UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NAYARIT

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS AGROPECUARIAS

LF @

SIXIUM DEBIBUOTECAS

[ ey

T
RS

&
a

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:
Dra. Aurora Elizabeth Rojas Garcia

CO-DIRECTORA:
Dra. Maria de Lourdes Robledo Marenco

Tepic, Nayarit; julio de 2011



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NAYARIT

LABORATORIO DE CONTAMINACION Y TOXICOLOGIA AMBIENTAL

Tepic, Nayarit, 5 de julio de 2011

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 fitulada
“Determinacién del dafio genético y de la expresion génica en
indivi a icidas”, ha sido revisada y

aprobada en contenido y formato. Por lo que consideramos que la
estudiante puede continuar con los tramites para solicitar fecha de
examen de grado.

Sin més por el momento reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Aurora Elizabeth Rojas Garcla
Dra. Maria de Lourdes Robledo Marenco
Dra. Irma Martha Medina Diaz

Dr. Manuel Ivan Girén Pérez

M. en C. Briscia Socorro Barrén Vivanco

E5SIDAD
TR EASIDAL

c.c.p. Archivo

Ciudad de la Cultura “Amado Nervo™
Edlficio CEMIC 03, Tepic, Nayarit

CP. 63155 Tel. (311) 2118800 ext. 8919
Fax 2118816



‘({ E}‘ UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NAYARIT
Sl AREA DE CIENCIAS BIOLOGICO AGROPECUARIAS Y PESQUERA
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICO AGROPECUARIAS

CBAP/165/11
Xalisco, Nayarit., 05 de julio de 2011

Ing. Alfredo Gonzalez Jauregui
Director de Administracion Escolar
Presente.

Con base al oficio de fecha 05 de julio de 2011, enviado por los CC. Dra.
Aurora Elizabeth Rojas Garcia, Dra. Maria de Lourdes Robledo Marenco,
Dra. Irma Martha Medina Diaz, Dr. Manuel Ivén Girén Pérez y M.C. Briscia
Socorro Barrén Vivanco, donde se nos indica que el trabajo de tesis titulado
“Determinacién del dafio genético y de la expresion génica en individuos
expuestos a plaguicidas,” cumple con Io establecido en forma y contenido,
debido a que ha cumplido con los demés requisitos que pide el Posgrado en
Ciencias Biolégico Agropecuarias de la Universidad Autonoma de Nayarit, se
autoriza a la C. Marisol Fuentes Reyes, continde con os tramites necesarios
para la presentacion del examen de grado de Maestria

Sin més por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente
“Por Io Nuestro a lo Unwg\ﬂ'ﬂuﬁ oy,

A=
If if GRAU[\ £
D, J. Diego Garcia Pargdes o

Coordinador del Posgrdti
C.c.p.-Minutario.

+C.c.p.-Expediente.
nat.

Unidad Académica de Agricultura Carretera Tepic-Compostela Km. 9C.P. 63780, Xalisco



Este trabajo se realizé en el de Ce ony T logia Ambiental,

de la Universidad Auténoma de Nayarit, bajo la 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 Dra. Aurora Elizabeth Rojas Garcia, mi mas sincero agradecimiento por cada

uno de los consejos y tanto icos como quien me
ha ensefiado a salir adelante ante toda circunstancia, ademds le agradezco por
haberme tendido fa mano en tedo momento, por contribuir en mi formacion
académica, 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,

Ala Dra. Lourdes Robledo Marenco por su gran amistad y sobre todo por sus buenos
consejos y conocimientos compartidos, los cuales me han ensefiado demasiado en
este trayecto. Gracias Dra, por ser una persona a la cual admiro en todos los
sentidos y por ser una persona tan oplimista y con gran entusiasmo,

A mis Directoras de tesis por todo su apoyo durante la realizacion de este trabajo,
muchas gracias es un privilegio trabajar con uds y sobretodo considerarlas como a
mi segunda familia

A la Dra. Iima Martha Medina Diaz por el apoyo brindado, por sus valiosos
comentarios y sugerencias que le dieron mayor solidez al presente estudio.

A la Dra. Briscia del Socorro Barron Vivanco por ser una gran persona y compartir
sus conocimientos y ayuda durante la realizacién del presente trabajo

Al Dr. Manuel Ivan Giron Pérez por sus aportaciones y sugerencias para la mejora
del presente trabajo.

A la Dra. Patricia Ostrosky por haberme abierto las puertas de su laboratorio para la
capacitacion de la técnica de Microniicleos por bloqueo de citocinesis

Ala Q.F.B Monserrat Sordo por haberme capacitado en Ia técnica de Micronucleos
por bloqueo de citocinesis y por su gran amabilidad y ayuda durante Ia realizacion
del presente trabajo, gracias por tu amistad.

A Mayra y Sandra auxiliares del laboratorio por su apoyo brindado y palabras de
aliento que me han motivado a seguir adelante ... las quiero mucho.

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

realizacion de este trabajo, gracias por los buenos momentos compartidos,



A mis companieros de laboratorio Susy, Alma, Paco, Lizdy quienes me han hecho
pasar tardes amenas, por su apoyo brindado durante los momentos de trabajo en el
laboratorio, pero mi mas especial agradecimiento por su invaluable amistad.

A mi gran amiga Cyndia Azucena gracias por su gran amistad durante todo este
tiempo, y que a pesar de la distancia, estas presente amiga, gracias por confiar en
mi.

A Roxana y Cristy por haberlas conocido en este laboratorio y haber pasado muy
buenos momentos y que a pesar que ya no nos une el laboratorio nos une la amistad
que generamos aqui.

A mis comparieras de Maestria Laura y Yael por compartir sus conocimientos,
experiencias, momentos de estrés, risas y sobre todo por su gran amistad.

A Eliseo Fonseca Ramirez por ser un gran apoyo en estos momentos y sobre todo
por tu paciencia amistad y gran comprension.

A Alma, Yoli y Bryana quienes han sido 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 necesité, por tantos momentos
compartidos amigas mil gracias.

A mis tios Alvaro Reyes Pefia y Rosalba Guzman Baduelos por su gran apoyo, y
principalmente gracias tio por ser como un padre para mi, gracias por su gran cariio
y amistad.

A Gilda Susana Reyes Pefia por ensefarme a ser noble, y a 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 interés en
este estudio.

A CONACYT, por el apoyo econdmico proporcionado a través de la beca que me fue
otorgada.

A los fumigadores urbanos y controles gracias por haber participado y haber hecho
posible el presente trabajo.



DEDICATORIA

At Soledad Reyes Pefia por todo lo que soy hasta el dia de hoy, por ser un ejemplo
a seguir, 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, por sentirte orgullosa de mi, por
fomentar en mi el salir adelante como td fo has hecho hasta el dia de hoy conmigo y
con mi hermana, por ensefiarme a luchar por una vida mejor, a ti que te debo la vida,
Ia verdad es que no tengo palabras para agradecerte todo lo que has hecho por mi te
quiero mucho madre.

A mi hermana Dayan por su apoyo y paciencia durante todo este tiempo y sobre todo
por su gran carifio.

A mi abuela Maria Soledad Pefia Sanchez, aungue ya no estés presente, te recuerdo
a cada momento y te agradezco tu gran carifio que adn sigo sintiendo y por ser quien
me motiva a seguir dia dia.



RESUMEN
Los son que han sido utilizados en todo el

mundo. La exposicion a estos contaminantes se ha asociado con efectos adversos a
la salud. Algunos estudios refieren una asociacion significativa entre la exposicién
ocupacional a plaguicidas y dafio gendtico. En este trabajo se determiné: EI patron
de uso de plaguicidas de los fumigadores a través de un cuestionario estructurado;
La actividad (AChE) por i de
dafio genético, mediante el ensayo de micronicleos (MN) por blogueo de citocinesis;

Identificacion del genotipo de PON1 192 por PCR en tiempo real y la expresion
génica mediante el analisis de microarreglos. De acuerdo a los resuitados obtenidos,

los plaguicidas mas utiizados para la fumigacion de ambientes urbanos tuvieron el
siguiente orden: piretroides, cumarinas y organofosforados, La mayor frecuencia de

senvicios de fumigacion fue para verano seguido de primavera. No se encontraron

en la actividad acti de acuerdo a los grupos de estudio. Si

hubo diferencias en la frecuencia de (MN), puentes
(NPB), gemaciones y apoptosis. Por otra parte en cuanto a las células en estado de
necrosis de e indice nuclear no se encontraron diferencias. De acuerdo a los
resultados de regresion lineal, los individuos que portan el genotipo PON1 192 QQ
tuvieron un mayor numero de apoptosis, puentes, necrosis y donas con respecto a
los PON1 192 RR, con ajuste del modelo por el tiempo de exposicién. El indice de
fumar mostr6 una asociacion significativa con la presencia de microniicieos en los
fumigadores con respecto al grupo control, el consumo de alcohol mostré una
asociacion con la frecuencia de puentes nucleoplasmicos. En cuanto a los resultados
de expresion génica, se encontré alteracion en la expresion de 1, 656 genes. Entre
los genes con mayor diferencia en su expresién, se encuentran algunos involucrados
en ciclo celular, asi como en diferentes tipos de cancer. En conclusion, los
fumigadores que participaron en este estudio tuvieron un mayor dafio genético, con
respecto al grupo control, asf como también mostraron diferencias en ia expresion
de genes relacionados con ciclo celular y algunos tipos de cancer. Por lo anterior, se
sugiere el uso de baterias de biomarcadores que puedan detectar dafos en



diferentes niveles de organizacion, con la finalidad de evaluar de manera integral los
efectos de la icion a idas en este tipo de




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
pattem of pesticide use, biomarkers  genotoxicity, citotoxicity, ~citostaticity.
acetylcholinesterase (AChE) activity, and gene expression 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
questionnaire was used to obtain information about the subjects’ patterns of pesticide
use, anthropometrical characteristics, lifestyle and medical history. Frequencies MN,
buds and NB were determined by counting 1000 binucleated cells with preserved
cytoplasm; apoptotic and necrotic cells were determined in 500 cells according to
Fenech 2003, AChE activity was delermined spectrophotometrically adjusted by
hemoglobin according to Worek 1999 whit some modifications. Results indicate that
pesticides used o fumigate the urban environments (houses, hospitals, schools and
others) are pyrethroids  (40.6%), followed by coumarins (15.7%) and
organophosphates (15.6%). The geometiic mean of AChE activity was 32.3 Ufg Hb
(range 24.4 -38.9 Ulg Hb) in urban sprayers and 33.9 Ujg Hp (range 24.5-45.3 Uig
Hb) in the controt group (p=0.22) The mean of MN was (12.1) in urban sprayers when
compared o the control group (5.9). The frequency of apoptotic cefls, 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, motiity, 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 in the urban sprayers compared with the control group
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1. INTRODUCCION
=
1.1 Plaguicidas SISTEMA BE BIBUOTECAS
Los ici son utilizados en todo el mundo. La

exposicion a estos contaminantes se ha asociado con efectos adversos a la salud.
Dentro de los plaguicidas se incluyen una gran variedad de sustancias con diferentes
propiedades y composicién, que tienen camo abjetivo comun efiminar plagas que
dafian los cultivos, la salud de los humanos o animales (EPA, 2008).

Los plaguicidas pueden ser clasificados de acuerdo a los criterios siguientes: i) uso,
i) composicion quimica, i) naturaleza quimica, v) accion especifica, v)
concentracion, vi) formulacion, vii) modo de acci6n, viii) grado de toxicidad y ix)
persistencia en el ambiente. Dentro de la clasificacion. con base a su naturaleza

quimica, se los y
piretroides, entre otros (COFEPRIS, 2004).

Plaguicidas organoclorados (OC)

Los OC, son hidrocarburos arométicos clorados y algunos contienen elementos como
oxigeno y azufre, dentro de los mas conocidos se encuentran el DDT, metoxicloro,
hexacloroxiclohexano, aldrin, endosulfan, entre otros (Ramirez y Lacasafia, 2001).
Estos compuestos son solubles en disolventes organicos e insolubles en agua,
tienen la capacidad de bioacumuiarse en la cadena trofica (ATSDR, 2002), son
escasamente biotransformados en el organismo y debido a sus propiedades
lipofilicas se depositan principaimente en telido adiposo y leche (Moreno-Grau,
2003).

Plaguicidas organofosforados (OF)

Los OF son utilizados como insecticidas y en menor proporcion como herbicidas. Son
ésteres del acido fosforico o tiofosférico y se caracterizan por la presencia de un
“&tomo de fésforo unido por un doble enlace a un sulfuro o a un &tomo de oxigeno



(Maroni et al., 2000). Los OF se encuentran relacionados con la inhibicion de la
AChE de manera ineversible (Maroni, 1996).

Plaguicidas carbamatos (CBM)

Los CBM son ésteres del 4cido carbamico, poco solubles en agua y se descomponen
por hidrélisis en condiciones alcalinas. Se usan principalmente como insecticidas,
nematicidas, fungicidas y herbicidas (Gonzalez-Arias et al., 2010). Los CBM también
inhiben a la enzima AChE por un mecanismo de toxicidad similar a los OF pero la
uni6n formada es reversible (Maroni, 1996).

Plaguicidas Piretroides (Pl)

Los Pl son la forma mas estable de piretrinas (insecticida natural derivado de Ia flor
de crisantemo). Los Pl son sustancias quimicas manufacturadas de estructura muy
parecida a las piretrinas. Es comin su uso en el hogar para el control de insectos en
animales domésticos, entre otros usas (ATSDR, 2003). Este tipo de compuestos a
diferencia de los OC tienen poca capacidad de acumularse en los tejidos y son
rapidamente degradados del ambiente {Ramirez y Lacasana, 2001).

1.2 Plaguicidas en México

Mexico es uno de los paises con mayor uso de plaguicidas (COFEPRIS, 2004).
originado por el tipo de practicas agricolas de los paises en desarrollo, que prevalece
de manera particular, en los palses latinoamericanos; esta situacion est4 basada
principalmente en la escasa o casi nula rotacién de cultivos, produccién intensiva y
mecanizacién, lo que conduce a una alta demanda de agroquimicos. De las 40,000
toneladas de plaguicidas que se usan en el pais, aproximadamente dos terceras
partes se fabrican en el 4mbito nacional, mientras que una tercera se adquiere en
otros paises (Rivero y Gonzélez 2001).



1.3 Exposicién a plaguicidas

Los trabaj expuestos a plaguicidas son aquellos relaci ala

formulacién, transporte, almacenamiento, uso y, desecho de estos productos. Entre
ellos, el riesgo es mayor para trabajadores en paises en desarrollo ya que, estan
expuestos a los plaguicidas generalmente sin proteccion, supervision ni
adiestramiento adecuado. Un sector conocido como vulnerable son los trabajadores
agricolas, especialmente los jomaleros expuestos con frecuencia a diversos
plaguicidas. Asi mismo, los plaguicidas forman parte de la vida cotidiana ya que no
s6lo son usados en trabajos agricolas, son también empleados en la industria,
hogares y muchos ofros usos que representan una fuente de exposicion para la
poblacion general, pero que no se conocen o no se tiene una conciencia clara de
ellos. La inhibicion de enzimas cruciales para la vida es s6lo una de sus formas de
accion. Muchos otros de sus mecanismos son atin desconocidos.

Asi mismo, alrededor del 65% del consumo nacional de plaguicidas se aplica en la
agricultura y el restante se emplea en el combate de los vectores transmisores de
enfermedades, control de plagas en el hogar, la industria y otras 4reas (CESAVEJAL,
2003). La exposicion a plaguicidas se ha asociado con un incremento de dario
genético. Un sector de trabajadores ocupacionaimente expuestos, es el de
fumigadores urbanos. Actualmente la Secretaria de Salud cuenta con registros
sanitarios de las empresas dedicadas a la fumigacion urbana, no obstante, son
escasas las referencias en la literatura en donde se ha evaluado la exposicion a
plaguicidas en esta poblacion.

1.4 Toxicidad por plaguicidas

Toxicidad aguda

Uno de los principales problemas con los plaguicidas es la toxicidad aguda. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2004 estima alrededor de res
millones de ingresos hospitalarios por intoxicacién con icidas cada afo y
plrededor de 220,000 muertes (OMS, 2004).




En exposiciones agudas los OF se caracterizan por inhibir la enzima AChE (Padilla et
al., 2000; Maroni et al., 2000), lo que causa neurotoxicidad, la cual puede ser descrita

£Oomo una crisis ica debido a una sobi i i6n del sistema nervioso.

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

diarrea, hipersali debilidad muscular, confusion, cambios
en el ritmo cardiaco, néuseas, vémitos, sudoracion, dofor de cabeza y dificultad para
caminar. Una intoxicacion severa puede provocar la pérdida del conocimiento,
edema pulmonar, paro respiratorio y muerte (Costa et al., 2002).

Toxicidad crénica

La exposicion cronica a estos contaminantes se ha asociado con efectos
inmunolégicos (Lima y Vega, 2005), a nivel del sistema nervioso (Keifer y Firestone,
2007), endocrinos (Kelce et al., 1998; Carreno et al., 2007) y reproductivos (Wigle et
al., 2008). La capacidad mutagénica de estos compuestos, asi coma su probable
asociacién con el desarrollo de cancer de mama, préstata, linfomas, mieloma
mittiple, enfermedad de Hodgkin y leucemias (Alavanja et al., 2004).

1.5 Efectos genotéxicos

Los estudios para evaluar la genotoxicidad de plaguicidas en humanos, se han
enfocado a valorar el potencial genotéxico de los mismos en poblaciones
ocupacionalmente expuestas. Algunos trabajos refieren una asociacion significativa
entre la exposicion ocupacional a mezclas complejas de plaguicidas y la presencia
de i i i o de ides hermanas y
microntcleos. La mayoria de estos estudios encuentran efectos dosis dependiente,
asf como una refacion directa con el tiempo y la intensidad de exposicién. El dafio

cromosomico provocado por plaguicidas parece ser transitorio en exposiciones
agudas, pero acumulativo en exposiciones cronicas (Botognesi, 2003 y 2011).

1.6 Ensayo de microntcleos como biomarcador de dafio genético
Bi ensayo de microndcleos (MN) por bloqueo de citocinesis (CBMN) es un método
citogenético validado para evaluar la frecuencia de MN (Fenech, 2000), que se
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originan del rompimiento o de la pérdida de cromosomas completos en células
nacleadas (Figura 1).

La importancia de este ensayo se debe a su gran versatilidad, ya que permite evaluar
parametros como MN, indice nuclear (IN), gemaciones, puentes nucleoplésmicos
(NPB) y células apoptéticas, lo que permite una informacién més completa de los
efectos citostaticos y icos de un compuesto en particular (Fenech, 2000).

Figura 1. Presencia de un micronicleo en una célula binucleada

Numerosos estudios han utilizado esta herramienta como un biomarcador de dafio
genotoxico ante la exposicion a plaguicidas y mezclas de los mismos (Tabla 1).

1.7 Enzima Paraoxonasa humana (PON1)

La PON1 es una A esterasa dependiente de Ca®* capaz de hidrolizar metabolitos
activos de insecticidas OF e hidrolizar ésteres aromaticos. Se  sintetiza
principaimente en higado y una proporcion es liberada al torrente sanguineo, donde
se encuentra asociada a lipoproteinas de alta densidad (HDL). La PON1 recibe su
nombre por el paraoxén, metabolito txico del plaguicida paration, el cual es uno de
los sustratos més estudiados. La actividad de PON1 depende en parte, de la
presencia de polimorfismos genéticos en el gen de PON1 (Costa et al., 2005).

Gen de PON1

El gen de PON1 forma parte de una familia de multigenes: PON1, PON2 y PON3,
lacalizados en el cromosoma 7q21-22. Las proteinas codificadas por estos genes
muestran una elevada similitud en sus caracteristicas estructurales y tienen
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aededor del 65% de identidad a nivel de aminoAcidos (Primo-Parmo et al., 1996). EI
gen de PON1 ha sido clasificado como polimérfico, es decir que presenta variaciones

interindividuales con frecuencia del 1% o mas dentro de una poblacion (Nelson,
2002). Se han descrito polimorfismos en la regién promotora del gen de PONA, de
los cuales cinco son los mas estudiados: -108 (C/T), -126 (GIC), -162 (A/G), -832
(G/A) y -809 (C/G) (Suehiro et al., 2000).

Tabla 1. Antecedentes de dafio genético en individuos ocupacionalmente expuestos a

Resultados

Referencia

plaguicidas
Pais’ Poblacién
Turkia Agricultores
Pakistan Recolectoras de
algodon
Brasil Agricultores
Brasil Fumigadores
Portugal Agricultores  y
Irabajadores de
invernaderos
Croacia Trabajadores en
ta produccién de
plaguicidas
itaia Floriculuristas
Chile Fumigadores
Yugoslavia Agricultores
Austraiia Fumigadores

Mayor numero de MN, NPB y
gemaciones en expuestos

Incremento significativo de MN
en poblacitn expuesta
Frecuencia més alta de MN en
expuestos

Frecuencia mayor de MN y NPB

en o gupo expuesto e IN
menar

Mayor frecuencia de MN

Mayor frecuencia de MN en of
grupo expuesto

incremento significativo de MN
con respecto al grupo control

No hubo diferencia estadistica
entre grupos

No hubo diferencia estadistica
entre grupos

No hubo diferencla estadistica
entre grupos

Coskun etal, 2011

Al etal., 2008

da Silva et al., 2008

Kehdy et al., 2007

Costa et 2l,, 2006

GarajVrhovac y
Zeljezic, 2002

Bolognessi et al.. 2001

Venegas et al, 1998

Joksi¢ et al., 1997

Barbosa et al., 1994




En Ia region reguladora se encuentra el polimorfismo PON1 192 (R/Q) y ha sido el
més estudiado (Davies et al., 1996). Los primeros estudios indican que la isoforma
PON1 R192 puede hidrolizar el paraoxon mas facimente que la isoforma PON1
Q192 (Humbert et al., 1993). Otros estudios sugieren que este polimorfismo afecta
significativamente la eficiencia catalitica de PON1 de manera sustrato-dependiente.
El estudio in vitro de la isoforma PON1 Q192 hidroliza més rapidamente al diazoxon,
sarin y somén més que la isoforma PON1 R192 (Davies et al., 1996)

PON1y OF

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

PON1 puede tener i enla a los efectos ocasi por
Ios OF. En el estudio realizado por Cherry et al. (2002), encontraron una asociacion
entre la presencia de! alelo PON1 R192 con sintomas de intoxicacion cronica en
individuos expuestos a diazinon. Adicionalmente, estudios en veteranos de guerra
del Golfo Pérsico encontraron asociacién entre los sintomas neurolgicos y el alelo
PON1 Q192. Ademss, se ha reportado un incremento def 59% en la prevalencia de
intoxicaciones cronicas en aplicadores de OF que portan el alelo PON1 Q192 (Lee et
al., 2003).

1.8 Expresién génica

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
determina la expresion del gen; la otra es la region reguladora, sin funcion codificante
que contiene regiones promotoras, encargadas de interaccionar con los factores de
transcripcion proteicos para regular positiva o negativamente el inicio de la
transcripcion (Luque y Herraez, 2001). Las caracteristicas que definen a una célula
estén dadas por las proteinas que la constituyen, las cuales son el resultado de
patrones especificos de la expresion de sus genes (Felsenfeld y Groudine, 2003).



Regulacién génica

La expresion de algunos genes est sujeta a regulaciones complejas, que dependen

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

regulacion, médulos de control o elementos de respuesta. Estas secuencias son muy

variadas y especificas para cada gen. Otra particularidad es que actuan tanto en la

activacién como en la reduccién de la transcripcion. Se clasifican en: 1)
y2)si o inhibidores (Recillas et al., 2004).

Regulacion epigenética

Este tipo de regulacion de la expresion génica contribuye a explicar la diversidad
morfologica y funcional de células con un mismo genoma, depende del llamado
componente epigenético de la estructura del DNA, es decir, no consistente en su
secuencia. Esto se ejerce a través de la metilacion especifica de algunas bases en el
DNA (Jones y Baylin, 2002). En el DNA de vertebrados, una parte de los residuos de
citosina (en humanos, el 3%) se encuentran metilados principalmente en posicion 5
Esta metilacion aparece casi exclusivamente sobre la secuencia dinucleétida CG,
que ademas es especialmente abundante 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
metilacion de la citosina parece desempefiar un papel importante en la regulacion de
la expresion génica (Li, 2002).

1.9 Evaluacién de fa expresién génica

La evaluacién de la expresion génica es una herramienta Gl para identificar y clonar
genes entre dos o mas de RNAm, desde
pequefias cantidades. Esta basada en el supuesto de que précticamente todo el
RNAM expresado pude ser transcrito reversamente en DNA complementario (DNAc)
(Larkin et al., 2003). El desarrollo de técnicas en biologia molecular ha permitido
evaluar la expresion de cientos de genes simultaneamente (Bultelle et al., 2002).
Dentro de estas técnicas se encuentran la técnica de PCR, RT-PCR, PCR en tiempo
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real, Northern Blot y el analisis de microarreglos (Larkin et al., 2003, Gwinn y Weston,
2008).

Microarreglos de DNA

Los microarreglos de DNA son placas de vidrio, nylon o silicona, compuestas por
pozos de 100-300 mm, en las cuales cientos o miles de secuencias de genes se
inmovilizan (NCBI, 2007). EI primer microarreglo de DNA complementario fue
producido por hibridacién sobre faminillas de vidrio por Schena et al. (1995). La
tecnologia de los microarreglos fue disefiada por Brown y Bostein en el afio de 1999,
en la que fue posible evaluar los niveles de expresion de miles de genes al mismo
tiempo (Ramirez et al., 2003; Gwinn y Weston, 2008).
Los arreglos son una herramienta novedosa en la biologia molecular y las ciencias
con de exposicion a diversas sustancias
toxicas (Gwinn y Weston, 2008).




2. JUSTIFICACION

El uso masivo de plaguicidas en actividades agricolas, pecuarias, industriales y
domésticas ha tenido repercusiones no siempre favorables para el ambiente y la
salud humana. Diversos estudios mencionan los efectos adversos producidos por
estos compuestos, sin embargo, son escasos los estudios en donde se refieren los
daios ocasionados en empleados dedicados a la fumigacion industrial, doméstica y
de servicios turisticos. Estos trabaj pueden ser especi si
se considera que el personal que labora en este tipo de negocios esta

expuesto a plaguicidas, desde su i6n hasta su aplicacion, lo
que puede aumentar de manera importante la exposicion a estos xenobidticos.

Por lo anterior, es relevante evaluar el dafio genético que producen los plaguicidas, a
través del ensayo de microndcleos por blogueo de citocinesis y la citostaticidad en
linfocitos de trabajadores expuestos a plaguicidas. Ademas de evaluar la posible
modulacion de estos efectos por el polimorfismo genético PON1 192, asi como
también la existencia de alteraciones en la expresion de genes que pudieran ser
importantes en diversos procesos celulares o en el desarrollo de enfermedades,
mediante el analisis de microarreglos.

3. HIPOTESIS

Los fumigadores urbanos tienen un mayor dafio genético modulado por la presencia
del polimofismo genético PON1 192, adems de una expresion génica diferente con
respecto al grupo control.



4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar icos en i urbanos de la ciudad de Tepic,

Nayarit.

Objetivos especificos

N

w

»

o

o

. Obtener el patrén de uso de los plaguicidas, frecuencia de uso de equipo de

proteccion y caracteristicas antropométricas en la poblacion de estudio.
Determinar la actividad acetilcolinesterasa como biomarcador de exposicion y
dafio, ocasionado por la exposicion a plaguicidas organofosforados y
carbamatos en los participantes.

. Determinar la citostaticidad en linfocitos de fumigadores urbanos expuestos a

plaguicidas.

Obtener la frecuencia de mi 0 puentes

y células apoptéticas mediante el ensayo de micronicleos por blogueo de
citocinesis en la poblacién de estudio.

Obtener la frecuencia del polimorfismo PON1 192 y su relacion con
microndicleos, puentes, gemaciones y apoptosis en la poblacion de estudio,

Determinar la expresion de genes mediante el analisis de microarreglos en
una submuestra de la poblacién.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Disefo del estudio

Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo y analitico en la ciudad de Tepic,
Nayarit, México, en el que se invité a participar a personas dedicadas a la fumigacion
urbana. Los trabajadores fueron identificados a través de los registros actuales de las
empresas que ofrecen el servicio de fumigacion. Se les explico los objetivos
generales del estudio y se les invité a participar en el mismo.

Los individuos que aceptaron participar firmaron una carta de consentimiento
informado y se les aplico un cuestionario estructurado con la finalidad de evaluar

edad, dieta, historia clinica,
habitos nocivos (consumo de drogas, tabaco y alcohol) y exposicion a plaguicidas.
Criterio de inclusién

o Individuos del género masculino, mayores de 18 afios

« Trabajadores dedicados a la fumigacién urbana

Criterios de exclusién

« Individuos que alguna

= Con consumo crénico de medicamentos

Que consumieran drogas

 Que hayan estado expuestos a agentes mutagénicos (e.g. rayos X) seis
meses antes de la invitacién

Como grupo control se consideré a Individuos que no tuvieran contacto con
plaguicidas de manera ocupacional o con cualquier agente genotéxico. Se tomé en
cuenta que las condiciones socioeconémicas, de salud, género, habitos nocivos y de



educacién, entre otras, fueran similares a las condiciones de los trabajadores de
estudio.

Patr6n de uso de pfaguicidas

A partir del i i se obtuvo ion referente a la frecuencia

de fumigaciones realizadas durante el afio, nimero de marcas comerciales que se
manejan en los establecimientos, asi como la épaca del afo y lugares donde son
requeridos, con mayor frecuencia, sus servicios de fumigacion.

52 i6n de la actividad ilcolit (AChE)

La actividad AChE se realizé por el método propuesto por Worek et al. (1999). Para
la evaluacién de la actividad de AChE, se tomaron muestras sanguineas de los
participantes y controles con previa asepsia, mediante puncion venosa del antebrazo,
en tubos que contenian EDTA como anticoagulante. La actividad de la AChE se
corrigié por el contenido de hemoglobina. Con la finalidad de realizar la
determinacion exacta de AChE. se diluyt la muestra, debido a que la absorcién de fa
hemoglobina coincide con la méxima absorcion del indicador de color. La medicién a
436 nm reduce la absorcion de la hemoglobina en una cuarta parte con respecto a la
lectura a 412 nm, mientras que la del indicador es del 80%; motivo por lo cual la
medicion se realiza a 436 nm; como inhibidor selectivo de butirilcolinesterasa
plasmatica (BChE) se utiiz0 etoproprazina. En la Tabla 2, se presenta el
estandar para las i

Detorminacién de hemoglobina (Hb)

Para la determinacion de Hb se tomaron 10 pl de muestra y se diluyeron en 2.5 mL
del reactivo de Drabkin. Se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
determiné su absorbancia a 540 nm frente a un blanco de reactivo.

. Hb en g/dL= (Abs) (patrén)



Tabla 2. Procedimiento estandar para la determinacion de la actividad de AChE.

Reactivos. Blanco (mL) Wuostra (i)

Buffer de fosfatos 0.1 0 0

moliL JANEAIDAD ATONOMA U ATARR,

pH74

DTNB 10 mM 005 005

Etopropazina 6 mM 0,005 0.005

Muestra 1:100 05 =
Incubar a 37 °C por 10 min, luego afiadir SISTEMA OE BIBUOTECAS

Sustrato (ATCh) 28.3 0025 0025

mM
Leer a 436 nm por 3 minutos

Para calcular la actividad AChE se utilizaron las siguientes formulas:

(Abs1-AbSO)+{Abs2-Abs1)+{Abs3-Abs2)

3
X 1X10° g 1L
AChE en UlmL= Vol. Total imol Abs
(E) (cm) (Vol. Muestra) 1 mol 1000mil || min

Donde:

AAbs= promedio de los cambios de absorbancia de la muestra y del blanco
Abs 0= absorbancia de la muestra en el minuto cero

Abs 1= absorbancia de la muestra en ef minuto 1

Abs 2= absorbancia de la muestra en el minuto 2

Abs 3= absorbancia de la muestra en el minuto 3



Vol. Total =volumen final de la reaccién = 1.58 mL.

10.6 % 10° M em™" = E(coeficiente de extincion molar del “TNB)
1 em = ancho de celda
0.005 mL=Vol. de la muestra (cantidad de sangre total contenida en la dilucién)

AAbss = AAbs de muestra menos AAbs blanco

La correccion de la actividad de AChE por Hb se realizé mediante |a siguiente
formula:

AChE en U/mL
AChE en U/lg de Hb= ———

Hbeng
100 mL

5.3 Evaluacion del dailo genotéxico

Para determinar Ia ci y idad cada una

muestra de sangre venosa, extraida por venopuncion en tubos de prolipropileno con
heparina (vacutainer®). Para la toma de sangre se consider6 que los donadores no
consumieran ningtn tipo de medicamento al menos 15 dias previos a la toma de la
muestra y que no se hubleran 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®) previ con ami no esenciales
(sigma®) y L-glutamina al 1% (sigma®), y se les aftadié 200 L de fitothemaglutinina
(sigma®) y 0.5 mL de sangre completa en tubos falcon de 15 mL. Los cultivos se
incubaron a 37 °C durante 44 h, al término de las cuales se les adicions 21 L Cyt-B
(sigma®) para inhibir la citocinesis y se incubaron durante 24 h més. Transcurridas
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las 72 h, los cultivos se transfirieron a tubos redondes de centrifuga donde se
prefijaron con 1 mL de solucién fijadora Camoy’s (metanol (baker®)-4cido acético
3:1(sigma®)). Se centrifugé a 1200 pm/10 min en una centrifuga (eppendorf- 5804®)
y se separd el sobrenadante, los paquetes calulares se resuspendieron y fijaron con 7
mL de la misma solucion. Se realizaron lavados con la solucién filadora hasta la
obtencién de un botén celular limpio, enseguida se le afiadi6 1 mL de tripsina
(sigma®) al 0.0025% y 5 mL de solucion Camoy's. Se centrifugd a 1200 rpm/10 min,
se retir6 el sobrenadante y se realizaron dos lavados mas con solucin Camoy's
Como contral positivo de genotoxicidad se sembraron dos cultivos celulares, los
cuales se trataron con mitomicina C (1 pg/mL) (sigma®) a las 24 h de incubacion.

Preparaci6n de laminillas

El botén celular se resuspendi6 con una micropipeta, se colocaron gotas del botén
celular en portaobjetos esmerilados, se dejaron secar a temperatura ambiente y una
vez secos se tifieron 15 segundos en solucién eosina y posteriormente 15 segundos
en solucién azul de metileno (hemacolor®). Por iltimo, se enjuagaron con agua de
grifo y se dejaron secar a temperatura ambiente.

de mi (MN), iones y puentes

La evaluacion de MN, ¥ puentes se realiz6 mediante la
técnica de MN por bloqueo de la citocinesis, de acuerdo a la metodologia propuesta
por Fenech et al. (2003). La identidad de los participantes se oculté al cubrir las
laminillas, mismas que fueron codificadas para realizar la lecturas correspondientes;
se observaron y contabllizaron 1000 células binucleadas usando un microscopio
foténico {Matic®) con el objetivo de inmersion (100X).

Evaluacion de la citostaticidad celular

El Indice nuclear (IN) se evalué de acuerdo al método propuesto por Eastmond y
Tucker (1998). EI IN es un parametro utilizado para conocer la respuesta mitogénica
de los linfocitos. Este indice se calculd a partir de observar y contar 200 células y
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determinar la frecuencia de células con 1, 2, 4 0 mas nicleos (Figura 2). Los
caleulos se hicieron con la siguiente férmula:

IDN = [M1 + 2(M2) + 3(M3)] /N

En donde M1-M3 representa el numero de células con 1 a 4 o mas nicleos y N

representan el nimero total de células contadas.

Figura 2. Célula (a), y (o).

Evaluacién de apoptosis y necrosis

Para evaluar la frecuencia de células en estado de apoptosis y necrosis se
contabilizaron 500 células. Las células en apoptosis se caracterizan por
condensacion de la cromatina, fragmentacion de la membrana nuclear y por la
presencia de cuerpos icos dentro de la i ica intacta. Las

células en necrosis se caracterizan por la presencia de vacuolas en el citoplasma o el
nicleo y desi de la membrana ci ica (Fenech et al., 2003).

5.4 Determinaci6n del Polimorfismo PON1 192
Extraccién de DNA

Para la extraccion de DNA se uso el Kit *High Pure PCR Template Preparation
Roche, se prepar6 una mezcla de 200 pL de sangre, 200 L de solucion
amortiguadora de union (guanidina-HC 6 M, urea10 mM, Tris-HCI10 mM, Triton X-
100 viv 20%, pH 4.4) y 40 L de proteinasa K (20 mg/mL). Se incubo a 72 °C por 10
minutos, posteriormente, se le adicion6 100 kL de isopropanol, se mezcld y transfirio
a una minicolumna pre-empacada con fibra de vidrio; se centrifugé por 1 minuto a
8000 rpm. EI sobrenadante se eliming y se agregaron a la columna 500 pL de
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solucion de inhibicion (etanol, guanidina- HCI § M, Tris-HCI 20 mM, pH 6.6) se
centrifugé por 1 minuto a 8,000 rpm (este procedimiento se realizo dos veces). El
DNA se eluy6 de la columna mediante la adicion de una solucién baja en sales (10
mM Tris, pH 8.5) previamente calentada a 70 °C y centrifugada a 8,000 rpm durante 1
minuto. La pureza y concentracién de DNA se se analiz6 mediante la relacion de la
absorbancias a 260 y 280 nm mediante el uso de un espectrofotémetro de luz UV-
Visible (Thermo®). La integridad del DNA se analiz6 a través de electroforesis en gel
de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y se observé en un transiluminador de
luz UV,

PCR en tiempo real

La determinacion del polimorfismo PON1 192 se realiz6 por PCR en Tiempo Real a
través del sistema Tagman® Universal Master Mix. Las mezclas de reaccion para
PCR se llevaron a cabo con 7.5 pL de Tagman® Master Mix (Applied Biosystem
incluye enzima Amplitaq DNA polimerasa, AmpErase® UNG, dNTPs y dUTP, una
molécula fluorescente pasiva), 0.375 pL de la mezcla de oligonuclectidos (36 uM)
(Tabla 3) y sondas Tagman® (8 M ) (Tabla 4). Por Gitimo se agregaron 20 ng de
DNA y se complet6 a un volumen final de 15 L con agua inyectable.

Tabla 3. Secuencia de utilizados para el poli PON1 192
Nombre Secuencia de ofigonucleétidos
PON1 192 F CTGAGCACTTTTATGGCACAAATGA
PON1192R AACCACGCTAAACCCAAATACATCTC

Tabla 4. Secuencia de sondas Tagman para la determinacion del polimorfismo

PON1 192
Secuencia d Taqman
. vic T CCTACTTACAATCCTG
) FAM CCCTACTTACGATCCTG




Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un equipo ABI PRISM 7000°
Sequence Detection System con las condiciones de amplificacion que se muestran
enlaTablas.

Tabla 5. Condiciones de trabajo para PCR en Tiempo-Real
Tiempo y Temperaturas
Pasos iniclales 40 Ciclos
50°C (2 minutos) 95 °C (15 segundos) 60°C (60 segundos)
85 °C (10 minutos)

Una vez concluida la reaccion, se analizaron las curvas de amplificacion para llevar a
cabo la discrimi alélica. La i de las ias obtenidas, se
conel del genotip:

5.5 Determinacién de la expresién génica mediante el analisis de microarreglos

Para cumplir con este objetivo se realiz6 un segundo muestreo en el que se invitd a
participar a cinco fumigadores y cinco individuos control, quienes habian participado
en la etapa anterior del estudio. A los participantes se les tomé una muestra de
sangre para realizar la extraccién de linfocitos por el método 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
centrifugd a 1,600 rpm a temperatura ambiente durante 30 minutos. Una vez
centrifugada la muestra, se retiré el plasma con una pipeta pasteur y el anillo de
linfocitos se transfirié a un tubo eppendorf y se lavé con solucion salina (1:1), se
centrifugé a 1,500 rmp a temperatura ambiente por 15 minutos y se decanté el
sobrenadante. El lavado se repitié dos veces més para obtener una pastilla limpia
que se empled para la extraccion del RNA,



Extraccién de RNA total por el método del Trizol

A la pastilla de linfocitos se le afiadié 1 mL de trizol y se homogenizo mediante
resuspension con una micropipeta. Se incubd 5 minutos a temperatura ambiente, se
agregaron 200 L de cloroformo y se agito vigorosamente por 15 segundos, seguido
de una incubacién de 2 minutos a temperatura ambiente, después se centrifugé a
13,200 rpm durante 15 minutos a 4 °C. La fase acuosa se transfirid a un tubo limpio y
se le aftadieron 500 pL de isopropanol, se incubé durante 10 minutos a temperatura
ambiente, se centrifug6 durante 10 minutos a 13,200 rpm a 4 °C. E! sobrenadante fue
removido y Ia pastila se lavé con 1 mL de etanol al 70% en agua DEPC (0.1%) y se
centrifug6 a 7,500 rpm a 4 °C. La pastilla se disolvio en 40 L de agua DEPC (0.1%)
y se almacen6 a -70 °C.

Integridad de RNA

Se verifico la integridad del RNA en un el gel de agarosa al 1%, se coloco 1 L de
muestra y 1 L buffer de carga, el comimiento electroforético se realizé a 100 voits
durante 30 minutos, se 1ifi6 el gel de agarosa durante 15 minutos en bromuro de
efidio y se visualizé en un transiluminador UV.

Tratamiento del RNA total

Las muestras se ajustaron a un volumen de 100 L con agua DEPC, posteriormente
se agregaron 10 pL de acetato de sodio pH 5.2 y 2.5 volumenes de etanol al 100%.
Se mezclaron por inversion y se incubaron durante 30 minutos a 70 °C. Se
centrifugaron durante 15 minutos a 14,000 rpm, el sobrenadante se decants, la
pastilla se lavé dos veces con 500 pL de etanol al 70%. Se volvi6 a centrifugar
nuevamente durante 15 minutos a 1,400 rpm y se decanté el sobrenadante, se dej6
secar la pastilla a temperatura ambiente, se resuspendio en 10 L de agua DEPC.

Sintesis de DNAc / Marcaje de RNA total

Para la sintesis de DNAC se prepararon dos mezclas (A y B). A la mezcla A se le
anadieron 6 L de RNA (controles o fumigadores), 1 L de oligo (dt) (0.5 pg/uL), 1 uL
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de primers (3 pg/uL) y posteriommente se ajusté el volumen a 19 L con agua
inyectable. Las mezclas se agitaron varias veces y se incubaron a -70 °C por 10
minutos. A la mezcla B se le agregé 8.0 i de buffer de reaccion 5X, 2.0 pL de MgCly
(25mM), 4.0 pL de aminoally-dNTP, 4 L. de DTT (0.1 M) y 3.0 yL de transcriptasa
feversa {200 U/uL). Las mezclas se agitaron y se centrifugaron, seguido de dos
incubaciones, la primera de 10 minutos a 25 °C y la segunda de 2 horas a 42 °C.

Hidrélisis de RNA

Se afiadieron 5 L de NaOH (IN) y 1 pL de EDTA (0.5 M) y se incubt durante 10
minutos a 65 °C, y se afiadieron 25 uL de HEPES (1 M) pH 7.5. Posteriormente se
realizé la purificacién del aminoalil DNAc (aaaDNAc) con el kit QIAGEN®.

Reaccién de conjugacion

Se disolvio el colorante (Alexa 555 y Alexa 647) con 4.5 uL de DMSO, se mezcld y se
agregaron 4.5 pL del aacDNA purificado, se mezclo por inversion y se incubd a
temperatura ambiente en la oscuridad durante 60 minutos.

Pretratatamiento del microarreglo

Se prehidrato la laminilla mediante la exposicién del lado impreso al vapor de agua a
60 °C durante 10 segundos, la laminila se seco por centrifugacion ai vacio, (este
paso se repitio tres veces), se o la laminilla con dos ciclos de luz UV 0.12 ] x cm?,
se colocé en agua hirviendo durante 2 minutos y se incub6 en solucién de
prehibridacion (SSG-5X, SDS 0.1 %, BSA 1%) por una hora a 42 °C. Se lavé cinco
veces con agua destilada, desionizada estéril (dde) a temperatura ambiente y se
sect por centrifugacién a 1,500 rpm durante § minutos.

Hibridizacién

Las muestras se concentraron por centrifugacion al vacio, después el cDNA de los
coptroles fue marcado con las moléculas Alexa 555 y Alexa 647, cada grupo de
DNAC se ajustd a 70 L con solucion de hibridacion. Enseguida se realizo la
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desnaturalizacién por 5 minutos a 94 °C y 30 segundos a 65 °C, la mezcla se aplico
al ameglo, se le colocé un cubreabjetos y se dej6 incubar durante 18 h a 42 °C.

Lectura de microarreglos

El analisis de expresion génica, mediante la técnica de microarreglos, fue realizada
en la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. La
lectura de los arreglos se realizo mediante el sistema de microareglos ScanArray
4000 Bio-Packard.

5.6 Analisis estadi

ico

Una vez realizada la captura y analisis de los datos registrados en los cuestionarios,
asf como los resultados obtenidos en la lectura de las laminillas y en los diferentes
biomarcadores, se realizé el andlisis estadistico descriptivo, para obtener medias y
desviaciones estandar para las variables continuas y frecuencias, ademas de las

para variables icas. Para ol analisis entre grupos
se utiliz6 la prueba t de student para variables continuas con distribucion normal, o
en su defecto la prueba de Mann-Whitney.

Para datos categéricos se utilizé la prueba de ji’. Se construyeron modelos de
regresion para determinar la asociacion entre las variables dependientes e
independientes y se ajust por las posibles variables confusoras. Los valores de
p<0.05 fueron consi i igni Todos los analisis
estadisticos se hicieron con el programa estadistico Stata 8.0 (stata statistical
software, stata corporation, college station, Texas).




7. RESULTADOS Y DISCUSION

Las empresas que ofrecen el servicio de fumigacién se identificaron a través de los
registros proporcionados por la Secretarfa de Salud. En este estudio participaron
trabajadores de ocho empresas, asi como del Comité Estatal de Sanidad Vegetal de
Nayarit.

Con la finalidad de conocer en qué periodo del afio se solicitan mas servicios de
fumigacién y en consecuencia cudles son los plaguicidas mas usados, se
encuestaron a los responsables de cada empresa y, de acuerdo con la informacion
proporcionada, en verano es el periodo del afio que presta mas servicios de
fumigacion, seguido de primavera y otofio; en invierno se solicitan menos servicios
de este tipo (Figura 3). Los sitios para los que se solicitan frecuentemente los
servicios de fumigacion son hogares, hospitales, industrias y escuelas (Figura 4).
Respecto al uso de plaguicidas, Ia informacién obtenida muestra que los insecticidas
son los compuestos mas utilizados, seguidos de los rodenticidas. Aunque en menor
proporcién, también se usan los fungicidas, herbicidas y larvicidas.

Figura 3. Frecuencia de fumigaciones por época de afio

23



scasa Hospisl  thdusta  Escuela  aRestaursnt
aotat Coze  wiedn  mComeclo  sOwes

Figura 4. Lugares en donde son més requeridos los servicios de fumigacion urbana

Los piretroides como Ia  ci ina y son los icidas mas

utilizados en las fumigaciones urbanas, seguidos de las cumarinas y
de los organofosforados (Figura 5 y 6). Es importante mencionar que existe escasa
informacién sobre los efectos cronicos de los piretroides en humanos; no se han
reportado efectos y i Sin embargo en
algunos estudios en animales han demostrado una reduccion de la fertiidad en
machos y hembras (ATSDR, 2003; Hayes, 2005; Brown, 2006).

Dentro de los plagui s6lo se usan tres

bromadiolona y warfarina (Figura 7). En cuanto a los organofosforados se utilizan
también res compuestos, clorpirifos, malation y temefos (Figura 8).
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Figura 5. Patron de uso de plaguicidas en las fumigaciones de ambientes urbanos.
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Figura 6. Piretroides utiiizados en fumigaciones de ambientes urbanos
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Figura 8. Plaguicidas organofosforados més uilizados

y medidas de
En total participaron 20 personas dedicadas a la fumigacion de ambientes urbanos y
20 individuos sin antecedentes de exposicién ocupacional a plaguicidas (controles)
La Tabia 6 muestra los resultados obtenidos de las caracteristicas antropométricas y

laborales de la poblacion de estudio.
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y medidas de

En total participaron 20 personas dedicadas a la fumigacion de ambientes urbanos y

20 individuos sin de exposicion
La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos de las caracteristicas antropométricas y
laborales de |a poblacién de estudio.

(controles).

Tabla 6. G laborales y d i
poblacién de estudio
Parémetros Fumigadores Controles valor de
P
GM™* IC (95%)* GM* IC (95%)**
Edad (en afios) 325 279379 321 27.7-31.3 0.82
Peso (Ko) 763 705627 788 737842 061
Estatura (cm’) 1738 17044773 1734 17011767 075
Indice de Quetelet 253 239-26.9 259 238-283 095
Sobrepeso (n) 3 - 4 - 0.68
Obesidad (n) 4 - 5 - 0.70
Tiempo do trabajar como fumigador (/%)
<1 afios /45
1-5 afos 5125
6-10 anos. 4120
11-15 afios. 210
Nivel de educacién (n/%)
Educacin primaria 155
Educacien secundaria ant
Educacién media 421
superior
Educacion superior 100525

GM: media geométrica, *'IC: intervalo ce confianza
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De acuerdo a los resultados, la media geométrica de edad de los fumigadores y de
los controles no fue estadisticamente diferente (32.5 afios versus 32.1), tampoco se
observaron diferencias en los valores del indice de masa corporal (25.31 versus
25.92). Dentro del grupo de fumigadores tres personas tuvieron sobrepeso y cuatro
obesidad, mientras que en el grupo de los controles cuatro tuvieron sobrepeso y
cinco obesidad. En lo referente a la antigiedad en el trabajo, el 45% de los
participantes informaron tener menos de un afio de laborar en este tipo de negocios y
&l 10% de 11 a 15 afios. En cuanto a estudios, los fumigadores mencionaron tener
estudios basicos (primaria) y el 52.5%, estudios a nivel superior.

En la Tabla 7 se presentan los principales resultados en cuanto a sintomas que
mencionaron tener los fumigadores, entre ellos estan dolor de cabeza, sed, ardor en
ojos, dolor de estémago y espasmo o tic en parpados. Con menor frecuencia
refirieron otros sintomas como vision borrosa, sensibiidad y molestias ante la luz,
entre otros.



Tabla 7. Principales signos y sintomas referidos por

fumigadores urbanos

Sintoma
Oolor de cabeza

Sed

Ardor en ojos

Dolor de estémago

Tios en parpados

Visién borrosa

Sansiblo

Debiligad

Sensible

Molestia ante la luz
Palpitaciones en pecho
Flemas y tos sin razén alguna
Intranquiidad

ritacion de 1a gargenta
Hormiguea

Moleslias en piel

Masculos rigidos o tensos
Sallvacion excesiva
Escalofrios

Aceleracion del pulso

%
1155
10150
5

735

315

3ns

315
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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 resuitados obtenidos muestran que el 21.0% de los
trabajadores usa overol, 73.7% sombrero o goa, 57.9% mascarilla, 10.5%
cubrebocas, 5.3% careta, 36.8% guantes impermeables, 26.3% botas impermeables

y el 31,6% lentes de seguridad.

Tabla 8. Frecuencia de uso de equipo de proteccion en fumigadores urbanos (n /%)

Equipo de Nunca Pocas veces ucha Siempre
proteccién frecuencia

Gerol 417368 75.26 B 472105
Chaquela 17189.47 15.26 115.26 -
impermeable

Pantalén 17189.47 115.26 1526 -
impermeable

Sombrero o 21053 21053 14526 14773.68
gora

Mascarila 6131.58 42105 1526 8/57.69
Cubrebocas 1005263 421.05 31579 21053
desechable

Pafiuelo 16/84.21 21053 1526 -
Carsta 13/68.42 52832 - 11526
Guantes 9/47.37 21053 115.26 7136.84
impermeables

Botas 11/57.89 3579 - 512632
impemeables

Lentes de 947,37 4R1.05 - 6/31.58
seguridad




Actividad acetilcolinesterasa

Las medias geométricas de la concentracion de Hb y la actividad AChE con y sin
ajuste por Hb se presentan en Ia Tabla 9. Se encontraron promedios de 5.43 y 5.54
Uiml. de AChE y 1652 y 1620 gl de Hb en fumigadores y controles.
respectivamente. La media geométrica de la activided AChE ajustada en los
fumigadores no fue estadisticamente diferente a la de los individuos control (32.3 Ulg
de Hb versus 33.9) (Figura 9). Resultados similares fueron encontrados por Jiménez
y Schosinsky (2000), quienes realizaron un estudio en Costa Rica para obtener
valores de referencia de la AChE, Hb y AChE ajustada tanto para hombres como
para mujeres. En el trabajo referido se observaron promedios de 5.34 y 4.53 UimL de
AChE, 158 y 139 g/L de Hb, 339 y 329 U/g de Hb de AChE ajustada,
respectivamente. Asimismo, Ortiz-Borrayo (2010) report6 actividades de 5.73 UimL
de AChE, 15.98 g/L de Hb y 35.86 U/g de Hb de AChE ajustada, en expendedores
de plaguicidas de Nayarit.

La actividad de AGhE ha sido evaluada en diversas poblaciones agricolas, sin
embargo, en la mayoria de los estudios los valores de AChE estan ajustados por el
valor de hematocrito, nimero de eritrocitos o volumen de muestra, lo que hace dificil
la comparacion de los datos obtenidos en este trabajo con lo reportado en la
literatura.

Tabla 9. Medias geométricas de AChE {U/mL), Hb y AChE {U/g de Hb) de acuerdo al grupo

de estudio
Fumigadores Controles
=] ) =] TC 5% 7
ACREUML 543 5195560 554 519592 051
Hb gL 1652 1590707 1620 15791662 032
AChEaiustada o s0 3038431 3395 31703637 022

Uig de Hb
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Figura 9. Actividad acetilcolinesterasa de acuerdo al grupo de estudio

Enta Tabla 10 se muestra la relacién entre los principales sintomas referidos por los
fumigadores urbanos y la actividad AChE. No hubo diferencias estadisticamente
significativas en la media geométrica de AChE entre los participantes que
presentaron y los que no presentaron los sintomas evaluados. Problemas de
disminucion en la atencion verbal, memoria visual, motricidad y afectividad han sido
en expuestos a plaguicidas a través de
neuroconductuales (Maroni et al., 1986). Existe evidencia de que un episodio de
intoxicacion con OF puede ocasionar un incremento en la prevalencia de sintomas

de dafto neurolégico (Steenland et al., 1994).



Tabla.10. Principales sintomas con respecto a la actividad acetilcolinesteresa

‘Actividad acetiicolinesterasa (U/g Hb)

el No
Sintomas presentaron presentaron »
sintomas sintomas.
Dolor de cabeza 3228 3286 076
Sed 3261 3246 093
Ardor on ojos. 3238 3262 090
Dolor de estémago 201 2282 067
Tic en parpados 31.99 3283 066
Visién borrosa 3098 3320 027
Los fumi urbanos una media ica de 4.21 afios de laborar

en este tipo de establecimientos. El 40% (n=8) de los fumigadores y el 35% (n=7) de
los controles mencionaron tener el hébito de fumar. En lo referente al consumo de
alcohol, el 100% (n=20) de los fumigadores y 95% (n=20) de los controles reportd
consumir algan tipo de bebida alcohdlica (Tabla 11).

Tabla 11. Tiempo de exposiscion y habitos nocivos

iga Controies
Tiompo de exposicion (XAl

(afios) (Rango 0.3-15)

Fumadores 40% (n=8) 35% (n=7)

Consumo de alcohol 100% (n=20) 95% (n=19)
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Antecedentes de cdncer

Entre los criterios de inclusion se consideré que los fumigadores urbanos no
presentaran cancer, sin embargo, se les cuestiond acerca de los familiares de linea
directa (abuelos, papas, hermanos o hijos) que hubieran presentado dicha
enfermedad. De acuerdo al grupo de estudio, el 40% (n=8) de los controles y el 40%
(n=8) del grupo de fumigadores tuvieron antecedentes familiares de cancer (p=1).

indice nuclear

La Figura 10 muestra que el promedio del IN fue de 1.60 en el grupo de fumigadores
y 1.55 en controles, estas diferencias no fueron

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

menor en i expuestas a (Lucero et al.,
2000; Bhall et al., 2006; Kehdy et al., 2007; Ali et al., 2008). Por otro lado Figgs et al.
(2000) y Lara-Montoya (2010) reportaron un IN mayor en una poblacion expuesta al
herbicida 2.4 dicloro fenoxiacético y en trabaj de expendios de plaguicidas en
Nayarit, respectivamente. Al parecer la exposicion a plaguicidas puede modular

positiva y la proliferacion celular, esto dep del tipo de
plaguicida y de la magnitud de exposicion.
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Figura 10. Indice nuclear de acuerdo al grupo de estudio



Microncleos

Los fumigadores presentaron un promedio de 12.1 MN/1000 células binucleadas y el
grupo control de 5.9, estas diferencias fueron significativas (Figura 12). E control
positivo (tratamiento con MMC) presents 17 MN/1000 células binucleadas.

20
p=0.0001

18

16

12

10

MIN/1000 oflulas binucieadas

Fumigadores  Controles,
Flgura 1. Frecuencia de MN/1000 células binucleadas de acuerdo a los grupos de estudio.

Los resultados oblenidos en este trabajo no concuerdan con lo reportado en otros
estudios en fos que no se ha observado un aumento en la presencia de MN en
fumigadores. Venegas et al. (1998) evaluaron el nimero de MN en 22 fumigadores
de la provincia de Concepcion, Chile y en 16 individuos control. Los fumigadores
tuvieron un promedio de 13.54 MN y los controles de 11.69. Los autores del trabajo
antes mencionado, sugieren que la ausencia de genotoxicidad en los fumigadores,
puede deberse a un programa por parte de las autoridades de salud, en el que se
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
estadisticamente significativas. Asimismo, Joksic et al. (1997) evaluaron la induccion
de i MN e i io de hermanas en

fumigadores agricolas de Yugoslavia (actualmente Servia). En ese estudio fos
fumigadores tuvieron un promedio de 5.41 MN y el grupo control de 5.09, sin haber



diferencias estadisticamente importantes. Sin embargo, los autores encontraron un
mayor nimero de MN y de i icas en los versus

controles un mes después de que cesé ia exposicion a los plaguicidas

Gabe mencionar que existen estudios realizados en ofro tipo de trabajadores

expuestos a i en en los
cuales no siempre se ha reportado una asociacion significativa enre la exposicion

a icidas y los efectos Pareciera que el dario al
material genético depende de las condiciones en particular de cada poblacion; grado
de exposicion determinado por el ambiente en el que se trabaja (espacio cerrado o
abierto), tipo de plaguicidas que se utiliza, uso de equipo de proteccion, alimentacién,
factores econémicos, sociales, culturales, susceptibilidad individual o poblacional,
entre otros (Lucero et al., 2000; Ramirez y Cuenca., 2001; Pastor et al., 2001; Garaj-
Vihovac y Zeljezic 2002; Costa et al., 2006; Bhalli et al., 2006; Sailaja et al., 2006;
Remor et al., 2009)

Por otro lado, los piretroides son los plaguicidas més utilizados por los fumigadores
que participaron en este estudio. Diversos trabajos han reportado la capacidad

y de estos Al respecto, Surrallés et al. (1990)
observaron un incremento en la frecuencia de MN en un estudio in vitro realizado en

linfocitos de sangre periférica expuestos a fenvalerato, un insecticida piretroide
{concentraciones de 10-50 pg/mL). También se ha observado un aumento en el
nimero de MN en linfocitos tratados con mezclas de piretroides (Kocaman y
Topaktas, 2010).

La Tabla 12 muestra los resultados de los parémetros de genotoxicidad evaluados
en la poblacién de estudio con respecto a la media geométrica de AChE. De acuerdo
con estos resultados, no hay un mayor nimero de MN, gemaciones, NBP, necrosis o
apopstosis si los participantes tienen <33.4 U/g Hb de actividad de AChE. este valor
corresponde a la mediana de AChE en la poblacion de estudio.



Tabla 12. Comparacién de los promedios de biomarcadores
de dafio gendtico con respecto al de la actividad
AChE

Actividad acetilcolinesterasa

Parametros 334 >34 ®

Micronicleos 657 870 033
Gemaciones 260 436 090
Puentes 247 206 060
Necrosis 100 168 094
Apoptosis 943 1558 042
Donas 299 320 053

Apoptosis

En la Figura 12 se observa que el nimero de células en apoptosis fue

mayor en los con respecto a 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
significativas en la frecuencia de apoptosis en células obenidas de fumigadores de
campaias de salud, con relacion a un grupo control. La evaluacion de este
parametro es de interés ya que puede estar relacionado con dafio citotoxico (Fenech,
2007).
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Figura 12. Apoptosis/500 células de acuerdo al grupo de estudio

Gemaciones

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

binucleadas en los fumigadores (2.23) y en el grupo control (1.42) fue
diferente. Las i un i por el cual la

célula remueve amplificaciones de DNA, por lo que es considerado como un

marcador de amplificaciones génicas (Fenech, 2003). El significado de este

biomarcador no est4 claro pero se ha obervado un mayor nimero de gemaciones en

personas con cancer (Shimizu et al.,1998).
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Figura 13. Numero de gemaciones de acuerdo al grupo de estudio

Puentes nucleopldsmicos

La Figura 14 muestra que el promedio de NBP en 1000 células binucleadas en los
fumigadores (2.3 + 2.5) y en el grupo control (0.9 + 1.33) fue estadisticamente
diferente (p=0.049). Los NBP se originan cuando los centrémeros de cromosomas
dicéntricos o las cromatidas son llevadas hacia polos opuestos de la célula durante la
anafase (Fenech y Crot, 2002).

Los datos encontrados en este trabajo coinciden con los reportados por Kehdy et al
(2007) en fumigadores de Brasil (458 + 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 fabrica de carbofuran, un plaguicida carb&mico, con respecto a un grupo de
referencia (3.6 + 0.49). Sin embargo, exislen estudios en los que no se ha
encontrado esta asociacion, Coskun et al. (2011) en una poblacion agricola no
observaron diferencias en la frecuencia de NBP (0.50) con respecto a un grupo
control (0.27).
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Figura 14, Puentes nucleoplasmicos de acuerdo al grupo de estudio
Necrosis

El promedio de células en estado de necrosis fue de 0.35 y 0.11 en fumigadores y
cantroles, éstas  diferencias no  fueron i

significativas (Figura 15). La presencia de células en estado de necrosis, al igual que
las células en apoptosis son utilizadas como un indicador de dafio citotéxico (Fenech,
2007). Los resultados obtenidos en este trabajo son diferentes a lo reportado por
Kheddy et al. (2007), quienes reportaron un mayor promedio de necrosis en
fumigadores (12.07) comparado con el grupo control (5.19).
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Figura 15. Necrosis/500 células de acuerdo al grupo de estudio

Niicleos en forma de donas
En la Figura 16 se observa que los fumigadores presentaron un promedio de 1.55
niicleos en forma de donas y en los controles un promedio de 2.7, esta diferencia no
fue estadisticamente significativa. No se conoce las implicaciones que pueda tener la
presencia de este tipo de nicleos, pero se ha observado una alta frecuencia de este

tipo de niicleos en personas con cancer.
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Figura 16. Donas/500 células de acuerdo al grupo de estudio

PON1 192 en fumi urbanos

En la Figura 17 se presentan las frecuencias genotipicas de PON1192. El genotipo
QR fue el que se encontré con mayor frecuencia en la poblacion (63.16), seguido del
genotipo RR (21.05) y QQ (15.79)

Frecuencia

Qa ar RR

Figura 17. Frecuencias genotipicas de PON1 192



Relacién del genotipo de PON1 192 y la presencla de biomarcadores de dafio
genético

En fa Tabla 13 se presentan los promedios de los biomarcadores de dafio genético
evaluados, de acuerdo a los genolipos de PONT. Los resultados muestran que los
fumigadores homocigotos para el alelo Q. tuvieron una mayor frecuencia de
apoptosis, NPB, necrosis y donas, con respecto a los homocigotos para el alelo RR,
sin embargo estas i no fueron ignificati

Tabla 13. Biomarcadores de dafio genético de acuerdo al genotipo de PON1

Genotipo de PONT 152

Par4metros de (Promedio/esviacion esténdar) 3
genotoxicidad
PON1 QQ PON1GR PONIRR

Micronucieos. 9338351 1351584 9.7546.70 038
Apoptosis 11416371 195:9.70 20.75£11.69 080
Gemaciones 84754 7.3579 266115 033
Puentes 3.66£3.21 245271 341 059
Necrosis 11 025:0.62 020 009"
Donas 21346 1834258 0511 o
Indice nuclear 1.550.28 1.6020.25 1424039 065

“Merginaimente signiicatvo.
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Existen antecedentes en la literatura que sugieren la importancia del genotipo de
PON1 como modulador de los efectos adversos ocasionados por plaguicidas. Al
respecto, Rojas et al. (2009) en un estudio en linfocios tratados con el plaguicida OF
paratién, reportaron que los linfocitos de individuos que portaban el genotipo QQ
presentaron mayor numero MN con respecto al grupo control. Asimismo, en una
poblacion i expuesta a idas en Brazil se encontr6 un
incremento significativo en la frecuencia de MN (promedio de 8.44) en los individuos

con el genotipo QQ (baja actividad enzimatica), en contraste con los individuos con el
genotipo RR (alta actividad enzimética) (promedio de 6.23) (da Silva et al., 2008).
Una posible explicacion del por qué en el presente trabajo no se observé una
participacion del polimorfismo PON1 192 como modulador de los efectos
genotoxicos, pudiera ser el que los fumigadores de este trabajo estén expuesto
principalmente a plaguicidas piretroides y la enzima PON1 no tiene una participacion
enla biotransformacion de estos xenobioticos.

Un aumento en el numerc de MN se ha asociade en algunos estudios con factores
como edad, consumo de tabaco y alcohol (Fenech, 2007). En la Tabla 14 se
muestran los resultados de regresion lineal entre los parametros citogenéticos
estudiados y algunas posibles variables confusoras, por grupo de estudio y en la
poblacisn en general. De acuerdo a los datos obtenidos, los MN en el grupa control
o se asociaron con el consumo de tabaco o alcohol, sin embarga, en los
fumigadores la intensidad de fumar estuvo asociada con el numero de MN, estas
dif fueron estadisti ignificativas (p=0.01). Aunque estadisticamente

marginal, el mismo efecto se observé en los fumigadores que consumen alcohol
(p=
plaguicidas y a otros xenobiéticos. Estos datos son muy importantes ya el 40% de los
participantes de este estudio reportaron tener el habito de fumar. En cuanto a la

.08). Lo anterior pudiera deberse a un efecto sinérgico de la co-exposicion a

presencia de gemaciones, se observé que en el grupo control la presencia de este
biomarcador estuvo asociado con el indice de fumar; mientras que en los
fumigadores se asoci6 con la edad y con el tiempo de exposicién (afios de laborar
como fumigadores). Cuando se realizo el analisis de la poblacién total, se observo
que el indice de fumar esta asociado con la presencia de gemaciones.



Por otra parte, la presencia de puentes nucleoplasmicos se asocié con el consumo
de alcohol en los fumigadores, esta asociacion permanecié cuando se analizé la
poblacion total. Asimismo, s6lo en los controles, el IN se asoci¢ con la edad, es decir
conforme aumenta la edad disminuye la capacidad de los linfocitos de proliferar, este

efecto se observo cuando se analizé a la poblacién en general.



Tabla 14. Regresitn lineal entre parametros de genotoxicidad y algunas variables

Controles Fumigadores Poblacién totat
urbanos
3 » 3 7 ] >
]
Edad 0094 007 0090 047 0,092 047
Tiempo de exposicion - - 0049 087 0049 087
Habito de fumar 0503 061 4193 o1 2409 009"
Indice de fumar* 0013 028 0108 004 0024 0.13
Consumode alcohol ~ -0.014 084 0838  0.08 0417 0.10
Genalipo de PON1 - - 0151 o094 -0.181 0.94
Puentes
Edad 0010 060 0000 081 0007 058
Tiempo de exposicién - - 0042 041 0.042 041
Habito de fumar 4000 001° 0196 068 0.461 013
Indice e fumar - - 0000 098 0.000 099
Consumodeaicohol ~ -0.053 046 061 004" 0.101 005
Genotipo de PON1 - - a8 031 0378 031
Gemaciones
Edag 0018 044 0054 002 0035 004
Tiempo de exposicion - - 0084 013 0.084 013
Fumar 0575 028 0535 038 0857 045
Indice de fumar 0007 001" 0031 024 0007 003
Consumodealcohol 0056 054 0050 063 0,009 089
Genotipo de PON1 - - 0340 048 0340 048
N

Edad 0011 001" -0007 018 o008 0007
Tiempo de exposicién - - 003 079 0003 079

0156 014 01%6 023 0156 005
Indice de fumar 0000 090  -0001 056 0,000 075
Consumodealconol 0009 060 0005 081 0002 089
Genatipo de PON1 - 0017 048 0077 048

= ARos fumanda x Gigariios por dia
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Expresién génica

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 fa par, se realizé un
microarreglo control (swap), donde las muesiras se marcaron a la inversa. Todos
aquelios puntos rojos o naranjas, se inferpretaron como genes que disminuyeron su
expresion, mientras que los puntos verdes o tonalidades entre el amarillo y el verde
son aquellos genes que aumentaron su expresion. Finalmente los puntos amarillos
representan a los genes que en ambas condiciones se expresan igual (Figura 18),

gura 18. Esquema que muestra el
resultado del analisis de microarreglos

(&) junto con el experimento control (b).

En total se analizaron 35 mil genes, para lo cual se utiliz6 el programa Gene Sure®.
Los valores que tomaron valor de 1 se consideraron como confiables y los menores a
1 se descartaron. Posteriommente se analizb la funcién en la que estaban
involucrados los genes que mostraron alteracion en su expresion, esto mediante el
programa KEGG® (Kyoto Encyclopedia de Genes y Genomas). 1,656 genes
mostraron alteracion en su expresién (Figura 19). Se encontraron 208 genes
reprimidos (Tabla 15) y 78 genes sobreexpresados (Tabia 16).
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Figura 19. Mapa general de la expresion génica de los fumigadores urbanos con relacion al

grupo control



‘Tabla 15. Genes reprimidos en linfocitos de fumigadores

Nimero de  Proceso biolégico o enfermedad en la que se
genes encuentra involucrado el gen

reprimidos

3 Vias melabbiicas

2 Vias del cncer

15 Via de la seffalizacion de las cinasas

12 Regulacién de la actina en el citoesqueleto

8 Cicto cellular

8 Alzheimer

8 Lupus erlematoso sistémico

6 Metanoma

6 Metabollsmo de purinas

6 Interaccion citocina-citocina

6 Natural Killer mediadoras de Ia Gilotoxicidad

6 Cancer de pancreas

6 Vias de la sefializacion de caicio

B Metabolismo de pirimidinas

5 Cancer colorectal

5 Vias de la seftalizacien de TGF beta

5 Parkinson

5 Gancer renal

5 Caincer de préstata

4 Ubiquitina mediadora de Ia protesiisis

4 Via de senalizacion del receplor de céluias T

4 Via de sefializacion del receptor de célufas B

4 Leucemia mieloide cronica

3 Replicacion de DNA

3 Gancer de tiroides

2 Leucemia mieloide aguda
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Tabla 16. Genes sobreexpresados en linfocitos de fumigadores

Namero de genes _ Proceso biol6gico o enfermodad en I
que se encuentra Involucrado el gen

sobreexpresados
7 Vias metabicas
10 Vias del céncer
6 U
5 Regulacién de Ia actina en el 5
citoesqueleto
4 Vias de a sefalizacién de TGF beta
4 Metabolismo de purinas o=
3 Lupus eritematoso sistémica SISTERA E BBLIECAS
3 Carcinoma de células basales
3 Natural killer mediadoras de la
citotoxicidad
2 Ciclo celular
2 Via de las pentosas
2 Cancer renal
2 Melanoma
2 Ubiquitina mediadora de ta protediisis
2 Cancer de préstata
2 Via de sefializacion el receptor do
células T
2 Fosforilacién oxidativa
2 Via sefalizacion por P53
1 Metabolismo de pirimidinas
1 Metabolismo de drogas
1 Cancer de tirides
1 Cancer de endometrio
1 Reparacién por excisién de nuclediidos
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Se realizd un analisis de confiabilidad mediante el software GeneSure®, que
consistio en seleccionar los genes con un valor menor al 15% de conflabllidad, como
referencia se considerd el nivel de expresion en base al log10. Los resultados
sugieren una regulacién negativa en la mayoria de los genes.

Los genes se ordenaron en forma descendente en base a su valor de expresion
(log10). Se seleccionaron los 50 genes que tuvieron la mayor diferencia en
expresion, dentro de los cuales se encuentran algunos involucrados en diferentes
tipos de cancer, ciclo celular y vias de sefializacion (Figura 20)

Existen estudios donde se evalué la expresion génica con respecto a la exposicion
de diversos plaguicidas. Mense et al. (2006) realizaron un estudio en astrocitos
humanos expuestos a cyflutrin y clorpirifos y encuentraron genes sobre regulados,
como el interferon gamma, vias de sefializacion de insulina, cinasas, via de
activacion de astrocitos células gliares, dicha activacion de los astrocitos puediera
ser un mecanismo importante sobre la neurotoxicidad de ambos plaguicidas
Stapleton et al. (2009) mediante el analisis de microarreglos de DNA en ratas
expuestas a clorpirifos reportaron alteraciones en la expresion de 277 genes, dentro
de los cuales se encontraron genes reprimidos como el TGFB, asf como genes
involucrados en fa via de la senalizacion de las cinasas. Los perfiles de expresion
génica en este estudio representan una respuesta adaptativa, procesos de
reparacion y eventos apoptdticos.

De acuerdo a los resultados y los antecedentes de la literatura, se considera que el
gen que codifica para el factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-B) pudiera
ser un gen candidato para futuras investigaciones en donde se evalie fa asociacion
entre la exposicion a plaguicidas y el desarrollo de cancer.
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Figura 20. Genes que mostraron una mayor diferencia en su expresion en los fumigadores
con respecto al grupo control
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CONCLUSIONES

Los piretroides son los plaguicidas més frecuentemente utiizados en las
fumigaciones urbanas, seguidos de cumarinas y organofosforados.

La actividad acetil no fue diferente en los
grupos de estudio.

€l indice de division nuclear no fue estadisticamente significativo en los
grupos de estudio.

Los fumigadores urbanos tuvieron un aumento significativo en el numero de

puentes icos y iones con respecto al grupo
control.

Se observe una mayor frecuencia de células apoptoticas pero no de células
necroticas en los fumigadores con respecto a los controles, lo cual puede
sugerir un dafio citotéxico.

No se ias en los para i icos en la poblacion
de estudio de acuerdo a los genotipos de PON1.

El fumar se asocié de manera significativa con la presencia de micronicleos
en los fumigadores urbanos.

La frecuencia de gemaciones en los fumigadores se asoci6 con la edad y con
el tiempo de exposicion de manera significativa.

Los 1,656 genes mostraron una expresion génica diferencial entre los grupos
de estudio.

Entre los genes con mayor diferencia en su expresion, se encuentran algunos
involucrados en ciclo celutar y vias de sefalizacion.

Dentro de los genes que presentaron mayor modificacion en la expresion, se
encuentran siete relacionados con diferentes tipos de cancer.

Se sugiere que el gen que codifica para el factor de crecimiento transformante
beta-1 (TGF-b1) pudiera ser un gen candidato para futuras investigaciones
sobre fa asociacion entre la exposicion a plaguicidas y el desarrollo de cancer.
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