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RESUMEN

En las ultimas décadas, se ha observado un aumento en el uso de los plaguicidas de
manera indiscriminada en diferentes sectores, debido a esto, surge la necesidad de
evaluar los efectos adversos en poblaciones ocupacionalmente expuestas, las cuales
comunmente utilizan plaguicidas organofosforados (POF). El principal mecanismo de
accion de estos compuestos, es la inhibicion de las colinesterasas;
butirilcolinesterasa (BUChE) y acetilcolinesterasa (AChE), asimismo, algunos
estudios han reportado variaciones en algunos pardmetros clinicos. La inhibicién de
las colinesterasas podria ser modulada por la presencia de polimorfismos genéticos
de las enzimas que participan en la biotransformaciéon de los POF como la
paraoxonasa 1 (PONL1) y diversos citocromos (CYP450). La presencia de algunos
polimorfismos podria determinar la susceptibilidad ante la exposicion a estos
compuestos. En este estudio se evaluo la actividad de las enzimas BUuChE y AChE,
parametros clinicos, presencia de los polimorfismos genéticos de PON1 Q192R,
CYP1A2*1F, CYP2B6*22 y CYP2D6*4 en fumigadores urbanos del estado de
Nayarit. La actividad de las colinesterasas se evalu6 utilizando el método de Ellman,
los parametros clinicos fueron determinados por un laboratorio certificado y los
polimorfismos a través de PCR en tiempo real. Los resultados de este estudio
mostraron que la media de las actividades de BUChE (5550.8 U/L) y AChE (19.7 U/g)
se encontraron dentro de los valores de referencia, sin embargo, algunos de los
participantes presentaron valores por debajo de los valores normales para BUChEk y
AChE, 48.1 y 19.5%, respectivamente. Ambas colinesterasas mostraron
correlaciones con los parametros bioquimicos dependiendo del indice de masa
corporal (IMC) de los participantes. En cuanto a los polimorfismos, los genotipos mas
frecuentes en la poblacion de estudio fueron QQ (0.50) de PON1 Q192R, AA (0.51)
de CYP1A2*1F, TT (0.99) de CYP2B6*22, y *1/*1 (0.79) de CYP2D6*4. No se
observaron diferencias en la actividad de las colinesterasas por genotipos ni por nivel
de exposicion. Sin embargo, por combinaciones genotipicas, se observo en el grupo
de moderada exposicion una menor actividad de BuChE en los portadores de la
combinacion QQ/TT y una mayor actividad en los portadores de RR/TT de los
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polimorfismos PON1 Q192R/CYP2B6*22, y en el grupo de baja exposicion se
observo en los portadores de la combinacion AA/TT tienen una menor actividad de
BuChE con respecto a los portadores de CA/TT de los polimorfismos
CYP1A2*1F/CYP2B6*22. Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que las
variaciones clinicas presentes en la poblacion de estudio, podrian estar relacionadas
a la actividad de las colinesterasas, y la inhibicion de éstas podrian estar asociadas
ademas de la exposicion a plaguicidas, a los polimorfismos y el IMC de los

participantes.
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ABSTRACT

In the last decade, there has been an increase in the indiscriminate use of pesticides
in different sectors. Due to this problem, the need to assess the adverse effects of
this in  occupationally exposed populations, who commonly employ
organophosphorus pesticides (OP), arises. The main mechanism of action of these
compounds is cholinesterase inhibition, specifically butyrylcholinesterase (BuChE)
and acetylcholinesterase (AChE). In addition, some studies have reported variation in
some clinical parameters. Cholinesterase inhibition could be modulated by the
presence of genetic polymorphisms of the enzymes involved in the biotransformation
of OP, such as Paraoxonase 1 (PON1) and some cytochromes (CYP). The presence
of some polymorphisms could determine susceptibility to exposure in these
compounds. In this study, the activity of enzymes BuChE and AChE, clinical
parameters, and the presence of the genetic polymorphisms of PON1 Q192R,
CYP1A2*1F, CYP2B6*22, and CYP2D6*4 in urban fumigators of the state of Nayarit
were evaluated. The activity of cholinesterases was evaluated utilizing the Ellman
method; clinical parameters were determined by a certified laboratory and
polymorphisms, through real-time PCR. The results of this study showed that the
mean of BUChE (5550.8 U/L) and AChE (19.7 U/g) activities fell within the reference
values; however, some participants presented values below the normal values for
BuChE and AChE: 48.1 and 19.5%, respectively. Both cholinesterases showed
correlations with biochemical parameters, depending on the participant’'s body mass
index (BMI). In the case of polymorphisms, in the study population the most frequent
genotypes were QQ (0.50) of PON1 Q192R, AA (0.51) of CYP1A2*F, TT (0.99) of
CYP2B6*22 and *1/*1 (0.79) of CYP2D6*4. No differences were observed in
cholinesterase activity by genotype or exposure level. However, by genotypic
combinations, the group of moderate exposure exhibited lower BUuChE activity in
carriers of the QQ/TT combination and higher activity in RR/TT carriers of PON1
Q192R/CYP2B6*22 polymorphisms, while the low exposure group exhibited lower
BuChE activity in carriers of the AA/TT combination with respect to CA/TT carriers of
CYP1A2*1F/CYP2B6*22 polymorphisms. The results obtained in this work suggest
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that the clinical variations in the study population could be related to cholinesterase
activity, and their inhibition could be associated with exposure to pesticides,

polymorphisms and the BMI of the study participants.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
Agricultura (FAO), los plaguicidas son sustancias o mezclas de las mismas,
producidas de manera sintética o natural; estos compuestos son destinados a
prevenir, mitigar, repeler o evitar el crecimiento o desarrollo plagas, que incluyen
vectores de enfermedades humanas y de animales (FAO, 2014). Estos compuestos
se pueden clasificar de acuerdo a su uso en diversos sectores, tales como salud
publica, comercio, uso domeéstico y principalmente el sector agricola (USEPA, 2014).
También se pueden clasificar de acuerdo a su origen quimico, en organofosforados
(POF), carbamatos (CB), organoclorados (POC), piretroides, derivados de bipiridilio,
triazinas, tiocarbamatos, derivados de acido fenoxiacético, derivados de cumarina,
derivados del cloronitrofenol, compuestos organomercuriales, entre otros (Pacsi y
cols., 2005).

De acuerdo a la Agencia de Protecciéon Ambiental de los Estados Unidos de América
(USEPA, por sus siglas en inglés) (2014), la principal fuente de exposicion a estos
compuestos es de tipo laboral; debido a la naturaleza de su trabajo, el cual involucra
contacto directo con los plaguicidas, los agricultores y fumigadores son algunos de
los grupos mas vulnerables.

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
Agricultura (FAO), en México entre el afio 2009 y 2010, se usaron en promedio 4.55
toneladas de plaguicidas por cada 1000 hectareas, y en el 2013, se emplearon
37,455 toneladas de insecticida; 31,195 toneladas de herbicidas y 42,223 toneladas
de fungicidas (FAO, 2016).

El panorama histérico de morbilidad y mortalidad por intoxicacidon con plaguicidas en
México, entre 1992 a 2012, ubic6 a Nayarit dentro de los estados con mayor tasa de
intoxicacion por plaguicidas. En ese sentido, Nayarit ocup6 el primer lugar nacional
con una tasa de 75.3 en el afio 1995 y al final del 2012, ocupd el segundo lugar con
una tasa de 11.6 (SINAVE/DGE/SUAVE, 2013). Gonzalez-Arias y cols. (2010),
describieron que la zona centro y norte del estado de Nayarit, presentaban mayor
actividad agricola y comercializacion de plaguicidas que el resto del estado.
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Asimismo, reportaron que el 71.4% de los plaguicidas utilizados Nayarit son
clasificados como la (extremadamente peligrosos) y Ib (altamente peligrosos).
Ademas, observaron que durante el verano habia un incremento en la demanda de
plaguicidas, principalmente de herbicidas, mientras que, en el periodo otofio-invierno
se incremento el uso de insecticidas POF (52%), seguido de piretroides (26.4%), CB
(13.2%) y POC (8.4%).

1.1 Plaguicidas organofosforados

Los POF son ésteres del acido fosférico o fosforotioico que contienen en su
estructura un fésforo central unido a 4 oxigenos, uno de ellos unido por un doble
enlace, dos cadenas cortas alifaticas (etilo o metilo) y un grupo saliente (alcoxi,
fenoxi y grupos aromaticos) (Figura 1). De acuerdo a su estructura, se pueden
clasificar como fosfatos, fosfonatos, fosfinatos, fosforotioatos, fosfonotioatos,
fosforoditioatos, fosforotritioatos y fosforamidotioatos (Abou-Donia y Lapadula, 1990;
Gupta, 2006).

I
\
~p

/

Figura 1. Estructura quimica general de los POF.

Los POF son ampliamente utilizados como insecticidas para el control de vectores
transmisores de enfermedades, ademas junto con los CB son los mas utilizados a
nivel mundial en la agricultura (Pacsi y cols., 2005; Koureas y cols., 2014; Sunay y
cols., 2015). En el ambiente se degradan por oxidacion e hidrélisis, su vida media

varia de dias hasta 12 semanas (Ramirez y Lacasafia, 2001).
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El mecanismo de accién de estos compuestos es a través de la inhibicion de las
enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChg), por la forma
activa de los POF denominada oxén (Figura 2). Estas colinesterasas son
consideradas biomarcadores clasicos de la exposicion a POF (Gupta, 2006).

La AChE, también conocida como colinesterasa eritrocitaria, es la responsable de la
hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina (ACh) en colina y acido acético (Gupta,
2006). Cuando la AChE es inhibida por los POF, no es capaz de hidrolizar a la ACh,
lo que provoca la acumulacion del neurotransmisor en la union sinaptica y la
interrupcion de la transmision normal del impulso nervioso. En el caso de la BUChE o
colinesterasa sérica, se ha reportado que provee proteccion contra compuestos
anticolinesterasicos como los POF, actuando como agente secuestrador al unirse a

ellos y permitir la recuperacion de la AChE (Steele y cols., 2015).

Neurona

Ne_ur'oT_a postsinaptica
presinaptica . & .)
. Respuesta
Acetil ® intracelular
colina. . POF *
(ACh)
® PRl AChE
Receptor
de ACh

Figura 2. Mecanismo de accion de los POF.

1.1.1 Efectos de los POF sobre la salud humana

Se han clasificado dos tipos de exposicion a plaguicidas: aguda (minutos u horas de
exposiciéon) y cronica (de meses hasta afios). Los efectos agudos por exposicion a
POF se han asociado con la acumulacion de ACh en las terminaciones nerviosas y la
posterior sobreestimulacion de los receptores muscarinicos, lo que causa incremento
de la salivacion, sudoracion, lagrimeo, vomitos, diarrea, bajo ritmo cardiaco y
desordenes visuales; y la sobreestimulacion de los receptores nicotinicos, lo que

deriva en contracciones musculares involuntarias y paralisis (ElerSek y Metka, 2011).
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Por otro lado, la exposicion crénica a plaguicidas se ha asociado con dafio
genotodxico, teratogénico, carcinogénico, neurotdxico, inmunotoxico, entre otros
(Roldan-Tapia y cols., 2006; Blair y cols., 2009; Mostafalou y Abdollahi, 2013; Pamies
y cols., 2014; Bolognesi y Holland, 2016). Estos efectos dependen de varios factores
tales como el tiempo, intensidad y via de exposicion, tipo de compuesto, condiciones
de trabajo, susceptibilidad genética, entre otros (Bolognesi, 2003).

1.3 Biomarcadores

Los biomarcadores son respuestas funcionales, fisiolégicas o de comportamiento,
que ocurren a nivel celular o molecular y que pueden estar asociadas con el
desarrollo de alguna enfermedad (Arango, 2012). Se utilizan para medir la
interaccidn entre un sistema bioldgico y un agente quimico, fisico o biolégico en
diferentes matrices como sangre, suero, plasma, orina, entre otras (Lock y
Bonventre, 2008). Pueden ser utilizados para evaluaciones de riesgo ambiental y se
clasifican en 3 grupos:

Biomarcadores de exposicion: utlizados para evaluar la presencia de un

xenobidtico, un metabolito o el producto de la interaccion entre el xenobidtico y una
molécula o célula diana (USEPA, 2016).

Biomarcadores de efecto: indicadores de los cambios en la funcion biologica en

respuesta a la exposicién a xenobioticos (OMS, 1993).

Biomarcadores de susceptibilidad genética: indican la capacidad individual

inherente de un organismo para responder a la exposicion a un xenobiético, dentro

de estos se encuentran los polimorfismos genéticos (Knudsen y Hansen, 2007).

1.3.1. BUChE como biomarcador de exposicion a POF

La BuChE es una a-glicoproteina sintetizada en higado y se encuentra en la mayoria
de los tejidos, con excepcion de los eritrocitos. Es conocida como colinesterasa
sérica, plasmatica, colinesterasa no especifica, pseudocolinesterasa y acilcolina
acilhidrolasa (Lockridge, 2015). Esta enzima ha sido descrita como un “scavenger”
de compuestos, donde se incluyen algunos medicamentos y los POF, cuales se unen

a través de un enlace covalente, en este proceso tanto la BUChE como los POF son
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inactivados (Raveh y cols., 1993; Masson y Lockridge, 2010). La actividad de BuChE
se ha utilizado ampliamente como biomarcador de exposicibn a compuestos
anticolinesterasicos y se ha propuesto como un biomarcador mas sensible que la
AChE a ciertos POF incluidos clorpirifos, diazinon y malatiéon (Lotti, 2001; Masson y
Lockridge, 2010).

1.3.2. AChE como biomarcador de efecto a POF

La AChE es una enzima que se sintetiza en tejido muscular y nervioso, esta presente
en eritrocitos, masculo esquelético, bazo, pulmoén y terminaciones nerviosas. Es la
enzima responsable de la hidrdlisis del neurotransmisor ACh en la sinapsis del
sistema nervioso central y periférico (Hall, 2011). Los inhibidores de la AChE se unen
a ella e impiden la hidrélisis de ACh, lo cual conduce a la acumulacion de ACh en la
sinapsis nerviosa (Thapa y cols.,, 2017). La inhibicibn de la actividad AChE
eritrocitaria se ha utilizado en estudios para indicar exposicién aguda a POF y CB
(Hall, 2011).

1.3.3 Polimorfismos genéticos como biomarcadores de susceptibilidad y su
relevancia en la biotransformacién de plaguicidas

La capacidad individual para biotransformar diversos xenobi6ticos como los
plaguicidas, puede ser influenciada por la presencia de polimorfismos o variantes
alélicas en los genes que codifican las enzimas que biotransforman estos
compuestos, por lo tanto, pueden ser un factor importante en la susceptibilidad hacia
los efectos adversos por exposicion a plaguicidas (Simoniello y cols., 2010). Los
polimorfismos genéticos se presentan como variaciones alélicas entre individuos de
la misma especie. Un polimorfismo es considerado como tal, cuando la frecuencia de
éste en una poblacién es por lo menos del 1% (Checa, 2007).

Diversos estudios han propuesto la evaluacion de la presencia de polimorfismos en
los genes de las enzimas que biotransforman plaguicidas en poblaciones expuestas,
tales como: PON1Q192R, CYP1A2*1F, CYP2B6*22 y CYP2D6*4 (Zukunft y cols.,
2005; Davaalkham y cols., 2009; Ingelman-Sundberg y Sim, 2010; Singh y cols.,
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2011a; Tian y cols., 2013; Zhuang y cols., 2014, Palatini y cols., 2015; Varela y cols.,
2015).

Los oxones generados durante la biotransformacion son responsables de la
inhibicion de las colinesterasas y a su vez, son hidrolizados por la paraoxonasa 1
(PON1) para facilitar su eliminacién. Por ejemplo, el clorpirifos es biotransformado
por el citocromo P450 (CYP450) CYP2D6, CYP2B6 y CYP1A2 (Mutch y cols., 1999;
Eaton, 2008) y los metabolitos son hidrolizados por la PON1 a clorpirifos-oxon
(Figura 3). Dado que estas enzimas son altamente polimorficas, alteraciones en la
tasa de biotransformacion de los POF podria impactar en la actividad de AChE y
BuChE.
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Figura 3. Biotransformacion de clorpirifos en animales, imagen tomada de Eaton y cols.
(2008) con modificaciones.

1.3.3.1 Polimorfismo genético de PON1 Q192R

La PON1 es una glucoproteina sintetizada principalmente en el higado y una vez
liberada en el torrente sanguineo se une a lipoproteinas de alta densidad (HDL), esta
compuesta por 355 aminoacidos con un peso molecular de 43 kDa y se localiza en el

cromosoma 7q21-22 (Hassett y cols., 1991). Esta enzima ha sido ampliamente
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estudiada por su papel en la hidrélisis y desintoxicacién de un gran nimero de POF
(Wang y cols., 2011).

Se han descrito mas de 200 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en diferentes
regiones del gen de PON1 (Eom y cols., 2011). Dentro de los mas estudiados, se
encuentran los polimorfismos en la region codificante: leucina (L)/metionina (M) en la
posicion 55 y glutamina (G)/arginina (A) en la posicién 192 (Leviev y cols., 2001).
Este ultimo ha recibido mas atencion debido a que las dos variantes difieren en su
afinidad y actividad catalitica (Li y cols., 2000). Estudios in vitro explican que la
isoforma Q hidroliza diazinén, sarin y soman mas lentamente que la isoforma R
(Davies y cols., 1996). Este evento ha sido observado también en estudios
epidemioldgicos, en los que personas con el genotipo QQ son mas susceptibles a la
exposicion a POF que aquellos con el genotipo RR (Akgur y cols., 2003; Lee y cols.,
2003).

1.3.3.2 Polimorfismos genéticos de los citocromos P450

Los CYP450 son una super familia de enzimas con un peso molecular entre 45 a 56
kDa, contienen en su sitio catalitico un grupo hemo. Estan anclados a la membrana
celular a través de una hélice de cadena N-terminal. Aproximadamente, el 90% de
los CYP450 estan presentes en la membrana del reticulo endoplasmatico liso y el
resto en la membrana interna de la mitocondria; aunque también se han encontrado
en algunos organelos como el aparato de Golgi, lisosomas, peroxisomas o
membrana plasmatica y nuclear (Chang y Kam, 1999; Tang y cols., 2001).

Los CYP450 son responsables de la oxidacion de diversos xenobidticos, en humanos
se han reportado 57 genes funcionales y 58 pseudogenes (Kivistd y cols., 1995;
Varela y cols., 2015). Las familias CYP1, CYP2 y CYP3 representan mas del 70% del
contenido total de CYP450 hepaticos (Shimada y cols., 1994). Estas enzimas son
altamente polimérficas por lo que se puede ver afectada la actividad de las mismas.
Los fenotipos de algunas de ellas, ante ciertos xenobiéticos, pueden ser clasificados
como metabolizadores pobres, intermedios, extensivos o ultrarrapidos (Ingelman-
Sundberg y Sim, 2010).
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CYP1A2*1F

El CYP1A2 se localiza en el cromosoma 15024 (lkeya y cols., 1989; Eaton y cols.,
2008). Representa alrededor del 8-15% del contenido total de CYP450 en el higado y
cataliza la biotransformacion de una gran variedad de compuestos (Zanger y cols.,
2008). Los sustratos enddgenos conocidos de esta isoforma son las prostaglandinas,
estrogenos y acido retinoico. En cuanto a los sustratos exdgenos, el CYP1A2
metaboliza un gran nimero de drogas como antipsicaticos, antidepresivos, cafeina,
teofilina; algunos POF como clorpirifos, diazinén, paratidon, entre otros (Butler y
Murray, 1997; Cheung y cols., 1999; Mutch y cols., 1999; Sams y cols., 2000; Tang y
cols., 2001; Buratti y cols., 2003; Foxenberg y cols., 2007; Zanger y cols., 2008;
Bozina y cols., 2009).

El CYP1A2*1F (-164 o0 -163 C>A) es la variante mas estudiada, donde el alelo A esta
asociado con un incremento de la actividad enzimatica (Sachse y cols., 1999; Han y
cols., 2002; Zanger y cols., 2008; Djordjevic y cols., 2010; Pilgrim y cols., 2012; Tian
y cols., 2013; SNPedia, 2017).

CYP2B6*22

El CYP2B6 se localiza en el cromosoma 19q913.2, es farmacolégica y
toxicolégicamente relevante debido a su participaciéon en la biotransformacion de
diferentes drogas como antidepresivos, anestésicos, antivirales y algunos
antibidticos, entre los que se encuentran rifampicina, barbitdricos, ciclofosfamida,
carbamazepina y metamizol, asimismo, se encarga de la biotransformacion ciertos
POF como clorpirifos, paration, diazinon, entre otros (Foxenberg y cols., 2007;
Zanger y cols., 2008; Bozina y cols., 2009; Povey, 2010; Ellison y cols., 2012).

El CYP2B6*22 (-82 T>C) es un polimorfismo localizado en la caja TATA del gen, el
cual aumenta la actividad transcripcional hepatica al reacomodar el sitio de inicio de
la transcripcion, incluso en portadores heterocigotos, por lo que podria considerarse
a los portadores de este alelo en general como metabolizadores ultrarrapidos
(Zukunft y cols., 2005).
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CYP2D6*4

El CYP2D6 se localiza en el cromosoma 22g13.1 y se expresa principalmente en
higado y neuronas (Koch, 2004). Biotransforma del 15 a 20% de los farmacos
utilizados como antiarritmicos, antidepresivos, drogas neurolépticas, entre otros.
Asimismo, participa en la biotransformacion de POF como clorpirifos y diazindn
(Kimura y cols., 1989). Esta isoforma es la que presenta mayor variabilidad
interindividual, se han reportado al menos 74 alelos diferentes entre los que se
encuentra la variante CYP2D6*4, la cual provoca un splicing defectuoso, que lleva a
una disminucién o ausencia de la actividad para biotransformar a los POF (Sams y
cols., 2000).

1.4 Pardmetros bioquimicos y exposicion a plaguicidas

Parametros como glucosa, proteinas séricas, albumina, urea, creatinina, bilirrubina,
fosfatasa alcalina, acido Urico, transaminasas, colesterol, triglicéridos, HDL, VLDL y
LDL son utilizados para evaluar la salud de los individuos expuestos
ocupacionalmente a plaguicidas y otros xenobioticos (Moore y James, 1981; Martin y
cols., 1996; Shobha y Prakash, 2000; Patil y cols. 2003; Patil y cols., 2009; Rojas-
Garcia y cols., 2011; Raafat y cols., 2012; Bernal-Hernandez y cols., 2014; Garcia-
Garcia y cols., 2016). En este sentido, en estudios poblacionales se ha reportado un
incremento en la concentracion de glucosa (Moore y James, 1981; Martin y cols.,
1996; Shobha y Prakash, 2000; Raafat y cols., 2012) y una disminucion en la
concentracion de colesterol y LDL (Kutty y cols., 1975; Luci¢ y cols., 2002; Patil y
cols., 2009), alteraciones hepéaticas y renales (Mohssen, 2001; Rahman y Siddiqui,
2006; Ambali y cols., 2007; Singh y cols., 2011b), asi como una disminucion en la

concentracion de albumina (Patil y cols., 2003; Singh y cols., 2011b).
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2. JUSTIFICACION

Nayarit se encuentra entre los estados con mayor tasa de uso e intoxicaciones por
plaguicidas, principalmente asociados con POF. Los fumigadores urbanos son un
grupo constantemente expuesto a estos compuestos. Numerosos estudios han
descrito los efectos de estos compuestos en poblaciones a través de diversos
biomarcadores, asi como variaciones en algunos parametros bioquimicos. Por otro
lado, la determinacion de polimorfismos genéticos en enzimas que biotransforman
plaguicidas, ha permitido identificar a los individuos mas susceptibles a tales efectos.
Tanto los CYP450 como la PON1 son enzimas polimérficas, por lo que las
variaciones alélicas de estos polimorfismos podrian afectar la tasa de
biotransformacion de los plaguicidas e influir en la inhibiciéon de las colinesterasas.
Por lo anterior, en este trabajo se pretende determinar la actividad enzimética de las
colinesterasas (AChE y BUChE), variaciones en parametros bioquimicos, presencia
de los polimorfismos PON1Q192R, CYP1A2*1F, CYP2B6*22 y CYP2D6*4 y su
posible asociacion con la actividad de las colinesterasas en fumigadores urbanos del
estado de Nayarit. Este estudio aportard informacién relevante sobre la exposicion
ocupacional a estos compuestos y sobre individuos méas susceptibles a la exposicion

a plaguicidas en fumigadores urbanos del estado de Nayarit.
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3. HIPOTESIS

La exposiciéon a POF modificara la actividad de las colinesterasas (AChE y BUChE) y
los parametros bioquimicos en fumigadores urbanos del estado de Nayarit; las
modificaciones de las colinesterasas serdn moduladas por los polimorfismos
PON1Q192R, CYP1A2*1F, CYP2B6*22 y CYP2D6*4.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad de las colinesterasas, parametros bioquimicos y los
polimorfismos PON1Q192R, CYP1A2*1F, CYP2B6*22 y CYP2D6*4 en fumigadores

urbanos del estado de Nayarit.

4.1 Objetivos especificos
1.-Evaluar la actividad de las colinesterasas (AChE y BuChE) en fumigadores

urbanos del estado de Nayarit.

2.-Determinar parametros bioquimicos de los fumigadores urbanos del estado de

Nayarit.

3.-Determinar la asociacion entre las colinesterasas y los pardmetros bioquimicos en

fumigadores urbanos del estado de Nayarit.

4.-Determinar los genotipos de PON1Q192R, CYP1A2*1F, CYP2B6*22 y CYP2D6*4

en fumigadores urbanos del estado de Nayarit.
5.-Determinar la asociacion entre los genotipos de PON1Q192R, CYP1A2*1F,

CYP2B6*22, CYP2D6*4 y la actividad de las colinesterasas en fumigadores urbanos

del estado de Nayarit.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Disefio de estudio

Se realizd un estudio transversal, descriptivo y analitico en 208 participantes del
estado de Nayarit. Como criterios de inclusion se consideraron que fueran
fumigadores urbanos, mayores de 18 afios, y como criterios de exclusiébn que no
aceptaran participar voluntariamente en el estudio o que no se contara con su carta
de consentimiento informado debidamente firmada.

A los participantes, se les informé por medio de platicas sobre los objetivos del
estudio y una vez que aceptaron participar, firmaron voluntariamente una carta de
consentimiento informado y se aplicé un cuestionario estructurado a manera de
entrevista para recabar informacidon acerca de sus caracteristicas generales como
peso, talla, edad, dieta, nivel socioecondmico, escolaridad, habitos nocivos como
consumo de drogas, alcohol y tabaco, sintomatologia asociada a la exposicion, entre
otros. Posteriormente se les solicitd una muestra Gnica de sangre en ayuno.

La poblacién de estudio se estratificé en tres grupos de acuerdo a su exposicion a
plaguicidas, la cual fue evaluada considerando su actividad laboral, uso de equipo de
proteccion personal, tiempo de exposicién, actividades adicionales asociadas a la
exposicién a plaguicidas (campo agricola, entre otras). Mientras que, la exposicion a
POF se determiné a través del cuestionario y de acuerdo a la actividad BuChE, ya
que constituye uno de los criterios de clasificacion de la exposicion a POF (Rastogi y
cols., 2008; Stefanidou y cols., 2009; Xu y cols., 2010; Kumar y cols., 2010).

e Grupo de baja exposicion: Individuos que trabajaban en oficina, no realizaban

actividades de fumigacion o trabajo en el campo. Este grupo registr6 una
media de actividad de BUChE de 6673.3 U/L con un rango de 5524-8922 U/L.

e Grupo de moderada exposicion: Individuos que realizaban actividades de

abatizacion, algunos fumigaban ocasionalmente y ademas tuvieron exposicion
ocasional en el campo. Este grupo presenté una media de 5943.9 U/L y un
rango de actividad de BuChE de 1377-9329 U/L. El principal plaguicida

utilizado en este grupo fue temefos y en menor proporcion clorpirifos.
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e Grupo de alta exposicion: Individuos que participaban en actividades de

fumigacion utilizando vehiculos, moto mochila o bomba Hudson, algunos
también fumigaban en el campo. La media de la actividad de BuChE fue
4333.2 U/L con un rango de 871-7418 U/L. Este grupo estaba expuesto

principalmente a clorpirifos y deltametrina.

El proyecto fue evaluado y aprobado por la Comision Estatal de Bioética del estado

de Nayarit, con nimero de registro CBN/01/2017.

5.2 Recolecciéon y procesamiento de muestras

Se obtuvieron 20 mL de sangre por puncién venosa en tubos con y sin EDTA, de los
cuales, una parte fue empleada para la determinacion de parametros bioquimicos:
biometria hemética, perfil lipidico, perfil hepético y renal. A partir de los tubos con
EDTA se evalud la actividad AChE y se determinaron los polimorfismos genéticos,
mientras que, en los tubos sin anticoagulante se obtuvo el suero para medir la

actividad BUChE. Los analisis bioquimicos se realizaron en un laboratorio certificado.

5.3 Determinaciones analiticas

5.3.1 Actividad enzimatica de BuChE

Reactivos
o Buffer de fosfatos (NazHPO4-KH2PO4) (0.1 M, pH 7.4)
e DTNB (10 mM)
e Yoduro de S-butiriltiocolina (63.2 mM)

Fundamento

Se basa en la hidrdlisis del sustrato butiriltiocolina por la enzima BuChE. La tiocolina
liberada reacciona con un croméforo, el acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), el
cual se une a la tiocolina liberada y produce al acido 5-tio-2-nitrobenzoico (NTB),
compuesto de color amarillo con una absorbancia éptima a 405 nm (Ellman y cols.,
1961).
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Procedimiento

El método utilizado fue el de Ellman y cols. (1961) con modificaciones. Se mezclaron
3 mL de buffer de fosfatos (0.1 M a pH 7.4), 0.1 mL de DTNB (10 mM) y 0.01 mL de
suero. La mezcla se incub6 a 37 °C por 10 minutos, posteriormente se agregaron
0.05 mL de yoduro de S-butiriltiocolina (63.2 mM). ElI cambio de absorbancia fue
monitoreado a 405 nm cada minuto, durante cuatro minutos desde el tiempo 0, en un
espectrofotometro Spectronic Genesys 10Bio (Wisconsin, USA). Finalmente, la

actividad de BUChE se report6 en UJ/L.

La actividad BUChE se calcul6 con las siguientes formulas:

£ Abs  [(abs1-abs0)+(abs2-abs1)+(abs3-abs2)+ (abs4-abs3)]
min 4

U Vol. total 1x10® I 1L MAD
BUCHE _:( ol. tota ) X10 *gmo ( ) \ 5
L \(E)(cm)(Vol Muestra) 1 mol 1000 mL/\ min

Donde:

Vol. total = Volumen final de la reaccion = 3.16 mL

E =10.6 x 102 M1 cm™ (coeficiente de extincién molar del DTNB)
cm = Ancho de la celda =1 cm

Vol. de la muestra (suero) = 0.01 mL

5.3.2 Actividad enzimatica de AChE
Reactivos
o Buffer de fosfatos (Na2HPO4-KH2PO4) (0.1 M, pH 7.4)
e DTNB (10 mM)
e Etopropazina (6 mM)
e Yoduro de acetiltiocolina (28.3 mM)
e Triton X-100 (0.03%)
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Fundamento

La tiocolina liberada reacciona con un cromoforo, el &cido 5,5 -ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB), para generar 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB), un complejo de
color amarillo con una absorbancia Optima a 412 nm. Debido a que la hemoglobina
interfiere con la absorcién a 412 nm, la actividad de AChE se midié a 436 nm para
reducir esta interferencia y se utilizO etopropazina para asegurar la medicion
especifica de AChE. Finalmente, la actividad de AChE se corrigié por hemoglobina y
se reporté en U/g de Hb. La hemoglobina para corregir la actividad de AChE fue

determinada en un laboratorio clinico certificado.

Procedimiento

La técnica fue determinada por el método de Ellman y cols. (1961) con
modificaciones. Las muestras fueron diluidas 1:100 con triton X-100. Posteriormente,
se mezclaron 500 pL de la dilucion con 1 mL de buffer de fosfatos (0.1 M a pH 7.4),
0.05 mL de DTNB (10 mM) y 0.005 mL de etopropazina (6 mM). La mezcla se incubo
a 37 °C por 10 minutos y se le agregd 0.025 mL de yoduro de acetiltiocolina (28.3
mM). El cambio de absorbancia fue monitoreado en un espectrofotébmetro Spectronic
Genesys 10Bio (Wisconsin, USA) a 436 nm cada minuto, durante tres minutos desde

el tiempo cero.

La actividad de AChE se calcul6 con las siguientes formulas:

A Abs  [(abs1-abs0)+(abs2-abs1)+(abs3-abs2)]
min 3

AChE i:(
mlL

Vol. total )(1;{1[]*6 umml)( 1L ) M ADbs
(E)(cm)(Vol. Muestra) 1 mol 1000 mL/ \ min
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Actividad enzimatica corregida por hemoglobina

ACHhE en U/mL

(Hb en gde)
100

AChE U/g de Hb=

Donde:

Vol. total = Volumen final de la reaccion = 1.58 mL

E = 10.6 x 103 M1 cm™ (coeficiente de extincion molar del DTNB)
cm = Ancho de la celda =1 cm

vol. de la muestra (hemolizado) = 0.5 mL.

5.4 Determinacién de genotipos

5.4.1 Extraccion de ADN

Reactivos
¢ Kit High Pure PCR Template Preparation de Roche ®
e Agua inyectable

e Isopropanol, grado biologia molecular Sigma Aldrich ®

Fundamento

Para extraer los acidos nucleicos del material bioldgico, se provoca una lisis celular,
se inactivan las nucleasas celulares y se separan los acidos nucleicos de los restos
celulares. El procedimiento de lisis debe ser suficientemente fuerte para romper los
tejidos y suficientemente suave para preservar el acido nucleico. Los &acidos
nucleicos se unen selectivamente a una fibra de vidrio pre-empaquetada en una mini
columna y se realizan lavados por centrifugacién para eliminar otros componentes

celulares adheridos a la columna.

Procedimiento
Se afiadieron 20 pL de proteinasa K a 200 pyL de sangre completa y 200 uL de buffer
de unioén; la mezcla se incubd a 70 °C por 10 minutos. Posteriormente, se agregaron

100 pL de isopropanol y se mezclo en vortex, la mezcla se cambié a un tubo
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recolector con filtro, se centrifugd a 8200 rpm durante un minuto y se cambid a otro
tubo colector. Se afiadieron 500 pL de buffer de inhibicion, se centrifugd a 8200 rpm
por un minuto y se cambié nuevamente el tubo recolector. Se afiadieron 500 pL de
buffer de lavado, se centrifugd a 8200 rpm por un minuto y se elimind el
sobrenadante. El lavado fue repetido cinco veces, en el ultimo lavado el tubo con
filtro se cambid a un tubo eppendorf nuevo y estéril, se centrifugd a 13500 rpm por 10
segundos para colectar el ADN y se afadieron 200 pL de buffer de elucién
(precalentado a 70 °C). Se centrifugd a 8200 rpm durante un minuto y el ADN
obtenido se conservo a 4 °C hasta su uso. La determinacion de la concentracion y
pureza del ADN se realiz6 en un NanoDrop 2000c a 260 y 280 nm.

5.4.2 Determinacién de los polimorfismos genéticos a través de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
Reactivos

s Sondas TagMan® Applied Biosystems ®

e Agua inyectable

e Universal PCR Master Mix Applied Biosystem ®

Fundamento

Una sonda TagMan® es un oligonucleétido cuya secuencia es complementaria a la
region central del amplicén. Presenta en el extremo 5 una marca fluorescente
(reportero) y en el extremo 3" un quencher o apagador, cuando estas dos moléculas
se encuentran unidas por la sonda, toda la fluorescencia emitida por el reportero es
absorbida por el apagador, por lo que la fluorescencia global observada es igual a
cero, a este fenomeno se le conoce como Férster (o Fluorescent) Resonant Energy
Transfer (FRET). Las sondas TagMan tienen una temperatura mayor que los primers,
durante la etapa de alineacion, la primera en unirse a la secuencia especifica es la
sonda y posteriormente los primers. Cuando la ADN polimerasa se une al extremo 3°
del primer inicia la elongacion, en su paso se encuentra con la sonda y la degrada
dada su actividad exonucleasa 5 - 3. Al ser degradada, libera al reportero del

apagador lo que suprime el fenémeno FRET. Dado que la fluorescencia emitida es
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proporcional a la cantidad de sonda degradada, y esta a su vez es proporcional a la
cantidad de templado generado, este sistema permite visualizar el incremento de

amplicén a lo largo de la reaccion de PCR (Logan y cols., 2009).

Procedimiento

Los polimorfismos se determinaron mediante PCR en Tiempo Real en un equipo
StepOne™ 2.1 Software de Applied Biosystems utilizando el sistema TagMan®
Universal PCR Master Mix. Para llevar a cabo la reaccién se utilizé una placa de 48
pozos, a la cual se afadieron 5 pL de Universal PCR Master Mix, 2.75 pL de agua
inyectable, 0.25 puL de Sondas TagMan® y 2 pL de ADN, para obtener un volumen
final de la reaccion de 10 pL. Las sondas estaban marcadas con los reporteros
fluorescentes FAM/VIC. Las condiciones de amplificacion fueron: temperatura inicial
de 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos y 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos y
60 °C por 1 minuto. Al finalizar la reaccion, la determinacion de genotipos se llevo a
cabo por discriminacion alélica. La secuencia de oligonucleétidos y sondas se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos y sondas TagMan.

Numero de Polimorfismo Sonda TagMan Cambio de
acceso base
TAAACCCAAATACATCTCCCAGGATI[CI/T]
rs662 PON1 Q192R 192 G>A

GTAAGTAGGGGTCAAGAAAATAGTG

AGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTCIC/
rs3892097 CYP2D6*4 1846 G>A
TITGGGGGTGGGAGATGCGGGTAAGGG

CCTGCTACAGCAACTGGAGTTCAGCIA/
rs762551 CYP1A2*1F -163 C>A
G]TGCCGCCGGGCGTGAAAGTCGACCT

AGGAGGTGGGGAATGGATGAAATTTIC/T
rs34223104 CYP2B6*22 -82 T>C
JATAACAGGGTGCAGAGGCAGGGTCA
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5.5 Analisis estadistico

Las caracteristicas generales de la poblacion, asi como el estilo de vida,
alimentacion, habitos nocivos, horas de trabajo semanal, entre otros, fueron
analizadas descriptivamente en promedios, medias y porcentajes. Las medias y los
intervalos de confianza (IC) fueron calculados para la actividad de colinesterasas y
parametros bioquimicos por nivel de exposicion e indice de masa corporal (IMC). Se
utilizé la prueba de Kolmogorov—Smirnov para evaluar la distribucion normal de las
variables dependientes. Cuando los datos siguieron una distribucion normal, se
utilizé las pruebas de ANOVA y Bonferroni, mientras que, las pruebas de U Mann-
Whitney y Kruskal-Wallis fueron utilizadas cuando los datos seguian una distribucion
no normal. En el caso de los polimorfismos, se determind el equilibrio con la Ley de
Hardy-Weinberg, frecuencias genotipicas y alélicas con la prueba de Ji2. Se
determinaron ademas coeficientes de correlacion y analisis bivariados para evaluar
asociaciones entre las colinesterasas, parametros bioguimicos y polimorfismos. La
significancia estadistica se consider6 como p<0.05. Para llevar a cabo los andlisis
estadisticos se utilizaron los paquetes estadisticos STATA version 11.1 (Stata Corp
LP, College Station, Texas, USA) y GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracteristicas generales de la poblacién de estudio

Entre agosto y septiembre del 2015, fueron colectadas muestras de 208
participantes, que de acuerdo a la estratificacion descrita en el apartado de
materiales y métodos, quedaron distribuidos de la siguiente manera: baja exposicion
n=22, moderada exposicibn n=126 y alta exposicion n=60. Del total de los
participantes, el 66.8% fueron hombres y 33.2% mujeres, con una media geométrica
de edad de 36.2 afios y 36.4 afios, respectivamente. Respecto al IMC, el 18.3% de
los participantes presentd peso normal, 34.6% sobrepeso y 47.1% presentd algun
grado de obesidad de acuerdo a la clasificacion de la OMS (2000). El sobrepeso y la
obesidad estan vinculados principalmente, a enfermedades cardiovasculares (OMS,
2000), este dato es preocupante, ya que esta condicién podria tener implicaciones
negativas en la salud de los participantes, aunado al dafio por la exposicion
ocupacional a POF. En la Tabla 2 se describen las caracteristicas generales de la

poblacion por grado de exposicion.

En promedio los participantes trabajan 6 dias por semana, con una jornada laboral
de 7.4 horas al dia; el 62% tenian una antigliedad entre 4 a 48 afios, mientras que, el
38% tenian menos de 4 afios laborando (Tabla 2). Es importante, considerar este
tipo de informacion al analizar los datos, ya que podrian influir en la interpretacion de
los resultados obtenidos. Asimismo, se observaron dos tipos de situaciones
laborales: trabajadores por contrato o temporales (47.8%) y trabajadores de base
(52.1%).

Respecto a los héabitos nocivos, el 22.1% de los participantes refirieron ser
fumadores activos, 77.9% fumadores pasivos, asimismo el 86.5% de la poblacion
consume bebidas alcohdlicas y el 5.8% refirio haber consumido algun tipo de droga
(Tabla 2). Al respecto, en otras poblaciones ocupacionalmente expuestas a
plaguicidas, también se ha observado la tendencia de consumir alcohol, en algunos

casos, esto es atribuido a las condiciones climatoldgicas, debido a que la actividad al
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aire libre en zonas con alta humedad promueve el consumo de bebidas alcohdlicas
(Martinez-Valenzuela y cols., 2009; Herndndez y cols., 2013; Sharma y cols., 2013).
Sin embargo, es importante considerar que el consumo de alcohol y el habito de
fumar son factores de riesgo adicionales a la exposicion ocupacional, por lo que

podrian influir negativamente en la salud de los fumigadores.

Tabla 2. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio

Grupo de baja Exposicion Exposicion
Caracteristicas exposicion moderada alta P
n=22 n=126 n=60
Edad* MG(rango) 34.9 (20-68) 37.3 (20-67) 34.7 (20-27) 0.16
Sexo n (%)
Mujer 5(23.7) 49 (38.9) 15 (25.0) 0.09
Hombre 17 (77.3) 77 (61.1) 45 (75.0) '
IMC**MG(rango) 28.2 (20.1-39.9) | 29.5(19.0-45.5) | 28.9 (20.4-54.4) | 0.23
Peso normal n (%) 5(22.7) 18 (14.3) 15 (25.0) <0.001
Sobrepeso n (%) 8 (36.6) 43 (34.1) 21 (35.0) <0.001
Obesidad n (%) 9 (40.9) 65 (51.6) 24 (40.0) <0.001
Horas de trabajo por dia
“MG(rango) 7.5 (3.2-17.5) 7.2 (6.9-7.5) 7.3 (6.8-7.8) 0.60
Fumadores activos n (%) 8 (36.3) 18 (15.1) 19 (31.7) 0.01
Fumadores pasivos n (%) 21 (95.5) 90 (73.8) 50 (84.8) 0.03
Consumo de alcohol n (%) 20 (90.9) 105 (83.3) 55 (91.7) 0.22
Consumo de drogas n (%) 7 (5.6) 5(8.3) 0.35
Afnos de estudio*
MG (rango) 14.8 (9-19) 11.5 (5-19) 11.5 (8-19) <0.001
Uso de equipo de
proteccién personal n (%) N/A 25 (25.5) 17 (28.81) 0.93

* Los valores se presentan como medias geométricas (MG) y los valores de p<0.05 fueron obtenidos
por la prueba de Kruskall-Wallis. Las variables categdricas se presentan como frecuencias y los
valores de p<0.05 fueron obtenidos por la prueba de Ji2. * Rangos de acuerdo e acuerdo a la OMS:
bajo peso (<18.5 kg/m?), peso normal (>18.5 - <24.9 kg/m?), sobrepeso (>24.9 - <29.9 kg/m?) y
obesidad (=30 kg/m?). N/A: No aplica.

Por otro lado, se observé que el grupo de baja exposicién tiene en promedio mas
afios de estudios (14.8 afios), respecto a los grupos de moderada y alta exposicion
(ambos de 11.5 afos). En cuanto al uso de equipo de proteccion personal, solo el

25.5% del grupo moderadamente expuesto y el 28.3% del grupo altamente expuesto
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informaron haber utilizado algin tipo de equipo de proteccion personal, el cual
consistié basicamente de sombrero o gorra, con una frecuencia del 71% en el grupo
de exposicion moderada y 72.4% en el grupo de exposicion alta (Tabla 3), los cuales
no son suficientes para una proteccion adecuada. En poblaciones de agricultores
ocupacionalmente expuestos, se ha reportado que los participantes con menor nivel
educativo no acostumbran usar equipo de protecciéon personal comparado con los de

mayor nivel educativo (Suybros y cols., 2012; Jallow y cols., 2017).

Con base a los resultados observados, es posible sugerir que los trabajadores tienen
poco conocimiento acerca del riesgo a la salud relacionado con su actividad laboral,

y que la falta de conocimiento pudiera estar asociada a su bajo nivel de estudios.

En cuanto a los plaguicidas més utilizados por la poblacion de estudio, se encuentran
los POF (63.3%), piretroides (29.8%) y CB (3.8%). De acuerdo a la clasificacion de la
OMS en el 2000, estos compuestos son clasificados como extremadamente
peligrosos (la), altamente peligrosos (Ib) y moderadamente peligrosos (1) (Tabla 4).
Esta tendencia coincide con la informacion descrita por Gonzalez-Arias y cols.
(2010), quienes observaron que los plaguicidas mas vendidos y utilizados en el
estado de Nayarit son los POF (52%), seguido de piretroides (26.4%) y CB (13.2%).
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Tabla 3. Frecuencia de uso de equipo de proteccién personal en la poblacion de estudio

Equipo Exposicién moderada Exposicién alta
Nunca Raramente Muy Siempre Nunca Raramente Muy Siempre p
seguido seguido

Overol n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

90 (95.7) 1(1.0) - 3(3.2) 56 (98.2) 1(1.8) - - 0.39
;’grr:abrero °l19(204)| 3(3.2) 5(54) | 66(71.0) | 12(20.7) | 3(5.2) 1(1.7) | 42(72.4) | 0.91
Cubreboca 55 (59.1) 15 (16.3) 4 (4.3) 19 (20.4) | 33 (55.9) 11 (18.6) 6(10.2) | 9(15.3) | 0.88
Guantes 81 (86.1) 7 (7.5) 6 (6.4) 52 (89.7) - 1(1.7) 5 (8.6) 0.61
Botas 77 (81.9) 2(2.1) 3(3.2) 12 (12.8) | 52 (89.7) 1(1.7) - 5 (8.6) 0.20
Lentes de
sequridad 72 (78.3) 11 (11.9) 3(3.3) 6 (6.5) 44 (75.8) 5 (8.6) 1(1.7) 8(13.8) | 0.59
Otros 45 (93.8) - - 3(6.2) 32 (84.2) - - 6 (15.8) | 0.15

Los valores se presentan como frecuencias y los valores de p<0.05 fueron obtenidos por la prueba de Ji?
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Tabla 4. Plaguicidas utilizados por la poblacion de estudio

Plaguicidas Uso (%) Clasificacién OMS*
Organofosforados 63.3%*
Temefos 151 (52.9)** 11
Clorpirifos 100 (35.1)** Il
Malation 20 (7.1)* 1]
Paration 10 (3.5)** la
Metamidofos 3 (L.1)* Ib
Acefato 1(0.3)** 1]
Piretroides 29.8%*
Deltametrina 76 (56.7)** Il
Lambdacialotrina 31 (23.1)* Il
Permetrina-esbioaletrina 20 (14.9)* 1]
Fenotrina 4 (3.0)** Il
Cipermetrina 2 (1.5)* Il
Bifentrina 1(0.7)** Il
Carbamatos 3.8%*
Bendiocarb 11 (64.7)** Il
Propoxur 5 (29.4)** 1l
Carbofurano 1(5.8)** Ib
Otros 3.1 %*

*Porcentaje de participantes que usa los plaguicidas considerando los grupos
quimicos (POF, piretroides, CB, otros) **Porcentaje de participantes que usa los
plaguicidas en cada uno de los grupos quimicos. Clasificacion de la OMS: clase
la (extremadamente peligrosos); clase Ib (altamente peligrosos); clase I
(moderadamente peligroso); clase Il (ligeramente peligroso) (OMS, 2009).

6.2 Exposicion a plaguicidas y actividad de colinesterasas

La media de la actividad de BuChE fue de 5550.8 U/L (IC 95% 5334.3-5767.5), la
cual se encuentra dentro de los valores considerados como normales de acuerdo a
Randox Laboratories-Antrim, U.K (5400-13200 U/L), sin embargo, el 48.1% de los
individuos expuestos, mostraron valores por debajo de los valores minimos
considerados como normales. De acuerdo al grupo de exposicion, la media de
BuChE para el grupo de baja exposicion fue 6673.3 U/L, 5944.0 U/L para el de
exposicion moderada y 4333.2 U/L en el grupo altamente expuesto (Figura 4a).
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Respecto a la actividad de AChE, la media geométrica de la actividad fue 19.7 U/g
Hb (IC 95% 19.2-20.2), la cual estuvo dentro de los valores de referencia
determinados previamente por nuestro grupo de trabajo (17-45 U/g Hb). No obstante,
el 12.5% de la poblacion total mostraron valores por debajo de los valores
considerados como normales. En el grupo de baja exposicion se observd una
actividad de 18.8 U/g Hb, 19.4 U/g Hb en el grupo de exposicion moderada y de 20.5

U/g Hb en el grupo altamente expuesto (Figura 4b).
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Figura 4. Actividad de las colinesterasas en la poblacion de estudio. a) Actividad BUChE y b)
Actividad AChE. Para BUChE el valor de p fue obtenida por ANOVA y para AChE por la por
la prueba de Kruskall-Wallis.

BuChE y AChE pertenecen a la familia serina hidrolasa y son inhibidas por los POF
(Lockridge, 2010). En el caso de la BuChE, se ha reportado que tiene mayor
sensibilidad en la evaluacion de la exposiciébn a diferentes tipos de POF, como
clorpirifos, diazindn y malation (Lotti, 2001; Masson y Lockridge, 2010). Estudios en
poblaciones ocupacionalmente expuestas como agricultores, floricultores y jornaleros
indigenas expuestos principalmente a POF y CB coinciden con la utilidad de BuChE
como biomarcador de exposicion (Miranda-Contreras y cols.,, 2013; Bernal-
Hernandez y cols., 2014; Aroonvilairat y cols., 2015; Singleton y cols., 2015; Ismail y

41



cols., 2017). No obstante, a pesar de los reportes de su baja sensibilidad respecto a
BuChE, la determinacion de la actividad AChE es considerada en el diagnéstico de

exposiciones por compuestos anticolinesterasicos (Santi y cols., 2011).

En este sentido, se han reportado estudios en poblaciones ocupacionalmente
expuestas a diversos plaguicidas como POF, CB, piretroides, entre otros; en los que
se ha observado una menor actividad de AChE respecto a grupos no expuestos
(Hernandez y cols., 2005; Jintana y cols., 2009; Singh y cols., 2011b;; Lozano-
Paniagua y cols., 2016) y una inhibicién de méas del 15% en la actividad de la enzima
en diferentes poblaciones ocupacionalmente expuestas (L6pez y cols., 2007,
Naravaneni y Jamil, 2007; Simoniello y cols., 2010; Pasiani y cols., 2012). Contrario a
lo anterior, los resultados de este trabajo, asi como estudios previos en poblaciones
de agricultores, jornaleros indigenas y fumigadores expuestos principalmente a POF,
no mostraron diferencias en la actividad de AChE por exposicion a estos compuestos
(Bernal-Hernandez y cols., 2014; Aroonvilairat y cols., 2015; Singleton y cols., 2015;
Ismail y cols., 2017).

Por otro lado, ambas colinesterasas fueron analizadas de acuerdo al IMC, sexo,
edad y antigiedad laboral. En el caso de la BUChE, no se observaron diferencias
significativas, mientras que, para AChE, se observd un aumento marginal de la

actividad de acuerdo a la edad (Tabla 5).
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Tabla 5. Actividad de colinesterasas estratificadas
por IMC, sexo, edad y antigiiedad laboral

BUChE U/L M(IC95%) | p |AChE U/gdeHb MG (IC95%) | p
IMC
Peso normal | 5237.32 (4758.9-5715.8) 19.6 (18.5-20.7)
Sobrepeso | 5548.39 (5185.5-5911.3) | 0.36 20.1 (19.3-21.0) 0.44
Obesidad 5672.11 (5340.2-6004.1) 19.3 (18.6-20.09)
Sexo
Mujeres 5654.8 (5383.3-5926.3) 051 19.8 (18.7-20.9) 050
Hombres | 5499.2 (5202.7-5795.6) 19.6 (19.1-20.1)
Edad
20-30 afios | 5414.4 (4950.0-5878.9) 18.8 (17.8-19.9)
31-37 afos 5692.8 (5380.2-6005.5) | 0.47 19.6 (18.7-20.4) 0.08
38-68 afos 5426.6 (5019.4-5833.8) 20.2 (19.1-21.4)
Antigliedad laboral
0-4.1 afos 5399.2 (5031.0-5767.3) 0.29 20.2(19.3-21.1) 0.28
>4.1 afios 5640.1 (5370.4-5909.8) 19.3 (18.8-19.9)

M: media; MG; media geométrica; IC, intervalo de confianza. Los valores de p se
obtuvieron a través de ANOVA, Bonferroni para BUChE y Kruskall-Wallis para AChE.

En poblaciones sanas no expuestas se ha reportado que factores como sexo, edad,
IMC, uso de drogas, tabaco y actividad fisica, podrian modificar la actividad de estas
enzimas (Kutty 1980; Lepage y cols., 1985; Fairbrother y cols., 1989; Zimmer y cols.,
2012; Sato y cols., 2014; Vallianou y cols., 2014; Worek y cols., 2016). En el caso de
BuChE, en poblaciones no expuestas a plaguicidas se han reportado diferencias de
la actividad por IMC (Lepage y cols., 1985; Sato y cols., 2014), y a pesar de que su
funcién fisioldgica no ha sido establecida, los resultados en modelos animales
indican que BUChE podria tener un rol en la regulacion del metabolismo lipidico, sin
embargo, el mecanismo no esta completamente establecido (Lassiter y Brimijoin,
2008; Vallianou y cols., 2014; Peris-Sampedro y cols., 2015a, 2015b).
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En otros casos, la informacion en la literatura es controversial, por ejemplo, en el
caso del sexo, algunos estudios han reportado mayores niveles tanto de BuChE
como de AChE en hombres en comparacion a las mujeres (Lepage y cols., 1985;
Brock y Brock 1993; Carmona-Fonseca y cols., 2000; Carmona-Fonseca, 2007,
Zimmer y cols., 2012; Worek y cols., 2016), sin embargo, también hay estudios que
observaron lo contrario (Simoniello y cols., 2010; Bernal-Herndndez y cols., 2014).
Asimismo, diferentes estudios en poblaciones expuestas a agentes neurotoxicos,
como los POF, han descrito tanto un incremento como una disminucion de las
colinesterasas de acuerdo a la edad (Karlsen, 1981; Henao y cols, 1990; Henao y
Corey., 1991; Carmona-Fonseca, 2007). Tales inconsistencias pueden deberse a
causas muy particulares, una de ellas puede ser el tipo de plaguicida al que los
individuos estan expuestos, el grado de exposicion, el tiempo de exposicion, raza,
entre otras.

Por otro lado, aunque no se encontraron diferencias significativas en las
colinesterasas entre los trabajadores respecto a la antigiiedad laboral (menos de 4.1
afios versus mayor a 4.1 afios) (Tabla 5), un analisis de acuerdo a su situacion
laboral, mostr6 en los trabajadores de base, una menor actividad de AChE (19.86
U/g Hb) en aquellas personas con una antigiedad mayor a 4 afos, respecto a los
trabajadores de base de menor antigliedad laboral (22.70 U/g Hb) (p=0.03). Contrario
a esto, Pasiani y cols. (2012), en una poblacién de Brasil expuesta a POF y CB, no
observaron relacién entre la antigiiedad laboral y la actividad AChE y sugieren que
podria deberse a que el 44.6% de su poblacién utilizaba el equipo de proteccion
personal completo. En el caso de los participantes del presente trabajo, el uso de
equipo de proteccion personal utilizado es insuficiente y de acuerdo a estos

resultados, podria tener un impacto en la actividad de AChE a largo plazo.

En el caso particular de los habitos nocivos, se observdo una menor actividad de
BuChE en los fumadores activos respecto a los no fumadores (Figura 5). Al respecto,
Araoud y cols. (2011), observaron en una poblacion ocupacionalmente expuesta a
plaguicidas de Sahel, region de Tunez, que los fumadores tenian baja actividad de
BuChE respecto a los no fumadores.
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Figura 5. Actividad BUChE en fumadores y no fumadores de la poblacion de estudio. El valor
de p se obtuvo por la prueba de t-Student.

Respecto a AChE, no se observaron diferencias en la actividad con respecto al
hébito de fumar (datos no mostrados), sin embargo, Wang y cols. (2009) reportaron
menor actividad de AChE en un grupo de fumadores, esta diferencia podria estar
asociada a la nicotina, principal alcaloide del tabaco, ya que al ser un ligando
especifico de los receptores colinérgicos nicotinicos, estimula la liberacion de
acetilcolina en las terminales nerviosas colinérgicas, lo que provoca el reclutamiento
de la enzima. Mabrouk y cols., (2011), sugieren que en el caso de BUChE pudiera
estar ocurriendo el mismo mecanismo, sin embargo, serian necesarios estudios mas
detallados para poder elucidar el comportamiento de BuChE en individuos

fumadores.
Debido a lo anterior, es necesario conocer y considerar aquellos factores que pueden

influir en la actividad de las colinesterasas para hacer un analisis mas acertado en

poblaciones ocupacionalmente expuestas a plaguicidas.
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6.3 Parametros bioquimicos, colinesterasas y nivel de exposicion

Diversos estudios han asociado a la BUuChE con obesidad, adiposidad, diabetes
mellitus tipo-2 y contenido de grasa hepatica (Kutty y cols., 1981; Abbott y cols.,
1993; Alcantara y cols., 2002; Calderon-Margalit y cols., 2006; Santarpia y cols.,
2013). En este sentido, BUChE ha sido relacionada con el metabolismo de lipidos,
asi como con el contenido de colesterol, triglicéridos, lipoproteinas de baja densidad
(LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y lipidos totales (Cucuianu y cols.,
2002; Valle y cols., 2006). A pesar de que la naturaleza de esta relacion no ha sido
establecida, los resultados en modelos animales indican que BuChE podria tener un
rol en la regulacion del metabolismo lipidico (Vallianou y cols., 2014). Con base en
esto, y dado que el 81.7% de la poblacion presenta sobrepeso o algun grado de
obesidad, la poblacién ademas de analizarse por nivel de exposicion se analizd por

clasificacion del IMC de acuerdo a la OMS (peso normal, sobrepeso y obesidad).

En el grupo de peso normal se observé una menor concentracion de albumina en el

grupo de alta exposicion respecto al de moderada exposicion (Figura 6).
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Figura 6. Concentracion de albumina en personas con peso normal. Los valores de p fueron
obtenidos con las pruebas de Kruskal Wallis y Mann-Whitney, ajustadas a a<0.0167,
equivalente a p<0.05.
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En los participantes con sobrepeso se observaron menores niveles de creatinina en
el grupo de exposicibn moderada respecto al de alta exposicion y una menor
concentracion de colesterol, LDL e indice aterogénico al aumentar el grado de

exposicion (Figura 7).
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Figura 7. Parametros bioquimicos por nivel de exposicidbn en personas con sobrepeso. a)
Creatinina, b) Colesterol, ¢) LDL, d) indice aterogénico. Los valores de p fueron obtenidos con
las pruebas de Kruskal Wallis y Mann-Whitney, ajustadas a a<0.0167, equivalente a p<0.05.

Mientras que, en los participantes con obesidad, se observé una mayor

concentracion de glucosa en el grupo de exposicion moderada respecto al de baja
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exposicién y una menor concentracion de creatinina y albumina en el grupo de

exposicidbn moderada respecto al de baja exposicion (Figura 8).
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Figura 8. Parametros bioquimicos por nivel de exposiciébn en personas con obesidad. a)
Glucosa, b) Creatinina y c) Albumina. Los valores de p fueron obtenidos con las pruebas de
Kruskal Wallis y Mann-Whitney, ajustadas a a<0.0167, equivalente a p<0.05.

Actualmente, es escasa la literatura referente al analisis de parametros bioquimicos
en poblaciones ocupacionalmente expuestas a plaguicidas, mas aun considerando el
IMC de los individuos. En este sentido, en el caso de la albamina, Singh y col.

(2011b),, observaron en una poblacion de la India ocupacionalmente expuesta a
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plaguicidas, menores niveles de albumina respecto a individuos no expuestos. La
albumina se ha considerado como un “scavenger” de POF al contribuir con la
detoxificacion de éstos (Ding y cols., 2008), ya que se ha observado que cuando la
concentracion de POF en suero es alta, éstos se unen a albumina (Li y cols., 2008).
Por lo que en algunos estudios se ha considerado como un marcador de exposicion
a plaguicidas (Peeples y cols., 2005; Ding y cols., 2008; Li y cols., 2008; Van der
Schans y cols., 2013).

Por otro lado, concentraciones mayores de creatinina han sido observadas en
poblaciones ocupacionalmente expuestas a plaguicidas respecto a los grupos no
expuestos, las cuales han sido asociadas con dafio renal, puesto que la creatinina es
un residuo del metabolismo de proteinas y es un indicador de la funcién renal (Garba
y cols., 2007). Al respecto, Toe y cols. (2012), en Burkina Faso, observaron una alta
prevalencia de disfuncién hepatica y renal en usuarios frecuentes de plaguicidas.

6.3.1 Parametros bioquimicos, BUChE y nivel de exposicién

a) Parametros lipidicos y glucosa

Los resultados de los andlisis de correlacion entre BUChE y parametros lipidicos y
glucosa, de acuerdo al grado de exposicion se muestran en la Tabla 6.

En el grupo de baja exposicién, los individuos con peso normal presentaron una
correlacion negativa marginal de BuChE con glucosa. En los participantes con
sobrepeso se observaron correlaciones positivas con triglicéridos, VLDL, indice
aterogénico y lipidos totales y de tipo marginal con colesterol.

Respecto al grupo de moderada exposicion, en los participantes con peso normal se
observé una correlacion marginal positiva de BuChE con triglicéridos. En los
individuos con sobrepeso se observaron correlaciones positivas con colesterol,
triglicéridos, VLDL e indice aterogénico y de tipo marginal con LDL y lipidos totales.
En los participantes con obesidad, solo se observé una correlacion positiva de tipo

marginal con colesterol.
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Mientras que, en el grupo de alta exposicion solo se observé una correlacion positiva
de BUChE con indice aterogénico y correlaciones marginales con triglicéridos, VLDL
y HDL en las personas con peso normal. Adicionalmente, un analisis de regresion
lineal mostré una asociacion entre BUuChE con VLDL (=56.87, p=0.003), colesterol
(B=16.86, p<0.001) y lipidos totales (B=-2.78, p=0.02) en los individuos con
sobrepeso del grupo de exposicion moderada.

En la literatura son limitados los estudios que reportan correlaciones entre la
actividad de BUChE con parametros lipidicos y glucosa, tanto en estudios en
animales como en poblaciones ocupacionalmente expuestas a plaguicidas. En este
sentido, Luci¢ y cols. (2002), observaron un aumento en la concentracién de
colesterol y LDL y una disminucion de BUChE en ratas tratadas con dos dosis de
diclorvos. Asimismo, estudios en ratas y ratones expuestos a clorpirifos mostraron un
aumento de peso (Lassiter y Brimijoin, 2008; Peris-Sampedro y cols., 2015b) y un
incremento de acil grelina (Peris-Sampedro y cols., 2015). Mientras que, en
humanos, Kutty y cols. (1975), reportaron una disminucion de la actividad de BuChE,
LDL y colesterol en un paciente intoxicado con POF. Ademas Patil y cols. (2009), en
una poblacion de la India reportaron baja concentracion de BuChE, colesterol y altos

niveles de glucosa en individuos expuestos a plaguicidas.
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Tabla 6. Correlaciones entre la actividad de BUChE y parametros bioquimicos

Grupos por | Glucosa | Colesterol | Triglicéridos VLDL HDL atelrrgzgigﬁico LDL I,[‘;?;?g;
IMC (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) | (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Baja exposicion
Normal -0.86* -0.63 0.59 0.58 -0.38 0.28 -0.69 0.32
Sobrepeso 0.59 0.69* 0.76** 0.73** -0.49 0.75** 0.58 0.76**
Obesidad 0.31 0.02 -0.26 -0.27 -0.35 0.28 0.15 -0.14
Moderada exposicion
Normal -0.04 0.15 0.45* 0.29 -0.05 0.28 0.08 0.39
Sobrepeso 0.32 0.42** 0.40** 0.52** -0.26 0.43** 0.26* 0.28*
Obesidad 0.04 0.21* 0.20 0.21 0.04 0.11 0.13 0.22*
Alta exposicién
Normal 0.41 0.26 0.47* 0.47* -0.47* 0.62** 0.39 0.41
Sobrepeso <0.01 0.11 0.30 0.33 0.29 -0.30 -0.13 0.28
Obesidad 0.15 -0.12 -0.12 0.05 -0.03 -0.11 -0.11 -0.14

Los valores de p fueron obtenidos con la prueba de correlacion de Pearson. *0.05<p<0.1; **p<0.05.
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b) Parametros renales
En cuanto a los parametros de funcién renal, en el grupo de baja exposicion, se
observd una correlacion positiva con creatinina en los participantes de peso normal,
mientras que, en los de sobrepeso se observaron correlaciones positivas con urea y
nitrégeno ureico en sangre (BUN). En el caso del grupo de moderada exposicion se
observd una correlacion positiva con acido Urico en los participantes con sobrepeso.
Por otro lado, en el grupo de alta exposicion, se observé una correlacion negativa

con acido arico en los participantes con obesidad (Tabla 7).

Tabla 7. Correlaciones entre la actividad de BUChE y parametros renales

Grupos por Urea BUN Creatinina fﬁ:gg
IMC (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Baja exposicion
Normal -0.13 -0.13 0.98** 0.30
Sobrepeso | 0.80** 0.80** 0.29 0.11
Obesidad 0.29 0.29 -0.18 0.59
Moderada exposicion
Normal -0.13 -0.13 -0.001 -0.01
Sobrepeso -0.07 -0.06 0.12 0.33**
Obesidad -0.21 -0.21 -0.004 0.13
Alta exposicion
Normal -0.16 0.001 0.03 0.09
Sobrepeso -0.34 -0.34 -0.14 0.16
Obesidad -0.32 -0.32 -0.34 -0.43**

Los valores de p fueron obtenidos con la prueba de
correlacion de Pearson. *0.05<p<0.1; **p<0.05.

Alteraciones en los parametros como BUN, urea y acido urico, han sido asociados
con desarrollo de enfermedades renales crénicas, favorecidas con el sindrome

metabalico, dislipidemias, hipertension y diabetes tipo Il (Kutzing y Firestein, 2008;
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Johnson y cols., 2013; Navarro y Ardiles, 2015). Referente a la exposicién a POF, se
han reportado alteraciones en éstos parametros (Al-Sarar y cols., 2009; Singh y cols.,

2011b), sin embargo, no correlacionados directamente con la actividad de BUChE.

c) Actividad BUuChE y parametros hepaticos
En cuanto a los pardmetros de funcion hepética, en el grupo de baja exposicion se
observo una correlacién positiva marginal con fosfatasa alcalina en los individuos con
sobrepeso. En el grupo de moderada exposicion, los individuos con peso normal
mostraron correlaciones negativas con aspartato aminotransferasa (TGO) y alanina
aminotransferasa (TGP), y de tipo marginal negativa con fosfatasa alcalina y positiva
con gamma glutamil transferasa (GGT); mientras que, en los individuos con
sobrepeso se observaron correlaciones positivas con albimina y proteinas séricas
(incluyen albumina y globulina). Por otro lado, en el grupo de alta exposicion en los
individuos con peso normal se observd una correlaciébn positiva marginal con
proteinas séricas, mientras que, en los individuos con sobrepeso se observd una

correlacion negativa de tipo marginal con fosfatasa alcalina (Tabla 8).

La actividad de BUuChE ha sido considerada como un indicador convencional de la
funcion hepatica (Burnett, 1960; Al-Kassab y Vijayakumar, 1995; Meng y cols., 2013;
Pavo y cols., 2017), mientras que, la obesidad se ha asociado con un mayor riesgo
de padecer alguna enfermedad hepatica por depédsito de grasa (Miquilena Colina y
Garcia Monzén, 2010), asimismo, la acumulacion de grasa en el higado suele
acompafarse de un aumento de las enzimas hepaticas, principalmente TGP y TGO
(Gutiérrez-Cota y cols., 2013), las cuales, de acuerdo a Araoud y cols. (2013),
podrian estar correlacionadas con la actividad de BuChE, dependiendo de las

diferentes condiciones hepaticas como colestasis, hepatitis y cirrosis.
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Tabla 8.

Correlaciones entre la actividad de BUChE y parametros hepaticos

IMC (UIIL) | (UIL) LI (UIIL) (ma/dL) (ma/dL) (/L) (g/dL)
Baja exposicion

Normal -0.07 -0.53 0.46 -0.10 0.71 0.65 0.18 0.48

Sobrepeso 0.05 0.16 0.66* 0.33 0.32 0.50 0.27 -0.27

Obesidad -0.26 -0.22 -0.03 -0.21 0.16 0.18 0.22 0.51
Moderada exposicion

Normal -0.54* | -0.64** -0.47* 0.47* 0.10 0.15 -0.32 0.23

Sobrepeso 0.23 0.23 0.21 0.22 0.05 0.01 0.35** 0.46**

Obesidad -0.01 0.02 0.01 0.09 0.16 0.12 0.22* 0.18
Alta exposicién

Normal -0.03 0.25 0.07 -0.06 0.30 0.36 0.45* 0.22

Sobrepeso 0.09 0.13 -0.40* 0.30 0.02 0.17 0.08 -0.18

Obesidad 0.09 0.03 -0.23 -0.07 -0.14 -0.09 -0.30 -0.18

Los valores de p fueron obtenidos con la prueba de correlacién de Pearson. *0.05<p<0.1; **p<0.05.
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6.3.2 Parametros bioquimicos, AChE y nivel de exposicion

a) Parametros lipidicos y glucosa

En el grupo de baja exposicion, se observo una correlacion negativa marginal entre la
AChE y glucosa en los individuos con obesidad. Mientras que, en el grupo de
exposicibn moderada se observaron correlaciones negativas marginales con
triglicéridos y VLDL, y de tipo positiva, también marginal, con LDL en los participantes
con sobrepeso. En el caso del grupo de alta exposicidn con sobrepeso, se observé una
correlacion negativa marginal con HDL y en los individuos con obesidad, se observaron
correlaciones negativas con glucosa, triglicéridos y VLDL (Tabla 9).

Las correlaciones negativas observadas entre AChE y glucosa en individuos con
obesidad, hasta el momento, no han sido reportados en estudios, sin embargo, estudios
en poblaciones ocupacionalmente expuestas a POF, han reportado que la exposicién a
estos compuestos aumenta el riesgo de padecer diabetes de tipo Il, debido a que los
POF estimulan la glucogendlisis y gluconeogénesis, lo que propicia la hiperglicemia
(Moore y James, 1981; Martin Rubi y cols., 1996; Shobha y Prakash, 2000; Raafat y
cols.,2012).

En cuanto a las correlaciones entre AChE y los parametros lipidicos, se observaron
variaciones en los grupos de moderada y alta exposicion en los participantes con
sobrepeso y obesidad. Estas observaciones, tampoco han sido reportadas previamente
en poblaciones humanas, sin embargo, un estudio en roedores mostré que la inhibicion
inducida de la AChE en ayuno, incrementaba la acumulacién de triglicéridos (Yokota y
cols., 2014)

55



Tabla 9. Correlaciones entre la actividad de AChE con glucosa y parametros lipidicos

Grupos por | Glucosa | Colesterol | Triglicéridos VLDL HDL atelrg(é]igﬁico LDL lt_cl;?;?:ss
IMC (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) | (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Baja exposicion
Normal 0.32 0.527 -0.11 0.08 0.53 -0.74 -0.05 0.26
Sobrepeso -0.70 0.116 0.23 0.23 0.12 0.35 0.26 0.12
Obesidad -0.63* 0.31 0.35 0.39 -0.04 0.47 0.31 0.49
Moderada exposicion
Normal 0.30 0.20 0.02 0.03 0.43 -0.03 0.09 0.31
Sobrepeso 0.01 0.16 -0.28* -0.27* 0.16 -0.06 0.26* -0.10
Obesidad 0.07 <0.01 0.16 0.16 0.05 -0.06 -0.13 0.11
Alta exposicién
Normal 0.42 0.09 0.32 0.33 -0.05 0.10 -0.01 0.30
Sobrepeso 0.28 -0.29 -0.24 -0.37 -0.43* 0.13 -0.26 -0.25
Obesidad -0.48* -0.26 -0.47** -0.48** 0.31 -0.06 0.23 -0.19

Los valores de p fueron obtenidos con la prueba de correlacién de Spearman. *0.05<p<0.1; **p<0.05.




b) Parametros renales
No se observaron correlaciones en los grupos de baja y moderada exposicion. Sin
embargo, en el grupo de alta exposicion, en los individuos de peso normal se
observo una correlacion negativa marginal con BUN. En las personas con sobrepeso
se encontraron correlaciones positivas marginales con urea y BUN, asi como una
correlacion negativa con acido urico. Mientras que, en los individuos con obesidad se

observé una correlacion negativa marginal con creatinina (Tabla 10).

Tabla 10. Correlaciones entre la actividad de AChE y parametros renales

Grupos por | Urea BUN Creatinina ﬁ?iigg
IMC (mg/dL) | (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Baja exposicién
Normal 0.21 0.21 -0.11 0.63
Sobrepeso 0.63 0.63 0.44 0.06
Obesidad 0.32 0.32 0.60 0.20
Moderada exposicion
Normal 0.24 0.24 -0.08 -0.19
Sobrepeso 0.20 0.20 0.08 0.18
Obesidad 0.16 0.16 -0.06 -0.14
Alta exposicion
Normal -0.42 -0.68* 0.26 0.07
Sobrepeso 0.41* 0.41* -0.09 -0.43*
Obesidad -0.09 -0.09 -0.41* -0.34

Los valores de p fueron obtenidos con la prueba de
correlacion de Spearman. *0.05<p<0.1; **p<0.05.

Estudios en poblaciones ocupacionalmente expuestas a POF han descrito
alteraciones en los parametros de funcion renal a través del incremento de la

concentracion de urea, creatinina y acido Uarico, asi como la disminucion de la
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actividad de AChE en individuos expuestos a POF (Al-Sarar y cols., 2009; Singh y
cols., 2011b). Sobre la base de lo anterior, podria suponerse que la inhibicion de
AChE, promueve el incremento de urea, BUN, creatinina y acido uarico, lo que
conduciria a un dafio renal, sin embargo, en la poblacion de este estudio se
observaron correlaciones tanto positivas como negativas de acuerdo al IMC. En este
sentido, el dafio renal producto de la exposicion a POF podria modularse

dependiendo del IMC en los individuos de esta poblacion.

c) Parametros hepéticos
En el grupo de baja exposicion se observé una correlacion negativa marginal entre
AChE y albumina en individuos con sobrepeso. En el grupo de moderada exposicion
una correlacion negativa marginal con GGT en las personas con sobrepeso. Mientras
que, en el grupo de alta exposicidn, se observaron correlaciones negativas con
proteinas séricas y albumina, y de tipo marginal con bilirrubina total en los individuos
con sobrepeso. En los participantes obesos de observaron correlaciones negativas

con bilirrubina total e indirecta y de tipo marginal con fosfatasa alcalina (Tabla 11).

El sobrepeso y la obesidad han sido relacionados con el incremento de enzimas
hepaticas como TGP y GGT, asi como con el desarrollo de la resistencia a la insulina
(Gray y cols., 2013). Alteraciones en estas enzimas también han sido descritas en
poblaciones expuestas a POF, al respecto, Ismail y cols. (2010), observaron
correlaciones negativas entre la actividad AChE y las transaminasas en adolescentes
y nifios ocupacionalmente expuestos plaguicidas. De acuerdo a lo observado en los
individuos del presente trabajo, la inhibicion de AChE por los POF, podria estar

relacionada con alteraciones de los parametros de funcionamiento hepatico.
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Tabla 11. Correlaciones entre la actividad de AChE y parametros hepaticos

IMC (UIIL) | (UIL) LI U | haidL) (ma/dL) (g/dL) (g/dL)
Baja exposicion

Normal -0.16 -0.46 -0.43 0.05 0.05 -0.16 0.68 -0.08

Sobrepeso 0.61 0.13 0.06 -0.35 -0.12 -0.09 0.09 -0.83**

Obesidad 0.29 0.43 -0.16 -0.04 0.20 0.33 0.51 0.13
Moderada exposicion

Normal -0.34 0.26 -0.25 0.08 0.02 0.10 0.40 0.14

Sobrepeso | -0.06 -0.19 -0.21 -0.26* -0.16 -0.19 -0.18 <0.01

Obesidad 0.15 0.10 0.06 0.12 -0.12 -0.16 -0.17 -0.15
Alta exposicién

Normal -0.15 0.33 -0.03 0.16 -0.47 -0.37 0.05 0.03

Sobrepeso | -0.27 0.09 0.21 0.06 -0.42* -0.28 -0.49** -0.68**

Obesidad -0.33 -0.27 -0.41* -0.26 -0.45* -0.43** <0.01 -0.31

Los valores de p fueron obtenidos con la prueba de correlacion de Spearman. *0.05<p<0.1; **p<0.05.
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Por otro lado, se ha propuesto que la unién de la albimina y los POF podria reducir
la toxicidad al limitar su acceso a los objetivos funcionales en el cerebro y masculo
(Qiao y cols., 2001; Tarhoni y cols., 2008). En relacion a esto, en el grupo de
individuos altamente expuestos de este estudio, la concentracién de albumina fue
significativamente més baja (4.75 g/dL) cuando la actividad de AChE estuvo por
arriba de la media geométrica. Caso contrario, cuando la actividad de AChE estuvo
por debajo de la media, la concentracion de la albumina fue mayor (4.91 g/dL). Con
base en lo anterior, es posible que la correlacion negativa entre la AChE y la
albumina observada en la poblacion se deba, en parte, a la capacidad de

“scavenger” de esta enzima hacia los POF.

Los resultados observados en el analisis de los parametros bioquimicos en este
estudio y de acuerdo a lo reportado en la literatura, sugieren que las variaciones en
los diferentes parametros podrian estar asociadas a la actividad de las
colinesterasas, las cuales podrian depender del grado de exposicion a plaguicidas,

asi como del IMC de los participantes.

6.4 Polimorfismos genéticos como modificadores de la toxicidad de los POF
PON1 Q192R

Las frecuencias genotipicas observadas para PON1 Q192R en este trabajo fueron
para QQ: 0.27, QR: 0.50 y RR: 0.23. Tanto en la poblacion de estudio como en otras
poblaciones mexicanas ocupacionalmente expuestas, el genotipo con mayor
frecuencia fue el heterocigoto QR, a excepcion de un estudio en jornaleros indigenas
en Nayarit (Bernal-Hernandez y cols., 2014), en el cual el homocigoto RR fue el de
mayor frecuencia genotipica (Tabla 12). Sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas de las frecuencias genotipicas entre las poblaciones.
Asi también, de los grupos de moderada y alta exposicion, el 24.6% de los
participantes presentaron el genotipo QQ, el cual es sustrato dependiente y ha sido
asociado con una mayor susceptibilidad a la exposiciébn a clorpirifos respecto a
aquellos con el genotipo RR (Davies y cols., 1996; Akglr y cols., 2003; Lee y cols.,
2003).
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CYP1A2*1F

Las frecuencias genotipicas observadas para CYP1A2*1F fueron para CC: 0.08, CA:
0.41 y AA: 0.51 (Tabla 12). Anteriormente, este genotipo fue descrito para otras
poblaciones mexicanas ocupacionalmente expuestas, donde el genotipo mas
frecuente, al igual que en este estudio fue el AA, a excepcion de los Taraumaras y
Coras, donde el mas frecuente fue el genotipo CA (Lazalde-Ramos, 2012). Es
importante sefialar que el 51% de los individuos de los grupos de moderada y alta
exposicién presentaron el genotipo AA, el cual, ha sido asociado con un incremento
de la actividad enzimatica (Sachse y cols., 1999; Han y cols., 2002; Zanger y cols.,
2008; Djordjevic y cols., 2010; Pilgrim y cols., 2012; Tian y cols., 2013), y de éstos, el
19% presento el genotipo de mayor susceptibilidad de PON1 Q192R (QQ).

CYP2B6*22

En el caso del polimorfismo CYP2B6*22, los genotipos encontrados fueron para TT:
0.99y TC: 0.01, CC no fue observado. Hasta donde es nuestro conocimiento, no hay
estudios reportados de este polimorfismo en poblaciones mexicanas, sin embargo,
en poblaciones hispanica, afroamericana, asiatica y surafricana coinciden con lo
observado en la poblacion de estudio (Tabla 12). El genotipo CC no ha sido
reportado en poblaciones ocupacionalmente expuestas, el cual esta asociado con un

aumento en los niveles de expresion de la enzima (Zukunft y cols., 2005).

CYP2D6*4

Las frecuencias genotipicas observadas para CYP2D6*4 en este estudio fueron las
siguientes: *1/*1: 0.79, *1/*4: 0.20 y *4/*4: 0.01. Estas frecuencias genotipicas han
sido descritas en poblaciones de Durango y Nayarit, también expuestas a
plaguicidas. Tanto en esas poblaciones como en la de éste estudio, el genotipo de
mayor frecuencia fue el *1/*1 (Tabla 12). Ademas, en los grupos de moderada y alta
exposicion, el 2.8% son portadores del genotipo *4/*4, el cual transcribe una proteina

de actividad enzimética nula (Sams y cols., 2000).
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Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas de la poblacién de estudio

Poblacion Genotipos ‘ Alelos
PON1 Q192R
Mexicana N QQ QR RR Q R
Rojas-Garcia y cols., 2005 Ciudad de México 214 | 0.27 | 044 | 0.29 | 0.51 | 0.49
Gamboa y cols., 2008 Ciudad de México 155 | 0.26 | 0.57 | 0.16 | 0.55 | 0.45
Lopez-Flores y cols., 2009 Morelos y Edo. De México 169 | 0.16 | 0.47 | 0.37 | 0.40 | 0.60
Martinez-Salazar y cols., 2011 Morelos y Edo. De México 63 0.31 | 0.36 | 0.33 | 048 | 0.52
Bernal-Hernandez y cols., 2014 Huicholes de Nayarit 62 | 0.20 | 0.42 | 0.48 | 0.41 | 0.59
Garcia-Gonzalez y cols., 2016 Yucatan 151 | 0.22 | 0.48 | 0.30 | 0.46 0.54
Este trabajo Nayarit 205 | 0.27 | 050 | 0.23 | 0.52 0.48
Poblacion CYP1A2*1F
Mexicana N CcC CA AA C A
Mexicaneros 78 0.02 (039 | 059 |0.22 0.78
Seris 38 0 0.16 | 0.84 | 0.08 0.92
Guarijios 30 0.06 |0.27 |0.67 |0.20 0.80
Mayos 88 0.02 (034 | 064 |0.19 0.81
Lazalde Ramos, 2012 Huicholes 106 | 0.10 |0.38 | 058 | 029 |0.71
Tarahumaras 146 0.19 | 055 | 0.26 |0.47 0.53
Coras 158 0.15 |0.48 |0.37 |0.39 0.61
Tepehuanos 238 0.08 | 0.44 | 0.48 |0.30 0.70
Este trabajo Nayarit 173 | 0.08 |0.41 |051 |0.29 0.71
Francesa
Dereure y cols., 2003 ‘ Sur de Francia 49 0.06 | 054 |0.39 |0.33 0.77
Espafiola
Fontanellas y cols., 2010 ‘ Esparioles 102 | 0.03 | 049 |048 |0.28 |0.72
Americana
Wickliffe y cols., 2011 | New York 66 0.06 | 0.39 | 0.55 0.25 0.75
Poblacion CYP2B6722
N TT TC CcC T C
Sub-Saharan Africana 24 1 0 0 1 0
Hispéanica 42 0.95 | 0.05 0 0.98 | 0.02
www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP Europea 42 0.95 | 0.05 0 0.98 0.02
Africana Americana 30 1 0 0 1 0
Asiatica 48 1 0 0 1 0
Este trabajo Nayarit 198 | 0.99 | 0.01 0 0.99 | 0.01
Poblacién CYP2D6*4
Mexicana N *1/*1 | *1/*4 | *4[*4 *1 *4
. Durango 110 | 0.74 | 0.17 | 0.04 0.87 0.13
Sosa-Macias y cols., 2006 Tepehuano de Durango 88 | 0.99 | 0.01 | 0.00 | 099 | 0.01
Bafiuelos- Alanis y cols., 2007 Menonitas de Durango 21 | 057 | 0.33 | 0.05 | 0.79 | 0.21
Bernal-Hernandez,2014 Huicholes de Nayarit 62 0.88 | 0.11 | 0.03
Este trabajo Nayarit 199 | 0.79 | 0.20 | 0.01 | 0.89 | 0.11



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP

Las frecuencias genotipicas observadas en este estudio, se encuentran en equilibrio
genético con la Ley de Hardy-Weinberg (Tabla 13), lo que sefiala que en la poblacién
de estudio no hubo seleccion, no se crearon nuevos alelos o se convirtieron de un
alelo en otro (no mutacion), no hubo flujo genético (no migracién de la poblacién), la
poblacion de estudio fue lo suficientemente grande como para que los errores de
muestreo y otros efectos aleatorios no influyeran en las frecuencias encontradas y

que los individuos de esta poblacion se aparearon al azar (Klug y Cumming, 2006).

Tabla 13. Analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg para los genotipos
determinados en este estudio

PON1 Q192R n=205

Genotipos | Observados | Esperados
QQ 53 53.3 .
QR 107 1023 NG val)o<r :j?aézzo 51+
RR 45 47.3 '
Q=0.52 | R=0.48

CYP12*1F n=173
Genotipos | Observados | Esperados
CC 14 14.2

X2=0
CA 71 70.7 ) nacs
88 882 X2valor de p=0.95
C=0.29 | A=0.71

CYP2B6*22 n=198
Genotipos | Observados | Esperados

T ¥ ¥ xe=0
2 - *
co 0 0 X2 valor de p=0.94
T=0.99 | C=0.01

CYP2D6*4 n=199
Genotipos | Observados | Esperados

*1/*1 5 25

*1/+4 35 39.9 NG valorx 520 ~0.08*

4[4 159 156.5 p=0.
*1=0.11 | *4=0.89

El analisis estadistico se llevé a cabo con la prueba de X? de Pearson. Si *p >0.05,
entonces es consiste con Ley de Hardy-Weinberg.
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6.4.1 Genotipos y actividad de colinesterasas

Las actividades de AChE y BuChE fueron analizadas de acuerdo a los genotipos de
PON1Q192R, CYP1A2*1F, CYP2B6*22 y CYP2D6*4, sin embargo, no se observaron

diferencias en la actividad de las colinesterasas por genotipo (Tabla 14).

Tabla 14. Actividad de colinesterasas estratificada por genotipos en la poblacion

BUChE AChE
Genotipo U/L p U/gr de Hb p
M (IC 95%) MG (IC 95%)
PONI Q192R
00 5377.5 195
(4948.7-5806.4) (18.6-20.4)
5612.3 19.8
QR (5307.1-5917.4) 0.65 (19.0-205 | 9983
R 5608.7 195
(5139.0-6078.3) (18.6-20.5)
CYP1A2*IF
. 5349.9 20.1
(4644.8-6054.9) (18.3-22.1)
5640.0 19.8
CA (5309.4-5970.6) 0.81 18.9-20.6) |99t
A 5566.0 19.8
(5203.4-5928.6) (19.1-20.5)
CYP2B6*22
- 5566.8 19.7
(5348.7-5784.8) (19.2-20.2)
5820.5 0.87 0.27
TC (3158.6-8482.5) 16.1
cC
CYP2D6*2
1 5525.6 19.7
(5290.4-5760.9) (19.2-20.3)
5613.0 19.7
r174 (4970.1-6255.9) 0.93 (18.4-21.1) | 048
vapa 5376.2 18.3
(3637.6-7114.9) (15.3-21.7)

M: media; MG; media geométrica; IC, intervalo de confianza. Los valores de p de
BuChE fueron obtenidos por el analisis de varianza One-way y T de Student. Los
valores de p de AChE fueron obtenidos por la prueba Kruskall-Kawallis y U de

Man- Whitney.
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La implicacion de las diferentes formas alélicas de PON1 Q192R en la
biotransformacion de compuestos es complicada, ya que algunos POF son
hidrolizados con gran eficiencia catalitica por PON1 192R con respecto a PONL1
192Q y viceversa (Albers y cols., 2010). En la poblacion de estudio, uno de los
principales POF utilizados fue clorpirifos, y el oxdén de éste, es hidrolizado mas
eficientemente por PON1 192R (Furlong y cols., 1998). En este sentido, numerosos
estudios han reportado diferencias en la actividad de colinesterasas de acuerdo al
genotipo de PON1 Q192R. Por ejemplo, se ha reportado una disminucion
significativa de la actividad de BUuChE en portadores del genotipo QQ en poblaciones
expuestas a POF (S6zmen y cols., 2002; Lee y cols., 2003). Asi también, Hofmann y
cols. (2009), reportaron una inhibicion significativa de la actividad de BuChE en los
portadores del genotipo QQ en una poblacion expuesta mayormente a clorpirifos. En
contraste, Albers y cols. (2010), en una poblacion de manufactureros de clorpirifos,
no encontraron evidencias de que la actividad de BuChE fuera influenciada por los
genotipos de PON1 Q192R. Asimismo, Bernal-Hernandez y cols. (2014), tan poco
observaron asociaciones entre el polimorfismo PON1 Q192R y la actividad de las

colinesterasas en una poblacién de jornaleros indigenas.

En el caso particular de AChE, Lozano-Paniagua y cols. (2016), en una poblacion
ocupacionalmente expuesta del sureste de Espafia, observaron una menor actividad
de AChE en los portadores del genotipo RR, este resultado es consistente con lo
reportado por Hernandez y cols. (2005), en una poblacién también del sureste de
Espafia. Sin embargo, es contrario a lo observado en la poblacién de este estudio,
gue es consistente con el estudio de Bernal-Hernandez y cols. (2014) en jornaleros

indigenas.

En el caso de los citocromos, el CYP1A2*1F ha sido determinado en una poblacion
mexicana expuesta a POF y se reportdé que los homocigotos AA tenian una mayor
tendencia de presentar efectos de tipo neuroldgico por exposiciéon a POF respecto a
los heterocigotos y homocigotos de la forma silvestre (Sanchez-Guerra y cols., 2007).

En el caso del CYP2D6*4, estudios en poblaciones ocupacionalmente expuestas han

65



reportado que los diferentes genotipos del CYP2D6 se encuentran asociados con
dafo al ADN y con el riesgo de padecer Parkinson, sin embargo, no se ha observado
asociacion con CYP2D6*4, debido probablemente a la baja frecuencia genotipica de

éste en las poblaciones estudiadas (Elbaz y cols., 2004; Singh, y cols., 2011a).

6.4.2 Combinaciones de los genotipos de PON1 Q192R, CYPlA2*1F,
CYP2B6*22, CYP2D6*4 y actividad de las colinesterasas

Los genotipos asociados con mayor susceptibilidad a POF se encuentran en
diferentes porcentajes en los individuos (PON1 Q192R QQ 27%, CYP1A2*1F AA
51% y CYP2D6*4 *4*4 1%). Mientras que, las combinaciones genotipicas mas
frecuentes en la poblacion de estudio, independientemente de la susceptibilidad,
fueron: QR/*1*1 de PON1 Q192R/CYP2D6*4; QR/AA de PON1 Q192R/CYP1A2*1F;
QR/TT de PON1 Q192R/CYP2B6*22; AA/TT de CYP1A2*1F/CYP2B6*22; *1/*1/TT
de CYP2D6*4/CYP2B6*22; y *1*1/AA de CYP2D6*4/CYP1A2*1F (Figura 9), sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las

frecuencias de las distintas combinaciones de genotipos y la actividad.

En cuanto a la actividad BuChE por nivel de exposicion, estratificada por
combinaciones genotipicas, se observd en el grupo de alta exposicién, una mayor
actividad de BUChE en los portadores de la combinacion QR/CA y una menor
actividad en los portadores de RR/CA de los genotipos de PON1
Q192R/CYP1A2*1F, sin embargo, esta diferencia fue estadisticamente marginal
(Tabla 15). En el grupo de moderada exposicién se observé una mayor actividad en
los portadores de la combinacion RR/TT y una menor actividad en los portadores de
la combinacién QQ/TT de los genotipos de PON1 Q192R/CYP2B6*22 (Tabla 15).
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Figura 9. Combinaciones genotipicas de los polimorfismos determinados en la poblacién de estudio
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genotipicas entre PON1 Q192R y polimorfismos de CYP450

Combinacion Baja Moderada Alta exposicion
genotipica exposicion exposicién
PON1 Q192R/CYP1A2*1F
6134.7 44807
QQ/CA 73715 (5417.7-6851.7) | (3726.0-5235.3)
QO/AA 6291 5541.2 45778
(5125.8-7456.2) | (4403.6-6678.8) | (2928.2-6227.4)
ORICA 6715 5900.5 5208.571
(4952.4-8477.6) | (5261.8-6539.2) | (4168.5-6248.7)
5962.8 42338
QRIAA 6933 (5346.2-6579.4) | (3856.0-4611.5)
SRICA 6610.3 5641.333 3923.8
(5106.8-8113.7) | (4719.5-6563.2) | (3221.3-4626.3)
RRIAA 6593 6355. 5 4104. 7
(3655.1-9530.9) | (4965.9-7745.0) | (1279.8-6929.6)
P 0.12 0.15 0.08
PON1 Q192R/CYP2B6*22
- 6476.9 5738 44881
(5789.7-7164.1) | (5143.4-6332.6) | (3933.8-5042.4)
ORITT 6968.1 5960.8 4482.6
(5772.6-8163.6) | (5578.2-6343.3) | (4111.8-4853.3)
RITT 6698.3 6030.1 4156.154
(5639.1-7757.5) | (5363.5-6696.7) | (3715.8-4596.5)
D 0.16 0.02 0.83
PON1 Q192R/CYP2D6%4
S 6280.1 5668.0 44577
(5675.8-6884.5) | (4941.5-6394.4) | (3867.4-5047.9)
S 6642.5 5841.2 4500.64
(5534.7-7750.3) | (5430.8-6251.7) | (4096.9-4904.4)
. 6420.6 4079.25
QR/*1/*4 - (5360.9-7480.3) | (2795.9-5362.6)
AR 6864.8 6086.0 42508
(5588.0-8141.6) | (5336.5-6835.4) | (3646.3-4855.2)
D 0.47 0.17 0.63

M: media; MG; media geométrica; IC, intervalo de confianza. Los analisis de

BuChE fueron obtenidos por la prueba de ANOVA (p<0.05).

Tabla 15. Actividad BUChE por nivel de exposicion estratificada por combinaciones
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Mientras que, en el grupo de baja exposicion, se observé una mayor actividad en los
portadores de CA/TT y una menor en los portadores de AA/TT en la combinacion de
los genotipos de CYP1A2*1F/CYP2B6*22. Asi también se observo una diferencia
combinacion de los

estadisticamente marginal en la

CYP1A2*1F/CYP2D6*4, donde la mayor actividad de observo en la combinacion

genotipos de

CA/*1*1 y la menor en AA/*1*1 (Tabla 16).

Tabla 16. Actividad BUChE por nivel de exposicion estratificada por combinaciones
genotipicas de polimorfismos de CYP450

Combinacion Baja Exposicion Alt .
e A a exposicién
genotipica exposicién moderada
CYP1A2*1F/CYP2B6*22
5779 4577.4
CCT - (4774.9-6783.1) | (3929.1-5225.7)
CATT 6814.3 5880.2 4590.7
(6208.6-7420.1) | (5455.6-6304.8) | (4117.8-5063.6)
AATT 6597.4 5042.7 4289.3
(5680.0-7514.7) | (5437.0-6448.4) | (3918.3-4660.2)
p 0.04 0.10 0.62
CYP1A2*1F/CYP2D6*4
%1 Ix 5968 4577.4
CCriml B (4653.8-7282.2) | (3929.1-5225.7)
CAFL1 6768 5777.2 4789.3
(6075.9-7460.1) | (5280.0-6274.5) | (4168.2-5410.5)
AAFL/*1 6626.5 5900.5 4273.6
(5727.1-7525.9) | (5364.0-6436.9) | (3886.9-4660.4)
. % 6597.3 4106.5
CAM1*4 6976.5 (5535.2-7659.3) | (3167.3-5045.7)
o 6086.1 4307.2
AATTLI4 - (4568.3-7603.9) | (2925.4-5688.9)
p 0.08 0.21 0.59
CYP2B6*22/CYP2D6*4
TT/1/1 6594.7 5859.5 4465.8
(6129.2-7060.2) | (5540.2-6178.9) | (4183.8-4747.8)
1 i 6370.2 4226.9
TT/1/*4 6976.5 (5648.4-7092.1) | (3480.0-4973.7)
p 0.24 0.67 0.11

M: media; MG; media geométrica; IC, intervalo de confianza. Los analisis de BuChE

fueron obtenidos por la prueba de T de Student y ANOVA.
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Respecto a la actividad de AChE, no se encontraron diferencias por combinacion de
genotipos, sin embargo, al estratificar por IMC se observé en los individuos con peso
normal una mayor actividad en los portadores de la combinacién RR/*1*1 de PON1
Q192R/CYP2D6*4, respecto a la combinacion QQ/*1/*1 (Figura 11). Los portadores
de la combinacién QQ/*1*1 representan el 4% de la poblacion de estudio, de los
cuales, el 50% pertenecen al grupo de alta exposicion. Estos resultados sugieren que
los individuos con peso normal portadores de esta combinacion genotipica podrian
ser mas susceptibles a la exposicion a POF, sin embargo, son necesarios analisis

mas robustos, donde el nUmero de participantes sea mayor.

Peso normal

p=0.02
304
— A
f 25 s
35 s t
D A
220' A
w AAA
5 AA A
< 15+ A
10 T T
QQ/*1/*1 RR/*1/*1

PON1 Q192R/CYP2D6*4

Figura 11. Actividad de AChE estratificada por combinaciones genotipicas de
PON1Q192R/CYP2D6*4 en individuos con peso normal. Los analisis fueron obtenidos con la
prueba de Mann-Whitney (p<0.05).

Existen factores internos como la especie, edad, sexo, estado hormonal, entre otros,
que pueden influenciar la biotransformacion de un xenobiotico (lonescu y Caira.,
2005). Debido a lo anterior, es posible sugerir que en los individuos de este estudio,
la modulacion de la inhibiciébn de las colinesterasas podria deberse ademas de la
exposicion a plaguicidas, a la presencia de polimorfismos genéticos y el IMC de los

individuos.
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7. CONCLUSIONES

1. La media de la actividad BuChE (5550.8 U/L) se encontré dentro de los
valores considerados como normales (5400-13200 U/L), sin embargo, el
48.1% de los participantes mostraron actividades por debajo de los valores

considerados como normales.

2. La media de la actividad AChE (19.7 U/g Hb) se encontré dentro de los valores
considerados como normales (17-45 U/g Hb), sin embargo, el 12.5% de la
poblacion presentdé una actividad AChE por debajo de los valores

considerados como normales.

3. No se encontraron diferencias en la actividad de AChE entre los grupos de
estudio. Sin embargo, se observd una menor actividad AChE en los

trabajadores de base con méas de 4 afos de antigliedad.

4. Fueron observadas correlaciones entre las colinesterasas (BuChE y AChE)
con los pardmetros de glucosa, colesterol, VLDL, LDL, HDL, triglicéridos,
lipidos totales, indice aterogénico, creatinina, urea, BUN, &cido drico,
bilirrubinas, TGP, TGP, fosfatasa alcalina, GGT, proteinas séricas y albumina,

los cuales dependieron del IMC de los participantes.

5. Los genotipos mas frecuentes en la poblacién de estudio fueron para PON1
Q192R: QQ (0.50); para CYP1A2*1F: AA (0.51), para CYP2B6*22: TT (0.99) y
para CYP2D6*4: *1*1 (0.79).

6. El 51% de la poblacion moderada y altamente expuesta es portadora del
genotipo de mayor susceptibilidad del CYP1A2*1F (AA) y de éstos, el 19%
presento el genotipo de mayor susceptibilidad de PON1 Q192R (QQ).
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7. Se observé una menor actividad AChE en portadores de la combinacién
genotipica QQ/*1*1 de PON1 Q192R/CYP2D6*4 respecto a los portadores de

RR/*1*1 en participantes con peso normal.

8. De acuerdo a los resultados de este estudio, se sugiere que la modulacion de
la inhibicion de las colinesterasas podria deberse ademas de la exposicion a
plaguicidas, a la presencia de polimorfismos genéticos y al IMC de los
individuos.
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8. PERSPECTIVAS

1. Determinar genotipos de BUChE para tener un escenario mas completo sobre
su evaluacion en poblacion expuesta a plaguicidas y su papel en el

metabolismo de lipidos.

2. Incluir en este tipo de estudios un biomarcador de exposicion a POF mas

especifico, como la determinacion de alquilfosfatos.

3. Disenar estudios para poder elucidar el comportamiento de BuChE en

individuos fumadores.

4. Considerar las condiciones de sobrepeso y obesidad en el disefio y analisis de

resultados en estudios de poblaciones expuestas a xenobidticos en general.

5. Monitorear colinesterasas y parametros clinicos en individuos
ocupacionalmente expuestos y no expuestos a plaguicidas que decidan seguir
un régimen para bajar de peso para evaluar los posibles cambios en éstas

variables.

6. Implementar talleres de educacion continua acerca del uso, manejo y efectos
por exposicidon a plaguicidas para disminuir el riesgo de los efectos asociados

a la exposicion a éstos compuestos.
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