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Resumen

Introduccidon: Los plaguicidas organofosforados, carbamatos y piretroides son los
plaguicidas mas utilizados en México para el control de vectores; no obstante que se ha
reportado que éstos pueden causar dafios a la salud asociado a sus propiedades toxicas,
tal como la generacién estrés oxidativo, por lo que, el biomonitoreo de poblaciones
expuestas ocupacionalmente a éstos compuestos quimicos utilizando biomarcadores de
susceptibilidad y efecto cobran vital relevancia, asi como la implementacién de
biomarcadores mas sensibles. Objetivo: Evaluar la actividad de las enzimas antioxidantes,
superéxido dismutasa (SOD) y glutation S-transferasa (GST) y los polimorfismos SOD2-
C47T y GSTP1-A313G, con los niveles de ADN mitocondrial (ADNmt) en personas con
exposicion ocupacional a plaguicidas. Métodos: Se analizaron 105 muestras de individuos,
49 fumigadores (expuestos) y 56 no expuestos. Las actividades enzimaticas de la
acetilcolinesterasa (AChE), butirilcolinesterasa (BuUuChg), SOD y GST se midieron por
espectrofotometria. La genotipificacion de los polimorfismos y los niveles de ADNmt en
suero (ADNmt-79 y ADNmt-230) se analizaron por PCR en tiempo real. Resultados: La
actividad de AChE, BuChE, SOD y GST no mostraron diferencias significativas entre los
grupos de estudio. La actividad de SOD y GST se relacionaron negativamente con la
presencia de sintomas de intoxicacion (r = -0.45, p = 0.01), y con el tiempo de la dltima
aplicaciéon (r = -0.40 p = 0.01), respectivamente. Los alelos T y G de los polimorfismos
SOD2-C47T y GSTP1-A313G se encontraron en mayor frecuencia, sin embargo no se
relacionaron con la actividad enzimatica de SOD y GST, ni con caracteristicas relacionadas
a la intoxicacién por plaguicidas. Los niveles de ADNmt-79 (p = 0.007) y ADNmt-230 (p =
0.2) se encontraron incrementados en los fumigadores en comparacién con los no
expuestos; sin embargo éstos no se relacionaron con la actividad de las enzimas
antioxidantes, ni con los polimorfismos. Los niveles de ADNmt-79 se correlacionaron con
el tipo y niumero de plaguicidas utilizados, afios de actividad laboral y nimero de sintomas
de intoxicacion. Conclusiones: En este estudio, los niveles de ADNmt representan un
biomarcador de dafio asociado a la exposicién cronica a plaguicidas; sin embargo se
requieren mas estudios que permitan discernir si el empleo del ADNmt es un mejor

biomarcador de efecto de la exposicién ocupacional a plaguicidas.

Palabras Claves: Plaguicidas, ADNmt, SOD, GST y exposicién ocupacional.



Abstract

Introduction: Organophosphorus pesticides, carbamates and pyrethroids are the
most used pesticides in Mexico for the control of vectors; although it has been
reported that these can cause health damage associated with their toxic properties,
such as the generation of oxidative stress, therefore, the biomonitoring of
populations occupationally exposed to these chemical compounds using
biomarkers of susceptibility and effect become vitally important. , as well as the
implementation of more sensitive biomarkers. Objective: To evaluate the activity of
antioxidant enzymes, superoxide dismutase (SOD) and glutathione S-transferase
(GST) and polymorphisms SOD2-C47T and GSTP1-A313G, with levels of
mitochondrial DNA (mtDNA) in people with occupational exposure to pesticides.
Methods: 105 samples from individuals, 49 fumigators (exposed) and 56 non-
exposed were analyzed. The enzymatic activities of acetylcholinesterase (AChE),
butyrylcholinesterase (BuChg), SOD and GST were measured by
spectrophotometry. Genotyping of polymorphisms and serum mtDNA levels
(mtDNA-79 and mtDNA-230) were analyzed by real-time PCR. Results: The activity
of AChE, BUChE, SOD and GST did not show significant differences between the
study groups. The activity of SOD and GST were negatively related to the presence
of symptoms of intoxication (r = -0.45, p = 0.01), and with the time of the last
application (r = -0.40 p = 0.01), respectively. The T and G alleles of the
polymorphisms SOD2-C47T and GSTP1-A313G were found in greater frequency,
however they were not related to the enzymatic activity of SOD and GST, nor with
characteristics related to pesticide poisoning. The levels of mtDNA-79 (p = 0.007)
and mtDNA-230 (p = 0.2) were found increased in the fumigators compared to those
not exposed; however, these were not related to the activity of antioxidant enzymes
or polymorphisms. The levels of mtDNA-79 were correlated with the type and
number of pesticides used, years of work activity and number of symptoms of
poisoning. Conclusions: In this study, mtDNA levels represent a biomarker of
damage associated with chronic exposure to pesticides; however, more studies are
needed to discern whether the use of mtDNA is a better biomarker of the effect of

occupational exposure to pesticides.

Key words: Pesticides, mtDNA, SOD, GST and occupational exposure.



I.  Marco Tebrico
1.1 Plaguicidas

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO), define como plaguicida “la sustancia o0 mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, controlar o destruir cualquier plaga, incluyendo los vectores de

enfermedades humanas o de animales” (FAO, 2012).

Los plaguicidas se clasifican de acuerdo a su toxicidad aguda, vida media, uso y su
estructura quimica (Fernandez et al., 2010). De acuerdo a su estructura quimica,
los plaguicidas se clasifican en organoclorados, carbamatos y piretroides, entre
otros. Los plaguicidas mas utilizados por las instituciones de salud para el control
de vectores en México son carbamatos, organofosforados y piretroides, y en este
trabajo nos centraremos en los plaguicidas organofosforados (POF) (Barros et al.,
2016).

1.1.1 Carbamatos

Son productos derivados del acido carbamico (HO-CO-NH2) con sustitucion tanto
en el grupo amino como carboxilato. Los plaguicidas carbamicos tienen la siguiente
estructura (R-NH2-CO-OR?) donde, R1 y R2 son grupos alquilo o arilo (Renddn,
2013). La degradaciéon de estos compuestos se lleva a cabo por reacciones de N-
demetilacion, hidroxilacion, o-dealquilacion o sulfoxidacién. Inhiben a las
colinesterasas de manera reversible por un mecanismo similar a los POF,
produciendo AChE carbamilada que aparece mas rapidamente pero es mas
inestable que su equivalente fosforilado debido a que su enlace es electrovalente y
no covalente. Estos plaguicidas se absorben por diferentes vias de exposicién, con
respecto a la cutanea, varia considerablemente de un producto a otro, donde
difunden rapidamente a la sangre y se distribuyen en todos los tejidos, pero no se

acumulan (Requena, 2009).
1.1.2 Piretroides

Los piretroides son productos sintéticos derivados de las piretrinas, los cuales son
insecticidas naturales obtenidos de crisantemos o piretros. Estos plaguicidas son

mas estables que las piretrinas y con mejor efecto residual (Ensley, 2012). En el



aire, muchos de los piretroides son degradados rapidamente (uno a dos dias) por
la luz solar o por otros compuestos que se encuentran en la atmosfera. Los
piretroides se adhieren firmemente al suelo y eventualmente son degradados por
microorganismos del suelo y el agua. La exposicion aguda a concentraciones muy
altas de estos compuestos presentes en el aire, los alimentos o el agua, puede
causar mareo, dolor de cabeza, nausea, espasmos musculares, falta de energia,
alteraciones de la conciencia, convulsiones y pérdida del conocimiento. Algunos
estudios realizados en modelos animales expuestos a estos contaminantes, han
demostrado una reduccion de la fertilidad tanto en machos como en hembras. No
hay ninguna evidencia de que las piretrinas o los piretroides producen cancer en

seres humanos o en animales (Du et al., 2013).
1.2 Plaguicidas organofosforados

Los POF son compuestos organicos de tipo éster o amida que tienen un atomo de
fésforo, estan ampliamente distribuidas en el mundo y tienen aplicaciones en la
agricultura para mejorar la calidad y la cantidad de los alimentos y en el Sector
Salud, para el control de vectores de dengue, zika y chikunguya. Estos compuestos
son lipofilicos, aunque con grandes diferencias de un compuesto a otro
(Soltaninejad y Shadnia, 2014).

1.2.1 Toxicocinéticay Toxicodinamia

La principal ruta de exposicion a POF es a través de la absorcion cutanea,
principalmente en trabajadores agricolas quienes estan en mayor contacto con
ellos, al aplicarlos y permanecer en los cultivos durante largos periodos de tiempo,
debido a que atraviesan facilmente la barrera dérmica y la absorcion es
practicamente total, pero no se realiza de manera homogénea en las diferentes
zonas corporales, factores como la temperatura, la humedad y la formulacion del
producto influiran en la difusion del mismo. Los POF también pueden absorberse
por via oral por la ingesta de productos contaminados y por via inhalatoria durante
la aplicacion de estos compuestos quimicos. Una vez en sangre, tanto los
compuestos inalterados como sus metabolitos se distribuyen por todo el cuerpo,

especialmente en el SNC, el higado y los rifilones (London et al., 2012).



Estos son metabolizados principalmente en el higado por enzimas como (las
esterasas, enzimas microsomales y transferasas entre otras) conformando
principalmente seis metabolitos dialquilfosfatos (DAPS) los cuales son hidrofilicos,
facilitando su excrecién por via renal (Burns et al., 2013; Ramirez et al., 2014).

Los POF son activados metabdlicamente por desulfuracion oxidativa por accién de
las enzimas hepaticas como el citocromo P450, generando compuestos
oxonificados (oxones), que son los responsables de la toxicidad de estos
contaminantes, al inhibir las hidrolasas de éster de carboxilo, principalmente la
enzima acetilcolinesterasa (AChE), la cual hidroliza al neurotransmisor acetilcolina
(ACh) (Kazemi et al., 2012). El cuadro de intoxicacion por POF genera un espectro
de signos y sintomas caracteristicos, conocido como sindrome colinérgico, debido
a la acumulacion de ACh en el espacio sinaptico, presentdndose por tanto, una
excesiva estimulacion de los receptores de ésta, que se caracteriza principalmente
por efectos nicotinicos (cefalea, taquicardia y mialgia entre otros), efectos
muscarinicos (miosis, vision borrosa, excesiva actividad secretora y disnea entre
otros) y efectos sobre el SNC (cambios en el estado de conciencia, ataxia y
convulsiones entre otros) (Fernandez et al., 2010).

Hay evidencias que indican que la exposicion cronica a POF puede tener efectos
adversos sobre la salud; por ejemplo se han asociado con un aumento en la
incidencia de linfoma no Hodgkin, mieloma multiple, sarcoma de tejidos blandos,
sarcoma de pulmon, cancer de pancreas, estdbmago, higado, vejiga y la vesicula
biliar, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y alteraciones en el
sistema reproductivo, entre otros (Kapka et al., 2011). Asi como también se ha
asociado la exposicion crénica a POF con la neuropatia retardada (Eskenazi et al.,
2007).

1.2.2 Aspectos epidemioldgicos

El uso y la variedad de plaguicidas se ha incrementado draméticamente a nivel
mundial con el aumento de la poblacién y de la produccién agricola (Zhang et al.,
2011). Los casos de intoxicacion aguda por plaguicidas son una causa importante
de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, especialmente en paises en desarrollo
(Vikkey et al., 2017).



De acuerdo a estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cada
afio entre 500,000 y 1 millon de personas se intoxican con plaguicidas y entre 5,000
y 20,000 mueren (Dawson et al., 2010).

Los POF son los plaguicidas de eleccion en la mayoria de los paises (Kazemi et
al., 2012). De esta manera, se han vuelto cada vez mas populares, tanto para uso
agricola como en el Sector Salud (Kumar et al., 2010). El uso generalizado y la
accesibilidad de éstos se han traducido en un mayor nimero de envenenamientos
humanos especialmente en los paises en desarrollo. El nimero de intoxicaciones

con POF se estima en tres millones por afio (Maiti et al., 2011).

El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE) reportd que, entre 1995
y 2012 las cifras de intoxicaciones por plaguicidas se incrementd, registrandose un
total de 67,711 casos de envenenamiento en el pais, los principales reportes se
presentaron en los estados de Colima, Nayarit, Morelos, Jalisco y Guerrero. En
2010, se reportaron 3,068 casos de intoxicacion con plaguicidas en la Republica
Mexicana, siendo el estado de Jalisco el que presenté el mayor nimero de eventos,
seguido por el Estado de México, Guerrero, Chiapas, Veracruz, Nayarit, Michoacan,
Morelos y Oaxaca. El mayor nUmero de sucesos se presentd en hombres con 2,167

reportes, en comparacion con 901 casos en mujeres (SINAVE, 2013).
1.2.3 Dafio oxidativo por exposicién a POF

Ademas del dafio neurotéxico ocasionado por la exposicion a POF, estos
compuestos quimicos también se han asociado con estrés oxidativo (Hongsibsong
et al., 2017). El estrés oxidativo es el desequilibrio entre la produccion de radicales
libres y las defensas antioxidantes del organismo, lo que ocasiona un incremento
en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), mediado por enzimas
tales como lipoxigenasas, peroxidasas y deshidrogenasas (Halliwell y Gutteridge,
1999), provocando lesion tisular (Nurulain et al., 2013), siendo la peroxidaciéon
lipidica y el dafio oxidativo al ADN, de las principales afectaciones celulares por
este excedente de ROS (Dantoine et al., 2003; Taghavian et al., 2017).
Recientemente se ha reportado que el metamidofos (POF), induce estrés oxidativo,
evidenciando por el incremento en los niveles de malondialdehido (producto final

de la peroxidacion de lipidos), como consecuencia de la generacion de ROS, en



cultivos primarios de células mononucleares humanas de sangre periférica

(Ramirez-Vargas et al., 2015).

El estrés oxidativo también se ha visto asociado con la fisiopatologia de diversas
enfermedades, como por ejemplo, en la neurodegeneracion de la enfermedad de
Alzheimer; la enfermedad de Parkinson, cataratas, aterosclerosis, enfermedades
neoplasicas, diabetes, enfermedades inflamatorias cronicas del tracto
gastrointestinal, envejecimiento de la piel, asma y entre otras (Terry, 2012).

1.3 Enzimas antioxidantes: Superéxido dismutasa y Glutation S-

transferasa

En el organismo, la neutralizacion de ROS se lleva a cabo mediante la accion de
sistemas antioxidantes, con el objetivo de proteger a las células del dafio oxidativo

inducido por éstas (Da Costa et al., 2012; Espinosa-Diez et al., 2015).

Las enzimas superéxido dismutasa (SOD), juegan un papel importante debido a su
capacidad de inhibir la acumulacion de radicales superoxido y en consecuencia la
peroxidacion de lipidos, catalizando la conversion de radicales superoxido (O27) a
peroxido de hidrégeno (H202) y O2 (Case, 2017). En los mamiferos, se han
identificado tres isoformas de SOD: CuzZn-SOD (SOD1), que se encuentra en el
citoplasma; Mn-SOD (SOD2), que se distribuye en la matriz mitocondrial; y SOD
(SOD3), que es una enzima extracelular que se localiza en fluidos, tales como la
linfa, liquido sinovial y plasma (Watanabe et al., 2014). Los genes que codifican
para estas enzimas se encuentran en diferentes cromosomas y en todos éstos se
han descrito diferentes polimorfismos (Kinnula et al., 2004). El gen SOD2 se
encuentra en el cromosoma 6925 e incluye 6 exones, que abarcan 14 kb (Chen et
al., 2012). Un polimorfismo de nucleétido tnico (SNP por sus siglas en inglés) ha
sido identificado en el gen SOD2 (Wang et al., 2001). Este polimorfismo consiste
en el cambio de una citosina (C) por una timina (T) en la posicién 47 (de ahi su
nombre C47T), el cual se traduce en el cambio de un aminoacido, de alanina (Ala)
por valina (Val) en la posicion 16 (Alal6Val) del péptido sefal de la enzima. Este
polimorfismo afecta la estructura secundaria y la orientacion mitocondrial de la
proteina MnSOD, alterando su incorporacion a la matriz mitocondrial, lo que causa
acumulacion de ROS en la célula (Kinnula et al., 2004; Shimoda et al., 1996).

Algunos autores sugieren un papel protector para el alelo 47C en el asma bronquial,
5



mientras que la presencia del alelo 47T se ha asocia con disminucion de la actividad
de MnSOD (Despotovic et al., 2015).

Aunado a lo anterior, la presencia del genotipo TT (Val / Val) en el gen SOD2 se ha
asociado con un control deficiente de la diabetes en comparacion con los genotipos
CT (Ala/Val) y CC (Ala/ Ala) (Flekac et al., 2008).

Otra familia importante de enzimas antioxidantes es la de las glutatién-S-
transferasas (GST). En los seres humanos, se conocen 22 miembros de esta
familia, que se clasifican de acuerdo a su estructura. Las GST son diméricas, su
actividad depende de la presencia de Glutation (GSH) cuya, funcién principal es la
desintoxicaciéon de compuestos electréfilos reactivos, tales como metabolitos
intermediarios, toxinas ambientales y productos del estrés oxidativo, ya sea
donando un proton al radical libre del compuesto de interés, completando su orbital
de electrones y por lo tanto neutralizandolo o bien, por conjugacién con GSH
generando tioles de facil excrecion urinaria (Toyoda et al., 2017; Espinosa-Diez et
al., 2015).

En el humano, se han identificado ocho familias de genes que codifican las GST
citosolicas solubles, éstas son, alfa (GSTA), mu (GSTM), theta (GSTT), pi (GSTP),
sigma (GSTS), zeta (GSTZ), kappa (GSTK) y omega (GSTO) (Wei et al., 2013).

El gen GSTP1 esta situado en el cromosoma 11913, en el cual se ha identificado
el polimorfismo A313G, el cual consiste en el cambio de un nucleétido de adenina
(A) por una guanina (G) en la posicién 313 (A313G), esto se traduce en un cambio
de aminoacido de isoleucina (lle) por Valina (Val) en el codon 105 (llel05Val) del
sitio activo de la enzima. Reportes en la literatura indican que este polimorfismo
afecta la estabilidad térmica y la actividad catalitica de la enzima (Kim et al., 2015),
desencadenando en una reduccion de la actividad enzimatica tanto in vitro
(Johansson et al., 1998) como in vivo (Gresner et al.,, 2007). También se ha
reportado que la enzima GSTP1 esta sobreexpresada en varios tipos de tumores y
gue el alelo 313G, del polimorfismo A313G provoca una reducciéon de la actividad
enzimatica e incapacidad para metabolizar agentes antineoplasicos (Sailaja et al.,
2010).



Estudios en la literatura indican que los individuos homocigotos G/G (lle / lle), tienen
el mas alto nivel de actividad de GSTP1, asi como que la variante GSTP1 313G se
asocia con una menor estabilidad térmica y una alteracion de la actividad catalitica
en respuesta a una variedad de sustratos, en comparacion con GSTP1 313A (Wei
et al., 2013).

La determinacién de la actividad de estas enzimas, puede emplearse como un
biomarcador de exposicion a POF (Ngo et al., 2010). Es importante resaltar que la
respuesta a los compuestos toxicos ambientales, esta determinada por la
capacidad metabdlica del individuo, la cual depende de su variacién genética y de
los polimorfismos en los genes que codifican para las enzimas responsables del
metabolismo de estos compuestos, por ello es de suma importancia medir ademas

de la actividad enzimatica, la presencia de polimorfismos (Adad et al., 2015).
1.4 ADN mitocondrial

Las mitocondrias son organulos de doble membrana ubicadas en el citoplasma de
las células eucariotas y contienen su propio ADN (ADNmt). Ademas la mitocondria
participa en el proceso de fosforilacién oxidativa para producir el ATP requerido en
diversas actividades celulares dependientes de energia (Malik y Czajka, 2013). Las
células de los mamiferos, contienen entre 200 y 2000 mitocondrias/célula y de
éstas, cada una posee de dos a diez copias de ADNmt (Lee y Wei, 2000). EIl ADN
circulante (ADNCc) esta compuesto de ADN gendmico o nuclear (ADNg) y ADNmt
(Chen et al., 2013).

El ADNc fue descrito por primera vez en 1940, frecuentemente se ha empleado
como un patron molecular asociado a muerte celular y dafio tisular en varios
trastornos agudos y crénicos (Tong y Lo, 2006; Tsang y Lo, 2007; Peters y
Pretorius, 2011). Aunque los mecanismos biolégicos de la liberacion de ADNc en
el torrente sanguineo aun no son del todo claros, algunos reportes identifican a la
apoptosis, la necrosis 0 a ambos como las principales fuentes de ADNc en suero y
plasma (Jahr et al., 2001; Pisetsky, 2012).

Algunos estudios reportados en la literatura muestran que los niveles plasmaticos
tanto del ADN nuclear (ADNn) y ADNmt se alteran en distintas enfermedades
(Wang et al., 2015), tales como cancer de prostata (Mehra et al., 2007), infarto



agudo al miocardio (Wang et al., 2015), sepsis (Kung et al., 2012) y diabetes
mellitus tipo 2 (Zhong et al., 2000) entre otras, observandose una relacion entre los
niveles plasméticos del ADNmt con un mal funcionamiento de diferentes 6rganos,
cuya consecuencia es la muerte celular (Zhang et al., 2010; Simmons et al., 2013;
Nakahira et al., 2013). Asi como también se ha reportado una alteracion de los
niveles de ADNc de los individuos que se encuentran en ambientes laborales, por
ejemplo durante la exposicion ocupacional a bajas dosis de radiacién ionizante
(Borghini et al., 2014) o a productos quimicos (Budnik et al., 2013).

El ADNmt circulante que se escapa de la autofagia celular induce inflamaciéon a
través de un receptor de tipo toll 9 (TLR9) (Oka et al., 2012), activa neutréfilos y
aumenta la liberacion de la metaloproteinasa de matriz 8 (MMP8), ademas, la
interaccion de TLR9 con ADNmt podria activar la sefializacién del factor nuclear
kappa B (NF-kB) e incrementar la expresion de otras citocinas proinflamatorias,
como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), e interleucinas (IL-6 e IL-1B) (Julian
et al., 2013; Yu y Bennett, 2014; Zhang et al, 2014).

En comparacion con el ADNn, el ADNmt es mas susceptible al dafio porque carece
de histonas protectoras y tiene una baja capacidad de reparacion, por lo que tiene
una alta tasa de mutaciones y es particularmente vulnerable al dafio inducido por
ROS (Cannino et al., 2009; Masayesva et al., 2006).

Reportes en la literatura sugieren el empleo de los niveles de ADNmt circulante
como biomarcador prondstico, por su asociacion con diversas patologias (Cancer

de prostata, infarto agudo al miocardio, sepsis) (Wang et al., 2015).

En este sentido, Mehra et al., (2007), observaron que los niveles mas altos de
ADNmt se relacionaban con una menor esperanza de vida en pacientes con cancer
de préstata, en comparacién con los que presentaban niveles mas bajos. Asi
mismo, Kung et al., (2012), reportaron niveles de ADNmt significativamente
mayores en pacientes en estado critico con sepsis en comparacion con los
controles sanos, ademas las concentraciones de ADNmt fueron significativamente
menores en los pacientes que sobrevivieron. Por otra parte, Nakahira et al., (2013),
analizaron los niveles de ADNmt en pacientes hospitalizados en las unidades de
cuidados intensivos (ICU), niveles de ADNmt elevado (= 3,200 copias / mL de

plasma) se relacionaban con un peor prondstico, por lo que estos autores, sugieren
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gque el ADNmt circulante, puede ser empleado como un biomarcador de
susceptibilidad y riesgo. Wang et al., (2015), evaluaron los niveles plasmaticos de
ADNmt en pacientes con infarto agudo al miocardio, con riesgo de infarto y
clinicamente sanos; encontrando que los niveles de éste eran significativamente
mayores en el primer grupo, concluyendo que el ADNmt, es potencialmente un
biomarcador de susceptibilidad para pacientes con riesgo de infarto agudo al
miocardio. A diferencia de los estudios clinicos, son escasos los reportes en la
literatura que relacionen la exposicion ocupacional con los niveles de ADNmt.
Borghini et al., (2014), observaron que los niveles ADNmt circulante en cardiélogos
intervencionistas ocupacionalmente expuestos a bajas dosis de radiacion ionizante,
fueron estadisticamente superiores a los detectados en individuos no expuestos.
Con respecto a la asociacion entre los niveles de ADNmt y la exposicion
ocupacional a plaguicidas, Budnik et al., (2013), analizaron dos fragmentos de
ADNmt circulante, el ADNmt-79 (ADNmt-79pb) y el ADNmt-230 (ADNmt-230pb),
en individuos expuestos a gases de plaguicidas haloalcanos, encontrando que los
valores de las medias de ambos, fueron significativamente mayores en los
individuos expuestos (ADNmt-79 p = 0.0001 y ADNmt-230 p = 0.005) en
comparacion con los no expuestos. Sugiriendo una vez mas, que los niveles de
ADNmt circulante pueden emplearse como biomarcador de inestabilidad
mitocondrial, como consecuencia por la exposicion ambiental a productos quimicos

cancerigenos.
. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Los polimorfismos en los genes que codifican para las enzimas antioxidantes
SOD2 y GSTP1 y la actividad enzimatica de éstas, se asocian con los niveles de

ADNmt circulante, en fumigadores?
.  JUSTIFICACION

De acuerdo a la OMS, cada afio entre 500,000 y un millon de personas se intoxican
con plaguicidas y entre 5,000 y 20,000 mueren. Aproximadamente el 50% de los
gue se intoxican y el 75% de los que fallecen son trabajadores agricolas, el resto
se debe a envenenamientos por consumo de alimentos contaminados. En total,

entre los dos grupos, la mortalidad alcanza la cifra de 220,000 defunciones al afio.



Con respecto a nuestro pais en el 2010 se reportaron 3,068 casos de intoxicacion
con plaguicidas, siendo el estado de Jalisco presento el mayor nimero de eventos,
seguido por el Estado de México, Guerrero, Chiapas, Veracruz, Nayarit, Michoacan,

Morelos y Oaxaca.

Los POF son los compuestos quimicos mas utilizados en la mayoria de los paises
incluyendo a México, lo que vuelve a las poblaciones que se dedican a la agricultura
y al control de enfermedades transmitidas por vectores, blancos idoneos de

exposicidn a estos contaminantes.

Con base a los antecedentes previamente descritos, tanto la actividad enzimatica,
como los polimorfismos de las enzimas antioxidantes SOD y GST, pueden ser
empleados como biomarcadores de susceptibilidad de dafio oxidativo, en
individuos expuestos a POF. Asi mismo, los niveles de ADNmt circulante podrian
ser un buen biomarcador de efecto de inestabilidad mitocondrial, como

consecuencia de la exposicion ambiental a productos quimicos cancerigenos.

Por lo que se propone realizar un estudio para evaluar la susceptibilidad de dafio
oxidativo en individuos ocupacionalmente expuestos a plaguicidas mediante, la
deteccion de polimorfismos en los genes que codifican para las enzimas
antioxidantes SOD2 y GSTP1, la actividad enzimética de éstas y los niveles de

ADNmMt circulante.
IV. HIPOTESIS

Las variantes polimorficas de los genes que codifican para las enzimas SOD2 y
GSTP1, y su actividad enzimatica de éstas en fumigadores, se asocian con los
niveles de ADNmt circulante.

V. OBJETIVOS
General

e Evaluar la asociacion de polimorfismos en las enzimas SOD2 y GSTP1y su

actividad antioxidante con los niveles de ADNmt circulante en fumigadores.
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Especificos

e Determinar la actividad de Acetilcolinesterasa eritrocitaria y
Butirilcolinesterasa.

e Determinar la actividad enzimatica sérica de SOD y GST.

e Caracterizar la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos SOD2
C47T y GSTP1 A313G.

e Cuantificar los niveles circulantes de ADNmt en suero.

VI. DISENO METODOLOGICO

Se realiz6 un estudio transversal comparativo en fumigadores del Sector Salud e

individuos no expuestos a plaguicidas, del estado de Guerrero, México.

Todas las determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Toxicologia y Salud

Ambiental de la Facultad de Ciencias Quimico Biolégicas (FCQB) de la UAGro.
Variables evaluadas:

e Dependientes: Niveles de ADNmt circulante y la actividad enzimatica de
AChE, BuChE, SOD y GST.

e Independientes: Polimorfismos en los genes SOD2 y GSTP1.

e Covariables: Edad, afios de trabajo, el nUmero y tipo de plaguicida utilizado,
el periodo de aplicacion méas reciente, cantidad aplicada, el uso, tipo y
namero de material de proteccion empleado y la presencia de sintomas de

intoxicacion.

Todos los procedimientos se llevaron bajo consideraciones éticas de investigacion,
todos los participantes aceptaron participar en el presente estudio de manera
voluntaria a través de la firma del consentimiento informado (Anexo I). En cuanto a
las condiciones de bioseguridad se trabajé con base a la NOM-007-SSA3-2011,
para la organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos. El manejo de los
RPBI, fue bajo los lineamientos de la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion
ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos -

Clasificacion y especificaciones de manejo.
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MATERIALES Y METODOS
Poblacion de estudio

La captacion de la poblacion se realizo previa sensibilizacién de la misma, en donde
se les explicaron los objetivos del estudio, los beneficios que obtendrian del mismo,
gue su participacion no tenia costo y que ésta era voluntaria, que podian retirarse
en cuanto lo decidieran sin dar explicacion alguna, que toda la informacién se
manejaria de manera andénima, que el estudio no podia en riesgo en ningun
momento su salud, que todo el material empleado seria nuevo y estéril. Aquellos
gue aceptaban participar, lo hicieron firmando la hoja del consentimiento informado
(Anexo ).

Se seleccionaron en un muestreo no probabilistico hombres de entre 18 y 75 afios
de edad originarios y residentes de la zona Centro, Costa Chica y Costa Grande
del estado de Guerrero. El grupo expuesto fue conformado por 49 fumigadores del
Sector Salud, mientras que los no expuestos fueron 56 individuos con ocupacion
laboral ajena a la exposicion directa a plaguicidas. En ambos grupos de estudio se
excluyeron individuos con diagnostico de diabetes mellitus, cardiopatias y cancer,
0 bajo tratamiento con antioxidantes tipo farmaco e individuos genéticamente

relacionados.

En una entrevista se les aplic6é una encuesta con el fin de obtener informacién
personal, sociodemogréfica, habitos alimenticios, consumo de alcohol, cigarro,
experiencias de intoxicacion y exposicion a plaguicidas entre otros. En el Anexo Il
se muestra el cuestionario para los participantes ocupacionalmente expuestos

(Fumigadores) y en el Anexo Il el de los no expuestos ocupacionalmente.

Obtencion de muestras

Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas mediante puncidn venosa, con
el sistema Vacutainer™ (Becton, Dickinson and company) en tubos con EDTA (3
mL) y sin anticoagulante (5 mL), empleando siempre material nuevo y estéril y por
personal capacitado, éstas fueron centrifugadas a 2,500 rpm por 10 minutos para
obtener el paquete celular, el plasma o el suero, se conformaron diferentes
alicuotas y segun fuese la prueba a realizar, estas fueron procesadas de inmediato

o0 almacenadas a 4° C 0 a -20° C, hasta su uso. En este estudio no fue considerado
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el periodo de aplicacion de plaguicidas por los fumigadores, para realizar el
muestreo. Todas las muestras biologicas fueron destruidas durante su proceso de
andlisis, en el caso de que quedaran residuos, éstos fueron tratados de acuerdo a
las Normas de Seguridad e Higiene que dicta la NOM- 087 ECOL. En ambos grupos
de estudio se realizé la determinacién de los niveles de glucosa, colesterol y

triglicéridos.
Determinacion de las pruebas bioquimicas

Se determind la concentracién de los niveles séricos de glucosa, triglicéridos y
colesterol total, realizando ensayos colorimétricos y empleando reactivos de la
marca SPINREACT, en el equipo semiautomatizado SPINREACT (SPINLAB).

Actividad de enzimas propuestas como biomarcadores de exposicion

AChE

La actividad enzimética de AChE fue determinada por el método de Worek et al.,
1999. Se realiz6 una dilucién 1:100 de las muestras de sangre de cada participante,
para ello a 20 pL de sangre total recién obtenida en tubos con EDTA, se le
adicionaron 2 mL del diluyente (solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4, 0.1M
mas triton 100-X ), se tomaron 500 pL de la dilucién y se agregaron 1mL del
amortiguador de fosfatos pH 7.4, 0.1M, 50 uL de DTNB (acido 5,5  -ditiobis-2-
nitrato, 10mM) y 5 uL de Etopropazina (6mM), la mezcla fue incubada durante 10
minutos a 37 °C, posteriormente se agregaron 25 puL de yoduro de acetiltiocolina
(28.3 mM). La absorbancia fue monitoreada durante 3 minutos a 436 nm. La

actividad de AChE fue ajustada al contenido de Hb y expresada como U/gr de Hb.

BuChE

La actividad enzimatica de butirilcolinesterasa (BuChE) fue determinada utilizando
3 mL de una solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4, 0.1M, 100 uL de DTNB
(acido 5,5 -ditiobis-2-nitrato, 10mM) y 10 uL de plasma recién extraido, la mezcla
se incubo6 durante 10 minutos a 37°C, posteriormente se agregaron 50 pL de
butiriltiocolina (63.2 mM). La absorbancia fue monitoreada durante 4 minutos a 405

nm. La actividad de BUChE fue expresada en U/L.
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Extraccion de ADN circulante y de ADN genémico

La extraccion de ADN circulante se realiz6 a partir de suero, empleando el Kit
QlAamp® DNA Blood Mini (250) (Qiagen, Hilden, Germany), de acuerdo al
protocolo del fabricante (Anexo IV). La obtencién del ADN gendmico se hizo a partir
de la muestra de sangre completa (paquete celular) mediante la técnica rapida no
enzimatica de Miller et al., 1998 (Anexo V). La cuantificacion del ADN tanto
gendmico como del ADN circulante total se realizO espectrofotométricamente
utilizando Nano Drop 2000, (Thermo Fischer, USA).

Determinacion de ADN mitocondrial circulante por qPCR

La determinacion de los niveles de ADNmt en suero se realizo por PCR cuantitativa
en tiempo real (QPCR) (Chiu et al., 2003). Para lo cual se utilizaron dos conjuntos
de iniciadores especificos para el ARN ribosomal 16S mitocondrial: El primero
amplifica un fragmento de 79 pb (ADNmt-79) que representa ADNmt total celular e
incluye ADN liberado por las células que sufrieron apoptosis. El segundo amplifica
un fragmento de 230 pb (ADNmt-230) que corresponde a ADNmt liberado por
procesos de muerte celular no relacionados con apoptosis (necrosis) 0 secrecion
activa. La secuencia del iniciador especifico sentido para ambos fragmentos de
ADNmt es 5°-CAG CCG CTA TTA AAG GTT CG-3'. La secuencia del iniciador
antisentido para ADNmt-79 es 5-CCT GGA TTA CTC CGG TCT GA-3’, del
iniciador antisentido para ADNmt-230 es de 5'- GGG CTC TGC CAT CTT AAC AA-
3". La gPCR se realiz6 por duplicado en un equipo de PikoReal (Thermo Scientific).
Cada 25 pL de mezcla de reaccion contiene: 5 uL de ADN (12.5 ng), 12.5 pL
SYBRGreen (Thermo Scientific) y 1 pL de cada iniciador sentido / antisentido (0.3
KUM). Cada ensayo incluy6 agua como control negativo. La amplificacién del gen
GAPDH fue usado como referencia, para normalizar los valores de Ct usando los
siguientes iniciadores, sentido 5-GAC AGT CAG CCG CAT CTT CT-3" y
antisentido 5°-TTA AAA GCA GCC CTG GTG AC-3" (Liu et al.,, 2015). Las
condiciones de la gPCR fueron: 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos a 95°C
durante 15 s, 60°C por 1 min. Para el andlisis de la curva de fusion (para confirmar
la especificidad de los productos de qPCR) se afiadié un ciclo de 60°C a 95°C al
final. La cuantificacion de los niveles relativos fue calculada usando el método ACt

como sigue: ACt = media del valor Ct (gen de referencia GAPDH) — media del valor
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Ct (de los fragmentos de ADNmt-79 o 230). Los niveles relativos de ADNmt

corresponden a los valores de 2" (ACt).
Deteccion de los polimorfismos por gPCR

Los polimorfismos en el gen SOD2 C47T y A313G en el gen GSTP1, fueron
determinados utilizando la técnica de PCR en tiempo real, mediante sondas
TagMan empleando el sistema de deteccidn de secuencias QuantStudio 3 (Applied
Biosystems). Para la identificacion de SOD2 C47T (ref SNP ID: rs4880), fue
utilizado el marcador de ensayo: C__ 8709053 10y para GSTP1 A313G (ref SNP
ID: rs1695);: C__ 3237198 20. Las mezclas de reaccion contenian 0.5 uL del
ensayo de genotipado para SNP TagMan, 10 pL de TagMan Universal PCR Master
Mix, y 40 ng de ADN gendmico extraido. Las condiciones de ciclaje se realizaron

de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
Determinacion de la actividad de las enzimas antioxidantes

SOD

La actividad de SOD fue medida en muestras de suero, utilizando el ensayo
colorimétrico SOD-WST (Sigma — Aldrich; 19160SOD). El principio del método se
basa en la inhibicion de la reduccién de nitroazul de tetrazolio (NBT) por el sistema
xantina - xantina oxidasa como un generador del radical superéxido. Para ello se
mezclaron 20 pL de suero con, 200 uL de solucion de trabajo WST, posteriormente
se afadieron 20 uL de solucién enzimética de trabajo y se agité en placa durante
60 seg. La mezcla fue incubada a 37 °C durante 20 min, la absorbancia fue leida a
450 nm usando un lector de microplacas. Una unidad de SOD se define como la
cantidad de enzima necesaria para inhibir en un 50% la tasa de reduccion del NBT,

la actividad de SOD se expres6 como U/mL.

GST

La actividad de glutation-S-transferasa fue determinada por el método de Habig et
al., 1976. Se utilizaron 100 pL de suero, 980 uL de PBS pH 6.5, 10 yL de CDNB (1-
cloro-2,4-dinitrobenceno) como sustrato y 10 uL de glutation a una concentracion
de 0.1 M, la mezcla se incub6 durante 5 minutos a 30°C. La absorbancia fue

monitoreada durante 5 minutos, las actividades se expresaron en U/mL.
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Validacién de las actividades enzimaticas

Se evalud la reproducibilidad de los analisis enzimaticos, para ello cada muestra
fue analizada por triplicado excepto la actividad de GST (la cual se realizd por
duplicado), en plasma o suero segun fuese el caso. Considerando un coeficiente
de variaciéon < 10%. Por lo que las determinaciones que no cumplieron esta

reproducibilidad fueron excluidas del analisis.
indice de exposicion del grupo expuesto

Se calcul6 un indice de exposicion utilizando 8 preguntas (categorizadas) de las 11
planteadas para evaluar la exposicién a plaguicidas en el cuestionario aplicado
(Anexo II), las preguntas que se consideraron son: Afios trabajando con
plaguicidas, numero y tipo de plaguicidas utilizados, periodo de aplicacion mas
reciente, cantidad aplicada, uso y numero de material de proteccion empleado y la
presencia de sintomas de intoxicacion (esta pregunta fue realizada mencionando
un sintoma a la vez). A cada pregunta se le asigno un valor creciente iniciando por
la categoria de referencia (Anexo VIII), un puntaje < 19 puntos se considero

exposicion moderada y un puntaje = 19 puntos exposicion alta.

Andlisis estadistico: Para el analisis de la frecuencia genotipica y alélica de los
polimorfismos, la actividad enzimatica y los niveles de ADNmt, se utilizaron las
pruebas de chi-cuadrada para comparar las proporciones entre grupos. Se calculd
la media * desviacion estdndar de las variables cuantitativas paramétricas y
mediana con rango intercuartil, para variables no paramétricas y se analizaron
mediante pruebas de t-student, ANOVA, Bonferroni y U-Mann-Whitney, Kruskall-
Wallis, Dunn’s, respectivamente. Los valores de p <0.05 fueron estadisticamente
significativos. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa Stata
11.0 y GraphPad Prism 5.0.
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IX. RESULTADOS
La poblacion de estudio esta representada por individuos adultos-jovenes, con una
edad promedio de 35 afos. El grupo expuesto ocupacionalmente presentd niveles
menores de hemoglobina, mientras que los valores de IMC, los niveles de glucosa
y triglicéridos fueron mayores. Los habitos de fumar y consumo de alcohol fueron
similares entre los grupos de estudio, mientras que el uso de plaguicidas en casa

fue un habito presente en mayor proporcion por los fumigadores (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

No expuestos Expuestos Total n=105 p
Variable n=56 n=49
Edad (afios) 32.1+10.9 38.8+11.3 35.2+115 0.003*
Hombres 56 (53.3) 49 (46.7) 105 (100) NS
IMC (kg/m?) 27.8+4.2 30+5.2 28.8 + 4.8 0.016*
Glucosa (mg/dL) 73.9+7.2 78.8+9.1 76.2 £8.5 0.004*
Colesterol (mg/dL) 153.6 +31.1 157 +37.1 155.2 + 33.9 NS
Triglicéridos (mg/dL) 150 + 83.1 201.4+112.2 172 +100.1 0.008*
Hemoglobina (g/dL) 15+0.8 145+0.9 14.7£0.9 0.003*
Fumador 13 (23.2) 12 (24.5) 25 (23.8) NS
Ex — Fumador 14 (25) 12 (24.5) 26 (24.8) NS
Consumo de alcohol 43 (76.8) 43 (87.8) 86 (81.9) NS
Casa cerca de cultivos 5(8.9) 6 (12.2) 11 (10.5) NS
Uso de plaguicidas en
casa 34 (60.7) 42 (85.7) 76 (72.4) 0.004*

Los datos mostrados representan media + desviacion estandar, asi como numero y (proporciones),
los valores de p fueron calculados mediante pruebas de t de Student y Chi2, *p < 0.05, fueron
considerados estadisticamente significativos.

Evaluacion de la exposicion a plaguicidas

En la evaluacion de la exposicion a plaguicidas se evidencié que ésta es cronica
(8.5 afios), la mayoria de los fumigadores reporté una exposicion reciente (< 7 dias)
a estos contaminantes y por tiempos prolongados (4.9 horas/dia), asi como el uso

minimo de equipo de proteccion. Mas del 80% reporto la presencia de sintomas de
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intoxicacién y una cuarta parte de los fumigadores manifestdé haber presentado

hasta mas de 4 sintomas (Cuadro 2) (Historial de sintomas Anexo VII).

Cuadro 2. Evaluacion de la exposicion a plaguicidas y otros parametros de los
fumigadores del Sector Salud.

Variable Expuestos n=49 (%)
(Media + DE)
Afios de exposicion 85+84

Fecha dltima aplicacion

<7 dias 25 (51)

> 7 dias 24 (49)

Tiempo rociando plaguicidas (Horas/dia) 49+2
Uso de material de proteccién 29 (59.2)

Cantidad de material de proteccién

1 -2 equipos 22 (75.9)

3 - 4 equipos 6 (20.7)

> 5 equipos 1(3.4)
Presencia de sintomas de intoxicacién 42 (85.7)

Cantidad de sintomas de intoxicacion

<1 Sintoma 18 (36.7)
2 — 3 sintomas 17 (34.7)
4 — 5 Sintomas 6 (12.2)

=6 Sintomas 8 (16.3)

Los fumigadores utilizan diferentes plaguicidas para el control de vectores, éstos
fueron ordenados de acuerdo a la frecuencia de uso, siendo los carbamatos los
mas empleados (46.2%), seguido por los organofosforados (36.7%). De acuerdo al
grado de toxicidad definida por la OMS (OMS 2009), el 77.8% se encuentra en la
categoria de moderadamente téxico y el 22.2% en la de ligeramente téxico, y de
acuerdo al tipo de producto se observé que el 88.9% pertenecen al grupo de

insecticidas (Cuadro 3).
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Cuadro 3.Tipos de plaguicidas y frecuencia de uso por los fumigadores.

Nombre Grupo quimico Ingrediente activo Tipode  Toxicidad*  n (%)
comercial producto
Ficam W Carbamato Metilcarbamato Insecticida I 43
(87.7)
Propoxur Carbamato 2-isopropoxifenil Insecticida Il 30
metilcarbamato (61.2)
Clorpirifés ~ Organofosforado Clorpirifos Insecticida I 24 (49)
clorado
Abate Organofosforado Temefos Larvicida Il 20
(40.8)
Malation Organofosforado Malation Insecticida i 14
y (28.6)
acaricida
Aqua Piretroide Permetrina/Esbioaletrina  Insecticida Il 10
Reslin (20.4)
Demon Piretroide Cipermetrina insecticida I 6 (12.2)
WP
K- othrine Piretroide Deltametrina insecticida I 3(6.1)
DDT Organoclorado Dicloro difenil insecticida Il 3(6.1)
tricloroetano
Otros* 5(10.2)
Bioplaguicida
SpinosAD  Saccharopolyspora? Spinosinas Ay D Insecticida i 9(18.4)
spinosa
VectoBac Esporas de Bacillus Bacillus thuringiensis Larvicida 11 13(26.5)

thuringiensis?®

*Plaguicidas cuya frecuencia es menor del 5%

a) Microorganismos utilizados para el control de plagas
Clasificacion de la OMS (2009):
IA=Extremadamente TAxico
IB= Altamente Toxico
II=Moderadamente Téxico

[l Ligeramente Toxico

Analisis de la actividad enzimatica de AChE y BuChE

La actividad de AChE y BuChE fueron consideradas como marcadores de

exposicidn a plaguicidas inhibidores de colinesterasas para ambos grupos de
estudio. En las Figs. 1A (AChE) y 1B (BuChE), se muestran los resultados

obtenidos, en donde se aprecia que no hay diferencias significativas en la actividad

de ambas enzimas entre los grupos de estudio. El promedio de la actividad de AChE

en el grupo de expuestos fue de 11.94 U/gr de Hb contra 11.36 U/gr de Hb para los

No expuestos.
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Actividad AChE (U/gr de Hb)

La media de la actividad de BuChE para la poblacion total (expuestos y no
expuestos) fue de 5458 U/L considerado como normal para la poblacion mexicana
(4620 — 11500 U/L en hombres) (Rojas-Garcia et al., 2011).

A B
20+ p=0.06 100001 | p=10.3 |
| | Q 8000 S
15- 2 T
]
104 @
R —— T 40004 I
E ——
54 2
g 20004
O ] ] 0 ] ]
No Expuestos Expuestos No Expuestos Expuestos
n=53 n=40 n=49 n=35

Figura 1.- Comparacion de la actividad enziméatica de AChE (A) y BUuChE (B) entre los
grupos de estudio. La grafica muestra la media y los valores minimos y maximos.
p <0.05.

Andlisis de la actividad de enzimas antioxidantes (SOD y GST)

La actividad de SOD fue similar entre los grupos de estudio (76.5 U/mL en los
expuestos y 77 U/mL en los no expuestos) (Fig. 2A), sin embargo se observo una
mayor actividad de esta enzima en los individuos que reportaron haber aplicado
plaguicidas en un periodo menor o igual a 7 dias previos a la colecta de la muestra
de sangre, en comparacion con aquellos trabajadores cuya Ultima exposiciéon fue
mayor a un periodo de 7 dias (Fig. 2B), asi como también se observé que la
actividad de SOD disminuy6 en relacion con la presencia de un mayor nimero de

sintomas, manifestados en periodos previos a la toma de muestra.(Fig. 2C).
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Figura 2. Actividad enzimética de SOD (U/mL).

empleé la prueba t-student (A) y un ANOVA de una via ajustado por Bonferroni (B y C).

p < 0.05.

(A) Comparacion entre grupos de
estudio (expuestos vs no expuestos). (B) Dias transcurridos de la ultima aplicacidon
de plaguicidas. (C) Sintomas de intoxicacion. La grafica muestra la media y los valores
minimos y maximos. Para comparar la actividad enzimatica entre los grupos de estudio, se

Con respecto a la actividad de GST, ésta fue similar entre los grupos de estudio

(447.1 en expuestos, contra 458 U/mL en los no expuestos) (Fig. 3A). La actividad

de GST fue mayor en aquellos participantes que declararon haber estado

expuestos recientemente (Fig. 3B). Con respecto al niumero de sintomas de

intoxicacion, no se observo ningun patrén (Fig. 3C).
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Figura 3. Actividad enzimética de GST (U/mL). (A) Comparacién entre grupos de
estudio (expuestos vs no expuestos). (B) Dias transcurridos de la ultima aplicacion
de plaguicidas. (C) Sintomas de intoxicacién. La grafica muestra la media y los valores
minimos y maximos. Para comparar la actividad enzimatica entre los grupos de estudio, se
empleé la prueba t-student (A) y un ANOVA de una via ajustado por Bonferroni (B y C).

p <0.05.

Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C47T en el gen

SOD2y A313G en el gen GSTP1 de la poblacién de estudio.

La identificacion de los polimorfismos evaluados se realiz6 en 103 muestras de
ADNg de la poblacién de estudio. El alelo de riesgo SOD2-47T fue el mas frecuente

(67.5%) en ambos grupos (expuesto y no expuesto) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C47T en el gen SOD2
de la poblacidon expuestay no expuesta a plaguicidas.

Polimorfismo No expuestos Expuestos Total p
n= 54 (%) n= 49 (%) n= 103 (%)
oZva)
Genotipo
CiC 7(12.9) 2(4.1) 9(8.7)
CIT 24 (44.4) 25 (51) 49 (47.6) 0.275*
TIT 23 (42.6) 22 (44.9) 45 (43.7)
Alelo
C 38 (35.2) 29 (29.6) 67 (32.5)
0.457*
T 70 (64.8) 69 (70.4) 139 (67.5)

*Prueba de X?
Equilibrio de Hardy-Weinberg, calculado a partir de las frecuencias genotipicas y alélicas del grupo
no expuesto (Chi-cuadrada= 0.035, p= 0.85).

Asi mismo, el alelo de riesgo 313G del polimorfismo A313G en el gen GSTP1, fue

el mas frecuente (63%) para ambos grupos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo A313G en el gen
GSTP1 de la poblacién expuestay no expuesta a plaguicidas.

Polimorfismo No expuestos Expuestos Total P
n= 54 (%) n= 49 (%) n= 103 (%)
A313G
Genotipo
AlIA 10 (18.5) 4(8.2) 14 (13.6)
AIG 25 (46.3) 23 (46.9) 48 (46.6) 0.267*
GIG 19 (35.2) 22 (44.9) 41 (39.8)
Alelo
A 45 (41.7) 31 (31.6) 76 (37)
0.15*
G 63 (58.3) 67 (68.4) 130 (63)

*Prueba de X?
Equilibrio de Hardy-Weinberg, calculado a partir de las frecuencias genotipicas y alélicas del grupo
no expuesto (Chi-cuadrada= 0.122, p=0.72).
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ADN mitocondrial circulante

En la Fig. 4 se comparan los resultados obtenidos de las concentraciones en suero
de ADNCc total de las dos poblaciones de estudio, como puede apreciarse, no hay
una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos expuesto y no

expuesto. (7.8 ng/uL vs 8.3 ng/uL, respectivamente).

407 p= 0.4
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Figura 4. Comparacion de los niveles de ADNc total entre los grupos de estudio. En
la grafica se muestra la media y los valores minimos y maximos de los valores de ADNc
sérico. Prueba Mann-Whitney.

Con respecto a los niveles de ADNmt circulante, en el grupo de expuestos el nivel
fue mayor (1276.3 niveles relativos) en comparacion con los niveles encontrados
del grupo no expuesto (180.6 niveles relativos); encontrando diferencias
significativas, para el fragmento de ADNmt-79 (p = 0.007) (Fig. 5A), mientras que,
en el fragmento de ADNmt-230 (p = 0.2) no mostro diferencias significativas entre
ambos grupos de estudio (73.4 y 36 niveles relativos, respectivamente) (Fig. 5B).
La integridad del ADNmt fue evaluada por la relacion entre el fragmento de ADNmt-
230 y ADNmt-79, para cada grupo de estudio, el resultado mostré una disminucion
de la integridad del ADNmt en el grupo expuesto (Fig. 5C), aunque esta diferencia

no fue estadisticamente significativa.
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Figura 5. Comparacion de los niveles e integridad del ADNmt entre los grupos de
estudio. (A) Los niveles relativos de ADNmt-79. (B) ADNmt-230. (C) la integridad del
ADNmt. La cuantificacion relativa del ADNmt fue realizada usando el método 2* (ACt). El
gen GAPDH fue empleado como gen de referencia. Prueba Mann-Whitney. p < 0.05.

Cuando se compararon los niveles del fragmento de ADNmt-79, con el tiempo de
exposicion a plaguicidas (antigiiedad en afos laborando como fumigador) y con el
indice de exposicion, éstos fueron superiores en aquellos individuos con un periodo

de exposicibn mayor a 6 afios y con un indice de exposicion alto, Fig. 6 y 7,

respectivamente.
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Figura 6. Comparacién de los niveles de ADNmt-79 con los afios de exposicién. La
cuantificacion relativa del ADNmt fue realizada usando el método 2” (ACt). El gen GAPDH

fue empleado como gen de referencia. Prueba Kruskal-Wallis ajustado por la prueba de
comparacion multiple Dunn’s. p < 0.05.
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Figura 7. Comparacion de los niveles de ADNmt-79 con el indice de exposicion.
Categoria: moderado (< 19 puntos) categoria: Alto (= 19 puntos). La cuantificacion relativa
del ADNmt fue realizada usando el método 2* (ACt). El gen GAPDH fue empleado como

gen de referencia. Prueba Kruskal-Wallis ajustado por la prueba de comparaciéon multiple
Dunn’s. p < 0.05.

El fragmento de ADNmt-79 mostro también diferencias significativas de acuerdo al
tipo de plaguicida empleado (p = 0.04) (Fig. 8), y de acuerdo al namero de
plaguicidas usados (p = 0.02) (Fig. 9).
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Figura 8. Relacion de los niveles de ADNmt-79 con el altimo plaguicida utilizado. PC
(plaguicidas carbamatos), POF (plaguicidas organofosforados) y Otros (bioplaguicidas o
mezcla de bioplaguicidas y carbamato u organofosforado) La cuantificacién relativa del
ADNmt fue realizada usando el método 2* (ACt). El gen GAPDH fue empleado como gen

de referencia. Prueba Kruskal-Wallis ajustado por la prueba de comparacién mdltiple
Dunn’s. p < 0.05.
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Figura 9. Relacién del ADNmt-79 con el numero de plaguicidas utilizados. La
cuantificacion relativa del ADNmt fue realizada usando el método 2” (ACt). El gen GAPDH
fue empleado como gen de referencia. Prueba Kruskal-Wallis ajustado por la prueba de
comparacion maltiple Dunn’s. p < 0.05.

Niveles relativos de ADNmt-79

Con respecto a los sintomas de envenenamiento el 85.7% de los individuos
expuestos, reportaron haber presentado uno o mas sintomas de intoxicacion por
plaguicidas durante la aplicacion de éstos (informacion recabada a través de
cuestionarios), observandose una correlacion positiva con el incremento en los
niveles de ADNmt-79 (p = 0.02) (Fig. 10).
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Figura 10. Comparacion de los niveles de ADNmt-79 con la presencia de sintomas
de intoxicacion en el grupo expuesto. No: no reporté sintomas de intoxicacion. Si: si
report6 sintomas de intoxicacion. La cuantificacion relativa del ADNmt fue realizada usando
el método 2” (ACt). El gen GAPDH fue empleado como gen de referencia. Prueba Kruskal-
Walllis ajustado por la prueba de comparacion multiple Dunn’s. p < 0.05.
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X. DISCUSION

La exposicién ocupacional a plaguicidas de los trabajadores del Sector Salud esta
influenciada por diferentes factores y variables (campafias de fumigacion, duracion
de la aplicacion y tipo de plaguicida entre otros). Reportes en la literatura han
demostrado que, dicha exposicion puede desencadenar dafios a la salud, debido a
gue por ejemplo, pueden inducir estrés oxidativo. De ahi la importancia de
desarrollar, validar e implementar el uso de biomarcadores de susceptibilidad y de
efecto, con el objetivo de identificar grupos de riesgo desde etapas tempranas. En
este sentido el ADNmt circulante ha sido propuesto como un nuevo biomarcador de
efecto, debido a que es un marcador sensible con el que se puede identificar dafio
inclusive en etapas mas tempranas que con el empleo de los biomarcadores
tradicionales. El objetivo del presente trabajo fue evaluar los niveles de ADNmty su
relacion con la actividad y las variantes polimorficas en los genes de las enzimas
antioxidantes en una poblacién con exposicidon ocupacional y no ocupacional a

plaguicidas.

La poblacion de estudio estuvo conformada por individuos cuya antigiedad
promedio de exposicion a agroquimicos es de 8.5 afos. El 59.2% de los
participantes usan algun equipo de proteccion personal al manipular los
plaguicidas, resultados similares obtuvo Juarez-Quezada (2015), quien realizé un
estudio en 53 fumigadores del sexo masculino, de éstos el 76.6% refirid utilizar
material de proteccion personal, de los cuales el 75.9% utiliza solo de 1 a 2
implementos de seguridad, lo que sigue siendo insuficiente para proteger la salud
del trabajador, tal como lo establece la NOM-017-STPS-2017.

Con respecto a la presencia de sintomas de intoxicacién aguda o crénica por la
exposicion a plaguicidas, resulté que el 73.4% de los fumigadores reportaron haber
experimentado de 1 a 3 sintomas (irritacion de la mucosa, dolor de cabeza e
irritacién de las vias respiratorias entre otros), estos resultados concuerdan con un
estudio de Huamani-Pacsi et al., (2005), realizado en 83 fumigadores de ambos
sSexos y quienes registraron que el 56.6% de ellos manifestod la presencia de 1 a 3
sintomas de intoxicacion (dolor de cabeza, vision borrosa y vértigo entre otros). Si
bien es cierto que se conocen los sintomas de intoxicacién crénica y aguda, por la

exposicion a plaguicidas, éstos pueden verse influenciados por aspectos
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bioguimicos y genéticos de cada individuo, como la susceptibilidad, la capacidad
de metabolizar estos compuestos quimicos, el tiempo y la dosis de exposicion, asi
como el tipo de compuesto empleado, y la frecuencia de uso y el estado clinico de
los individuos entre otros (Adad et al., 2015).

Los plaguicidas mas utilizados por los fumigadores participantes en el presente
estudio, fueron: carbamatos (46.2%) y organofosforados (36.7%), ambos deben su
accion toéxica por su efecto anticolinérgico. Estos dos grupos de compuestos
guimicos, también son empleados frecuentemente para el control de enfermedades
transmitidas por vectores (Fernandez et al., 2002; Marmol-Maneiro et al., 2003;
Huamani-Pacsi et al., 2005) establecido en la NOM-032-SSA2-2014.

En la poblacion de estudio, la actividad de AChE mostré un valor minimo de 7.8 y
un maximo de 15.4 U/gr de Hb, observandose una ligera diferencia, aunque no
estadisticamente significativa entre los dos grupos evaluados (p = 0.06); diversos
estudios muestran una disminucion de los valores de la actividad enzimatica de
AChE en poblaciones expuestas a POF (Taherdehi et al., 2016; Sharma et al.,
2013). La disminucion de la actividad de AChE en la poblacidon expuesta, se ha
relacionado con la duracion y la frecuencia de exposicion a plaguicidas (Castarfio et
al., 2008), mientras que, en el presente trabajo no fue considerado el periodo de
aplicacion de plaguicidas, para la recolecta de muestras sanguineas de los
fumigadores, por lo que, la actividad enzimatica de AChE no se mostro afectada al
momento del analisis. Ademas, la actividad de esta enzima puede estar
influenciada por factores como la cantidad y tipo de plaguicida utilizado durante la
aplicacion, estos resultados evidencian lo reportado por otros autores (Zepeda-Arce
et al., 2017; Bernal-Hernandez et al., 2014), donde tampoco se muestra disminuida
la actividad de AChE, por ello es importante realizar la evaluacion de otras enzimas
y biomarcadores que sean mas oportunos y sensibles en la deteccién del dafio

inducido por la exposicion a plaguicidas.

De la misma manera, en este estudio no se encontraron diferencias significativas
en la actividad de BUChE en la poblacion evaluada, el 85% de los valores obtenidos
se encuentran dentro de los intervalos de referencia para la poblacidn mexicana
(4620 — 11500 U/L en hombres, Rojas-Garcia et al., 2011). Dado el namero de

factores que pueden modificar la actividad de estas enzimas y que éstas tienen la
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capacidad de regenerarse, una estrategia seria que al mismo individuo se le mida
la actividad enziméatica tanto de AChE como de BuChE justo antes de iniciar su
jornada laboral y al término de ésta (en un solo dia, o en un periodo de una semana
de trabajo), de esta manera cada uno de los fumigadores sera su propio control, lo
gue permitiria evaluar de manera mas objetiva, si la actividad de estas enzimas se

ve alterada por las tareas desarrolladas.

La medicién de la actividad de enzimas antioxidantes durante la exposicién a
plaguicidas, es utilizada para conocer el efecto de estos compuestos en el sistema
antioxidante del organismo. La media de la actividad de SOD para el grupo no
expuesto fue de 77 U/mL mientras que para el grupo expuesto fue de 76.5 U/mL.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Waheed et al., (2017), quienes
tampoco observan diferencias al evaluar la actividad de esta enzima en 150
trabajadores con y sin exposicidbn ocupacional a plaguicidas. Se observé una
disminucién significativa de la actividad de SOD, de acuerdo con el nimero de
sintomas reportados, siendo aquellos que indicaron haber experimentado en
alguna ocasion, mas de seis sintomas, quienes presentaron la menor actividad
enzimatica, estos resultados podrian estar relacionados con el riesgo de
intoxicacion que presentan los fumigadores por no utilizar el equipamiento de

proteccion adecuado.

Con respecto a la actividad de GST, ésta fue menor en el grupo expuesto a
plaguicidas (447.1 U/mL), en comparacion al grupo no expuesto (458 U/mL),
aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Sin embargo, al
comparar la actividad de GST con el tiempo transcurrido desde la Gltima aplicacién
de los agroquimicos, se encontraron diferencias significativas en esta actividad,
aguellos fumigadores que reportaron que habian estado expuestos en un periodo
menor o igual a 7 dias previos a la toma de muestra sanguinea, la actividad
enzimatica fue mayor en comparacion con aquellos que manifestaron haber
utilizado estos contaminantes hacia mas de 7 dias (p = 0.02). La interpretacién de
estos resultados seria que, los sistemas antioxidantes se activan como respuesta
a una agresion, que en este caso seria la exposicién a plaguicidas, y por ello la
actividad enzimatica de GST se increment6. Sharma et al., (2013), reportaron un
aumento significativo en la actividad enzimética de GST en una poblacién expuesta

a plaguicidas organofosforados, organoclorados y piretroides, los autores
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comentan gque este incremento en la actividad de GST, es parte del proceso de

defensa celular, como consecuencia de la inhibicién de la actividad de AChE.

Los polimorfismos en los genes que codifican para enzimas antioxidantes son
utilizados como biomarcadores de susceptibilidad para poblaciones expuestas a
plaguicidas, por lo que en este estudio se evaluo el polimorfismo C47T en el gen
SOD2, de acuerdo a nuestros resultados, el alelo 47T tiene la mayor prevalencia
(67.5%), es importante resaltar que éste ésta relacionado con una actividad
enzimatica disminuida. Estos datos son similares a lo reportado por Echart, (2011),
quien evalué en una poblacion mexicana con y sin obesidad, detectando una
frecuencia para este alelo del 55%. No obstante la alta prevalencia del alelo de
riesgo, en nuestro estudio no se observo asociacion alguna entre la presencia de

este polimorfismo, y la actividad de SOD o los niveles de ADNmt circulante.

Para el polimorfismo A313G se ha atribuido una mayor actividad enzimética de
GSTPL1 en los portadores homocigotos (A/A) (Wei et al., 2013). La variante 313G
se ha asociado con una baja estabilidad térmica y una actividad catalitica alterada,
en respuesta a una variedad de sustratos comparado con la variante 313A.
Reportes en la literatura muestran que la actividad de GSTP1 se ve reducida en los
heterocigotos (A/G) y disminuida para aquellos con dos copias de G (G/G) (Al-
Harras et al., 2016). En nuestro estudio se encontrd una mayor prevalencia del alelo
313G (63%), similar a lo obtenido en varios grupos étnicos mexicanos, datos
reportados por Juarez-Veladzquez et al., (2010), quienes concluyen que la poblacion
mexicana tiene una alta frecuencia del alelo 313G comparado con otras
poblaciones (caucasica, asiatica y negros). En nuestro estudio este polimorfismo

no mostroé relacion con la actividad de GST vy el tipo de exposicién a los plaguicidas.

En estudios recientes se ha reportado que los insecticidas, herbicidas y acaricidas
tienen la capacidad de generar ROS, causando despolarizacion de la membrana
mitocondrial e inhibiendo a los complejos I, 1l y/o Il de la membrana mitocondrial,
esto conlleva a la activacion de la via intrinseca de la apoptosis (Roubicek y Souza-
Pinto, 2017), mediante la liberacion de moléculas activadoras como citocromo C y
Smac/DIABLO (Holley et al., 2011). Después de que la mitocondria sufre una
alteracion, diferentes moléculas o componentes celulares son liberados a la

circulacion general, entre ellos el ADNmt; por lo tanto, se ha postulado que la
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presencia de ADNmt circulante es una consecuencia de muerte celular (apoptosis
y/o necrosis), asi como también se ha relacionado con la activacion de la respuesta
inmune, es por ello, que éste es considerado como un biomarcador de dafio por la
exposicién a contaminantes ambientales. En nuestro estudio, se cuantificé el
fragmento de ADNmt-79, el cual esta relacionado con apoptosis y el fragmento de
ADNmMt-230, que se asocia con necrosis celular, en los dos grupos de estudio. Los
resultados mostraron diferencias significativas solo en los niveles de ADNmt-79,
entre el grupo expuesto a plaguicidas y el no expuesto. Aunado a lo anterior, la
integridad del ADNmt circulante fue determinada como la proporcion de fragmentos
(ADNmt-230/ADNmt-79), ésta fue menor en el grupo expuesto con respecto al no
expuesto, lo que indica que la poblacién que esta en contacto con plaguicidas, tiene
un mayor proceso apoptético, al contener una mayor presencia de ADNmt-79. En
cambio, el fragmento del ADNmt-230 no mostré relacion con la exposicién a
plaguicidas. Los niveles de ADNmt-79 mostraron una correlacion positiva con los
afios de exposicion laboral a los insecticidas y con el indice de exposicion
(exposicion moderada y exposicion alta). Estos resultados son similares a lo
reportado por Budnik et al., (2013), quienes evaluaron la exposicion a haloalcanos,
mostrando que los niveles de ADNmt-79 se incrementan con respecto al tiempo de
exposicidn, sugiriendo una asociacion entre este fragmento y la exposicion cronica
a estos contaminantes. Aun es dificil de comprender, el por qué se detectan niveles
altos de ADNmt circulante, no asi para el caso de los fragmentos cortos, ya que hay
suficiente evidencia que sugiere una asociacién entre los niveles altos de estos y la
muerte celular por apoptosis, en individuos expuestos a plaguicidas. Aunado a lo
anterior, los niveles altos de ADNmt-79 en circulacion, también se han relacionado
con la activacién de procesos inflamatorios, los cuales inducen procesos de muerte
celular programada, esto seria un argumento mas, del por qué se incrementa la

apoptosis (Fang et al., 2016).

De acuerdo con el tipo de plaguicida utilizado en la aplicacion mas reciente, se
observaron los niveles mas altos de ADNmt-79 en aquellos trabajadores que
emplearon aquellos del grupo de carbamatos y organofosforados, es importante
resaltar que reportes en la literatura, han evidenciado que estos plaguicidas inducen
estrés oxidativo y muerte celular por apoptosis (Burns et al., 2013). El historial de

exposicion referido como el numero de plaguicidas utilizados durante la vida laboral
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y la presencia de sintomas de intoxicacion, también mostraron una correlacion
positiva con los niveles circulantes del ADNmt-79, éstos fueron mayores en los
individuos que expresaron haber tenido signos de envenenamiento, en
comparacion con aquellos que no los presentaron o con el grupo no expuesto. Los
niveles de ADNmt circulante no se relacionaron con el IMC, la edad o con el

consumo de alcohol o cigarro en ambas poblaciones de estudio.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, sugieren que el establecer
estrategias para el buen uso y manejo de plaguicidas, el empleo de equipo de
proteccion adecuado y la adquisicidon de buenos habitos alimenticios en la poblacion
ocupacionalmente expuesta a estos contaminantes, podria disminuir el riesgo de
adquirir patologias asociadas a esta exposicion, al evitar y/o disminuir los niveles
altos de ADNmt-79 circulantes, dado a que éstos estuvieron relacionados con
variables como los afios de trabajo laboral con plaguicidas, tipo y nimero de estos
compuestos utilizados y la presencia de sintomas de intoxicacion. Finalmente,
estos resultados apoyan lo reportado por otros autores que proponen utilizar al

ADNmt como un biomarcador de efecto temprano, por la exposicién a plaguicidas.

Xl. CONCLUSIONES

e Las actividades enzimaticas de (AChE y BuChE) consideradas como
biomarcadores de exposicion a plaguicidas no mostraron diferencias
significativas entre los grupos de estudio, debido probablemente a la
capacidad de regeneracion de éstas, por lo que es conveniente colectar la
muestra sanguinea justo al término de la jornada laboral.

e La actividad de GST no mostr6 cambios significativos en fumigadores
expuestos a plaguicidas, aunque si hubo una asociacion con el tiempo
transcurrido con la Ultima aplicaciéon. La actividad de SOD se encontrd
disminuida en fumigadores que refirieron haber experimentado mas de 6
sintomas de intoxicacion.

e Los polimorfismos C47T y A313G mostraron una alta frecuencia de los alelos
asociados con riesgo de dafio oxidativo, en esta poblacion, pero no
correlacionaron con ninguna de las variables evaluadas (actividades

enzimaticas, exposicion a plaguicidas y los niveles de ADNmt circulante).
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Los niveles relativos del fragmento de ADNmt-79 mostré diferencias
significativas entre los grupos de estudio y los niveles circulantes de éste
correlacionaron positivamente con los afios de exposicion, indice de
exposicion, el tipo y nimero de plaguicidas utilizados, y la presencia de
sintomas de intoxicacion, no asi con la actividad enzimatica antioxidante, ni
con los polimorfismos en los genes SOD2 y GSTP1 de estas enzimas.

Los niveles relativos del fragmento de ADNmt-230 no mostré diferencias
significativas entre los grupos de estudio, asi como tampoco no hubo una
asociacion con la actividad y los polimorfismos en los genes SOD2 y GSTP1

o0 la exposicion a plaguicidas.

XIl. PERSPECTIVAS Y SUGERENCIAS

Evaluar la actividad y el polimorfismo de la misma enzima antioxidante antes
y después de la jornada laboral.

Cuantificar las concentraciones de plaguicidas en la poblacién de estudio.
Determinar el estrés oxidativo, para analizar su asociacién con los niveles
de las enzimas antioxidantes y ADNmt circulante.

Incluir el analisis de marcadores de inflamacion como citocinas inflamatorias,
para conocer la relacion del ADNmt circulante y la activacion de procesos
inflamatorios.

Los resultados obtenidos de los niveles relativos del fragmento de ADNmt-
79, podrian permitir establecer programas de monitoreo para los
fumigadores del Sector Salud, logrando identificar a aquellos individuos con

mayor riesgo laboral.
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ANEXOS

Anexo |. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

Laboratorio de Toxicologia y Salud Ambiental
Av. Lazaro Cardenas s/n. Ciudad Universitaria, Chilpancingo, Gro. C.P. 39070 Teléfono y Fax (01747) 47 25503

Pagina web www.uacgb-guerrero.org.mx Tel. 01 747 4716746

No.deFoIio\ \ \ ‘ ’ ‘ ‘

FECHA: HORA:

CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO: ACTIVIDAD Y POLIMORFISMOS EN SOD Y GST Y SU RELACION CON
ADNmt EN FUMIGADORES

Mediante este documento se le informa la naturaleza de este estudio de investigacion
toxicol6gica y cOmo sera su participacion, para que una vez que se haya resuelto todas sus
dudas, pueda de manera libre incluirse en el estudio. Al firmar este documento, doy mi
consentimiento para que me entreviste un miembro del personal del Laboratorio de
Toxicologia y Salud ambiental de la Facultad de Ciencias Quimico Biolégicas de la
Universidad Auténoma de Guerrero, ubicada en Av. Lazaro Cardenas S/N, Chilpancingo,
Gro. Entiendo que la entrevista aportara informacioén Gtil para interpretar los resultados que
se obtengan en los exdmenes de laboratorio que se me practicaran y también formara parte
de los resultados de un proyecto de Investigacion.

Entiendo que seré entrevistado, en los horarios que se me indiquen o que asi convengan,
se me haran unas preguntas familiares, personales y de salud. Entendiendo que se me
tomara una muestra de sangre por puncién venosa para los estudios de laboratorio. La
entrevista durara entre 10 y 20 minutos, también estoy enterado que el entrevistador (a)
puede ponerse en contacto conmigo en el futuro, a fin de obtener mas informacién. Fui
elegido para participar en este proyecto debido a que cubria todas las caracteristicas
evaluadas. Se me ha dicho que las respuestas a mis preguntas y demas informacion
obtenida no seran reveladas a nadie y que en ningun informe de este estudio se me
identificara jamas en forma alguna. Como compensacion por cualquier esfuerzo o molestia
relacionados con mi participacion en este estudio me seran proporcionados los resultados
de los analisis (Quimica sanguinea y Biometria hematica) sin costo alguno.

Entiendo que en caso de que tenga alguna pregunta acerca del estudio o sobre mis
derechos como participante, debo buscar al Dr. Gerardo Huerta Beristain, en el Laboratorio
de Toxicologia y Salud Ambiental de la Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de la
UAGro. Teléfono: 747-498-08-59.

Me han explicado que mi participacion es voluntaria, que no tiene costo alguno y que puedo
retirarme en el momento que asi lo decida, sin dar explicacion alguna y con derecho a
recibir los resultados de los andlisis que se me hayan practicado.
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Nombre y Firma del participante

Nombre y Firma de Testigo 1

Nombre y Firma del entrevistador (a)

Nombre y Firma de Testigo 2
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Anexo Il. Encuesta (Expuestos)

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

Laboratorio de Toxicologia y Salud Ambiental
Av. Lazaro Cardenas s/n. Ciudad Universitaria, Chilpancingo, Gro. C.P. 39070 Teléfono y Fax (01747) 47 25503

ACTIVIDAD Y POLIMORFISMOS DE SOD Y GST Y SU RELACION CON ADNmt EN
FUMIGADORES

Fecha: / / No. Folio:

Tipo de participante: Caso

I DATOS GENERALES

Nombre: Sexo:
Edad: afios meses
Presioén arterial: Sistolica Diastolica

Lugar de Nacimiento:

Direccion de residencia actual (Calle y Colonia):
Ciudad: Municipio: Estado:
Afos de residencia: Teléfono:

Si el tiempo de residencia es menor a 5 afos, escriba su direccién anterior

Calle y colonia

Ciudad: Municipio: Estado:

Talla: Peso: Estado civil:

Lugar de origen: Padre:

Madre:

Abuelos paternos:
Padre Madre

Abuelos maternos:
Padre Madre
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. CUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO

1.- ¢ A qué institucidn de salud esta afiliado?
a)ISSSTE b)Seguro popular c) IMSS d) Privado
2.- ¢, Cudl es su ocupacion u oficio?

3.- ¢, Cuanto gana quincenalmente?

4.- ¢ Cuantas personas dependen econémicamente de este ingreso?

No. De personas:

5.- ¢ Habla usted alguna lengua indigena (por ejemplo: tlapaneco, mixteco, nahuatl, etc.)?
Si  ¢Cudl?

No

6.- ¢, Qué grado de estudios tiene?

Primaria

Secundaria

Preparatoria o carrera técnica
Licenciatura

Estudios incompletos de:
Otros:

7.- La casa donde vive es:

a) Rentada b) Propia c¢) Otro

8.- ¢ Con que servicios cuenta su casa?

a) Agua b) Bafio o letrina c) Luz d) Drenaje
9.- ¢ De qué material es la vivienda?

Cemento

Madera

Adobe

Lamina de cartén

Lamina de metal

10.- ¢ De qué material es el techo de la vivienda?

Lamina de cartén

Lamina metalica

Lamina de asbesto

Teja

Concreto

11.- ;De qué material es el piso de la vivienda?

Madera

Tierra

Cemento o firme

Mosaico, u otro tipo de recubrimiento, especifique:
12.- ¢ Cuantos cuartos tienen su vivienda? Incluyendo bafio, sala/comedor, cocina.

¢ Cuantos focos tiene en su casa?

13.- ¢ Qué tipo de bafio tiene?

Al aire libre

Letrina seca

Fosa séptica

Bafio con drenaje

14.- ;Dénde acostumbran cocinar?

En una habitacién donde se convive o se duerme
Una habitacion independiente utilizada como cocina
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Al aire libre
15.- ¢, Cudl es el combustible que utiliza para cocinar?

Lefia, Carbon o madera

Residuos agricolas o de cultivo (rastrojo)
Electricidad

Gas

Otro (especifique):
16.- ¢ El agua que consume para beber es?

Agua potable

Agua de pozo

Agua de lluvia (en depdsito o cisterna)
Agua de arroyo, manantial u ojos de agua

Il CUESTIONARIO CONSUMO DE ALCOHOL
1.- ¢ Usted consume alcohol actualmente (cerveza, mezcal, vino, etc.)?

Si

No

2.- Si la respuesta es si ¢ Cuantos vasos de alcohol bebe en un dia normal? (Como una unidad de
alcohol tome en cuenta; una lata de cerveza, un vaso de vino, una copa de licor). Nimero de
unidades por dia:
3- Si la respuesta es que ha dejado de consumirlo. ¢Hace cuanto
tiempo?
4.- ¢ Cuantos dias a la semana consume alcohol?
Dias por semana:

5.- ¢ Qué tipo de alcohol consume?

Mezcal

Cerveza

Alcohol puro

Otro:

V. CUESTIONARIO DE TABAQUISMO

1.- ¢ Actualmente es fumador? Si No Nunca ha fumado
2.- Silarespuesta es si ¢ Desde cuando comenz6 afumar? __ /[ / (Mes y afio)
3.-Sies,ex—Fumador Si_ No__ Desdecuando: /[ (Mes y afio)

4.- ¢ Durante cuanto tiempo fue fumador?
5.- ¢ Cuantos cigarrillos consume al dia?
6.- ¢ Convive frecuentemente con personas fumadoras?

Si
No
V. CUESTIONARIO OCUPACION Y SALUD
1.- Ocupacion u oficio: Tiempo:
Si el tiempo que tiene es menor a cinco afios, sefiale a qué se dedicaba previamente y por cuanto
tiempo.
2.- ¢Actividad anterior? ¢, Tiempo?
3.- ¢, Su vivienda esta cerca de una parcela?
Si__ ¢Aquédistancia? No

4.- ¢ En su casa se aplican insecticidas?
Si_ ¢Cual?
No

5.- ¢De qué tipo?
6.- ¢ Quién los aplica?
7.- ¢, Cuando fue la ultima vez que lo aplicaron?
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VI. CUESTIONARIO DE USO DE PLAGUICIDAS

1.- ¢ Cuantos afios tiene aplicando (rociando) plaguicidas?

Afos:

Los aplica en:

() Parcela propia o rentada

Meses:
2.- ¢ Qué tipo de plaguicidas ha aplicado?

() Para el control de enfermedades transmitidas por vectores (como trabajador de la SSA)

() Casas, jardines, hospitales, escuelas (como empleado o propietario de un negocio)
3.- ¢, Cuando fue la dltima aplicacion de plaguicidas que realiz6? Fecha __ /
&Y qué tipo de plaguicida aplico?

I

4.- ¢ Cual fue la duracidn de su ultima aplicacién? Dias Horas Minutos

¢ Y cual fue la dosis aplicada?
5.- ¢De cuantas horas es su jornada laboral?

plaguicidas?

Y cuantas de ellas esta aplicando

7.- ¢Cuando utiliza estos productos, usa alguna proteccién? (guantes, mascarilla, ropa especial,

etc.)
Si
No

8.- Si la respuesta fue si, ¢ Qué tipo de proteccion usa?

() Guantes

( ) Mascarilla
() Overal

( ) Botas especiales
( ) Gafas

Otro:

¢ Utiliza ropa especial para aplicar los plaguicidas o es la misma que la de uso diario?
9.- ¢ Qué tratamiento da a su ropa para lavarla después de aplicar el plaguicida?

10.- ¢ Ha presentado alguna manifestacion de intoxicacion durante y/o después de la fumigacién de

los plaguicidas?

Si
No

11.- ¢Cuantas veces tuvo los siguientes sintomas ocurridos durante o después del trabajo en los
ltimos 12 meses?

Sintomas/Incidencia

Casi
siempre

Frecuentemente

Esporadico

Casi
nunca

Nunca

,Cuando ocurrio
por primera vez?

Dolor de cabeza

Mareo

Irritacion de las  vias
respiratorias/ Tos

Dificultad para respirar

Irritacion de la mucosa (Picor
ocular, rinitis, estomatitis)

Irritacion de la piel

Nausea

Calambres

Trastornos de concentracion

Diarrea, calambres
abdominales

Debilidad, fatiga

Convulsiones

Alteracion de la memoria

Opresion en el pecho, disnea

Inestabilidad emocional

Trastornos del habla

Desorden del suefio

Trastornos del equilibrio,
caminar desequilibrado
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Temblores

Pérdida del apetito

VILI.

12.- ¢ Padece alguna de las siguientes enfermedades? :
Artritis

Enfermedad reumética

Asma____

Cancer____

Diabetes_

Enfermedad del rifidén

Enfermedad del higado

Enfermedad de Parkinson__
Nerviosismo___

Ansiedad

Epilepsia

Otra condicion cronica___

13.- ¢ Desde hace cuanto tiempo la padece?

14.- ¢ Sigue algun tratamiento?
Si

No

15.- ¢ Qué medicamentos toma?
¢ Cual? ¢Hoy lo consumié?

16.- ¢ Toma algun otro medicamento adicional?

CUESTIONARIO COMPLEMENTARIO DE NUTRICION

1.- ¢ Consume frutas y verduras?

Si

No
2.- ¢ Cudles?
3.- Indique ¢ Cuéntas porciones consume en dias a la semana?:

Carnes:

Lacteos:

Fruta:

Verdura:

Cereales:
4.- ; Consume vitaminicos y/o suplementos?

Si

No
5.- ¢ Cuales ?

6.- ¢ Usted consume frecuentemente los siguientes alimentos? (= a 3 veces por semana)
Arédndanos
Granada
Fresa
7.- ¢ Tiene alguna dieta especial o tratamiento para bajar de peso? ¢ En qué consiste?
Si
No
Dieta:
Tratamiento:
8.- ¢ Realiza ejercicio?
Si
No
9.- ¢ Cuantas horas al dia?:
10.- ¢, Qué tipo de ejercicio realiza?

VIII. ANTECEDENTES FAMILIARES

1.- ¢ Su papa vive?
Si ¢ Presenta alguna enfermedad?
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No Por enfermedad: ¢, Cual?

2.- ¢ Su mama vive?
Si ¢ Presenta alguna enfermedad?
No Por enfermedad: ¢ Cudl?

3. ¢Alguno de sus hermanos, hermanas o familiar cercano padece alguna enfermedad
actualmente? ¢ Quién? Cudl?
4.- ¢ Antecedentes familiares de diabetes?

Si

No

Parentesco:

5.- ¢ Antecedentes familiares de Cancer?

Si

No

¢,De qué tipo?
Parentesco:
Medidas antropométricas:
Circunferencia de cintura:
Circunferencia de cadera:
Circunferencia de brazo:
Circunferencia de mufieca:
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Anexo lll. Encuesta (No expuestos)

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

Laboratorio de Toxicologia y Salud Ambiental
Av. Lazaro Cardenas s/n. Ciudad Universitaria, Chilpancingo, Gro. C.P. 39070 Teléfono y Fax (01747) 47 25503

ACTIVIDAD Y POLIMORFISMOS DE SOD Y GST Y SU RELACION CON ADNmt EN
FUMIGADORES

Fecha: / / No. Folio:

Tipo de participante: No expuesto

I DATOS GENERALES

Nombre: Sexo:
Edad: afios meses
Presioén arterial: Sistolica Diastolica

Lugar de Nacimiento:

Direccion de residencia actual (Calle y Colonia):
Ciudad: Municipio: Estado:
Afos de residencia: Teléfono:

Si el tiempo de residencia es menor a 5 afos, escriba su direccién anterior

Calle y colonia

Ciudad: Municipio: Estado:

Talla: Peso: Estado civil:

Lugar de origen: Padre:

Madre:

Abuelos paternos:
Padre Madre

Abuelos maternos:
Padre Madre
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Il CUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO

1.- ¢ A qué institucion de salud esta afiliado?
a)ISSSTE b)Seguro popular c¢) IMSS d) Privado

2.- ¢, Cuanto gana quincenalmente?

3.- ¢ Cuantas personas dependen econdmicamente de este ingreso?

No. De personas:

4.- ¢ Habla usted alguna lengua indigena (por ejemplo: tlapaneco, mixteco, nahuatl, etc.)?
Si  ¢Cudl?

No

5.- ¢ Qué grado de estudios tiene?

Primaria

Secundaria

Preparatoria o carrera técnica
Licenciatura

Estudios incompletos de:
Otros:

6.- La casa donde vive es:

a) Rentada b) Propia c) Otro

7.- ¢,Con que servicios cuenta su casa?

a) Agua b) Bafio o letrina c) Luz d) Drenaje
8.- ¢ De qué material es la vivienda?

Cemento

Madera

Adobe

Lamina de cartén

Lamina de metal

9.- ¢ De qué material es el techo de la vivienda?

Lamina de cartén

Lamina metalica

Lamina de asbesto

Teja

Concreto

10.- ¢ De qué material es el piso de la vivienda?

Madera

Tierra

Cemento o firme

Mosaico, u otro tipo de recubrimiento, especifique:
11.- ¢ Cuantos cuartos tienen su vivienda? Incluyendo bafio, sala/comedor, cocina.

¢ Cuantos focos tiene en su casa?

12.- ;Qué tipo de bafio tiene?

Al aire libre

Letrina seca

Fosa séptica

Bafio con drenaje

13.- ¢ Dénde acostumbran cocinar?

En una habitacién donde se convive o se duerme
Una habitacion independiente utilizada como cocina
Al aire libre

14.- ¢ Cudl es el combustible que utiliza para cocinar?
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Lefia, Carbén o madera

Residuos agricolas o de cultivo (rastrojo)
Electricidad

Gas

Otro (especifique):
15.- ¢ El agua que consume para beber es?

Agua potable

Agua de pozo

Agua de lluvia (en deposito o cisterna)
Agua de arroyo, manantial u ojos de agua

Il CUESTIONARIO ALCOHOL
1.- ¢ Usted consume alcohol actualmente (cerveza, mezcal, vino, etc.)?

Si

No

2.- Si la respuesta es si ¢ Cuantos vasos de alcohol bebe en un dia normal? (Como una unidad de
alcohol tome en cuenta; una lata de cerveza, un vaso de vino, una copa de licor). Nimero de
unidades por dia:
3- Si la respuesta es que ha dejado de consumirlo. ¢Hace cuanto
tiempo?
4.- ; Cuantos dias a la semana consume alcohol?
Dias por semana:

5.- ¢ Qué tipo de alcohol consume?

Mezcal

Cerveza

Alcohol puro
Otro:

V. CUESTIONARIO TABAQUISMO

1.- ¢ Actualmente es fumador? Si No Nunca ha fumado
2.- Silarespuesta es si ¢ Desde cuando comenzé a fumar? /| |/ (Mes y afio)
3.-Sies,ex—Fumador Si_ No__ Desdecuando: /[ (Mes y afio)

4.- ¢ Durante cuanto tiempo fue fumador?
5.- ¢, Cuantos cigarrillos consume al dia?
6.- ¢ Convive frecuentemente con personas fumadoras?
Si
No

V. CUESTIONARIO OCUPACION Y SALUD
1.- Ocupacién u oficio:
2.- ¢ Tiempo que tiene en esta actividad?
Si el tiempo que tiene es menor a cinco afios, sefiale a qué se dedicaba previamente y por cuanto
tiempo.
3.- ¢Actividad anterior? ¢, Tiempo?
4.- ¢ En su trabajo maneja sustancias toxicas como solventes, plaguicidas?
Si Especifique:
No
5.- ¢, Su vivienda esta cerca de una parcela?
Si_ ¢Aqué distancia? No
6.- ¢ En su casa se aplican insecticidas?
Si_ ¢Cual?
No
7.- ¢De qué tipo?
8.- ¢, Quién los aplica?
9.- ¢ Cuando fue la ultima vez que lo aplicaron?
10.- ¢Alguna vez ha tenido una experiencia de intoxicacion por plaguicidas o cualquier otra
sustancia?
Si___ Especifique:
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VI.

No

11.- ¢ Padece alguna de las siguientes enfermedades? :
Artritis

Enfermedad reumética

Asma____

Cancer____

Diabetes_

Enfermedad del rifién

Enfermedad del higado

Enfermedad de Parkinson___
Nerviosismo___

Ansiedad

Epilepsia

Otra condicién cronica_

12.- ¢ Desde hace cuanto tiempo la padece?

13.- ¢ Sigue algun tratamiento?

Si

No

14.- ¢ Qué medicamentos toma?

¢S Cual? ¢Hoy lo consumié?

15.- ¢ Toma alguin otro medicamento adicional?
CUESTIONARIO COMPLEMENTARIO DE NUTRICION

1.- ¢ Consume frutas y verduras?

Si

No
2.- ¢ Cudles?
3.- Indique ¢ Cuantas porciones consume en dias a la semana?:

Carnes:

Lacteos:

Fruta:

Verdura:

Cereales:
4.- ¢ Consume vitaminicos y/o suplementos?

Si

No
5.- ¢ Cudles ?

6.- ¢ Usted consume frecuentemente los siguientes alimentos? (= a 3 veces por semana)
Arandanos
Granada
Fresa
7.- ¢ Tiene alguna dieta especial o tratamiento para bajar de peso? ¢En qué consiste?
Si
No
Dieta:
Tratamiento:
8.- ¢ Realiza ejercicio?
Si
No
9.- ¢ Cuantas horas al dia?:
10.- ¢ Qué tipo de ejercicio realiza?

VII. ANTECEDENTES FAMILIARES
1.- ¢ Su papé vive?
Si ¢ Presenta alguna enfermedad?
No Por enfermedad: ¢, Cual?

2.- ¢ Su mama vive?
Si ¢ Presenta alguna enfermedad?
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No Por enfermedad: ¢Cual?
3. ¢Alguno de sus hermanos, hermanas o familiar cercano padece alguna enfermedad
actualmente? ¢, Quién? ¢, Cudl?

4.- ; Antecedentes familiares de diabetes?

Si

No

Parentesco:

5.- ¢ Antecedentes familiares de Cancer?

Si

No

¢,De qué tipo?
Parentesco:
Medidas antropométricas:

Circunferencia de cintura:
Circunferencia de cadera:
Circunferencia de brazo:
Circunferencia de mufeca:
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Anexo IV. Purificacién de ADN a partir de sangre o fluidos corporales (Protocolo de
centrifugacion).
Procedimiento

1. Pipetear 20 uL proteasa QIAGEN (o proteinasa K) en el fondo de un tubo de microcentrifuga de
1,5mL.

2. Afadir 200 puL de muestra al tubo de microcentrifuga. Utilice un maximo de 200 uL de sangre
entera, plasma, suero, capa leucocitaria, o fluidos corporales, o hasta 5 x 10° linfocitos en 200 pL
de PBS.

3. Afiadir 200 pL de buffer AL a la muestra. Mezcle en un vértex durante 15 s. Para asegurar la lisis
eficiente, es esencial que la muestra y buffer AL se mezclan a fondo para obtener una solucién
homogénea.

4. Incubar a 56 ° C durante 10 min. Rendimiento de ADN alcanza un maximo después de la lisis
durante 10 minutos a 56 ° C. Tiempos de incubacién mas largos no tienen ningin efecto sobre el
rendimiento o la calidad del ADN purificado.

5. Centrifugar brevemente el tubo de microcentrifuga de 1,5 mL para retirar las gotas desde el interior
de la tapa.

6. Afiadir 200 pL de etanol (96-100%) a la muestra, y mezclar de nuevo por un vortex durante 15 s.
Después de mezclar, centrifugar brevemente el tubo de microcentrifuga de 1,5 mL para retirar las
gotas desde el interior de la tapa. Si el volumen de la muestra es mayor que 200 uL, aumentar la
cantidad de etanol proporcionalmente; por ejemplo, una muestra de 400 uL requerira 400 pL de
etanol.

7. Apligue con cuidado la mezcla de la etapa 6 a la columna de centrifugacion QIAamp Mini (en un
tubo colector de 2 mL) sin mojar el borde. Cierre la tapa, y se centrifuga a 6000 x g (8000 rpm)
durante 1 minuto. Colocar la columna de centrifugacién QIAamp Mini en un tubo colector limpio de
2 ml (suministrado), y desechar el tubo que contiene el filtrado. *

8. Abrir con cuidado la columna de centrifugacion QlAamp Mini y afiadir 500 pL de buffer AW1 sin
mojar el borde. Cierre la tapa y centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 minuto. Colocar la
columna de centrifugacion QIAamp Mini en un tubo limpio colector de 2 mL (suministrado), y
desechar el tubo colector que contiene el filtrado.*

No es necesario aumentar el volumen de buffer AW1 si el volumen de muestra original es mayor de
200 pL.

* Flujo continuo contiene Buffer AL o Buffer AW1 y por lo tanto no es compatible con lejia. Consulte
la pagina 6 para obtener informacion de seguridad.

9. Se abre cuidadosamente la columna de centrifugacion QlAamp Mini y afiadir 500 uL de buffer
AW?2 sin mojar el borde. Cierre la tapa y centrifugar a toda velocidad (20.000 x g; 14.000 rpm)
durante 3 min.

10. Recomendaciones: Colocar la columna de centrifugacion QIAamp Mini en un nuevo tubo colector
de 2 mL (no incluido) y desechar el tubo colector viejo con el filtrado. Centrifugar a toda velocidad
durante 1 minuto. Este paso ayuda a eliminar la posibilidad de un posible traspaso Buffer AW2.

11. Colocar la columna de centrifugacién QlAamp Mini en un tubo limpio de microcentrifuga de 1,5
mL (no incluido), y desechar el tubo colector que contiene el filtrado. Se abre cuidadosamente la
columna de centrifugacion QlAamp Mini y se afiade 200 pL de buffer AE o agua destilada. Se incuba
a temperatura ambiente (15-25 ° C) durante 1 min, y luego centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) durante
1 min.
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Anexo V. Protocolo para la extraccién de ADN mediante la técnica rapida no enzimatica en
muestras de sangre periférica.

1.- Transferir 700 pL de sangre periférica en un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL.

2.- Adicionar 700 pL de buffer TKM1y 22 pL de triton 100X, agitar en vortex hasta disolucion total.
3.- Centrifugar a 3500 rpm 5 min, a temperatura ambiente y desechar el sobrenadante.

4.- Repetir los pasos 2 y 3 hasta observar el botén blanco o libre de hemoglobina.

5.- Adicionar 700 pL de buffer TKML1.

6.- Centrifugar a 3500 rpm por 5 min a temperatura ambiente y desechar el sobrenadante.

7.- Resuspender el botén en 120 uL de buffer TMK2 y adicionar 15 yL de SDS al 10%, resuspender
totalmente e incubar durante 0 min a 65 °C o hasta digestion total.

8.- Agregar 60 pL de NaCl 5M, resuspender por agitacion suave (por inversion).
9.- Centrifugar a 12000 rpm por 5 min a temperatura ambiente.

10.- Recuperar el sobrenadante que contiene el ADN en un tubo eppendorf estéril y desechar el
precipitado proteico.

11.- Agregar dos volumenes de etanol absoluto frio y varias veces invertir suavemente el tubo hasta
gue el ADN se precipite.

12.- Centrifugar a 3500 rpm a 4°C por 5 min y decantar el exceso de etanol y agregar 400 uL de
etanol al 70% frio.

13.- Centrifugar a 3500 rpm a 4°C por 5 min y decantar el exceso de etanol y secar al vacio.
14.- Resuspender el ADN con 100 pL de agua desionizada estéril.
Cuantificacion de ADN

Antes de cuantificar se debe hidratar muy bien la muestra. Posteriormente realizar una dilucién de
la muestra (2:200), 2 uL de la muestra 'y 198 uL de agua desionizada.
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Anexo VI. Estandarizacién de la qPCR para cuantificar los niveles de ADNmt circulante.

Con el objetivo de lograr cuantificar los niveles de ADNmt circulante a partir de suero en
individuos expuestos y no expuestos a plaguicidas, primero se estandarizaron las
condiciones de amplificacion mediante PCR de punto final para cada fragmento que sera
utilizado en la gPCR. Para estos ensayos de PCR se utiliz6 ADN genémico (ADNg) ya que
el ADN circulante extraido a partir de suero es muy escaso, probando con concentraciones
de 100 y 120 ng de ADNg.

Los fragmentos de ADNmt son dos: ADNmt de 79pb y ADNmt de 230pb, el tercer fragmento
pertenece al gen GAPDH con 123pb que se utiliza como control endbgeno.

Para el primer fragmento de ADNmt de 79pb se realizaron curvas de temperatura en el
rango de 50 a 62 °C, logrando amplificar este fragmento a la temperatura de 54.2 °C como
se muestra en la Figura A.

Figura A. Curva de temperatura para el fragmento de ADNmt de 79pb. La electroforesis se
realizé en un gel de agarosa al 3.5%, en el carril 1 se observa el fragmento de ADNmt de 79pb a la
temperatura de 54.2 ° C, en el carril 2-3, 5-6 se probaron las temperaturas de 56, 58, 60y 62 ° C
respectivamente, en el carril 4 y 7 se coloc6 el marcador de peso molecular de 10 a 300pb y de
50pb, el carril 8 es el control negativo.

También se realizé una curva de concentracion de magnesio (0.5uL a 2.5uL), amplificando
solo a la concentracién de 2uL (25mM) de MgCl; como se observa en la Figura B.

1 2 3 degbambogly 8

300 pb
200
150
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75
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Figura B. Curva de concentracién de MgCl, para el fragmento de ADNmt de 79pb. La
electroforesis se realizé en un gel de agarosa al 4%, en el carril 1, 3, 5-8 se probaron los volumenes
de 25,1.8,1.6,1.4,1.2y 1.1 uL de MgCl: en el carril 2 se probé un volumen de 2uL (25 mM de
MgCl2) y en el carril 4 se coloc6 el marcador de peso molecular de 10 a 300pb.
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Muchas han sido las modificaciones a la mezcla de PCR desde la concentracion de ADN,
MgCl,, concentracidon de dNTPs e iniciadores, finalmente la mezcla de PCR utilizada en
estas reacciones se estandarizo de la siguiente manera:

-  DNA molde ................ 2.5uL
- TaqbufferKCI ............. 25uL
- Taq buffer (NH4)2S04 2.5 uL
- DNTPs ...ccevenneiis 25l
- MgCI2 . 2 uL
- TaqgPol ................. 25uL
- l.sentido............... 2 uL
- |. Antisentido ........... 2 uL
- Agua................ 6.5 uL
Utilizando el siguiente programa de amplificacion durante 40 ciclos:
- Desnaturalizacion inicial ....... 95 °C - 1 minuto
- Desnaturalizacion ........... 95 °C X 30 segundos
- Alineamiento ....... 54.2°C, 60°C X 30 segundos
- Extension ...l 72°C X 1 minuto
- Extensién Final ................ 72 °C X 5 minutos

Después de estandarizar el fragmento de ADNmt-79, se cambiaron las condiciones de
mezcla y ciclaje ya que se adquiri6 un master mix para PCR convencional. Para el gen
GAPDH el cual sera utilizado como control enddégeno en la gPCR se esta realizando la
estandarizacion de un fragmento de 123pb para ello se han probado gradientes de
temperatura de 50 a 70 °C logrando amplificar el fragmento a temperaturas de 60.6 y 60.9
°C como se muestra en las Figuras C y D, aunque estos aun presentan bandas
inespecificas por lo que es necesario seguir ajustando la temperatura hasta obtener sola
una banda.

FiguraCy D. Curva de temperatura para el fragmento de GAPDH de 123pb. C) La electroforesis
se realizd en un gel de agarosa al 5%, en el carril 7y 8 se probaron las temperaturas de 60.6 y 60.9
° C, y las concentraciones de 0.3 y 0.6 uM para los iniciadores, en el carril 4 se colocé el marcador
de peso molecular de 10 a 300pb. D) El gel de agarosa estaba a una concentracion del 5%, en el
carril 7 se prob6 la temperatura de 60.9 ° C y en el carril 4 se colocé el marcador de peso molecular
de 10 a 300pb.

Después de estandarizar el fragmento de ADNmt-79, se cambiaron las condiciones de
mezcla y ciclaje ya que se adquiri6 un master mix para PCR convencional, como se
muestra a continuacion:
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- ADN molde ................ 4.2 uL

- Master Mix .............. 12.5 yL
- l.sentido................... 2 uL
- |. Antisentido............... 2 uL
- Agua ... 4.3 uL

Utilizando el siguiente programa de amplificacion durante 40 ciclos:

- Desnaturalizacion inicial ....... 95 °C - 4 minuto

- *Desnaturalizacion ........... 95 °C X 30 segundos
- *Alineamiento ....... 60°C X 30 segundos

- *Extension ..............oooeinnnn. 72 °C X 1 minuto
- Extensién Final ................ 72 °C X 5 minutos

* Por 40 ciclos.

Continuando con el gen GAPDH se probé a la temperatura de 60.6 y 60.9 °C, como se
muestra en la figura E y F.

Figura Ey F. Curva de temperatura para el fragmento de GAPDH de 123pb y ADNmt-230. E)
La electroforesis se realiz6 en un gel de agarosa al 5%, en el carril 8 se prob6 la temperatura de
60.6°C, para el gen GAPDH, en el carril 4 se colocé el marcador de peso molecular de 10 a 300pb.
F) El gel de agarosa estaba a una concentracion del 5%, del carril 1-3, 5-7 se probd la temperatura
de 50.1,51.8,54.1,56.7,58.8 y 59.9°C para el gen ADNmt-230, en el carril 8 se prob6 la temperatura
de 60.9 °C para el gen GAPDH y en el carril 4 se colocé el marcador de peso molecular de 10 a
300pb.

En la figura F también se muestra la curva de temperatura realizada para el fragmento
ADNmMt-230 de 50.1 a 60.0°C, en estas nuevas condiciones de PCR la mezcla tenia una
concentracion de 400 uM de DNTP’s y 4 mM de Mg?*.

Con estas condiciones obtenidas de la PCR convencional se disefié un experimento para
gPCR con 8 reacciones que incluian a los tres genes con ADNg y ADNc a una
concentracion de 100 ng y una temperatura de alineamiento a 60°C los resultados se
observan en la figura G.
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Amplification Plot
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Figura G. Ensayo de qPCR para ADNmt. Se muestra la grafica de amplificacion del ensayo nimero
7, no se observa amplificacién en ninguna de las muestras analizadas.

Con resultados negativos en la gPCR realizada en el equipo de tiempo real 7500 de Applied
Biosystems, se corrieron en un gel de agarosa al 5% los productos de este ensayo,
mostrados en la figura H.

Figura H. Resultados del experimento para qPCR. La electroforesis se realizé en un gel de
agarosa al 5%, en el carril 1 y 2 corresponde al gen GAPDH (123pb), en ADNg y ADNc
respectivamente, el carril 3 y 5 corresponde al fragmento de ADNmt de 79 pb en ADNg y ADNc
respetivamente, del carril 6 — 8 corresponde al fragmento de ADNmt- 230 pb para ADNg, ADNc y
ADNg respectivamente, en el carril 4 se colocé el marcador de peso molecular de 10 a 300pb.

El experimento se repitié pero ahora utilizando un equipo de tiempo real diferente (PikoReal
96) disminuyendo la cantidad de ADN (25ng), utilizando ADNg y realizando una curva de
iniciadores con una dilucion 1:10, ver figura I.
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Figura I. Resultados del experimento para gPCR. Se muestra la gréafica de amplificacion para los

tres fragmentos la flecha verde corresponde al fragmento de 230pb, la flecha naranja el fragmento

de 79pb y la flecha roja sefiala al fragmento de 123pb para el gen de referencia GAPDH.

Con los resultados obtenidos de este experimento se establecié la concentracion final en
la reaccion de iniciadores a 0.2 uM, ya que solo a esta concentracion se observo

amplificacion.

Posteriormente para la validacion de los experimentos de gPCR se procedi6 a realizar una
curva de concentracién de ADN de 4 puntos (25, 12.5, 6.25 y 3.125 ng de ADNc).

La grafica de validacion para el gen de referencia GAPDH se muestra en la figura J.

y =-4.1773x + 25.928

R?=0.9941

315 4
31 -
30.5 -

30 A

No
[0 ]

-1.40 -1.20

-1.00

-0.80

-0.60
log| ]

-0.40

-0.20

0.00

Figura J. Grafica de validacion para GAPDH. Se muestra la relaciéon del logaritmo de la
concentracion de ADNc contra el valor de Ct. Los puntos corresponden a las concentraciones de

6.2, 12.5y 25 ng de ADNc.

La grafica de validacion del fragmento de ADNmt de 79 pb se muestra en la figura K.

27 A
26.5 -
26 -
25.5 ~
25 -
& 245 -
24 -
23.5 ~
23 -
22.5 ~
22

y =-6.9594x + 32.09
R%=0.9858

0.00 0.20

0.40

0.60

0.80
Log[]

1.00

1.20

1.40

1.60

Figura K. Grafica de validacion para ADNmt-79. Se muestra la relacion del logaritmo de la
concentracion de ADNc contra el valor de Ct. Los puntos corresponden a las concentraciones de

6.2, 12.5y 25 ng de ADNCc.
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La grafica de validacion para el fragmento de ADNmt de 230 pb se muestra en la figura L.
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Figura L. Grafica de validacion para ADNmt-230. Se muestra el logaritmo de la concentracién de
ADNCc sobre el valor del Ct. Los puntos corresponden a las concentraciones de 6.2, 12.5y 25 ng de
ADNC.

Las graficas de validacion entre el gen de referencia GAPDH y los genes de interés
(ADNmt-79, 230) se muestran en la figura M.
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Figura M. Grafica de validacion entre el gen de referencia y de interés. Se muestra el logaritmo
de la concentracion de ADNc sobre la diferencia del Ct del control de interés menos el Ct del gen de
referencia.

Finalmente para comprobar la especificidad de los fragmentos de interés se realiz6 una
curva de fusién de 60 a 95°C al final del programa de ciclaje, una imagen representativa
se muestra en la figura N.
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Figura N. Curva de Fusién. Se muestran las curvas de fusién para los tres productos de gPCR
utilizados en el ensayo, no se observan productos inespecificos.
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Anexo VII. Historial de sintomas de intoxicaciéon en los fumigadores.

Sintomas

Expuestos n=51 (%)

Irritacion de la mucosa (picor ocular, rinitis,

estomatitis).

Dolor de cabeza.

Irritacion de las vias respiratorias.

Mareo.

Irritacion de la piel.

Debilidad, fatiga.

Desorden del suefio.
Dificultad para respirar.

Nausea.

Opresion en el pecho, disnea.

Calambre.

Trastornos de la concentracion.
Inestabilidad emocional.

Diarrea, calambres abdominales.
Alteracion de la memoria.
Pérdida del apetito.

Trastornos del

desequilibrado.
Temblores.
Convulsiones.

equilibrio,

caminar

29 (59.18)

17 (34.69)
14 (28.57)
14 (28.57)
12 (24.49)
11 (22.45)

7 (14.29)
7 (14.29)
6 (12.24)
6 (12.24)
5 (10.20)
5 (10.20)
4 (8.16)
2 (4.08)
2 (4.08)
2 (4.08)
2 (4.08)

2 (4.08)
1(2.01)

Anexo VIII. indice de exposicién calculado en los fumigadores.

Variables

Categoria de
referencia

Categorias (puntaje asignado)

1.- Afos de trabajo.

2.- Nimero de
plaguicidas.

3.- Tipo de
plaguicida utilizado.
4.- Periodo de
aplicacion mas
reciente.

5.- Cantidad
aplicada.

6.- Uso de material
de proteccién.

7.- Numero de
material de
proteccién.

8.- Presencia de
sintomas de
intoxicacion.

<1 -5 afos

1)

1 - 3 plaguicidas

1)
Bioplaguicida

1)

<7 dias

1)

1 -5 Litros
1)
Si
1)
1 - 2 equipos
1)

No
(1)

2 6 afnos

(2)

2 4 plaguicidas

(2)

Carbamato

(2)

> 7 dias

()

6 — 20 Litros
)
No

)
3 — 4 equipos
)

Si
()

Organofosforado

®3)

2 30 Litros
3

= 5 equipos

®3)

Mezcla

(4)
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