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RESUMEN

Los plaguicidas son una de las familias de productos quimicos mas ampliamente empleadas
por el hombre, con diferentes efectos sobre la salud, los cuales pueden variar segun la
capacidad individual para metabolizarlos. Las enzimas glutation transferasas vy
paraoxonasas constituyen sistemas importantes involucrados en el metabolismo y la
desintoxicacién del organismo; sin embargo, la presencia de variantes genéticas podria
modificar la capacidad detoxificadora repercutiendo en el estado de salud de los individuos.
En el presente estudio se evaluaron polimorfismos de los genes GSTM1, GSTT1, GSTP1y
PON-1, en 189 personas del cantdn Calvas, provincia de Loja — Ecuador, 121 expuestas a
plaguicidas y 68 no expuestos, mediante PCR multiplex, PCR-RFLPs y PCR—-secuenciacion
para el genotipado. Las frecuencias de los alelos nulos para GSTM1 y GSTT1 en la
poblacion general fue de 44,97 % y 48,51 %, respectivamente, y del polimorfismo lle105Val
GSTPL1 se encontré como alelo mas frecuente a Val con un 62,28 % y el alelo lle con 37,71
%. De los polimorfismos analizados en el gen PON1 se encontraron las siguientes
frecuencias: Leu55Met 92,3 % para el alelo Leu y 7,7 % para Met, GIn192Arg presento
47,61 % para el alelo GIn y 57,67 % para Arg. Las frecuencias encontradas tanto para el
grupo expuesto como para el no expuesto a plaguicidas no presentaron diferencias
estadisticas significativas. En las personas expuestas a pesticidas se encontr6 un mayor
porcentaje de obesidad en individuos con el alelo nulo de GSTM1, mientras que el alelo
nulo de GSTT1 se relacioné con niveles bajos de ICC y niveles altos de HDL en poblacion
no expuesta a pesticidas. El alelo Met del polimorfismo Leu55Met del gen PON1 mostro
relacion con niveles altos de HDL, y en hombres se encontré relacion de este alelo con
valores significativamente mas bajos de las enzimas hepéticas TGO, TGP y GGT en
poblacién no expuesta; en el mismo sentido, el alelo Arg del polimorfismo GIn192Arg mostro

relacion con valores mas bajos de colesterol, HDL y lipidos totales en poblacién general.

PALABRAS CLAVE: Plaguicidas, polimorfismos, GSTM1, GSTT1, GSTP1, PON-1.



ABSTRACT

ABSTRACT

Pesticides are one of the most widely used chemicals used by humans, with different health
effects which may vary depending on the individual ability to metabolize them. The enzymes
glutathione transferases and paraoxonases are important systems involved in the
metabolism and detoxification of the organism. However, the presence of genetic variants
could modify the detoxication capacity affecting the health of individuals. In the present study
were evaluated polymorphisms of genes GSTM1, GSTT1, GSTP1 and PON-1, in 189
individuals from the town of Calvas, province of Loja — Ecuador; 121 exposed to pesticides
and 68 not exposed, by Multiplex PCR, PCR-RFLPs and PCR- sequencing for genotypes.

The frequencies of the null alleles for GSTM1 and GSTTL1 in the general population was
4497 % and 48.51 % respectively, the polymorphism llel05Val GSTP1 was found as a
more frequent allele to Val with 62.28 % and the lle allele with 37.71 %. The following
frequencies were found in the polymorphisms analyzed in the gene PON1: Leu55Met 92.3
% for the allele Leu and 7.7 % for Met, GIn192Arg presented 47.61 % for the allele GIn and
57.67% for Arg. The frequencies found for both, the exposed and non-pesticide groups
showed no significant statistical differences. In people exposed to pesticides, a higher
percentage of obesity was found in individuals with the null allele of GSTM1, while the null
allele of GSTT1 was related to low levels of ICC and high levels of HDL in the population not
exposed to pesticides. The allele Met of the polymorphism Leu55Met gene PON1 showed
relationship with high levels of HDL, and in men was found relationship of this allele with
significantly lower levels of liver enzymes TGO, TGP and GGT in the population not
exposed. At the same time, the Arg allele of GIn192Arg polymorphism showed a
relationship with lower cholesterol, HDL and normal lipid profile values in the general

population.

KEY WORDS: Pesticides, polymorphisms, GSTM1, GSTT1, GSTP1, PON-1.



INTRODUCCION

Los plaguicidas son unos de los quimicos toxicos utilizados en la agricultura y el hecho de
gue estos sean empleados en mezclas o simultAineamente con otros compuestos, hace que
puedan tener diferentes efectos genotoxicos, aditivos, sinérgicos y potenciadores; ademas
de tener accibn mutagénica, también pueden estimular una accién carcinogénica y
teratogénica. La variedad de complicaciones genotdxicas que pueden originarse depende
de varios factores, dentro de los cuales se incluyen el ingrediente activo del compuesto, las
impurezas, la ruta de absorcion, los metabolitos originados, la duracion y frecuencia de la

exposicion y la acumulacion del plaguicida en diferentes tejidos (Lecourtois, 2013).

Los sistemas enzimaticos implicados en el metabolismo de xenobidticos se agrupan en
enzimas de fase | y Il. Las enzimas de fase | se encargan de crear grupos polares a través
de reacciones de oxidacion, reduccién o hidrolisis, que en su mayoria son llevadas a cabo
por las enzimas incluidas en membranas microsomales, denominadas citocromo P450, asi
como también las enzimas paraoxonasas y reductasas (Rodriguez y Rodeiro, 2014). Las
enzimas de fase Il catalizan reacciones en las que los grupos polares existentes en los
xenobibticos o en sus metabolitos de fase | experimentan procesos de conjugacion con
moléculas enddgenas de elevada polaridad como &cido glucurdnico, glutation o sulfatos, de
las cuales destacan Glutation S-transferasa, UDP-glucuroniltransferasa, sulfotransferasa,
acetiltransferasa, metiltransferasa, entre otras. Tanto las enzimas de fase | como las de fase
Il tienen por objeto aumentar la hidrosolubilidad de los xenobibticos para facilitar su

eliminaciéon en medios acuosos, como son la bilis y la orina (Gago, 2016).

Las Glutation S-transferasas (GST) comprende una gran variedad de proteinas citosélicas,
mitocondriales y microsomales, capaces de realizar reacciones de conjugacion con glutation
a una gran variedad de sustratos, tanto enddégenos como exégenos. Actualmente, ocho
clases distintas de GSTs se han descrito. GSTM1, GSTT1 y GSTP1 estan involucradas en
el metabolismo y desintoxicacion de una amplia gama de compuestos, incluyendo
xenobidticos, carcinbgenos ambientales y quimioterapicos (Ferraz et al., 2014; Lecourtois,
2013; Martinez, 2014).

Por otro lado, la paraoxonasa (PON) es una glicoproteina dependiente de calcio, forma una
familia de tres enzimas: PON-1, PON-2 y PON-3. La mas estudiada es la Paraoxonasa-1,
una arildialquilfosfatasa, investigada por su capacidad de hidrolizar in vitro diversos
organofosforados, cuyo nombre deriva de uno de los sustratos artificiales mas utilizados, el

paraox6n, metabolito activo del insecticida paration. PON-1 esta involucrada en la



desintoxicacion de fase |, en la cual los oxones de los organofosforados son sustratos para

esta enzima, permitiendo su eliminacion por hidrolisis (Fridman et al., 2011).

La exposicion humana a mezclas de plaguicidas puede originar efectos biolégicos y
patoldgicos variables, puesto que la dosis efectiva de exposicion a los plaguicidas que
recibe un individuo depende no solo de la exposicion ambiental inicial, sino también se ve
influida por la capacidad innata de un individuo para metabolizar y excretar los plaguicidas
especificos. Esta capacidad esta parcialmente determinada por los genes que codifican
para proteinas implicadas en estos procesos metabodlicos. La variacion genética o
polimorfismos de estos genes probablemente conduce a la capacidad diferencial de
metabolizar estas sustancias téxicas, lo cual conlleva a la variabilidad en la susceptibilidad a

los efectos de la exposicion cronica (Marquez, 2015).

Existen estudios que evallan genes polimorficos asociados a patologias o a una mayor
susceptibilidad de padecerlas por la constante exposicién a sustancias téxicas, dentro de
los cuales destacan los genes GSTM1 y GSTT1, cuya delecién o alelo nulo conlleva a la
pérdida total de la activad enzimatica correspondiente y cuya presencia se ha asociado con
enfermedades por estrés oxidativo y al desarrollo de ciertos tipos de cancer (Garcia et al.,
2009). En este mismo sentido, el polimorfismo llel05Val (rs1695) del gen GSTP1 que
consiste en un cambio de adenina (A) por guanina (G), origina el cambio de aminoacido
isoleucina (lle) por valina (Val) en la posicion 105 de la proteina; este cambio se encuentra
vinculado a enfermedades asociadas al desequilibrio oxidativo debido a la actividad
ineficiente de esta enzima para la detoxificacion (Chielle et al., 2016).

Estudios del gen PONL1 indican que los polimorfismos Met55Leu (rs854560) y Glul92Arg
(rs662), que consisten en un cambio de timina (T) por A y de A por G, respectivamente,
afectan la actividad paraoxonasa y por ende el metabolismo de los organofosforados, por lo
cual individuos con riesgo de exposicion podrian tener repercusiones en una intoxicacion

crénica (Fortunato et al., 2003; Zddiga et al., 2015).

Por la participacion que tienen estos genes en el metabolismos de plaguicidas se desarrolla
el presente trabajo de investigacion denominado: Evaluacion de polimorfismos de genes
detoxificadores Glutation Transferasa GSTM1, GSTT1, GSTP1 y Paraoxonasa-1 PON-1, en
trabajadores expuestos a plaguicidas del canton Calvas, debido a que es una de las
muchas poblaciones de escasos recursos situados en la ciudad de Loja — Ecuador, que
viven del sustento de la agricultura, de manera que han estado expuestos a plaguicidas en
donde la presencia de polimorfismos podria modular la capacidad de respuesta de los
individuos a agentes téxicos o enfermedades derivadas de esta exposicion (Tirado et al.,
2012).



CAPITULO I. MARCO TEORICO



1.1 Plaguicidas

La Organizacion Mundial de la Salud y Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura ( OMS y FAO, 2017) definen a los plaguicidas como cualquier
sustancia o0 mezcla de sustancias que permiten prevenir, destruir o controlar cualquier
plaga, e incluye todas las sustancias destinadas a regular el crecimiento de plantas,
desecantes, defoliantes, agentes que permiten reducir la densidad de la fruta o que evitan la
caida de ésta, asi como también, sustancias que se aplican antes o después de la cosecha
con el objetivo de proteger el producto contra el deterioro. Cabe recalcar que los plaguicidas
no solo se usan en la agricultura, sino también se los incluye en la horticultura, en el sector

forestal y en la ganaderia.

1.1.1 Toxicidad de los plaguicidas.
Los plaguicidas entran en contacto con el hombre por diferentes vias, las mismas que

pueden ser: oral, parenteral y por inhalacion.

La toxicidad por via oral se da por la ingestion erronea del producto, debido principalmente
al mal almacenamiento y distribucion del mismo (Pauletti, 1999). Los plaguicidas pueden ser
deglutidos y pasar al tracto gastrointestinal, siguiendo hacia el sistema hepatico y al
circulatorio desde donde pueden ser eliminados; pero también puede ser devuelto por el
sistema circulatorio hacia el higado, pasando por la via biliar y volver al tubo digestivo para

ser eliminado, reabsorbido o bien, pasar a sitios de depdsito (Lecourtois, 2013, p.17).

La via parenteral “comprende distintas puertas de entrada, tales como la venosa,
intraperitoneal, conjuntival, dérmica, muscular y subcutanea. En todas ellas el destino de la
sustancia sera el sistema circulatorio, para luego ser eliminada o depositarse en el

organismo” (Lecourtois, 2013).

La exposicién por via inhalatoria puede ser causada por el trasvasar el producto en un
ambiente cerrado sin la utilizacién de una mascarilla, “el téxico ingresa por la via aérea o
pulmonar y de acuerdo con el tamafio y presion va a ser filtrado hasta los alvéolos, de

donde puede pasar al torrente sanguineo” (Lecourtois, 2013).

1.1.2 Clases de plaguicidas.
Los plaguicidas se pueden clasificar de diferentes formas considerando diferentes aspectos,

Avivar et al. (2003) indican que las mas frecuentes son las siguientes:

1.1.2.1 En cuanto a su accion preferente.
Estos productos, segun su accion especifica sobre la plaga o enfermedad que controlen

(efecto biolégico) reciben los nombres de: insecticidas, acaricidas, fungicidas, herbicidas,



nematocidas, rodenticidas, bactericidas, helicidas, algicidas, avicidas, larvicidas, ovicidas,

pediculicidas, piscicidas, predicidas, silvicidas, termicidas, etc.

1.1.2.2 En cuanto a su grado de toxicidad.
Esta clasificacion se hace atendiendo bésicamente a su toxicidad aguda en funcion del
riesgo para la salud, en la cual la OMS, basandose en su comportamiento toxico en ratas y

estimando la dosis letal media LD50, indica lo siguiente:

Tabla 1: Clasificacion segun el grado de toxicidad

OoMS LDsgo para la rata (mg/kg de
peso corporal)
Oral Dérmica
la Extremadamente peligroso <5 <50
Ib Altamente peligroso 5-50 50 — 200
Il Moderadamente peligroso 50-2000 200-2000
Il Ligeramente peligroso 2000 Mas 2000
U No es probable que presente riesgo agudo 5000 O superior

Fuente: World Health Organization, 2010
Elaborado por: World Health Organization, 2010

1.1.2.3 Segun su grupo quimico.
Es la de mayor interés sanitario, ya que los efectos sobre la salud humana son
caracteristicos y diferentes para cada uno de los grupos definidos. La OMS (1992) utiliza en
sus publicaciones los siguientes grupos: organoclorados, organofosforados, carbamatos,

piretroides, bipiridilos, clorofenoxiacidos, cloro y nitrofenoles, organomercuriales.

A continuacién, se indicaran solamente algunas familias de plaguicidas relevantes por el

dafio que causan a la salud y por su gran demanda de uso.

1.1.2.3.1 Organoclorados.
Son compuestos organicos, de bajo peso molecular, formados por moléculas de carbono,
hidrogeno y cloro; estructuralmente se dividen en 3 grupos: los derivados clorados del
etanol, ciclodienos y los derivados clorados del ciclohexano; estos se caracterizan por ser
altamente toxicos, bioacumulables y muy poco biodegradables (Avivar et al., 2003; Pierre y
Betancourt, 2007).

Se absorben por via digestiva, respiratoria y con menor frecuencia por via cutdnea, su
amplio volumen de distribucidbn se da por metabolismo hepético; estos compuestos no
inhiben la colinesterasa, su principal efecto toxico tiene lugar por la alteracién de los
mecanismos de transporte de Na'*y K'* en las membranas de los axones del Sistema
Nervioso Central (SNC), debido a esto la excitabilidad de la membrana celular aumenta,

facilitando la transmision de impulsos nerviosos (Bataller, 2004).



Una interesante propiedad de los plaguicidas organoclorados es su capacidad de inducir
enzimas hepaticas que intervienen en la biotransformacion de xenobioticos, entre ellas las
monooxigenasas (oxidasas de funcion mixta) y las transferasas. La consecuencia fisiolégica
de este proceso es un metabolismo mas acelerado tanto de compuestos enddgenos

(hormonas esteroideas) como de xenobioticos (Avivar et al., 2003).

1.1.2.3.2 Organofosforados.
Son compuestos que tienen una estructura de éster (doble enlace P=0) y se derivan de los
acidos fosférico y fosfinico; la via accidental de penetracion del toxico es por lo general
dérmica o respiratoria y eventualmente oral, debido a su alta liposolubilidad, pasan las
barreras biolégicas facilmente, y por su volatilidad facilita su inhalacién. Una vez absorbidos,
los organofosforados se distribuyen rapidamente por todos los érganos y tejidos, aunque las
concentraciones mas elevadas se alcanzan en glandulas salivales, higado y rifiones, con

mayor acumulacién en el tejido graso (Avivar et al., 2003).

Las enzimas encargadas de su metabolismo son las esterasas, enzimas microsomales y
transferasas siguiendo las dos fases habituales de detoxificaciéon de los xenobidticos,
proceso que fundamentalmente se da en el higado, donde el compuesto sufre una serie de

transformaciones quimicas facilitando su excrecion por via renal (Marquez, 2015).

1.1.2.3.3 Carbamatos.
La mayor parte de ellos son derivados del acido N-metilcarbdmico, difieren de los
insecticidas organoclorados por la ausencia de atomos de CI* y de los organofosforados
por la ausencia de atomos de P, Estan constituidos por tres tipos: los derivados de esteres
carbonatados, cominmente usados como insecticidas; los derivados del acido tiocarbamico,
utilizados como fungicidas; y los carbamatos propiamente dichos, que se emplean como
herbicidas. Se absorben en el organismo por todas las vias, incluida la piel. Pasan
rdpidamente a sangre y se distribuyen a todos los tejidos sin acumularse. Pasan por
distintas reacciones de degradacién: N-demetilacién, hidroxilacién, O-dealquilacion,
sulfoxidacion. Varios estudios han establecido que la hidroxilacién alifatica de las cadenas
alquilo representa su ruta predominante de biotransformacién oxidativa, algunas de estas
reacciones fracasan en separar la union éster dando lugar a inhibidores de las
colinesterasas a veces mas potentes que el producto primitivo. Los metabolitos finales entre
los que se cuenta el CO, pueden integrarse en los tejidos o eliminarse por la respiracion,

leche y orina (Ferrer, 2003; Ramirez y Lacasafia, 2001; Avivar et al., 2003).

1.1.2.3.4 Bipiridilos.



Son herbicidas no selectivos que se usan principalmente en la agricultura y en el control de
malas hierbas. Los mas comercializados son el dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo y el
9,10-Dihidro-8a,10a-diazoniafenantreno dibromuro, ambos son rapidamente absorbidos por
el tracto gastrointestinal, la absorcién cutanea es muy débil, por esta via el riesgo de
intoxicacion es despreciable salvo que exista una lesion cutdnea previa o contacto
prolongado que lesiona la piel y facilita su penetracion sistémica. Una vez en el organismo,
el téxico se distribuye por la sangre, se fija en diversos tejidos (sobre todo en el pulmon) y
ocasiona un cuadro grave con una mortalidad muy elevada. La toxicidad del dicloruro de
1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo esta relacionada con la generacién de iones superoxido, que se
combina con los lipidos insaturados de las membranas dando lugar a nuevos radicales
libres en una reaccion en cadena que conduce a la muerte celular con inflamacion, edema e

induccién de fibrosis (Ferrer, 2003; Centro de Informacién Toxicoldgica de Veracruz, 1958).

1.1.2.3.5 Piretrinas.
Son plaguicidas obtenidos por secado, molienda y pulverizacién de la flor del crisantemo,
cuyo polvo contiene del 1 al 3 % del principio activo. Las principales piretrinas son las
cinerinas | y Il, las jasmolinas | y Il, y las piretrinas | y I, consideradas estas Ultimas como
las de efecto mas potente; todas son metabolizadas por hidrélisis, oxidacién y conjugacion,
con poca tendencia a acumularse en los tejidos. Ademas, son rapidamente degradados en
el ambiente, pues, aunque se absorben masivamente por el suelo, se eliminan facilmente
con el agua; son los insecticidas mas ampliamente usados en el ambito doméstico donde
han substituido casi totalmente al resto. Las moléculas de piretrinas son neuroactivas, de
baja absorcion dérmica, con un metabolismo rapido y no dejan residuos en la atmdosfera; las
de tipo I, causan descargas repetitivas en las fibras y terminales nerviosos, conduciendo a
hiperexcitacién. Las de tipo Il, producen despolarizacion y bloqueo de la membrana
nerviosa que conduce a la paralisis e inhiben la accién del GABA en su receptor. Su efecto
fundamental se debe a una modificacién en el canal del Na'* de la membrana nerviosa

(Ramirez y Lacasafa, 2001; Ferrer, 2003).
1.2 Metabolismo de xenobidticos.

Los sistemas enzimaticos implicados en el metabolismo de xenobidticos se agrupan en
enzimas de fase | y Il. Las enzimas de fase | encargadas de crear grupos polares a través
de reacciones de oxidacion, reduccién o hidrolisis, que en su mayoria son llevadas a cabo
por las enzimas incluidas en membranas microsomales, denominadas citocromo P450, asi
como también las enzimas paraoxonasas y reductasas (Rodriguez y Rodeiro, 2014). Por
otra parte, las enzimas de fase Il en la que los grupos polares existentes en los xenobioticos

0 en sus metabolitos de fase | experimentan procesos de conjugacién con moléculas



enddgenas de elevada polaridad como acido glucurénico, glutatién o sulfatos, de las cuales
destacan glutation transferasa, UDP-glucuroniltransferasa, sulfotransferasa,
scetiltransferasa, metiltransferasa, entre otros. Tanto las enzimas de fase | como de fase Il
tienen por objeto aumentar la hidrosolubilidad de los xenobidticos para facilitar su

eliminacion en medios acuosos, como son la bilis y la orina (Gago, 2016).
1.3 Glutation S-Transferasa (GST).

Las glutation S-transferasas, son una familia de enzimas responsables del metabolismo de
fase Il de una amplia gama de xenobibticos y carcin6genos. Se encuentran en muchos
tejidos y 6rganos de los cuales destacan: rifién, pulmones, intestino, piel, cerebro, corazén,
sangre, musculo e higado; en concentraciones elevadas se distribuyen en la fraccién
citosdlica y en pequefias cantidades en la fraccion microsomal. Su masa molecular es de
aproximadamente 25 kDa por subunidad, catalizan la union de una molécula de glutation
(tripéptido intracelular antioxidante formado por acido glutamico, cisteina y glicocola) con
una amplia variedad de compuestos organicos, para formar un compuesto hidrosoluble que
se excreta facilmente por via biliar, como se aprecia en la Figura 1 (Cascales y Rodés,
1990; Martinez, 2014; Hernandez, 1995; Wilce y Parker, 1994)

SH
[#]
. | ) . P
\r{:\]/\/LN | NH__COOH o Xenobiotico (X)
COOH

Glutation
GST

S-X
, |
NH; NH,_-COOH
0

COOH

Glutatién-S-Conjugado

Figura 1: Reaccion general de las Isoenzimas GST
Fuente: Martinez, 2014
Elaborado por: Martinez, 2014

En base a las similitudes de secuencias de amino&cidos y reactividades cruzadas de
anticuerpos, las GST citostlicas de mamiferos se dividen en varias clases: a (alfa), u
(mu), k (kappa), 6 (theta), 1 (pi), Q (omega) y ( (zeta); ademas, hay una clase de GST

microsomal. Cada clase esta codificada por un solo gen o una familia de genes (Kniffin,
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2007), de las cuales las clases 6, y y 1 son las mas ampliamente estudiadas a nivel

poblacional.

Cada unidad de GST est& constituido por dos extremos: N-terminal y C-terminal. Figura 2.
En general, las GST contienen dos lados de union: el sitio de union a GSH conservado (sitio
G) y el sitio de unién electrofila (sitio H), que es muy variable en diferentes clases de GST
citosolicas; con la finalidad de que se dé la conjugacion y de esta manera la detoxificacion
del xenobidtico (Bonola et al., 2014; Brautigam et al., 2015).

N-terminal
(GSH)

Figura 2: Estructura de Glutation transferasa
Fuente: Rungrutai et al., 2005
Elaborado por: Rungrutai et al., 2005

1.3.1 GSTML.

Pertenece a los genes de la clase p (mu) que se encuentran expresados en varios tejidos;
participan en la detoxificacion de xenobidticos, carcindégenos, toxinas ambientales, drogas
terapéuticas, productos de estrés oxidativo por conjugacién con glutation. EI gen GSTM1 se
encuentra situado en el cromosoma 1, formado por 8 exones y delimitado por dos regiones
idénticas de 4,2 Kb. Existen cuatro variantes alélicas: A, B, C y 0 (alelo nulo), los tres
primeros alelos son activos mientras que el alelo 0 es inactivo, es decir no se produce la
sintesis de la enzima debido a que presenta una delecién homocigota (Leiro et al., 2008;
Martinez, 2014; Varela, 2009).

El polimorfismo GSTML1 nulo es frecuente en humanos, alrededor del 50 % con diferencias
para distintos grupos étnicos (Leiro, 2008). Estudios en poblaciones europeas y africanas
presentan la delecion del gen en un rango de 49 — 55 % y de 28 — 44 %, respectivamente;
en poblaciones asiaticas del 23 — 52 % y en poblaciones amerindias del 4 — 43% (Piacentini
et al., 2011; Gaspar et al., 2002).
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Un estudio realizado sobre polimorfismos genéticos de GSTM1 y GSTT1 como
modificadores de riesgo mutagénico en agricultores bolivianos expuestos a plaguicidas
indican que la asociacién entre polimorfismos de las GSTs y dafio genotoxico, muestra que
la poblacién con ausencia del GSTM1 incrementa el riesgo de 0.38 veces mas de presentar
dafio genotdxico en relacion a la poblacién que tiene el gen (Tirado, Ascarrunz, Aguilar y
Rada, 2012).

1.3.2 GSTT1.
Pertenece a los genes de la clase theta ubicado en el cromosoma 22. Su producto cataliza
la desintoxicacion de oxigeno reactivo y los productos de la peroxidacion lipidica, por esta
razon la inactividad enzimatica de GSTT1 se relaciona con una mayor exposicion al estrés

oxidativo (Mendonga et al., 2016).

El alelo nulo del gen GSTT1 puede encontrarse en un 30 % de la poblacién; 37 — 47 % en
Africa; 28 % en Europa; de 14 — 51 % en poblaciones asiaticas, y de 0 — 30 % en

poblaciones amerindias (Piacentini et al., 2011; Gaspar et al., 2002).

Pinhel et al. (2013) sugieren una relacion entre la enfermedad de Parkinson y la exposicion
previa a pesticidas, efecto que puede verse aumentado en personas con genotipo nulo para
GSTM1 y GSTTL1. En un estudio realizado en agricultores expuestos a pesticidas, se pudo
determinar que la delecion homocigotica de GSTT1 o0 GSTM1 puede desempefar un papel
modulador en la salud de los trabajadores con exposicién prolongada a pesticidas
(Ahluwalia y Kaur, 2018).

1.3.3 GSTP1.
GSTP1 se encuentra situado en el cromosoma 11, y se expresa ampliamente en tejidos
extrahepaticos como pulmones y el eséfago, ademas, se ha demostrado que se encuentra
expresado de forma importante en tejidos malignos. Este gen presenta polimorfismos de
cambio de un solo nucleétido (SNP) que afecta la funcion de la actividad enzimatica como el
rs1695 lle105Val (Li et al., 2010).

El polimorfismo rs1695 lle105Val presenta diferencias en las frecuencias del alelo Val segun
la poblacién, asi, para poblaciones africanas 34 %, europeas 31 % y asiaticas 22 %
(Sharma et al., 2014)

Segun Saad-Hussein et al. (2017) se indica que los individuos con el genotipo lle105lle de
GSTP1 mostraron mayor dafio en el ADN, medido por ensayo cometa respecto de los otros

genotipos, en trabajadores expuestos a mezclas de pesticidas.

1.4 Paraoxonasa.
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La paraoxonasa (PON) es una glicoproteina dependiente de Ca®* compuesta por 354
aminodcidos con 44 kDa y forma una familia de tres enzimas: PON-1, PON-2 y PON-3; la
mas estudiada es la Paraoxonasa-1 (PON-1), una arildialquilfosfatasa que fue investigada

por su capacidad de hidrolizar in vitro diversos organofosforados.

PON-1 es sintetizada en el higado y esta codificada por el gen PON1 que se encuentra
junto a PON2 y PON3 en el cromosoma 7 (Marquez, 2015).

Estructuralmente PON1 presenta dos sitios activos funcionales, uno donde se catalizan las
reacciones de paraoxonasa/arilesterasa y el otro para la proteccion contra la oxidacion de
las lipoproteinas, el cual se mantiene unido a las HDL por interacciones hidrofébicas entre la
region N-terminal de la enzima, los fosfolipidos y las apolipoproteinas de las lipoproteinas,

Figura 3 (Canales y Sanchez-Muniz, 2013).

N - terminal

terminal-C

Figura 3: Estructura general de PON1
Fuente: Harel et al., 2004
Elaborado por: Harel et al., 2004

PONL1 hidroliza diferentes compuestos dentro de los cuales estan los metabolitos de oxon,
compuesto de varios pesticidas organoforsforados como O,O-dietil O-2-isopropil-6-
metilpirimidin-4-il fosforotioato, O,0O-Dietil-O-4-nitrofenil-tiofosfato y O, O-dietil O-3,5,6-
trichloropyridin-2-il fosforotioato; agentes nerviosos como metilfosfonofluoridato de O-
isopropilo y metilfosfonofluoridato de O-pinacolilo; esteres arométicos como &cido acético;
lactonas aromaticas y alifaticas; ademds, cataliza la reaccion inversa y lactonizacién de
acidos gamma y delta-hidroxicarboxilicos (Draganov et al., 2005). Joven y Camps (2007)
afirman que PONL1 circula en el plasma unido como una apoproteina a las lipoproteinas de
alta densidad (HDL), y se empez6 a relacionar con la arteriosclerosis y la enfermedad

cardiovascular por su capacidad de hidrolizar los fosfolipidos oxidados presentes en las
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lipoproteinas de baja densidad (LDL), asociandose, por tanto, a los efectos beneficiosos o

ateroprotectores de las HDL.

El gen presenta dos polimorfismos importantes: Met55Leu (rs854560) y GIn192Arg (rs662).
Estudios indican que el polimorfismo en la posicion 55 se presenta en poblacion mexicana
en un 94 % para Met y 6 % para el alelo Leu, y el polimorfismo en la posicién 192 se
muestra en la misma poblacion con una frecuencia del 40 % para GIn y 60 % para Arg. En
poblacion europea (L6pez-Flores et al., 2009). La distribucion de frecuencias para estos
polimorfismos es la siguiente: para Met55Leu, 39 % para Met y 61 % para Leu, y para
GIn192Arg, 75 % para GIn y 25 % para Arg (Ferré et al., 2002). Para poblacion asiatica la
frecuencia de Met55Leu se presenta en un 4 % para Met y 96 % para Leu, y 72 % para GIn
y 28 % para Arg del polimorfismo GIn192Arg (Shin, Oh, Kim, y Kim, 2008).

PONL1 juega un papel protector en la toxicidad de los organofosforados y, debido a su
capacidad antioxidante, también se ha relacionado con la enfermedad cardiovascular,
conjugando en estas relaciones el efecto de los polimorfismos y de factores ambientales
gue pueden modular su actividad y posibles consecuencias toxicolégicas y clinicas (Costa
et al., 2005).

Segun el estudio realizado por Eskenazi et al. (2014) el genotipo y los niveles enzimaticos
de PONL1 podrian relacionarse directamente con el rendimiento en ciertos dominios del
neurodesarrollo en nifios en edad escolar, posiblemente los niveles mas bajos de enzima
PON1 materna durante el embarazo también pueden aumentar la susceptibilidad de los
nifios a la neurotoxicidad de la exposicién a plaguicidas organofosforados.

Posiblemente la participacién del sistema de desintoxicacion humano esté relacionado con
diversas manifestaciones de salud, especialmente en poblaciones expuestas a compuestos

téxicos como los plaguicidas (Tsatsakisa et al., 2009).
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CAPITULO Il. METODOS
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2.1 Fin del proyecto:

Aportar con conocimientos sobre los biomarcadores como herramientas de prondstico y/o
prevencion de enfermedades, mejorando la calidad de vida de las personas expuestas a
ciertos xenobidticos.

2.2 Propésito del proyecto:

Evaluar los biomarcadores de susceptibilidad o polimorfismos genéticos de las Glutation
Transferasa: GSTM1, GSTT1, GSTP1; y Paraoxonasa-1 PON1, en trabajadores expuestos

a plaguicidas del canton Calvas de la provincia de Loja - Ecuador.
2.3 Componentes del proyecto:

Calcular la frecuencia de alelos nulos de los genes GSTM1 y GSTT1, la frecuencia alélica
del polimorfismo rs1695 (llelO5Val) del gen GSTP1 y los polimorfismos rs854560
(Leu55Met) y rs662 (GIn192Arg) del gen PON1 en personas expuestas y no expuestas a

plaguicidas del cantén Calvas.

Determinar la correlacion entre los polimorfismos de los genes GSTM1, GSTT1, GSTP1 y
PON-1 y parametros bioquimicos y/o hematolégicos de la poblacién analizada.

2.4 Tipo de Estudio:

El presente es un estudio caso control de tipo observacional-transversal, con el fin de
determinar la frecuencia de polimorfismos de los genes GSTM1, GSTT1, GSTP1y PON1, y
evaluar su relacion con parametros bioguimicos y/o hematoldgicos en personas expuestas a

plaguicidas del cantén Calvas.
2.5 Poblacion:

El andlisis se realizé a partir de 189 muestras de sangre periférica que fue recolectada
previa autorizacion mediante la firma de un consentimiento informado segun los
reglamentos del Comité de Etica de la Universidad San Francisco de Quito. Las muestras
fueron obtenidas de donantes expuestos y no expuestos a plaguicidas en un numero de 121

y 68, respectivamente.
2.6 Parametros bioquimicos, hematolégicos y antropométricos:

Los parametros bioquimicos y hematoldgicos que se determinaron fueron: glucosa, urea,
creatinina, colesterol, triglicéridos, lipidos totales, lipoproteina de alta densidad (HDL),
lipoproteina de baja densidad (LDL), transaminasa glutamico oxalacética (TGO),
transaminasa glutamico pirdvica (TGP), gama glutamil transpeptidas (GGT) y biometria

hematica que incluyo leucocitos, eritrocitos, plaquetas, hematocrito y hemoglobina; ademas,
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se incluyeron datos antropométricos como peso (Kg), talla (m), cintura y cadera (cm), con la

finalidad de obtener indice de masa corporal (IMC) e indice de cintura cadera (ICC).
2.7 Analisis genético:

La extraccion de ADN se realiz6 mediante el kit Wizard® Genomic DNA Purification
(PROMEG, USA) el cual consta de una fase de lisis celular seguida de una lisis nuclear,
precipitacién de proteinas y una fase de purificacion del material genético. La cuantificacion
se realiz6 mediante espectrofotometria usando el equipo Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific), el cual indica valores de concentracion y pureza del ADN.
2.7.1 Deteccion de alelos nulos de los genes GSTM1, GSTT1.:

Los alelos nulos de los genes GSTM1 y GSTT1 se analizaron mediante la técnica de PCR
multiplex, donde se utilizaron reactivos Platinum® Multiplex PCR Master (Applied
Biosystem, USA), la cual permite la determinacion de mas de una secuencia en una sola
reaccion. Se emplearon primers especificos para GSTM1 (5"
GAACTCCCTGAAAAGCTAAAG-3 y 5- GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3Y), GSTT1 (5*-
TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3' y 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3) segun lo
indicado por Sandoval et al. (2014). Como control interno se utilizé B-globina (5
ACACAACTGTGTTCACTAGC-3' y 5-TGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG-3).

La amplificacion se realizé utilizando un termociclador Applied Biosystems SimpliAmp (LIFE
TECHNOLOGIES-THERMO FISHER SCIENTIFIC) con el siguiente protocolo:
desnaturalizacién a 95 °C durante 5 min, seguidas de 30 ciclos de 95 °C durante 30
segundos, 56 °C durante 1 min, y 72 °C durante 30 segundos, y una extension final a 72 °C
durante 5 min. Los fragmentos de ADN amplificados se observaron mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2 %, determinandose los alelos nulos por la ausencia de amplicén
(GSTM1: 219pb, GSTT1: 459pb y B-globina: 167pb), segun lo descrito en la Figura 4.
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Figura 3: Fragmentos amplificados de los genes GSTM1, GSTT1

La ilustracion muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2 %, de los
fragmentos amplificados de GSTM1, GSTT1 y control interno. MP = marcador
de peso molecular de 100pb; B = blanco; 1 — 7 = muestras.

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor

2.7.2 Deteccion de polimorfismo llel05Val del gen GSTP1.:

El polimorfismo rs1695 (llel05Vval) del gen GSTP1 fue analizado mediante PCR vy
Fragmentos de restriccion (PCR-RFLP), empleandose primers especificos (5'-
GTAGTTTGCCCAAGGTCAAG-3 y 5-AGCCACCTGAGGGGTAAG-3Y) segun lo descrito
por Sailaja, et al. (2010).

Las condiciones de amplificacién fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min,
desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, anillamiento a 58.4 °C durante 30 segundos,
extension a 72 °C por 30 segundos, por 30 ciclos y extension final a 72 °C durante 7 min. La
digestion se realiz6 con la enzima BsmAl (Thermo Fisher Scientific, USA) segun las

indicaciones del fabricante.

La determinacion de los genotipos se realiz6 segun el patron de bandas obtenido, asi: A/A
si se presentan bandas de 329 y 107pb, A/G con bandas de 329, 216 y 107 pb, y G/G 216y
107; Figura 5.
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Figura 4: PCR-RFLPs con enzima de restriccion BSMAL.

La ilustracion muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2 %, de los fragmentos
amplificados de GSTP1. MP = marcador de peso molecular de 100pb; B = blanco; 73
— 78 = muestras.

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor

2.7.3 Deteccion de polimorfismos del gen PONL1:

La determinacién de los polimorfismos rs854560 (Leu55Met) y rs662 (GIn192Arg) del gen
PON-1 se determinaron mediante la técnica de PCR-secuenciacion, en este proceso
primeramente se amplificaron fragmentos especificos correspondientes a los exones 3 (5'-
TGGATCCACATCCTGCAATA-3' y 5-TTGAAAGTGGGCATGGGTAT-3") y 6 (5'-CCTGTA
ATGTTCAATACCTTCACC-3' y 5-TCCACTACATTTCAGAGAGTTCACA-3) mediante
primers especificos diseflados con el programa Primer 3 V0.4.0, empleando reactivos
Platinum™ || Hot-Start PCR Master Mix (2X) (Invitrogen, USA); con el siguiente protocolo:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 2 min, 35 ciclos que consistieron de una
desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, anillamiento a 53 °C para cada uno,
respectivametne, por 1 min y una extension a 72 °C por 30 segundos; concluyendo con una
extensioén final a 72 °C por 5 min. Los productos fueron analizados en gel de agarosa al 2
%. Seguido se realizé la secuenciacion empleando reactivos BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit y BigDye XTerminator™ ® Purification Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) empleando el equipo 3500 Genetic Analyzer for Resequencing & Fragment Analysis
(Applied Biosystems, USA). Las secuencias fueron analizadas utilizando el programa
CodonCode Aligner, asignandose los genotipos segun el electroferograma como se indica
en la Figura 6 (A); (B) y Figura 7 (A); (B).
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Figura 5: Fragmentos amplificados del Gen PON1 (GIn192ArQ) y electroferograma.

A) La ilustracién muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2 %, de los fragmentos amplificados de PON1
(GIN192Arg). MP = marcador de peso molecular de 100pb; B = blanco. 001 — 008 = muestras. B) resultados
de secuenciacion del exon 6. Electroferogramas de homocigo silvestre AA, homocigoto GG y heterocigoto AG.
Fuente: Autor

Elaborado por: Autor
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Figura 6: Fragmentos amplificados del Gen PON1 (Leu55Met) y electroferograma

A) La ilustracion muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2 %, de los fragmentos amplificados de PON1
(Leu55Met). MP = marcador de peso molecular de 100pb; B = blanco 001 — 007 = muestras. B) resultados de
secuenciacion del exon 3. Electroferogramas de homocigo silvestre TT, homocigoto AA y heterocigoto TA.
Fuente: Autor

Elaborado por: Autor

2.8 Analisis estadistico

El andlisis de resultados se lo realizO mediante estadistica descriptiva para los datos

generales de la poblacion, se determinaron frecuencias alélicas, genotipicas y equilibrio de
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Hardy Weinberg. Las diferencias de los pardmetros bioquimicos y/o hematoldgicos se
revisaron usando pruebas no paramétricas usando el paquete estadistico SPSS v23.0.

Valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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CAPITULO lIl. RESULTADOS Y DISCUSION



3.1 Resultados
3.1.1 Caracteristicas generales de la poblacion:

Se incluyeron un total de 189 individuos, 68 no expuestos y 121 expuestos a plaguicidas.
Las principales caracteristicas antropométricas, bioquimicas y hematoldgicas descritas
segun la media y desviacién estandar para los dos grupos de estudio por genero se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Parametros antropométricos, bioquimicos y hematolégicos de la poblacién estudiada.

Parametros Expuestos No expuestos Valores de
121 68 referencia
Masculino Femenino Masculino Femenino OMS
44 77 14 54
Antropométricos
Edad (afios) 53,82 + 17,38 50,99 + 16,12 50,86 + 15,76 43,37 + 14,03*
Peso (kg) 60,37 + 844 5743 = 10,01 7794 + 1838 63,13 + 11,99*
Talla (m) 158 + 0,06 1,47 + 0,05 1,68 + 0,08 152 + 0,06*
PAS (mm 1368 + 23,82 1305 * 26,03 1229 + 2427° 11624 + 2503* < 120mmHg
Hg)
PAD (mm 7405 + 933 7448 + 1444 7543 + 10,39 7252 + 8,07 < 80mmHg
Hg)
IMC (kg/m?) 24,05 + 245 2641 = 4,05 27,44 + 491° 2743 + 5 <25,0 kg/m?
ICC 0,92 + 0,08 091 + 0,13 096 + 0,03 087 + 011 M: 0,78 — 0,94
F:0,71-0,84
Obesidad % 0% 6,34% 1,05%" 7,93%
Bioquimicos
Glucosa 75,99 + 12,23 8555 + 35,56 108,2 + 541" 87,42 + 24,78* <110mg/dL
(mg/dL)
Colesterol 219,8 + 46,94 2147 + 57,77 232 + 48,7 22331 + 5234 <200 mg/dL
(mg/dL)
Triglicéridos 153,1 + 127,37 1855 + 203,76 1944 = 135 140,41 + 94,75* <150 mg/dL
(mg/dL)
HDL (mg/dL) 72,63 + 63,81 58,01 = 11,67 3549 + 93" 53,36 + 17,95* M>40; F>50
LDL (mg/dL) 129,12 + 40,93 1198 + 46,04 157,6 + 3822" 140,95 + 51,79* <100 mg/dL
Lipidos 592,8 + 178,94 6149 + 2825 6584 + 208,1 586,67 + 166,21 450 — 800
Totales mg/dL
(mg/dL)
Urea(mg/dL) 335 + 9,01 30,37 = 924 36,25 9,7 29,69 + 7,91 15 a 45 mg/dL
Creatinina 093 + 0,13 08 = 0,09 1,12 + 014" 0,88 + 0,12* M:0,7-1,4
(mg/dL) F0,6-1,1
mg/dL
TGO (UI/L) 32,75 + 12,38 36,52 + 27,2 29,71 = 15,71 25,7 + 10,08* 10-40 U/I
TGP (UI/L) 27,98 + 10,95 34,96 + 41,12 21,29 + 148" 2046 + 1561 7-40 U/I
GGT (UI/L) 42,86 + 32,75 3848 + 66,17 3721 + 37,68 27,87 <+ 3547* 6-50 U/l
Hematolégicos
Leucocitos 6,07 = 1,34 6,78 + 1,49 699 =+ 1,86 752 £ 2,02 4-11 mil/pL
(1073/uL)
Eritrocitos 519 + 0,61 477 £ 0,4 543 + 0,27 464 + 041 F:4,8;M:55

(1076/puL) millones/uL

Hemoglobina 15,79 1,08 14,29 1,04 16,18 0,9 13,62 1,10* F: 14+2;
(g/dL) M:16+2 g/dL

I+
+
I+
I+
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Hematocrito 45,96 + 2,95 419 # 2,9 46,61 + 2,35 39,95 + 3,05* F: 42 £5; M:
% 47 +6 %
Plaquetas 2541 + 54,67 2646 = 62,77 2516 + 40,75 296,35 * 68,22 150 -400mil/uL

(10°3/uL)

PAS: Presion arterial sistélica, PAD: Presién arterial diastélica, IMC: indice de masa corporal, ICC: indice cintura cadera. *Valor
de p<0.05 calculado mediante U de Mann-Whitney entre mujeres expuestas y no expuestas. "Valor de p<0.05 calculado
mediante U de Mann-Whitney entre hombres expuestos y no expuestos.

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor

A continuacion, se presenta el andlisis de los resultados de las frecuencias de los distintos

polimorfismos y su distribucién por poblaciéon general y de acuerdo al grupo sin exposicién y

con exposicién a plaguicidas.

3.1.2 Frecuencias de alelos nulos de GSTM1y GSTT1:

En las Tabla 3 y Tabla 4 se presenta la distribucién de la delecién de los genes GSTM1 y
GSTT1 en poblacién general y considerando los grupos expuestos y no expuestos, en los
cuales no se encontré diferencias estadisticas en las frecuencias.

Tabla 3: Frecuencia de alelos nulos de los genes GSTM1y GSTT1 en
poblacién general.

Gen Genotipo f %
GSTM1 Presente 104 55,02
Ausente 85 44,97
GSTT1 Presente 98 51,85
Ausente 91 48,15

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

Tabla 4: Frecuencia de alelos nulos de los genes GSTM1 y GSTT1 en expuestos y no

expu estos.
EXPUESTOS NO EXPUESTOS
Gen Genotipo (121) (68)
f % F %
GSTM1 Presente 73 60,33 31 45,68
Ausente 48 39,66 37 54,41
GSTT1 Presente 60 49,58 38 55,88
Ausente 61 50,41 30 44,11

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

3.1.3 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs1695 (llel05Val) del gen
GSTP1
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Las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo llel05Val del gen GSTP1 se
muestran en las Tabla 5 y Tabla 6 para poblacién general y considerando expuestos y no

expuestos, respectivamente.

El genotipo mas frecuente fue lle/Val y el alelo mas frecuente fue Val con 62,86 %. La

distribucion de frecuencias genotipicas no muestras diferencias estadisticas al considerar

los grupos expuestos y no expuestos.

Tabla 5: Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo lle1l05Val del

gen GSTP1.
Genotipos f %
lle/lle 11 6,42
lle/Val 107 62,57
lle105Val Valival 53 30,91
Alelos
lle 129 37,71
Val 213 62,28

Muestras analizadas: 171
Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

Tabla 6: Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo llel05Val del gen
GSTP1 en expuestos y no expuestos.

EXPUESTOS NO EXPUESTOS
106 65
Genotipos f % f %
lle/lle 4 3,77 7 10,76
lle/Val 67 63,20 40 61,53
Val/Val 35 33,03 18 27,69
lle105Val
Alelos
lle 75 35,38 54 41,54
Val 137 64,62 76 58,46

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

25



3.1.4 Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs854560
(Leu55Met) y rs662 (GIn192Arg) del gen PON1

Los genotipos encontrados para el polimorfismo Leu55Met fueron: Leu/Leu, Leu/Met,
Met/Met, siendo el mas frecuente el genotipo homocigoto silvestre Leu/Leu y el alelo mas
frecuente Leu. Mientras que para el polimorfismo GIn192Arg los genotipos encontrados
fueron: GIn/GIn, GIn/Arg, Arg/Arg, de los cuales el genotipo mas frecuente fue heterocigoto
GIn/Arg y el alelo con mayor porcentaje fue Arg. (Tabla 7, Tabla 8). La distribucién de

frecuencias en expuestos y no expuestos no mostré diferencias estadisticas.

Tabla 7: Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos Leu55Met y

GIn192Arg del gen PONL1.

Polimorfismos PON1 f %
Genotipos
Leu/Leu 163 86,24
Leu/Met 23 12,17
Leu5S5Met Met/Met 3 1,59
Alelos
Leu 349 92,3
Met 29 7,7
Genotipos
GIn/GIn 35 18,52
GIn/Arg 90 47,62
Gn192Arg Arg/Arg 64 33,86
Alelos
GIn 180 47,61
Arg 218 57,67

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

Tabla 8: Frecuencias genotipicas de los polimorfismos Leu55Met y GIn192Arg del

gen PON1 segln el grupo expuestos y no expuestos.

EXPUESTOS NO EXPUESTOS
Polimorfismo PON1 121 68
f % f %
Genotipos
Leu/Leu 114 94,21 49 72,05
Leu/Met 6 4,95 17 25
LeuSSMet Met/Met 1 0,82 2 2,94
Alelos
Leu 234 96,69 115 84,55
Met 8 3,3 21 15,44
Genotipos
GIn/GIn 16 13,22 19 27,94
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GlIn/Arg 64 52,89 26 38,23

GIn192Arg Arg/Arg 41 33,88 23 33,82
Alelos

Gln 96 39,66 64 47,05

Arg 146 60,33 72 52,94

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

En los siguientes apartados se presentan las tablas donde se observa la correlacion de los
polimorfismos de los distintos genes estudiados con pardmetros antropométricos y
bioquimicos en la poblacion del canton Calvas de forma general, por grupo de exposicion y
por género, segun valores significativos. Se han probado los diferentes modelos, aditivo,
dominante y recesivo para los SNP. No se incluyen datos que no presenten valores

significativos.

3.1.5 Correlacion entre la delecién de los genes GSTM1 y GSTT1 y parametros

antropométricos y bioquimicos de la poblacién analizada.

En la poblacién analizada se encontrd que la delecion de GSTM1 se mostré en relacion con

el porcentaje de obesidad, especialmente en el grupo expuesto a pesticidas Tabla 9.

Tabla 9: Alelo nulo de GSTML1 y caracteristicas antropométricas en el grupo expuesto y no

expuesto.
ESTADO
EXPUESTOS NO EXPUESTOS
Parametros PRESENTE AUSENTE PRESENTE AUSENTE
(74) (47) (34) (34)
Antropométricos
Edad (afios) 50,54 =+ 17,23 54,34 + 15,38 46,41 = 16,47 4358 + 1281
Peso (Kg) 58,82 + 8,54 58,00 + 11,01 6483 + 1363 67,38 + 1566
Talla (m) 1,52 + 0,08 1,49 + 0,07 1,55 + 0,10 1,55 + 0,09
PAS (mm Hg) 130,33 + 23,08 136,53 + 28,35 113,19 + 26,62 121,53 + 22,79
PAD (mm Hg) 73,74 + 12,46 75,23 + 13,40 72,22 * 7,63 73,92 + 9,41
IMC (kg/m?) 25,28 * 2,91 25,98 + 4,72 26,71 = 4,45 28,07 + 5,32
ICC 092 + 013 0,90 + 0,08 090 + 0,06 088 + 0,13
Obesidad % 5,4 17* 18,8 30,6

Los datos corresponden a medias + desviacion estandar (SD). PAS: Presion arterial sistolica, PAD: Presion
arterial diastélica, IMC: indice de masa corporal, ICC: indice cintura cadera. *Valor de p<0.05 calculado mediante
U de Mann-Whitney en el grupo expuesto considerando genotipo.

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor

Al analizar la delecion del gen GSTT1 con parametros antropométricos y bioquimicos se
encontraron valores significativos con componentes del perfil lipidico en individuos no
expuestos segun se indica en la Tabla 10, encontrandose una relacién del alelo nulo de GSTT1

con valores significativamente menores de ICC en mujeres, y de HDL en los dos sexos.
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Tabla 10: Alelo nulo de GSTTL1 y caracteristicas antropométricas y bioquimicas en el grupo no

expuesto.
NO EXPUESTOS
Parametros MASCULINO FEMENINO
PRESENTE AUSENTE PRESENTE AUSENTE
4) (10) (38) (16)

ICC 0,97 + 0,02 0,95 + 0,04 0,89 + 0,05 0,83 + 0,16*
HDL (mg/dL) 29,33 + 542 37,96 + 9,57* 49,95 + 19,03 59,64 + 14,18*
LDL (mg/dL) 180,68 = 32,01 148,39 + 37,92 143, 54 + 5487 136,18 = 46,59
Triglicéridos 153,75 £+ 127,27 210,70 + 141,04 135,89 + 80,11 148,74 + 119,15
(mg/dL)

Colesterol 240,75 + 51,77 22850 + 49,84 223,43 + 58,33 223,11 + 40,48

(mg/dL)

Lipidos 635,25 + 226,42 667,70 + 212,37 582,74 + 170,01 593,89 + 163,29
totales
(mg/dL)

Los datos corresponden a medias * desviacion estandar. ICC: indice cintura cadera, HDL: Lipoproteina de alta
densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad. *Valor de p<0.05 calculado mediante U de Mann-Whitney entre
genotipos

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor

3.1.6 Correlacion de los polimorfismos del gen PON-1 y parametros

antropométricos y bioquimicos de la poblacién analizada.

Las principales diferencias encontradas con los polimorfismos del gen PON1 se encontraron
con parametros bioquimicos relacionados a alteraciones metabdlicas, especialmente
lipidicas, lo cual podria relacionarse con la funcion que PON1 desempefia en asociacion con
HDL. En el grupo de no expuestos se ve una relaciébn con valores de HDL con el

polimorfismo Leu55Met Tabla 11.

Tabla 11: Polimorfismo rs854560 (Leu55Met) de PON1 y pardmetros antropométricos y

bioquimicos en el grupo no expuesto.

NO EXPUESTOS

Parametros Leu/Leu Leu/Met, Met/Met
(49) (29)
Peso (KQg) 68,16 + 16,16 61,08 + 8,214
Obesidad % 26,5% 21,10%
Colesterol (mg/dL) 223,26 53,68 229,84 + 45,906
Triglicéridos (mg/dL) 163,83 + 117,19 119,79 + 57,422
HDL (mg/dL) 46,66 + 17,10 57,45 * 18,430*
LDL (mg/dL) 14199 + 49,13 150,53 * 51,276
Lipidos totales (mg/dL) 610,36 + 195,38 578,42 + 114,947

Los datos corresponden a medias *+ desviacion estandar. HDL: Lipoproteina de alta densidad, LDL:
Lipoproteina de baja densidad. *Valor de p < 0.05 calculado mediante U de Mann-Whitney.

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor
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La Tabla 12 muestra el efecto de este polimorfismo en hombres, en los cuales se ve una

relacién del alelo Met con valores mas bajos de enzimas hepaticas.

Tabla 12: Polimorfismo rs854560 (Leu55Met) en hombres no expuestos.

Parametros Leu/Leu Leu/Met, Met/Met
(12) 2
HDL 35,64 + 10,1 34,6 + 0,71
(mg/dL)

15,57 14,5 0,71"
TGP (UIlL) 23,67 14,69 7 + 0,00°
GGT (UIlL) 42,08 38,68 8 + 2,83"

Los datos corresponden a medias + desviacion estandar (SD). HDL: Lipoproteina de alta
densidad, TGO: Transaminasa glutdmico oxalacética TGP: Transaminasa glutamico
pirdvica GGT: Gama glutamil transpeptidasa. Valor de p<0.05 calculado mediante U de
Mann-Whitney

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor

TGO (UIlL) 32,25

I+
I+

I+

I+

El polimorfismo GIn192Arg del gen PON1 mostré relacion con perfil lipidico en la poblacion total
analizada, datos que se muestras por genotipo en la Tabla 13.

Tabla 13: Polimorfismo rs662 (GIn192Arg) de PON1 y parametros antropométricos y
bioquimicos en la poblacién total analizada.

GENOTIPOS
Parametros
GIn/GIn GlIn/Arg Arg/Arg
(35) (90) (64)
Obesidad % 3,70% 6,87% 4,76%
Colesterol (mg/dL) 24434 £ 62,02 218,97 50,02 207,11 47,85*
Triglicéridos 216,46 £ 298,50 150,46 =+ 77,35 159,45 124,29
(mg/dL)
HDL (mg/dL) 70,53 + 73,39 58,56 * 15,13 51,59 * 12,40*
LDL (mg/dL) 141,58 + 56,93 130,73 44,38 124,99 45,07

I+

Lipidos (mg/dL) 705,14 376,71 588,22 160,33 573,61 177,68*

Los datos corresponden a medias = desviacién estandar. HDL: Lipoproteina de alta densidad, LDL:
Lipoproteina de baja densidad. * Valor de p calculado mediante H de KruskaL- Wallis *(p < 0.05).

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor

3.2 DISCUSION

La exposicion humana a mezclas de plaguicidas puede originar efectos biologicos y
patolégicos variables, puesto que la dosis efectiva de exposicién a los plaguicidas que
recibe un individuo depende no solo de la exposicion ambiental inicial, sino también se ve

influenciada por la capacidad innata para metabolizar y excretar xenobioticos. Esta
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capacidad esta parcialmente determinada por los genes que codifican proteinas implicadas

en estos procesos metabdlicos (Marquez, 2015).

Analizando las caracteristicas de la poblacién considerando sexo y exposicion a pesticidas
se encontré6 que en los datos antropométricos tanto de hombres y mujeres expuestos
presentan valores de PAS estadisticamente mas altos respecto del grupo no expuesto, lo
cual podria implicar un sindrome nicotinico como lo sefiala Gédmez y Céceres (2010), en el
gue destaca que la exposicion a pesticidas producida en ganglios simpaticos y
suprarrenales ocaciona taquicardia, hipertension arterial, hiperexcitabilidad miocéardica y
vasoconstriccion periférica. En el grupo de hombres se puede ver un incremento en el IMC,
ICC y porcentaje de obesidad en aquellos no expuestos a pesticidas, lo cual podria estar
influido por el estilo de vida que llevan éstos, ya que este grupo reside en un lugar con
mayor acceso a comida rapida y por su actividad econémica tendrian un estilo de vida mas

sedentario.

Considerando los valores medios de los pardmetros bioquimicos a pesar de presentarse
algunas diferencias estadisticas, no todas son relevantes desde el punto de vista clinico ya
gue no sobrepasan los valores considerados normales. La situacion que es importante
destacar en este andlisis es que en toda la poblaciéon analizada se muestran valores de
colesterol, LDL vy trigliceridos sobre los valores de referencia para los grupos expuesto y no
expuesto, y en el caso de los hombres no expuestos valores bajos de HDL; estas
caracteristicas poblacionales podrian relacionarse con alteraciones metabdlicas o el
desarrollo de problemas posteriores si no se consideran medidas para mejorar estos

valores.

Las diferencias encontradas en los parametros antropometricos indican valores de riesgo en
el grupo no expuesto, lo cual correlacionado con las alteraciones bioquimicas mencionadas
anteriormente estarian vinculadas a Sindrome Metabolico (Pozo, 2009), el mismo que se

presenta en un 27,90 %.

Llama la atencién el incremento en los valores medios de TGO, TGP, y GGT en las
personas expuestas a plaguicidas, aunque no sobrepasa los valores de referencia; sin
embargo, podrian estar relacionados a alteraciones de la funcion hepatica, esto se ha
reportado en estudios realizados en EE.UU, Colombia y Ecuador, en los que se ha
observado un aumento de estas enzimas debido a la exposicion de bifenilos policlorados y
plaguicidas organoclorados. Ademas mencionan que, aunque los valores no sean
patologicos, se estarian mostrando alteraciones subclinicas de la funcion hepatica y renal
debido a la exposicion cronica que involucra bajas dosis de plaguicidas a largo plazo (Serdar
et al., 2014; Lopez y Zambrano, 2015; Viteri et al., 2015).
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Los valores hematoldgicos analizados en la poblacion no presentaron valores fuera de los
rangos de referencia y a pesar de mostrar diferencias estadisticas en algunos parametros no

seran considerados ya que todos se ubicaron dentro de los rangos de referencia.

Del analisis genético realizado en el presente estudio se encontré que la frecuencia del alelo
nulo del gen GSTM1 fue del 44,97 %, dato que es comparable con estudios reportados en
Africa: 44 %, Asia: 50 % y Europa: 40 % (Piacentini et al., 2011; Gaspar et al., 2002; Salem
et al., 2011), de poblaciones de América los porcentajes cercanos con el presente estudio
son las de Brasil: 39,7 %; Bolivia: 39 % y Argentina: 45 % (Kasthurinaidu et al., 2015; Tirado
et al., 2012; Weich et al., 2017); por el contrario, en un estudio realizado por Gaspar et al.

(2002) en una tribu Guarani ubicada en Paraguay las cifras fueron inferiores de 3,9 %.

El alelo nulo del gen GSTT1 muestra una alta frecuencia en poblaciones de Africa: 50 %,
Asia: 48 % y Bolivia: 59 % (Kirk et al., 2005; Tamaki et al., 2011; Tirado et al., 2012b),
resultados que son semejantes a los obtenidos en este estudio: 48,51 %. Segun Saitou y
Ishida (2015), Europa reporta las frecuencias mas bajas de la delecion entre 10y 33 %.

El polimorfismo rs1695 (lle105Val) del gen GSTP1 presento un 62,28 % para la variante Val,
datos que concuerdan con los reportados en Brasil de 62,8 % (Chielle et al.,, 2016). En
México en un estudio realizado en poblacién amerindia, se observa datos similares que van
de 59 a 86 % para esta variante (Juarez et al., 2010); sin embargo, en Argentina sucede lo
contrario, el alelo lle predomina con un 66,5 % (Weich et al., 2017). La diferencia en las
frecuencias reportadas para diferentes poblaciones podria deberse al origen étnico de cada

una de ellas.

En cuanto al analisis de los polimorfismos del gen PON1 se encontr6 que de rs854560
(Leu55Met) la frecuencia de la variante en esta poblacién es de 7,7 %, resultados que son
semejantes a los encontrados en Corea: 4,3 %, China: 4,7 % y México: 6 % (Shin et al.,
2008; Zhang et al., 2006; Lopez et al., 2009). Por el contrario, en el polimorfismo rs662
(GIn192Arg) la frecuencia de la variante fue del 57,67 % para el alelo Arg, datos que son
comparables con estudios realizados en China: 53,7 % y México: 60 % (Zhang et al., 2006;
Lopez et al.,, 2009). Al analizar a la poblacidon expuesta y no expuesta a plaguicidas de
acuerdo con los genotipos en estudio se pudo evidenciar que no existen diferencias

estadisticamente significativas por ello no se detallan en el mismo.

Al correlacionar los datos de valores bioquimicos y antropométricos con los diferentes
polimorfismos se pudo evidenciar una asociacién del alelo nulo GSTM1 en poblacion
expuesta con la obesidad, mostrdndose un mayor porcentaje de obesidad para individuos

que presentan la delecion del gen, dichos resultados también coinciden con lo reportado por
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Saruwatari et al. (2013), donde se evidencio que la combinacion del alelo nulo GSTM1 y el
tabaquismo podrian estar asociados al riesgo de anomalias metabdlicas como el sobrepeso

y niveles reducido de colesterol HDL.

El alelo nulo de GSTT1 analizado en el grupo no expuesto presento valores significativos
con niveles bajos de ICC en el sexo femenino y niveles altos de HDL para ambos sexos,
resultados que son contradictorios con los reportados por dos estudios; en el primero
sefialan una asociacion significativa entre el genotipo nulo del gen GSTT1 y su haplotipo con
niveles altos de ICC, mientras que en el segundo estudio sefialan que la presencia de
genotipos de delecién doble de los genes GSTM1 y GSTT1 se asocian con niveles bajos de

colesterol HDL e hipertrigliceridemia en humanos (Pozo, 2009; Maciela et al., 2009).

Los polimorfismos del gen PON1 se encontraron relacionados con parametros bioquimicos
en la poblacién analizada, pero no se presentd una relacion exclusiva en individuos
expuestos a pesticidas. El polimorfismo Leu55Met analizado mediante modelo dominante en
el grupo no expuesto mostro correlacién con niveles altos de HDL para los individuos con los
genotipos Leu/Met, Met/Met, este efecto es contrario a lo reportado por Agachan et al.
(2004), donde destacan niveles bajos de HDL en los genotipos Leu/Met, Met/Met y mas bien
los niveles se elevan al presentar el genotipo silvestre Leu/Leu. Analizandolo por sexo el
efecto de este polimorfismo se encontré que los hombres con el alelo Met presentaron
valores significativamente mas bajos de las enzimas hepaticas TGO, TGP y GGT, situacién
gue no se ha podido explicar debido a la falta de literatura en cuanto a esta asociacién sobre

el efecto hepatoprotector que podria generar la variante.

El polimorfismo GIn192Arg en poblacion general presento valores significativamente mas
bajos de colesterol, HDL y lipidos totales en aquellos individuos con genotipos que incluyen
el alelo Arg, situacion que es similar a la reportado por Aviram et al. (2000) y Gupta et al.
(2009) donde sefialan que el alelo GIn es mas eficiente en la proteccion contra la oxidacion
de las lipoproteinas HDL y LDL, y la variante Arg se ha observado como factor de riesgo
debido a que altera la capacidad de la enzima para proteger a las LDL de la oxidacion.
Mientras que otros estudios indican que los niveles de HDL aumentan en el genotipo

Arg/Arg, situacion que no concuerda con el presente estudio (Agachan et al., 2004).

Actualmente hay muchos estudios que evaltan genes polimérficos asociados a patologias o
a una mayor susceptibilidad de padecerlas, especialmente en poblaciones consideradas en
riesgo; sin embargo, algunos autores indican que es dificil evaluar el efecto individual de un
polimorfismo genético sobre un fenotipo determinado ya que este podria estar modulado por
otros factores como son el mestizaje de la poblacién, costumbres, exposicion, habitos

alimenticios, factores ambientales y genéticos, lo cual podria explicar la heterogeneidad de
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efectos de los mismos polimorfismos que existen en diferentes poblaciones (Arréiz et al.,
2014; Costa et al., 2005).
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CONCLUSIONES

Del analisis genético en el presente estudio se puede indicar que:

La frecuencia del alelo nulo del gen GSTM1 es del 44,97 %, y el alelo nulo del gen GSTT1
del 48,15 %.

Del polimorfismo lle105Val del gen GSTP1 se encontré que en la poblacion el alelo méas

frecuente es el Val con un 62,86 %.

De los polimorfismos analizados del gen PON1 se encontraron las siguientes frecuencias:
7,7 % para el alelo Met de Leu55Met (rs854560) y 57,67 % para el alelo Arg de GIn192Arg
(rs662).

El alelo nulo de GSTM1 se relaciondé con un mayor porcentaje de obesidad en poblacion
expuesta a plaguicidas; mientras que el alelo nulo de GSTT1 se relaciond con niveles bajos

de ICC y niveles altos de HDL en poblacién no expuesta a plaguicidas.

El alelo Met del polimorfismo Leu55Met del gen PON1 mostro relacién con niveles altos de
HDL en poblacién no expuesta; ademas, analizandolo por sexo se observé que en hombres
se relaciond significativamente con valores mas bajos de las enzimas hepéaticas TGO, TGP y
GGT.

El alelo Arg del polimorfismo GIn192Arg del gen PON1 se mostro en relacion con valores de

colesterol, HDL y lipidos totales mas bajos en poblacién general.
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RECOMENDACIONES

Dada la importancia y participacion de GST y PON1 en el metabolismo y reacciones de
detoxificacion se recomienda realizar estudios de valoracion de la actividad enzimética a fin
de contrastar ésta con la presencia de los polimorfismos en los genes. Por otro lado, es
necesario complementar estos analisis correlacionando los datos y resultados con variables
externas como estilo de vida, tipo de exposicién, entre otros los cuales pueden modular el

efecto de los polimorfismos a nivel genético.
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