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EI uso de plaguicidas ha alcanzado proporciones masivas en el mundo, esto se ha

traducido por un lado, en un beneficio para las areas 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 Mexico, sin embargo, hasta el momento no se han realizado

estudios en poblaciones de jornaleros indigenas. EI objetivo de este trabajo fue

evaluar una bateria de biomarcadores toxicol6gicos de plaguicidas en jornaleros

indigenas. Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo y analitico en jornaleros

indigenas huicholes. EI grupo expuesto comprendi6 64 jornaleros de la comunidad

de Pochotitan y el grupo control de 62 individuos de la comunidad de Pajuelazo. La

exposici6n cr6nica a plaguicidas, la presencia de sintomas relacionados con la

exposici6n a los mismos y las caracteristicas antropometricas de la poblaci6n, se

evaluaron mediante un cuestionario estructurado. La actividad de colinesterasas

(BuChE y AChE) Y el fenotipo de la enzima paraoxonasa-PON1 (arilesterasa, ARE y

CMPasa) se evaluaron espectrofotometricamente, los parametros hematol6gicos por

citometria y los polimorfismos geneticos (PON1 M55UQ192R YCYP2D6*4) mediante

PCR en tiempo real. Los resultados mostraron una disminuci6n en la actividad

BuChE y una tendencia a la disminuci6n en la actividad de AChE en el grupo

expuesto con respecto al grupo control. Por otro lado, se observ6 una alta

prevalencia de anemia y baja concentraci6n de eritrocitos en ambos grupos de

estudio; los trabajadores expuestos a plaguicidas presentaron niveles mas bajos de

leucocitos pero niveles mas altos de linfocitos que el grupo control. Con respecto a la

actividad de PON1, se observ6 gran variabilidad interindividual en la poblaci6n en

general, los indigenas expuestos a plaguicidas presentaron una menor actividad ARE

con respecto al grupo control. Se observ6 una asociaci6n genotipo-fenotipo cuando

se us6 como sustrato 4-CMpA, asi como una correlaci6n 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 PON1 estuvo modulado por fa exposici6n a plaguicidas y por la presencia de

polimorfismos geneticos en el gen de PON1. Asimismo, se observ6 que la frecuencia

alelica del CYP2D6*4 fue de 0.06. Sobre la base de los resultados obtenidos se

demuestra que fa exposici6n a plaguicidas modifica biomarcadores bioquimicos y

hematol6gicos y que el fenotipo de PON1 puede ser utilizado como un biomarcador

de susceptibilidad y exposici6n a POF. Se requiere de mas estudios en los que se

evaluen biomarcadores en diferentes escenarios de exposici6n a plaguicidas, 10

anterior para poder tener un panorama mas completo que contribuya en la

evaluaci6n del riesgo toxicol6gico de los plaguicidas en poblaciones indigenas.



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 Pochotitan 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 AChE) and the

paraoxonase phenotype- PON1 (arylesterase activity (ARE), and CMPasa) were

evaluated spectrophotometrically, hematological parameters were evaluated using a

cytometer and the genetic polymorphisms (PON1 M55UQ192R and CYP2D6*4) by

real-time PCR. The results 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

lymphocytes 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



PDN1 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 xenobiotic

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

pesticides modified biochemical and hematological biomarkers and also that PON1

phenotype can be used as a biomarker of exposure and susceptibility to PDF. Finally,

more biomarkers studies are required in different scenarios of exposure to pesticides

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

assessment of pesticides in indigenous populations.
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1. INTRODUCCION

1.1 Los plaguicidas en Mexico

Los plaguicidas son los productos quimicos mas utilizados por el hombre para el

control de plagas (Mansour, 2004). La Organizaci6n de las Naciones Unidas para la

Agricultura y la Alimentaci6n (FAO) define a los plaguicidas como: cualquier

sustancia 0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir 0 controlar cualquier

plaga, incluidos vectores de enfermedades humanas y de animales, las especies no

deseadas para plantas 0 animales que causen perjuicios 0 que interfieren de

cualquier otra forma en la producci6n, elaboraci6n, almacenamiento, transporte 0

comercializaci6n de alimentos, productos agricolas, madera y sus derivados que

puedenadministrarseparacombatirinsectos,aracnidosuotrasplagas(FAO,2003).

De acuerdo a las agencias de regulaci6n, alrededor del 30% de los plaguicidas con

destinoa laagriculturaya lasalud publica que se comercian en paisesendesarrollo,

no cumplen las normas de calidad aceptadas internacionalmente. Estos plaguicidas

contienen con frecuencia compuestos 0 impurezas que han sido restringidos en otros

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

En Mexico se utiliza el 60% de los 22 plaguicidas c1asificados como perjudiciales

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

tambien, se emplean 30 de 90 plaguicidas que han side cancelados 0 restringidos en

EE.UU (INEGI, 1998). Estos se utilizan con fines agricolas, en campanas de salud,

desinfecci6n de casas, industrias y jardines; sin embargo, en la agricultura se emplea

la mayor parte de los plaguicidas (Gonzalez-Farias, 2003). Los cultivos a los que se

aplica el mayor volumen d':l estos son: maiz, algod6n, papa, chile, jitomate, frijol,

trigo, aguacate, cafe y tabaco, en cantidades que van desde 395 hasta 13,163

toneladas al ano (Martinez-Valenzuela y G6mez-Arrollo, 2007).



Por otro lado, la Direcci6n General de Epidemiologfa de la Secretarfa de Salud de

Mexico, report6quelacantidad de casos de intoxicaci6n porplaguicidasdecreci6de

forma significativa de 8,000 a 2,532, entre 1995 y 2001. No obstante, el registro

tambien menciona que al siguiente ana la cifra aument6 Iigeramente a 2,802, en

2003 se elev6 nuevamente a 3,849 y en 2005 fue de 3,898 casos. Sin embargo, las

propias autoridades reconocen que existe un subregistro 0 "cifra negra" en el numero

de casos de intoxicaci6n por el uso de agroqufmicos (Perea, 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Casos de intoxicaci6n por plaguicidas en Mexico

(Fuente: DGE.2013l.

Hasta el momento, no se han encontrado datos precisos sobre la cantidad de

I plaguicidas que se utilizan actualmente en el pars. Albert (2005) senal6 que el

consumo aproximado de ingredientes activos en el ana 2000 fue de 50,000 toneladas

anuales. EI uso de plaguicidas es intenso en algunas regiones y cultivos. Los estados

con mayor uso de plaguicidas son Sinaloa, Chiapas, Veracruz, Jalisco, Nayarit,

Colima, Sonora, Baja California, Tamaulipas, Michoacan, Tabasco, Estado de

9xico, Puebla y Oaxaca. En estos se aplica el 80% del total de plaguicidas usados



en el pais (Albert, 2005). En terminos generales los plaguicidas de mayor usa son los

herbicidas, seguidosde insecticidasyfungicidas (Albert, 2005; Gonzalez-Ariasetal.,

2010). Asimismo, la informaci6n disponible en cuanto al volumen y tipos de

plaguicidas aplicados anualmente en los campos agricolas y el grado de

contaminaci6n con produclos t6xicos es practicamente inexistente. Ademas de la

gran cantidad de productos que se aplican, existe el problema de la recolecci6n,

tratamiento y disposici6n final de mas de 12,000 envases vadas de plaguicidas

(Martinez-Valenzuela y G6mez-Arrollo, 2007).

1.1.1 Plaguicidasen Nayarit

En el estado de Nayarit la principal aclividad econ6mica del sector primario es la

agricultura, por 10 que el uso de plaguicidas favorece la obtenci6n de mas y mejores

cosechas. En la regi6n Costa-Centro de Nayarit existen 43,264 unidades de

producci6n con superficie agricola, vivero 0 invernadero, que representan el 69.09%

del total estatal y donde el uso de plaguicidas es inevitable (INEGI, 2012).

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

plaguicidas frecuentemente vendidos y en consecuencia usados son los insecticidas

(45.9%), herbicidas (30.5%) yfungicidas (20.1%). De acuerdo a su grupo quimico los

mas utilizados fueron los plaguicidas organofosforados (POF), seguidos de los

piretroides y carbamatos (CB). Dentro de los inseclicidas los mas utilizados son

c1orpirifos, metamidofos, parati6n metilico y dimetoato. De estos, tres pertenecen al

grupo IA (extremadamente peligrosos) y siete corresponden al grupo IS (altamente

peligrosos) mismos que son responsables de la mayoria de intoxicaciones agudas y

muertes (OMS, 2004). Asiinismo, este estudio revel6 que la zona con mayor uso de

plaguicidas en Nayarit es· la zona norte (Acaponeta, Rosamorada, Ruiz, San Bias,

I Santiago Ixcuintla, Tecuala y Tuxpan) y es la que mayor numero de casos de

intoxicaciones registra anualmente.



Nayarit es uno de los nueve estados del pais en el que anualmente se registran mas

de 100 intoxicaciones agudas por plaguicidas en numeros absolutos (Figura 2).

Durante 2007 se reportaron 203 casos de intoxicaciones, 62% mas que en 2006

(SSN, 2007; 2008). Sin embargo, el numero de casos puede estar subestimado,

pues no siempre se asocian los sintomas con la exposici6n a estos compuestos

(Gonzalez-Arias et aI., 2010) .
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Figura 2. Numero de casos por intoxicaci6n con plaguicidas

en Nayarit (Fuente: DGE.2013).

1.2 Jornaleros indigenas en Nayarit

Debido a la producci6n 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 aledanas a los campos agricolas) y los indigenas

migrantes (Mackinlay, 2008).,



(epoca 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 numero de jornaleros indigenas y la

proporci6n 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 proporci6n 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 recomendaciones emitidas por SAGARPA, para el

control de plagas en estos productos se utilizan principalmente POF y en menor

proporci6n CB (SAGARPA, 2008). La Asociaci6n Rural de Interes Colectivo y las

representaciones locales de las uniones de caneros y frijoleros reportan que, de los

80 mil indigenas, unos 20 milliegan a los cultivos de tabaco, 25 mil a la cana 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 par plaguicidas en estos grupos sociales, especificamente en las

zonas agricolasdonde el usodeestas sustanciases alto.

1.3 Efectos de los plaguicidas sobre la salud humana

1.3.1 Efectosagudos

Los plaguicidas constituyen un grupo muy amplio de sustancias con una gran

variedad de efectos t6xicos potenciales, que se manifiestan a traves de diversos

,signos y sintomas. dependiendo del nivel y duraci6n de la exposici6n. La toxicidad

de lo.s plaguicidas de uso habitual se ha caracterizado bien desde hace



decadas (Maroni et aI., 2000). Los efectos agudos sistemicos son los mas

importantes, sin embargo, muchos de estos compuestos pueden producir reacciones

locales tras una exposici6n t6pica sobre los ojos, piel 0 tracto respiratorio. Ademas,

cabe mencionar que muchos individuos expuestos pueden presentar reacciones

t6picas locales con ausencia de sintomatologia sistemica (O'Malley, 1997). Entre los

sintomas de intoxicaci6n aguda por POF 0 CB se incluyen dolor de cabeza, mareos,

hipersecreci6n (transpiraci6n, salivaci6n, lagrimeo y rinorrea), espasmos musculares,

debilidad, temblor, falta de coordinaci6n, v6mito, calambres abdominales y diarrea

(HashmiyKhan, 2011).

Por otro lado, la ausencia de efectos agudos puede ser debida a que la exposici6n

habitual a plaguicidas no es 10 suficientemente intensa para producir efectos. En este

sentido, los estudios epidemiol6gicos sobre sus efectos agudos deben interpretarse

con cuidado, dada la existencia de sesgos de informaci6n por parte de los

participantes y la relativamente baja concentraci6n de plaguicidas a la que estan

expuestos. Tambien, se debe tener en cuenta que ocupacionalmente no se esta

expuesto s610 a una c1ase de plaguicidas sino que, con frecuencia a varios y en

especialamezclas.

1.3.2 Efectoscr6nicos

Los efectos cr6nicos han side menos estudiados, hay antecedentes de que estos

xenobi6ticos presentan actividad estrogemica (o,p'-DDT, endosulfim, c1ordano y

dieldrin) (Carreno et aI., 2006) y androgenica (DOE) (Kelce et aI., 1998). Asi como

una asociaci6n entre la exposici6n y la presencia de criptorquidia (Damgaard et aI.,

2006), alteraciones hormonales (Recio et aI., 2005) y malformaciones congenitas

(Restrepo et aI., 1990). Otro.s estudios han demostrado la capacidad mutagemica de

los plaguicidas y la asociaci6n con el desarrollo de diferentes tipos de cancer

.(A1avanja et aI., 2004). Tambien, se ha descrito que tienen efectos inmunol6gicos y a

~. ~I de sistema nervioso central; como los POF y CB que son capaces de inhibir la



actividad de colinesterasas, tanto en suero (butirilcolinesterasa, BuChE 6

pseudocolinesterasa) como en eritrocitos (acetilcolinesterasa, AChE, 6 colinesterasa

verdadera) con el consiguiente efectoen el sistema nerviosocentral (Jeyaratnamy

Maroni, 1994). AI respecto, existen estudios sobre los efectos cr6nicos de los POF

que han puesto de manifiesto algunos efectos a largo plazo, especialmente en la

ejecuci6n de funciones en las que estan implicados tanto el sistema nervioso central

comoelperiferico.

1.4 Biomarcadores toxicol6gicos de plaguicidas

La Academia Nacional de Ciencias de EE.UU. define a un biomarcador como "una

variaci6n en la respuesta biol6gica, fisiol6gica 0 bioquimica inducida por un

xenobi6tico que puede ser medida en un sistema biol6gico" (Huggett et aI., 1992). La

OMS los define como cualquier medici6n que refleja una interacci6n entre un sistema

biologico y un agente medioambiental, que puede ser quimica, fisica 0 biol6gica

(OMS, 1993). Los biomarcadores se c1asifican en tres categorias: de exposicion,

efecto y susceptibilidad genetica (Rojas-Garcia et aI., 2011; Araoud et aI., 2011)

En los ultimos arios se ha prestado creciente atenci6n al estudio de biomarcadores

toxicologicos de plaguicidas en pob1aciones humanas. Estos se utilizan para detectar

los efectos adversos de los plaguicidas antes de la manifestacion c1inica y el

desarrollo de la enfermedad, asi como para detectar la presencia de una exposicion,

identificara individuos susceptibles de una poblacionyparafundamentarla decision

de intervenir, tanto a nivel individual como ambiental (Peria et aI., 2001; Araoud,

2011).

1.4.1 Biomarcadores de exposicion

Los biomarcadores de exposici6n constituyen una sustancia exogena, su metabolito

.,el producto de una interaccion entre un xenobiotico y una molecula 0 celula, que se

ml e :en un compartimento dentro de un organismo (OMS, 1993). Estos



biomarcadores pueden predecir un cambio en el riesgo de la enfermedad, pero no un

efecto t6xico. Asimismo, proporcionan informaci6n acerca de la dosis interna, dosis

externa y la dosis biol6gicamente efectiva mediante el anal isis quimico del

compuesto t6xico 0 sus metabolitos en f1uidos corporales (Benford et aI., 2000;

RamirezyLacasana, 2001)

Originalmente estos biomarcadores se desarrollaron para medir la exposici6n laboral

que tiende a ser mas intensa, logrando buenos resultados. Fuera de este ambito

carecian de la sensibilidad suficiente para detectarexposiciones de bajo nivel como

la que prevalece en la poblaci6n general. Sin embargo, en los Centros de Control y

Prevenci6n de Enfermedades de EE.UU (CDC) se han desarrollado metodos

aplicables tanto para exposiciones agudas como cr6nicas, ocupacionales 0

ambientales, que incluso permiten establecer valores de referencia para las

concentraciones de varios metabolitos de plaguicidas en orina y sangre (Hill et aI.,

1995)

Para el caso en particular de exposici6n a POF, frecuentemente se utiliza la medici6n

de alquilfosfatos en orina, asi como la medici6n de para-nitrofenol en orina para el

caso del parati6n y metil-parati6n (Barr et al., 2002; Bouwman et aI., 2006; Harleyet

aI., 2011). Sin embargo una de las herramientas mas importantes y utilizadas para

evaluar exposici6n a POF y CB es la actividad de las colinesterasas (Maroni et aI.,

2000; Hernandez et al., 2005, Souza et ai, 2005; Safi et aI., 2005; Stefanidou et aI.,

2009; Ng et aI., 2009; Simoniello et aI., 2010; Ueyama et aI., 2010).

1.4.1.1 Inhibici6n de la BuChE como biomarcador de exposici6n a plaguicidas

La BuChE (EC 3.1.1.8), tallJbiem conocida como pseudo-colinesterasa, se encuentra

en el plasma y su funci6n fisiol6gica aun no esta bien definida (Eddleston et aI.,

2008). La depresi6n de la actividad BuChE no esta necesariamente asociada con los

~as anti-colinergicos, ya que se ha observado una fuerte disminuci6n en la



ac1ividad BuChE en ausencia de cualquier efecto sobre la AChE de eritrocitos

(Soltaninejad etal., 2007).

Por otro lado, se ha propuesto que la BuChE podria ser un indicador de exposici6n

mas sensible que la AChE a ciertos compuestos POF como malati6n, diazin6n, y

diclorvos (He, 1999; Ranjbar et aI., 2002; Hernandez et ai, 2006; Jintana et aI., 2009;

Rastogi et aI., 2008; Araoud et aI., 2011). Asi tambien, se ha descrito que la

inhibici6n de la BuChE se relaciona con la intensidad, duraci6n de la exposici6n y el

tipo de plaguicida (Araoud et al., 2011). Sin embargo, la inhibici6n de la misma no

refleja los efectos biol6gicos de los POF en el sistema nervioso (He, 1999). En este

sentido Kamel y Hoppin, (2004) mencionaron que la AChE es mejor biomarcador de

exposici6n cr6nica a POF que la BuChE. Aunque se ha propuesto que la evaluaci6n

de BuChE puede ser utilizada para estimar los efec10s agudos de la exposici6n a

POF debido que la AChE es menos sensible (Wilson, 2001)

1.4.2 Biomarcadoresdeefec1o

Estos biomarcadores, determinan los cambios fisiol6gicos, bioquimicos, geneticos,

moleculares 0 de comportamiento que ocurren en un organismo, y que dependiendo

de la magnitud, se pUeden asociar con un deterioro de la saIud 0 posible enfermedad

(OMS, 1993). Muchos biomarcadores de efecto se utilizan en la practica cotidiana

paraayudareneldiagn6sticoclinicoconfinespreventivos. Un biomarcadordeefecto

ideal, es aquel que mide el cambio que todavia puede ser reversible (Araoud et al.,

2011).

1.4.2.1 Inhibici6n de la AChE como biomarcador de efecto a plaguicidas

La AChE (EC 3.1.1.7) es la enzima responsable de la hidr61isis del neurotransmisor

fjlcolina en colina y acido acetico en la sinapsis nerviosa. La inhibici6n de la AChE

in?ulada directamente con el mecanisme de acci6n t6xica de los POF y CB que



bloquean la accion de esta enzima (Reigart y Roberts, 1999). Los diversos tipos de

POF pueden inhibir la AChE en un grade diferente (Costa et aI., 2005). Cuando los

POF estan presentes, la AChE se fosforila y no es capaz de romper la acetilcolina en

colina y acido acetico, 10 que resulta en la acumulacion de la acetilcolina endogena

responsable de los signos y sintomas tipicos (muscarinicos y nicotinicos) que

ocurrendespuesde la intoxicacion aguda (Maroni et al., 2000). Alquedar la neurona

en un estadocontinuo de excitacionseproduce temblor, vomito, perdidadeequilibrio

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

La actividad AChE ha side ampliamente utilizada como como biomarcador de efecto

y exposicion a POF y CB (Holmstedt, 1959; Hernandez et aI., 2005; Souza et aI.,

2005; Safi et aI., 2005; Stefanidou et aI., 2009; Ng et aI., 2009; Simoniello et al.,

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

exposicion a estos compuestos, sintomas de toxicidad cronica y disminucion en la

actividad AChE en poblaciones expuestas (Hernandez et aI., 2004, Rendon-von

Osten et aI., 2004; Hernandez et aI., 2005; Gamlin et aI., 2007; Remor et aI., 2009)

1.4.2.2 Parametros hematologicos y plaguicidas

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

efecto de los plaguicidas sobre diferentes parametros hematologicos. AI respecto,

Parr6n et al. (1996) mencionaron que fumigadores de invernaderos, cronicamente

expuestos a plaguicidas, presentaron una disminucion en la concentracion de

hemoglobina corpuscular media (CHCM) y en el volumen medio de plaquetas (MPV),

38% Y 15% respectivamente. Ademas de alteraciones en el diferencial de globulos

blancos, como un aumento del 5% de monocitos y 4% de eosinofilos.



1.4.3 Biomarcadoresdesusceptibilidad

Estos biomarcadores constituyen un indicadorde la capacidad inherente 0 adquirida

de un organismo para responder ante una exposici6n a xenobi6ticos. Estos

marcadores biol6gicos manifiestan el riesgo individual a desarrollar efectos adversos

despues de una exposici6n, ademas ofrecen una oportunidad para la identificaci6n,

reconocimiento y protecci6n de personas sensibles (OMS, 1993). Son de especial

interes, ya que estan detenminados geneticamente y puede predisponer a un mayor

riesgo en el caso de la exposici6n a plaguicidas (Hernandez et al., 2003)

1.4.3.1 Variabilidad genetica y su relevancia en la biotransformaci6n de plaguicidas

EI 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

encargadas de biotransformar xenobi6ticos y sus actividades (Lucas et aI., 2001). En

estas diferencias la presencia de polimorfismos geneticos juega un papel

fundamental, yaque las variantes alelicas puedenalterarlacapacidad individual para

metabolizar los t6xicos. De esta manera, la presencia de un polimorfismo genetico

tiene relevancia a nivel funcional, 10 que incluye cambios en el nivel de expresi6n del

RNA mensajero (mRNA) 6 la proteina, la selectividad por el sustrato 0 su actividad

enzimatica (Zanger et aI., 2008). EI efecto final depende basicamente de la

localizaci6n del cambio dentro de la secuencia del gen. Un cambio a nivel de

promotor, por ejemplo, podria modificar la uni6n de algun factor de transcripci6n y

por 10 tanto modificar la expresi6n del mRNA y por ende los niveles de proteina. Por

otro lado, un cambio en un ex6n podria modificar un cod6n y con ello generar un

cambio de aminoacido al m.omento de la traducci6n. Los cambios intr6nicos, por su

parte, pueden generar alteraciones en el splicing del pre-mRNA y por ende la

.estructura primaria de la proteina (Zanger et aI., 2008).



1.4.3.2 Polimorfismo genetico de PON1 y su relevancia en la biotransformaci6n de

plaguicidas

La Paraoxonasa (PON1, EC 3.1.8.1) es unaA-esterasa dependiente de calcio que se

sintetiza principalmente en higado y se asocia con lipoproteinas de alta densidad

(HDL) en el plasma. Hasta el momento se desconoce su papel fisiol6gico; sin

embargo, es capaz de hidrolizar multiples sustratos, entre estos tri-esteres del acido

fosf6rico (paraox6n y diazin6n) y sus metabolitos (parati6n y diazin6n). esteres

aromaticos (fenilacetato y naftilacetato), esteres de estr6geno y agentes nerviosos

(sarin y soman), asi como tambien Iipidos oxidados y un numero de farmacos 0

profarmacos (La Du, 1992; Costa et aI., 2003; Teiber et aI., 2007; Kanamori-Kataoka

y Seto, 2009). La actividad de PON1 se ha observado en diferentes tejidos, tales

como higado, rin6n, intestino 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 0 nula actividad de esta enzima (Draganov y La Du,

2004). Estudios en animales, proporcionan evidencia de que PON1 juega un papel

importante en la desintoxicaci6n de POF in vivo y en la modulaci6n de su toxicidad

(Costaetal.,2003).

Asimismo, diversos estudios han identificado la influencia de factores geneticos y

ambientales sobre la actividad de PON1 y la susceptibilidad a contaminantes

ambientales (Aviram y Rosenblat, 2005; Costa et ai, 2005; Rainwater et al., 2009).

Hasta la fecha, se han descrito alrededor de 200 polimorfismos en el gen de la

PON1, que conducen a variantes de la enzima con mayor 0 menor actividad y con

diferentes niveles de expresi6n (Costa et aI., 2003; Quintanilla-Vega et aI., 2012)

Cuatro polimorfismos en fa regi6n promotora en las posiciones -108 (TIC), -126

(GIG), -162 (AlG) Y -909 (-GIG) se han relacionado con diferencias en la actividad y

expresi6n de PON1 (Leviev y James, 2000; Suehiro et aI., 2000; Brophy et al., 2001).

En los ultimos diez anos, dos polimorfismos en la regi6n codificante de PON1 se han



En la posici6n 55, hay una sustituci6n de metionina (M) por leucina (L), este

polimorfismo se relaciona con diferencias en la actividad y variabilidad en los niveles

de PON1 en el plasma y parece que no afecta la afinidad catalitica de la enzima

(Blatter-Garin et aI., 1997; Mackness et aI., 1998; Brophy et aI., 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 aI., 2006;

Sepahvand et aI., 2007) debido en parte al desequilibrio de ligamiento con el alelo ­

108C (Brophy et aI., 2001) y a un aumento en la estabilidad de la isoenzima 55L

(Leviev y James, 2000). En cuanto al polimorfismo en la posici6n 192, una glutamina

(0) es sustituida por arginina (R), esta sustituci6n confiere mayor eficiencia catalitica

a la enzima, por 10 que difieren considerablemente en su afinidad y actividad

catalitica hacia diversos sustratos (Draganov y La Du, 2004). Sin embargo, estudios

iniciales mostraron que el alelo 192R hidroliza paraox6n a una mayor velocidad que

la alelo 1920 (Adkins et aI., 1993, Humbert et aI., 1993; Li et aI., 2000). La existencia

de polimorfismos de PON1 que confieren diferente capacidad de hidr61isis hacia

POF, asi como diferentes niveles de expresi6n de esta enzima, sugiere que ciertos

individuos pueden ser mas susceptibles a los efectos t6xicos de los POF.

1.4.3.3 Polimorfismo genetico del CYP2D6*4 y biotransformaci6n de plaguicidas

EI citocromo P450 (CYP, EC 1.14.14.1) es una superfamilia de hemoproteinas que

oxidan un gran numero de sustancias end6genas (eicosanoides y esteroides) y

xenobi6ticos (farmacos terapeuticos y contaminantes ambientales) a compuestos

mas hidrofilicos (Nebert y Russell, 2002). Las reacciones catalizadas por el CYP son

reacciones de monooxigenaci6n dependientes de NADPH, las cuales utilizan

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

se acelera fa eliminaci6n de numerosos xenobi6ticos del organismo, asi como la

activaci6n de toxinas 0 precarcin6genos (Donato, 2004).



EI CYP2D6 es la isoforma que presenta mayor variabilidad interidividual, dado que

los factores ambientales influyen muy poco en su expresi6n y actividad (Zanger et aI.,

2008). EI gen que codifica para CYP2D6 esta localizada en el cromosoma 22q13.1

cerca de dos pseudogenes alineados en tandem (Griman et aI., 2009). EI CYP2D6 se

expresa en higado, intestino y neuronas cerebrales. Representa aproximadamente

de 2-4% de los Cyp's hepaticos y metaboliza cerca de 25% de los medicamentas

utilizados actualmente, entre ellos, l3-bloqueadores, antidepresivos triciclicos,

neurolepticos, opiaceos y antiarritmicos (Schaeffeler et aI., 2003; Zanger et aI.,

2008), tambie!n cataliza la biotransformaci6n oxidativa de POF como parati6n,

c1orpirifos y diazin6n (Sams et aI., 2000; Alanis-Banuelos et aI., 2007).

EI gen del CYP2D6 es altamente polim6rfico, y aunque no todos los polimorfismos

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

biotransformaci6n de xenobi6ticos (Espiritu, 2008). La anterior conlleva a una

alteraci6n en la actividad de la enzima, 10 que causa ausencia, disminuci6n 0

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

del gen CYP2D6. Entre elias, los mas importantes son CYP2D6*4 (splicing

defectuoso) y CYP2D6*5 (supresi6n de gen) (Sosa-Macias y Lares-Asseff, 2010).

EI palimorfismo genetico de esta enzima da origen a distintos grupos de individuas

en la poblaci6n: metobolizadores pobres (MP), intermedias (MI), rapidos 0 extensivas

(ME) y ultrarrapidos (MU) que difieren en la capacidad metab61ica de esta enzima

(Kuroseetal.,2012).



2. JUSTIFICACION

EI 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. AI respecto, existen algunos trabajos realizados en trabajadores agricolas

mestizos de algunas regiones del norte y sureste del pais, en los que se han

evaluado diferentes efectos adversos de la exposici6n ocupacional a estos

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

encaminadas a evaluar baterias de biomarcadores toxicol6gicos en trabajadores

agricolas, donde se incluya a la poblaci6n indigena. Por 10 que en el presente

proyecto se analizaron diferentes biomarcadores de efecto, exposici6n y

susceptibilidad genetica en trabajadores agricolas indigenas expuestos a plaguicidas

en el estado de Nayarit, 10 que sentara las bases para futuras investigaciones en este

tipodepoblaciones

3. HIPOTESIS

Los jornaleros indigenas huicholes, presentaran alteraciones en diversos

biomarcadores como consecuencia de la exposici6n a plaguicidas y estas estan

influenciadas por la carga genetica de la poblaci6n



Evaluar biomarcadores de efecto, exposici6n y susceptibilidad a plaguicidas en

jornaleros indigenas huicholes del estado de Nayarit

4.1 Objetivos especificos

1. Identificar las poblaciones indigenas mediante marcadores geneticos (ABO,
Rh) ysociales

2. Evaluar el uso de equipo de protecci6n y la presencia de sintomatologia

asociada con la exposici6n cr6nica a plaguicidas

3. Determinar la actividad enzimatica de la butirilcolinesterasa y

acetilcolinesterasa

4. Evaluardaiio hematol6gicoporexposici6naplaguicidas

5. Determinar el fenotipo (ARE y CMPA) y genotipo de PON1 (55 Y192).

6. Determinar la presencia del polimorfismo del CYP 2D6'4.



5. METODOLOGiA

5.1 Poblaci6n de estudio y muestreo

Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo y analitico en jornaleros indigenas

huicholes de dos comunidades del estado de Nayarit. Se les explicaron los objetivos

generales del estudio y se les invit6 a participar en el mismo. Los individuos que

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

cuestionario se evaluaron las caracteristicas socioecon6micas, antropometricas,

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

exposici6n a plaguicidas, sintomas relacionados con la exposici6n a plaguicidas yel

uso de equipo de protecci6n adecuado.

Se consideraron como criterios de inclusi6n' que fueran jornaleros indigenas

huicholes, mayores de 18 anos y que aceptaran participar voluntariamente en el

estudio. Todos los participantes seleccionados debian portar el grupo sanguineo a
(grupo ABO) y Rh +, compartir las tradiciones culturales propias de la etnia, y hablar

el dialecto indigena huichol. EI estudio fue aprobado par la Comisi6n de Bioetica de

Nayarit.

EI muestreo se realiz6 de septiembre a noviembre de 2011 EI grupo expuesto

comprendi6 64 jornaleros de la comunidad de Pochotitan. En esta comunidad, los

jornaleros se dedican a las labores agricolas practicamente todo el ano. Durante los

meses de enero a mayo trabajan en los campos agricolas de las costas,

principalmente en el cultivo de chile, tabaco, sandia, frijol, entre otros. Una vez

finalizado este periodo regresan a sus comunidades en donde trabajan en la

preparaci6n de tierras para. cultivo en zonas cercanas a su comunidad donde se

utilizan mayormente herbicidas como el glifosato.



EI grupo control comprendi6 62 individuos de la comunidad de Pajuelazo, que no

estuvieron expuestos a plaguicidas al momenta de la toma de muestra y que

compartian caracteristicas antropometricas similares al grupo expuesto. Los

individuos de esta comunidad una vez que regresan de la costa se dedican a la

pescayseempleancomotrabajadoresdelaconstrucci6n.

5.2 Recoleccion y procesamiento de muestras

Para lIevar a cabo las determinaciones, a los participantes se les pidi6 una muestra

de sangre venosa, la cual fue extra ida por venopunci6n. Las muestras de sangre

fueron colectadas en tubos vacutainer con EOTA como anticoagulante para la

extracci6n de AON y el amilisis de los polimorfismos geneticos (PON1 55 Y 192 Y

CYP 206*4), asi como para determinar la actividad AChE y evaluar los parametres

hematol6gicos.Seutilizarontubosconheparinacomoanticoagulante para evaluarla

actividad de PON1 utilizando fenilacetato y 4-cIorometilfeilacetato (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 mmollL, hexacianoferrato (III) 2,5 mmol/L, pH 7,6) Yreactivo B (butiriltiocolina 60

mmol/L).

Fundamento

La BuChE hidroliza la butiriltiocolina para formar tiocolina y butirato. La concentraci6n

catalitica se determina a partir de la velocidad de desaparici6n del hexacianoferrato

U1}, medida a 405 nm por medio de las siguientes reacciones:



BuChE
1. Butiriltiocolina + H20~ tiocolina + acido butirico

2. 2 tiocolina + 2 OH- + 2 hexacianoferrato (III) +202~ ditiobis (colina) + 2

hexacianoferrato (II) + H20

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 a 1250 rpm 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 ~L del reactivo A

con 300 ~L de reactivo B y se precalento a 37°C durante 10 minutos

Posteriormente, se agregaron 25 ~L de suero, se mezclo 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 U/L

5.4 Determinacion de la actividad acetilcolinesterasa (AChE)

Reactivos

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

- DNTB (10 mM)

- Etopropazina(6 mM)

- TritonX-100(0.03%)

- Yoduro de acetiltiocolina (28.3 mM)



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

(1999). Se basa en la hidr61isis del sustrato acetiltiocolina por la enzima AChE. La

tiocolina liberada reacciona con un crom6foro, el acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico

(DTNB), dando lugar como producto de reacci6n al acido 5-tio-2-nitrobenzoico,

compuesto de color amarillo CLJyo maximo de absorbancia se encuentra entre 405 y

420 nm de longitud de onda, can un 6ptimo en 412 nm

La medici6n de la actividad AChE se realiz6 a 436 nm para reducir la absorci6n de

hemoglobina en una cuarta parte con respecto a la lectLJra a 412 nm. Por otro lado, el

uso de etopropazina garantiza la medici6n selectiva de la actividad de AChE, debido

a que este es un inhibidor selectivo de la BuChE. Can la finalidad de medir la

actividad de AChE de manera mas certera, se corrigi6 la actividad enzimatica por el

contenido de Hb en la muestra. La actividad de AChE se reporta en U/g de Hb.

Procedimiento

Se realiz6 una diluci6n 1:100 de las mLJestras con el reactivo de diluci6n (trit6n X­

100). Se mezcl6 0.5 mL de la diluci6n 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

acetiltiocolina (28.3 mM). EI cambio de absorbancia a 436 nm fue monitoreado

durante tres minLJtos. Las mediciones se realizaron en un espedrofot6metro

Spectronic Genesys 10Bio (Wisconsin, USA). La actividad AChE fue corregida par el

contenido de hemoglobina y se expres6 como U/g de Hb.

5.5 Determinacion de hemoglobina (Hb)

Reactivos

- Reactivo de Drabkin (ferricianuro de potasio y cianLJro de potasio)



la concentraci6n de Hb se determin6 mediante el metodo de Drabkin. la Hb en

sangre es transformada en cianometahemoglobina mediante la adici6n del reactivo

de Drabkin. la metahemoglobina, oxihemoglobina, carboxihemoglobina y Hb son

convertidas nipidamente a cianometahemoglobina, en donde, la reacci6n basica es

convertir Hb en metahemoglobina por la conversi6n del fierro-ferroso a fierro-ferrieo

con ferricianuro, y posteriormente provocar la uni6n 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 la muestra La

densidad 6ptica de la soluci6n se mide a 540 nm.

Procedimiento

la concentraci6n de Hb se determin6 a partir de 10 IJl de sangre total que se

diluyeron en 2.5 ml de reactivo de Drabkin. Posteriormente se incub6 10 minutos en

oscuridad a temperatura ambiente y se determin6 su absorbancia a 540 nm en un

espectrofot6metro Spectronic Genesys 10Sio (Wisconsin, USA).

5.6 Evaluacion de parametros hematologicos

la evaluaci6n de los parametros hematol6gicos se determin6 en un laboratorio

c1inico 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 lIevadas al laboratorio

para su analisis en un cit6metro. A cada participante, se Ie determin6 el grupo

sanguineo y se realiz6 una biometria hematica, donde se evalu6 el contenido de

hemoglobina, hematocrito, eritrocitos, linfocitos, leucocitos y plaquetas, entre otros.



5.7 Evaluaci6n del fenotipo de PON1

5.7.1 Determinaci6n de la actividad arilesterasa (ARE)

Reactivos

-Fenilacetato (10 mM)

- Tris-HCI (10 mM)

- Hemisulfato de eserina (40 IJM)

-CaCb (1M)

Fundamento

la determinaci6n de la actividad ARE se realiz6 por el metodo propuesto por

Eckersonetal. (1983) y Furlong eta!. (1988).

EI fenilacetato es hidrolizado par la enzima PON1 y genera como producto fenoi, la

formaci6n de este compuesto se monitorea a 270 nm y es proporcional a la cantidad

de la enzima presente en la muestra. EI sulfato de eserina se utiliza para inhibir la

hidr61isis inespecifica por la albumina serica, asi como tambien por algunas

colinesterasassericas.

Procedimiento

la actividad ARE se determin6 utilizando fenilacetato como sustrato. Se realiz6 una

I diluci6n del plasma 1:50 con agua destilada. Se mezclaron 20 IJl de la muestra

diluida con 2.7 ml de buffer (Tris-HCI10 mM, hemisulfato de eserina 40 IJM, CaCI2

1M, pH 8) Y se incubaron cinco minutos en oscuridad a temperatura ambiente.

Posterionmente, se adicionaron 300 IJl de fenilacetato (10 mM) como sustrato y se

monitore6 el cambio de absorbancia a 270 nm a 37°C cada minuto, durante cinco

minutos. las mediciones se- realizaron en un espectrofot6metro Spectronic Genesys

10Bio (Wisconsin, USA). la actividad enzimatica se expresa en U/mL. EI coeficiente

~xtinci6n molar del fenilacetato es de 1.31X103 M-1 cm-1
•



5.7.2 Determinaci6n de la actividad CMPasa

Reactivos

Tris-HCI (20 mM)

CaC12 (1 mM)

4-CMPA (3mM)

La actividad CMPasa se determin6 de acuerdo con el metodo propuesto por Richter

et al. (2008) EI 4-CMPA es hidrolizado por la enzima PON1 obteniendo como

productos acetato y 4-c1orometilfenol, la formacion de este ultimo compuesto se

monitoreaa 280 nm

Procedimiento

La actividad CMPasa se determino utilizando 4-CMPA como sustrato. Se realiz6 una

diluci6n de plasma 1:40 con buffer (Tris-HCI 20 mM, CaCI2 1 mM, pH 8,0) y se

realiz6 una mezcla con 60 ~L de plasma diluido y 295.2 ~L de buffer. Posteriormente

se agregaron 304.8 ~L (3mM) de 4-CMPA como sustrato y se midi6 inmediatamente

el cambio de absorbancia a 280 nm durante cinco minutos a 25°C. La actividad

enzimatica se midi6 en un espectrofotometro Spectronic Genesys 108io (Wisconsin,

USA). La actividad enzimatica se expresa en U/mL. EI coeficiente de extinci6n molar

del 4-CMPA es de 1.30 mmoI/L" em".

5.8 Evaluaci6n del genotipo de PON1

5.8.1 Extraccion y purificaci~n del ADN



-Aguainyectable

-Isopropanol

Fundamento

Consiste en la lisis celular mediante la incubaci6n con proteinasa K en presencia de

unasalcaotr6pica(HCI-guanidina),lacualinmediatamenteinactivaa las nucleasasy

evita la digesti6n de los acidos nucleicos. los acidos nucleicos se unen

selectivamente a una fibra de vidrio pre-empacada en una mini-columna y se realizan

lavados por centrifugaci6n para eliminar componentes celolares que pudieran

haberse adherido a la columna como contaminantes. Finalmente los acidos nucleicos

adheridos en la columna son eluidos con una soluci6n de baja concentraci6n de

sales.

la concentraci6n y pureza del ADN se determin6 en un espectrofot6metro de luz UV­

Visible modele Spectronic Genesys 10Bio (Wisconsin, USA), a 260 y 280nm. Para la

concentraci6n se consider6 la relaci6n de 50 ng/lJl de ADN =1 D.O. la pureza se

analiz6 mediante la relaci6n de las absorbancias a 260 nm y 280 nm

Procedimiento

Para la extracci6n y purificaci6n del ADN se utiliz6 el Kit "High Pure PCR Template

Preparation kit" de Roche®. Se an'adieron 200 IJl de buffer de uni6n y 40 IJl de

proteinasa K a 200 IJl de sangre anticoagulada, se mezcl6 y se incub6 a 70 "c
durante 10 minutos. Posteriormente, se agregaron 100 IJl de isopropanol y se agit6

energicamente la mezcla, inmediatamente la mezcla se cambi6 a un tubo recolector

con filtro, se centrifug6 8,200 rpm durante un minuto y se cambi6 el tubo colector.

Despues se anadieron 500 IJl de buffer de inhibici6n se centrifug6 a 8,200 rpm por

un minuto y se cambi6 nuevamente el tubo recolector. Enseguida, se anadieron 500

IJl de buffer de lavado, se 'centrifug6 a 8,200 rpm durante un minuto y se desech6 el

sobrenadante. Se repiti6 cinco veces ellavado y en el ultimo lavado, el tubo con filtro

se cambi6 al tubo limpiD y se centrifug6 a 13,000 rpm por 15 segundos para colectar

ADN. Finalmente. se anadieron 200 IJl de buffer de elusi6n (precalentado a 70°C)



y se centrifug6 a 8,200 rpm durante un minuto. EI sobrenadante obtenido

corresponde al ADN purificado, el cual se conserv6 a 4 DC hasta su uso.

5.8.2lntegridaddeIADN

- Bufferdecarga

- Azul de bromofenol (3.6 mM)

- Glicerol(3%)

- Xilencianol(3.6mM)

-Agarosa1%

- Bromuro de etidio (5 ~g/mL)

Fundamento

La inlegridad del ADN se determin6 por medio de electroforesis en gel de agarosa al

1%. La electroforesis es una tecnica de separaci6n, basada en el movimiento 0

migraci6n de las macromoleculas en un medio determinado, a traves de una matriz 0

soporte como resultado de una acci6n en un campo electrico. La molecula transitara

por el medio de acuerdo a su movilidad electroforetica determinada por la carga y

tamario de la misma. Cuanto mayor es la relaci6n carga/tamario mas rapido migra un

i6n en el sene del campo electrico. EI ADN esta cargado negativamente debido a la

presencia de los grupos fosfatos, la migraci6n en en el campo electrico sera del polo

I negativo al polo positivo. La visualizaci6n de la integridad se realiza mediante la

f tinci6n con bromuro de etidip. Este colorante se intercala entre las bases del ADN, de

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

luzUVenuntransiluminador.



La integridad del ADN se determin6 a traves de electroforesis en gel de agarosa al

1% con bromuro de etidio a 100 volts durante 30 minutos. Posteriormente se observ6

la integridad del ADN en el transiluminador de luz UV (Bio-Imaging Systems)

5.8.3 Determinaci6n de los polimorfismos geneticos de PON1 55, PON1 192 Y

CYP2D6*4 por reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

- Sondas TaqMan® (Applied Biosystems~

-PON1 55 YPON1192 (20X)

-CYP2D6*4 (40X)

- Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems~ (2X)

-Aguainyectable

Fundamento

EI sistema TaqMan® se basa en la actividad exoucleasa 5'-3' 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

TaqMan® alinea entre los dos 0ligonucle6tidos que flanquean el gen de interes. La

temperatura de alineaci6n de la sonda es 10° C mayor que la de los 0ligonucle6tidos,

10 cual permite la alineaci6n de la sonda antes que los 0ligonucle6tidos. Las sondas

TaqManilP tienen dos moleculas fluorescentes (6-carboxifluoresceina, FAM y VIC).

Ambas sondas tiene una segunda molecula denominada apagadora, 10 que mantiene

su espectro de emisi6n apagado, debido a la proximidad espacial de FAM 0 VIC, de

tal manera que la fluorescencia total es igual a cero. La molecula fluorescente al

estar espacialmente alejada de la molecula apagadora emite fluorescencia, misma

que se incrementa cada vez que la sonda es degradada. De esta manera, el

incremento en la intensidad de emisi6n de fluorescencia esta en relaci6n direcla con



la evaluaci6n de los polimorfismos geneticos se realiz6 de acuerdo al metodo

descrito por Rojas-Garcia et aI., (2005), mediante PCR-Tiempo Real en un equipo

StepOne~ 2.1 Software de Applied Biosystems utilizando el sistema TaqMan®

Universal PCR Master Mix. las sondas fueron disenadas con el software Primer

Express® y marcadas con los reporteros fluorescentes FAM y VIC. la secuencia de

los 0ligonucle6tidos y las sondas se muestran en la Tabla 1. la mezcla de reacci6n

contenia: 7.07 III de TaqMan Universal PCR Master Mix 1X (enzima Amplitaq

Golden DNA Polymerase, Amperase UNG, dNTP's con dUTP, una molecula

fluorescente como referencia pasiva), 0.35 III de la mezcla de 0ligonucle6tidos­

sondas TaqMan (1X), 2 III de ADN gen6mico (50 ng) en un volumen final de 15 ilL.

lascondicionesdeaplificaci6nfueron:unatemperaturainicialde50·Cpor2min,95

·C por 10 min y 40 ciclos de 95 ·C por 15 seg y 60 ·C por 1 min. AI termino de la

reacci6nserealiz6elanalisisdediscriminaci6nalelica.

5.9 Analisis estadistico

Se aplic6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la distribuci6n normal de

las variables dependientes. Se realiz6 un anal isis de varianza (ANOVA) cuando los

datos siguieron una distribuci6n normal, y la prueba de Kruskal-Wallis para comparar

mas de dos grupos cuando los datos no fueron distribuidos normalmente. Asimismo,

se utiliz6 la prueba U'de Mann-Whitney para las comparaciones entre poblaciones.

los coeficientes de correlaci6n se calcularon con la prueba de Spearman para

examinar la correlaci6n entre las colinesterasas y las actividades de PON1. Para

analizar la modulaci6n de la actividad AChE per los fenotipos y genotipos de PON1

serealiz6 un analisisde regresi6n lineal.

Para analizar sl los polimorfismos geneticos estaban de acuerdo con la ley de Hardy­

,Weinberg se aplic6 una prueba de jl-cuadrada. Para calcular el desequilibrio genetico

,tre los polimorfismos y la asociaci6n genetica entre genotipos y frecuencias

ale I se utiliz6 el software SNPStats (htlp:Jlbioinfo.iconcologia.neUSNPstats). Se consider6



una diferencia estadisticamente significativa aquella con valor de p<0.05. Para el

analisis estadistico se utilizo el paquete estadistico STATA version 8.0 (Stata Corp

LP, College Station, Texas, USA).



. Tabla 1. Secuencia de oligonucle6tidos y sondas TaqMan

SondaTaqMan

VIC AGTATCTCCAAGTCTIC

FAM CAGTATCTCCATGTCTIC

VIC CCTACTIACAATCCTG

FAM CCCTACTIACGATCCTG

VIC CCCCCAGGACGCC

FAM CCCCCAAGACGCC

LassecuenciasestanreportadasensentidoS'·3'

Oligonuch!otidos

ACAACCTGTACTTICTGTICTCTITICTGI

CAGAGCTAATGAAAGCCAGTCCAT

CTGAGCACTITIATGGCACAAATGAI

ACCACGCTAAACCCAAATACATCTC

ACCCCTIACCCGCATCTC

CTCACGGCTTIGTCCAAGA



6.1 Caracteristicas generales de la poblaci6n de estudio

La poblaci6n comprendi6 mujeres (56%) y hombres (44%) indigenas huicholes con

una media geometrica de 35.7 alios de edad. EI 48% de la poblaci6n total tenia un

indice de masa corporal (IMe) considerado como normal para una poblaci6n

mexicana, elmayorporcentajede individuos con sobrepesose observ6 en el grupo

expuesto (52%). La distribuci6n de la edad, tiempo de trabajo en el campo,

educaci6n yhabitos nocivos se presenta en laTabla 2.

No se observaron diferencias en estas variables entre los grupos de estudio. EI

42.86% de la poblaci6n expuesta, tenia mas de 15 arios Irabajando en el campo, de

los cuales el 90% realizaba actividades como siembra, cosecha, corte y ensarte de

tabaco, ademas de aplicar y mezclar plaguicidas. Por olro lado, el 74% de los

trabajadores no sabe que plaguicidas ha ulilizado y el 26% utiliza mas de un

plaguicida a la vez. Losjornaleros del grupo expuesto trabajan en promedio 8 horas

pordiacon un rangode 1 a 10horasy6diasa lasemana

Los plaguicidas mas comunmente utilizados por los jornaleros fueron los POF (60%),

seguidos de herbicidas como el glifosato (Tabla 3). Mas del 50% de los plaguicidas

que utilizan pertenecen a los grupos 1A (ex1remadamente peligroso) y 18 (altamente

peligrosos) de acuerdo con la OMS (OMS, 2004).

Por otro lado, mas del 50% de los trabajadores informaron que no utilizaban ningun

equipo de protecci6n durante el trabajo en el campo. En este sentido, 16% de los

participantes habian tenido al menDs un episodio de intoxicaci6n. Asimismo, los

trabajadores informaron terier sintomas durante la jornada laboral tales como dolor

de cabeza (82.35%), mareos (75%), ardor en los ojos (68%), dolor de est6mago



(69.12%), sensaci6n de v6mitos (54%), ardor y picaz6n de piel (35.29%) y salivaci6n

excesiva(40.91%).

Tabla 2. Caracteristicas antropometricas de la poblaci6n de estudio

Expuestos Valordep

Sexo(%)

Mujeres 56.45 57.81

Hombres 43.55 42.19

Edad(%)

18-24 20.31

25-34 26.56

35-49 34.37

IMC(%)

Sobrepeso

Obesidad 15.38

Hiibitode fumar(%) 12 0.13'

Consumodealcohol(%) 48.8 0.18

Aiiosdetrabajoenel

campo(%)

$1

2-3 21.43

4-5 7.14

6-10 21.43

11-15 7.14

42.86

Nonnal: 18.SD-24.99 (Kg/m2)•.sobrepeso: 2S.00·29.99 (Kg/m),obesidad:~30(Kg/m2).Elvalordep

seobtuvoconlapruebadeji-<:uadrada.Elvalorde·pseobtuvoconlaprueba exacta de Fisher



Tabla 3. Plaguicidas mas utilizados por la poblaci6n de estudio

Nombre comercial Grupo quimico

toxicol6gica

Chlorpirifosetil

Metilparation

Paraquat

Organofosforado

Organofosforado

Organofosforado

Organofosforado

Organofosforado

Organofosforado

Carbamato

Acido-diclorofenoxiacetico

(2-4-0)

N-fosfonometilglicina

Oipiridilos

IB

III

IA

III

IA

IB

III

Clasificaci6n toxicol6gica de la OMS (2004): Clase IA-extremadamente peligroso, c1ase IB-altamente

peligroso, clase II-moderadamente t6xico, clase III-ligeramente t6xico, c1ase IV-poco t6xico, clase V­

pr~dicamentenot6xico

6.2 Biomarcadores toxicol6gicos de plaguicidas

6.2.1 Colinesterasas

La actividad BuChE se muestra en la Figura 3. EI 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 poblaci6n mexicana (3930-10800 UlL en las

mujeres, 4620-11500 U/L en los hombres). Los jornaleros expuestos a plaguicidas

I presentaron menor actividad BuChE (3498.80 U/L±632.66) en comparaci6n con la

poblaci6n control (3754.43 UlL±825.32).



Respecto al genero, 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 24.63 U/g Hb±5.29, ligeramente inferior a los valores considerados como

normales en una poblacion mexicana (25-45 U/g 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 genero (p= 0.10), sin embargo, el 50%

de las mujeres y 60% de los hombres presentaron actividad AChE por debajo de los

nivelesnormalesreportadosenpoblacionesmexicanas.

6.2.2 Parametros hematologicos

Para evaluar el efecto de los plaguicidas sobre los parametros hematologicos se

realize 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

plaguicidas(p<0.05).Lostrabajadoresexpuestosaplaguicidastuvieronnivelesmas

bajos de leucocitos pero mayores niveles de linfocitos con respecto al grupo control
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Figura 3. Aclividad BuChE en la poblaci6n, de acuerdocon elgrupode estudio (a) ygenero

(b). La lineas indican los niveles considerados como normales en mujeres (punteada) y

hombres(conlinua)mexicanos.ElvalordepseobtuvoconlapruebaUdeMann-Whitney.

Valoresdep<O.05seconsideraronestadfsticamentesignificativos.

Mujeres

Figura4.AclividadAChEenlapoblaci6n,deacuerdoconelgrupodeesludio (a) ygenero (b).

La ICnea punteada indica los niveles considerados como normales para una poblaci6n

mexicana. Elvalordepseobluvocon lapruebaUdeMann-Whilney. Valoresdep<O.05se

, ,';!Sideraronestadfsticamentesignificativos.



Tabla 4. Parametres hematol6gicos en la poblaci6n de estudio

Controles Expuestos Valordep Valoresde

X±DE X±DE referencia

(range) (range)

Hemoglobina(g/dL)
Mujeres 11.86±1.31 12.52±1.14 0.0355a

(6.2-13.7) (9.8-15.1)

13.67±1.06 13.94±0.99 0.3496a

(10.2-15.3) (12-15.5)

Eritrocitos(106/mmJ)
Mujeres 4.15±0.24 4.35±0.35 0.0064 a

(3.74-4.67) (3.57-5.02)

4.55±0.42 4.62±0.33 0.4716 a

(3.38-5.24) (3.97-5.13)

Hematocrito("Io)
Mujeres 38.10±3.66 39.70±3.26 0.0997b

(23.5-44.8) (33.7-47.8)

43.11±2.89 43.71±2.97 0.4210 b

(36.1-47.6) (379-48.7)
Leucocitos(10J/mmJ)
Mujeres 8.08±1.67 6.61±1.65 0.0002 b

(5.6-14.3) (3.8-11.7) 5,000-10,000

8.23±2.09 7.10±1.65 0.05 b

(4.8-12.2) (4.1-10.7)

Linfocitos("Io)
Mujeres 32.56±7.58 36.21±7.67 0.0004 a

(16.9-49.1) (16.2-58.7)

33. 38±6.27 35.72±7.95 0.0325 a

(18.3-48.3) (22.2-54.8)

Plaquetas(10J/mmJ)
Mujeres 249.44±65.76 259.40±64.24 0.3250 b 150,000-

(139-483) (127-392) 400,000

219.55±46.64 0.0899 b

(129-344)



Fenotipode 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 poblaci6n indigena fue de 87.83 U/mL±27.18, y

fue la poblaci6n expuesta a plaguicidas la que present6 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 genero no se observaron diferencias en la

misma(p=0.38).

EI promedio de la actividad utilizando como sustrato 4-CMPA fue de 28.58

U/mL±8.41, y se observ6 que la poblaci6n expuesta (26.09 U/mL±8.78) present6 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 algenero (p=0.53).

FigureS. Fenotipode PON1,actividadARE (a),actividad CMPasa (b). Elvalordep

se obtuvo con la pruebatde Student. Valores de p<O.05 seconsideraron

- ~drsticamentesign~icativos.
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Relacion CMPasa/ARE

Ademas se observe una gran variabilidad en la actividad de PON1 entre la poblacion

de esludio (Figura 6a). Cuando se grafice el numero acumulalivo de individuos

versus la lasa de ARElCMPasa, se observe un comportamienlo bimodal (Figura 6b),

como se ha descrilo para olras poblaciones.

a)

:g 150

2-

..

Actividad CMPasa (UlmL)! 150

~ 125 ••, ••

i'~.j-a----!.=../r---'1,-----'r----l

o

Figura 6. Actividad de PON1 (CMPasaJARE). Actividad de PON1 con fenilacetalo y 4­

CMPA (a), numero acumulativo de individuos versus la tasa de actividad de PON1



Tambiem se observ6 una correlaci6n entre la actividad BuChE con la actividad ARE y

la actividad AChE con CMPasa. Ademas, como se esperaba, se observ6 una

correlaci6n de la actividad de PON1 a traves de los dos sustratos utilizados

(fenilacetato y 4-CMPA) (Tabla 5).

Tabla 5. Correlaci6n entre colinesterasas y actividad de PON1

1

-0.0207

p=0.820

0.2358

p=O.0092

0.1360

p=0.1337

0.0869

p=0.3392

0.2023

p=O.0237 p=<O.0001

n=126. Lacorrelaci6n se obtuvo con la prueba de Spearman. Valoresde

p<O.05seconsideraronesladislicamentesignificalivos

6.2.4 Genotipo de PON1

La Tabla 6 muestra las frecuencias alelicas y genotipicas de PON1 observadas en la

poblaci6n indigena huichol. Los alelos L (0.97) Y R (0.59) fueron los mas frecuentes

en esta poblaci6n. EI genotipo mas 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 mas frecuente fue el

heterocigoto RQ (0.42), seguido del homocigoto RR (0.38) y el homocigoto QQ

(0.20). No se encontraron ~iferencias en los polimorfismos de PON1 55 y 192 entre

los gnupos de estudio (p> 0.05). Las frecuencias genotipicas observadas en este

studio se encontraron en equilibrio con la ley de Hardy-Weinberg.



Tabla 6. Frecuencias genotipicas y alelicas de PON1

Polimorfismo genelico de PON1

55 (UM) 192 (RlQ)

MM(O.01) QQ(O.20)

Genotipo LM(O.05) RQ(O.42)

LL(O.94) RR(O.38)

L(O.97) R(O.59)

M(O.03) Q(O.40)

n=126. °Las frecuencias ah§licas se obluvieron

mediante la f6rmula de Hardy-Weinberg

6.2.5 Desequilibrio genetico de PON1

Se observ6 un desequilibrio genetico entre las frecuencias encontradas en los

polimorfismos geneticos 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. EI diplotipo mas

frecuente en esta poblaci6n fue LUQR, seguido de LURR y LUQQ. En esta misma

figura se observa una ausencia de diplotipos MM/RR, MM/QR y MUQQ

I 6.2.6 Relaci6n fenotipo-genotipo de PON1 y su relaci6n 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. Tambien se observ6 una

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

~o de la actividad ARE, no se observaron diferencias entre genotipos ni diplotipos



Por otro lado, no se observ6 una relaci6n entre las actividades BuChE 0 AChE Y los

genotipos y diplotipos de PON1 (p> 0.05).

50

40

30

20

10

LL

.. ML

~ MM
~o~...

Figura 7. FrecuenciasdedipiotiposdePON1 en lapoblaci6ndeestudio(n=126).

6.2.7 Fenotipo y genotipo como predictores de AChE

S610 el fenotipo de PON1 utilizando 4-CMPA como sustrato se asoci6 positivamente

,I con la actividad AChE (Tabla 8).
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Tabla 8. Fenolipo y genolipo de PON1 como prediclores de la aclividad AChE

ValorlJ Valordep

ActividadCMPasa 0.02

0.61

PON155ML 0.041 0.54

PON1192QR -0.007 0.79

n=126.·poblenidodeunanalisisdere9resi6nlineal

6.2.8 Polimorfismo genelico del CYP2D6*4

La frecuencia alelica del CYP2D6*4 observada fue de 0.06 y de 0.94 para el alelo

silvestre (Sil). EI genotipo mas frecuente fue SillSil, seguido del Sil/*4 y el menos

frecuente fue el *41*4 (Tabla 9). No se encontraron diferencias en el polimorfismo del

CYP2D6*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 genotip.icas y alelicas del CYP2D6*4 en la poblaci6n de

estudio

Sil/Si! (0.88)

Genotipo Silr4(0.11)

*41'4(0.003)

SiIlSil(0.94)

*41'4(0.06)



7.DISCUSION

7.1 Jornaleros 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 genetica,

cultural y tradicionalmente mas conservados en Mexico (Neurath, 2003; INEGI,

2010). Las ceremonias mas importantes de los huicholes estan estrechamente

relacionadas con el cicio agricola, por 10 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 rete poder

realizar estudios de biomarcadores toxicologicos en estas poblaciones. 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%).

Losjornaleroshuicholestienen un mayor riesgo de exposicion a plaguicidas debido a

diversos faclores, entre elios el analfabetismo, 10 cual no les permite leer las

instrucciones y precauciones impresas en las botelias de plaguicidas, en

consecuencia el conocimiento de los efectos toxicos 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 90% refirieron no haber recibido capacitacion 0 informacion

acerca del uso de estos compuestos. Aunado a 10 anterior, debido a sus creencias y

al clima caluroso de la region, la mayoria los jornaleros 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

Jaguicidas, pues el 40% de la poblacion de estudio refirio tener 15 anos de trabajar

e' ~J ~mpo e incluso algunos trabajadores mas de 50 anos. Adicional a los faclores



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

condiciones que favorecen la exposici6n, pues una vez contratados construyen sus

casas dentro de los campos de cultivo, la mayoria de las viviendas son de una sola

habitaci6n,Iacuaisirvededormitorio, concinayalmacendegranosyutileria parala

agricultura(CDI,2010).

7.2 Colinesterasas como biomarcadores toxicol6gicos

En este estudio se observ6 una disr:ninuci6n en la actividad BuChE en los individuos

expuestos aplaguicidas (3498.80 U/L) respecto a los controles (3754.43 U/L). Estos

resultados son' similares a los reportados por Araoud et al. (2010) en trabajadores

ocupacionalmente expuestos a plaguicidas en Sahel, Tunez. Zhou et al. (2007)

reportaron tambiem una disminuci6n en la actividad BuChE en trabajadores

cr6nicamente expuestos a POF, ademas se ha observado que cuando los

trabajadores estan continuamente expuestos, per ejemplo, con una frecuencia

semanal, la recuperacion de la actividad BuChE esta reprimida (Hernandez et aI.,

2006).

Con respecto a la actividad de AChE, no se observaron diferencias entre los grupos

de estudio. Sin embargo, el 55% de la poblacion total mostro niveles de actividad

AChE per debajo de 10 normal para una poblaci6n mexicana (25-45 U/g de Hg). En

este sentido, se ha descrito, que a diferencia de la AChE, la BuChE es mas sensible

perc 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), reporto que el efecto

de la exposicion 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

• ChE y BuChE varia ampliamente entre los diferentes POF (He, 1999; Hernandez et



AI respecto, EI Instituto Nacional de SaIud Publica de Mexico report6 una actividad

de AChE de 28.27 U/g Hb en jornaleros indigenas huicholes expuestos a

contaminantes en los campos agroindustriales de la costa de Nayarit (Gamlin et aI.,

2007), sin encontrar diferencias significativas en la actividad AChE medida durante la

cosecha entre los trabajadores que estaban en contacto con plaguicidas (28.27 U/g

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 niiios 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 despues de la cosecha) tenia una disminuci6n en la actividad de AChE de al

menos 15% durante el periodo de exposici6n intensiva

En esteestudio no se observ6 una asociaci6n entre la actividad de las colinesterasas

y la sintomatologia que presentaban los jornaleros indigenas, esto difiere con 10

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

a POF, quienes observaron una fuerte asociaci6n entre la exposici6n a estes

compuestos, los sintomas y la disminuci6n en la actividad de las colinesterasas

Tambien, se han reportado estudios donde se describe la presencia de sintomas

como cefalea, irritabilidad, insomnio y debilidad sin alteraci6n de las colinesterasas 0

con una disminuci6n discreta (Nicole et aI., 2003).

Es importante tener en cuenta que no existen valores de referencia para la actividad

BuChE en esta poblaci6n 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.



7.3 Exposicion a plaguicidas y dana hematologico

Es escasa la literatura en la que se evalua el dana hematol6gico asociado con

exposici6n a plaguicidas en poblaciones humanas. En este estudio, e142% de los

participantes present6 una disminuci6n en el contenido de Hb y 82% present6 niveles

bajos de eritrocitos. Tambien, se observ6 una disminuci6n de leucocitos y un

aumento en los linfocitos en losjornaleros expuestos con respecto al grupo control

Remoretal. (2009) reportaron una disminuci6n de leucocitosy un aumento en los

linfocitos en trabajadores agricolas de dos comunidades de Rio Grande do Sui,

Brasil, expuestos a mezclas complejas de plaguicidas. Algunos estudios han

reportado s610 niveles bajos de leucocitos en los trabajadores expuestos en

comparaci6n con los controles (Samuels y Milby, 1971; AI-Sarar et aI., 2009;

Hernandez et aI., 2005) 0 s610 un aumento de los linfocitos en individuos expuestos a

plaguicidas (AI-Sarar et aI., 2009), los autores sugieren que la leucopenia puede

considerarse como un indice de exposici6n cr6nica a plaguicidas. Los estudios en

modelos animales tambien son consistentes con estos resultados; Aportela-Gilling et

al. (2001) encontraron que laexposici6n a los POFen ratonesdisminuye lacantidad

de leucocitos. En otros estudios no se observaron diferencias en los parametros

hematol6gicos evaluados entre p.oblaciones expuestas a plaguicidas y controles

(Pastor et aI., 2002 Remor et aI., 2003). Estas inconsistencias pueden atribuirse al

tipode plaguicida utilizado, a lafrecuencia ytipode exposici6n.

Por otra parte, los resultados obtenidos en este estudio no mostraron asociaci6n

entre la presencia de sintomas, parametros bioquimicos y alteraciones

hematol6gicas, 10 anterior es consistente con otros estudios descritos en la literatura

(Davington et aI., 1965; Samuels y Milby et aI., 1971; Albiano et al., 1986; Sarabia­

Nunez et aI., 1998).



7.4 Fenotipo de PON1

la relaci6n entre fenotipo/genotipo de PON1 y la toxicidad por POF ha side

caracterizada en varios estudios (li et al., 2000; Costa et aI., 2005; Cole et aI., 2005;

Richter et aI., 2009; Singh et aI., 2011). EI interes en PON1 surgi6 de la hip6tesis de

que los individuosconbajaactividad sericadeestaenzima, tienenmenorcapacidad

para metabolizar POF y por ende menor detoxificaci6n (Sarabia-Nunez et aI., 1998).

En el presente estudio, se evaluo el fenotipo de PON1 utilizando como sustrato al

fenilacetato y al 4-CMPA en una poblaci6n indigena huichol. Hasta el momento, no

hay estudios que evaluen la actividad de PON1 en este tipo de poblaciones. Como

se describi6 en la secci6n de resultados, la poblaci6n huichol mostr6 una amplia

variabilidad en la actividad de la PON1, de 6.17 veces cuando se utiliz6 fenilacetato

como sustrato y 4.4 veces cuando se utiliz6 4-CMPA.Esta variaci6n es consistente

con otros estudios de diferentes poblaciones en las que se reportan variaciones de

hasta 40 veces la en la actividad plasmatica y diferencias de hasta 13 veces en la

actividad serica entre individuos con el mismo genotipo (Richter et aI., 1999; Costa et

aI., 2005; Catano et aI., 2006; Sepahvand et al., 2007; Phuntuwate et aI., 2005)

Asimismo, la gran variabilidad inte~individual de la actividad de PON1 observada en

este trabajo es consistente con la reportada en otras poblaciones mexicanas (Rojas­

Garciaetal.,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 proporcionaran la misma resoluci6n de los fenotipos de PON1 192

como el par de sustratos t6xicos diazox6n/paraox6n, se observ6 que de todos los

sustratos utilizados, la hidr61isis de fenilacetato (2 mol/l) y 4-CMPA, fueron la mejor

resoluci6n para los fenotipos de PON1 192. AI respecto, aunque los resultados en

este estudio no mostraron una clara resoluci6n, la actividad CMPasa parece ser mas

sensible que la actividad ARE, dado que la actividad CMPasa fue el (jnico predictor



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

entre los genotipos ydiplotipos de PON1.

7.5 Genotipo de PON1

Diversos estudios han evaluado polimorfismos geneticos presentes en las enzimas

que biontrasforman xenobioticos (Liu et al., 2006; Heuser et aI., 2007; Da Silva et aI.,

2008; Singh et aI., 2011). AI respecto, se ha relacionado al polimorfismo genetico de

PON1 en la posicion 55 can diferencias en la actividad de esta enzima. Asi tambien,

se ha propuesto que el polimorfismoen la posicion 192tiene un efectosignificativo

sabre la capacidad hidrolitica de la PON1 (Harel et aI., 2004; Rojas-Garcia y

Velazquez-Fernandez, 2010).

En este estudio, los alelos mas frecuentes fueron el L (0.97) Y R (0.59), mismos que

estan relacionados can una mayor capacidad de detoxificaci6n de POF, resultados

similaresse han observado en otraspoblaciones (Tabla 10). Lafrecuencia alelicade

PON1 55 fue similar ala encontrada en una poblacion de indigenas mayas (L, 0.95),

tenek (L, 0.98) Y china (L, 0.95); mientras que la frecuencia alelica de PON1 192

encontrada en este estudio fue similar a la reportada en una poblacion japonesa (R,

0.60), malaya (R, 0.59), tailandesa (R, 0.61). benineses (R, 0.61) Y china (R, 0.59),

perc diferente a las poblaciones de Estados Unidos a Europa (Suhehiro et al., 2000;

Wang et aI., 2003; Catano et aI., 2006). Sin embargo, las frecuencias ah§licas de

PON1 55 Y 192 variaron con respecto a las reportadas en poblaciones de mestizos

mexicanos (Sen-Banerjee et aI., 2000; Allebrandt et aI., 2002; Chen et aI., 2003;

Rojas-Garcia et al., 2005; Gamboa et aI., 2006; Lopez-Flores et aI., 2009). Estos

datos apoyan la hipotesis de que los indigenas amerindios y asiaticos comparten un

origen ancestral comun. Tal vez, sea la razon de que las poblaciones de America y

Asia muestran afinidades geneticas fuertes (Furlong et aI., 2002; Scacchi et aI., 2003;

Phuntuwate et aI., 2005; Rojas-Garcia et aI., 2005; Liu et aI., 2006; Sepahvand et aI.,



Las frecuencias genotipicas de PON1 55 Y 192 estuvieron en equilibrio con la ley de

Hardy-Weinberg. Con 10 anterior, se garantiza: 1) que el numero de individuos en el

estudio, fue suficientemente grande como para que los errores de muestreo no

influyan en las frecuencias encontradas; 2) que no existe seleccion entre los

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

reproduccion; 3) no hay mutaciones que originen la conversion de un aleloen 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 aI., 1997; Costa et aI., 2005). En este

estudio los genotipos de PON1 y la exposicion fueron factores que modularon el

fenotipo de PON1. AI respecto, se observo una disminuci6n en la actividad CMPasa

en el siguiente orden RRlLL>LUQR>LUQQ>MURR>MUQR>MM/QQ. Los resultados

fueron consistentes con los reportados en otres estudios en los que se utilizo como

sustrato al fenilacetato (Humbert et al., 1993; Li et aI., 2000; Scacchi et aI., 2003;

Rojas-Garcia et aI., 2005; Catano· et aI., 2008). Por otro lado, en este estudio no se

observo variacion significativa en la actividad ARE asociada con los polimorfismos

PON1 550192,10 cual coincide con 10 reportado por otres autores (Humbert et aI.,

1993; Catano et aI., 2006; Sepahvand et aI., 2007; Lopez-Flores et aI., 2009; Singh

etal.,2011).



Tabla 10. Frecuencia alelica de PON1 en poblaciones humanas

192R

0.61

Eliope 0.40 Scachhielal..2003

Afro-america Chenelal.,2003

0.65 Brophyelal..2000

0.68

0.77 0.48 Chenelal.,2003

0.57 0.21 Chenelal.,2003

0.24 Sen-Banerjeeelal.,2000

0.96 0.59 Estetrabajo

Indios Capayas de ND 0.78 Scachhielal.,2003

Ecuador

0.84 0.51 Rojas-Garciaelal., 2005

Maya 0.95 0.43 Gamboaelal.,2006

Mesliza 0.84 0.47 Gamboaelal.,2006

0.54 Hollandelal.,2006

0.51 Gamboaelal.,2006

0.59 Sangheraelal.,1997

Japonesa ND 0.60 Kuremoloelal.,2003

Malaya 0.94 0.59 PohyMuniandy,2007

Tailandesa 0.95 0.29 Phunluwaleelal.,2005

Europa 0.64 0.22 Gardemannelal.,2000

0.64 0.26 Macknesselal.,2001

Espanola 0.59 0.30 Hernandezelal.,2003

Finlandesa 0.65 ND Salonenelal.,1999

Helbecqueelal.,1999

0.64 0.31 Hasselwanderelal.,1999

0.63 0.26 Bonafeelal..2002

0.72 0.31 Aynacioglu el aI., 1999



7.7 Polimorfismo genetico del CYP2D6*4 en una poblaci6n indigena huichol

Este estudio es la primera investigaci6n enfocada en evaluar el polimorfismo del

CYP2D6*4 en una poblaci6n indigena huichol. EI alelo mutado (*41*4) fue el menos

frecuente en esta poblaci6n (0.06). La presencia del alelo *4 se asocia con una baja

capacidad metab61ica, los individuos que tienen baja actividad metab6lica son

lIamados MP. La frecuencia del alelo *4 es similar ala reportada en orientales (0.01)

(Wang et aI., 1993; Johansson et aI., 1994), africanos y afro-americanos (0.07)

(Leathart et aI., 1998; Griese et aI., 1999) (Tabla 11). Sin embargo, difiere de la

reportada en polacos (0.23) (Niewinskietal., 2002) y rusos (0.18) (Gaikovitch etal.,

2003), asi como en una poblaci6n de menonitas mexicanos (0.21) (Alanis-Banuelos

et al., 2007). Este alelo se llama inactivo y es el responsable del 70 a190% de los MP

en estas poblaciones. En algunas tribus indigenas geneticamente homogeneas como

los cuna y ngawbe de Panama, y los embera de Colombia, se presenta una

frecuencia de MP de 0,5.2 Y2.2% respectivamente (Arias et aI., 1988a; Arias et aI.,

1988b; Jorge et aI., 1999). Sosa-Macias et al. (2006) mencionan que en indigenas

tepehuanos del estado de Durango no se identific6 dicho fenotipo. Mientras que en

mestizos la frecuencia fue de 6.8%, cercana a la obtenida en mestizos de la ciudad

de Mexico (10%) (L6pez et al., 2005).

La frecuencia del alelo silvestre (0.94) observada en esta poblaci6n fue similar a la

reportada en otras poblaciones (Tabla 11). EI genotipo mas frecuente fue SillSil

(85.92%), seguido del Sil/*4 (12.31%) Yel menos frecuente fue el*41*4 (0.77%). Esto

es relevante porque los individuos que portan alelos polim6rficos, que conducen a

una alteraci6n en la actividad enzimatica de CYP2D6, tienen una disminuci6n e

incluso ausencia en la capacidad de biotransformaci6n de plaguicidas tales como

parati6n, c1orpirifos y diazin6n, 10 cual los puede hacer mas susceptibles a los

efectos adversos por exposici6n a estos compuestos (Sams et aI., 2000). Cabe

senalar que parati6n, c1orpirifos y diazin6n fueron de los plaguicidas mas

ampliamente utilizados por la poblaci6n de estudio.



Tabla 11. Frecuencia del polimorfismo genetico CYP2D6*4 en pobfaciones humanas

Sii/Sil SilI*4 *41*4 Referencia

Africa 6.3 87.79 0.39 Grieseetal.,1999

19.4 64.96 3.76 Isazaetal.,2000

88 11 0.3

10.3 80.46 18.47 1.06 Mendozaetal.,2001

21 62 33.3 4.8 Alanis-Bafiuelos et aI.,

L6pezetal.,2005

Sosa-Macias et aI.,

Ortiz-Borrayo, 2010

Nayaritas

Tepehuanos Sosa-Macias et aI.,

16.5 29 Grimanetal.,2009

0.2' 99.60 0.39 0.0004 Jietal.,2002

7.3 85.93 13.53 0.5 Naveenetal.,2006

Europa 62.88 32.83 4.28 Sachse et aI., 1997



1) Los jornaleros expuestos a plaguicidas presentaron menor actividad BuChE en

comparaci6n con la poblaci6n de referencia. EI promedio de la actividad

BuChE en ambas poblaciones fue menor a los valores considerados como

normales para una poblaci6n mexicana. Por otro lado, la actividad AChE de

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

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

debajo de los reportados como normales en una poblaci6n mexicana.

2) La prevalencia de anemia en la poblaci6n de estudio fue de 42% y el 82% tuvo

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

expuestos a plaguicidas tuvieron niveles mas bajos de leucocitos pero

mayores niveles de linfocitos, con respecto al grupo de referencia

3) La poblaci6n expuesta a plaguicidas present6 menor actividad ARE y una

tendencia a tener menor actividad CMPasa que el grupo de referencia. Se

observ6 una correlaci6n entre la actividad BuChE con la actividad ARE y la

actividad AChE con la actividad CMPasa.

4) Se observ6 una alta frecuencia de los alelos PON1 55L Y PON1 192R, los

cuales se asocian con alta capacidad de detoxificaci6n de POF. En este

estudio el fenotipo de PON1.estuvo modulado por la exposici6n a plaguicidas

y por la presencia de polimorfismos geneticos en el gen de PON1

5) La frecuencia alelica del CYP2D6*4 observada en esta poblaci6n de estudio

fue de 0.06, la presencia de este alelo se relaciona con una pobre 0 nula

capacidad de biotransformaci6n de xenobi6ticos por parte de este citocromo

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

toxicol6gicos en diferentes escenarios de exposici6n a plaguicidas, 10 anterior

para tener un panorama mas completo que contribuya en la evaluaci6n del

riesgo toxicol6gico en poblaciones indigenas.



Es importante realizar estudios en los que se evalue peri6dicamente a los jornaleros

agricolas indigenas, locales y migrantes, mediante una bateria de biomarcadores

toxicol6gicos de plaguicidas en las etapas de menor y mayor exposici6n.

Aumentar el tamano de la muestra y evaluar polimorfismos presentes en otras

enzimas que participan en la biotransformaci6n de plaguicidas, especificamente

GSTM1, GSTT1, CYP286, 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 aplicaci6n de los plaguicidas,

asi como darles a conocer los efectos t6xicos de los mismos y como pueden

prevenirlos. Tambieln es importante la difusi6n de la informaci6n y la educaci6n

ambiental para lascomunidadesindigenas.
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