
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NAYARIT

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS AGROPECUARIAS

SISliMA UtBlBUOJEOO

DETERMINACION DEL DANO GENETICO Y DE LA EXPRESION

GENICA EN INDIVIDUOS EXPUESTOS A PLAGUICIDAS

TESIS QUE PARA OBTENER El TiTULO EN

MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA

Q.F.B Marisol Fuentes Reyes

DIRECTORA DE TESIS :

Ora. Aurora Elizabeth Rojas Garcia

CO-DIRECTORA:

Ora. Maria de lourdes Robledo Marenco

Tep ic, Nayarit; julio de 2011



UAN

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NAYARIT.~
LABORATORIO DE CONTAMINACI6N Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL '!?

. Tepic, Nayarit, 5 de julio de 2011 -t-s.:~

~

DR. JUAN DIEGO GARciA PAREDES

CORDINADOR DEL POSGRADO CBAP

PRESENTE

Por este conducto nos permitimos comunicarle que la tesis de la

estudiante de maestria Marisol Fuentes Reyes titulada

"Determinacion del dana genetico y de la expreslon genica en

individuos expuestos a plaguicidas" , ha side revisada y

aprobada en contenidoyformato. Porlo que consideramosque la

estudiantepuedecontinuar con los trarnites para solicitarfechad e

examende grado.

Sin masporelmomentoreciba uncordialsaludo.

Atentamente

Ora. Aurora Elizabeth Rojas Garcia

Ora. Maria de Lourdes Robledo Marenco

Ora. Irma Martha Medina Diaz

Dr. Manuel Ivan Gir6n Perez

M. en C. Briscia Socorro Barr6n Vivanco

c.c.p.Arctnvo

Cludad de la Cultura " Amado Nervo"
Edlnclo CEMIC 03, Teplc, Nayarit

CPo 63155 Tel. (311) 2118800 ext. 8919
Fax 2 1188 16



f ~ AREA DE~~~~~~:~:I~~~~~OA~~g;E~~~~~~ Y PESaUERA-J- POSGRADO EN CIENCIAS BIOl6GICO AGROPECUARIAS

Xalisco, Nayarit., 05 de julio de 2011

Ing. Alfredo Gonzalez Jauregui

Director de Adrnlnlstraclon Escolar

P resente.

Con base al oficio de fecha 05 de julio de 2011, enviado por los ee. Ora.
Aurora Elizabeth Rojas Garcia, Ora. Maria de Lourdes Robledo Marenco ,
Ora. Irma Martha Medina Diaz, Dr. Manuel Ivan Giron Perez y M.e. Briscia
Socorro Barron Viva nco , donde se nos indica que el trabajo de tesis titulado
"Determinacion del dana genetico y de la expreslon genica en individuos
expuestos a plaguicidas," cumple con 10establecido en forma y contenido,
debido a que ha cumplido con los dernas requisitos que pide el Posgrado en
Ciencias Bioloqico Agropecuarias de la Universidad Aut6noma de Nayarit, se
autoriza a la e . Marisol Fuentes Reyes, continue con los trarnites necesarios
para lap resentaci6ndelexamendegradodeMaestria .

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo.

C.c.p.-Minutario.

~ C .c.p.-Expediente.

Unidad Academica de Agr icultura Carretera Tepic-Composte la Km. 9C .P. 63780 , Xalisco



Este trabajo se realiz6 en el laboratorio de Contaminaci6n y Toxicologia Ambiental,

de fa Universidad Aut6noma de Nayarit, bajo fa tutoria de las doctoras Aurora

Elizabeth Rojas Garcia y Maria de Lourdes Robledo Marenco, y con financiamiento

de FOMIX M0013-2008-2-92435



AGRADECIMIENTOS

A la Ora. Aurora Elizabeth Rojas Garcia. mi mas sincero agradecimiento por cada

uno de los consejos y conocimientos tanto acadernicos como personales, quien me

ha ensenado a salir adelanteante toda circunstancia, ademas Ie agradezco por

haberme tendido la rnano en todo memento, por contribuir en mi formacion

acadernica, por la confianza depositada en mi. Gracias, es un privilegio tener la

oportunidad de trabajar con una gran investigadora como Ud. y sobretodo por su

invaluable amistad.

A la Ora. Lourdes Robledo Marenco por su gran amistad y sobre todo por sus buenos

consejosyconocimientoscompartidos, loscuales me han ensenadodemasiado en

este trayecto. Gracias Ora. por ser una persona a la cual admiro en todos los

sentidosy porseruna persona tan optimista y con gran entusiasmo.

A mis Oirectoras de tesis por todo su apoyo durante la realizacion de este trabalo,

muchas gracias es un privilegio trabajar con uds y sobretodo considerarlas como a

misegundafamilia.

A la Ora. Irma Martha Medina Dlaz por el apoyo brindado, por sus valiosos

comentariosysugerenciasq ueledieron mayorsolide zal presenteestud io.

A la Ora. Briscia del Socorro Barron Vivanco por ser una gran persona y compartir

susconocimientosyayudadurantelarealizaciondelpresentetrabajo.

AI Or. Manuel Ivan Giron Perez por sus aportaciones y sugerencias para la mejora

del presentetraba jo.

A la Ora. Patricia Ostrosky por haberme abierto las puertas de su laboratorio para la

capacitaciondelatecnicadeMicronucleosporbloqueodecitocinesis .

A la a .F.B Monserrat Sordo por haberme capacitado en la tecnica de Micronucleos

por bloqueo de citocinesisyporsu gran amabilidad y ayuda durante la realizacion

del presente trabajo, gracias por tuam istad.

A Mayra y Sandra auxiliares dellaboratorio por su apoyo brindado y palabras de

aliento que me han motivado a seguir adelante ... .Ias quiero mucho.

Ala a .F.B Cyndia Azucena Gonzalez Arias por su grandiosa amistad y apoyo en la

~ rea l izacion de este trabajo , g racias por los buenos momentos compartid os .



A miscompaneros de laborator io Susy, Alma, Paco, Lizdy quienes me han hecho

pasartardesamenas, porsuapoyobrindadodurante losmomentosdetrabajoenel

laboratorio ,peromimasespecialagradecimientoporsuinvaluabIe amistad.

A mi gran amiga Gyndia Azucena gracias por su gran amistad durante todo este

tiempo, yque a pesarde la distancia , estas presente amiga, gracias por confiaren

mi.

A Roxana y Gristy por haberlas conocido en este laborator io y haber pasado muy

buenosmomentosyqueapesarqueyanonosuneellaboratorionosune la amistad

quegeneramosaqui.

A mis companeras de Maestr ia Laura y Yael por compart ir sus conocimientos,

experiencias , momentos de estres , risas y sobre todo por su gran amistad.

A Eliseo Fonseca Ramirez por ser un gran apoyo en estos momentos y sobre todo

portupaciencia amistady grancomprensi6n.

A Alma, Yoli y Bryana quienes han side buenas amigas, por su apoyo en todo

momento y por compartir unos minutitos de charla conmigo.

A mis amigas incondicionales Bianca, Sarai, Dalia, Olivia y a mi prima Karla, por

estar siempre conmigo en todo momento cuando las necesite , por tantos momentos

compart idosamigasmilgracias.

A mis lios Alvaro Reyes Pena y Rosalba Guzman Banuelos por su gran apoyo, y

principalmentegraciasliopor sercomounpadreparami,graciasporsugrancarino

yamistad.

A Gilda Susana Reyes Peria por enseriarrne a ser noble, ya ver la vida con alegria, y

estar conmigo en todo momento mil gracias.

A mis primos Christian y Alvaro por confiar en mi como amiga, por mostrar lnteres en

esteestudio.

A GONAGYT, por el apoyo econ6mico proporcionado a traves de la beca que me fue

otorgada.

A los fumigadores urbanos y controles gracias por haber participado y haber hecho

posibl~el presentetrabajo.



DEDICATORIA

A ti Soledad Reyes Pena por todo 10que soy hasta el dia de hoy, por ser un ejemplo

a segu ir, por ser padre y madre a la vez para mi , por ser mi gran amiga en todo

momento , por cuidar de mi en todo momento , per sent irte orgullosa de rni, por

fomentar en mi el salir adelante como tu 10has hecho hasta el dia de hoy conm igo y

con mi hermana , por ensenarme a luchar por una vida mejor , a ti que te debe la vida ,

la verdad esquenotengopalabras para agradecertetodo 10que has hechopormite

qulero rnucho rnadre.

A mi hermana Dayan por su apoyo y pacienc ia durante todo este tiempo y sobre todo

porsu gran carino,

A mi abuela Maria Soledad Pena Sanchez , aunque ya no estes presente , te recuerdo

a cada momentoyte agradezcotu gran carino que aun sigosintiendoyporserquien

memotivaaseguird iadia.

IV



RESUMEN

Los plaguicidas son compuestos que han sido ampliamente utilizados en todo el

mundo.Laexposicionaestos contaminantessehaasociadoconefectosadversosa

la salud. Algunos estudios refieren una asoclacion significativa entre la exposlcion

ocupacional a plaguicidas y dane genetico. En este trabajo se determine : EI patron

de usode plaguicidasde losfumigadores a traves de un cuestionario estructurado;

La actividad acetilcolinesterasa (AChE) por espectrofotometria ; biomarcadores de

dane genetico , mediante el ensayo de rnlcronucleos (MN) por bloqueo de citocines is;

ldent ificacion del genot ipo de PON1 192 por PCR en tiempo real y la expresion

genica mediante el analisis de microarreglos. De acuerdo a los resultados obtenidos,

los plaguicidas mas utilizados para la fumiqacicn de ambientes urbanos tuvieron el

siguiente orden: piretroides, cumarinas y organofosforados. La mayor frecuencia de

servicios de fumlqacton fue para verano seguido de primavera . No se encontraron

diferencias en la actividad acetilcolinesterasa de acuerdo a los grupos de estudio. 5i

hubo diferencias en la frecuencia de rnlcronucleos (MN), puentes nucleoplasrnicos

(NPB), gemaciones y apoptosis . Por otra parte en cuanto a las celulas en estado de

necrosis de e indice nuclear no se encontraron diferencias . De acuerdo a los

resultados de reqresion lineal, los individuos que portan el genotipo PON1 192 QQ

tuvieron un mayor nurnero de apoptosis, puentes, necrosis y donas con respecto a

los PON1 192 RR, con ajuste del modele por el tiempo de exposic ion. EI indice de

fumar rnostro una asociacion significativa con la presencia de rnicronucleos en los

fumigadores con respecto al grupo control, el consumo de alcohol rnostro una

asociacionconlafrecuenciadepuentesnucleoplasmicos. En cuantoa los resultados

de expresion genica, se encontro alteraclon en la expresion de 1, 656 genes. Entre

los genes con mayordiferencia en su expresion, se encuentran algunos involucrados

en cicio celular , asi como en diferentes tipos de cancer. En conclus ion, los

fumigadores que participaron en este estudio tuvieron un mayor dane genetico, con

respecto al grupo control , asi como tambien mostraron diferenc ias en la expresion

de genes relacionados con ciclo celular y algunos tipos de cancer. Por 10 anterior, se

sugiere el uso de baterias de biomarcadores que puedan detectar dartos en



diferentesnivelesdeorganizaci6n, con lafinalidad de evaluar demanera integrallos

efectosde laexposici6n a plaguicidas en estetipode poblaciones .



ABSTRACT

Pesticides are used worldwide and exposure to these compounds has been

associated with several adverse effects. The aims of this study was to examine the

pattern of pesticide use, biomarkers genotox icity, citotoxicity, citostat icity,

acetylcholinesterase (AChE) activity, and gene express ion in urban pesticide

sprayers and a control group from Nayarit State, Mexico. A cross-sectional study was

carried out 20 male urban sprayers and 20 controls (aged 18-55 years). A structured

quest ionnaire was used to obtain information about the subjects ' patterns of pesticide

use, anthropometrical characte ristics, lifestyle and medical history. Frequencies MN,

buds and NB were determ ined by counting 1000 binucleated cells with preserved

cytoplasm ; apoptot ic and necrotic cells were determ ined in 500 cells according to

Fenech 2003. AChE activity was determined spectrophotomet rically adjusted by

hemoglobin according to Worek 1999 whit some modifications. Results indicate that

pesticides used to fumigate the urban environments (houses, hospitals, schools and

others) are pyrethro ids (40.6%), followed by coumar ins (15.7%) and

organophosphates (15.6%). The geometric mean of AChE activity was 32.3 Ulg Hb

(range 24.4 -38.9 U/g Hb) in urban sprayers and 33.9 U/g Hb (range 24.5-45.3 U/g

Hb) in the control group (p=0.22).The mean of MN was (12.1) in urban sprayers when

compared to the control group (5.9). The frequency of apoptot ic cells, buds and

nucleoplasmic bridges (NBP) showed significant differences . There was not

significant differences in the frecuency of buds, NBP, necrotic cells and nuclear

index, while the urban sprayers showed more number of apoptotic cells, these

difference was significantly marginally . Some genes involved in the regulation of

cellular processes including cell division, differentiation, motility, adhesion and death,

compared to the control group.

In conclusion , these results suggest that pesticide exposure in urban sprayers may

modulate gene expression in some types of cancer in this study population and the

biomarkers of genotoxicity evaluated in the participants showed more genetic

damage intheurbansprayerscomparedwiththecontrolgroup .
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DIIVlHSIDAOAl:TftNOMAOI IAUl

1. INTRODUCCION

1.1 Plaguicidas SISTUolA D£ BIBUOTEW

Los plaguicidas son compuestos ampliamente utilizados en todo el mundo. La

exposici6n a estes contaminantes se ha asociado con efectos adversos a la salud.

Dentrodelosplaguicidasseincluyenunagranvariedaddesustanciascondiferentes

propiedades y composici6n, que tienen como objetivo comun eliminar plagas que

daiian los cultivos, la salud de los humanos0 animates(EPA, 2008 ).

Los plaguicidas pueden ser clasificadosde acuerdo a los criterios siguientes: i) uso,

Ii) composici6n quimica, iii) naturaleza qufmica, iv) acci6n especifica, v)

concentraci6n, vi) formulaci6n, vii) modo de acci6n, viii) grado de toxicidad y ix)

persistencia en el ambiente. Dentro de la clasificaci6n, con base a su naturaleza

quimica, se encuentran los organoclorados, organofosforados, carbamatos y

piretroides,entre otros (COFEPRIS, 2004) .

Plaguicidas organoc/orados (OC)

Los OC, son hidrocarburos aromatlcos clorados y algunos contienen elementoscomo

oxigeno y azufre, dentro de los mas conocidos se encuentran el DDT, metoxicloro,

hexacloroxiclohexano, aldrin, endosultan, entre olros (Ramirez y Lacasaiia, 2001 ).

Estos compuestos son solubles en disolventes orqanicos e insolubles en agua,

tienen la capacidad de bioacumularse en la cadena tr6fica (ATSDR, 2002 ), son

escasamente biotransformados en el organismo y debido a sus propiedades

Iipofilicas se depositan principalmente en tejido adiposo y leche (Moreno-Grau,

2003).

Plaguicidas organofosforados (OF)

Los OF son utilizados como insecticidas y en menor proporci6n como herbicidas. Son

esteres del acido fosf6rico 0 tiofosf6rico y se caracterizan por la presencia de un

"atomo de f6sforo unido per un doble enlace a un sulfuro 0 a un atorno de oxigeno



(Maroni et aI., 2000) . Los OF se encuentran relacionados con la inhlblclon de la

AChE de manera irreversible (Maroni , 1996).

Plaguicidas carbamatos (CBM)

Los CBM son esteres del acldo carbarnico, poco solubles en agua y se descomponen

por hidr61isis en condiciones alcalinas. Se usan principalmente como insecticidas,

nematicidas, fungicidas y herbicidas (Gonzalez-Arias et aI., 2010). Los CBM tamblen

inhiben a la enzima AChE por un mecanisme de toxicidad similar a los OF pero la

uni6nforrnadaesreversible(Maroni,1996) .

Plaguicidas Piretroides (PI)

Los PI son laforrna mas estable de piretrinas (insecticida naturalderivado de laflor

de crisantemo). Los PI son sustancias quimicas manufacturadas de estructura muy

parecidaalaspirelrinas.Escomunsuusoenelhogarparaelcontroldeinsectosen

animales domesticos , entre otros usos (ATSDR, 2003). Este lipo de compuestos a

diferencia de los OC tienen poca capacidad de acumularse en los tejidos y son

rapidarnentedegradados del ambiente (Ramirez y Lacasana, 2001).

1.2 Plaguicidas en Mexico

Mexico es uno de los palses con mayor uso de plaguicidas (COFEPRIS , 2004),

originado porel tipode practices agricolas de los paises en desarrollo,queprevalece

de manera particular , en los parses latinoamericanos : esta situaci6n esta basada

principalmente en laescasa ocasi nula rotaclcn de cultlvos , producci6n intensiva y

mecanizaci6n, 10 que conduce a una alta demanda de agroquimicos. De las 40,000

toneladas de plaguicidas que se usan en el pais, aproximadamente dos terceras

partessefabricanenelambitonacional,mientrasqueunaterceraseadquiereen

otrospalses(RiveroyGonzalez2001).



1.3 Exposicion a plaguicidas

Lostrabajadoresexpuestosaplaguicidassonaquellosrelacionadosalaproduccion,

formulaclon, transporte, almacenamiento, usc y, desecho de estos productos. Entre

ellos, el riesgo es mayor para trabajadores en parses en desarrollo ya que, estan

expuestos a los plaguicidas generalmente sin protecclon, supervision ni

adiestramiento adecuado. Un sector conocido como vulnerable son los trabajadores

agricolas, especialmente los jornaleros expuestos con frecuencia a diversos

plaguicidas. As! mismo, los plaguicidas forman parte de la vida cotidiana ya que no

s610 son usados en trabajos agricolas, son tarnbien empleados en la industria,

hogares y muchos otros usos que representan una fuente de exposlcion para la

poblaci6n general, pero que no se conocen 0 no se tiene una conciencia clara de

ellos. Lainhibici6n de enzimas cruciales para la vida es s610una de sus formas de

acci6n. Muchosotros de sus mecanismosson aOndesconocidos.

Asf mismo, alrededor del 65% del consumo nacional de plaguicidas se aplica en la

agricultura yel restanteseempleaen elcombatedelosvectorestransmisoresde

enfermedades, control de plagas en el hogar, la industria y otras areas (CESAVEJAL,

2003). La exposici6n a plaguicidas se ha asociado con un incremento de dana

genetico. Un sector de trabajadores ocupacionalmente expuestos, es el de

fumigadores urbanos. Actualmente la Secretaria de Salud cuenta con registros

sanitarios de las empresas dedicadas a la furniqacion urbana, no obstante, son

escasas las referencias en la literaturaendondesehaevaluado la exposicton a

plaguicidasenestapoblaci6n.

1.4 Toxicidad por plaguic idas

Toxic/dad aguda

Uno de los principales problemas con los plaguicidas es la toxicidad aguda. La

Organizaci6n Mundial de la Salud (OMS) en el ano 2004 estima alrededor de tres

millones de ingresos hospitalarios por intoxicaci6n con plaguicidas cada ano y

.alrededor de 220 ,000 muertes (OMS, 2004).



En exposicionesagudas los OF se caracterizanpor inhibir la enzima AChE (Padillaet

al.,2000 ;Maronietal. ,2000),loquecausaneurotoxicidad,lacualpuedeserdescrita

como una crisis colinergica debido a una sobre-estimulaclon del sistema nervioso.

Los principales signos y sintomas de toxicidad collnerqica por OF son: miosis,

broncoconstriccion, diarrea, hlpersalivacion, debilidad muscular, confusion, cambios

en el ritmocard iaco, naoseas.vomttoasudoraclon, dolordecabezaydificultadpara

caminar. Una intoxicaclon severa puede provocar la perdida del conocimiento,

edemapulmonar, para respiratorio y muerte (Costa et aI., 2002).

Toxicidad cr6nica

La axposlcion cronlca a estos contaminantes se ha asociado con efectos

inmunoloqlcos(Lima y Vega, 2005), a nivel del sistema nervioso (Keifer y Firestone,

2007), endocrinos (Kelce et aI., 1998; Carreno et aI., 2007) y reproductivos (Wigle et

aI., 2008). La capacidad rnutaqenlca de estos compuestos, asi como su probable

asociaci6n con el desarrollo de cancer de mama, prostata, Iinfomas, mieloma

multiple, enfermedadde Hodgkin y leucemias(Alavanjaet aI., 2004).

1.5 Efectos genot6xicos

Los estudios para evaluar la genotoxicidad de plaguicidas en humanos, se han

enfocado a valorar el potencial genot6xico de los mismos en poblaciones

ocupacionalmenteexpuestas. Algunostrabajos refieren una asociaci6n significativa

entre la exposici6n ocupacional a mezclascomplejasde plaguicidas yla presencia

de aberraciones cromos6micas, intercambio de crornattdes hermanas y

micronucleos. La mayoriadeestosestudiosencuentran efectosdosisdependiente,

asi como una relaci6n directacon el tiempoy la intensidad de exposicion. EI dana

cromos6mico provocado por plaguicidas parece ser transitorio en exposiciones

agudas, pero acumulativo en exposicionescr6nicas (Bolognesi,2 003y2011).

1.6 Ensayo de mleronucleos como biomarcador de dana genetico

EI ensayo de micronucleos (MN) por bloqueo de citocinesis (CBMN) es un metodo

citilgenetico validado para evaluar la frecuencia de MN (Fenech, 2000), que se



originan del rompimiento 0 de la perdida de cromosomas completos en celulas

nucleadas(Figura1).

La importanciadeesteensayosedebeasugranversatilidad,yaquepermiteevaluar

parametres como MN, indice nuclear (IN), gemaciones, puentes nucleoplasrnicos

(NPB) y celulas apopt6ticas, 10 que permite una informaci6n mas completa de los

efectos citostatlcos ygenot6xicos de un compuestoen particular (Fenech, 2000).

.. ..
Figura 1. Presenciade unrnlcronucleo en unacelulabinucleada

Numerosos estudios han utilizado esta herramienta como un biomarcador de dane

genot6xico ante la exposici6n a plaguicidas y mezclas de los mismos (Tabla 1).

1.7 Enzima Paraoxonasa humana (PON1)

La PON1 es una A esterasa dependiente de Ca2
+ capaz de hidrolizar metabolitos

activos de insecticidas OF e hidrolizar esteres arornatlcos. Se sintetiza

principalmenteen higadoyuna proporci6nesliberada al torrentesanguineo, donde

se encuentra asociada a Iipoproteinas de alta densidad (HDL). La PON1 recibe su

nombreporelparaox6n,metabolitot6xicodel plaguicidaparati6n ,elcualesunode

los sustratos mas estudiados. La actividad de PON1 depende en parte, de la

presencia de polimorfismos geneticos en el gen de PON1 (Costa et aI., 2005).

GendePON1

EI gen de PON1 forma parte de una familia de multigenes: PON1, PON2 Y PON3,

locallzados en et cromosoma 7q21-22. Las proteinas codificadas por estes genes

mliestran una elevada similitud en sus caracteristicas estructurales y tienen



alrededor del 65% de identidad a nlvel de arnlnoacidos (Primo-Parmo et aI., 1996) . EI

gen de PON1 ha side clasificado como polim6rfico, es decir que presenta variaciones

interindividuales con frecuencia del 1% 0 mas dentro de una poblaci6n (Nelson,

2002) . Se han descrito polimorfismos en la regi6n promotora del gen de PON1, de

los cuales cinco son los mas estudiados: -108 (CfT) , -126 (G/C) , -162 (NG), -832

(G/A) Y -909 (C/G) (Suehiro et aI., 2000) .

Tabla 1. Antecedentes de dafio genetico en individuosocupacionaImenteexpuestosa

plaguicidas

Agricultores Mayor nurnero de MN, NPB y Coskunet aI., 2011
gemacionesenexpuestos

Recolectorasde Incrementosignificativo de MN Alietal. ,2008
algod6n enpoblaci6nexpuesta

Agricultores Frecuenciamas alta de MN en daSilvaetal. , 2008
expuestos

Fumigadores FrecuenciamayordeMNyNPB Kehdyetal. ,2007
en el grupo expuesto e IN

Portugal Agricullores y MayorfrecuenciadeMN
trabajadoresde
invernaderos

Trabajadoresen Mayor frecuencia de MN en el Garaj-Vrhovac
laproducci6nde grupoexpuesto Zeljezic,2002
plaguicidas

Incremento significativo de MN Bolognessie tal. ,2001
con respecto al grupoc ontrol

Fumigadores No hubo diferencia estadistica Venegaseta l.,1 998
entregrupos

Yugoslavia Agricultores No hubo diferencia estadlstica Joksic etal., 1997
entre grupos

Fumigadores No hubo diferencia estadistica Barbosaeta l., 1994
entre grupos



En la regi6n reguladora se encuentra el polimorfismo PON1 192 (RIO) Y ha side el

mas estudiado (Davies et aI., 1996). Los primeros estudios indican que la isoforma

PON1 R192 puede hidrolizar el paraox6n mas facilrnente que la isoforma PON1

0192 (Humbert et aI., 1993). Otros estudios sugieren que este polimorfismo afecta

significativamente la eficiencia catalitica de PON1 de manera sustrato-dependiente.

EI estudio in vitro de la isoforma PON1 0192 hidroliza mas rapldarnente al diazox6n,

sarin y sornan mas que la isoforma PON1 R192 (Davies et al., 1996).

PON1yOF

Diversos estudios han sugerido que la variaci6n interindividual en la actividad de

PON1 puedetenerimplicaciones en la susceptibilidad a los efectosocasionados par

los OF. En el estudio realizado porCherryetal. (2002), encontraron una asociaci6n

entre la presencia del alelo PON1 R192 con sintomas de intoxicaci6n cr6nica en

individuos expuestos a diazin6n. Adicionalmente, estudios en veteranos de guerra

del Golfo Persico encontraron asociaci6n entre los sintomas neurol6gicos y el alelo

PON1 0192 . Adernas, se ha reportado un incremento del 59% en la prevalencia de

intoxicaciones cr6nicas en aplicadores de OF que portan el alelo PON1 0192 (Lee et

al.,2003) .

1.8 Expresi6n geniea

Un gen es el conjunto de secuencias de DNA, necesarias para codificar un producto

genico. Este consta de dos regiones: una estructural (intrones y exones) que

determinalaexpresi6ndelgen; laotraeslaregi6n reguladora, sinfunci6n codificante

que contiene regiones promotoras, encargadasde interaccionarcon los factores de

transcripci6n proteicos para regular positiva 0 negativamente el inicio de la

transcripci6n (Luque y Herraez, 2001). Las caracteristicas que definen a una celula

estandadasporlasproteinasquelaconstituyen, las cualesson el resultadode

patrones especificos de la expresi6n de sus genes (FelsenfeldyGroudine,2003) .



Regulaei6n geniea

laexpresiondealgunosgenesestasujetaaregulacionescomplejas,quedependen

de secuencias promotoras, de acuerdo a su funclon, elementos especificos de

requlacion, modules de control 0 elementos de respuesta. Estas secuencias son muy

variadasyespecificasparacadagen . OtraparticularidadesqueactOantantoen la

actlvacion como en la reducclon de la transcripclon, Se clasifican en: 1)

potenciadores(enhancers)y2)silenciadoresoinhibidores(Recillasetal.,2004).

Regulaei6n epigenetiea

Este tipo de requlacion de la expresion genica contribuye a explicar la diversidad

morfoleqlca y funcional de celulas con un mismo genoma, depende del lIamado

componente epigenetico de la estructura del DNA, es decir, no consistente en su

secuencia.Estoseejerceatravesdelametilacionespecificadealgunasbasesenel

DNA (Jones y Baylin, 2002). En el DNA de vertebrados, una parte de los residuos de

citosina(enhumanos,eI3%)seencuentranmetiladosprincipalmenteen posicion 5".

Esta metilacion aparece casi exclusivamente sobre la secuencia dinucleotlda CG,

que ademas es especialmenteabundante en las regiones promotoras de los genes,

dando lugar a los islotes denominados islotes CpG. los genes que se transcriben

activamente en ciertos tejidos poseen islotes CpG sin metilar (islotes hipometilados)

mientras que, en los tejidos donde el gen no se expresa estan metilados. Por tanto la

metilaci6ndelacitosinaparecedesempeiiarunpapel importanteen la requlacion de

laexpresiongenica(li,2002).

1.9 Evaluaei6n de la expresi6n geniea

laevaluaci6n delaexpresi6ngenica es una herramienta Otilpara identificaryclonar

genes diferencialemente expresados entre dos 0 mas poblaciones de RNAm, desde

pequeiias cantidades. Esta basada en el supuesto de que practicarnente todo el

RNAm expresado pude ser transcrito reversamente en DNA complementario (DNAc)

( ~ar1tin et aI., 2003). EI desarrollo de tecnicas en biologia molecular ha perrnitido

evaluar la expresi6n de cientos de genes simultaneamente (Bultelle et aI., 2002).

Dentm de estas tecnicas se encuentran la tecnlca de PCR, RT-PCR, PCR en tiempo
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real, Northem Blot y el analisis de microarreglos (Larkin et aI., 2003, Gwinn y Weston,

2008).

Microarreglos de DNA

Los microarreglos de DNA son placas de vidrio, nylon 0 silicona, compuestas por

pozos de 100-300 mm, en las cuales cientos 0 miles de secuencias de genes se

inmovilizan (NCBI, 2007). EI primer microarreglo de DNA complementario fue

producido por hibridaci6n sobre laminillas de vidrio por Schena et al. (1995). La

tecnologiadelosmicroarreglosfuediseiiadaporBrownyBosteinenelaiiode1999,

en la que fue posibleevaluarlos nivelesde expresi6n de miles de genes al mismo

tiempo (Ramirez et aI., 2003; Gwinn y Weston, 2008).

Losarreglos son una herramienta novedosaen la biologia moleculary las ciencias

gen6micas, relacionada con biomarcadores de exposici6n a diversas sustancias

16xicas (Gwinn yWeston , 2008).



2. JUSTIFICACICN

EI uso masivo de plaguicidas en actividades agricolas, pecuarias, industriales y

dornesticas ha tenido repercusiones no siempre favorables para el ambiente y la

salud humana. Diversos estudios mencionan los efectos adversos producidos por

estoscompuestos, sin embargo, son escasoslosestudiosendondese refieren los

daiiosocasionadosen empleados dedicados a lafumigaci6n industrial,domes ticay

de servicios turisticos. Estos trabajadores pueden serespecialmente vulnerables, si

se consldera que el personal que labora en este tipo de negocios esta

constantementeexpuestoaplaguicidas,desdesuformulaci6n hastasuaplicaci6n, 10

que puedeaumentarde manera importantelaexposici6n aestosxenobi6ticos.

Porloanterior, es relevanteevaluareldanogeneticoque producen losplagui cidas, a

traves del ensayo de rnlcronucleos por bloqueo de citocinesis y la citostaticidad en

Iinfocitos de trabajadores expuestos a plaguicidas. Ademas de evaluar la posible

modulaci6n de estos efectos por el polimorfismo genetico PON1 192, asf como

tamblen la existencia de alteraciones en la expresi6n de genes que pudieran ser

importantes en diversos procesos celulares 0 en el desarrollo de enfermedades,

mediante el analisls de microarreglos.

3. HIPCTESIS

Los fumigadores urbanos tienen un mayor dane genetico modulado por la presencia

del polimofismo genetico PON1 192, adernas de una expresi6n genica diferente con

respectoalgrupocontrol.
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4.0BJETIVOS

Objetivogeneral

Evaluar biomarcadores toxicol6gicos en fumigadores urbanos de la ciudad de Tepic,

Nayarit.

Objetivos especificos

1. Obtenerel patr6nde uso de los plaguicidas, frecuencia de usode equipode

protecci6n ycaracteristicasantropometricasen lapoblaci6ndeestudio.

2. Determinar la actividad acetilcolinesterasa como biomarcador de exposici6n y

dano, ocasionado por la exposici6n a plaguicidas organofosforados y

carbamatosenlosparticipantes.

3. Determinarla citostaticidad en Iinfocitosdefumigadores urbanos expuestos a

plaguicidas.

4. Obtener la frecuencia de rnlcronucleos , gemaciones, puentes nucleoplasrnlcos

y celulas apopt6ticas mediante el ensayo de rnlcronuc leos por bloqueo de

citocinesis en lapob laci6nd ee studio.

5. Obtener la frecuencia del polimorfismo PON1 192 Y su relaci6n con

micronucleos,puentes ,gemacionesyapoptosisenlapoblaci6ndeestudio.

6. Determinar la expresi6n de genes mediante el analisis de microarreglos en

unasubmuestradelapoblaci6n.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Diseiio del estudio

Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo y analilico en la ciudad de Tepic,

Nayarit, Mexico, en elqueseinvit6aparticiparapersonasdedicadasalafumigaci6n

urbana. Los lrabajadores fueron identificados a traves de los registros actuates de las

empresas que ofrecen el servicio de fumiqacion. Se les explic6 los objetivos

generales del estudio yse les invito a participarenel mismo.

Los individuos que aceptaron participar firmaron una carta de consentimiento

informado y se les aplic6 un cuestionario estructurado con la finalidad de evaluar

caracteristicas socioecon6micas, antropornetricas, edad, dieta, historia clinica,

habitos nocivos (consumo de drogas, tabacoyalcohol) yexposici6n aplaguicidas .

Criterio de inclusion

• Individuosdelgeneromasculino,mayoresde18aiios

• Trabajadoresdedicadosalafumigaci6nurbana

Criterios de exclusion

• Individuosque presentaran alguna enfermedad degenerativa

• Con consumo cr6nico de medicamentos

• Queconsumierandrogas

• Que hayan estado expuestos a agentes rnutaqenicos (e.g. rayos X) seis

mesesantesdelainvitaci6n

Como grupo control se consider6 a individuos que no tuvieran contacto con

plaguicidas de manera ocupacional 0 con cualquier agente qenotoxico. Se tom6 en

c'!.enlaquelascondicionessocioecon6mlcas,desalud,genero, habitosnoc ivos yde
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educaci6n, entre otras, fueran similares a las condiciones de los trabajadores de

Patr6n de usa de plaguicidas

Apartirdelcuestionarioestructuradoseobtuvo informaci6nreferentealafrecuencia

de fumigaciones realizadas durante el ario, nurnero de marcas comerciales que se

manejan en los establecimientos, asicomo la epoca del arioylugaresdonde son

requeridos, con mayorfrecuencia, sus servicios de fumigaci6n.

5.2 Evaluaci6n de la actividad acetilcolinesterasa (AChE)

La actividad AChE se realize por el metodo prapuesto por Worek et al. (1999). Para

la evaluaelon de la actividad de AChE, se tomaran muestras sangufneas de los

participantes ycontrales con previa asepsia,mediante punci6n venosadelantebrazo,

en tubos que contenian EDTA como anticoagulante. La actividad de la AChE se

corrigio por el contenido de hemoglobina. Con la finalidad de realizar la

determinacion exacta de AChE, se diluy6 la muestra, debido a que la absorclonde la

hemoglobinaco incideconlamaximaabsorciondelindicadordecolor. La rnedicion a

436 nm reduce la absorclon de la hemoglobina en unacuarta parte con respectoala

lectura a 412 nrn, mientras que la del indicador es del 80%; motivo por 10cualla

medici6n se realiza a 436 nm; como inhibidor selectivo de butirilcolinesterasa

plasrnatlca (BChE) se utiliz6 etoproprazina. En la Tabla 2, se presenta el

procedfmientoestandarparalasdelerminaciones.

Determinaci6n de hemoglobina (Hb)

Para la determinaci6n de Hb se tomaron 10 ~L de muestra y se diluyeran en 2.5 mL

del reactivo de Drabkin. Se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente y se

determin6su absorbancia a 540 nm frente a un blanco de reactivo.

HbengldL=(Abs)(patron)
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Tabla 2. Procedimiento estimdar para la determinacion de la act ividad de AChE

Blanco (mL) Muestra(mL)

UHW[RSmADAUlDNDMA Dl IA!~

pH 7.4

DTNB 10mM

Etopropazina6mM

Mueslra1 :100

0.05

0.005

Incubar a37 "Cpo r10min,luegoanadir

0.05

0.005

0.5

SISlUlAUf81SUUllCAS
(ATCh) 28.3

Leer a 436 nm por3 minulos

Para calcular la actividad AChE se utilizaron las siguientes formulas:

rlAb,' -Ab'OI>IAb>2-:"I>IAb'S-Ab'2Il
Mbs= L J

AChE~U/mL· [ (EH,:':::_m, lx::;~·lo:~J:J
Dando:

Mbs=promediodeloscambiosdeabsorbanciadelamuestraydelblanco

AbsO=absorbanciadelamuestra en elminutocero

Abs 1=absorbanc iadelamuestraenelminuto1

Abs2=absorbanciadelamuestraenelminuto2

Abs 3= absorbancia de la muestra en el minuto 3
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Vol. Total =volumen final de la reacci6n = 1.58 mL

10.6 X 103 M-1 ern" = E(coefic iente de extinci6n molar deliNB)

1cm=anchodecelda

0.005 mL= Vol. de la muestra (cantidaddesangretotalcontenidaenladiluci6n)

Mbs1 = Mbs de muestra menos Mbs blanco

La correcci6n de la actividad de AChE por Hb se realiz6 mediante la siguiente

f6rmula:

AChE en U/mL
AChE en U1gde Hb=

r~lL 100mL J
5.3 Evaluacion del dana genotox ico

Para determinar la citostat icidad y genotoxicidad cada participante proporcion6 una

muestra de sangrevenosa, extraida porvenopunci6n entubosde prolipropilenocon

heparina (vacutainer®). Para la toma de sangre se consider6 que los donadores no

consumieran ningun tipo de medicamento al menos 15 dias previos a la toma de la

muestra y que no se hubieran enfermado durante la semana anterior al muestreo.

Cultivo y cosecha celular

Para la siembra de los cultivos celulares se colocaron 6.3 mL de medio de cultivo

RPMI 1640 (sigma®) previamente suplementado con arninoacldos no esenciales

(sigma®) y L-glutamina al 1% (sigma®), y se les aiiad i6 200 ut, de fitohemaglutinina

(sigma®) y 0.5 mL de sangre completa en tubes falcon de 15 mL. Los cultivos se

illcubaron a 37 DCdurante 44 h, al termlno de las cuales se les adicion6 21 pl, Cyt-B

(sigma®) para inhibir la citocinesis y se incubaron durante 24 h mas. Transcurridas



las 72 h, los cultivos se transfirieron a tubos redondos de centrifuga donde se

prefijaron con 1 mL de soluci6n fijadora Carney's (metanol (baker®)-acido acetlco

3:1(sigma®)). Se centrifug6 a 1200 rpm/10 min en una centrifuga (eppendorf- 5804®)

ysesepar6el sobrenadante, los paquetescelularesse resuspendierony fijaroncon7

mL de la misma soluci6n. Se realizaron lavados con la soluci6n fijadora hasta la

obtenci6n de un bot6n celular Iimpio, enseguida se Ie anadi6 1 mL de tripsina

(sigma®) al 0.0025% y 5 mL de soluci6n Camoy's . Se centrifug6 a 1200 rpm/10 min,

se retir6 el sobrenadante y se realizaron dos lavados mas con soluci6n carney 's.

Como control positivo de genotoxicidad sa sembraron dos cultivos celulares, los

cuales se trataron con mitomicina C (1 Ilg/mL) (sigma®) a las 24 h de incubaci6n.

Preparaci6n de faminillas

EI bot6n celular se resuspendi6 con una micropipeta, se colocaron gotas del bot6n

celularenportaobjetosesmerilados,sedejaronsecaratemperaturaambienteyuna

vez secos se tineron 15 segundos en soluci6n eosina y posteriormente 15 segundos

en soluci6n azul de metileno (hemacolor®). Por ultimo, se enjuagaron con agua de

grifoysedejaronsecaratemperaturaambiente.

Evafuaci6n de micronucfeos (MN), gemaciones y puentes nucfeopfasmicos

La evaluaci6n de MN, gemaciones y puentes nucleoplasmicos se realiz6 mediante la

tecnlca de MN porbloqueodelacitocinesis, de acuerdo a la metodologiapropuesta

par Fenech et al. (2003). La identidad de los participantes se ocult6 al cubrir las

laminillas, mismas que fueron codificadas para realizar la lecturas correspondientes;

se observaron y contabilizaron 1000 celulas binucleadas usando un microscopic

fot6nico (MotiC®)con el objetivo de inmersi6n (100X).

Evafuaci6n de fa citostaticidad cefufar

EI Indice nuclear (IN) se evalu6 de acuerdo al rnetodo propuesto por Eastmond y

Tucker (1998). EI IN es un pararnetro utilizado para conocer la respuesta mitoqenlca

de los Iinfocitos. Este indice se calcul6 a partir de observar y contar 200 celulas y



detenninar la frecuencia de celulas con 1, 2, 4 0 mas nucleos (Figura 2). los

calculos se hicieron con la siguientef6nnula :

ION =[M1 + 2(M2) + 3(M3)) IN

En donde M1-M3 representa el nurnero de celulas con 1 a 4 0 mas nucleos y N

representanelnumerototaldecelulascontadas.

Figura 2. Celula mononucleada(a),b inucleada(b) ypol inucleada(c).

Evaluaci6n de apoptosis y necrosis

Para evaluar la frecuencia de celulas en estado de apoptosis y necrosis se

contabilizaron 500 celulas. las celulas en apoptosis se caracterizan por

condensaci6n de la cromatina, fragmentaci6n de la membrana nuclear y por la

presencia de cuerpos apopt6ticosdentrode la membrana citoplasrnica intacta. las

celulasennecrosissecaracterizanporlapresenciadevacuolasen elcitoplasmaoel

nucleoydesintegraci6ndelamembranacitoplasmica(Fenechetai., 2003).

5.4 Determinaci6n del Polimorfismo PON1 192

Extracc/6n de DNA

Para la extracciOn de DNA se uso el Kit "High Pure PCR Template Preparation

Roche, se prepar6 una mezcla de 200 III de sangre, 200 III de soluci6n

amortiguadora de uni6n (guanidina-HCI 6 M, urea10 mM, Tris-HC110mM, Triton X­

100 v/v 20%, pH 4.4) Y40 III de proteinasa K (20 mg/ml). Se incub6 a 72 ·C por 10

minutos, posteriormente, se Ie adicion6 100 III de isopropanol, se mezcl6 y transfiri6

a una minicolumna pre-empacada con fibra de vidrio; se centrifug6 por 1 minuto a

8000 rpm. EI sobrenadante se elimin6 y se agregaron a la columna 500 III de

17



soluci6n de inhibici6n (etanol, guanidina- HCI 5 M. Tris-HCI 20 mM. pH 6.6) se

centrifug6 por 1 minuto a 8,000 rpm (este procedim iento se realiz6 dos veces). EI

DNA se eluy6 de la columna mediante la adici6n de una soluci6n baja en sales (10

mM Tris , pH 8.5) previamente calentada a 70°C Ycentr ifugada a 8,000 rpm durante 1

minuto. la pureza y concentraci6n de DNA se se analiz6 mediante la relaci6n de la

absorbancias a 260 y 280 nm mediante el uso de un espectrofot6metro de luz UV­

Visible (Thermo®) . la integridad del DNA se anal iz6 a traves de electroforesis en gel

de agarosa al 1% tenldo con bromuro de etidio y se observ6 en un transiluminador de

luz UV.

peR en tiempo real

la determinaci6n del polimorfismo PON1 192 se realiz6 por PCR en Tiempo Real a

traves del sistema Taqrnan " Universal Master Mix. las mezclas de reacci6n para

PCR se lIevaron a cabo con 7.5 IJl de Taqrnan" Master Mix (Applied Biosystem

incluye enzima Amplitaq DNA polimerasa, AmpErase ® UNG , dNTPs y dUTP , una

moteculaflucrescente pasiva) . 0.3751Jlde la mezcla de oligonucle6tidos (36IJM)

(Tabla 3) y sondas Taqman ® (8 IJM ) (Tabla 4). Por ultimo se agregaron 20 ng de

DNA y se complet6 a un volumen final de 15IJl con agua inyectable .

Tabla 3. Secuencia de olignucle6tidosutilizadospara el polimorfismo PON1 192

Nombro Socuenciade oligonucle6tidos

PON1192F

PON1192R

CTGAGCACTTTTATGGCACAAATGA

ACCACGCTAAACCCAAATACATCTC

Tabla 4. Secuencia de sondas Taqman para la determinaci6n del polimorfismo

PON1192

Secuenciade SondasTaqman

CCTACTTACAATCCTG

CCCTACTTACGATCCTG
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Las reacciones de peR se lIevaron a cabo en un equipo ABI PRISM lOOOI!>

Sequence Detection System con las condiciones de amplificaci6n que se muestran

en laTabla 5.

Tabla 5. Condicionesde lrabajoparaPCRen Tiempo-Real

TiempoyTemperaturas

50°C (2 minutos)

95 -c (10 minulos)

95°C(15segundos)

Aiineamiento/Extensi6n

60·C (60 segundos)

Unavezconcluidalareacci6n, seanalizaron las curvas de amplificaci6n para lIevara

cabo la discriminaci6n alel ica, La interpretaci6n de las fluorescencias obtenidas, se

correlacion6conelfluorocromodelgenotipocorrespondiente.

5.5 Determinaci6n de la expresi6n geniea mediante el anallsls de microarreglos

Paracumplirconesteobjetivoserealiz6unsegundomuestreoenelque se invit6 a

participaracincofumigadoresycinco individuoscontrol ,quieneshabianparticipado

en la etapa anterior del estudio. A los participantes se les tom6 una muestra de

sangre para realizar la extracci6n de Iinfocitos porel rnetodo propuesto por Boyum

(1968). En un tubo (falcon®) de 15 mL se colocaron 4 mL de Ficoll (sigma®) a

temperatura ambiente y 4 mL de sangre con cuidado de que no se mezclaran, se

centrifug6 a 1,600 rpm a temperatura ambiente durante 30 minutos. Una vez

centrifugada la muestra, se retir6 el plasma con una pipeta pasteur y el anillo de

Iinfocitos setransfiri6 a un tuboeppendorfyselav6con soluci6n salina(1 :1),se

centrifug6 a 1,500 rrnp a temperatura ambiente por 15 minutos y se decant6 el

sobrenadante. Ellavado se repiti6dosveces mas para obtener una pastilla limpia

que seemple6 para la extracci6n del RNA.
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Extracci6n de RNA total par el metoda del Trizol

Ala pastilla de linfocitos se Ie aiiadi6 1 mL de trizol y se homogeniz6 mediante

resuspensi6n con una micropipeta . Se incub6 5 minutos a temperatura ambiente, se

agregaron 200 ~L de clorofonmo y se agit6 vigorosamente por 15 segundos , seguido

de una incubaci6n de2 minutos a temperatura ambiente, despues secentrifug6a

13,200 rpm durante 15 rnlnutos a e tc. La fase acuosa se transfi ri6 a un tubo limpioy

seIe aiiad ieron 500 ut.de lscpropanol , se incub6 durante 10 minutosa temperatura

ambiente, se centrifug6 durante 10 minutos a 13,200 rpm a 4 ·C. EI sobrenadante fue

removido y la paslilla se lav6 con 1 mL de etanol a170% en agua DEPC (0.1%) Yse

centrifug6 a 7,500 rpm a 4 · C. La pastilla se disolvi6 en 40 ~L de agua DEPC (0.1%)

ysealmacen6a-70 ·C.

Integridad de RNA

Se verific6 la integridad del RNA en un el gel de agarosa al 1%, se coloc6 1 ~L de

muestra y 1 ~L buffer de carga , el corrimiento electroforet ico se realiz6 a 100 volts

durante 30 minutos , se tiM el gel de agarosa durante 15 minutos en bromuro de

etidio yse visualiz6en un transiluminadorUV .

Tratamiento del RNA total

Las muestras se ajustaron a un volumen de 100 ~L con agua DEPC, posterionmente

se agregaron 10 ~L de acetato de sodio pH 5.2 Y2.5 volurnenes de etanol aI100% .

Se mezclaron por inversi6n y se incubaron durante 30 minutos a -70 ·C. Se

cenlrifugaron durante 15 minutos a 14,000 rpm, el sobrenadante se decant6 , la

pastilla se lav6 dos veces con 500 ~L de etanol al 70%. Se volvi6 a centrifugar

nuevamentedurante 15minutosa 1,400 rpm ysedecant6el sobrenadante , se dej6

secar la pastilla a temperatura ambiente, se resuspendi6 en 10 ~L de agua DEPC.

Sfntesis de DNAc I Marcaje de RNA total

Pa.ra ta slntesis de DNAc se prepararon dos mezclas (A y B). A la mezcla A se Ie

ailad ieron 6 ~L de RNA (controles 0 fumigadores), 1 ~L de oligo (dt) (0.5 ~g/~L) , 1 ~L
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de primers (3 Ilg/Ill) Y posteriormente se ajusto el volumen a 19 III con agua

inyectable. las mezclas se agitaron varias veces y se incubaron a -70 ·C por 10

minutos. A la mezcla B se Ie agrego 8.0 III de buffer de reaccion 5X, 2.0 III de MgCI2

(25mM), 4.0 III de aminoallyl-dNTP , 4 III de DTT (0.1 M) Y 3.0 III de transcriptasa

reversa (200 U/Ill). las mezclas se agitaron y se centrifugaron , seguido de dos

incubaciones, la primera de 10minutosa25 ·Cylasegundade2horasa42 ·C .

Hidr6lisis de RNA

Se aiiadieron 5 III de NaOH (1N) y 1 III de EDTA (0.5 M) Y se incub6 durante 10

minutos a 65 ·C, Y se aiiadieron 25 III de HEPES (1 M) pH 7.5. Posteriormente se

realiz6 la puritlcacion del aminoalil DNAc (aaaDNAc) con el kit QIAGEN®.

Reacci6n de conjugaci6n

Se dlsolvio el colorante (Alexa 555 y Alexa 647) con 4.5 III de DMSO, se rnezcloy se

agregaron 4.5 III del aacDNA purificado, se mezcl6 por inversi6n y se incub6 a

temperatura ambiente en laoscuridad durante 60 minutos.

Pretratatamiento del microarreglo

Se prehidrat6 la laminilla mediante la exposici6n del lado impreso al vapor de agua a

60 ·C durante 10 segundos, la laminilla se sec6 porcentrifugaci6n al vac lo, (este

pasoserepiti6tresveces), sefij6IalaminiliacondosciclosdeluzUVO.12jxcm2,

se coloc6 en agua hirviendo durante 2 minutos y se incub6 en soluci6n de

prehibridaci6n (SSC-5X , SDS 0.1 %, BSA 1%) por una hora a 42 · C. Se lave cinco

veces con agua destilada , desionizada esteril (dde) a temperatura ambiente y se

sec6porcentrifugaciona1 ,500rpmdurante5minutos.

Hibridizaci6n

las muestras se concentraron por centrifugaci6n al vacio, despues el eDNA de los

coptroles fue marcado con las rnolecutas Alexa 555 y Alexa 647, cada grupo de

DNAc se ajust6 a 70 III con soluci6n de hibridaci6n. Enseguida se realize la
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desnaturalizaci6n por 5 minutos a 94 ·C Y 30 segundos a 65 · C, la mezcla se aplic6

alarre910,selecoloc6uncubreobjetosysedej6 incubardurante 18ha42 ·C .

Lectura de microarreglos

EI analisls de expresi6n genica, rnedlante Ia tecnica de microarreglos, fuerealizada

en la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. La

lectura de los arreglos se realiz6 mediante el sistema de microarreglos ScanArray

4000 Bio-Packard.

5.6Analisisestadistico

Una vez realizada lacaptura y analisls de los datos registradosen loscuestionarios,

asicomo losresultadosobtenidosenlalecturadelaslaminillasyenlosdiferentes

biomarcadores, se realiz6 el anallsls estadistico descriptivo, para obtener medias y

desviaciones estandar para las variables continuasyfrecuencias, ademas de las

proporciones para variables categ6ricas. Para el anallsls comparativo entre grupos

se utiliz6 1aprueba t de student para variables continuas con distribuci6n normal, 0

ensudefectolapruebadeMann-Whitney.

Para datos categ6ricos se utiliz6 la prueba de j i2. Se construyeron modelos de

regresi6n para deterrninar la asociaci6n entre las variables dependientes e

independienles y sa ajusl6 por las posibles variables confusoras. Los valores de

p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. Todos los analisls

estadisticos se hicieron con el programa estadistico Stata 8.0 (stata statistical

software,statacorporation,collegestation, Texas).



7. RESULTADOS Y DISCUSION

Lasempresasqueofrecen el serviciode fumigaci6n se identificaron a traves de los

registros proporcionados por la Secretaria de Salud. En este estudio participaron

trabajadores de ocho empresas, asl como del Comite Estatal de Sanidad Vegetal de

Nayarit.

Con la finalidad de conocer en que periodo del ano se solicitan mas servicios de

fumigaci6n y en consecuencia cuales son los plaguicidas mas usados, se

encuestaron a los responsablesde cada empresa y, deacuerdo con la informaci6n

proporcionada, en verano es el periodo del ano que presta mas servicios de

fumigaci6n, seguido de primavera y otono: en invierno sesolicitan menos servicios

de este tipo (Figura 3). Los sitios para los que se solicitan frecuentemente los

servicios de fumigaci6n son hogares, hospitales, industrias y escuelas (Figura 4).

Respectoal usodeplaguicidas, lainformac i6nobtenidamuestra que los insecticidas

son los compuestos mas utilizados, seguidosde los rodenticidas. Aunqueen menor

proporci6n,tamb ienseusanlosfungicidas,herbicidasylarvicidas.

Figura 3. Frecuenciade fumigacionespo repocadeai'io
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Figura 4. Lugaresendondesonmasrequeridoslosserviciosde fumigaci6nurbana

Los piretroides como la cipermetrina y deltametrina son los plaguicidas mas

frecuentementeutilizadosenlasfumigacionesurbanas ,seguidosde las cumarinas y

de losorganofosforados (Figura 5 y6). Es importantemencionarqueexisteescasa

informaci6n sobre los efectos cr6nicos de los piretroides en humanos; no se han

reportado efectos mutaqenlcos, terat6genos y carcinoqenlcos. Sin embargo en

algunos estudios en animales han demostrado una reducci6n de la fertilidad en

machos y hembras (ATSDR, 2003; Hayes, 2005; Brown, 2006) .

Dentro de los plaguicidas cumarinicos, s610se usan tres compuestos: brodifacoum,

bromadiolona ywarfarina (Figura 7). En cuanlo a los organofosforados se utilizan

tarnblen tres compuestos, clorpirifos, malati6n y temefos (Figura 8).
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Figura 5. Patr6n de usode plaguicidas en las fumigaciones de ambientesurbanos.
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Figu ra 6. Piretroides utilizadosenfumigaciones de ambientes urbanos
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Figura7.Plaguicidascumarinicosmasutilizados

Figura8.Plaguicidasorganofosforadosmasut ilizados

Caracteristicas antropometrtcas y medidas de protecci6n

Entotalparticiparon20personasdedicadasalafumigaci6ndeambientesurbanosy

20 individuos sin antecedentes de exposlcion ocupacional a plaguicidas (controles).

La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos de las caracteristicas antropometr lcas y

laboralesdelapoblaci6ndeestudio.
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Caracteristicas antropometricas y medidas de protecci6n

Entota lparticiparon20personasdedicadasalafumigaci6ndeambientesurbanos y

20 individuos sin antecedentes de exposiclon ocupacional a plaguicidas (controles).

La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos de las caracteristicas antropornetricas y

laboralesdelapoblaciondeestudio.

Tabla6.Caracterislicasantropometricas,laboralesydeeducaci6ndela

poblaci6ndeestudio

Fumlgadores

IC (95%)- IC (95%)-

Edad (en ailos)

Peso (Kg)

Estalura (cm' )

Indiced e Quetelel

Sobrepeso (n)

Obesidad (n)

Tlempode trabajarcomo fumlgador (n/%)

Nlvel deeducacl6n (n/%)

Educaci6np rlmaria

Educaci6n media
superior

Educaci6nsuperlor



De acuerdo a los resultados, la media geomelrica de edad de los fumigadores y de

loscontroles no fue estadisticamenlediferente (32.5anos versus32.1 ),tampocose

observaron diferencias en los valores del lndice de rnasa corporal (25.31 versus

25.92). Dentro del grupode fumigadores Ires personastuvieron sobrepeso y cualro

obesidad, mienlras que en el grupo de los conlroles cualro luv ieron sobrepeso y

cinco obesidad. En 10 referenle a la anligOedad en el Irabajo , el 45% de los

participanles informaron tener menos de un ana de laborar en esle lipo de negocios y

e110% de 11 a 15 anos. En cuanlo a estudlos. los fumigadores mencionaron lener

estudiosbas icos (primaria)yeI52.5%,eslud iosa nivel superior.

En la Tabla 7 se presentan los principales resultados en cuanlo a sinlomas que

mencionaron lenerlosfumigadores. entre ellos estan dolor de cabeza, sed,ardoren

ojos, dolor de esl6mago y espasmo 0 lie en parpados, Con menor frecuencia

refirieron olros sintomas como visi6n borrosa, sensibilidad y molesliasanlela luz,

enlreolros.
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Tabla7.Principalessignosy sinlomasreferidospor

fumigadoresurbanos

Ardorenojos

Dolor dee sl6mago

Tics en parpado s

Palpilaciones enp echo

Flemas y tos sin raz6n alguna

Intranquilidad

Irritaci6ndelagarganla

Hormigueo

Molesliasenpiel

MiJsculos rlgidosolensos

Aceleraci6ndelpulso
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En la Tabla 8 se presentan las medidas preventivas utilizadas por los fumigadores

para el buen uso y manejo de plaguicidas con base a la norma oficial mexicana

(NOM 056-SSA-1993). Los resultados obtenidos muestran que el 21.0% de los

trabajadores usa overol , 73.7% sombrero 0 gorra , 57.9% mascarilla, 10.5%

cubrebocas, 5.3% careta, 36.8% guantes imperrneables. 26.3% botas imperrneables

yeI31.6%lentesdeseguridad.

TablaB. Frecuenciadeusode equipodeprotecci6ne n fumigadoresurbanos (n /%)

Equipode
protecc i6n

Chaquela
impenneable

Panlal6n
impenneable

Sombrero 0

gorra

Cubrebocas
desechable

Guantes
impenneables

Bolas
impennea bles

Lentesde
seguridad

Mucha Siempre
frecuencia
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Actividadacetilcolinesterasa

Las medias geometrieas de la eoneentraei6n de Hb y la aetividad AChE eon y sin

ajusteporHbsepresentanen la Tabla 9. Seeneontraron promediosde 5,43 y5 .54

U1mL de AChE y 16.52 Y 16.20 gIL de Hb en fumigadores y eontroles,

respeetivamente. La media geometriea de la aetividad AChE ajustada en los

fumigadoresnofueestadistieamented iferentea la de los individuos eontrol (32.3 U/g

de Hb versus 33.9) (Figura 9). Resultados similares fueron eneontrados por Jimenez

y Sehosinsky (2000), quienes realizaron un estudio en Costa Riea para obtener

valores de refereneia de la AChE, Hb Y AChE ajustada tanto para hombres eomo

para mujeres. En el trabajo referido se observaron promedios de 5.34 y 4.53 U/mL de

AChE, 15.8 Y 13.9 gIL de Hb, 33.9 Y 32.9 U/g de Hb de AChE ajustada,

respeelivamente. Asimismo, Ortiz-Borrayo (2010) report6 aetividades de 5.73 U/mL

de AChE, 15.98 gIL de Hb y 35.86 U/g de Hb de AChE ajustada, en expendedores

de plaguicidas de Nayarit.

La aetividad de AChE ha side evaluada en diversas poblaeiones agrieolas, sin

embargo, en la mayoria de los estudios los valores de AChE estan ajustados por el

valor de hematoerito, nurnero de eritroeitos 0 volumen de muestra, 10 que haee difieil

la eomparaei6n de los datos obtenidos en este trabajo eon 10 reportado en la

Iiteratura.

Tabla 9. Medias geomelricasdeAChE(U1mL), Hby AChE(U1g de Hb) de acuerdoal grupo

deesludio

Fumigadores

IC(95~.) IC(95 %)

Hb gldL

AChEa juslada

Ulgd eHb
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p=O.22

..

.:.

Furrigadores

Figura 9. Aclividadacelilcolineslerasadeacuerdoalgrupodeesludi0

En la Tabla 10 se muestra la relaci6n entre los principales sintomas referidos par los

fumigadores urbanos y la actividad AChE. No hubo diferencias estadisticamente

significativas en la media geometrica de AChE entre los participantes que

presentaron y los que no presentaron los sintomas evaluados. Problemas de

disminuci6nen laatenci6nverbal,memoriavisual,motricidadyafectividadhansido

demostrados en trabajadores expuestos a plaguicidas a traves de cuestionarios

neuroconductuales (Maroni et al., 1986). Existe evidencia de que un episodio de

intoxicaci6ncon OF puedeocasionar un incremento en la prevalenciadesintomas

de dana neurol6gico (Steenland et aI., 1994).

32



Tabla.10. Princ ipalessintomasconrespecloalaaclividadacetilcolinesteresa

Act ividadacelilcolineslerasa(UlgHb)

Ardor eno jos

Dolordeesl6mago

Tlc en parpados

presentaron
slnlomas

presentaron
sintomas

Los fumigadores urbanos presentaron una media geometrica de 4.21 anos de laborar

en este tipo de establecimientos. E140% (n=8) de los fumigadores y el 35% (n=7) de

los controles mencionaron tener el hablto de fumar. En 10referente al consumo de

alcohol, e1100% (n=20)de losfumigadores y95% (n=20) de los controles reporto

consumiralguntipodebebidaalcoholica(Tabla11).

Tabla 11. Tiempo de exposlscion y habltos nocivos

Fumigadores

Tlempode exposlci6n

(anos) (RangoO.3-15)

40% (n=6) 35% (n=7)

100% (n=20) 95% (n=19)
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Antecedentes de cancer

Entre los criterios de inclusi6n se consider6 que los fumigadores urbanos no

presentaran cancer, sin embargo, se lescuestion6 acerca de los familiaresdelfnea

directa (abuelos, papas, hermanos 0 hijos) que hubieran presentado dicha

enfermedad. De acuerdo al grupo de estudio, el 40% (n=8) de los controles y el 40%

(n=8)delgrupodefumigadorestuv ieronantecedentes familiaresde cancer (p=1).

fndicenuclear

La Figura 10 muestra que el promediodel IN fue de 1.60 en el grupo de fumigadores

y 1.55 en controles, estas diferencias no fueron estadfsticamente significativas

(p=0.41). Estos datos no coinciden con diversos estudios en los que reportan un IN

menor en poblaciones ocupacionalmente expuestas a plaguicidas (Lucero et al.,

2000; Shalli et aI., 2006; Kehdy et aI., 2007; Ali et aI., 2008). Por otro lade Figgs et al.

(2000)yLara-Montoya (2010)reportaron un IN mayor en una poblaci6nexpuestaal

herbicida 2,4 dicloro fenoxiacetlco yen trabajadoresde expendios de plaguicidas en

Nayarit, respectivamente. AI parecer la exposici6n a plaguicidas puede modular

positiva y negativamente la proliferaci6n celular, esto dependera del tipo de

plaguicidaydelamagnituddeexposici6n.

Figura10.l ndicenucleardeacuerdoalgrupode esludio



Micronucleos

Los fumigadorespresentaronunpromediode 12.1 MN/1000celuiasbinucieadas yei

grupo control de 5.9, estas diferencias fueron significativas (Figura 12). EI control

positive (tratamiento con MMC) present6 17 MN/1000 celulas binucleadas.

.rg 16

~ 16

i ::
§ 10

~ 8

Figura 11.FrecuenciadeMN /1000celulasbinucieadasdeacuerdo a los grupos de estudio.

Los resultados obtenidos en este trabajo no concuerdan con 10 reportado en otros

estudios en los que no se ha observado un aumento en la presencia de MN en

fumigadores. Venegas et al. (1998) evaluaron el nurnero de MN en 22 fumigadores

de la provincia de Concepci6n, Chile y en 16 individuos control. Los fumigadores

tuvieron un promediode 13.54MN yloscontrolesde 11.69. Losautoresdel trabajo

antes mencionado, sugieren que la ausencia de genotoxicidad en los fumigadores.

pUededeberseaunprogramaporpartedelasautoridadesdesalud,enelquese

promueve las buenas practicas en el uso y manejo de plaguicidas. Asimismo,

Barbosa et al. (1994), realizaron un estudio en fumigadores (n=31) de Australia

expuestos a fosfina y en un grupo control (n=21). Los trabajadores tuvieron un

promedio de 6.9 MN Y los controles de 7.1, sin que estas diferencias fueran

estadlsticamente significativas. Asimismo, Jokslcetal. (1997) evaluaron la inducci6n

de aberraciones cromos6micas, MN e intercambio de crornatldes hermanas en

fU~igadores agricolas de Yugoslavia (actualmente Servia). En ese estudio los

fumigadores tuvieron un promedio de 5.41 MN Yel grupo control de 5.09. sin haber
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diferencias estadisticamente importantes. Sin embargo, los autores encontraron un

mayor nurnero de MN y de aberraciones cromos6micas en los fumigadores versus

controlesun mesdespuesdequeces61aexposici6n a los plaguicidas.

Cabe mencionar que existen estudios realizados en otro tipo de trabajadores

ocupacionalmente expuestos a plaguicidas, principalmente en agricultores, en los

cuales nosiempre se ha reportado unaasociaci6n significativaentrelaexposici6n

ocupacional a plaguicidas y los efectos genot6xicos. Pareciera que el dana al

material genetico depende de las condiciones en particular de cada poblaci6n;g rado

deexposici6ndeterrninadoporelambienteenelquesetrabaja(espaciocerradoo

abierto),tipode plaguicidasqueseutiliza, usode equipo de protecci6n,alimentac i6n,

faclores econ6micos, sociales, culturales, susceptibilidad individual 0 poblacional,

entre otros (Lucero et aI., 2000; Ramirez y Cuenca., 2001; Pastor et aI., 2001; Garaj­

Vrhovac y Zeljezic 2002; Costa et aI., 2006; Bhalli et aI., 2006; Sailaja et aI., 2006;

Remoretal. ,2009).

Por otro lado, los piretroides son los plaguicidas mas utilizados por los fumigadores

que participaron en este estudio. Diversos trabajos han reportado la capacidad

rnutaqenica y genot6xica de estes compuestos. AI respecto, Surralles et al. (1990)

observaron un incremento en la frecuencia de MN en un estudio in vitro realizado en

Iinfocitos de sangre periferica expuestos a fenvalerato, uninsecticida piretroide

(concentraciones de 10-50 Ilg/mL). Tarnblen se ha observado un aumento en el

nurnero de MN en linfocitos tratados con mezclas de piretroides (Kocaman y

Topaktas, 2010).

La Tabla 12 muestra los resultados de los pararnetros de genotoxicidad evaluados

en la poblaci6n de estudio con respecto a la media qeometrica de AChE. De acuerdo

con estes resultados, no hay un mayor nurnero de MN, gemaciones, NBP, necrosis 0

apopstosis si los participantes tienen :$33.4U/g Hb de aclividad de AChE, este valor

correspondea lamed ianadeAChEenlapoblaci6ndeestudio.
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Tabla 12. Comparacl6nde los promediosde biomarcadores

dedaiiogenelicoconrespecloaldelaaclividad

Apoplosis

(n=40)

Apoptosis

En la Figura 12 se observa que el nOmero de celulas en apoptosis fue

significativamentemayoren los fumigadores con respectoa los controles(p=0 .0010).

Los resultados de este trabajo no concuerdan con los encontrados en un estudio

realizado por Kehdy et al. (2007), en el que no se observaron diferencias

significativasen lafrecuenciadeapoptosisencelulasobtenidasdefumigadoresde

campanas de salud, con relaci6n a un grupo control. La evaluaci6n de este

parametroesde interesyaquepuedeestarrelacionadocondaiiocitot6xico(Fenech ,

2007).
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Fumlgadores

Figura 12.Apoptosls/500c elulasdeacuerdoalg rupodeestudlo

Gemaciones

En la Figura 13 se muestra que el promedio de gemaciones/1000 celulas

binucleadas en los fumigadores (2.23) y en el grupo control (1.42) fue

estadlsticamented iferente. Lasgemac iones representanun mecanismoporelcualla

cehila remueve amplificaciones de DNA, por 10 que es considerado como un

marcador de amplificaciones genicas (Fenech, 2003). EI significado de este

biomarcador no esta claro pero se ha obervado un mayor nurnero de gemacionesen

personas con cancer (Shimizu etal. ,1998).
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Fumigadores

Figura 13. Numerodegemacionesdeacuerdoalgrupodeestudio

Puentes nucleoptasmicos

La Figura 14 muestra que el promed io de NBP en 1000 celulas binucleadas en los

fumigadores (2.3 ± 2.5) y en el grupo control (0.9 ± 1.33) fue estad isticamente

diferente (p=0.049). Los NBP se originan cuando los centr6meros de cromosomas

dlcentricos o las cromatidas son lIevadashacia polosopuestosde la celuta durante la

anafase (Fenech yCrott, 2002).

Los datos encontrados en este trabajo coinciden con los reportados por Kehdy et al.

(2007 ) en fumigadores de Brasil (4.59 ± 0.76), quienes tuvieron un incremento

significativo de NPB con respecto a un grupo control (1.00 ± 0.34). Asi mismo

Zeljezic et al. (2007) encontraron mayor numero de NPB en trabajadores (9.5 ± 0.7)

de una fabrtca de carbofuran , un plagu icidacarbtlmico, con respecto a un grupo de

referencia (3.6 ± 0.49). Sin embargo , existen estud ios en los que no se ha

encontrado esta asociaci6n , Coskun et al. (2011) en una poblaci6n agricola no

observaron diferencias en la frecuencia de NBP (0.50) con respecto a un grupo

control (0.27).



p=0 .04

Fumigadores

Figura 14. Puentesnucleoplasrnicos de acuerdoal grupode estudio

Necrosis

EI promediode celulas en estado de necrosisfue de 0.35 yO.11 en fumigadoresy

controles, respectivamente, estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas (Figura 15). La presencia de celulas en estadode necrosis,al iguai que

las celulas en apoptosisson utilizadas como un indicador de dano citot6xico(Fenech ,

2007). Los resultados obtenidos en este trabajo son diferentes a 10 reportado por

Kheddy et al. (2007), quienes reportaron un mayor promedio de necrosis en

fumigadores (12.07) comparado con el grupo control (5.19).



p=O.12

Fum igadores

Figura 15. Necrosis/500celulasdeacuerdoalgrupodeesludio

Nlicleos en forma de donas

En la Figura 16 se observa que los fumigadores presentaron un promedio de 1.55

nucleos en formadedonasyen los controles un promediode2.7, estad iferencia no

fuees tadisticamentesignificativa.Noseconocelasimplicacionesquepuedatenerla

presencia de este tipo de nucleos, pero se haobservado una alta frecuenciade este

tipede nucleos en personas con cancer.
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Fumigadores

Figura 16. Donasl500 celulasdeacuerdoalg rupode estudio

Polimorfismo PON1192 en fumigadores urbanos

En la Figura 17 se presentan las frecuencias genolip icas de PON1192. EI genolipo

QRfue el que se encontro con mayorfrecuenc ia en la poblacion (63.16),seguidodel

genotipoRR (21.05)yQQ (15.79).

Flgura17 . Frecuencias genolipicas de PON1 192 42



Relaci6n del genotipo de PON1192 y la presencia de biomarcadores de dana

gem!tico

En la Tabla 13 se presentan los promedios de los biomarcadores de dana genetico

evaluados, de acuerdo a los genotipos de PON1. Los resultados muestran que los

fumigadores homocigotos para el alelo C, tuvieron una mayor frecuencia de

apoptosis, NPB, necrosis y donas, con respecto a los homocigotos para el alelo RR,

sinembargoestasdiferenciasnofueronestadisticamentesignificativas.

Tabla 13. Biomarcadoresde danagenelicode acuerdoal genolipode PON1

Panimetrosde
genotoxicidad

Apoplosis

Indicenuclear

·Marginalmenle significativo.

GenotipodePON1192

(PromedioIDesviaci6nestandar)
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Existen antecedentes en la Iiteratura que sugieren la importancia del genotipo de

PON1 como modulador de los efectos adversos ocasionados por plaguicldas. AI

respecto, Rojasetal. (2009) en un estudioen Iinfocitos tratados con el plaguicidaOF

parati6n, reportaron que los Iinfocitos de individuos que portaban el genotipo QQ

presentaron mayor nurnero MN con respecto al grupo control. Asimismo, en una

poblaci6n ocupacionalmente expuesta a plaguicidas en Brazil se encontr6 un

incremento significativo en la frecuencia de MN (promedio de 8.44) en los individuos

con elgenot ipoQQ (bajaactividadenzimatica),encontrasteconIos individuosconel

genotipo RR (alta actividad enzimatlca) (promedio de 6.23) (da Silva et aI., 2008).

Una posible explicaci6n del por que en el presente trabajo no se observ6 una

participaci6n del polimorfismo PON1 192 como modulador de los efectos

genot6xicos, pudiera ser el que los fumigadores de este trabajo estan expuesto

principalmente a plaguicidas piretroides y la enzima PON1 no tiene una participaci6n

en la biotransformaci6n de estosxenobi6ticos .

Un aumento en el nurnero de MN se ha asociado en algunos estudios con factores

como edad, consumo de tabaco y alcohol (Fenech, 2007). En la Tabla 14 se

muestran los resultados de regresi6n lineal entre los parametres citoqeneticos

estudiados y algunas posibles variables confusoras, por grupo de estudio y en la

poblaci6n en general. De acuerdo a los datos obtenidos, los MN en el grupo control

no se asociaron con el consumo de tabaco 0 alcohol, sin embargo, en los

fumigadores la intensidad de fumar estuvo asociada con el nurnero de MN, estas

diferenciasfueron estadisticamente significativas (p=0.01). Aunqueestadisticamente

marginal, el mismo efecto se observ6 en los fumigadores que consumen alcohol

(p=0.08). Loanteriorpudieradebersea un efectosinergicodelaco-exposici6na

plaguicidas y a otros xenobi6ticos. Estos datos son muy importantes ya el 40% de los

participantes de este estudio reportaron tener el hablto de fumar. En cuanto ala

presencia degemaciones, seobserv6 queen el grupo controlla presencia de este

biomarcador estuvo asociado con el Indice de fumar; mientras que en los

fumigadores seasoci6 con la edad yconel tiempode exposici6n (aiiosde laborar

como fumigadores). Cuando se realiz6 el anallsis de la poblaci6n total, se observ6

queel indicede fumarestaasociadoconlapresenciadegemaciones.
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Porotra parte, la presencia de puentes nucleoptasmlcos se asoclc con elconsumo

de alcohol en los fumigadores, esta asociaci6n permaneci6 cuando se analiz6 la

poblaci6n total. Asimismo, 5610en los controles, el IN se asoci6 con la edad, es decir

conforme aumenta la edad disminuye la capacidad de los Iinfocitos de proliferar. este

efectoseobserv6cuandoseanaliz6ala poblaci6n en general.
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Tabla 14 . Regresi6nlinealentreparametrosdegenotoxicidady algunasvariables

Fumigadores
urbanos

MN
Edad 0.090 0.47 0.092 0.17
Tiempo de exposici6n -0.049 0.87 -0.049 0.87

Hflbitode fumar 0.593 0.61 4.193 0.11 2.409 0.09"
Indicede furnar" 0.013 0.28 0.108 0.04" 0.024 0.13
Consumo de alcohol -0.014 0.94 -0.838 0.08 -0.417 0.10
Genotipo de PON1 -0.151 0.94 -0.151 0.94

Puentes
Edad 0.60-----:0.-000 0.81 -0.007 0.58
TIempode exposici6n 0.042 0.41 0.042 0.41
Hflbilode fumar 0.196 0.68 -0.461 0.13
Indicede fumar 0.000 0.98 0.000 0.99
Consumodealcohol -0.161 0.04" -0.101 0.05
Genotipode PON1 -0.378 0.31 -0.378 0.31

Gemaciones
Edad 0.054 0.02" 0.035 0.04"
Tiempo de exposici6n 0.084 0.13 0.084 0.13
Fumar -0.575 0.28 -0.535 0.38 -0.557 0.15
Indicede fumar 0.007 0.01" 0.031 0.24 0.007 0.03"
Consumodealcohol 0.056 0.54 -0.050 0.63 0.009 0.89
Genotipod ePON1 -0.340 0.48 -0.340 0.48

IN
Edad - -.0007 0.18 -.0009 0.00"
TIempo de exposici6n -0.003 0.79 -0.003 0.79
Fumar -0.156 0.14 -0.156 0.23 -0.156 0.05
Indiced efumar -.0000 0.90 -.0001 0.56 -0.000 0.75

Consumo de alcohol -0.009 0.60 0.005 0.81 -0.002 0.89
Genolipo deP ON1 -0.077 0.48 -0.077 0.48

• =Aii os fumando x cigarrillos por dia
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Expresi6n genica

En el ensayo de microarreglos, las muestras de los fumigadores se marcaron con

Alexa 647 (verde) y las de los controles con Alexa 555 (rojo). A la par, se realize un

microarreglo control (swap), donde las muestras se marcaron a la inversa. Todos

aqueliospuntos rojoso naranjas, se interpretaron como genes que disminuyeron su

expresi6n, mientras que los puntos verdes 0 tonalidades entre el amarilloyelverde

son aquelios genes que aumentaronsuexpresi6n. Finalmente los puntosamarillos

representan a los genes que en ambascondi cionesseexpresan iguaI (Figura 18).

Figura 18. Esquema que mueslra el

resullado del analisls de microarreglos

(a)junlo conele xperimenloconlrol(b).

En total se analizaron 35 mil genes, para 10cual se utiliz6 el programa Gene Sure®.

Los valores que tomaron valor de 1 se consideraron como confiables y los menores a

1 se descartaron. Posteriorrnente se analiz6 la funci6n en la que estaban

involucradoslosgenesquemostraronalteraci6nen suexpresi6n,estomedianteel

programa KEGG® (Kyoto Encyclopedia de Genes y Genomas). 1,656 genes

mostraron alteraci6n en su expresi6n (Figura 19). Se encontraron 208 genes

reprimidos (Tabla 15) y 78 genes sobreexpresados (Tabla 16).

47



Cl .-

Figura 19. Mapa general de la expresi6n genicade losfumigadore s urbanos con relaci6nal

grupoco ntrol
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Tabla 15. Genes reprim idos en Iinfocilos de fumigadores

Numerode Procesoblol6gicooenfermedadenlaquese
genes encuenlra lnvolucradoelgen

reprimidos

Regulaci6ndelaaclinaenelciloesqueleto

Lupus erilematoso sistemico

Metabolismode purinas

Cancer de pancreas

Metabolismodepirimidinas

Cancer de pr6stata

Ubiquitinamed iadoradelaprote61 isis

Via de senalizaclOndel receptor de celutas T

Via de senalizaci6n del receptor de celulas B

Replicaci6n de DNA

Leucemiamie loideaguda
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Tabla 16. Genes sobree xpresados en linfocilos de fumigad ores

Numero de genes

sobreexpresados

Procesoblol6gicooenfermedadenla
queseencuentrainvolucradoelgen

Regulaci6n de la aclina en el
ciloesquelelo

Melabolismodepurinas

Lupus eritematosos istemico

Nalural killermed iadorasde la
citoloxicidad

Via de las penlosas

Ubiquitinamed iadorade lapro te6lisis

Cancer de prostata

Via de senalizaci6n del receptor de
celutasT

Via senalizaci6n por P53

Metabolismo de pirimidinas

Metabolismo de drogas

Reparaci6npo re xcisi6n denucle6l idos

U~ IV[RS10AOAm"Ufl~ OI IAYAl!k

._~
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Se realiz6 un anallsis de confiabilidad mediante el software GeneSure®, que

consisti6en seleccionar los genes con un valor menoral 15"10 de confiabilidad,como

referenciaseconsider6elniveldeexpresi6nenbaseallog10.Losresultados

sugierenunaregulaci6nnegativaenlamayorfadelosgenes.

Los genes se ordenaron en forma descendente en base a su valor de expresi6n

(log10). Se seleccionaron los 50 genes que tuvieron la mayor diferencia en

expresi6n,dentrode loscuales seencuentran algunos involucradosendiferentes

tiposdecancer,c iclocelularyvfasdeseiializaci6n (Figura 20).

Existen estudios donde se evalu61a expresi6n gemicacon respecto a la exposici6n

de diversos plaguicidas. Mense et al. (2006) realizaron un estudio en astrocitos

humanos expuestosacyflutrinyclorpirifosyencuentrarongenessobreregulados,

como el interferon gamma, vias de seiializaci6n de insulina, cinasas, via de

activaci6n de astrocitos celulas gliares, dicha activaci6n de los astrocitos puediera

ser un mecanisme importante sobre la neurotoxicidad de ambos plaguicidas.

Stapleton et al. (2009) mediante el analisls de microarreglos de DNA en ratas

expuestas a clorpirifos reportaron alteraciones en la expresi6n de 277 genes, dentro

de los cuales se encontraron genes reprimidos como el TGFI3, asf como genes

involucradosen lavfa dela seiializaci6n de las cinasas. Los perfilesde expresi6n

genica en este estudio representan una respuesta adaptativa, procesos de

reparaci6nyeventosapopt6ticos.

De acuerdo a los resultados y los antecedentes de la literatura, seconsideraqueel

gen que codifica para el factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-I3)pudiera

serungencandidatoparafuturasinvestigacionesendondeseevaluelaasociaci6n

entrelaexposici6n a plaguicidas yel desarrollo de cancer.



Procesobiologicooenfermed8d

Dlnteraceioncitocina-citocina

DVia de l a seii alizacion de las MAPK cinasas _Carcinoma renal

Regulacioo de la act inaen elci1Desqueleto Leu cem iam ielo ide cro n ica

-UnionesGap

_Cilncerpancrealico

Cancerdeprostala

Figura 20. Genes que mostraron una mayord iferencia en su expresi6n enlo sfum igadores

con respecto alg rupo control
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8. CONCLUSIONES

• Los piretroides son los plaguicidas mas frecuentemente utilizados en las

fumigacionesurbanas,seguidosdecumarinasyorganofosforados.

• La actividad acetilcolinesterasa no fue estadisticamente diferente en los

gruposdeestudio.

• EI indice de divisi6n nuclear no fue estadisticamente significativo en los

gruposde estudio.

• Los fumigadores urbanos tuvieron un aumento significativo en el numero de

rnlcronucleos, puentes nucleoptasmicos ygemacionescon respectoalgrupo

control.

• Se observ6 una mayor frecuencia de celulas apoptoticas pero no de celulas

necroticas en los fumigadores con respecto a los controles, 10 cual puede

sugerirun dane citot6xico.

• No se observaron diferencias en los parametres cltoqeneticos en la poblaci6n

de estudio de acuerdo a los genotipos de PON1.

• EI fumar se asoci6 de manera significativa con la presencia de rnlcronucteos

en losfum igadoresurbanos.

• Lafre cuenciadegemacionesenlosfumigadoresseasoci6conlaedadycon

el tiempo de exposici6n de manera significativa.

• Los 1,656 genes mostraron una expresi6n genicadiferencial entrelosgrupos

deestudio.

• Entrelosgenesconmayord iferenciaensuexpresi6n,seencuentran algunos

involucradosenciclocelularyviasdeseiializaci6n.

• Dentro de los genes que presentaron mayormodificaci6n en la expresi6n, se

encuentransieterelacionadoscondiferentestiposdecancer.

• Se sugiere que el gen que codifica para el factor de crecimiento transfonnante

beta-1 (TGF-b1) pudiera ser un gen candidato para futuras investigaciones

sobrelaasociaci6nentrelaexposici6naplaguicidasyeldesarr0110 de cancer.
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