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RESUMEN

El uso de plaguicidas ha alcanzado proporciones masivas en el mundo, esto se ha
traducido por un lado, en un beneficio para las 4reas agropecuarias y del sector
salud; y por otro, en repercusiones no siempre favorables para el ambiente. Diversas
investigaciones han evaluado los efectos adversos de plaguicidas en trabajadores
agricolas mestizos en México, sin embargo, hasta el momento no se han realizado

estudos en poblaciones de jornaleros indigenss. EI objeto de esie abjo fue

evaluar una bateria de de en jornaleros
indigenas. Se realizo un estudio transversal, descriptivo y analitico en jomaleros
indigenas huicholes. EI grupo expuesto comprendié 64 jomaleros de fa comunidad
de Pochotitan y el grupo control de 62 individuos de la comuridad de Pajuelazo. La
exposicion cronica a plaguicidas, Ia presencia de sintomas relacionados con la

exposicion a los mismos y las caracteristicas antropométricas de la poblacién, se

evaluaron mediante un La actividad de
(BUChE y AChE) y el fenotipo de la enzima paraoxonasa-PON1 (arilesterasa, ARE y
CMPasa) se evaluaron Tos por
citometria y los polimorfismos genéticos (PON1 MS5L/Q192R y CYP2D6"4) mediante

PCR en tiempo real. Los resultados mostraron una disminucion en la actividad

BUCE y una tendencia a la disminucion en la actividad de ACHE en el grupo
expuesto con respecto al grupo control. Por otro lado, se observo una alta
prevalencia de anemia y baja concentracion de eritrocitos en ambos grupos de

estudio; los ji expuestos a niveles mas bajos de

leucocitos pero niveles mas altos de linfocitos que el grupo control, Con respecto a la
actividad de PON1, se observé gran variabilidad interindividual en la poblacion en
general, los indigenas expuestos a plaguicidas presentaron una menor actividad ARE
con respecto al grupo control. Se observd una asociacion genotipo-fenotipo cuando
se usd como sustrato 4-CMPA, asi como una correlacion entre la actividad de BUChE
con ARE y la actividad de AChE con CMPasa. Los alelos de PON1 55L y 192R
fueron los mas frecuentes en ambos grupos de estudio, los cuales se asocian con
de (POF). El fenctipo

lta capacidad de



de PON1 estuvo modulado por la exposicion a plaguicidas y por la presencia de
polimorfismos genéticos en el gen de PON1. Asimismo, se observé que la frecuencia
alélica del CYP2D6'4 fue de 0.06. Sobre la base de los resultados obtenidos se

d tra que la on a modifica i y

hematologicos y que el fenotipo de PON1 puede ser utilizado como un biomarcador

de susceptibilidad y exposicion a POF. Se requiere de més estudios en los que se

evalilen en diferentes de a lo

anterior para poder tener un panorama més complefo que contribuya en la

del riesgo toxicologico de los plaguicidas en indigenas.




ABSTRACT

Pesticide use has reached massive proportions worldwide, this has resulted on the
one hand, in a benefit to agricultural areas and health, on the other hand, this not
always has favorable implications for the environment. There is research to evaluate
the adverse effects of pesticides on mestizos farmworkers, however, no research has
included indigenous farmworkers. The aim of this study was to evaluate a battery of
toxicological biomarkers of pesticides in Huichol indigenous farmworkers. A cross-
sectional, descriptive and analytical study was performed in Huichol farmworkers. The
exposed group included 64 workers of Pocholtitan community and the control group
comprised 62 workers of Pajuelazo community. Chronic exposure to pesticides, the
presence of symptoms related with exposure to these xenobiotics and anthropometric
characteristics of the study population were evaluated using a structured
questionnaire. The activity of cholinesterases (BUChE and ACNE) and the

phenotype- PON1 (ary activity (ARE), and CMPasa) were
evaluated were evaluated using a
cytometer and the genetic polymorphisms (PON1 MSS5L/Q192R and CYP2D6"4) by
real-time PCR. The resuls of this study showed a decrease in BuChE activity and a

tendency in decreased of AChE activity in the group exposed, with respect to the
reference population. On the other hand, a high prevalence of anemia and a
decrease of red blood cell concentration was observed in both study groups. In
addition, the workers exposed to pesticides had lower leukocyte levels but higher
Ilymphocytes levels than the reference group. With regard to PON1 activity, a large
variability in the general population was observed, the indigenous farmworkers
exposed to pesticides had lower ARE activity compared to the reference group. In
addition, a genotype-phenotype association was observed when 4-CMPA was used
as substrate, and a correlation between BUChE and ARE activity and AChE and
CMPasa activity were observed. The PON1 55L and 192R alleles were the more
frequent in study population, they are related with high capacity of organophosphate
pesticides (POF) detoxification. In this study, the PON1 phenotype was modulated by
_ exposure to pesticides as well by the presence of genetic polymorphisms in the

wiil



PON1 gene. Also it was observed that the frequency of the CYP2D6"4 allele in this
study population was 0.06, this allele is associated with a poor or null xenabiotic

biotransformation capacity by this cytochrome. The results of this study showed that

pesticides modified and and also that PON1
phenotype can be used as a biomarker of exposure and susceptibility to POF. Finally,
more biomarkers studies are required in different scenarios of exposure to pesticides

in order to have a more complete scene that contribules to the toxicological risk

of pesticides in
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1. INTRODUCCION

1.1 Los plaguicidas en México

Los plaguicidas son los productos quimicos més utilizados por el hombre para el
control de plagas (Mansour, 2004). La Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO) define a los plaguicidas como: cualquier
sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier
plaga, incluidos vectores de enfermedades humanas y de animales, las especies no

deseadas para plantas o animales que causen perjuicios o que intedfieren de

cualquier ofra forma en la i ) i transporte o
comercializacion de alimentos, productos agricolas, madera y sus derivados que

pueden administrarse para combatir insectos, aracnidos u otras plagas (FAO, 2003).

De acuerdo a las agencias de regulacion, alrededor del 30% de los plaguicidas con
destino a la agricultura y a la salud publica que se comercian en paises en desarrollo,
no cumplen las normas de calidad aceptadas intemacionalmente. Estos plaguicidas
contienen con frecuencia compuestos o impurezas que han sido restringidos en otros

paises por sus efectos adversos para Ia salud humana y el ambiente (OMS, 1990).

En México se utiliza el 80% de los 22 como

para la salud y el ambiente de los cuales, el 42% de se fabrican en el pais. Asi

también, se emplean 30 de 90 que han sido o en
EE.UU (INEGI, 1998). Estos se utilizan con fines agricolas, en campanas de salud,
desinfeccion de casas, industrias y jardines; sin embargo, en la agricultura se emplea
ta mayor parte de los plaguicidas (Gonzalez Farias, 2003). Los cultivos a los que se
aplica el mayor volumen de éstos son: maiz, algodén, papa, chile, jitomate, friol,
trigo, aguacate, café y tabaco, en cantidades que van desde 395 hasta 13163

foneladas al afio (Martinez-Vatenzuela y Gémez-Arrollo, 2007)




Por otro lado, fa Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud de
México, reporté que la cantidad de casos de intoxicacion por plaguicidas decreci6 de
forma significativa de 8,000 a 2,532, entre 1995 y 2001. No obstante, el registro
también menciona que al siguiente afio la cifra aumento ligeramente a 2,802, en
2003 se elevé nuevamente a 3,849 y en 2005 fue de 3,898 casos. Sin embargo, las
propias autoridades reconocen que existe un subregistro o “cifra negra” en el nimero

de casos de intoxicacién por el uso de agroquimicos (Perea, 2006) (Figura 1)
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Figura 1. Casos de intoxicacién por plaguicidas en México

(Fuente: DGE, 2013).

Hasta el momento, no se han encontrado datos precisos sobre la cantidad de
que se utilizan en el pais. Albert (2005) sefalo que el

consumo aproximado de ingredientes activos en el afio 2000 fue de 50,000 toneladas
anuales. El uso de plaguicidas es intenso en algunas regiones y cultivos. Los estados
con mayor uso de plaguicidas son Sinaloa, Chiapas, Veracruz, Jalisco, Nayartt,
Colima, Sonora, Baja California, Tamaulipas, Michoacén, Tabasco, Estado de
éxico, Puebla y Oaxaca. En estos se aplica el 80% del total de plaguicidas usados



en el pais (Albert, 2005). En términos generales los plaguicidas de mayor uso son los.
herbicidas, seguidos de insecticidas y fungicidas (Albert, 2005; Gonzalez-Arias et al.,
2010). Asimismo, la informacion disponible en cuanto al volumen y tipos de
plaguicidas aplicados anualmente en los campos agricolas y el grado de
contaminacion con productos toxicos es practicamente inexistente. Ademas de la
gran cantidad de productos que se aplican, existe el problema de la recoleccion,
tratamiento y disposicion final de mas de 12,000 envases vacios de plaguicidas

(Martinez-Valenzuela y Gomez-Arrollo, 2007).

1.1.1 Plaguicidas en Nayarit

En el estado de Nayarit la principal actividad economica del sector primario es la
agricultura, por lo que el uso de plaguicidas favorece la obtencion de mas y mejores
cosechas. En la region Costa-Centro de Nayarit existen 43,264 unidades de
produccion con superficie agricola, vivero o invernadero, que representan el 69.09%
del total estatal y donde el uso de plaguicidas es inevitable (INEGI, 2012).

En un estudio realizado por Gonzélez-Arias et al. (2010), se menciona que los

vendidos y en usados son los insecticidas
(45.9%), herbicidas (30.5%) y fungicidas (201%). De acuerdo a su grupo quimico los
més utilizados fueron los plaguicidas organofosforados (POF), seguidos de los
piretroides y carbamatos (CB). Dentro de los insecticidas los mas utilizados son
clompirifos, metamidofos, paration metilico y dimetoato. De éstos, tres pertenecen al
grupo 1A y siete al grupo 18

mismos que son de la mayoria de intoxicaciones agudas y
muertes (OMS, 2004). Asimismo, este estudio reveld que la zona con mayor uso de
plaguicidas en Nayarit es la zona norte (Acaponeta, Rosamorada, Ruiz, San Blas,
Santiago Ixcuintla, Tecuala y Tuxpan) y es la que mayor nimero de casos de

intoxicaciones registra anualmente.




Nayarit es uno de los nueve estados del pais en el que anualmente se registran més
de 100 intoxicaciones agudas por plaguicidas en nimeros absolutos (Figura 2)
Durante 2007 se reportaron 203 casos de intoxicaciones, 62% mas que en 2006
(SSN, 2007; 2008). Sin embargo, el nimero de casos puede estar subestimado,
pues no siempre se asocian los sintomas con la exposicion a estos compuestos
(Gonzalez-Arias et al., 2010).

2006 2007 2008 2009 2010 2011

Figura 2. Nimero de casos por intoxicacion con plaguicidas
en Nayarit (Fuente: DGE, 2013).

1.2 Jornaleros indigenas en Nayarit

Debido a la produccién agricola en gran escala en el campo nayarita, se han
empleado dos principales grupos de jornaleros agricolas: los locales (mestizos que
residen en las comunidades aledafias a los campos agricolas) y los indigenas
migrantes (Mackinlay, 2008)..

Los jomaleros indigenas, son campesinos que trabajan sus tierras para el

sumo en sus comunidades de origen. Entre los meses de enero y mayo



(época de secas), cuando sus tierras son improductivas, migran a la planicie costera

del estado, para emplearse en diversas labores agricolas,

Hasta el momento, no hay registros precisos del nimero de jornaleros indigenas y la
proporcion que guardan con respecto a los jornaleros locales. En este sentido,
Heredia et al. (2003) reportaron que la gran mayoria de los jornaleros indigenas en el
estado de Nayarit son huicholes (69%) y en menor proporcién coras (19%),
tepehuanos (10%) y mexicaneros (2%)

Anualmente, cerca del 40% de las familias huicholas dejan sus comunidades en
temporada de secas para buscar empleo en los campos agricolas de la costa, donde
se cultivan productos como tabaco, frijol, sandia, jicama, y chile verde (INEGI, 2005,

INAFED, 2010). De acuerdo a las emitidas por . para el
control de plagas en estos productos se utilizan principaimente POF y en menor

cB , 2008). La Rural de Interés Colectivo y las
representaciones locales de las uniones de cafieros y frijoleros reportan que, de los

80 mil indigenas, unos 20 mil llegan a los cultivos de tabaco, 25 mil a la cafia y otros
tantos a los de frijol, el resto labora en cultivos de chile. Hasta el momento, no hay
estudios relacionados con el impacto que tienen los plaguicidas sobre la salud de
jornaleros indigenas en Nayarit. Sin embargo, se sabe de la incidencia de
intoxicaciones por plaguicidas en estos grupos sociales, especificamente en las
zonas agricolas donde el uso de estas sustancias es aito

1.3 Efectos de los plaguicidas sobre la salud humana
1.3.1 Efectos agudos

Los plaguicidas constituyen un grupo muy amplio de sustancias con una gran
variedad de efectos toxicos potenciales, que se manifiestan a través de diversos
signos y sintomas, dependiendo del nivel y duracién de la exposicion. La toxicidad
de los plaguicidas de uso habitual se ha caracterizado bien desde hace



décadas (Maroni et al, 2000). Los efectos agudos sistémicos son los mas
importantes, sin embargo, muchos de estos compuestos pueden producir reacciones
focales tras una exposicion topica sobre fos ojos, piel o tracto respiratorio. Ademas,
cabe mencionar que muches individuos expuestos pueden presentar reacciones
topicas locales con ausencia de sinfomatologia sistémica (O'Malley, 1997). Entre los
sintomas de intoxicacion aguda por POF o CB se incluyen dolor de cabeza, mareos,
hipersecrecion (transpiracion, salivacion, lagrimeo y rinorea), espasmos musculares,
debilidad, temblor. falta de coordinacion, vémito, calambres abdominales y diarrea

(Hashmi y Khan, 2011)

Por otro lado, la ausencia de efectos agudos puede ser debida a que Ia exposicion
habitual a plaguicidas no es lo suficientemente intensa para producir efectos. En este
sentido, los estudios epidemiologicos sobre sus efectos agudos deben interpretarse
con cuidado, dada la existencia de sesgos de informacion por parte de los

yla baja on de a la que estan
expuestos. También, se debe tener en cuenta que ocupacionalmente no se esta
expuesto solo a una clase de plaguicidas sino que, con frecuencia a varios y en

especial a mezclas,

1.3.2 Efectos cronicos

Los efectos cronicos han sido menos estudiados, hay antecedentes de que estos
xenobidticos presentan actividad estrogénica (o,p"DDT, endosulfan, clordano y
dieldrin) (Carrefio et al., 2006) y androgénica (DDE) (Kelce et al., 1998). Asi como
una asociacion entre la exposicion y la presencia de criptorquidia (Damgaard et al.,
2006), alteraciones hormonales (Recio et al., 2005) y malformaciones congénitas
(Restrepo et al., 1990). Otros estudios han demostrado la capacidad mutagénica de
los plaguicidas y la asociacion con el desarrallo de diferentes tipos de cancer
(Alavanja et al., 2004). También, se ha descrit que tienen efectos inmunologicos y a

ivel de sistema nervioso central; como los POF y CB que son capaces de inhibir la



aclividad de colinesterasas, tanto en suero (butiriicolinesterasa, BuChE o

pseudocolinesterasa) como en eritrocitos AChE, 6
verdadera) con el consiguiente efecto en el sistema nervioso central (Jeyaratnam y
Maroni, 1994). Al respecto, existen estudios sobre los efectos cronicos de los POF
que han puesto de manifiesta algunos efectos a largo plazo, especialimente en ta
ejecucion de funciones en las que estan implicados tanto el sistema nervioso central

como el periférico

1.4 Bit icologit de

La Academia Nacional de Ciencias de EE UU. define a un biomarcador como ‘una
variacion en la respuesta biologica, fisiologica o bioquimica inducida por un
xenobiotico que puede ser medida en un sistema biologico” (Huggett et al., 1992). La
OMS los define como cualquier medicion que refleja una interaccion entre un sistema
biologico y un agente medioambiental, que puede ser quimica, fisica o bioldgica
(OMS, 1993). Los biomarcadores se clasifican en tres categorias: de exposicion,
efecto y susceptibilidad genética (Rojas-Garcia et al., 2011; Araoud et al., 2011).

En los ultimos arios se ha prestado creciente atencion al estudio de biomarcadores

de en humanas. Estos se utilizan para detectar

los efectos adversos de los plaguicidas antes de la manifestacion clinica y el
desarolio de la enfermedad, asi como para detectar Ia presencia de una exposicion,
idenlificar a individuos susceptibles de una poblacion y para fundamentar la decision
de intervenir, tanto a nivel individual como ambiental (Pefia et al., 2001; Araoud,
2011)

1.4.1 Biomarcadores de exposicion

Los de e una sustancia exgena, su metabolito
10 el producto de una interaccion entre un xenobidtico y una molécula o célula, que se
en un compartimento dentro de un organismo (OMS, 1993). Estos

7



biomarcadores pueden predecic un cambio en el riesgo de la enfermedad, pero no un
efecto toxico. Asimismo, proporcionan informacion acerca de la dosis interna, dosis
externa y Ia dosis bioldgicamente efectiva mediante el analisis quimico del

toxico o sus en fluidos les (Benford et al., 2000;

Ramirez y Lacasafia, 2001).

O estos se para medir la 6n laboral

que tiende a ser mas intensa, logrando buenos resultados. Fuera de este ambito
carecian de la sensibilidad suficiente para detectar exposiciones de bajo nivel como
la que prevalece en la poblacion general. Sin embargo, en los Centros de Control y
Prevencion de Enfermedades de EE.UU (CDC) se han desarrollado métodos
aplicables tanto para exposiciones agudas como cronicas, ocupacionales o
ambientales, que incluso permiten establecer valores de referencia para las

de varios de en orina y sangre (Hill et al.,

1995)

Para el caso en particular de exposicién a POF, frecuentemente se utiliza la medicion
de alquilfosfatos en orina, asi como la medicién de para-nitrofenol en orina para el
caso del paration y metil-paration (Barr et al., 2002; Bouwman et al,, 2006; Harley et
al, 2011). Sin embargo una de las herramientas mas importantes y utlizadas para
evaluar exposicion a POF y CB es Ia actividad de las colinesterasas (Maroni et al.,
2000; Heméndez et al,, 2005, Souza et al, 2005; Safi et al., 2005; Stefanidou et al.,
2009; Ng et al., 2009; Simoniello et al., 2010; Ueyama et al., 2010).

1.4.1.1 Inhibicion de la BuChE como biomarcador de exposicién a plaguicidas

La BUCE (EC 3.1.1.8), también conocida como pseudo-colinesterasa, se encuentra
en el plasma y su funcién fisiolégica aun no estd bien definida (Eddleston et af.,

2008). La depresion de la actividad BuChE no esta necesariamente asociada con los

ya que se ha do una fuerte ion en la



actividad BUChE en ausencia de cualquier efecto sobre la AChE de eritrocitos
(Soltaninejad et al , 2007).

Por otro lado, se ha propuesto que la BuChE podria ser un indicador de exposicion
més sensible que la AChE a ciertos compuestos POF como malation, diazinén, y
diclorvos (He, 1999; Ranjbar et al., 2002; Hernandez et al, 2006; Jintana et al., 2009;
Rastogi et al, 2008; Araoud et al, 2011). Asi también, se ha descrito que la
inhibicion de ta BuChE se relaciona con la intensidad, duracion de la exposicion y el
tipo de plaguicida (Araoud et al., 2011). Sin embargo, fa inhibicion de fa misma no
refleja los efectos biolgicos de los POF en el sistema nervioso (He, 1999). En este
sentido Kamel y Hoppin, (2004) mencionaron que la AChE es mejor biomarcador de
exposicion cronica a POF que la BUChE. Aungue se ha propuesto que la evaluacion
de BUChE puede ser utilizada para estimar los efectos agudos de la exposicion a
POF debido que la AChE es menos sensible (Wilson, 2001)

1.4.2 Biomarcadores de efecto

Estos bi los cambios 0 imi genéticos,

moleculares o de comportamiento que ocurren en un organismo, y que dependiendo
de la magnitud, se pueden asociar con un deterioro de la salud o posible enfermedad
(OMS, 1993). Muchos biomarcadores de efecto se utilizan en la practica cotidiana
para ayudar en el diagndstico clinico con fines preventivos. Un biomarcador de efecto
ideal, es aquel que mide el cambio que todavia puede ser reversible (Araoud et al.,
2011).

1.4.2.1 Inhibicion de la AChE como biomarcador de efecto a plaguicidas

La AChE (EC 3.1.1.7) es la enzima responsable de la hidrolisis del neurotransmisor
tilcolina en colina y acido acético en la sinapsis nerviosa. La inhibicion de la AChE

inculada directamente con el mecanismo de accién toxica de los POF y CB que




bloguean la accion de esta enzima (Reigart y Roberls, 1999). Los diversos tipos de
POF pueden inhibir fa AChE en un grado diferente (Costa et al,, 2005). Cuando los
POF estan presentes, la AChE se fosforila y no es capaz de romper la acelilcolina en
calina y acido acético, lo que resulta en fa acumulacion de la acetilcolina endégena
responsable de los signos y sintomas tipicos (muscarinicos y nicotinicos) que
ocurren despues de la intoxicacion aguda (Maroni et al., 2000). Al quedar la neurona
en un estado continuo de excitacion se produce temblor, vomito, pérdida de equilibrio

y eventualmente coma y muerte (Reigart y Roberts, 1999)

La actividad AChE ha sido ampliamente utilizada como como biomarcador de efecto
y 6n a POF y CB (Holmsledt, 1959; Herandez et al,, 2005, Souza et al.,
2005; Safi et al., 2005, Stefanidou et al., 2009; Ng et al., 2009; Simoniello et al.,

2010, Ueyama et ak, 2010). Incluso, se han observado asociaciones entre la

exposicion a estos compuestos, sinfomas de toxicidad crénica y disminucion en la

actividad AChE en expuestas (| andez et al, 2004, Rendo
Osten et al., 2004; Hemandez et al., 2005; Gamlin et al., 2007; Remor et al., 2009).

1422 Parametros hematologicos y plaguicidas

Hasta el momento, existe poca informacion en la literatura en la que se explique el

efecto de los idas sobre diferentes para 6 Al respecto,
Parrén et al. (1996) que de )
expuestos a i una 6n en la on de

hemoglobina corpuscular media (CHCM) y en el volumen medio de plaquetas (MPV),
38% y 15% Ademas de en el diferencial de glébulos

blances, como un aumento del 5% de monocitos y 4% de eosindfilos.




1.4.3 Biomarcadores de susceptibilidad

Estos biomarcadores constituyen un indicador de la capacidad inherente o adquirida
de un organismo para responder ante una exposicion a xenobidticos. stos
marcadores biologicos manifiestan el riesgo individual a desarrollar efectos adversos
después de una exposicion, ademas ofrecen una oportunidad para la identificacion,

reconocimiento y proteccion de personas sensibles (OMS, 1993). Son de especial

interés, ya que estan 6 y puede a un mayor

fiesgo en el caso de fa exposicion  plaguicidas (Herandez et al., 2003)

1.4.3.1 Variabilidad genética y su relevancia en la biotransformacion de plaguicidas

E) conocimiento de las interacciones entre los agentes presentes en el ambiente y el
hombre ha adquirido gran relevancia, actualmente se sabe que existe una
considerable diferencia de una persona a otra respecto a los niveles de las enzimas

de ticos y sus (Lucas et al., 2001). En

estas diferencias la presencia de polimorfismos genéticos juega un papel
fundamental, ya que las variantes alélicas pueden alterar la capacidad individual para
metabolizar los toxicos. De esta manera, la presencia de un polimorfismo genético
tiene refevancia a nivel funcional, lo que incluye cambios en el nivel de expresion del
RNA mensajero (mRNA) 6 la proteina, la selectividad por el sustrato o su actividad
enzimatica (Zanger et al, 2008). El efecto final depende basicamente de la
localizacion del cambio dentro de la secuencia del gen. Un cambio a nivel de
promotor, por ejemplo, podria modificar la union de algan factor de transcripcion y
por lo tanto modificar la expresion del mRNA y por ende los niveles de proteina. Por
otro lado, un cambio en un exén podria modificar un codén y con ello generar un
cambio de aminodcido al momento de la traduccion. Los cambios intronicos, por su
parte, pueden generar alteraciones en el splicing del pre-mRNA y por ende la
estructura primaria de la proteina (Zanger et al., 2008)




1.4.3.2 Polimorfismo genético de PON1 y su relevancia en la biotransformacion de

plaguicidas

La Paraoxonasa (PON1, EC 3.1.8.1) es una A-esterasa dependiente de calcio que se.
sintetiza principalmente en higado y se asocia con lipoproteinas de alta densidad
(HDL) en el plasma. Hasta el momenio se desconoce su papel fisiologico; sin
embargo, es capaz de hidrolizar multiples sustratos, entre éstos tri-ésteres del acido
fosforico (paraoxon y diazinon) y sus metabolitos (paration y diazinon), ésteres
aromaticos (fenilacetato y naftilacetato), ésteres de estrogeno y agentes nerviosos
(sarin y soman). asi como también lipidos oxidados y un nimero de farmacos o
profarmacos (La Du, 1992; Costa et al., 2003; Teiber et al., 2007; Kanamori-Kataoka
y Seto, 2009). La actividad de PON1 se ha observado en diferentes tejidos, tales
como higado, rifién, infestino y sangre. En mamiferos, las actividades mas altas de
esta enzima se han observado en sangre e higado. Otras especies como aves,
peces e insectos, tienen poca o nula actividad de esta enzima (Draganov y La Du.
2004). Estudios en animales, proporcionan evidencia de que PONT juega un papel
importante en la desintoxicacion de POF in vivo y en la modulacion de su toxicidad
(Costa et al., 2003)

Asimismo, diversos estudios han identificado la influencia de factores genéticos y
ambientales sobre la actividad de PON1 y la susceptibilidad a contaminantes
ambientales (Aviram y Rosenblat, 2005; Costa et al, 2005; Rainwater et af., 2009)

Hasta la fecha, se han desciito alrededor de 200 polimorfismos en el gen de la
PONA, que conducen a variantes de la enzima con mayor o menor actividad y con
diferentes niveles de expresion (Costa et al., 2003; Quintanilla-Vega et al, 2012)
Cuatro polimorfismos en la region promotora en las posiciones -108 (T/C), -126
(GIC), -162 (A/G) y -909 (C/G) se han relacionado con diferencias en la actividad y
expresion de PON1 (Leviev ¥ James, 2000; Suehiro et al., 2000; Brophy et al., 2001).

En los dltimos diez anos, dos polimorfismos en la region codificante de PONA se han
|estudiado ampliamente, el polimorfismo de PON1 55 (LiM) y PON1 192 (Q/R).



En la posicion 55, hay una sustitucion de metionina (M) por leucina (L), este

se relaciona con dif en la actividad y en los niveles

de PON1 en el plasma y parece que no afecta la afinidad catalitica de la enzima
(Blatter-Garin et al, 1997, Mackness et al., 1998, Brophy et al, 2001; Aviram y
Rosenblat, 2005). Sin embargo, se ha observado que la isoenzima 55M tiene menor
actividad que la isoenzima 55L (Richter y Furlong, 1999, Catano et al., 2006;
Sepahvand et al., 2007) debido en parte al desequilibrio de ligamiento con el alelo -
108C (Brophy et al, 2001) y a un aumento en la estabilidad de fa isoenzima 5L
(Leviev y James, 2000). En cuanto al polimorfismo en la posicion 192, una glutamina
(Q) es sustituida por arginina (R), esta sustitucion confiere mayor eficiencia catalitica
a la enzima, por lo que difieren considerablemente en su afinidad y actividad
catalitica hacia diversos sustralos (Draganov y La Du, 2004). Sin embargo, estudios
iniciales mostraron que el alelo 192R hidroliza paraoxon a una mayor velocidad que
la alelo 192Q (Adkins et al,, 1993, Humbert ef al , 1993; Li et al,, 2000). La existencia
de polimorfismos de PON1 que confieren diferente capacidad de hidrolisis hacia
POF, asi como diferentes niveles de expresion de esta enzima, sugiere que ciertos
individuos pueden ser més susceptibles a los efectos toxicos de los POF.

1.4.3.3 Polimorfismo genético del CYP2D6*4 y biotransformacion de plaguicidas

El citccromo P450 (CYP, EC 1.14.14.1) es una superfamilia de hemoproteinas que

oxidan un gran nmero de y y

(farmacos ¢ y a
mas hidrofilicos (Nebert y Russell, 2002). Las reacciones catalizadas por el CYP son
de de NADPH, las cuales utilizan

oxigeno molecular (Santiago et al., 2002). Como consecuencia de estas reacciones,

se acelera la on de del i , asi como la

activacion de toxinas o precarcinégenos (Donato, 2004)




EI CYP2D6 es la isoforma que presenta mayor variabilidad interidividual, dado que
los factores ambientales influyen muy poco en su expresion y actividad (Zanger et al,
2008). El gen que codifica para CYP2D6 esta localizado en el cromosoma 22q13.1
cerca de dos pseudogenes alineados en tandem (Griman et al., 2009). El CYP2D6 se

expresa en higado, intestino y neuronas
de 24% de los CYP's hepaticos y metaboliza cerca de 25% de los medicamentos.

utiizados entre ellos, B triciclicos,

opiaceos y i et al., 2003; Zanger et al,

2008), también cataliza la biotransformacion oxidativa de POF como paration,
clorpirifos y diazinon (Sams et al., 2000, Alanis-Banuelos et al., 2007).

El gen del CYP2D6 es aitamente polimérfico, y aunque no todos los polimorfismos.

presentes son relevantes a nivel fenotipico, algunos son determinantes en la

biotransformacion de xenobidticos (Espiritu, 2008). Lo anterior conlleva a una

alteracion en la actividad de la enzima, lo que causa ausencia, disminucion o

aumento en la actividad. Actualmente, se han descrito mas de 63 diferentes variantes

del gen CYP2D6. Entre ellos, los mas importantes son CYP2D6%4 (splicing
y CYP2065 6n de gen) Macias y L f, 2010)

El polimorfismo genético de esta enzima da origen a distintos grupos de individuos
en la poblacion: i pobres (MP), (MI), rapidos o extensivos

(ME) y ultrarrapidos (MU) que difieren en la capacidad metabolica de esta enzima
(Kurose et al., 2012)




2. JUSTIFICACION

El uso de plaguicidas ha alcanzado proporciones masivas en todo el mundo, esto se.
ha traducido, por un lado, en un beneficio para las areas agropecuarias y el sector
salud y por otro, en repercusiones no siempre favorables para el ambiente y el ser
humano. Al respecto, existen algunos trabajos realizados en trabajadores agricolas
meslizos de algunas regiones del norte y sureste del pais, en los que se han
evaluado diferentes efectos adversos de la exposicion ocupacional a estos

compuestos. Sin embargo, hasta el momento no se han realizado investigaciones

encaminadas a evaluar baterias de en
agricolas, donde se incluya a la poblacion indigena. Por lo que en el presente

proyecto se analizaron  diferentes de efecto, on y

susceplibilidad genética en trabajadores agricolas indigenas expuestos a plaguicidas
en el estado de Nayarit, lo que sentara las bases para futuras investigaciones en este

tipo de poblaciones

3. HIPOTESIS

Los jornaleros indigenas huicholes, presentaran afleraciones en  diversos

como de la a y éstas estin

influenciadas por Ia carga genética de la poblacion




4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar de efecto, y a en

jornaleros indigenas huicholes del estado de Nayarit

4.1 Objetivos especificos

N

©

~

)

. Identificar las poblaciones indigenas mediante marcadores genéticos (ABO,

Rh) y sociales

Evaluar el uso de equipo de proteccion y la presencia de sintomatologia
asociada con la exposicion crénica a plaguicidas

. Determinar la  actividad 4 de la y

acetilcolinesterasa.

Evaluar daiio 6gico por ona

. Determinar el fenotipo (ARE y CMPA) y genotipo de PON1 (55 y 192)

Determinar la presencia del polimorfismo del CYP 2D6*4.



5. METODOLOGIA

5.1 Poblacién de estudio y muestreo

Se realizd un estudio transversal, descriptivo y analiico en jornaleros indigenas
huichotes de dos comunidades del estado de Nayarit. Se les explicaron los objetivos
generales del estudio y se les invitd a participar en el mismo. Los individuos que

aceptaron participar firmaron una carta de consentimiento informado. A través de un

cuestionario se evaluaron las

edad, dieta, habitos nocivos {consumo de drogas, tabaco y alcohol), asi como la

a sintomas con la 6n a yel

uso de equipo de proteccion adecuado

Se consideraron como criterios de inclusion: que fueran jornaleros indigenas
huicholes, mayores de 18 afios y que aceptaran participar voluntariamente en el
estudio. Todos los participantes seleccionados debian portar el grupo sanguineo O
(grupo ABO) y Rh +, compartr las tradiciones culturales propias de la etnia, y hablar
el dialecto indigena huichol. El estudio fue aprobado por la Comision de Bioética de
Nayarit.

El muestreo se realizo de septiembre a noviembre de 2011. El grupo expuesto

comprendi6 64 jomaleros de la de an. En esta los
jomaleros se dedican a las labores agricolas practicamente todo el afio. Durante los
meses de enero a mayo trabajan en los campos agricolas de las costas,
principaimente en el cullivo de chile, tabaco, sandia, frijol, entre otros. Una vez
finalizado este periodo regresan a sus comunidades en donde trabajan en la
preparacion de fieras para cultivo en zonas cercanas a su comunidad donde se

utiizan mayormente herbicidas como el glifosato




El grupo control comprendié 62 individuos de fa comunidad de Pajuelazo, que no
estuvieron expuestos a plaguicidas al momento de Ja toma de muestra y que
i i similares al grupo expuesto. Los

individuos de esta comunidad una vez que regresan de la costa se dedican a la
pesca y se emplean como trabajadores de la construccion

5.2 Recoleccion y procesamiento de muestras

Para llevar a cabo las determinaciones, a los participantes se les pidio una muestra
de sangre venosa, la cual fue extraida por venopuncin. Las muestras de sangre
fueron colectadas en tubos vacutainer con EDTA como anticoagulante para la
extraccion de ADN y el analisis de los polimorfismos genéticos (PON1 55 y 192 y
CYP 2D6%4), asi como para determinar la actividad AChE y evaluar los parametros
hematologicos. Se utilizaron tubos con heparina como anticoaguiante para evaluar la
actividad de PON1 utilizando fenilacetato y 4-clorometiffeilacetato (4-CMPA) como
sustrato. La actividad BUChE fue determinada en suero

5.3 Determinacion de la actividad butirilcolinesterasa (BuChE)

Reactivos
- Kit colinesterasa butirilcolina (Biosystems®) el cual contiene: reactivo A (pirofosfato
95 mmol/L, hexacianoferrato (lll) 2,5 mmol/L, pH 7.6) y reactivo B (butiriltiocolina 60

mmoliL).

Fundamento
La BuChE hidroliza la butiriltiocolina para formar tiocolina y butirato. La concentracién
catalitica se determina a partir de la velocidad de desaparicion del hexacianoferrato

{1, medida a 405 nm por medio de las siguientes reacciones




BuChE
1. Butiriltiocolina + H,0 ————>  tiocolina + &cido butirico
2. 2 tiocolina + 2 OH’ + 2 hexacianoferrato (Hll) + 20, ——>  ditiobis (colina) + 2
hexacianoferrato () + H;0

Procedimiento

La actividad BUChE se determino utilizando el kit “Colinesterasa (CHE) butirilcolina”
de Biosystems® de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Para obtener el
suero, las muestras de sangre total se centrifugaron 2 1250 pm durante cinco
minutos. Los restos de fibrina fueron removidos previamente de las paredes del tubo,

evitando asi la hemolisis de las muestras.

Para preparar el reactivo de trabajo se colocaron en un tubo 1200 pL del reactivo A
con 300 pl de reactivo B y se precalenté a 37 °C durante 10 minutos
Posteriormente, se agregaron 25 ul de suero, se mezclé y se midio la absorbancia
en un espectrofotometro Spectronic Genesys 10Bio (Wisconsin, USA) a 405 nm cada
30 segundos, durante cuatro minutos. La actividad catalitica se reporta en UIL

5.4 Determinacion de la actividad acetilcolinesterasa (AChE)

Reactivos
- Buffer de fosfatos (Na;HPO4 - KH,PO4) (0.1 M, pH 7.4)
DNTB (10 mM)
- Etopropazina (6 mM)
- Tritén X-100 (0.03%)
- Yoduro de acetiltiocolina (28.3 mM)




Fundamento
La actividad AChE fue determinada mediante el método propuesto por Worek et al
(1999). Se basa en la hidrolisis del sustrato acetiltiocolina por la enzima AChE. La
tiocolina liberada reacciona con un cromdforo, el acido 5,5"ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB), dando lugar como producto de reaccion al acido 5-tio-2-nitrobenzoico,
compuesto de color amarilo cuyo maximo de absorbancia se encuentra entre 405 y

420 nm de longitud de onda, con un 6ptimo en 412 nm.

La medicion de la actividad AChE se realizo a 436 nm para reducir la absorcion de
hemoglobina en una cuarta parte con respecto a la lectura a 412 nm. Por otro lado, el
uso de etopropazina garantiza la medicion selectiva de la actividad de AChE, debido
a que éste es un inhibidor selective de la BuChE. Con la finalidad de medir la
aclividad de AChE de manera mas ceriera, se corrigio Ja aclividad enzimatica por ef
contenido de Hb en la muestra. La actividad de AChE se reporta en U/g de Hb

Procedimiento

Se realizo una dilucion 1:100 de las muestras con el reactivo de dilucion (titon X.
100). Se mezcl6 0.5 mL de la dilucion con 1 mL de buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7 4),
0.05 mL de DTNB (10 mM) y 0.005 mL de etopropazina (6 mM). Posteriormente la
mezcla se incub6 a 37 °C durante 10 minutos y se agregaron 0.025 mL de yoduro de
acetiiocolina (28.3 mM). El cambio de a 436 nm fue

durante tres minutos. Las mediciones se realizaron en un espectrofotémetro
Spectronic Genesys 108io (Wisconsin, USA). La actividad AChE fue corregida por el

contenido de hemoglobina y se expresé como Ulg de Hb

5.5 Determinacion de héemoglobina (Hb)

Reactivos
- Reactivo de Drabkin (ferricianuro de potasio y cianuro de potasio)




Fundamento
La concentracion de Hb se determiné mediante el método de Drabkin. La Hb en
sangre es transformada en cianometahemoglobina mediante la adicion del reactivo
de Drabkin. La X . y Hb son

c a en donde, la reaccion basica es

convertir Hb en por la del fe a fierro-fé

con ferricianuro, y posteriormente provocar la union de la metahemoglobina con
cianuro formado asi el pigmento de cianometahemoglobina. La intensidad del color
es directamente proporcional a la cantidad de Hb presente en fa muestra. La
densidad optica de la solucion se mide a 540 nm

Procedimiento

La concentracion de Hb se determind a partir de 10 yL de sangre total que se

diluyeron en 2.5 mL de reactivo de Drabkin. Posteriormente se incubé 10 minutos en

oscuridad a temperatura ambiente y se determing su absorbancia a 540 nm en un
6 Genesys 10Bio , USA)

5.6 ion de

La 6n de los para se determiné en un laboratorio

clinico certificado. Una vez realizado el muestreo, se etiquetaron las muestras con el
folio de cada participante. Posteriormente, se realizaron alicuotas para cada una de
las determinaciones e inmediatamente las muestras fueron llevadas al laboratorio
para su anafisis en un citometro, A cada participante, se le determiné el grupo
sanguineo y se realizé una biometria hematica, donde se evalus el contenido de

hemoglobina, hematocrito, eritrocitos, linfocites, leucocitos y plaquetas, entre ofros




5.7 Evaluacién del fenotipo de PON1

57.1 D 6n de la actvidad (ARE)

Reactivos

- Fenilacetato (10 mM)

- Tris-HCI (10 mM)

- Hemisulfato de eserina (40 )
- CaCl, (1M)

Fundamento
La deferminacion de la actividad ARE se realiza por el método propuesto por

Eckerson et al. (1983) y Furlong et al. (1988).

El fenilacetato es hidrolizado por ia enzima PON1 y genera como producto fenol, la
formacion de este compuesto se monitorea a 270 nm y es proporcional a la cantidad
de la enzima presente en la muestra. £l sulfato de eserina se uiliza para inhibir la
hidrolisis inespecifica por la albumina sérica, asi como también por algunas

colinesterasas séricas.

Procedimiento
La actividad ARE se determiné utilizando fenilacetato como sustrato. Se realizé una
dilucion del plasma 1:50 con agua destilada. Se mezclaron 20 pL de Ja muestra
diluida con 2.7 mL de buffer (Tris-HCI 10 mM, hemisulfato de eserina 40 pM, CaCl;
1M, pH 8) y se incubaron cinco minutos en oscuridad a temperatura ambiente,

i se adi 300 L de (10 mM) como sustrato y se

monitoreé el cambio de absorbancia a 270 nm a 37 °C cada minuto, durante cinco

minutos. Las mediciones se realizaron en un espectrofotometro Spectronic Genesys

10Bio {(Wisconsin, USA). La aclividad enzimatica se expresa en U/mL.. El coeficiente

je extincion molar del fenilacetato es de 1.31X10° M~ cm™



5.7.2 Determinacion de la actividad CMPasa

Reactivos
Tris-HCI (20 mM)
CaCl; (1 mM)
4-CMPA (3mM)

Fundamento

La actividad CMPasa se determino de acuerdo con el método propuesto por Richter
et al (2008) El 4-CMPA es hidrolizado por la enzima PON1 obteniendo como
productos acetato y 4-clorometifenol, la formacion de este Gltimo compuesto se
monitorea a 280 nm

Procedimiento
La actividad CMPasa se determing utilizando 4-CMPA como sustrato. Se realizo una
dilucion de plasma 1:40 con buffer (Tris-HCI 20 mM, CaCl2 1 mM, pH 8,0) y se
realiz6 una mezcla con 60 L de plasma diluido y 295.2 pL de buffer. Posteriormente
se agregaron 304.8 L (3mM) de 4-CMPA como sustrato y se midio inmediatamente
el cambio de absorbancia a 280 nm durante cinco minutos a 25 °C. La actividad

se midi en un Genesys 10Bio 3
USA). La actividad enzimatica se expresa en U/mL. El coeficiente de extincion molar
del 4-CMPA es de 1.30 mmol/L”" em!

5.8 Evaluacion del genotipo de PON1

5.8.1 Extraccion y purificacion del ADN

Reactivos
“High Pure PCR Template Preparation kit" de Roche®



- Agua inyectable
- Isopropanol

Fundamento
Consiste en la lisis celular mediante la incubacion con proteinasa K en presencia de
una sal caotrépica (HCl-guanidina), la cual inmediatamente inactiva a las nucleasas y
evita la digestion de los 4cidos nucleicos. Los cidos nucleicos se unen
selectivamente a una fibra de vidrio pre-empacada en una mini-columna y se realizan

lavados por ifugacion para eliminar celulares que pudieran

haberse adherido a la columna como contaminantes. Finalmente los acidos nucleicos
adheridos en la columna son eluidos con una solucion de baja concentracion de
sales

La concentracion y pureza del ADN se determiné en un espectrofotémetro de luz UV-
Visible modelo Spectronic Genesys 10Bio (Wisconsin, USA), a 260 y 280nm. Para la
concentracion se considero la relacion de 50 ng/uL de ADN = 1 D.O. La pureza se
analizé mediante la relacién de las absorbancias a 260 nm y 280 nm

Procedimiento
Para la extraccion y purificacion del ADN se utilizo el Kit "High Pure PCR Template
Preparation kit" de Roche®. Se afiadieron 200 pL de buffer de union y 40 L de
proteinasa K a 200 pL de sangre anticoagulada, se mezcld y se incubé a 70 °C
durante 10 minutos. Posteriormente, se agregaron 100 L de isopropanol y se agito

fa mezcla, i la mezcla se cambid a un tubo recolector

con filtro, se centrifugé 8,200 rpm durante un minuto y se cambi6 ef tubo colector.
Después se afiadieron 500 pL de buffer de inhibicion se centrifugd a 8,200 rpm por
un minuto y se cambié nuevamente el tubo recolector. Enseguida, se afiadieron 500
WL de buffer de lavado, se centrifugé a 8,200 rpm durante un minuto y se desecho el
sobrenadante. Se repitié cinco veces el lavado y en el Gltimo lavado, el tubo con filtro
se cambi6 al tubo limpio y se centrifugé a 13, 000 rpm por 15 segundos para colectar

ADN. Finalmente, se afiadieron 200 pL de buffer de elusion (precalentado a 70 °C)




y se centrifugd a 8,200 rpm durante un minuto. EI sobrenadante obtenido

corresponde al ADN purificado, el cual se conservé a 4 °C hasta su uso

5.8.2 Integridad del ADN

Reactivos

-TBE 1X

- Buffer de carga
- Azul de bromofenol (3.6 mM)
- Glicerol (3%)
- Xilencianol (3.6 mM)

- Agarosa 1%

- Bromuro de etidio (5 pg/mL)

Fundamento
La integridad del ADN se determiné por medio de electroforesis en gel de agarosa al
1%. La electroforesis es una técnica de separacion, basada en el movimiento o

migracion de las en un medio . @ través de una matriz o

soporte como resultado de una accion en un campo eléctrico. La molécula transitara
por el medio de acuerdo a su movilidad electroforética determinada por la carga y
tamafio de la misma. Cuanto mayor es la relacion carga/tamano mas rapido migra un
ion en el seno del campo eléctrico. Ef ADN esta cargado negativamente debido a la
presencia de los grupos fosfatos, la migracion en en el campo eléctrico sera del polo
negativo al polo positivo. La visualizacion de Ia integridad se realiza mediante la
tincion con bromuro de etidio. Este colorante se intercala entre las bases del ADN, de

manera que el colorante unido al mismo emite una fluorescencia al ser excitado con

luz UV en un transiluminador.



Procedimiento
La integridad del ADN se determing a través de electroforesis en gel de agarosa al
1% con bromuro de etidio a 100 volts durante 30 minutos. Posteriormente se observo
la integridad del ADN en el transiluminador de luz UV (Bio-Imaging Systems).

5.8.3 Determinacion de los polimorfismos genéticos de PON1 55, PON1 192 y

CYP2D64 por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

Reactivos
- Sondas TagMan® (Applied Biosystems®)
-PON1 55y PON1 192 (20X)
-CYP2D6"4 (40X)
- Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®) (2X)
- Agua inyectable

Fundamento
El sistema TaqMan® se basa en la actividad exoucleasa 53’ de la Taq ADN
polimerasa, que da lugar al rompimiento de las sondas marcadas con fluorocromos
durante la PCR, para posteriormente medir la intensidad de fluorescencia. La sonda
TagMan® alinea entre los dos oligonuclestidos que flanquean el gen de interés. La
temperatura de alineacion de la sonda es 10° C mayor que la de los oligonucleotidos,
lo cual permite la alineacion de la sonda antes que los cligonucledtidos. Las sondas
TagMan® tienen dos moléculas fluorescentes (6-carboxifluoresceina, FAM y VIC)
Ambas sondas tiene una segunda molécula denominada apagadora, Io que mantiene
su espectro de emision apagado, debido a la proximidad espacial de FAM o VIC, de
tal manera que la fluorescencia total es igual a cero. La molécula fluorescente al
estar espacialmente alejada de la molécula apagadora emite fluorescencia, misma
que se incrementa cada vez que la sonda es degradada. De esta manera, el
incremento en la intensidad de emision de fluorescencia esta en relacion directa con




Procedimiento

La evaluacion de los polimorfismos genéticos se realizé de acuerdo al método
descrito por Rojas-Garcia et al., (2005), mediante PCR-Tiempo Real en un equipo
StepOne™ 2.1 Software de Applied Biosystems utilizando el sistema TagMan®
Universal PCR Master Mix. Las sondas fueron diseiadas con el software Primer
Express® y marcadas con los reporteros fluorescentes FAM y VIC. La secuencia de
los oligonucledtidos y las sondas se muestran en la Tabla 1. La mezcla de reaccion
contenia; 7.07 pl. de TagMan Universal PCR Master Mix 1X (enzima Amplitaq
Golden DNA Polymerase, Amperase UNG, dNTP’s con dUTP. una molécula
fluorescente como referencia pasiva), 0.35 pL de la mezcla de oligonucledtidos-
sondas TagMan (1X), 2 pL de ADN genomico (50 ng) en un volumen final de 15 pL.

Las de 6n fueron: una inicial de 50 °C por 2 min, 95

°C por 10 min y 40 ciclos de 95 °C por 15 seg y 60 °C por 1 min. Al término de la

reaccion se realizé el analisis de discriminacion alélica,

59 Analisis estadistico

Se aplico la prueba de Kolmogorov-Smimov para evaluar fa distribucion normal de
las variables dependientes. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) cuando los
datos siguieron una distribucion normal, y la prueba de Kruskal-Wallis para comparar
mas de dos grupos cuando los datos no fueron distribuidos nomalmente. Asimismo,
se utilizé la prueba U-de Mann-Whitney para las comparaciones entre poblaciones.
Los coeficientes de correlacion se calcularon con la prueba de Spearman para

examinar la on entre las y las de PON1. Para

analizar la modulacion de la actividad AChE por los fenotipos y genotipos de PON1
se realiz6 un analisis de regresion lineal

Para analizar si los polimorfismos genéticos estaban de acuerdo con la ley de Hardy-
Weinberg se aplico una prueba de ji-cuadrada. Para calcular el desequilibrio genético
los polimorfismos y la asociacion genética entre genotipos y frecuencias

se utilizo el software SNPStats (htpiciafo iconcologia net'SnPstats). Se considero
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una diferencia estadisticamente significativa aquella con valor de p<0.05. Para el
analisis estadistico se utilizé el paquete estadistico STATA version 8.0 (Stata Corp
LP, College Station, Texas, USA).
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Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos y sondas Tagl

Oligonucléotidos

ACAACCTGTACTTTCTGTTCTCTTTICTG!

CAGAGCT

Namero de acceso Polimorfismo Sonda TagMan
75854560 PONT55  VIC TTC
FAM TIC
15662 PON1192  VIC CCTACTTACAATCCTG
FAM CCCTACTTACGATCCTG
153892097 CYP2064  VIC CCCCCAGGACGCC

FAM CCCCCAAGACGCC

CTGAGCACTTTTATGGCACAAATGA/
ACCACGCTAAACGCAAATACATCTC
ACCCCTTACCCGCATCTC
CTCACGGCTTTGTCCAAGA

Las secuencias estan reportadas en sentido 53



6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas generales de la poblacién de estudio

La poblacion comprendié mujeres (56%) y hombres (44%) indigenas huicholes con
una media geométrica de 35.7 anos de edad. EI 48% de la poblacion total tenia un
indice de masa corporal (IMC) considerado como nomal para una poblacion
mexicana, el mayor porcentaje de individuos con sobrepeso se obsenvé en el grupo
expuesto (52%). La distribucion de la edad, tiempo de trabajo en el campo,

educacion y habitos nocivos se presenta en la Tabla 2.

No se observaron diferencias en estas variables entre los grupos de estudio. El
42.86% de la poblacion expuesta, tenia mas de 15 anos trabajando ¢n el campo, de
los cuales el 90% realizaba actividades como siembra, cosecha, corte y ensarte de
tabaco, ademas de aplicar y mezclar plaguicidas. Por ofro lado, el 74% de los
trabajadores no sabe qué plaguicidas ha utiizado y el 26% utiiza mas de un
plaguicida a la vez. Los jornaleros del grupo expuesto trabajan en promedio 8 horas
por dia con un rango de 1 a 10 horas y 6 dias a la semana

Los plaguicidas méas comanmente utilizados por los jornaleros fueron los POF (60%),
seguidos de herbicidas como el glifosato (Tabla 3). Mas del 50% de los plaguicidas
que utilizan alos grupos 1A peligroso) y 1B (altamente
peligrosos) de acuerdo con la OMS (OMS, 2004)

Por otro lado, mas del 50% de los trabajadores informaron que no utilizaban ningin
equipo de proteccion durante el trabajo en el campo. En este sentido, 16% de los
participantes habian tenido al menos un episodio de intoxicacion. Asimismo, los
trabajadores informaron tener sintomas durante la jornada laboral tales como dolor
de cabeza (82.35%). mareos (75%), ardor en los ojos (68%), dolor de estomago



(69.12%), sensacion de vomitos (54%), ardor y picazon de piel (35.29%) y salivacion
excesiva (40.91%)

Tabla 2. Caracteristicas antropométricas de la pobtacion de estudio

Caracteristicas Controles Expuestos Valor de p
n=62 n=64
Sexo (%)
Mujeres 56.45 57.81 087
Hombres 43.55 4219
Edad (%)
18-24 2096 2031
25-34 3064 2656 086
3549 27.41 3437
250 2096 1875
™C (%)
Normal 48.08 48
Sobrepeso 3654 52 0.085"
Obesidad 15.38 -
Habito de fumar (%) 12 - 013
Consumo de alcohol (%) 488 389 018
Adios de trabajo en el
campo (%)
<1 - -
23 - 2143
4-5 - 7.14
6-10 - 2143
11415 - 714
215 - 4286
Normal, 18 50-24 69 (Kgi?), sobrepeso: 25 0020 90 (Kgim). obeskiad: = 30 (Kgim). Elvalor de p

Elvalor de ° acta de Fisher.
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Tabla 3. Plaguicidas mas utilizados por la poblacion de estudio

Nombre comercial _ Grupo quimico Uso  Clasificacion
toxicolégica

‘Azinfos-metil Organofosforado Insecticida B
Chlorpirifos etil Organofosforado Insecticida [
Diazinon Organofosforado Insecticida Iy
Malation Organofosforado Insecticida "
Metil paration Organofosforado Insecticida Iy
Terbufos Organofosforado Insecticida 1A
Lannate 90 Carbamato Insecticida B
Esteron Acido-diclorofenoxiacético Herbicida n
(2-4-D)

Glifosato N-fosfonometilglicina Herbicida v
Dicloruro de Dipiridilos Herbicida [y
Paraquat

Clasificacion Toxcalbgica d6 Ta OMS (2004) Clase 1A-crlremadamente pelgroso. dase B-alamere
peigroso, clase Il-moderadamente xico, ciase lilhigeramenie 16xico, clase 1V-poco 16xico, clase V-
précticamente no 16xico

6.2.1 Colinesterasas

La actividad BUChE se muestra en la Figura 3. El promedio de la actividad BuChE
en ambas poblaciones fue de 3695.11 U/L+745.86 por debajo de los valores
considerados como normales para una poblacion mexicana (3930-10800 UIL en las
mujeres, 4620-11500 U/L en los hombres). Los jornaleros expuestos a plaguicidas
presentaron menor actividad BUChE (3498.80 U/L+632.66) en comparacion con la
poblacion control (3754.43 U/L+825.32).

i



Respecto al género, no se encontraron diferencias (p= 0.25) en esta actividad, sin
embargo, 74% de las mujeres y 87% de los hombres presentaron niveles por debajo

de los normales en la actividad BuChE (Figura 3).

Por otra parte, el valor promedio de la actividad AChE en la poblacion de estudio fue
de 2463 Ujg Hb529, ligeramente inferior a los valores considerados como
normales en una poblacion mexicana (25-45 Ulg Hb). No se observo diferencia entre
individuos expuestos y controles (p= 0.13) (Figura 4). Asimismo, no se observaron
diferencias en la actividad AChE respecto al género (p= 0.10), sin embargo, el 50%
de las mujeres y 60% de los hombres presentaron actividad AChE por debajo de los

niveles normales reportados en poblaciones mexicanas

622 Parametros hematoldgicos

Para evaluar el efecto de los sobre fos se
realiz6 recuento de globulos rojos, hemoglobina, hematocrito, plaquetas y leucocitos
totales, entre otros utiles en la valoracion del estado de salud (Tabla 4). De acuerdo
con los resultados, el contenido de eritrocitos fue inferior al valor considerado como
normal para la poblacion mexicana. Las mujeres de la poblacion no expuesta

tuvieron menor contenido de hemoglobina y de eritrocitos que las expuestas a

(p< 0.05). Los expuestos a tuvieron niveles mas

bajos de leucocitos pero mayores niveles de linfocitos con respecto al grupo control



Actividad AChE (Ulg Hb)

Actividad BUChE (UIL)

=003 a =025 »
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Controles. Expuestos Mujeres Hombres

Figura 3. Actividad BUCHE en la poblacion, de acuerdo con el grupo de estudio (a) y género
(6). La lineas indican los niveles considerados como normales en mujeres (punteada) v,
hombres (continua) mexicanos. EI valor de p se obtuvo con la prueba U de Mann-Whitney.
Valores de p< 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Figura 4. Actividad ACHE en la poblacién, de acuerdo con ef grupo de estudio () y géner (b).

La linea punteada indica los niveles considerados como normales para una poblacion

mexicana. EJ valor de p se obluvo con la prueba U de Mann-Whitney. Valores de p< 0.05 se
~consideraron estadisticamente significativos.



Tabla 4. Parametros hematologicos en la poblacion de estudio

Parametro Controles Expuestos  Valordep  Valores de
X + DE X+ DE referencia
(rango) (rango)

Hemoglobina (g/dL)

Mujeres 11.864131 12.52+1 14 0.0355° 12.5-16.8
(6.2-137) (9.8-15.1)

Hombres 13674106 13945099 03496° 135180
(10.215.3) (12:15.5)

Eritrocitos (10mm’)

Mujeres 4.1520.24 4.35£0 .35 0.0064° 48106
(3.74-467) (3.57-5.02)

Hombres. 4551042 462:033  04716°  54+09
(3.38-5.24) (3.97-513)

Hematocrito (%)

Mujeres. 38.1043.66 39708326 0.0997° 3347
(23.544.8) (337-47.8)

Hombres 4311 2.89 43712297 04210° 4054
(36.1-47.6) (37.9-487)

Leucocitos (10’/mm’)

Mujeres 8.08+1.67 6612165 0.0002°
(56-14.3) (38-11.7) 5,000-10,000

Hombres 823+2.09 7104165
(48122) (4.1-10.7)

Linfocitos (%)

Mujeres 32.5617.58 36.2147.67 X
(16.9-49.1) (16.2-58.7) 20-30

Hombres 33.3846.27 35724795  0.0325%
(18.348.3) (22.2:54.8)

Plaguetas (10%mm’)

Mujeres 2494416576 2504046424 03250°  150,000-
(139-483) (127-392) 400,000

Hombres 195.92¢40.38 2195514664  0.0899°
(135-268) (129-344)

“Prueba t de Student," U de Mann-Whitney




6.2.3 Fenotipo de PON1

Los resultados de la actividad de la PON1 utilizando como sustrato al fenilacetato
(actividad ARE) y 4-CMPA (actividad CMPasa) se muestran en la Figura 5. EI
promedio de la actividad ARE en la poblacion indigena fue de 87.83 U/mL=27.18, y
fue la poblacion expuesta a plaguicidas la que presenté menor actividad (73.81
U/mL:£24.88) con respecto al grupo control (94.52 U/mL+25.91) (p< 0.0001). Cuando
se estratifico la actividad de acuerdo al género no se observaron diferencias en la
misma (p= 0.38).

El promedio de la actividad utilizando como sustrato 4-CMPA fue de 28.58
UimL18.41, y se observé que la poblacion expuesta (26.09 U/mL+8.78) presents una
tendencia a tener menor actividad CMPasa que el grupo de referencia (28.46
U/mL:7.96) (p= 0.09). Tampoco, se observaron diferencias en la actividad de
acuerdo al género (p= 0.53)
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Figura 6. Fenotipo de PON1, actividad ARE (a), actividad CMPasa (b). El valor de p
6 Obluvo con la prusba t de Student. Valores de p< 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos.



Ademas se observé una gran variabilidad en la actividad de PON1 entre la poblacion
de estudio (Figura 6a). Cuando se grafico el nimero acumulativo de individuos
versus la tasa de ARE/CMPasa, se observ un comportamiento bimodal (Figura 6b),
como se ha descrito para ofras poblaciones.

Actividad ARE {UimL}

Nimero acumulativo de Indlviduos

75-

50

25

o ]
&} 2 ) 6

Relacion CMPasa/ARE

Figura 6. Actividad de PON1 (CMPasa/ARE). Actividad de PON1 con fenilacetato y 4-
CMPA (a), nimero acumulativo de indiiduos versus la tasa de actividad de PON?
(CMPasa/ARE) (b)
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También se observo una correlacion entre la actividad BuChE con la actividad ARE y
la actividad AChE con CMPasa. Ademas, como se esperaba, se observé una
correlacion de la actividad de PON1 a través de los dos sustratos utilizados
(fenilacetato y 4-CMPA) (Tabla 5).

Tabla 5. Correlacion entre colinesterasas y actividad de PON1

BuChE AChE ARE CMPA
BuChE [ 1
AChE -0.0207 1
p= 0820
ARE 0.2358 0.0869 1
p=0.0092  p=03392
CMPA | 0.1360 0.2023 05679 1
p=01337  p=0.0237  p=<0.0001

'n=126. La correlacion se obluvo con la prueba de Spearman. Valores de
< 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

6.24 Genotipo de PON1

La Tabla 6 muestra las ias alélicas y genotipicas de PON1 enla
poblacién indigena huichol. Los alelos L (0.97) y R (0.59) fueron los mas frecuentes
en esta poblacion. EI genotipo més frecuente para el polimorfismo de PON1 55, fue
el homocigoto LL (0.94), seguido del heterocigoto LM (0.05) y el menos frecuente fue
el homocigoto MM (0.01). En el caso de PON1 192, el genotipo més frecuente fue el
heterocigoto RQ (0.42), seguido del homocigoto RR (0.38) y el homocigoto QQ
(0.20). No se en los de PON1 55 y 192 entre
los grupos de estudio (p> 0.05). Las frecuencias genotipicas observadas en este

dio se encontraron en equilibrio con la ley de Hardy-Weinberg




Tabla 6. Frecuencias genotipicas y alélicas de PON1

Palimorfismo genético de PONT

55 (LIM) 192 (RIQ)
MM (0.01) QQ(020)

Genotipo LM (0.05) RQ (0.42)
LL (0.94) RR (0.38)
L(097) R (0.59)
Alelo M (0.03) Q(0.40)
1128 las fecuencias aieicas sk oBlvieion

mediante Ia fdrmula de Hardy-Weinberg.

6.2.5 Desequilibrio genético de PON1

Se observd un desequilibrio genético entre las frecuencias encontradas en los
polimorfismos genéticos de PON1 55 y 192 (D'= 0.60, p= 0.03). Las frecuencias de
los diplotipos de PON1 55 y 192 se muestran en la Figura 7. El diplotipo mas
frecuente en esta poblacion fue LL/QR, seguido de LLRR y LL/QQ. En esta misma
figura se observa una ausencia de diplotipos MM/RR, MM/QR y MLIQQ

626 Relacion fenotipo-genolipo de PON1 y su relacion con las colinesterasas

En la Tabla 7 se muestran las actividades de PON1 con ambos sustratos de

acuerdo con los diferentes genotipos. Los resultados muestran que la actividad de

PON1 con 4-CMPA fue diferente (p< 0.05) entre los genotipos de PON1 192 y

marginalmente significativa para los genotipos de PON1 55. También se observo una

diferencia en la actividad CMPasa entre los diplotipos de PON1 55 y 192. Para el

de la actividad ARE, no se observaron diferencias entregenotipos ni diplotipos
poblacién.



Por otro lado, no se observé una refacion entre las actividades BuChE o AChE y los
genotipos y diplotipos de PONT (p> 0.05).

50
40
30
20 L
10 ML
aa oR AR
PON1 Q192R

Figura 7. Frecuencias de diplotipos de PON1 en la poblacion de estudio (n=126).

6.27 Fenotipo y genotipo como predictores de AChE

Solo el fenotipo de PON1 utilizando 4-CMPA como sustrato se asocio positivamente
con la actividad AChE (Tabla 8).



‘Sems| egand e

1pOW WORINIGO

a5 4, 9p S210(2A 50 'VAONY a5 d, emeoyobis owon opeidaas any 50/0> 4 '3 # pawioud 2 Los sasofen so1
110000>=d o=d 5904 | gz0o=d | 4oooosd | ec0=d 8500 | £80=d _
viveE G1ZI6YS | CORCSZ  GUSHASSE SUHYC | VMASSS | ST | LB (o) aim
EESNTS osziwos | veiEL |oossrezore | sorisz | sszrves | eswver | zesssveus | e wom
gorenz reziwse R | LzeRtioe| VERREC | LERLOD | SOEIENZ | §TviAne0s |6Zi0om
0z S 108k 7 20ty - - - Wuenw
geEEL szeRs 69722z | €L9TFIO6Z | 96VLIZ | OBFOTS | B0ZFIET | BLLFESISE | (8)MOIM
z 7 = - C 9821 %5 £2 5288 (1) Dommw
Jo000sd | siosd 92020 @z0=d | 52000=d | e60=0 S90=d 980=0
il Baidd VOIESZ | viBOTETSOE | GUTSLYE | ONZISES | GYRLSZ | caveRivess | v
Tuv9z 99z aL POTOEZ | 9EVGTIGIEE | BGTR0LL LSTIeL6 vetgvz | gge/i008t | (zs) oM
gL 157389 Vorzv: | 97ZROTIoE| ZEVEVIZ | 6GCFL96 | vERZVZ | 6980LEvOR0Y | (210D
S \7 I B | 51
w£00=d 9061-0=d otz 0=d Wo0=d | ,g00=d | eziio=d | 6zo0=d £90=d
95976062 SUVIIOLEL | 2OTISYVE | LTUSFLEISE | 9LIO0E 7 L57FEE6 | GovTeshe | 0'eseRSYeRE | (LT
0z 93661 ssemoes | ersrvor | seseov | SSHLu | 9wez | Tz | gt | (6w
. - - - @z | @ 5z £ 14 ww
wm) win) (aH Bin} in) 7 win) ) (aH 8in) i
eseawd ENY 3uov uons | eseawo | 3wy 3uov 3uong | ooeuiiod opig
soysandx3 | sajouuog 3
olpmsa ap ugice|qod E| us SESEJBISAU00 A LNOd 2p odijouab ‘odijous) ugioeay ‘2 B|qeL




Tabla 8. Fenolipo y genotipo de PON1 como predictores de la actividad AChE

Valor Valor de p
Actividad CMPasa 0.006 0.02
Actividad ARE -0.0004 061
PONT 55ML 0.041 054
PON1 192QR -0.007 079

n=126. *p obtemdo de un anahsis de regresion lineal

628 Polimorfismo genético del CYP2D6"4

La frecuencia alélica del CYP2D6°4 observada fue de 0.06 y de 0.94 para el alelo
silvestre (Sil}. E) genolipo més frecuente fue Sil/Sil, seguido del Sili*a y el menos
frecuente fue el *4/*4 (Tabla 9). No se en el poll del

CYP206*4 entre los grupos de estudio (p> 0.05). Las frecuencias genotipicas
observadas se encontraron en equilibrio con la ley de Hardy-Weinberg

Tabla 9. Frecuencias genotipicas y alélicas del CYP2D6'4 en la poblacion de
estudio

CYP2D6'4
Si/Sil (0.88)
Genotipo Silr4 (0.11)
*4/°4 (0.003)

Atelo SilSil (0.94)
*414 (0.06)

n=12. ‘Las frecuencias alélicas se obtuvieron
mediante fa férmula de Hardy-Weinberg




7. DISCUSION
7.4 Jomaleros indigenas huicholes

Los huicholes es una de las etnias con mayor presencia en el estado de Nayarit,
debido al aislamiento en el que han vivido, son de los grupos indigenas genética,
cultural y tradicionalmente mas conservados en Mexico (Neurath, 2003; INEGI,
2010). Las ceremonias mas importantes de los huicholes estan estrechamente
relacionadas con el ciclo agricola, por o que su presencia en los campos agricolas
obedece en parte al apego de sus creencias. Lo anterior, constituye sin duda una
riqueza cultural para nuestro pais y al mismo tiempo representa un reto poder

realizar estudios de en estas Uno de los

principales desafios es el seguimiento de los jornaleros indigenas. ya que la mayoria
al no contar con identificaciones oficiales se cambian de nombre cada temporada
Ademas debido a sus creencias es dificil que acepten donar muestras de sangre,
para la evaluacion de biomarcadores, aun asi, en este estudio la tasa de
participacion fue del 60% y las mujeres representaron al mayor numero de
participantes (55%)

Los jonaleros huicholes tienen un mayor riesgo de exposicion a plaguicidas debido a
diversos factores, entre ellos el analfabetismo, o cual no les permite leer las
instrucciones y precauciones impresas en las botellas de plaguicidas, en
consecuencia el conocimiento de los efectos t6xicos de estos compuestos es escaso
o nulo, de ahi que resulta evidente que el 74% de los trabajadores no sabe el tipo de
plaguicidas que utiliza y 80% refirieron no haber recibido capacitacion o informacion
acerca del uso de estos compuestos. Aunado a lo anterior, debido a sus creencias y
al clima caluroso de la region. la mayoria los joraleros no usa equipo de proteccion
adecuado. Con los datos obtenidos en este trabajo se puede inferir que muchos de
estos trabajadores presentan una historia de exposicion ocupacional cronica a

plaguicidas, pues el 40% de la poblacion de estudio refifid tener 15 afos de trabajar

campo e incluso algunos trabajadores mas de 50 arios. Adicional a los factores




descritos anteriormente, los jornaleros viven y laboran en los campos agricolas en

que favorecen fa 6, pues una vez sus
casas dentro de los campos de cultivo, la mayoria de las viviendas son de una sola
habitacion, la cual sirve de dormitorio, concina y aimacén de granos y utileria para la
agricultura (CDI, 2010),

7.2 Colit como

En este estudio se observo una disminucion en la actividad BuChE en los individuos
expuestos a plaguicidas (3498.80 /L) respecto a los controles (3754.43 UIL). Estos.
resuitados son similares a los reportados por Araoud et al. (2010) en trabajadores
ocupacionalmente expuestos a plaguicidas en Sahel, Tunez. Zhou et al. (2007)
reportaron también una disminucion en la actividad BUChE en trabajadores
cronicamente expuestos a POF, ademas se ha observado que cuando los
trabajadores estan continuamente expuestos, por ejemplo, con una frecuencia
semanal, la recuperacion de la actividad BUChE esta reprimida (Hernandez et al.,
2006).

Con respecto a la actividad de AChE, no se observaron diferencias entre los grupos
de estudio. Sin embargo, el 5% de la poblacion fotal mostro niveles de actividad
AChE por debajo de lo normal para una poblacion mexicana (2545 Ug de Hg). En
este sentido, se ha descrilo, que a diferencia de la AChE, la BUChE es mas sensible
pero menos especifica ante la exposicion a POF (Podolak y Panasiuk, 1997, Jaga y
Dharmani, 2003; Rojas-Garcia et al. 2011). Soltaninejad et al. (2007) reportaron una
disminucion en la actividad BuChE con ausencia de efecto sobre la AChE en
individuos intoxicados con POF. Asimismo, Jintana et al. (2009), reportd que ef efecto
de ta exposicién a POF sobre las colinesterasas fue predominante sobre la actividad
de la BUChE. Una de las posibles razones es que el potencial de la inhibicion de la
AChE y BuChE varia ampliamente entre los diferentes POF (He, 1999; Hernandez et
, 2006; Jintana et al., 2009).



Af respecto, El Instituto Nacional de Salud Pablica de México reperto una aclividad

de AChE de 2827 Ulg Hb en jornaleros indigenas huicholes —expuestos a

en los campos. de la costa de Nayarit (Gamiin et al,
2007), sin encontrar diferencias significativas en la actividad AChE medida durante ta
cosecha entre los trabajadores que estaban en contacto con plaguicidas (28.27 Ulg
Hb) y los que no (30.39 U/g Hb). Por otro lado, Gamlin et al. (2007) evaluaron la
actividad AChE en un estudio longitudinal en 62 nifos que trabajaban en
plantaciones de tabaco, durante la temporada de cosecha en el estado de Nayarit y
encontraron que el 33% de las muestras pareadas (durante la cosecha versus 6-9
meses después de |a cosecha) tenia una disminucion en la actividad de AChE de al

menos 15% durante el periodo de exposicion intensiva

En este estudio no se cbservo una asociacion entre la actividad de las colinesterasas
y la sintomatologia que presentaban los joraleros indigenas, esto difiere con lo

reportado por Hemandez et al. (2004) y Remor et al. (2009) en individuos expuestos

a POF, quienes una fuerte on entre la icion a estos
compuestos, los sintomas y la disminucion en la actividad de las colinesterasas,
También, se han reportado estudios donde se descrite la presencia de sintomas
como cefalea, irritabilidad, insomnio y debilidad sin alteracion de las colinesterasas o

con una disminucion discreta (Nicole et al., 2003)

Es importante tener en cuenta que no existen valores de referencia para la actividad
BUChE en esta poblacién en particular, y posiblemente sus valores de referencia
sean menores a los reportados en otras poblaciones, no obstante, los individuos

expuestos a plaguicidas presentaron menor actividad BUChE con respecto al grupo

control,




73 a icidas y dafio

Es escasa la literatura en la que se evalia el dafio hematologico asociado con
exposicion a plaguicidas en poblaciones humanas. En este estudio, el 42% de los
participantes presents una disminucion en el contenido de Hb y 82% presentd niveles
bajos de eritrocitos. También, se observd una disminucion de leucocitos y un
aumento en los linfocitos en los jornaleros expuestos con respecto al grupo control.
Remor et al. (2009) reportaron una disminucion de leucocitos y un aumento en los
linfocitos en trabajadores agricolas de dos comunidades de Rio Grande do Sul
Brasil, expuestos a mezclas complejas de plaguicidas. Algunos estudios han
reportado sélo niveles bajos de leucocitos en los trabajadores expuestos en
y. 1971, Al-Sarar et al., 2009;

Hernandez et al., 2005) o solo un aumento de los linfocitos en individuos expuestos a

comparacion con los controles (Samuels y

plaguicidas (Al-Sarar et al., 2009), los autores sugieren que la leucopenia puede
considerarse como un indice de exposicion cronica a plaguicidas. Los estudios en
modelos animales también son consistentes con estos resultados; Aportela-Gilling et

al. (2001) encontraron que la exposicion a los POF en ratones disminuye la cantidad

de leucocitos. En otros estudios no se en los
hematolégicos evaluados entre poblaciones expuestas a plaguicidas y controles
(Pastor et al., 2002 Remor et al., 2003). Estas inconsistencias pueden atribuirse al

tipo de plaguicida utilizado, a la frecuencia y tipo de exposicion.

Por ofra parte, los resultados obtenidos en este estudio no mostraron asociacion

entre la presencia de sintomas, y
hematologicas, lo anterior es consistente con otros estudios descritos en ta literatura
(Davington et al., 1965; Samuels y Milby et al., 1971; Albiano et al., 1386; Sarabia-
Nufiez et al., 1998}



7.4 Fenotipo de PON1

La relacion entre fenotipo/genotipo de PON1 y la toxicidad por POF ha sido
caracterizada en varios estudios (Li et al., 2000; Costa et al., 2005; Cole et al., 2005;
Richter et al., 2009; Singh et al., 2011). El interés en PON1 surgié de la hipdtesis de
que los individuos con baja actividad sérica de esta enzima, tienen menor capacidad
para metabolizar POF y por ende menor detoxificacion (Sarabia-Nuriez et al.. 1998).

En el presente estudio, se evalio el fenotipo de PONT utilizando como sustrato al
fenilacetato y al 4-CMPA en una poblacion indigena huichol. Hasta el momento, no
hay estudios que evalien la aclividad de PONT en este tipo de poblaciones. Como
se describio en la seccion de resultados, la poblacion huichol mostro una amplia
variabilidad en Ia actividad de fa PON1, de 6.17 veces cuando se utlizo fenilacetato
como sustrato y 4.4 veces cuando se uliizo 4-CMPA Esta variacion es consistente
con otros estudios de diferentes poblaciones en las que se reportan variaciones de
hasta 40 veces la en la actividad plasmética y diferencias de hasta 13 veces en la
actividad sérica entre individuos con el mismo genotipo (Richter et al., 1999, Costa et
al,, 2005; Catafio et al., 2006; Sepahvand et al, 2007, Phuntuwate et al., 2005)
Asimismo, Ia gran variabilidad interindividual de la actividad de PONT observada en
este trabajo es consistente con la reportada en ofras poblaciones mexicanas (Rojas-
Garcia et al., 2005)

Por otro lado, en un estudio realizado por Richter et al. (2008) se reporta que mas de
70 compuestos fueron analizados para identificar los mejores sustratos y condiciones
de ensayo, que proporcionarn la misma resolucion de los fenotipos de PON1 192
como el par de sustratos téxicos diazoxon/paraoxon, se observo que de todos los
suslratos utilizados, la hidrelisis de fenilacetato (2 mol/L) y 4-CMPA, fueron la mejor
resolucién para los fenotipos de PON1 192, Al respecto, aunque los resultados en
este estudio no mostraron una clara resolucion, la actividad CMPasa parece ser mas
sensible que la actividad ARE, dado que Ia actividad CMPasa fue el unico predictor



significativo de AChE. Ademas, se observo que la actividad CMPasa fue diferente

entre los genotipos y diplotipos de PON '

7.5 Genotipo de PON1

Diversos estudios han evaluado pofimorfismos genélicas presentes en las enzimas.
que biontrasforman xenobioticos (Liu et al., 2006; Heuser et al., 2007, Da Silva et al,
2008; Singh et al., 2011). Al respecto, se ha relacionado al polimorismo genético de
PON1 en la posicion 55 con diferencias en fa actividad de esta enzima. Asi también,
se ha propuesto que el polimorfismo en la posicion 192 fiene un efecto significativo
sobre la capacidad hidroiitica de la PON1 (Harel et al, 2004; Rojas-Garcia y
Velézquez-Fermandez, 2010).

En este estudio, los alelos mas frecuentes fueron el L (0.97) y R (0.59), mismos que
estan relacionados con una mayor capacidad de detoxificacién de POF, resuitados
similares se han observado en otras poblaciones (Tabla 10). La frecuencia alélica de
PON1 55 fue similar a la encontrada en una poblacion de indigenas mayas (L, 0.95),
tenek (L, 0.98) y china {L, 0.95); mientras que la frecuencia alélica de PON1 192
encontrada en este estudio fue similar a la reportada en una poblacién japonesa (R,
0.60), malaya (R, 0.59), tailandesa (R, 0.61), benineses (R, 0.61) y china (R, 0.59),
pero diferente a las poblaciones de Estados Unidos o Europa (Suhehiro et al., 2000;
Wang et al., 2003; Catafio et al., 2006). Sin embargo. las frecuencias alélicas de
PON1 55 y 192 variaron con respecto a las reportadas en poblaciones de mestizos
mexicanos (Sen-Banerjee et al., 2000; Allebrandt et af, 2002; Chen et al., 2003;
Rojas-Garcia et al., 2005; Gamboa et al, 2008; Lopez-Flores et al, 2008). Estos
datos apoyan la hipétesis de que los indigenas amerindios y asiaticos comparten un
origen ancestral comin. Tal vez, sea la razéon de que las poblaciones de América y
Asia muestran afinidades genéticas fuertes (Furlong et al., 2002, Scacchi et al , 2003;
Phuntuwate et al., 2005; Rojas-Garcia et al., 2005; Liu et al.. 2006; Sepahvand et al.,
s,zoov).



Las frecuencias genotipicas de PON1 55 y 162 estuvieran en equilibrio con la ley de
Hardy-Weinberg. Con lo anterior, se garantiza: 1) que el nimero de individuos en el
estudio, fue suficientemente grande como para que los errores de muestreo no
influyan en fas frecuencias encontradas, 2) que no existe seleccion entre los.

diferentes genotipos, es decir, que tienen la misma capacidad de sobrevivir y de

6n: 3) no hay que originen la 6n de un alelo en otro; y
4) que no existe migracion que modifique las frecuencias en la poblacion (Klug y
Cummings, 2000)

7.6 Relacion fenotipo-genotipo de PON1

La actividad PON1 puede ser modulada por factores ambientales, como la
exposicion a plaguicidas (Blatter-Garin et al,, 1997, Costa et al., 2005). En este
estudio los genotipos de PON1 y la exposicion fueron factores que modularon el
fenotipo de PON1. Al respecto, se observo una disminucion en Ia aclividad CMPasa
en el siguiente orden RR/LL>LL/QR>LL/QQ>ML/RR>MUQR>MM/QQ Los resultados
fueron consistentes con los reportados en otros estudios en los que se utilizd como
sustrato al fenilacetato (Humbert et al, 1993; Li et al,, 2000; Scacchi et al, 2003;
Rojas-Garcia et al., 2005; Cataiio- et al., 2008). Por otro lado, en este estudio no se
observé variacion significativa en la actividad ARE asociada con los polimorfismos
PON1 55 6 192, lo cual coincide con lo reportado por otros autores (Humbert et al.,
1993; Catario et al., 2006; Sepahvand et al., 2007; Lopez-Flores et al., 2009; Singh
etal, 201%)



Tabla 10. Frecuencia alélica de PON1 en poblaciones humanas
Poblacion Frecuencia alélica _ Referencia
B 92K
Alrica Beninés. ND 061 Scachhi et al , 2003
Etiope ND 040 Scachhietal, 2003
América Afro-américa 083 071 Chenetal, 2003
Américana 065 030 Brophy etal., 2000
Brazilena 068 031 Voetsch etal. 2002
Caribeia 077 048 Chenetai, 2003
Caucasico- 0s7 021 Chenetal, 2003
Americana
Costanricense 026 024 Sen-Banerjee etal. 2000
Huicholes 0396 059 Estetrabajo
Indios Capayas de  ND 078 Scachhietal, 2003
Ecuador
Mexicana 084 051 Rojas-Garcia etal, 2005
Maya 095 043 Gamboa etal, 2006
Mestiza 084 047 Gamboaelal, 2006
México-américana 082 054 Holland etal. 2006
Tenek 098 051 Gamboa et al. 2006
Asia China ND 059 Sangheraetal. 1997
Japonesa ND 060  Kuremolo etal, 2003
Malaya 094 059 PonyMuniandy, 2007
Tailandésa 095 029 Phuntuwate etai, 2005
Europa Aleman 064 022 Gardemann etal, 2000
Britanicos 064 026 Mackness etal, 2001
Espafiola 059 030 Hemandez etal . 2003
Finlandesa 065 ND  Salonen etal, 1999
Francesa ND 029 Helbecque et al, 1999
Inandes 064 031 Hasselwander el al, 1999
taliana 063 026 Bonaféetal, 2002
Turca . 072 031 Aynaciogly et al. 1999
D= No determinado




7.7 Polimorfismo genético del CYP2D6*4 en una poblacién indigena huichol

Este estudio es la primera investigacion enfocada en evaluar el polimorfismo del
CYP2D6"4 en una poblacion indigena huichol. EI alelo mutado (*4/°4) fue el menos
frecuente en esta poblacion (0.06). La presencia del alelo *4 se asocia con una baja
capacidad metabolica, los individuos que tienen baja actividad metabdlica son
llamados MP. La frecuencia del alelo *4 es similar a la reportada en orientales (0.01)
(Wang et al., 1993; Johansson et al, 1994), africanos y afro-americanos (0.07)
(Leathart et al., 1998; Griese et al., 1999) (Tabla 11). Sin embargo, difiere de Ia
reportada en polacos (0.23) (Niewinski et al., 2002) y rusos (0.18) (Gaikovitch et al.,
2003), asi como en una poblacion de menonitas mexicanos (0.21) (Alanis-Baruelos
et al, 2007). Este alelo se llama inactivo y es el responsable del 70 al 90% de los MP
en estas poblaciones. En algunas tribus indigenas genéticamente homogéneas como
los cuna y ngawbe de Panama, y los embera de Colombia, se presenta una
frecuencia de MP de 0, 5.2 y 2.2% respectivamente (Arias et al., 1988a; Arias et al,
1988b; Jorge et al,, 1999). Sosa-Macias et al. (2006) mencionan que en indigenas
tepehuanos del estado de Durango no se identifico dicho fenotipo. Mientras que en
mestizos la frecuencia fue de 6.8%, cercana a la obtenida en mestizos de la ciudad
de México (10%) (Lopez et al., 2005)

La frecuencia del alelo silvestre (0.94) observada en esta poblacion fue similar a la
reportada en ofras poblaciones (Tabla 11). El genotipo mas frecuente fue SI/Sil
(85.92%), seguido del Sill*4 (12.31%) y el menos frecuente fue el *4/°4 (0.77%). Esto
es relevante porque los individuos que portan alelos polimérficos, que conducen a
una alteracion en la actividad enzimatica de CYP2DS, fienen una disminucion e
incluso ausencia en la capacidad de biotransformacion de plaguicidas tales como
paratién, clorpirifos y diazinén, lo cual los puede hacer mas susceptibles a los
efectos adversos por exposicion a estos compuestos (Sams et al., 2000). Cabe
sefalar que paration, clomirifos y diazinon fueron de los plaguicidas mas
ampliamente utilizados por la poblacion de estudio.
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11. Frecuencia del polimorfismo genético CYP2D6"4 en poblaciones humanas.

Poblacién  Frecuencia SillSil Sil"4 ‘414  Referencia

alélica *4
Africa Africanos 63 8779 1180 039  Griese etal, 1999
América  Colombianos 194 6496 3127 376 Isazaelal, 2000
Huicholes 6 8 11 03  Esteestudio
Mexicanos 103 8046 1847 106  Mendozaetal, 2001
Mexicanos 21 62 333 48  Alnis-Banuelos etal,
Menonitas 2007
Mexicanos 1121 7883 199 125  Lopezetal.2005
Mestizos
Mexicanos 131 773 191 36  Sosa-Macias etal.,
Mestizos 2006
Mexicanos 55 89 10 Ortiz-Borrayo, 2010
Nayaritas
Tepehuanos 06 987 11 0 Sosa-Macias et al.,
2006
Venezolanos 165 69 29 2 Griman et al, 2009
Asia Asidticos 02 9960 039 00004 Jietal, 2002
Hindd 73 8593 1353 05  Naveenetal. 2006
Europa  Alemania 207 6288 3283 428  Sachseetal, 1997
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8. CONCLUSIONES
1) Los jornaleros expuestos a plaguicidas presentaron menor actividad BUChE en
comparacion con la poblacion de referencia. El promedio de la actividad
BuChE en ambas poblaciones fue menor a los valores considerados como
normales para una poblacion mexicana. Por olro lado, la aclividad AChE de

los jornaleros expuestos a plaguicidas no fue diferente a la del arupo control,

sin embargo, el 50% de mujeres y ef 60% de hombres presentaron valores por

debajo de los reportados como normales en una poblacion mexicana,

&~

La prevalencia de anemia en la poblacion de estudio fue de 42% y el 82% tuvo

valores de eritrocitos por debajo de los minimos nomales. Los jornaleros

expuestos a plaguicidas tuvieron niveles mas bajos de leucocitos pero

mayores niveles de linfocitos, con respecto al grupo de referencia

3} La poblacion expuesta a plaguicidas presento menor actividad ARE y una
tendencia a tener menor actividad CMPasa que el grupo de referencia. Se
observé una correlacion entre la actividad BuChE con la actividad ARE y la
actividad AChE con la actividad CMPasa

4) Se observo una alta frecuencia de los alelos PON1 55L y PON1 192R. los
cuales se asocian con alta capacidad de detoxificacion de POF. En este
estudio el fenotipo de PON1_estuvo modulado por la exposicion a plaguicidas
y por la presencia de polimorfismos genéticos en el gen de PON1

§) La frecuencia alélica del CYP2D6*4 observada en esta poblacion de estudio
fue de 0.08, Ia presencia de este alelo se relaciona con una pobre o nula
capacidad de biotransformacion de xenobidticos por parte de este citocromo

6) Se requiere de mas estudios en los que se evalten biomarcadores

en diferentes de on a lo anterior

para tener un panorama més completo que contribuya en la evaluacion del

fiesgo toxicolgico én poblaciones indigenas.



9. PERSPECTIVAS
Es importante realizar estudios en los que se evalie periodicamente a los jornaieros
agricolas indigenas, locales y migrantes, mediante una bateria de biomarcadores

toxicolbgicos de plaguicidas en las etapas de menor y mayor exposicion

Aumentar el tamano de la muestra y evaluar polimorfismos presentes en otras
enzimas que participan en la on de i
GSTM1, GSTT1, CYP2B6, CYP2C19 y CYP3A4

Evaluar la presencia de polimorfismos en las colinesterasas que pudieran explicar los

valores en la actividad de estas enzimas

Capacitar constantemente a los jornaleros en el uso y aplicacion de los plaguicidas,
asi como darles a conocer los efectos toxicos de los mismos y como pueden
prevenirlos. También es importante la difusion de la informacion y la educacion

ambiental para las comunidades indigenas
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