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Abstract.

Introduction. PON1 is an enzyme that hydrolyzes the active metabolites of OP
(oxons). It has determined that single nucleotide polymorphisms (SNP) in the
promoter (-108CT) and coding (L55M and Q192R) region of PON1 gene induce
variations in the concentration and hydrolytic activity of PONL1. Allelic variants of
PON1 SNP’s may be factors of susceptibility to damage in DNA in population
exposed to OP. Objetive. The aim was to evaluate the association between the L55M
and Q192R polymorphisms in PON1 gene and induction of genotoxic damage in
Guerrero state farmers exposed occupationally to OP. Materials and Methods. The
population consisted of a group of 79 farmers and another group of 79 individuals
without occupational exposure to OP. L55M and Q192R SNPs were identified by real-
time PCR. Measurement of DNA damage was determined by the alkaline comet
assay. The hydrolytic activity of PON1 (CMPAase activity) was determined by the rate
of 4-chloromethylphenilacetate hydrolysis. The enzimatic activity of arythrocite
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE) was determined. The
enzime activities were determined by spectrophotometry.

Results. Genotype frequencies were: 55LL (85.4%) and 192QQ (19.6%). AChE and
BuChE (p=<0.001) was found decreased in the farmer group. The CMPAase activity
was similar in both groups (p=0.431). No significant differences in DNA damage
between the study groups were observed. In the farmers carriers of QQ genotype
damage DNA was higher in comparision with the individual carriers of QQ genotype
of the reference group. MQ haplotype carriers had a higher risk of DNA damage
compared with individual carriers of the haplotype LR. The individuals with PON1
polymorphic variants may increase the risk of DNA damage in the population studied.

Keywords: Organophosphate pesticides, Paraoxonase 1, DNA damage,
polymorphisms, L55M, Q192R.



Resumen.

Introduccion. La PON1 es una enzima que hidroliza oxones, los metabolitos activos
de los plaguicidas organofosforados (OP). Los polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) en la region codificante (L55M y Q192R) del gen PONL1 inducen variaciones
en la concentracion y actividad hidrolitica de PONL1. Portar las variantes alélicas de
los SNP de PON1 pueden ser factores de susceptibilidad frente al dafio al ADN
inducido por los OP. Objetivo. Evaluar la asociacion entre los polimorfismos L55M y
Q192R del gen de la PON1 y el dafio genotoxico en agricultores del estado de
Guerrero expuestos ocupacionalmente a OP. Material y Métodos. La poblacion
estuvo constituida por un grupo de 79 agricultores y 79 individuos sin exposicion
ocupacional a OP. Los SNP L55M y Q192R fueron identificados por PCR en tiempo
real. La medicion del dafio al ADN se determind con la técnica del ensayo cometa
alcalino. Se determind la actividad hidrolitica de la PON1 con el sustrato 4-
(clorometil) fenil acetato (actividad CMPAasa). Se determinaron las actividades
enzimaticas de acetilcolinesterasa eritrocitaria (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE).
Las actividades enzimaticas fueron determinadas por espectrofotometria.
Resultados. Las frecuencias genotipicas fueron las siguientes: 55LL (85.4%) y
192QR (42.4%). La AChE y BuChE (p <0.001) se encontraron disminuidas en el
grupo de agricultores, con respecto al grupo de referencia. La actividad CMPAasa
fue similar en ambos grupos de estudio (p=0.431). Los agricultores portadores del
genotipo QQ tuvieron un dafio mayor al ADN con respecto al grupo de referencia.
Los portadores del haplotipo MQ presentaron un mayor riesgo de dafio al ADN
comparado con los portadores del haplotipo LR. Presentar las variantes polimérficas

de PONL1 puede incrementar el riesgo de dafio al ADN en la poblacion estudiada.

Palabras clave: Plaguicidas organofosforados, paraoxonasa 1, dafio al ADN,
polimorfismos, L55M, Q192R.



Introduccion.

Los plaguicidas OP son triesteres del &acido fosférico ampliamente utilizados en
México, tienen un papel importante en la produccién agricola y la salud publica
(Blanco-Mufioz et al. 2010). Los OP son activados metabdlicamente por
desulfuracion oxidativa por accién de las enzimas hepéticas del citocromo P450 y
forman compuestos oxonificados (oxones) (Costa et al. 2003). Los oxones son
capaces de inhibir irreversiblemente la acetilcolinesterasa (AChE), produciendo
efectos neurotdoxicos provocados por la sobrestimulacion de los receptores
muscarinicos y nicotinicos (Koureas et al. 2011; Tarkowski et al. 2004). Si bien los
mecanismos de toxicidad asociados a la exposicion a OP son en su mayoria
neurolégicos, también se ha demostrado que son capaces de inducir alteraciones al
ADN (Hreljac et al. 2008; Rahman et al. 2002; Simoniello et al. 2008), necrosis
(Olgun et al. 2004), apoptosis (Kashyap et al. 2011), y estrés oxidativo (El-
Demerdash, 2011; Kisby et al. 2009; McCauley et al. 2008; Muniz et al. 2008). El-
Demerdash (2011) demostr6 que la exposicion a plaguicidas OP induce estrés
oxidativo por aumento de la produccién de especies reactivas de oxigeno y
disminucién de las enzimas antioxidantes como la glutation reducido, superéxido

dismutasa, catalasa y glutation S-transferasa.

La generacion del estrés oxidativo puede provocar la oxidaciéon de biomoléculas
como el ADN (Kisby et al. 2009). De esta manera se sugiere que el estrés oxidativo
puede ser un mecanismo por el cual los OP alteran el material genético (Ojha et al.
2011). Diversos estudios han reportado también que la exposicion a OP modifica
algunos parametros hematologicos; Afshar et al. (2008) demostrd experimentalmente
gue la exposicién a fenitrotiéon (un OP) induce la disminucion de algunos parametros
hematologicos como es el nimero en la cuenta de eritrocitos y el nivel de

hemoglobina (Hb).

Por otro lado, la induccion del dafio genotoxico inducido por los OP se ve modificado
por la presencia de genotipos variantes que generan alteraciones en la capacidad
metabolica de enzimas como la paraoxonasa 1 (PON1), la cual, participa



activamente en la detoxificacion de los metabolitos de los OP (Cole et al. 2010; Costa
et al. 2003). La PON1 (EC 3.1.8.1) es una lactonasa sérica con actividad esterasa
sobre algunos inhibidores de la AChE, tiene un peso aproximado de 43 kDa y esta
compuesta de 354 aminoacidos. La PON1 es una esterasa polimdrfica asociada a
lipoproteinas de alta densidad (Otocka-Kmiecik y Ortowska-Majdak, 2009; Sirivarasai
et al. 2007), es dependiente de calcio y de sintesis predominante en el higado, de
donde es distribuida hacia el plasma (por su unidon a las lipoproteinas de alta
densidad). La PON1 muestra una amplia especificidad de sustrato con diferentes
tasas de hidrélisis y afinidad por los substratos de compuestos OP (Jansen et al.
2009), de esta manera se sugiere que PON1 juega un papel importante en la
detoxificacion in vivo y por ende modula la toxicidad de estos compuestos (Costa et
al. 2003; Goswami et al. 2009). PONL1 es sintetizada por el gen PON1 que pertenece
a una familia de genes que incluyen a PON2 y PON3 (Goswami et al. 2009), el gen
se localiza en el brazo largo del cromosoma 7 (q21.22) y contiene 9 exones. El gen
PONL1 es polimorfico (Davis et al. 2009). En la regiébn promotora estan presentes los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) -909 G>C, -126G>C -162>G, -832G>Ay -
108C>T, mientras que en la region codificante se localizan los polimorfismos L55M
(163T>A, rs854560) y Q192R (575A>G, rs662) (Gupta, 2011). Asi, los SNP
presentes en la region codificante son capaces de modificar la capacidad de
hidrélisis y las concentraciones de PON1 en el organismo (Goswami et al. 2009),
aunque la actividad y la concentracion de la enzima PON1 en sangre también
pueden verse modificadas por factores ambientales (Fuhrman, 2012). El
polimorfismo Q192R es responsable de las variaciones en la especificidad
enzimatica que afecta la capacidad hidrolitica de PON1 hacia ciertos sustratos de OP
(Richter et al. 2009). Por otro lado, el SNP L55M esté asociado con la variacion en el
nivel plasmatico de PON1 (Furlong et al. 2010). Las frecuencias génicas de los alelos
especificos del gen PON1 varian segun la etnia y son indicativos de la variacion en la
susceptibilidad frente a la exposicién a plaguicidas entre los distintos grupos (Holland
et al. 2006); en este sentido, Singh et al. (2011) demostré que en una poblacion de
agricultores hindues expuestos a OP se presenté un mayor dafio en el ADN en los

agricultores portadores del genotipo 192QQ, por lo que estudiar las variantes génicas



de PONL1 en diversas poblaciones nos permite identificar poblaciones susceptibles a
la toxicidad de los OP.

En México, uno de los principales sustentos econdémicos es la agricultura, lo
gue conlleva inevitablemente al uso de plaguicidas, principalmente de tipo OP
(Sanchez-Guerra et al. 2011). Sin embargo, existe poca informacion en poblaciones
expuestas ocupacionalmente en las que se ha evaluado el riesgo de dafio genotoxico
y si este riesgo puede verse modulado por variantes polimérficas presentes en el gen
PONL1. El objetivo del estudio fue evaluar la asociacion entre los polimorfismos L55M
y Q192R del gen de la PON1 y su relacion con el dafio genotdxico en agricultores
mexicanos expuestos principalmente a OP, asi también se determinaron algunos
pardmetros bioquimicos y hematoldgicos para conocer el efecto de la exposicion a

OP sobre éstos.



Material y métodos.

Poblacion de estudio.

Se realiz6 un estudio transversal comparativo en trabajadores agricolas expuestos
ocupacionalmente a OP o0 a mezclas de estos, en las comunidades de los municipios
de Chilpancingo de los Bravo, Mochitlan y Quechultenango (Figura 1). Se incluyeron
158 individuos divididos en dos grupos, un grupo de 79 agricultores, y 79 individuos
no expuestos ocupacionalmente a OP, mayores de 18 afios y que tuvieran al menos
tres lineas generacionales de origen Guerrerense. Después de dar su autorizacion
mediante la firma de un consentimiento informado, se aplicé a cada participante un
cuestionario que incluy6 una evaluacion del historial de exposicion a plaguicidas (tipo
de plaguicidas, uso de proteccion y aspectos sobre el cultivo); también se incluyeron
preguntas sobre datos sociodemograficos (edad, educacién), consumo de tabaco y
alcohol. Para fines de este estudio, se consider6 que el individuo utilizé proteccion
cuando usé al menos uno de los elementos de proteccion reglamentarios (guantes,
cubrebocas, botas, lentes y ropa especial). Ninguno de los agricultores refirié utilizar
proteccion completa durante el uso de plaguicidas. Un fumador activo fue
considerado cuando refiri6 consumir al menos un cigarrillo por dia, como fumador
pasivo cuando reportd consumir al menos un cigarrillo por semana y no fumador
cuando no refirid el consumo de tabaco. En el grupo de consumo de alcohol, se
incluyé a los individuos con un consumo mayor a 20 g de alcohol (consumo de al
menos 2 bebidas estandar, 660 ml, 26 g de alcohol) segin datos establecidos por la
OPS (2008).

Ensayo Cometa.

El ensayo cometa se realiz6 en condiciones alcalinas, de acuerdo al método
modificado de Singh et al. (1988). Se mezclaron 20 uL de sangre fresca en 1 mL de
medio RPMI-1640 (Gibco, EUA), la suspensién se centrifugdé a 3500 rpm durante 1
minuto para obtener el botdn de células que fueron embebidas en 150 uL de agarosa
de bajo punto de fusion al 0.5% (Sigma-Aldrich, EUA), con esta mezcla se montaron
dos laminillas por individuo, colocando 75 pL en un portaobjetos previamente
cubierto con 150 uL agarosa 0.5% de punto de fusion normal (Sigma-Aldrich, EUA).



Los portaobjetos se sumergieron en solucién de lisis (NaCl 2.5 M, Na2EDTA 100mM,
Tris 10 mM, DMSO 10% y Triton X100 1%) durante 1 hora. El desenrrollamiento del
ADN se llevé a cabo en una solucién alcalina (NaOH 300mM, 1mM Na2EDTA) por 20
min, antes de la electroforesis horizontal a 4°C, 25 V (0.73 V/cm) y 300 mA durante
20 min. La reaccioén alcalina se neutralizé con una solucion de Tris (0.4 M, pH 7.4) y
las laminillas se fijaron con etanol al 96%. Las laminillas se tifieron con bromuro de
etidio 20 pg/mL (Sigma-Aldrich, EUA) y se observaron bajo un microscopio de
fluorescencia (Olympus BX60) equipado con un excitador de 515-560 nm. Se
analizaron un total de 100 células por individuo (50 celulas por laminilla) mediante el
software COMET ASSAY IV (Perceptive Instruments, Eng). Los parametros que se
reportaron fueron los siguientes: momento de cola (Tail Moment, TM), longitud de la
cola del cometa (Tail lenght, TL), adicionalmente se calcularon el momento de cola
de Olive (Olive tail moment, OTM=(medial TL — Media de la longitud de la cabeza) X
%ADN/100) y el porcentaje de ADN en la cola del cometa (%6ADN=100-%ADN en la

cabeza).

Identificacion de los SNP’s L55M y Q192R del gen PONL1.

El ADN gendmico fue extraido mediante la técnica rapida no enzimatica modificada
de Miller (1988). Los polimorfismos L55M (T>A, rs854560) y Q192R (A>G, rs662) se
determinaron por PCR en tiempo real. Para el SNP L55M se utilizaron las sondas
TagMan (Applied Biosystems, EUA), (VIC GCCAGTCCATTAGGCAGTATCTCCA y
FAM GTCTTCAGAGCCAGTTTCTG), la mezcla de reaccién se realizd con 5 pl de la
mezcla TagMan Universal PCR Master Mix, 0.375 pl de sonda 20X y 20 ng de ADN
gendmico en un volumen final de 10 ul. Para el polimorfismo Q192R se utilizaron las
sondas TagMan (Applied Biosystems, EUA) (VIC CCTACTTACAATCCTG y FAM
CCCTACTTACGATCCTG). La mezcla de reaccion se realizé con 4 ul de la mezcla
TagMan Universal PCR Master Mix, 0.2 ul de sonda 20X y 40 ng de ADN gendémico
en un volumen final de 8 ul. Las condiciones de ciclaje para la determinaciéon de
ambos SNP fueron: 1 ciclo de 50° C por 2 min y 95° C por 10 min para
calentamiento, posteriormente 40 ciclos de 95° C por 15 s y 60° C por 1 min. Los
polimorfismos L55M y Q192R se identificaron mediante PCR en tiempo real de



acuerdo al método establecido por Jansen et al. (2009) con el equipo ABI Prism 7500

Secuence Detection System de Applied Biosystems, EUA.

Determinacion de acetilcolinesterasa eritrocitaria, butirilcolinesterasa vy
actividad CMPAasa.

La actividad de la AChE eritrocitaria se determind por el método de Worek et al.
(1999), como un biomarcador de exposicion a OP. Brevemente, la actividad de la
AChE fue medida por la coloracion amarilla producida por la tiocolina al reaccionar
con el ditiobisnitrobenzoato (DTNB) a una absorbancia de 436nm. Los niveles de
AChE se corrigieron por los valores de Hb. Las lecturas se realizaron en el equipo
NanoDrop2000c (Thermo Scientific).

La actividad de la butirilcolinesterasa sérica (BuChE) se determind segun las
indicaciones del kit Butiriltiocolina Cinética (SPINREACT) como un biomarcador de
exposicibn a OP. Brevemente, a partir de la hidrélisis de la butiriltiocolina por la
BuChE presente en el plasma, se midi6 fotométricamente (405 nm) la velocidad de
formacion del 2-nitromercaptobenzoato, a partir de la reaccion de la tiocolina y el
5.5'-ditiobis-2-nitrato. Las lecturas se realizaron en el equipo NanoDrop2000c

(Thermo Scientific).

La actividad hidrolitica de PON1 se determind segun la técnica descrita por Richter et
al. (2008) mediante el ensayo 4-clorometilfenilacetato (CMPA). Brevemente, la tasa
de hidrolisis del CMPA fue determinada en el espectrofotometro NanoDrop2000c
(Thermo Scientific), las tasas de hidrdlisis se midieron a 280nm durante 4 minutos a
25°C, utilizando el buffer con 20 mM Tris-HCI (pH 8.0) y 1 mM de CaCl.. La actividad
PONasa se report6 como U/ml (coeficiente de extincion molar del CMPA €=1.30
mmol/L-tcm?). Las actividades enzimaticas de PON1 se realizaron por duplicado. En
cada inicio de las mediciones de la actividad enzimatica, se introdujo como control

interno una muestra sérica de valor conocido.



Determinacion de parametros bioquimicos y hematoldgicos.

En la poblacién de estudio se determinaron los niveles de glucosa (GLU), colesterol
(COL), triglicéridos (TGL), Hb y namero de eritrocitos. Brevemente, la GLU, COL,
TGL y Hb se determinaron espectofotométricamente de acuerdo al protocolo
establecido por los kits obtenidos de SPINREACT (USA).

Analisis estadistico.

Los datos se describieron en frecuencias, medias 0 medianas, desviacion estandar y
percentiles 25y 75, los valores de p se obtuvieron mediante las pruebas estadisticas:
t de Student, Mann-Whitney y Ji cuadrada segun su distribucion; se obtuvieron las
frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismos L55M y Q192R del gen PONL.
Se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacién. El desequilibrio de
ligamiento y la inferencia de los haplotipos se determiné con el software en linea
SHEsis. Para la evaluacion de la asociacion entre los polimorfismos del gen PON1 y
algunos factores de riesgo con el dafio al ADN. Se categorizd el nivel de dafo
(momento de cola del cometa, TM) en terciles, se generaron los grupos: sin dafio (0-
0.76), dafio medio (0.77-1.42) y dafio severo (1.43-8.18), posteriormente se utilizaron
modelos de regresion logistica multinomial ajustados por edad, consumo de tabaco y
alcohol. Las pruebas estadisticas se realizaron en el paquete estadistico STATA

version 12 y se considero significativo el valor p <0.05.



Resultados.

El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar la asociacién de los polimorfismos
L55M y Q192R en el gen PON1, con el dafio al ADN encontrado en una poblacion
agricola expuesta principalmente a plaguicidas de tipo organofosforado. La poblacion
estudiada fue de 159 individuos de sexo masculino, de los cuales 79 corresponden a
individuos expuestos laboralmente a mezclas de plaguicidas (Agricultores) y 79

individuos sin exposicién laboral a mezclas de plaguicidas (No expuestos).

Las caracteristicas sociodemograficas de los grupos de estudio estdn resumidas en
la tabla 1. La media de edad fue de 49 £12 afios en el grupo de agricultores y de 37
+11 afos para el grupo de no expuestos, siendo los agricultores el grupo de mayor
edad (p <0.001). En relacion al IMC y al consumo de tabaco no se observan
diferencias significativas entre los grupos de estudio. El grupo de agricultores
presentd ligeramente un mayor consumo de alcohol (59% vs 44%, p=0.056).

Los agricultores tuvieron un tiempo de exposicion laboral a plaguicidas de 15 afios
(6-20), el 68% (n=50) refiri6 mezclar plaguicidas, el 99% (n=78) realiza su actividad
laboral en campo abierto, y el 42% (n=33) de la poblacién agricola refirié no utilizar

ningun tipo de proteccién cuando aplica los plaguicidas.

La tabla 2 relaciona los valores de las actividades enziméticas determinadas, perfil
bioquimico y hematico con los grupos de estudio. Se observo una tendencia hacia la
disminucién en la actividad AChE en el grupo de agricultores, la actividad BuChE se
encontré disminuida en el grupo de agricultores en comparacion con el grupo de no
expuestos (p <0.001). Se encontr6 un valor medio de hemoglobina disminuido
significativamente en los agricultores (p <0.001) en comparaciéon con en el grupo de
no expuestos (15.5 g/dL vs 16.3 g/dL), el nUmero de eritrocitos estuvo disminuido en
los agricultores con respecto al grupo de no expuestos (p <0.001).

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos L55M y Q192R no
mostraron tener una distribucion significativamente diferente entre los dos grupos

estudiados. Los genotipos 55LL (85.4%) y 1920QR (42.4%) fueron los mas comunes
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en la poblacion de estudio; mientras que el genotipo 55MM solo se present6 en el
(0.06%) de la poblacion. Los alelos mas frecuentes fueron 55L (0.92) y 192R (0.59)
(Tabla 3). Las frecuencias genotipicas de los tres polimorfismos analizados se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (p >0.05, datos no mostrados). Se
evalué el desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos analizados, estos
presentaron un valor de D’=0.563.

En la tabla 4 se muestran el efecto de los polimorfismos L55M y Q192R sobre las
actividades enzimaticas CMPAasa, AChE y BUChE. La actividad de AChE fue mayor
en los agricultores portadores del genotipo LL (p=0.05). En el grupo de no expuestos
la actividad CMPAasa fue mayor en los portadores del genotipo RR (p=0.01). En el
grupo de agricultores no se encontrd diferencia significativa en la distribucion de la
actividad de AChE cuando esta se comparé entre los portadores del genotipo
Q192R. La actividad de BuChE fue menor en los agricultores portadores de los
genotipos 192QR y 192RR (p <0.05 y p <0.001) en comparacion con las actividades

BuChE del grupo de no expuestos.

Con respecto al nivel de dafio al ADN, no se encontré diferencia significativa entre
ambas poblaciones. Sin embargo, aunque los grupos no muestran diferencia
significativa, el Taill Moment de los agricultores es ligeramente mayor al de los
individuos no expuestos (tabla 5). En la figura 2 se muestra la relacion entre el dafio
al ADN (TM) y la distribucion de los genotipos en la poblacion de estudio. Los
agricultores portadores del genotipo 55LM tienen un indice de dafio mayor, aunque
no fue significativo (p=0.23). Asi también, los agricultores portadores del genotipo
192QQ muestran un mayor dafio al DNA en comparacion con los individuos del

grupo no expuesto del genotipo 192QQ (p=0.03).

En la tabla 6 se muestran los resultados del modelo estadistico para evaluar el efecto
de los polimorfismos L55M, Q192R y su asociacion con el dafio al ADN. El modelo se
ajustd con la edad, el consumo de tabaco y alcohol. De acuerdo al modelo
desarrollado, los portadores del genotipo QQ mostraron una tendencia mayor para la
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induccion de dafio al ADN por exposicion a OP (OR=8.02, IC=95% 0.7-94.7, p=0.09).
La asociacion entre los haplotipos para los SNP L55M y Q192R en el gen PON1 vy el
dafio al ADN se muestra en la (Tabla 7). De un total de 4 combinaciones distintas
(LR, LQ, MR y MQ), el 33% de los agricultores es portador del haplotipo LR, mientras
gue solo el 3% de los portadores en el mismo grupo presentaron el haplotipo MQ. No
se observaron diferencias significativas al comparar las frecuencias de los haplotipos

entre los grupos de estudio.
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Discusion y conclusiones.

El uso de plaguicidas se ha incrementado exponencialmente en las ultimas décadas
en respuesta a las necesidades alimenticias de la poblacion. Los plaguicidas se usan
en una gran variedad de combinaciones, hecho que puede incrementar los efectos
toxicos de los mismos (Sanchez-Guerra et al. 2011). Actualmente se realizan
investigaciones en todo el mundo encaminadas a la evaluacion de tales efectos con
el objetivo de evaluar el riesgo de la exposicion ocupacional a los plaguicidas. En
México son pocos los reportes que evallan el uso y los efectos de los plaguicidas en
la salud de los agricultores (Lopez-Flores et al. 2009); Las malas condiciones de
trabajo y el desconocimiento de los riesgos potenciales por exposicion a plaguicidas,

incrementa el riesgo de exposicion crénica en estos individuos.

En el presente estudio se evalud el dafio al ADN como resultado de la exposicion
cronica laboral a plaguicidas OP y su relacién con los SNP de PON1 como factores
de susceptibilidad. En este trabajo no se encontré diferencia significativa entre el
dafio al DNA encontrado en los agricultores y el grupo no expuesto
ocupacionalmente; sin embargo, cuando el dafio al DNA se analizdé por genotipo,
encontramos que los agricultores portadores del genotipo QQ muestran indices de
dafio mayor (p=0.03) en comparacion con los agricultores portadores del genotipo
QQ del grupo de los no expuestos. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Singh et al. (2011) para el polimorfismo Q192R en el que los portadores del genotipo
QQ muestran indices de dafio mayor en una poblacion de agricultores de origen
Hindud, sugiriendo que los portadores de esta variante polimérfica podrian tener
disminuida la capacidad hidrolitica de PON1.

Por otro lado, aunque el mecanismo principal de dafio agudo inducido por los OP
ocurre por la inhibicion de la AChE (Costa et al. 2003), en este trabajo se
determinaron las actividades AChE y BuChE. Aunque la actividad AChE no mostro
diferencias significativas cuando se compar6 entre los grupos de estudio esta se
encontré disminuida en el grupo de agricultores, esta disminucion en la actividad de

AChE se debe a la inhibicion de esta por los oxones activos de los OP; al fosforilar el
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sitio activo rico en serinas de la AChE, llevando esto a la pérdida de la funcion
hidrolitica sobre el neurotransmisor acetilcolina. Lo que ocasiona los efectos nocivos
asociados a la neurotoxicidad de estos compuestos por sobreestimulacion
colinérgica (Tarkowski et al. 2004). La actividad BUChE se encontré disminuida en el
grupo de agricultores (p=<0.001), la inhibicion de la actividad BUChE puede deberse
a que los metabolitos de los OP también pueden unirse covalentemente a los sitios
activos de la BUChE inhibiendo también su actividad enzimética (Worek et al. 2005).
Jintana et al. (2009) reporté una disminucion en la actividad BUuChE en una poblacion
expuesta a OP y sugiri6 que esta disminucion puede estar influenciada por la
duracion de la exposicion a OP y principalmente por el uso de proteccion y medidas
preventivas para evitar esta exposicion; en este trabajo el 42% (n=33) del grupo de
agricultores reportd no haber utilizado proteccion cuando aplicaba los plaguicidas
sobre los cultivos, por lo que la disminucién de la actividad BUChE en la poblacion
puede estar influenciada por este factor, debido al incremento en la exposicién a OP.
Varios reportes han mostrado la disminucion de estas dos colinesterasas en
trabajadores agricolas (Catafio et al. 2008; Hernandez et al. 2005). Debido a que se
ha reportado que los compuestos OP muestran inhibicion preferencial hacia AChE y
BuChE (Kamanyire y Karalliedde, 2004), para el monitoreo de poblaciones expuestas

a OP debe realizarse el analisis conjunto de las actividades de AChE y BuChE.

Con respecto a la relacion feno-genotipo de PON1 se determinaron las frecuencias
alélicas de los SNP L55M y Q192R, estas fueron similares a los reportadas en
poblacibn mexicana por Rojas-Garcia et al. (2005), Gamboa et al. (2006), Lopez-
Flores et al. (2009) y Pérez-Herrera et al. (2008). Dado que las poblaciones muestran
diferencias en la distribuciéon de los polimorfismos presentes en las regiones
promotora y codificante del gen PONL1, tales polimorfismos son capaces de modificar
la actividad y concentracion de la PON1 (Brophy et al. 2001; Holland et al. 2006), y

por tanto modular el efecto de los OP.

Este estudio mostro los cambios entre los valores de las actividades enzimaticas de

AChE y BUChE, solo BUChE fue diferente significativamente segun la distribucion de
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los genotipos de PONL1, los individuos portadores del genotipo RR mostraron una
actividad BuChE mayor en el grupo de no expuestos (p <0.001). No hubo diferencia
significativa en la distribucion de los genotipos L55M, sin embargo, los portadores de
genotipo 55LL mostraron mayores actividades AChE y BuChE. Lo anterior puede
deberse a que segun estudios realizados in vitro, los portadores de los alelos
silvestres de PON1 (L y R) detoxifican con mayor rapidez los oxones de los OP
(Goswami et al. 2009) y esto puede reducir la inhibicién de las colinesterasas AChE y
BuChE.

Se ha mostrado que existe variacion en las actividades de PON1 entre los diferentes
grupos poblacionales (Gamlin et al. 2007; Phuntuwate et al. 2005) por tanto estas
variaciones pueden ser capaces de modificar la toxicidad de los OP. Asi, en este
estudio se determind la actividad hidrolitica de PON1 (actividad CMPAasa) con la
finalidad de identificar la susceptibilidad de los individuos expuestos a los OP. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de estudio cuando se realizo la
comparacion de la actividad CMPAasa en la poblacidbn en general, sin embargo
cuando la poblacién se estratifico por genotipo los portadores del los genotipos LL y
RR mostraron la actividad CMPAasa incrementada (sin que esta fuera significativa),
como lo report6 Ellison et al. (2012). Estas variaciones en la actividad hidrolitica de
PON1 pueden deberse al efecto que ejercen los polimorfismos sobre la capacidad
hidrolitica y el nivel de PONL1 en sangre, respectivamente (Costa et al. 2003). El SNP
L55M afecta el nivel PON1 en plasma, sugiriendo que el genotipo LL produce mas
PONL1 (Leviev y James, 2000; Furlong et al. 2006; Sirivarasai et al. 2007). Por otro
lado, el SNP Q192R tiene un efecto directo en la capacidad hidrolitica de PONL1,
modifica la capacidad de la enzima de manera sustrato-dependiente al modificar la
estructura del sitio catalitico, asi, los portadores del genotipo RR tienen una forma de
PONL1 que es mas eficiente para hidrolizar paraoxones (Costa et al. 2003). Como se
menciond anteriormente, la actividad hidrolitica de PON1 se determind mediante el
uso del sustrato CMPA con el objetivo de disminuir el riesgo de contaminacion

cuando se manipulan sustratos como el paraoxén, Richter et al. (2009) demostro la
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eficiencia en el uso de analogos estructurales (menos toxicos) del paraoxdn, como es
el sustrato CMPA, para la determinacion de la actividad hidrolitica de PON1.

Por el contrario, aunque se ha reportado que los polimorfismos modifican la actividad
hidrolitica de la enzima (Holland et al. 2006), existen otros factores que también son
capaces de modificar el estatus de la PON1, algunos factores importantes incluyen
los habitos alimenticios, consumo de alcohol (Deakin et al. 2003; Marsillach et al.
2007), el consumo de tabaco y la edad (Goswami et al. 2009; Marsillach et al. 2007).
Por otro lado el consumo de fibras solubles, B-caroteno y diversos flavonoides se ha
asociado con el incremento de la expresion de PON1 (Precourt et al. 2009); por lo
gue, aunque estas variables no fueron consideradas en este estudio seria importante

evaluar su papel en la modulacién de PONL1 frente a la exposicién a OP.

Los resultados de este trabajo no mostraron una distribucion con diferencias
significativas entre los genotipos en el gen PON1 vy los indices de dafio en el ADN
entre los grupos de estudio (tabla 5), sin embargo, los agricultores portadores del QQ
muestran indices de dafio mayor (p=0.03), esto concuerda con lo reportado por
Singh et al. (2011) para el polimorfismo Q192R en el que los portadores del genotipo
192QQ muestran indices de dafio mayor. Este sentido, en una revision hecha por
Bolognesi, (2003) mostré que la exposicion cronica a compuestos OP tiene un
potencial genotoxico alto y esta podria estar asociada a procesos de carcinogénesis
y efectos nocivos sobre la reproduccién, de esta manera los OP se han considerado
como potenciales mutdgenos, aunque es necesario realizar mas estudios que nos
permitan confirmar estos hallazgos. En un estudio realizado por Rojas-Garcia et al.
(2009), encontraron que la exposicion a paraoxon en linfocitos es capaz de inducir el
incremento en el nimero de microndcleos y este incremento depende del genotipo
de PON1 encontrado. De la misma manera Sunkaria et al. (2013) demostraron que el
diclorvos (un OP) es un inductor de estrés oxidativo en el sistema nervioso central, y
gue la exposicion a diclorvos induce el incremento de la ataxia-telangiectasa mutada,
un sensor de dafio al ADN; asi multiples estudios han reportado que el dafio al ADN
es inducido por estrés oxidativo en respuesta a la exposicién a plaguicidas, con lo

gue se podria explicar el incremento en la aparicion de padecimientos que incluyen a

16



diversos tipos de cancer (Vakonaki et al. 2013), enfermedad de Parkinson y algunos

desérdenes neurolégicos (Muniz et al. 2008).

Por lo anterior, se ha propuesto que el incremento de las especies reactivas de
oxigeno y la disminucion de las defensas antioxidantes del organismo es una
condicion que se ha asociado a la exposicion crénica a plaguicidas OP (Kisby et al.
2009; Soltaninejad y Abdollahi, 2009); el incremento de las especies reactivas de
oxigeno induce la oxidacion de purinas y pirimidinas y la induccion de rupturas (de
una sola cadena y de cadena doble) en las hebras del ADN (Kryston et al. 2011).
Esto ha sido demostrado en células HepG2 expuestas a malation, un plaguicida OP
(Moore et al. 2010). Los plaguicidas OP son conocidos por inducir estrés oxidativo
mediante la inhibicion enzimatica de enzimas antioxidantes como la glutation
reducido (GSH) (Soltaninejad y Abdollahi, 2009); por ejemplo, el agotamiento de
GSH celular (glutation reducido), por debajo de un nivel critico normal impide la
conjugacion de xenobiéticos a GSH y les permite combinar libremente de forma
covalente con el ADN, ARN, y proteinas celulares, dando como resultado
alteraciones celulares (Ojha et al. 2011). Por lo que varios plaguicidas han sido
probados en una amplia variedad de ensayos mutagénicos y se ha demostrado que
son capaces de inducir alteraciones en el ADN y aberraciones cromosémicas en
estudios in vitro e in vivo en animales (revisado en: Bolognesi, 2003).

Por otro lado, uno de los factores de susceptibilidad que pueden modular las
respuesta a los OP son las enzimas encargadas del metabolismo de los OP ya que
juegan un papel importante en la modificacion de los dafios inducidos por la
exposicion a OP; en este sentido PON1 juega un papel importante en la
detoxificacion de los OP. PONL1 participa activamente en la hidrélisis de los oxones
formados durante la bioactivacion por procesos de desulfuracion oxidativa
catalizados por el grupo de enzimas del citocromo P450 y por tanto en la eliminacion
de estos compuestos del organismo. Los polimorfismos de PON1 son responsables,
en parte, de la variacién de la actividad catalitica y la expresién de la enzima y se
han asociado con la susceptibilidad a este tipo de compuestos (Holland et al. 2006)

como lo demostré Rojas-Garcia et al. (2009), al reportar que el incremento en el
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namero de microndcleos estd asociado con las variaciones inducidas por el
polimorfismo Q192R sobre la actividad enzimatica de PON1, de esta manera los
portadores del genotipo QQ (con menor actividad paraoxonasa) tuvieron mayores
indices de dafio. Los resultados mostraron que el dafio al ADN fue mayor en los
individuos agricultores portadores del genotipo QQ comparado con los que portaban
el genotipo RR (Figura 2b); sin embargo en los modelos de asociacion se observan
tendencias de incremento de dafio en los individuos portadores del genotipo 192QQ
cuando el modelo se ajusté por la edad, el consumo de tabaco y alcohol, es decir, en
los portadores de este genotipo los indices de dafio podrian incrementarse cuando
hay exposicion a OP debido a que, este genotipo genera una proteina con una tasa
de hidrdlisis menor (Costa et al. 2003).

Recientemente se he reportado que la exposicién crénica a OP se ha asociado a
modificaciones en diversas rutas metabodlicas dentro de las que se incluyen, el
metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas, adicionalmente también se han
reportado que la exposicion a OP puede tener efecto sobre vias involucradas en la
secrecion hormonal (adrenal, gonadal) (Karami-Mohajeri y Abdollahi, 2011); fue por
€s0 que en este trabajo se evaluaron algunos otros parametros como los niveles de
GLU, COL, TGL, Hb y numero de eritrocitos. Aunque no encontramos diferencias
significativas entre los niveles de GLU, COL y TGL, seria interesante determinar cual
es el efecto de los OP sobre rutas metabdlicas especificas que podrian alterar el
metabolismo de los individuos expuestos a OP. También se encontré que la Hb y
ndamero de eritrocitos estaba disminuido en los agricultores (p <0.001). Aunque el
efecto de los OP sobre estas parametros hematol6gicos ha recibido poca atencion,
Rojas-Garcia et al. (2011) reporté datos similares a los de este estudio. También,
Elsharkawy et al. (2013) reporté que en ratas expuestas experimentalmente a
clorpirifos, un OP una disminucion en diversos parametros hematoldgicos entre los
gue se encuentran la Hb y el conteo de eritrocitos sugiriendo que estos cambios se
debe a que los residuos de los metabolitos de los plaguicidas son capaces de
interaccionar en la biosintesis de la hemoglobina y en el acortamiento de la vida util

de los eritrocitos circulantes, por lo que seria importante determinar cual es el efecto
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directo de los OP sobre estas rutas metabdlicas, y de esta manera incrementar la
evidencia de que la exposicion laboral crénica a OP es capaz de inducir alteraciones
gque modifican la homeodstasis del organismo generando padecimientos Yy

enfermedades asociadas a esta exposicion.

Para conocer el efecto conjunto de los polimorfismos analizados se llevé a cabo un
analisis de haplotipos, encontrando que los portadores del haplotipo MQ (OR=3.38 IC
95% 0.53-21.41, p=0.17), muestra una tendencia hacia la disminucién de la actividad
hidrolitica y la concentracion de PON1 en plasma, por lo que estos resultados
sugieren que los individuos portadores de este haplotipo pueden tener un riesgo
mayor de dafio al DNA comparado con los portadores del haplotipo LR, los cuales
presentan en su combinacion de alelos la isoforma de PON1 con mayor actividad
hidrolitica (Rojas-Garcia et al. 2005). Debido a que el haplotipo MQ solo se
encuentra en el 3% del grupo de agricultores, seria importante determinar la
distribucion de los haplotipos en una poblacion mayor, debido a que el alelo M tiene

una frecuencia baja (0.08). en la poblacion analizada en este trabajo.

Otros SNP también pueden desempefar un papel importante en la induccién del
dafio al ADN. Por ejemplo, Wong et al. (2008) sugirié que las variantes polimoérficas
de diferentes genes (GSTM1, GSTT1, CYP3A5, XRCC1) que participan activamente
en el metabolismo completo de los OP pueden ser factores que modifiquen la
exposicion e incrementen el riesgo de dafio en el ADN tras la exposicién a los
plaguicidas. Por tanto, los efectos de los plaguicidas no estan asociados a las
variaciones otorgadas por un solo genotipo, una evaluacion que incluya una mayor
cantidad de polimorfismos podria sugerir cuales de estos podrian funcionar como
factores predictivos para determinar que poblaciones son mas susceptibles al efecto
nocivo de los OP. El hecho de no encontrar diferencias en el dafio inducido por la
exposicion a OP puede deberse a que no todos los agricultores estuvieron expuestos
a las mismas dosis durante el curso de su trabajo, de esta manera podrian
considerarse exposiciones cortas aun a pesar del tiempo de exposicién. Asi
podemos concluir que en la poblacién de estudio, aunque la actividad de PON1 no
mostro relacion con el dafio al ADN, los polimorfismos L55M y Q192R de PON1 se
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encontraron asociados con el dafio al ADN, sugiriendo una papel importante en la
detoxificacion de los OP. Por otro lado, la disminucion de la Hb y la cuenta
eritrocitaria encontrada sugiere que estos pueden ser blancos importantes de
toxicidad de los OP, aunque es necesario realizar mas estudios que expliquen de

manera adecuada este efecto.
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Tablas y figuras.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Agricultores No expuestos "
n=79 n=79 P
Edad (afios) 49 +£12 37 +11 <0.001?
IMC (Kg/m?) 26.4 (24.3 - 30.9) 26.5 (24.7 - 30.3) 0.947°
Afos de escolaridad 6+3 9+4 <0.0012
Consumo de tabaco
Fumador activo 78.5% (62) 70.9% (56)
Fumador pasivo 11.4% (9) 12.7% (10) 0.461¢
No fumador 10.1% (8) 16.4 % (13)
Consumo de alcohol
Si 59% (47) 44% (35) 0.056°¢
No 41% (32) 56% (44)
Exposicién a plaguicidas (afios) 15(6-20) N/A -
Uso de proteccion
Si 57% (45)
No 42% (33) N/A
A veces 1% (1)
Uso de mezclas
Si 68% (50) -
No 3206 (24) N/A
Area de trabajo
Campo abierto 99% (78) N/A -
Invernadero 1% (1)

Valores cualitativos expresados en frecuencias, valores cuantitativos expresados en X + DE y mediana
(percentiles 25 y 75). "Valores de p (< 0.05) obtenidos mediante 2 t de Student. ® Mann-Whitney. ¢ X2. N/A, No
Aplica.
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Tabla 2. Relacién entre las actividades enzimaticas, el perfil bioquimico y hemético con los

grupos de estudio

*

Agricultores No expuestos p
n=79 n=79
*Actividad CMPAasa (U/mL) 22.245.4 22.845.2 0.4312

*AChE (U/g Hb) 45.9 (36.3-63.5) 47.5(37.7-66.4) 0.51°
**BuChE (U/L) 5314.5+1297.2 6162.6+£1289.3 <0.0012
!Glucosa (mg/dL) 84 (77-93) 85 (77-99) 0.66°
<100 82.3%(65) 77.2%(61)
101-125 7.6%(6) 6.3%(5) 0.49¢
2126 10.1%(8) 16.5%(13)
2Colesterol (mg/dL) 155 (129-177) 158 (140-186) 0.19°
<200 87.3%(69) 89.9%(71)
200-239 11.4%(9) 8.9%(7) 0.87¢
2240 1.3%(1) 1.2%(1)
2Triglicéridos (mg/dL) 157 (104-223) 178 (115-230) 0.12°
<150 46.8%(37) 39.2%(31)
150-199 20.2%(16) 19%(15) 0.44¢
200-499 31.6%(25) 36.7%(29)
=500 1.3%(1) 5.1%(4)
SHemoglobina (g/dL) 15.5 (14.4-16.3) 16.3 (15.6-17.3) <0.001°
Sin anemia 92.4% (73) 100% (79)
Anemia media 6.3% (6) - 0.044¢
Anemia Moderada 1.3% (1) -
Eritrocitos (105/m3) 5.01 (4.62-5.28) 5.26 (5.03-5.50) <0.001°

Valores cualitativos expresados en frecuencias, valores cuantitativos expresados en X + DE y mediana
(percentiles 25 y 75). "Valores de p (< 0.05) obtenidos mediante 2 t de Student. ® Mann-Whitney. ¢ X2. *Actividad
hidrolitica de PON1 (CMPAasa), **Actividad Acetilcolinesterasa (AChE) ajustada por el nivel de Hb, ***Actividad
Butirilcolinesterasa (BUChE). !Clasificacién del nivel de glucosa sérica en ayuno obtenidos de la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) 2013: Normal (<100 mg/dL), Prediabetes (101-125 mg/dL), Diabetes (2126 mg/dL).
2Clasificacion de los valores de colesterol y triglicéridos obtenidos de la ATPIII. Colesterol: Normal (<200 mg/dL),
Limite alto (200-239 mg/dL) y Alto (= 240 mg/dL). Triglicéridos: Normal(<150 mg/dL), Limite alto (150-199 mg/dL),
Alto (200-249 mg/dL), Muy alto (=500 mg/dL). 2 Valores de hemoglobina obtenidos de la OMS: sin anemia (213
mg/dL)

Tabla 3. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos -108CT, L55M y Q192R de

PON1.

Polimorfismo

Poblacion general

Agricultores

No expuestos

*

n(%) (%) (%)
L55M
LL 135 (85.4%) 64 81% 71 89.9%
LM 22 (14%) 15 19% 7 8.9% 0.11
MM 1 (0.6%) - 1 1.2%
Alelos
L 292 (0.92) 0.91 0.94 0.92
M 1(0.08) 0.09 0.06
Q192R
QQ 31 (19.6%) 15 18.5% 16 20%
QR 67 (42.4%) 34 43% 33 42% 0.97
RR 60 (38%) 30 38.5% 30 38%
Alelos
Q 129 (0.41) 0.40 0.41 0.12
R 187 (0.59) 0.60 0.59

Los genotipos

analizados en la poblaciéon se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (p >0.05).
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Tabla 4. Efecto de los genotipos de PONL1 sobre el nivel de algunos biomarcadores en la poblacion de estudio.

Genotipo Agricultores

No expuestos

n CMPAasal AChE? BuChEs? n CMPAasal AChE? BuChEs3
L55M
LL 64 22.1+54 52.3(37.9-66.1) 5374.841334.5 71 23.1+5 46(37.3-61.9) 6153.8+1149.6
LM 15 22.215.6 38.7(32.3-62.9) 5057.4£1129.1 20.4+5.9 57.8(31.9-74.3) 6240.3+2301.9
MM 0 - - - 12.6 17..6 3640.44
p=0.97 p=0.05 p=0.39 p=0.16 p=0.24 p=0.85
Q192R
QQ 15 22.445.9 52.2(30.7-67.1) 5026.3£745.9 16 20.3%4.8 42.9(31.1-48.7) 5976.8+1227
QR 34 21.445.9 48.1(34.9-68.4) 5218.4+999.1¢&* 33 22.3t5.5 53.6(39.5-67.1) 6249.4+1550&*
RR 30 23+4.5 45.1(37.3-58.1) 5567.6+1732.5&** 30 24.7£4.5 44.4(37.7-58.2) 6166.2+1006.4&**
p=0.49 p=0.66 p=0.36 p=0.01 p=0.17 p=0.79

Valores cuantitativos expresados en X + DE y mediana (percentiles 25 y 75). !Actividad paraoxonasa (CMPAsa) U/mL. 2Actividad acetilcolinesterasa ajustada
por Hb (AChE) U/g Hb. 3Actividad butirilcolinesterasa (BuChE) U/mL.

¢ Los valores estratificados por genotipo se compararon entre los grupos de estudio.
* Valor de p <0.05

** Valor de p < 0.001
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Tabla 5. Parametros del ensayo cometa evaluados en los grupos de estudio.

Grupo *TL *%ADN *TM *OTM

Agricultores 21.1 (18.4-25.,5) 8.2(6.4-12.4) 1(0.7-1.7) 0.2(-0.1-0.9)

No expuestos 21.1(17.5-26.8) 7.7 (5.5-10.4) 0.9 (0.6-1.6) 0.2 (-0.1-0.6)

p 0.71 0.43 0.64 0.66
Valores expresados en mediana (percentiles 25 y 75). Valores de p (< 0.05) obtenidos mediante Kruskal-Wallis.
*TL (longitud de la cola), %ADN (porcentaje de ADN en la cola), TM (momento de cola de cometa), OTM
(momento de cola de olive).

Tabla 6. Efecto de los polimorfismos sobre el dafio al ADN en el grupo de agricultores?.

Modelo crudo Modelo ajustado
SNP Dafio medio Dafio Severo Dafio medio Dafo Severo
OR[95%IC] P oOR[95%IC] P OR[95%IC] P  OR[95% IC]
L‘T’_‘T’_M 1 1 1 1
LM 0.2(0.2-2.4) 0.2 25(0.6-11.1) 0.2 0.1 (0.01-1.6) 0.1 2.65(0.5-12.8) 0.22
Q192R
RR 1 - 1 1 1

QR 0.4 (0.2-1.5) 0.2 1.1(0.3-4.7) 0.9 0.3(0.12-1.5) 0.15 1.1(0.2-4.6) 0.9

QQ 3.1(0.334.7) 0.4 8.9(0.8-100.1) 0.07 4.4 (0.4-53.7) 0.25 8.2(0.7-94.7) 0.09
IModelo de regresion logistica multinomial; Dafio al ADN categorizado en: Sin dafio (0-0.76), Dafio
medio (0.77-1.42) y dafio severo (1.43-8.18). Para la comparacién entre las categorias de dafio al ADN
se utilizé al grupo Sin dafio como grupo de comparacién 2Modelo ajustado edad, consumo de tabaco y
consumo de alcohol.

Tabla 7. Asociacion de los haplotipos de los polimorfismos L55M y Q192R del gen PON1 Yy el
dafio al ADN (TM) en la poblacién de estudio.

Modelo crudo

Agricultores No expuestos

Haplotipos OR [95% IC] p

%(n) %(n)
1 L R 33 (26) 36 (28) 1.00
2 L Q 58 (46) 58 (46) 0.9(0.6-16) 0.96
3 M R 6 (4) 5 (4) 1.1(0.9-2.8) 0.88
4 M Q 3(2) 1 (1) 3.4(0.5-21.4) 0.17

*Categoria de referencia.
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Figura 1. Mapa de la localizacién de los municipios de origen de los individuos participantes en el

estudio.
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Figura 2. Comparacion del efecto de los polimorfismos sobre el dafio al ADN. a) Efecto del polimorfismo L55M
sobre el dafo al ADN, b) Efecto del polimorfismo Q192R sobre el dafio al ADN. Tail moment (momento de cola)
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