucion
(Irtén X-100). Posteriormente se mezclaron 500 L de la dilucion con 1 mL. de buffer
de fosfatos (0.1 M, pH 7.4), 50 uL de DTNB (10 mM) y 5 L de etopropazina (6 mM)
Se homogenizo la mezcla y se incubd a 37 °C durante 10 minutos, para después
agregar 25 L del sustrato yoduro de acetitiocolina (28.3 mM). Se determing el
cambio de absorbancia a 436 nm, el cual fue monitoreado durante tres minulos en un
espectrofotometro “Spectronic Genesys 10Bio” (Wisconsin, USA) de Thermo
Scientific. La actividad enzimatica se corrigio por ¢l contenido de Hb y se reporto
como Ulgr de Hb,

Para obtener la actividad se utilizaron los siguientes calculos:

Aabs =[(abs1 — abs0) + (abs2 - abs1) + (abs3 - asz)J
3

Vol. Total W fumsumﬂ f 1L W anbs WJ

AChE U/mL. :( 1 [ 1T
| (E) (cm) (Vol. Muestra) ‘ 1 umot J 1000 mL min
N ZN \ AN

ACHE (UimL)
(Hb o) )

J e
kmo‘

AChE Ufgr Hb =

Donde:
Vol. Total = Volumen final de la reaccion = 1.580 mL.
E =10.6 x10°M" cm (coeficiente de extincion molar del DTNB)
©m = Ancho de la celda = 1 om
fol. de la muestra = Cantidad de hemolizado = 500 pL.



5.3.2 Actividad butirilcolinesterasa

Reactivos:

- Buffer de fosfatos (Na;HPO4-KH;PO4) (0.1 M, pH 7.4)
- DTNB (10 mM)
Yoduro de S-butirltiocolina (63.2 mM)

Fundamento.

La actividad BUChE se determind de acuerdo con el método propuesto por Eliman et
al. (1961) con algunas modificaciones. Este método, se basa en Ia hidrdlisis del
sustrato butiriltiocolina por la enzima butirilcolinesterasa. La tiocolina resultante
reacciona con el croméforo acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), el cual genera
un producto de reaccion, el 4cido 5-tio-2-nitrobenzoico, compuesto de color amarillo
con una absorbancia entre 405 y 420 mm de longitud de onda, con un 6ptimo a 405
nm

Procedimiento:
Se mezclaron 3 mL de buffer de fosfatos (0.1 M a pH 7.4), 100 uL de DTNB (10 mM)
¥ 10 L de suero. La mezcla se incub6 a 37 °C por 10 minutos, posteriormente se le
agregd 50 L de yoduro de S-butiritiocolina (63.2 mM). El cambio de absorbancia a
405 nm fue monitoreado durante cuatro minutos en un espectrofotdmetro “Spectronic
Genesys 10Bio" (Wisconsin, USA) de Thermo Scientific. La actividad de BuChE fue
reportada en U/L. Para la determinacion de su actividad se utiizé el siguiente calculo:

Aal

" ﬂabs1 —abs0) + (abs2 - abs1) + (abs3 — abs2) + (absd — absaﬂ
s =
C

4 J

( Vol. Total w ( 1x105umolw 1L ( Aabs \‘
BUChE UL = — i

L(E)(cm)(VoI Mueslraﬂ[ 1 pmol J 1000 L (_ min



Donde:

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

E =106 x 10°M"' cm (coeficiente de extincion molar del DTNB)
Cm = Ancho de la celda = 1 cm

Vol. de la muestra = Cantidad de suero = 0.010 mL

5.3.3 Actividad superéxido dismutasa

Reactivos:
Kit SOD assay kit-WST (Sigma-Aldrich 19160SOD)
Fundamento:

La SOD, cataliza la dismutacion del anion superdxido en peroxido de hidrogeno y
oxigeno molecular. La determinacion de la actividad de SOD, se llevo a cabo
mediante el kit SOD Assay Kit-WST (Sigma-Aldrich 19160SOD), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se utilizo ef reactivo WST-1 que produce una molécula
de formazan, a partir de la reduccion del anion superoxido. La tasa de reduccion del
anion superéxido es proporcional a la actividad que tiene la xantina oxidasa (XO), e
inversamente es inhibida por la SOD. Por lo tanto, la inhibicion en la actividad SOD
puede ser medida indirectamente por este método colorimétrico.

Procedimiento:

Los volumenes de soluciones de acuerdo al kit se describen en la tabla 3. La placa
se incub6 a 37 °C durante 20 minutos y se coloco en un lector de placas “pQuant
Microplate Spectrophotometer” de Biotek, donde se ley6 a 450nm.



Tabla 3. Ensayo enzimatico de SOD

Reactivos Muestra Blanco1  Blanco2  Blancod
Wuestra de plasma 20 L - 20 4L =

H,0 dd - 20 L - 20l
Solucion  de trabajo 200 pL 200 pL 200 L. 200 L

[tetrazolio soluble en agua
ST

Solucion  de  trabajo 20 uL 20 L - -
enzimatico

Buffer de disolucion - - 20 L 20 pL

5.3.4 Actividad catalasa
Reactivos:
- H;0;(30% Sigma-Aldrich)
- Buffer de fosfatos (Na;HPO, — KH,PO4) (50 mM; pH 7)
Fundamento.
En un rango ultravioleta, el H,0; muestra un incremento continuo en la absorcion con

la disminucion de la longitud de onda. La descomposicion del H;O, puede
i con la ion en la a 240 nm, Para

evitar la inactivacion de la enzima durante el ensayo (usualmente a los 30 seg), es
necesario usar concentraciones relativamente bajas de H,0, La actividad CAT
corregida por hemoglobina se reporta en Uigr Hb.

Procedimiento

La medicion de la actividad CAT se realiz6 de acuerdo con el método propuesto por
Acbi (1984). Se preparé una mezcla con 2.9 mL de peréxido de hidrégeno (10.34
mM) y 100 pL de lisado de eritrocitos previamente preparado (1/50 en buffer de

fosfatos, 50 mM, pH 7.0). La reaccion fue iniciada por la adicion del lisado de
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eritrocitos y se midio el cambio de absorbancia a 240 nm con intervalos de 15
segundos durante 1 minuto, en un espectrofotémetro “Spectronic Genesys 108io”
(Wisconsin, USA) de Thermo Scientfic, a una temperatura de 20°C & 1

5.3.6 Actividad glutation peroxidasa

Reactivos.
- Glutathione peroxidase assay kit (Abcam ab 102530)
Fundamento:

La familia de enzimas de glutation peroxidasa (GPx) juega un papel importante en la
proteccion del dafio oxidativo en los organismos. GPx convierte el glutation reducido
(GSH) en su forma oxidada (GSSG), mientras reduce hidroperoxidos lipidicos en sus
correspondientes alcoholes, o peroxidos de hidrogeno libres en agua. La actividad
GPx, se midio con el kit Glutathione Peroxidase Assay Kit (Abcam ab102530),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El limite de deteccion fue de ~0.5 mU/mL
(R*=0.9982). £ GPx reduce el hidroxido de cumeno mientras se oxida el GSH a
GSSG. El GSSG generado es reducido de nuevo a GSH por consumo de NADPH y
la GR. La disminucion de NADPH (medible a 340 nm), es proporcional a la actividad
GPx

Procedimiento:

A partir de las alicuotas de plasma, se tomaron 20 uL de la muestra en una placa de
96 pozos y se llevé hasta 50 ul. con el buffer de ensayo. Posteriormente, se anadic
40 pL del mix de reaccion (33 L de buffer de ensayo, 3 L e solucion NADPH 40
mM, 2 UL de solucion de trabajo GR, 2 uL de solucion de trabajo GSH) en cada pozo
con muestra y se-incubd durante 15 minutos. Por Gitimo, se agregaron 10 pL de
hidroperoxido de cumeno para iniciar la reaccion. Se llevaron a cabo dos lecturas a
340 nm en un lector de placas "uQuant Microplate Spectrophotometer” de Biotek La
segunda lectura se realizé después de.incubar la reaccion a 25 °C durante cinco
minutos y al momento de la lectura se protegio de la luz. Para determinar ta actividad

enzimatica se utilizaron los siguientes calculos:



EACMD (y - intercepto))
Pendiente

-
B

Actividad GPx = -
1 -2)xV

Donde:

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

T4 = 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 = Factor de dilucion de la muestra

5.3.6 Actividad glutation reductasa

Reactivos:
- Glutathione Reductase (GR) assay kit (Abcam ab 83461)
Fundamento

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 ciclo redox del glutation, manteniendo niveles adecuados de GSH. Una alta
proporcion de GSH/GSSG es esencial para la proteccion en contra del estrés

oxidativo.

La actividad de GR, se llevo a cabo por medio del kit Glutathione Reductase (GR)
Assay Kit (Abcam ab83461), siguiendo las instrucciones del fabricante. El limite de
deteccion fue de 0.1-40 mU/mL (R?=0.9992). La GR reduce el GSSG a GSH, el cual
reacciona con el 5,5Ditiobis (4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) para generar TNB?

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



Procedimiento:

A partir de las alicuotas de sangre total, se tomaron 200 L de sangre y se colocaron
en hielo, se adicionaron 200 L de buffer de ensayo incluido en el kit. Se centrfugé a
10,000 g por 15 minutos a 4 °C y se tomaron 100 L del sobrenadante para el
ensayo, el cual se colocd en hielo. Posteriormente, se le agregaron 5 L de H,0; al
3%, se mezclo y se incubo a temperatura ambiente durante cinco minutos. Luego, se
agregaron 5 pL de catalasa, se mezclo y se incub6 a temperatura ambiente durante
otros cinco minutos. Se colocaron 2 L de la muestra tratada en una placa de 96
pozos y se llevd a 50 L con buffer de ensayo. Posterior a eso, se agregaron 50 pL
del mix de reaccion (40 L de buffer de ensayo GR. 2 L de solucion DTNB, 2 pl. de
solucion NADPH-GNERAT y 6 L de solucion GSSG) en cada uno de los pozos con
muestra, para tener un fotal de 100 pL. Se llevaron a cabo tres lecturas a 405 nm en
un lector de placas “pQuant Microplate Spectrophotometer’ de Biotek. La primera
inmediatamente después de agregar el mix de reaccion, la segunda después de
incubar a 25 °C durante cinco minutos, y una tercera medicion después de 10

minutos. Para medir la actividad enzimatica se ulilizé el siguiente calculo

~
AB

Aclividad GR = ————————1 X Factor de dilucion de la muestra
(t1-12)x0.09x V.

Donde:

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

T1 = Tiempo de la primera lectura (min)

T2 = Tiempo de la segunda lectura (min)

V = Volumen de la muestra pretratada agregada a los pozos de reaccion (mL)
0.9 = Factor de cambio de volumenes durante el pretratamiento de la muestra



5.3.7 Niveles del malondialdehido

Reactivos:
Kit Lipid (MDA) assay kit (Sigma-Aldrich MAK08S5)
Fundamento
La on lipidica, o esla on de los lipidos, como

resultado del dafio oxidativo que ocurre por las especies reactivas de oxigeno,
ademas de ser un marcador muy Gtil para determinar estrés oxidativo, Los acidos
grasos poliinsaturados son los mas susceptibles a un ataque oxidativo, resultado de
una cadena de reaccion bien definida que termina en la produccion de varios
productos, entre ellos el malondialdehido (MDA)

El contenido de MDA se llevo a cabo por medio del kit Lipid Peroxidation (MDA
Assay Kit (Sigma-Aldrich MAK0BS), siguiendo las instrucciones del fabricante, La
lipoperoxidacién es determinada por la reaccion del MDA con 4cido tiobarbitdrico

(TBA) para formar un producto medible 2532

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

A partir de las alicuotas de plasma, se mezclaron 10 L de plasma con 500 L de
HzS04 42 mM previamente preparado. Se agregaron 125 plL de una solucién de
4cido fosfotangstico y se mezclé por medio de vortex. Posterior a esto, se incubd a
temperatura ambiente durante cinco minutos y se centrifugaron las muestras a
13,000 g por tres minutos. Se separo el sobrenadante y el pellet se resuspendio con
100 pL de solucion de (BHT) preparado, y se

ajusto el volumen a 200 L con agua destilada. Se agregaron 600 pL de la solucion
de TBA y se incubaron las muestras a 95 °C durante 60 minutos. Transcurrido el
tiempo, las muestras se enfriaron en bafio de hielo durante 10 minutos. Se tomaron
200 L de cada muestra y se colocaron en placa de 96 pozos para su analisis. La
cantidad de MDA presente en las muestras fueron leidas en un lector de placas



“pQuant Microplate Spectrophotometer” de Biotek a 532 nm. Los calculos para
determinar la concentracion de MDA fueron los siguientes:

Donde

S, = Cantidad de MDA de la curva estandar (nmol)

S, = Volumen de la muestra agregada a los pozos de reaccion
C = Concentracion de MDA en la muestra

D = Factor de dilucion.

5.3.8 Determinacién del dafie genotoxico

Reactivos:

NaOH (10 M)
EDTA (200 mM)
- Agarosa de bajo punto de fusion (0.5%)

- Agarosa regular (0.5%)
Triton X100

Dimetilsulféxido (DMSO 299.5%)
EDTA-Na; (100 mM)

Tris (10 mM)

Fundamento:

El dafio genotéxico se evalus a través del ensayo cometa siguiendo el método
propuesto por Tice et al. (2000) con algunas modificaciones. El fundamento se basa
en la migracion del ADN en una matiz de agarosa bajo condiciones de
electroforesis, que posteriormente al ser observada en microscopio, presenta la
apariencia de un cometa con una cabeza (region nuclear), y una cofa (fragmentos

26



nucleares que han migrado a la direccion del anodo) (Arencibia y Rosario, 2003). En
las células no danadas presenta una apariencia intacta y sin cola.

Procedimiento:

En con doble lavados con en polvo

y agua, se les cubri totalmente con 150 L de agarosa regular al 0.5% (0.25 gr de
agarosa regular en 50 mL de agua inyectable) y se colocaron en estufa de secado a
50 °C durante 20 minutos. A partir de las alicuotas con heparina, se tomaron 20 pL.
de sangre total y se le agregaron 150 L agarosa de bajo punto de fusion al 0.5%, la
cual se mantuvo a una temperatura de 37 °C. Se agregaron 75 L de la mezcla
(muestra y agarosa de bajo punto de fusion) en cada laminilia que tenia la capa de
agarosa regular, se cubri con cubreobjetos y se pusieron en refrigeracion a 4 °C
durante ocho minutos para que pudiera polimerizar. Una vez transcurrido el tiempo,
se les retird el cubreobjetos, se coloco otros 75 L de la mezcla, se les coloco el

mismo y se llevo a (4 °C durante ocho

minutos) se les retiro el ¥ se colocaron en vaso coplin
con solucién de lisis (NaCl 2.5 M, EDTA-Na; 100 mM y Tris 10 mM, pH>10) durante
24 horas, cubiertas de la luz y en refrigeracion (4 °C).

Posteriormente, las laminillas se colocaron en una camara de electroforesis cubiertas
por butfer de electroforesis (NaOH 10 M, EDTA-Na; 200 mM pH>13). Se dejaron
durante 20 minutos para desenrollamiento, posteriormente 20 minutos mas para
electroforesis a 25v, 300mA y a continuacién se lavaron las laminillas con buffer de
neutralizacion (Tris 0.4 M pH 7.5) dos veces, y otras dos veces mas con etanol al
96%. Finalmente, a las laminilas, se les afiadi6 20 pL de EtBr (1 mg/5 mL) para su
lectura, la cual se realizé en un microscopio de fluorescencia “Carl Zeiss Axio Scope
A1" (Gottingen, Germany) con el objetivo de 20X. El analisis se realizo en ciego y al
azar con el software "Comet Imager version 2.2". Se contaron 200 células en total,
incluidas cometas y nubes celulares (células sin nicleo definido). Se contaron 50
cometas por laminilla, no se tomaron en cuenta células que estaban en los bordes.
partes danadas del gel, cometas superpuestos y nubes celulares. Como parametros

de genotoxicidad se determinaron: la longitud de la cola (migracion de ADN), el
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porcentaje de ADN (%ADN que se encuentra en la cola del cometa), el momento de
ta cola del cometa (producto de la longitud de la cola del cometa y e %ADN), y el
momento de la cola de Olive (resta de la distancia entre el centro de la cabeza del
cometa y el centro de la cota del cometa entre el %ADN en la cola del cometa).

5.4Analisis estadistico

Las caracteristicas demograficas, asi como el estilo de vida (edad, alimentacion,
habitos nocivos, horas por semana trabajando entre ofras) fueron analizadas
descriptivamente en promedios, medias y porcentajes. Las medias y errores estandar
fueron calculados para cada grupo y para cada biomarcador. La actividad de AChE,
BUChE, las actividades antioxidantes, niveles de MDA y los parametros de dafio al
material genético (longitud de la cola de cometa, %ADN, momento de la cola y
momento de la cola de Olive) fueron analizados mediante pruebas paramétiicas
(ANOVA, Bonferroni) y no paramétricas (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 60 (GraphPad
Software, Inc), de acuerdo a Ia distribucién y comportamiento de las variables. Todos
los valores de p<0.05 fueron consi Enel caso

de los analisis bivariados se hizo uso de las variables confusoras para el andlisis de

las diferentes asociaciones.



6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1Caracteristicas generales de la poblacion

La poblacion de estudio consistio de 208 participantes, Ios cuales se dividieron en
grupos de acuerdo a su exposicion a plaguicidas como se menciond en la seccion
anterior. El grupo de referencia consistio de 22 participantes, el grupo de exposicion
moderada de 126 y de 60 participantes el grupo de exposicion alta. En cuanto al
género, participaron 139 hombres y 69 mujeres, con una media geométiica de edad
de 36.2 y 36.4 afos, respectivamente (tabla 4). Al respecto, existen estudios con
poblaciones ccupacionalmente expuesta a distintos tipos de plaguicidas, en los que
se ha observado que la mayoria de la poblacion suele ser del género masculino
(Grover et al., 2003; Piperakis et al., 2005; Salvador et al., 2008; Simoniello et al.,
2010). tendencia que puede deberse a las intensas tareas que suele haber dentro de
Ia fumigacion, asi como los horarios en los que se desempenan.

Referente al indice de masa corporal (IMC), la media geométrica en los grupos de
referencia, moderada y alta exposicion fue de 286, 295 y 28.8 Kg/m?
respectivamente. De acuerdo a los parametros establecidos por la OMS el 18.3% de
la poblacion de estudio se encuentra en la clasificacion de peso normal, 34 6% con
sobrepeso, mientras que el 47.1% presenta algun grado de obesidad, lo cual puede
tener implicaciones en la salud de los participantes (OMS, 2006). En cuanto a los
habitos nocivos de la poblacion de estudio, el 21.6% refirid fumar en la actualidad,
mientras que 50% dijo haber fumado en algin momento de su vida. De igual manera,
el 79.3% de los participantes conviven con personas que fuman, es decir, son
fumadores pasivos, lo que también representa un riesga para su salud. EI habito de
fumar es un generador importante de oxidantes que pueden aumentar la produccion
de ROS Io que pudiera resultar en dafio oxidativo (Abdalla et al., 2012). En cuanto al
consumo de bebidas alcohélicas, el 86.5% del total de los participantes refirio

consumirlas.

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

tuvieron porcentajes similares de participantes que consumen habitualmente bebidas
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alcohélicas. Este tipo de tendencia se ha visto en otros estudios con poblaciones

expuestos a (Grover et al., 2003; Salvador et al., 2008
Simoniello et al., 2010; Hernandez et al., 2013; Sharma et al., 2013), lo que codria
indicar que los fumigadores frecuentemente consumen alcohol o tabaco. lo cual
puede ser un factor de riesgo adicional a la exposicion que influye en la salud de este

tipo de poblaciones

En cuanto al uso de plaguicidas, los compuestos més utilizados son los OF, seguido
de Ios piretroides y carbamatos (tabla 5). Dentro de los OF, se destaca el uso de
compuestos que la OMS clasifica como altamente peligrosos (Ib), concretamente
clorpirifos, paration y metamidofos. Estos datas son consistentes con los reportados
en el afio 2010, en un estudio llevado a cabo en el estado de Nayaril, en el que se
observo que los plaguicidas mas vendidos y utilizados son los OF, seguido de los
piretroides y carbamatos (Gonzalez-Arias et al., 2010).

En este estudio se observé que la poblacion de estudio tiene en promedio 3.5 afios

a a la labor de 6n, el 48.1% son con una

que va de los 5 a los 48 arios, 38% de 1 a 5 afos y 13.9% tienen menos de un afo
laborando. En este sentido, también se observo que existen dos situaciones
laborales, fos que su trabajo depende de un contrato, es decir que son trabajadores
temporales (52.1%) y los que son de base o trabajadores permanentes (47.8%). Los

son los que realizan las aclvidades de
fumigacion mas intensas. Este tipo de datos, por lo general, no se menciona en la
literatura, pero puede ser de importancia, debido a que el tiempo de exposician, asi
como ¢! trabajo realizado suelen ser distintos en cada grupo, y probablemente verse

reflejado en Ia salud de los trabajadores

Con respecto al equipo de proteccion, la mayoria de los participantes no hacen uso
de éstos durante las labores de fumigacion (tabla 6). Mientras que los participantes
que si mencionan su uso, reportan el Uso de sombrero o gorra (71%), uliizados en el
grupo de exposicion moderada y 72.4% en el grupo de exposicion alta. Esta
tendencia también se observé en un estudio realizado por Suybros et al, (2012), en
una poblacién de agricullores de vegetales, expuestos a plaguicidas OF y
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carbamatos, en el que los participantes al igual que en fa poblacion del presente
estudio, no usaban equipo de proteccion como lentes de seguridad, o guantes, sin
embargo, si utiizaban botas o camisas de manga larga. Lo anterior sugiere unz falla
de sensibilizacion por parte de la poblacion con respecto a su seguridad ocupacional,
por o que la implementacion de cursos y pidticas de buen manejo de plaguicidas,

seria un método adecuado para concientizar a fa poblacion

6.2Actividad de colinesterasas

En la figura 2 se presentan los resuttados obtenidos de la actividad AChE y BuChE
en la poblacion de estudio. Con respecto a la actividad AChE. la media geométrica
en el grupo de referencia fue de 18.8 Uigr Hb, 19.4 Ulgr Hb en el grupo de
exposicion maderada y de 20.5 U/gr Hb en el grupo de exposicion afta. De acuerdo a
Ios valores de referencia manejados en el laboratorio y que fueron obtenidos de
personas no expuestas ocupacionalmente a plaguicidas (17-45 Ujgr Hb), el 12.5% de
los participantes tuvieron actividad AChE por debajo de los valores minimos,
inferiores, del cual, el 11.5% corresponde al grupo de referencia, el 65.4% al grupo
de exposicion moderada y el 23.1% al de exposicion alla (figura 2a). En cuanto a fa
actividad BUCHE, el promedio de la actividad en el grupo de referencia fue de 66733
UIL, de 5944 U/ en el grupo de exposicion moderada y de 4333.2 UL en el grupo
de exposicion alta, Con respecto a los valores de referencia establecidos para
hombres y mujeres mayores de 40 afios, asi como para mujeres no embarazadas,
(4300-5400 UIL) el 16.8% de los participantes estuvieron por debajo de los valores
de referencia, del cual, el 34.3% corresponde al grupo de exposicion moderada y
65.7% al grupo de exposicion alta (figura 2b).

La enzima AChE es una serina hidrolasa principaimente encontrada en las

, sinapsis cerebrales y mas recientemente

descrita en finfocitos (Kawashima y Fujii, 2000; Colovic et at., 2013),
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Tabla 5. Plaguicidas més utilizados por a poblacién de estudio

Uso
Plaguicidas Clasificacion OMS’
N{%)

Organofosforados 63.3%"

" Temefos 51529 - i
Clorpirifos 100 (35.1)* b
Malation 20 (7.1) [
Paration 10 (3.5)" b
Metamidofos 3@y Ib
Acefato 1(0.3) 1

Piretroides 29.8%"

Deltametrina 76 (56.7) [
Lambdacialotrina 31(23.1) n
Permetrina-esbioaletrina 20 (1495 v
Fenotrina 4307 [
Cipermetrina 2(1.5)" ]
Bifentrina 107y ]
Carbamatos 38% N
Bendiocarb 1 (647 m
Prapoxur 5(29.4y "
Carbofurano 1(5.8) Ib
Otros 319

“Forcentae de paricipantes que usa 105 plaguicidas considerando 105 grupos quimicos (OF
irelroides, carbamatos, olros)
Porcentaje de participantes que usa los plaguicidas en cada uno de 105 grupos quimicos.

de la OMS: clase la peligrosos); clase Ib (altamente pelgrosos); clase
1 moderadamonte. palaross). dass I (1geraments pargroscy case IV (poco probanls e sor
peligrasol(OMS, 2009).
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La determinacion de la actividad AChE en sangre es de gran importancia en el
de i 6n causado por inhibid e de

esta enzima, incluidos los plaguicidas OF y carbamatos (Murussi et al, 2014). Sin
embargo, se ha visto que la determinacién de AChE no es tan sensible como

de exp a mezclas de (Bernal-Hemandez et al.,
2014). Los resultados de este estudio con los rtados en
de y expuestos a OF (Shadnia et al., 2005:

Bernal-Hernandez et al., 2014; Singleton et al., 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 (Lopez et al., 2007
Naravaneni y Jamil, 2007, Simoniello et al., 2010), en los que se ha observado una
disminucion de mas del 15% en la actividad AChE, por lo que la refieren como buen

de cronica a idas OF y Asi también,

varios estudios han demostrado que los niveles de AChE pueden variar dentro de las
mismas poblaciones, ya sea por Ia temporada de fumigacion, el consumo de alcohol
o simplemente por diferencias individuales con respecto a la enzima (Zeljezic et al.,
2007)
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S 2000
<
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Figura 2. Actividad AChE (a) y BUChE (b) en la poblacion de estudio de acuerdo al grado
de exposicion. Las graficas muestran el valor promedio de cada uno de 10s grupos de
estudio. El analisis estadistico se realizo utilizando 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 al.,
2004; Gamlin et al., 2007), se ha encontrado una disminucién significativa en fa
actividad de AChE en los diferentes grupos expuestos principalmente a OF y
carbamatos, discutiendo también la necesidad de campanas de informacion acerca
de los plaguicidas y las buenas practicas del uso de estos compuestos (Sanchez-
Guerra et al., 2011).

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

luacion de exposicion a los de la
lteratura sugieren que BUChE tiene mayor sensibilidad y confiabilidad en la
evaluacion de exposicion a diferentes mezclas de plaguicidas, asi como en diferentes
escenarios de exposicion. Lo anterior se sustenta en los trabajos realizados en
jornaleros indigenas expuestos a OF y carbamatos (Bemal-Hernandez et al., 2014),
agricultores expuestos a OF y carbamatos (Miranda-Contreras et al, 2013),
floricultores expuestos a piretroides, OF y carbamatos (Aroonvilairat et al,, 2015), asi
como en agricultores de algodon expuestos a OF (Singleton et al., 2015)

6.3 Enzimas antioxidantes
Actividad catalasa y superéxido dismutasa

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 geométrica de 92.9 U/gr Hb en el grupo de referencia, 71.5 Ulgr Hb en el
grupo de exposicion moderada y de 59.9 Ulgr Hb en el grupo de exposicion alta
(p=0.09) (figura 3a). En cuanto a la actividad SOD, la media geométrica fue de 111.9
UimL en el grupo de referencia, 132.7 UL en el grupo de exposicion moderada y
91.7 UimL en el grupo de exposicion alta (p=0.07) (figura 3b). En las tablas 7 y 8 se
presentan los analisis de regresion logistica de las enzimas CAT y SOD, con

variables como i é uso de i variables del tipo



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

En este estudio se observé que la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y SOD
en los participantes con mayor grado de exposicion a plaguicidas fueron
marginaimente menores, comparadas con el grupo de referencia (p=0.09; p=0.07
respectivamente).
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Figura 3. Actividad CAT (a) y SOD (b), en Ia poblacion de estudio. Las graficas muestran
el valor promedio de cada uno de los grupos de estudio. El analisis estadistico se realizo
utiizando la prueba de Kruskall-Walls.

La CAT es una proteina soluble presente en los eritrocitos, que participa en Ia
descomposicion del peréxido de hidrogeno (H;0z) para poder formar agua
(Karademir et al., 2007). Los resultados de la actividad CAT obtenidos en este
estudio son similares a los reportados por Ranjbar et al. (2002), Lépez et al. (2007) y
Ogut et al. (2013) en expuesta a OF.
carbamatos y piretroides, en los que se observé una disminucion en la actividad CAT

de la poblacion que tenia mayor grado de exposicion a plaguicidas principalmente
OF, sugiriendo que esta enzima es susceptible a cambios por la exposicion a estos

compuestos.



Tabla 7. Analisis de regresion logistica modelando la actividad enzimatica de
catalasa (<69.77U/gr Hb / >69.77U/gr Hb)*

~Enzim Variable _orR B
CAT dicotirica Caracterfsficas de Is poblacion

c 1.080 0.011
Alergias 2073 0048
Orina con mucha frecuencia 2,649 0014
Alimentacién y habitos nocivos
Consumo de agua (L/dia) 1.320 0.017
Consumo de cerveza 0714 0.015
Comidas diarias 0.630 0.051
Exposicion y equipo de proteccion
Uso actual de lkon 0311 0014
Uso pasado de paration 5474 0.034
Contacto anterior con plaguicidas 2.964 0,000
Parametros clinicos y bioquimicos
Actividad BUChE (UIL) 10002 0008
Colesterol (mg/dL) 1.007 0037
Calcio (mg/dL) 0.082 0.000
Fosforo (mg/dL) 1.902 0.028
indice de exposicion** 0506 0008
Leucocitos (mm®) 1.0002 0.015

Linfocitos (mm’) 1.0005

0.009
“El corte fue reaiizado con base en la media geomeélrica poblacional de 1a actividad enzimatica. €1
indice e exposicion se obtuvo de variables oblenidas por cuestionario y la actividad BuChE

En el analisis estadistico logistico, la CAT se asocio con el uso de plaguicidas, lo que
pudiera sugerir el papel de esta enzima en la defensa contra la exposicion a estos

(tabla 7). La ion a puede modificar directa o
indirectamente la capacidad de defensa antioxidante de individuos expuestos y por
tanto, afectar la susceptibilidad al estrés oxidativo (Sharma et al, 2013). Los datos
disponibles en estudios con animales e in vitro, indican que las enzimas con
mecanismo de defensa antioxidante son alteradas por la exposicion a plaguicidas
(Simoniello et al., 2010). Un mecanismo que pudiera explicar el comportamiento de
CAT es que los ROS generados por la exposicion a plaguicidas pueden unirse
directamente al grupo tiol de la enzima e inhibir su actividad y por ende predisponer a
efectos daftinos en la salud humana (Kono y Fridovich, 1982, Lopez et al, 2007;
Ogut et al, 2011). Este mecanismo pudiera explicar el comportamiento de la



actividad CAT en nuestra poblacién de estudio, debido a que ambas enzimas, tanto
CAT como SOD, trabajan de manera conjunta para eliminar ROS, por lo que al
disminuir la actividad SOD, puede verse afectada la actividad CAT. Asi mismo se ha
observado que la actividad de la enzima puede ser regulada por la proteina ps3 y el
gen 3 que induce p53 (PIG3), donde fa actividad de CAT es disminuida cuando se
sobre-expresa p53 y PIG3 o que incrementa los niveles de ROS (Kudydkuva etal,

2014). Esto pudiera tener un efecto en procesos ya
que se ha observado que una desregulacién de enzimas antioxidantes como CAT
son enla 6n de células asicas y de igual manera
cuando se da la de células éstas los niveles

de H;0; y pueden disminuir la actividad de CAT en comparacion con las células
normales (Kodydkova et al., 2014). Otros mecanismos por ios que pudiera verse
afectada la actividad de CAT son los procesos inflamatorios y epigenéticos. Al
respecto, Min et al. (2010) observaron hipermetilacion de islas CpG en el promotor
de CAT durante exposiciones prolongadas a ROS, o que también podria explicar la

disminucion en la actividad de la misma.

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

expuestos a OF y piretroides, que ésta al igual que en

presente estudio, disminuyé en los participantes con un mayor indice de exposicion.
La SOD es una enzima metal-dependiente que cataliza la remocion del anion
superdxido (Oz), para generar peroxido de hidrogeno (H;0z) 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 disminuy6 de
manera dependiente de concentracion y exposicion al herbicida clomazon. Este
comportamiento puede ser debido a la produccion de ROS durante la
biotransformacién de plaguicidas, ya que éstos, pueden unirse directamente al grupo
tiol de la CAT {Kono y Fridovich, 1982), o gue ocasiona un aumento en la
concentracion de HzOy, el cual puede inhibir la enzima SOD (Lopez et al., 2007). La
inhibicién de SOD puede afectar significativamente los mecanismos de defensa
contra el ataque de radicales libres en células vivas, tal como los eritrocitos {Santi et

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

ES)



comportamiento similar que en exposicion aguda, puesto que en ambas se observa
una disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes, debido a que las
especies reactivas de oxigeno presentes en el organismo son capaces de inhibirlas
(Lukaszewicz-Hussain, 2010). Contrario a este estudio, diversos resultados en la
literatura, mostraron un aumento en la aclividad de SOD en poblaciones de
fumigadores y agricultores con allos indices de exposicion a plaguicidas OF,
piretroides y carbamatos (Vidyasagar et al,, 2004; Shadnia et al,, 2005; Ogut et al,,
2011; Sharma et al, 2013; Wafa et al, 2013) lo que podria sugerir un efecto
compensatorio en exposicion crénica a estos plaguicidas por parte de esta enzima

En ¢l analisis de regresion logislica (tabla 8) se encontraron asaciaciones con el uso
de plaguicidas, pero también con algunos parémetros clinicos como el perfil lipidico,
particularmente con LDL. En cuanto a la regulacion de la expresion génica de SOD,
existen tres genes que codifican para tres enzimas distintas en humanos: sod? fa
cual codifica para SOD dependiente de cobre y zinc (Cu-Zn SOD), sod2 la cual
codifica para SOD dependiente de manganeso (MnSOD) y 5003, que codifica para
SOD extracelular (ExSOD) (Afonso et al., 2007).

Se ha visto que esta enzima es regulada por diversos factores de transcripcion tales
como factor nuclear kappa beta (NF-xB), activador de proteina 1y 2 (AP-1y 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, lo que pudiera
disminuir su capacidad protectora contra el dafio oxidativo en cardiomiocitos. Se ha
encontrado también que el incremento de ROS puede ser suprimido por la activacion
de PPAR v, debido a que éste se encarga de regular los niveles de mRNA y proteina
SOD (Jo et al., 2006). También se ha observado que el estado de metilacion en el
gen sod1, es decir su silenciamiento epigenético, pudiera ser un mecanismo comun
en la generacion de esclerosis lateral amiotrofica (ALS) (Oates y Pamphlett, 2007)
En un modelo de cancer de piel, la sobre-expresion del gen sod2 en ratones
transgénicos resulto en una incidencia de reduccion de tumores suprimiendo la

activacion de la proteina AP-1, mientras que la deficiencia de MSOD auments los



niveles de AP-1y p53, asi como también increments la proliferacion y los eventos de
apoptosis (Zhao et al., 2002).

Tabla 8. Andlisis de regresion logistica la actividad
dismutasa (<84 78U/mL / >94 7U/mL)*

Enzima I T — P

SOD dicotémica  Exposicion y equipo de proteccion
Uso pasado de paration 4878 0043
Comidas durante jornada laboral 2491 0015
Parametros clinicos y bioquimicos
Actividad AChE (U/gr Hb) 1105 0033
Basofilos (mm?) 1.011 0.048
Colesterol (mg/dL) 1008 0.049
indice aterogénico™* 1.256 0.047
LDL (mgfdL) 1014 0008
Lipidos totales (mg/dL) 1001 0.048
Monacitos (%) 0830 0017
Proteina sérica 0445 0033

~Ei corte fue realizado con base en la media geomélica poblacional de 1a actvidad enzimatca. “E/
Indice aterogénico se obtuvo mediante 1a proporcion de colesterol total (mg/dL) en el organismo y los
niveles de colesterol HDL

Actividad glutation peroxidasa y glutation reductasa

En la figura 4 se presentan los resultados de la actividad GPx 2n la poblacion de
estudio. En este estudio se observé una media geométrica de 215.2 U/mL en el
grupo de referencia, 201.2 U/mL en el grupo de exposicion moderada y 188.3 U/mL
en el giupo de exposicién alta. La GPx, es la mayor molécula antioxidante

enla de perdxidos ends como el Hz0 y
adicionalmente esta involucrada en el ciclo redox de la GSH en presencia de GR
(Sharma et al, 2013).

Contrario a lo 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 (263 Uigr Hb vs 24.9 Uigr Hb) (Shadnia et al, 2008), en agricultores

a1



Ulgr Hb) (Ogut et al., 2011) y en fumigadores urbanos expuestos a OF, carbamatos,
OCy piretroides, versus controles (27.1 Uimg Hb vs 17.5 Uimg Hb) (Sharma et al.,
2013). Sin embargo, los resultados obtenidos de este frabajo son similares a los
reportados por Lopez et al. (2007) en agricuitores expuestos a carbamatos, OF y
piretroides, en los que no parece verse afectada la enzima por la exposicion a
plaguicidas

La baja actividad de esta enzima puede deberse a la disminucion en la concentracion
de GSH, lo cual indicaria una medida adaptativa para contrarrestar la toxicidad
mediada por ROS, y de igual manera, pudiera deberse a un aumento en la
produccion de H,0; en individuos expuestos a plaguicidas (Sharma et al,, 2013). Con
respecto a lo observado en el presente estudio, pudiera ser que la actividad GPx no
tuvo cambio alguno debido a los niveles de GSH de los participantes, aunque serian
necesarios mas estudios para confirmar dicha hipotesis

Actividad GPx (UimL)

Exposicion Exposicion
referencia moderada  alta

Figura 4. Actividad GPx en la poblacién de estudio. La grafica muestra el valor promedio
de cada uno de los grupos de estudio. El analisis estadistico se realizo utilizando la
“rueba de Kruskall-Wallis.



En la tabla 9 se presentan los datos del andlisis de regresion logistica de fa enzima
GPx con diversas variables analizadas. En el analisis se observo que la enzima esta
asociada con el género, asi como con el consumo de comidas diarias. Al ser una
enzima selenio dependiente, la actividad de ésta puede verse afectada por la
deficiencia de selenio. La expresion de selencproteinas es tejido-especifica y es
modulada transcripcionalmente por la disponibilidad de selenio a nivel de traduccion
(Flohé et al., 1997), la cual puede verse afectada por la alimentacion de las personas
(Navarro-Alarcon y Cabrera-Vique, 2008) por lo que pudiera ser que la alimentacion
que tienen los participantes de este estudio es lo suficientemente buena para ayudar

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

lipidicos y atros. oxidos solubles después de la liberacion de
i membrana lipidica (Lubos et al., 2011). A pesar de que moléculas reactivas tales
como O y el peroxinitrito (ONOO') pueden inhibir la actividad de la GPx, estudios in
vitro han demostrado, que esta inhibicion puede ser prevenida por la intervencion de
GSH (Lubos et al., 2011).

Tabla 9. Andlisis de regresion logistica modelando la actividad enzimatica glutation
peroxidasa (198.68U/mL / >198.68U/mL)"

Enzima Variable__ ~OR
GPx dicotémica Caracteristicas de la poblacion

& 0.506 0.035
Hahitos nocivos
Fumar en el pasado 2303 0016
Habitos alimenticios
Comidas diarias 1897 0.009
Exposicion y equipo de proteccion
Antigiuedad en afios 1.068 0.039
Uso pasado de bendiocarb 3294 0.027
Uso pasado de K-olrin 3099 0025

* Bl corte fue reatizado con base en [ media geomélrica de la actividad enzimatica.

Al igual que las enzimas anteriormente mencionadas, la regulacion del gen que
codifica para GPx, pudiera estar modulada por la interaccion de ROS o por procesos

inflamatorios. Mecanismos cxidativos pueden regular la transcripcion del gen de GPx
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mediante los sitios NF-kB y AP1 en el promotor, este Uitimo involucrando factores
nucleares como c-Jun y c-Fos, los cuales son sensibles a redox y pueden inactivar
por oxidacién los residuos de cisteina necesarios para la actividad de union al DNA
(Lubos et al., 2011),

Con la finalidad de conacer su comportamiento debido a la poca informacion
existente de esta enzima en la lileratura la actividad GR fue analizada tanto en
sangre total como en plasma (figura 5a y 5b). La media geométrica de la actividad
GR en sangre lotal fue de 36.4 U/gr Hb en el grupo de referencia, 40.1 U/gr Hb en el
arupo de exposicion moderada y 37.6 Ufgr Hb en el grupo de exposicion alta. En
cuanto a su actividad en plasma, se observo una media geométrica de 5.8 UfmL en
el grupo de referencia, 5.8 UimL en el grupo de exposicion moderada y una media
geométrica de 6.1 U/mL en el grupo de exposicion alta. En fas tablas 10 y 11 se
presentan los analisis bivariados de la actividad GR en sangre total y en plasma. Los
datos muestran asociaciones entre la actividad de estas enzimas con el uso de
plaguicidas y de equipo de proteccion, asi como también con la actividad enzimatica
de CAT,

Son pocos los estudios en los que se ha evaluado la actividad GR en poblaciones
ocupacionalmente expuestas a plaguicidas. Al respecto, Lopez et al. (2007) no
i en los valores de GR en

agricultores expuestos a carbamatos, OF y piretroides versus un grupo control, esto
en periodos de alta (8.6 Ufgr Hb y 8.1 Ulgr Hb) y baja exposicion 110.3 Uigr Hb y 9.0
Ulgr Hb, respectivamente). Contrariamente, Mecdad et al. (2011) observaron que
fumigadores urbanos expuestos a insecticidas y fungicidas (15.52 U/L) tuvieron

menor actividad GR con respecto a un grupo control (20.64 UL).

Por olra parte, en estudios in vitro se ha observado que la actwvidad GR celular
disminuye cuando se induce apoptosis con HzO, (Kim el al, 2010). Esto pudiera
explicar en parte, la asociacion negativa que se encontié en este lrabajo entre €

contenido de MDA, un producto de lipoperaxidacion y la actividad GR
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Figura 5. Actividad GR en sangre total (a) y en plasma (b) en la poblacion de estudio. Las
gréficas muestran ef valor promedio en cada uno de los grupos de estudio. €1 analisis
estadistico se realizo utiizando Ia prueba de Kruskall-Wallis.

Tabla 10. Analisis bivariado modelando la actividad enzimatica glutation reductasa
en sangre total

Enzima  Variable 8 P
GR Ulgr Hb Caracteristicas de la poblacion
Exposicion a rayos X 0245 0016
Genero 1280 0.001
Exposicién y equipo de proteccion
Frecuencia de uso de equipo de proteccién 0511 0035
Litros de plaguicida usados al dia -0.004 0044
Uso actual de bendiocarb 1760 0,044
Uso de guantes 0573 0039
Uso de lentes o mascarilla 0476 0.044
Uso de mochila 0516 0015
Uso de motobomba 0409 0047
Uso de pafiuelos o cubrebocas 0372 0049
Verter el plaguicidas con la mano 0341 0046
Parametros clinicos y bioquimicos
Actividad CAT (Ulgr Hb) -0.008 0030
Fosfatasa alcalina 0015 0036
Hematocrito 0096 0046
0247 0048




Tabla 11. Analisis bivariado modelando la actividad enzimatica glutation reductasa
en plasma

Enzima Variable B )
GRU/ML  Caracteristica de la poblacion :

Actividad fisica 0033 0049
Exposicion a rayos X 0083 0029
Exposicion y equipo de proteccion

Uso actual de bendiocarb 0640 0052
Uso de mochila 0168 0040
Parametros clinicos y bioquimicos

Actividad CAT (Urgr Hb) 0.003 0009
Calcio 0393 0029
Concentracién de MDA (nmol/pL) 0234 0043
Fosfatasa alcalina B 0006 0.026

6.4Niveles de MDA

En la figura 6 se presentan los resultados obtenidos de la concentracion de MDA en
la poblacién de estudio. La media geomérica para la concentracion de MDA en la
poblacion por grupo de exposicion, fue de 0.97 nmol/uL en el grupo de referencia,
0.98 nmolfpL en el grupo de exposicion moderada, y de 1.0 nmolpL en el grupo de
exposicion alta. Con respecto al tiempo de exposicion, la media geométrica de la

de MDA en los cuya exposicion era permanente fue de

1.4 nmoliuL y 0.9 nmol/uL en los participantes con exposicion temporal (p=0.02). En
la tabla 12 se presentan los datos del andlisis de regresion logistica madelando el
contenido de MDA

EI MDA es uno de los biomarcadores mas utilizados y confiables en la determinacion
de Ia lipoperoxidacion como parte del estrés oxidativo su relevante determinacion
radica prificipaimente en su alta reactividad y toxicidad (Ayala et al, 2014). La
concentracion de MDA observados en este estudio, son similares a tos descritos por
Shadnia et al. (2005), en de la de OF, en el
cual, no encontraron diferencia entre enla de

(83.8 nmol/gr Hb) y el grupo control (79.9 nmol/gr Hb)
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Figura 6. Niveles de MDA de acuerdo al grado de exposicion a plaguicidas a) y tiempo
trabajando b). Las graficas muestran el valor promedio de cada uno de los grupos de
estudio. El analisis estadistico se realizo uilizando Ia prueba de Kruskall-Walls.

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

expuestas a idas, en los que se reporta un aumento
en la concentracion de MDA comparado con el grupo controle (Muniz et al., 2008;
Salvador et al., 2008; Rastogi et al,, 2009; Ogut et al,, 2011; Surajudeen et al., 2014).
EI MDA tiene potencial genotoxico que puede llegar a desarrollarse y por lo tanto, ser
factor en el desarrolio de cancer. Ademas, la toxicidad del MDA también puede
referirse en la , debido a su 6n con la oxidacion de
LDL (Del Rio et al., 2005)

En el andlisis de regresion logistica se encontrd una asociacion positiva de fa
concentracion de MDA con el tiempo trabajando en el ambito de Ia fumigacion. Hasta
donde es de nuestro conocimiento, no se ha descrito en la literatura o que esto
pudiera representar a coto, mediano o largo plazo, en poblaciones
expuestas a pero fos datos sugieren la importancia de

al evaluar la en con distinto tiempo de

exposicion



Tabla 12. Analisis de regresion logistica modelando los niveles de malondialdehido
(< 0.99nmol/uL / >0.99nmol/uL)"

Parametro T Variable T or P
"MDAdicotémica  Caracteristicas de la poblacion
Orina por la noche 1828 0031
Consumo de aspirinas 2301 0.048

Exposicién y equipo de proteccién
Trabajo permanente o temporal 0469 0022
Biomarcadores bioguimicos

Actividad AChE (Ugr Hb) 1108 0021

“Ei corte fue realizado con base en la media geomaliica de los niveles de malondiaidenido

6.5Dafo genético evaluado a través del ensayo cometa

En la figura 7, se muestran los datos de dafio genético medidos a través del ensayo
ccometa en la poblacion de estudio. Los resultados de la longitud de la cola de cometa
muestran una media geométrica de 29.5 pm en el grupo de referencia, 28.5 um en el
grupo de exposicion moderada y 32.7 um en el grupo de exposicion alta. En cuanto
al momento de la cola de cometa, se observd una media geométrica de 7.5 en el
grupo de referencia, 7.8 en el grupo de exposicion moderada y 9.8 en el grupo de
exposicion alta. Con respecto al parametro de momento de la cola de Olive, la media
geométiica fue de 2.8 en el giupo de referencia, 2.9 en el grupo de exposicion
moderada y 3.4 en el grupo de exposicion alta. Ademas, se observo que el grupo de
referencia tuvo una media aritmética de 14.7% en el parametro de %ADN, 15.1% en
el grupo de exposicion moderada y 16.3% en el grupo de exposicion alta

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.
que en las tablas 14 y 15 se presentan los datos obtenidos para los andisis de
regresion logistica del momento de la cola y el momento de la cola de Olive
respectivamente. De igual manera, en la tabla 17 se presenta un analisis multivariado
del porcentaje de ADN.
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Las graficas muestran el valor promedio de cada uno de los grupos de estudio. EI analisis

istadistico se realizo mediante las pruebas de ANOVA y Kruskall-Wallis.
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Tabla 13. Analisis bivariado modelando la longitud de la cola del cometa

"~ Parametro T Variable T B P
Longitud de lacola _ Caracteristicas de la poblacién
Género -0.648 0.032
Estado sociceconémico” 0.141 0.033
Habitos alimenticios
Consumo de 4cido flico 1733 0021
Exposicion
Habito de comer durante jornada laboral 0.740 0.038
Uso actual temefos 0.841 0.007
Uso actual clorpirifos 0852 0046
Parametros clinicos
Creatinfosfoquinasa (CPK) (U/L) 0.002  0.040

“Determinado medianie variables obienidas por cuestonaro

Tabla 14. Analisis de regresion logistica modelando el momento de la cola de
cometa (<8.31/>8.31)"

Parametro Variable

Momento de la cola  Caracteristicas de la poblac o

dicotomica
Estado sacioeconomico** 1341 0.005
Parametros clinicos y de investigacion
Concentracién de hemoglobina 1599 0.028
Colesterof (mg/dL) 0.990 0031

filos (%) 1089 0.036

T corte fué reaiizado Gon base én la media geomelica poblacional de este paramelio.
**Determinado mediante variabtes obtenidas por cueslionario.



Tabla 15. Anal

s de regresion logistica modelando el momento de la cola de Olive
(<3 )

Pardmetro Variable OR

Momento Olive _ Exposicion

dicotomica
Meses de trabajo (temporadas) 0797 0.029
Parametros clinicos y de investigacion
Actividad glutation reductasa (U/mL) 1.090 0.012
Actividad glutation reductasa (U/gr Hb) 1011 0030
Calcio (mg/dL) 2.982 0.030
Creatinina (mg/dL) 9207 0044
Concentracion de hemoglobina 1562 0035
Plaguetas (mm3) 0999 0040

“El corte fue realizado con base en la media geomerica poblacional de este parametro.

Tabla 16. Analisis bivariado modelando el porcentaje de ADN

Parametro B

%ADN i B
Estado socioeconomico* 0542 0,037
Exposicion
Comidas en el trabajo 2958 0030
Habito de comer durante jornada laboral -0.567  0.046
Uso actual clorpirifos 2578 0.050
Uso actual temefos 3.350  0.007
Parametros clinicos y de investigacion
Actividad catalasa (U/gr Hb) 0.029  0.010
Creatinina (mg/dL) B 2400 0029

“Determinado mediante variables obtenidas por cuestionario

Tabla 17. Analisis multivariado modelando e! porcentaje de ADN

Parametro ~ Variable B P
%ADN Actividad catalasa (U/gr Hb) 0034 0061
Habito de comer mientras fumiga 3551 0005

'Uso actual temefos 6.407 0.001




€l pardmetro de la longitud de la cola de cometa es considerado sensible a
exposiciones bajas de plaguicidas (Morefti et al., 2000). Los resultados de este
estudio con respecto a la longitud de la cola de cometa, son similares a lo reportado
por Moretti et al. (2000) en una poblacion de agricultores expuestos a plaguicidas
(31.9 pm) con respecto a contrales (28.6 pm). Asimismo, Piperakis et al. (2003)
reportaron no haber encontrado diferencia significativa en una poblacion 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
tiempo y escenario de exposicion entre las diferentes poblaciones ocupacionalmente
expuestas a plaguicides. Los andlisis bivariados muestran asociaciones de la
longitud de la cola de cometa con el consumo de acido félico y el uso de plaguicidas
OF, concretamente temefos y clorpirifos. A pesar de no tener una diferencia
significativa, se ha observado que el uso de clorpirifos aumenta la fragmentacion del
material genético (Ojha et al, 2011; Li et al,, 2015), por lo que su asociacion en este

estudio es de gran importancia

Por otro lado, el momento de la cola de cometa, incorpora la cantidad de dario al
ADN en la cola y la distancia que migra (Garaj-Vrhovac y Zeljezic, 2002). En este
sentido nuestros resultados concuerdan con los reportados por Moretti et al. (2000)
en una poblacion de expuestos a con los

controles (3.3 y 2.5, respectivamente). Contrario a lo reportado, Singh et al. (2011)
enconlraron 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 regresién logistica sugiere asociaciones con variables de tipo clinico
camo la concentracion de hemoglobina, colesteral y el porcentaje de easindfilos
Algunas de las limitantes que se tienen en el caso de este ensayo es que muchos de
los articulos referidos en Ia literatura no evaligan los mismos parametros, por 1o que
es complicado hacer una correcta comparacion de resultados. Ademas, la frecuencia

y tiempo de exposicion es distinta en cada poblacion evaluada.




El momento de la cola de Olive combina la longitud del cometa y la intensidad del
brillo del cometa (Dhawan et al., 2009). Atn son escasos los estudios en donde se
evalia este parametro para medir el dafio producido al material genéticn Los
resultados de este estudio no sugieren diferencias con relacion a la exposicion. 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
grupo control (1.8). En el analisis de regresion logistica, se encontraron asaciaciones
con el tiempo de trabajo en meses, asi como, con la actividad de la enzima GR tanto
en sangre total como en plasma. Lo anterior pudiera sugerir la participacion de esta
enzima en la proteccién de la integridad del ADN. Sin embargo, es necesario realizar
mas estudios para comprobar dicha hipétesis.

Finalmente, el %ADN en la cola del cometa observado en este estudio, es similar a
os reportados por Moretti et al. (2000). en una poblacion de agricultores expuestos a
plaguicidas (13.3%) comparado con un grupo control (12.6%), asi también Piperakis

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

de i expuestos a plagui con un grupo de
individuos no expuestos. Por otro lado, Singh et al. (2011) observaron un aumento
significativo en este pardmetro en los agricultores expuestos a una mezcla de
plaguicidas (60.4%) con respecto a su grupo control (31.9%)

Por otro lado, en los analisis bivariados de %ADN, se encontraron asociaciones con
el uso actual de temefos, clorpirifos y el habito de comer duranie las jornadas de
trabajo. Asi también, se encontré una asociacion inversa con la actividad de la
enzima antioxidante CAT, lo que sugiere la participacion de esta enzima en el
cuidado de la integridad del ADN.

En el analisis multivariado se observé una estrecha correlacion con el uso actual del
plaguicida temefos, asi como con habitos que tuvieran los fumigadores a la hora de
estar en contacto con los plaguicidas, tales como el comer durante sus jornadas
laborales, o el manipular de manera directa el plaguicida. Estos parametros se
asociaron positivamente, sugiriendo que un mayor uso y una mala manipulacion de
este temefos pueden aumentar el %ADN, es decir, el dafo genético. También se
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observe una asociacion inversamente proporcional de la actividad enzimatica CAT, lo
que sugeriria la posibilidad de que ésta funcione como un mecanismo protector en la

integridad del ADN

En la tabla 18 se muestra el analisis de correlacion entre las actividades de enzimas
antioxidantes, contenido de MDA y parametros de dafio genético. En este sentido, en
el grupo de exposicion moderada, se encontié una correlacion positiva entre fa
actividad de la enzima GPx y los niveles de MDA, asi como también marginalmente
significativa con 1a actividad GPx y el parémetro de momento de la cola de cometa
Por olra parte, en el grupo de alta exposicién se observo una correlacion negativa
entre la actividad CAT y la actividad GR y la actividad CAT y el %ADN. Asimismo, se
observé una correlacién positiva entre el contenido de MDA y los parametros de
genotoxicidad

Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren una participacion importante de
as enzimas antioxidantes dependiente de la exposicion, para la proteccion del dafio
al ADN causado por la exposicion ocupacional a plaguicidas.
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7 CONCLUSIONES

N
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=3

No se encontraron diferencias en la actividad AChE entre los grupos de
estudio, sin embargo, el 12.5% de Ia poblacion mostraron valores por debajo

de los valores minimos consideramos como normales.

Las enzimas antioxidantes CAT y SOD mostraron una disminucion
marginalmente significativa en el grupo de alta exposicion con respecto al de

referencia, asi como una asociacion con algunos plaguicidas de uso actual

Las enzimas GPx y GR no fueron diferentes estadisticamente en los grupos.
de estudio, sin embargo, la enzima GPx mostro una asociacion con el género
y el uso pasado de los piaguicidas K-otrin y bendiocarb

Se encontrd una asociacion entre la concentracion de MDA y el tiempo

laborando con plaguicidas. Los trabsjadores que laboran de manera

una mayor o de MDA

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

asociaron con el uso actual de los plaguicidas OF temefos y clorpirifos.

£l porcentaje de ADN mostr una asociacion positiva con el uso del plaguicida
temefos, asi como con el habito de manipular el plaguicida con la mana y una

asociacion inversa con la actividad enzimatica CAT



8 PERSPECTIVAS

« Aumentar el tamafio de muestra del grupo de referencia a fin de poder realizar
analisis estadisticos mas robustos

Evaluar otros como

e isoprostanos, para contar con un escenario més completo del estrés
oxidativo.

Complementar el estudio con una bateria de biomarcadores de genotoxicidad
que permita evaluar diferentes mecanismos de toxicidad de los plaguicidas.
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