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Resumen

La Paraoxonasa-1 (PON-1) es una A-esterasa que se hizo popular en el campo de la
toxicologia por su capacidad de hidrolizar in vitro diversos organofosforados, pero esta
enzima ejerce otras funciones, encentrandose relacionada en diversas condiciones como
alzheimer y Parkinson, trastornos reproductivos, y enfermedades cardiovasculares. Los
oxones de los organofosforados son sustratos para la enzima paraoxonasa (PON-1) del
plasma, y esto da como resultado la desintoxicacion como parte del metabolismo
hepéatico de fase 1. El gen de la paraoxonasa sérica humana presenta polimorfismos de
nucledtido simple como los localizados en las posiciones 55 y 192 que tienen el potencial
de ser determinantes en la respuesta a la toxicidad variable de organofosforados en las
personas. Metodologia: Se estudiaron transversalmente 43 individuos expuestos
ocupacionalmente a organofosforados y 40 sujetos control no expuestos. Se tomaron
muestras de sangre para realizar el analisis de la actividad enziméatica por
espectrofotometria UV-VIS y la determinacion de los polimorfismos genéticos en las
posiciones 55 y 192 de la paraoxonasa-1 (PON-1) mediante PCR en tiempo real (RT-
PCR). Con los datos obtenidos se realiz6 andlisis estadistico descriptivo. Resultados: El
valor medio de la actividad paraoxonasa (U/L) en la poblacién estudiada fue de 143,46 +
95,10, siendo un poco mas alta en el grupo de referencia que en el grupo de
trabajadores (149,52 + 93,00 y 138,04 + 94,0 respectivamente). No se encontré relacion
entre la edad, el indice de masa corporal y el consumo de cigarrillo con la actividad
paraoxonasa en ninguno de los 2 grupos estudiados, sin embargo en los individuos
expuestos se encontrd una correlacién entre el consumo de alcohol y los niveles mas
bajos de actividad y en los controles se relaciond el consumo de medicamentos con
valores altos de actividad paraoxonasa. En la poblacién estudiada se encontraron los
genotipos QQ y QR (frecuencia genotipica 0,121 y 0,879 respectivamente) para PON-1
192 LL y LM (frecuencia genotipica 0,253 y 0,747 respectivamente) para PON-1 55. La
actividad paraoxonasa fue significativamente mayor en los individuos con el genotipo
PON 55 LL y PON 192 QR, tanto en expuestos como en controles, y menor para los
genotipos LM y QQ. Conclusion: Como en otras investigaciones, se encontré6 una
relacion entre los valores de la actividad paraoxonasa con los genotipos hallados en este
estudio, el cual deberia seguirse investigando para evaluar si se podria considerar
bioindicador de susceptibilidad.

Palabras clave: Paraoxonasa, PON-1, plaguicidas, organofosforados, bioindicador de
suceptibilidad, polimorfismos.
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Abstract

Paraoxonase-1 (PON1) is an A-esterase which became popular in the field of toxicology
for its ability to hydrolyze in vitro several organophosphates, but this enzyme performs
other functions, being related under various conditions such as Alzheimer's and
Parkinson, reproductive disorders, and cardiovascular diseases. Oxons forms
organophosphate are substrates for the plasma paraoxonase (PON1), and this yields in
detoxification of the hepatic phase 1 metabolism. The gene for human serum
paraoxonase presents single nucleotide polymorphisms as SNPs located in the positions
55 and 192 that have the potential to be critical in the response to the variable
organophosphate toxicity in humans. Methods: It was studied transversely 43 individuals
which were occupationally exposed to organophosphate and 40 control subjects not
exposed. Blood samples were taken for analysis of enzyme activity by UV-VIS
spectrophotometry and determination of genetic polymorphisms at positions 55 and 192
of paraoxonase-1 (PON-1) by real-time PCR. With the data obtained descriptive statistical
analysis was performed. Results: The mean value of paraoxonase activity (U/L) in the
study population was 143.46 + 95.10, being slightly higher in the control group than in the
group of workers (149.52 + 93, 00 and 138.04 = 94.0 respectively). No relationship
between age, BMI and cigarette consumption and paraoxonase activity was found in any
of the 2 groups, however in individuals exposed a correlation was found between alcohol
consumption and lower levels activity and controls the use of medications with high levels
of paraoxonase activity was related. In the population studied genotypes QQ and QR
(genotype frequency 0.121 and 0.879 respectively) for PON-1192 LL and LM (genotype
frequency 0.253 and 0.747 respectively) were found to PON1 55. The paraoxonase
activity was significantly higher in individuals with genotype LL and PON PON 55 192 QR
in both exposed and controls, and lower for LM and QQ genotypes. Conclusion: As in
other studies, a relationship between values of paraoxonase activity with genotypes
found in this study was found, which should be further investigated to assess whether it
could be considered a biomarker of susceptibility.

Keywords: Paraoxonase, PON1, pesticides, organophosphates, biomarker of
susceptibility polymorphisms.
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Introduccioén

Los plaguicidas organofosforados (OPs) son una de las principales clases de insecticidas
gue se encuentran en uso desde mediados de la década de 1940, se usan alrededor del
mundo, para incrementar la produccién agricola y para mejorar la salud publica. Las
caracteristicas principales de los organofosforados son su alta toxicidad, su baja
estabilidad quimica y su nula acumulacién en los tejidos. Sin embargo la toxicidad que
ejercen no se limita a los insectos puesto que pueden ejercer efectos adversos
importantes en especies no objetivo, incluyendo los seres humanos. Debido a la
fosforilacion de la acetilcolinesterasa, ejercen principalmente una toxicidad colinérgica
(Lucio G Costa, 2006; Gutierrez et al., 2012)

En el campo de la toxicologia se ha puesto mucha atencién en el desarrollo de
biomarcadores para ser utilizados como indicadores de exposicion, de efectos sobre la
salud y de susceptibilidad. Las mediciones de los metabolitos de la orina y de actividad
de la colinesterasa en sangre se establecen los biomarcadores de exposicién y de los
primeros efectos biol6gicos a la intoxicacion por organofosforados respectivamente. En
los ultimos afios, han sido de interés creciente a los biomarcadores de susceptibilidad a
la toxicidad porque se ha encontrado que existen diferencias de base genética en la
respuesta a sustancias quimicas ambientales (Lucio G Costa, Cole, Vitalone, & Furlong,
2005; A F Hernandez et al., 1999).

En este sentido, tanto la paraoxonasa (PON) y la colinesterasa (ChE) se han propuesto
como marcadores de susceptibilidad a (OPs), como se ha demostrado las actividades
enzimaticas de estas pueden para variar dentro de la poblacion sana y estar bajo control
genético. Mientras que las esterasas “A” como la PON-1 hidrolizan a los insecticidas OPs
a sus metabolitos correspondientes; las esterasas “B” como las colinesterasas, por el
contrario, son el blanco sobre las que estos insecticidas ejercen su accion toxica. Las
diferencias interindividuales en la actividad de estas enzimas pueden contribuir a las
variaciones en la susceptibilidad del hombre a los efectos toxicos de los
organofosforados (A F Hernandez et al., 1999).

El sistema de la paraoxonasa protege frente a la intoxicacion por insecticidas
organofosforados cuyos metabolitos activos sean sustratos de esta enzima,
descomponiéndolos antes de que la inhibicidon de la colinesterasa. Probablemente esta
enzima aporta escasa proteccion frente a una intoxicacion aguda, puesto que el sistema
paraoxonasa no alcanzaria a metabolizar las altas concentraciones por saturacion del
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sistema. Sin embargo, en exposiciones repetidas a bajas dosis la paraoxonasa
presentaria una ventaja frente a la colinesterasa en los tejidos diana (L. Costa et al.,
2003; A F Hernandez et al., 1998).

Las paraxonasas son una familia de enzimas compuestas por 3 miembros: PON-1, PON-
2 y PON-3, que se encuentran en el cromosoma 7. El miembro mas estudiado ha sido la
paraoxonasa-1 (PON-1), estearasal/lactonasa asociada a las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y codificada por el gen PON1. Las primeras investigaciones se centraron
en su capacidad para hidrolizar los metabolitos activos (oxones) de un ndmero de
insecticidas organofosforados tales como el paration, diazinon y clorpirifos, y su hombre
deriva de uno de los sustratos mas comunmente utilizados in vitro, el paraoxén
(Draganov & La Du, 2004).

La clonacion del gen PON1 en 1993 permitio la identificacion de méas de 200
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en diferentes regiones del gen PON1. La
presencia de polimorfismos genéticos en la PON1 afecta la expresion y la actividad de la
enzima. La mayoria de los estudios se han centrado en 2 polimorfismos de la regién
codificante (Q192R y L55M) y varios polimorfismos la region promotora 3-UTR. El
polimorfismo Q192R que consiste en una mutacion en la region codificante de PONL1,
resultando en la sustitucion de una glutamina (alelo Q) por una arginina (alelo R),
mientras que el polimorfismo L55M es resultado de la sustitucion de una leucina (alelo L)
por una metionina (alelo M) en la posicién 5 (Lucio G Costa, Giordano, Cole, Marsillach,
& Furlong, 2013)

Diversos investigadores han indicado que la actividad de la paraoxonasa-1 en
poblaciones humanas, muestra una distribucion polimérfica con una gran variabilidad
interindividual en los niveles de actividad de la PON1 y diferencias en las frecuencias
alélicas y genotipicas de los polimorfismos 55 y 192. Para el polimorfismo PON-1 192
Q/R el alelo Q es menos eficiente que el R para hidrolizar paraoxén, pero mas eficiente
frente a diazox6n, soman y sarin, impartiendo una actividad catalitica diferencial hacia
algunos sustratos de organofosforados, mientras que para el polimorfismo PON-1 55L/M
el alelo M estd asociado con concentraciones mas bajas. Ambos contribuyen a la
determinacion del “status” de la paraoxonasa-1 de un individuo (Fridman, Fuchs, Porcile,
Morales, & Gariglio, 2011).

El advenimiento de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacion
de ADN con las mejoras, modificaciones y la automatizacién ha proporcionado una forma
muy conveniente para hacer cada genotipo de los polimorfismos de PON1, contribuyendo
al campo emergente de la toxicologia, la “toxicogenomica” (L G Costa et al., 1999)



1.Planteamiento y Justificacion

1.1 Planteamiento del problema

Los plaguicidas son ampliamente utilizados en la agricultura para mejorar la produccion,
proteger los cultivos almacenados y como control de enfermedades trasmitidas por
vectores, su uso es una de las practicas que mas ha contribuido al incremento de la
produccion mundial de alimentos en las ultimas décadas (Gutiérrez & Londofio, 2009;
Simoniello et al., 2010).

Sin embargo aunque los plaguicidas se usen de forma correcta, sus efectos toxicos
también se pueden manifestar en los organismos no objetivos de su uso, incluidos los
humanos, forjando riesgos que se manifiestan en nuevas patologias, resultantes de la
exposicion a estos toxicos (Gutiérrez & Londofio, 2009). Segun datos de la OMS,
anualmente se intoxican entre 2-3 millones de personas por exposicion directa o indirecta
a plaguicidas. De ese total, las 3/4 partes de personas afectadas pertenecen a los paises
subdesarrollados, donde uUnicamente se utiliza el 25% de la produccion mundial de
plaguicidas (Lucio G Costa, 2006; Jeyaratnam, 1990; Ministerio de proteccion social,
2007).

La intoxicacion por plaguicidas es un problema significativo en los paises en via
desarrollo debido principalmente a las practicas de manejo inadecuadas. La inseguridad
se ve agravada por el analfabetismo y la pobreza en la mayoria de las comunidades
agricolas. Los plaguicidas clasificados como extremadamente o altamente peligrosos por
la FAO y la OMS, incluidos los prohibidos por otros paises, se siguen utilizando en estas
regiones. La exposicién ocupacional a plaguicidas se presenta por multiples factores, por
ejemplo muchos agricultores almacenan en o cerca de sus residencias los plaguicidas, o
los utilizan de forma inadecuada o insegura y los trabajadores de fabricas no siguen las
adecuadas practicas de higiene ocupacional, estas situaciones llevan aparejado
inexorablemente un mayor riesgo de exposicion y, por tanto, una mayor incidencia de
intoxicaciones agudas y cronicas (Kesavachandran et al., 2009).

Entre los plaguicidas, los organofosforados son unos de los mas ampliamente utilizados
en la agricultura y el medio ambiente de interiores. Las personas se pueden ver
expuestas a estas sustancias a nivel ambiental, alimentario y ocupacional esta ultima se



2 Caracterizacion de la actividad enzimatica y polimorfismos genéticos de la
PON-1, en trabajadores expuestos a plaguicidas organofosforados

puede producir en la agricultura y la salud publica o nivel industrial durante los
procedimientos de fabricacion, transporte y formulacion (Simoniello et al., 2010).

La intoxicacion aguda con organofosforados produce hiperexcitabilidad del sistema
nervioso que puede llevar a la muerte, sin embargo estos compuestos también dan lugar
a efectos cronicos nocivos sobre la salud humana, como trastornos neuropsicolégicos,
disrupcién del sistema endocrino, anomalias del desarrollo, trastornos del sistema
inmunoldgico e hipersensibilidad, también se ha establecido una posible asociacion entre
la exposicion a organofosforados y los canceres de pulmén, préstata, asi como el linfoma
no Hodgkin y la leucemia (Singh, Kumar, Thakur, et al., 2011).

En Colombia existe una alta dependencia hacia los plaguicidas por ser un pais
principalmente agricola, ocupando el tercer lugar en latinoamerica, en el consumo
después de Brasil y México (Ministerio de Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial,
2008). La industria de plaguicidas se inicia en este pais hacia el afio de 1962, con base
en la importacion de ingredientes activos. En 1964, se amplia la tecnologia de la industria
hacia la sintesis de algunos ingredientes activos. Durante la década del 70, en Colombia
se intensifico el uso de plaguicidas, principalmente en cultivos de algodén, maiz, arroz y
papa, que consumieron mas del 90% del total de los insecticidas producidos (Ministerio
de Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial, Augusto, & Gémez, 2007).

En los afios 2007 y 2008, se reportaron al Sistema de Vigilancia Epidemiologica
(SIVIGILA) 4.793 y 6.565 intoxicaciones agudas por plaguicidas respectivamente. Sin
embargo estas estadisticas sobre intoxicaciones agudas y crénicas son no recogen la
totalidad de los casos, debido a la ausencia de un adecuado sistema de indicadores a
nivel nacional y a la escasa capacitacion de los trabajadores de la salud frente al tema, lo
gue dificulta aun mas la elaboracién del diagnéstico y el registro de los casos, ademas no
se hace un seguimiento a largo plazo por los altos costos, la cantidad y complejidad de
las variables relacionadas y la dificultad de establecer asociaciones causales (Ministerio
de proteccion social, 2007).

La exposicion humana a mezclas de plaguicidas puede originar efectos biolégicos y
patolégicos desiguales, puesto que la dosis efectiva de exposicién a los plaguicidas que
recibe un individuo depende no solo de la exposiciébn ambiental inicial, sino también se ve
influida por la capacidad innata de un individuo para metabolizar y excretar los
plaguicidas especificos. Esta capacidad estd parcialmente determinada por los genes
gue codifican para proteinas implicadas en estos procesos metabdlicos. La variacién
genética o polimorfomismos de estos genes probablemente conduce a la capacidad
diferencial de metabolizar estas sustancias toxicas, que conlleva a la variabilidad en la
susceptibilidad a los efectos de la exposicion cronica. En la detoxificacion de los
organofosforados participan dos familias de enzimas metabolizadoras estas son las
citocromo P450 y las paraoxonasas (PON), especificamente la PON-1 (Simoniello et al.,
2010).
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La PON-1 muestra polimorfismos genéticos, de ahi que la actividad frente a los sustratos
sea diferente en funcion de la isoforma que actle. En la region reguladora se encuentran
polimorfismos en la posicion 192 glutamina/arginina (Q/R) y en la posicion 55
leucina/metionina (M/L). La arginina (R) se relaciona con una mayor actividad
paraoxonasa Yy la isoforma leucina (L) se asocia a una mayor concentraciéon de PON1 en
suero. Esto indica que existen diferencias en la susceptibilidad a organofosforados de
unos individuos con respecto a otros y de unas poblaciones a otras. La variacion
polimérfica en la actividad paraoxonasa sérica afecta el metabolismo de los
organofosforados en individuos en riesgo de exposicién y, por tanto, incrementa el riesgo
de intoxicacion crénica por organofosforados (Lucio G Costa, Vitalone, Cole, & Furlong,
2005; A. Hernandez, Lopez, Gil, & Rodrigo, 2007; Povey, 2010).

Se ha descrito una correlacion entre la variacion en la actividad de PON-1, debida a los
polimorfismos en el gen, con la susceptibilidad a la toxicidad por organofosforados. Por
ello, conocer la actividad enzimatica y los genotipos en diversas poblaciones toma
especial relevancia para identificar susceptibles a los efectos téxicos de los insecticidas
organofosforados.

1.1.1 Pregunta de investigacion

¢, Cual serd en comportamiento de la actividad enzimatica y los polimorfismos genéticos
de la paraoxonasa-1 (PON-1), en trabajadores expuestos a plaguicidas organofosforados
de una empresa productora de agroquimicos del municipio Soacha -Cundinamarca?

1.2 Justificacion

El aumento en las necesidades de produccion de alimentos y de mas productos de la
agricultura ha llevado a la produccion masiva de productos quimicos para el control de
las plagas, generando la presencia de problemas de tipo ambiental y en la salud de las
personas expuestas a estos productos. En el balance riesgo-beneficio de los plaguicidas
hay que considerar no sélo los efectos agudos sobre la salud sino también la aparicion
de efectos crénicos que se reportan con mayor frecuencia en los trabajadores con
exposicion ocupacional y que también se pueden evidenciar por exposicién alimentaria y
ambiental en la poblacion general.

Para la intoxicacion con organofosforados se ha descrito correlacion entre la variacion en
la actividad de la PON-1, debida a los polimorfismos en el gen, con la susceptibilidad a la
toxicidad, por esto es importante y necesario conocer la actividad enzimatica y realizar un
andlisis completo de los genes potencialmente implicados en su  metabolismo,
identificando los distintos polimorfismos de nucleétido unico (SNP) que contribuyen a la
variabilidad individual en su metabolismo.
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Los genotipos de PON-1 en diversas poblaciones toman especial relevancia en identificar
individuos susceptibles a los efectos toxicos de los organofosforados. No obstante, la
variacién interindividual existente en la poblacion no expuesta de las actividades
enzimaticas hace necesaria la realizacion de estudios poblacionales para detectar
aquéllos individuos mas susceptibles a la intoxicacion por organofosforados.

Hasta el momento no se cuenta con hasta el momento con estudios y publicaciones que
hagan una caracterizacion de los polimorfismos del gen de la PON-1 en el pais. Este
biomarcador de susceptibilidad podria ser de gran utilidad en la evaluacion de riesgos
toxicos, e incluso podria considerarse su incorporacion a los controles sanitarios de
trabajadores dentro de los programas de vigilancia de la salud.



2.Marco Teorico

2.1 Plaguicidas

El aumento de los rendimientos y la calidad de los productos agricolas, se debe en gran
medida al uso de plaguicidas, los cuales se utilizan para (Fenik, Tankiewicz, & Biziuk,
2011):

e Controlar el nUmero de plagas que destruyen las plantas enteras o sus partes;

e Aumentar la produccion de biomasa de animales y plantas;

o Combatir las algas, bacterias, hongos y malas hierbas;

e Combatir las plagas de los animales que dafan los cultivos (por ejemplo, los
acaros, éfidos, insectos, larvas y nematodos);

o Estimular o inhibir los procesos de crecimiento de las plantas (por ejemplo,
eliminar el exceso de flores, follaje o destruir a secar las plantas);

¢ Hacen posible la accion de otras sustancias;

e Matar organismos nocivos en granjas, casas, hospitales, tiendas y vehiculos.

2.1.1 Clasificaciéon de plaguicidas

La diversidad de sus estructuras quimicas, mecanismos de accion y aplicaciones hace
gue cualquier clasificacion de los plaguicidas sea compleja. Fenik J, et al, 2011
proponen una serie de criterios a tener en cuenta para clasificar los plaguicidas:

e Toxicidad

e Efectos de la aplicacion

e Estructura quimica

e Estabilidad en el medio ambiente

e Vias por las que penetran en los organismos objetivo

Segun su funcion como se ve en la tabla 2-1, los plaguicidas se clasifican en pueden ser
insecticidas, fungicidas, herbicidas y rodenticidas (Fernandez, Mancipe, & Fernandez,
2010).



6 Caracterizacion de la actividad enzimatica y polimorfismos genéticos de la
PON-1, en trabajadores expuestos a plaguicidas organofosforados

Tabla 2-1. Clasificacion de los plaguicidas segun su funcion

Tipo de Organismo Ejemplos
Plaguicida Objetivo

Organoclorados: endrin, aldrin, DDT, lindano,
toxafeno

Organofosforados: paration, clorpyrifos,
diazinon, diclorvos, malation, dimetoato
Carbamatos: aldicarb, carbofuran, propoxur,
carbaril.

Piretrinas y piretroides: resmetrina,
bioresmetrina, aletrina, decametrina, permetrina.
Otros: ivermectina

Sales de cobre: oxicloruro de cobre y sulfato de
cobre.

Derivados de la ftalimida: captafol
Dinitrofenoles: dinitro-orto-cresol
Dithiocarbamatos: maneb, zineb, mancozeb.
Hierbas y malezas  Bipiridilos: paraquat, diquat.

Glifosato

Inorganicos: sulfato de talio, anhidrido
Roedores arsenioso, fosfuro de aluminio, fosfuro de zinc.
Organicos: anticoagulantes: cumarinas
(Warfarina).

Insecticidas Insectos

Fungicidas Hongos

Herbicidas

Rodenticidas

La dosis letal 50 (DLsg) se define como la cantidad de una sustancia que al ser
suministrada a animales de experimentacion mata al 50% de esa poblacién y con los
datos obtenidos se establece la categoria toxicolégica de cada sustancia como se
muestra en la tabla 2-2, (Fernandez et al., 2010):

Tabla 2-2. Clasificacion de la OMS para.plaguicidas segun categoria toxicologica
DL50 en ratas (mg sustancia/kg de peso)

Denominacion Dérmica

Solidos Liqguidos | Sélidos Liquidos
la Extremadamente peligroso <5 <20 <10 <40
Ib Altamente peligroso 5a50 20 a 200 10 a 100 40-400
Il Moderadamente peligroso 50a500 200-2000 @ 100 a 1000 400-4000
11 Ligeramente peligroso >500 >2000 >1000 >4000
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2.1.2 Efectos del uso de plaguicidas

A pesar de sus muchos méritos, los plaguicidas son algunas de las sustancias mas
toxicas, ambientalmente estables y méviles en el medio ambiente. Las cantidades de
plaguicidas en una region en particular dependen en gran medida de la intensidad de la
aplicacion y de los tipos de cultivos. Los plaguicidas tienen muchas ventajas, pero
también hacen mucho dafio al medio ambiente y al hombre, por lo cual es importante
tener en cuenta los efectos positivos y negativos de los plaguicidas empleados (figura 2-
1), para lograr la selectividad total de sus acciones (Fenik et al., 2011).

Figura 2-1. Efectos positivos y negativos del uso de plaguicidas

Positivos Negativos
Limitacién o eliminacién de muchas (Amenaza directa para la salud )
enfermedades infecciosas Y humana y la vida: pueden ser
epidemias transmitidas por cancerigenos, neurotoxicos, ¥
insectos en los animales de pueden alterar la regulacion
\ granja y aves Y \_hormonal y enzimatica Y,
/MayOTES rendimientos de los ) 4 )
cultivos comestibles por Destruccion de todos
reduccion de las pérdidas de los organismos Utiles que habitan
alimentos durante el en un area determinada
\Ellmaoenamlentoy el transporte J \_ y
o ™ ' ™
Incrementar la produccion de Resistencia de los patdgenos y las
leche, huevos, carne y cuero plagas a los venenos
- >y A >
r ™y

(Contaminacién de los cuerpos de )

Mejora en la higiene -
personal después de la destruccion gﬁl;astra)ho:uelos poprc-r plagumldaé‘i
Yiongl;er;%rﬂ_? I;’:) insectos  (pulgas, viento o lixiviados por las lluvias
PIDJOS, 19 ) \ torrenciales Y,

Adaptado de Fenik et al., 2011

Aunque el uso de plaguicidas tiene beneficios, se han sugerido riesgos para la salud en
los seres humanos que estan ocupacionalmente o ambientalmente expuestos a estos
agroquimicos (Simoniello et al.,, 2010). Con su capacidad de estabilidad del medio
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ambiente, bioacumulacién y toxicidad pueden provocar en el hombre un mayor riesgo de
enfermedades e intoxicacion. EI hombre puede ingerir plaguicidas por diversas vias
(figura 2-2), a través del medio ambiente y de la cadena alimenticia, como ocurrié con los
tratamientos con insecticidas organoclorados en plantas forrajeras, que al ser
consumidas se acumulan en las grasas de los animales, pasando al ser humano cuando
éste se alimenta de la carne (Fenik et al., 2011)

Figura 2-2. Ciclo de plaguicidas en la naturaleza

Aire
Volatiidad -~ - \ ot
,/ V|ent0

Lluvia /"
//,f» // \\\
"~ "Palva \
7 7 Viento Evaporacion ™~ ™
,// ‘// \\\\ ‘\
Suelo PLAGUICIDAS Agua
s
/
\
Resuduors\ ,
en plantas\ Comida

Culivos Humanos

Comida

Adaptado de Fenik et al., 2011

La exposicion ocupacional ocurre en el marco de las actividades economicas de
produccion, preparacion de mezclas, transporte y/o lavado de equipos y rociado de
cosechas. La exposicion crénica a los plaguicidas se asocia con multiples dafios a la
salud incluyendo neurotoxicidad carcinogénesis, alteraciones reproductivas y del
desarrollo y efectos inmunolégicos. En estos casos, los individuos a menudo estan
expuestos a los plaguicidas diferentes o mezclas de plaguicidas, ya sea simultaneamente
0 en serie, lo que hace dificil identificar los efectos de cada uno por separado. Asi, los
biomarcadores de exposicion y el efecto se pueden utilizar para detectar los cambios
inducidos por los plaguicidas en los tejidos humanos, que ocurre antes de la
determinacion de los efectos adversos para la salud (Simoniello et al., 2010).
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2.2 Organofosforados

2.2.1 Origen

A pesar de que una serie de compuestos organicos de fésforo (OP) fueron sintetizados
en el 1800, su desarrollo como insecticidas s6lo se produjo a finales de 1930 y principios
de 1940. El quimico aleman Gerhard Schrader se acredito el descubrimiento de la
estructura quimica general para la sintesis del primer insecticida organofosforado
comercializado (TEPP pirofosfato de tetraetilo), y el de uno de los més conocidos, el
paration, en 1944. Desde entonces, cientos de compuestos organofosforados han sido
fabricados y comercializados en todo el mundo en una variedad de formulaciones
(Buratti, Leoni, & Testai, 2007; Lucio G Costa, 2006).

2.2.2 Aplicaciones

Los plaguicidas organofosforados tienen multiples aplicaciones en ambientes agricolas,
industriales (solventes, plastificantes, retardantes de la llama) y en el hogar y como
consecuencia de ello, se utilizan ampliamente en todo el mundo. Su valor en la
optimizacion de la productividad agricola, el control de las enfermedades transmitidas por
vectores es evidente, sin embargo, los plaguicidas (y sus residuos) se encuentran ahora
entre los productos quimicos sintéticos mas distribuidos en nuestro entorno, en
consecuencia, existen peligros inherentes a la salud publica, ya que no existe pesticida
inocuo y todos tienen importantes riesgos toxicolégicos (Singh, Kumar, Thakur, et al.,
2011; Terry, 2012).

2.2.3 Estructura quimica

El término genérico organofosforados u “OP”, es utilizado para una amplia variedad de
guimicos. Por lo general son compuestos que tienen una estructura de éster (doble
enlace P=0) y se derivan de los acidos fosférico, fosférico y fosfinico, como se observa
en la figura 2-3 (Terry, 2012). A los organofosforados se les conoce como
organofosfotionatos cuando el oxigeno ha sido reemplazado por un atomo de azufre
(Buratti et al., 2007).

Figura 2-3. Estructura quimica de los acidos fosférico, fosforico y fosfinico
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| ] I
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Acido fosférico Acido fosfénico Acido fosfinico
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Dentro de los insecticidas organofosforados, se incluyen a todos los compuestos
organicos que contienen fosforo caracterizan por la presencia del enlace doble P=0O y se
utilizan para combatir las plagas en las plantaciones industriales, huertos y cultivos de
hortalizas. Por lo general se descomponen con bastante facilidad en la superficie y el
interior de las plantas y en el suelo (Buratti et al., 2007).

Como se observa en la figura 2-4, la estructura general de los organofosforados presenta
dos radicales R1 y R2 que pueden ser alquilo, alcoxi, ariloxi, amido u otros y X puede ser
un grupo haluro, fenoxi, tiofenoxi, fosfato, carboxilato, etc (Lucio G Costa, 2006).

Figura 2-4. Estructura General De Los Organofosforados

Q (or 5)

R, \ P/
a:/ \\x

Fuente: Costa L (2006)
2.2.4 Aspectos toxicoldgicos

2.2.4.1Toxicocinética
e Absorcién

La via de exposicién de los organofosforados tiene un efecto primario sobre la absorcion,
asi como diferentes sitios tienen un diferente tipo y capacidad para la absorcion. En
general los organofosforados pueden penetrar al organismo por inhalacién, ingestion y a
través de la piel intacta debido a su alta liposolubilidad, caracteristica que hace que
pasen las barreras biolégicas mas facil, y por su volatilidad facilitando su inhalacion
(Fernandez et al., 2010).

La via cutanea es la menos eficiente y la penetracion varia segun la zona anatémica (en
cara, frente, cuero cabelludo y cuello se absorbe de dos a seis veces mas que el
antebrazo, el estado de la piel), el grado de hidratacion, las enfermedades y dafios en la
piel (Karalliedde, Edwards, & Marrs, 2003). La liposulibilidad intrinseca de los
organofosforados se ve influenciada también por la presencia de otros componentes es
la presentacion comercial (como disolventes organicos, detergentes y agentes
emulsionantes), que actian potenciando de la penetraciéon dérmica (Karalliedde et al.,
2003).
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e Distribuciéon

La distribucién de la dosis absorbida dependera del punto de absorcién. Una vez
absorbidos, los organofosforados se distribuyen rapidamente por todos los 6rganos y
tejidos, aunque las concentraciones mas elevadas se alcanzan en glandulas salivales,
higado y rifiones, con mayor acumulacién en el tejido graso. Por esta razén, se pueden
presentar crisis colinérgicas con compuestos como el fentién y clorfention, los cuales son
los més lipofilicos causando redistribucion organofosforado presente en el tejido adiposo
hacia la sangre (Hernandez Plazas & Olarte, 2011; Karalliedde et al., 2003).

e Metabolismo

Los organofosforados son metabolizados por una serie de enzimas (esterasas, enzimas
microsomales, transferasas) siguiendo las dos fases habituales de detoxificacion de los
xenobioticos del organismo en general, las denominadas fase | y fase Il, este proceso se
da fundamentalmente en el higado, donde el compuesto sufre una serie de
transformaciones quimicas. Estas transformaciones tienden a aumentar la
hidrosolubilidad del plaguicida y por consiguiente facilitan su excrecion, la cual se da a
nivel renal (Fernandez et al., 2010). Sin embargo modificaciones metabdlicas mediada
por CYP pueden resultar en la bioactivacién del organofosforado, particularmente en el
caso de los que son absorbidos como organofosofotionatos “la forma Tion”, que conduce
a la formacion de un analogo" oxdn" reemplazando un atomo de azufre (desulfuracion)
por un oxigeno en el insecticida padre (figura 2-5) (Buratti et al., 2007; L. Costa et al.,
2003; Lucio G Costa, 2006; Karalliedde et al., 2003).

Figura 2-5. Modelo General Del Metabolismo De Plaguicidas Organofosfotionatos
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Fuente: Buratti et al., 2007.
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Los sistemas enzimaticos principales que estan involucrados en las reacciones
oxidativas, reductivas o hidrolitica que desintoxican organofosforados son las oxigenasas
microsomales (citocromo P-450, la flavina monoxigenasas), A -esterasas,
carboxilesterasas (incluyendo B-esterasas) y fluorohidrolasas. Las reacciones
desintoxicantes de fase Il, como la conjugacion, implican principalmente a la glutation S-
transferasa y amidasas. Estos procesos son dependientes de la afinidad de los productos
guimicos a las enzimas implicadas y las concentraciones molares de las enzimas activas
y de los organofosforados. La afinidad varia con el producto quimico y la enzima
implicada (Karalliedde et al., 2003; Lee, Poet, Smith, Busby-Hjerpe, & Timchalk, 2010).

Las enzimas que se encuentran en la piel juegan un papel después de la exposicion
dérmica. Estos incluyen la paraoxonasa y carboxilesterasa. La absorciéon de los
compuestos como el paraoxén y afines es lenta, este metabolismo puede ser un
mecanismo importante para limitar la toxicidad dérmica. De manera similar, la actividad
de las enzimas en el tracto respiratorio juega un papel importante después de inhalacién
(Karalliedde et al., 2003).

e FEliminacién

La via renal es la principal via de excrecion de organofosforados sin cambios o como
metabolitos (Karalliedde et al., 2003). Entre el 75 y el 100 % de los organofosforados
administrados por via oral se transforma en compuestos solubles, prolongandose su
eliminacion urinaria por un periodo que oscila entre las 24 y 48 horas tras la
administracion (experimental).

2.2.4.2 Toxicodinamia

Su toxicidad depende de la inhibicion de la actividad de las enzimas que controlan las
funciones del sistema nervioso, sobre todo la acetilcolinesterasa. Todos los
organofosforados actian por la fosforilacion de la acetilcolinesterasa y la obtencién de un
espectro de efectos colinérgicos, lo que les confiere una alta toxicidad por ser inhibidores
permanentes de la colinesterasa (Lucio G Costa, 2006; Fenik et al., 2011).

La acetilcolinesterasa es una B-esterasa, que cuyo papel fisiolégico segln se observa en
la figura 2-6 es la hidrdlisis de la acetilcolina, un neurotransmisor importante en el
sistema nervioso periférico (autondmicos y somético motor) y central. Los
organofosforados con un resto P=O fosforilan un grupo hidroxilo en la serina de la
enzima, impidiendo asi su accion sobre el substrato fisioldgico. El enlace entre el atomo
de fésforo y el sitio estearico de la enzima es mucho méas estable que el enlace entre el
carbono carbonilo de acetato (en acetilcolina) (Buratti et al., 2007; Lucio G Costa, 2006).
El bloqueo de la actividad de la colinesterasa provoca la acumulacién de acetilcolina en
la sinapsis colinérgicas, con la sobre-estimulacion de los receptores muscarinicos y
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nicotinicos lo que lleva a un estado de hiperexcitacién y paralisis de los musculos vy el
centro respiratorio (Buratti et al., 2007; L. Costa et al., 2003; Lucio G Costa, 2006; Fenik

etal., 2011).

pre-synaptic
neuron

ACh Esterase STOPS signaling process

pre-synaptic
neuron

Figura 2-6. Funcion fisioldgica de la acetilcolina y su fosforilacion por los OPs
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P Organophosphate pesticide (OP)

Tomado de: http://depts.washington.edu/opchild/acute.html

Existe otra esterasa blanco de los organofosforados, llamada esterasa neuropatica
(NTE), la cual es inhibida en funcibn de su estructura quimica por varios
organofosforados. La fosforilacion de NTE es similar a la observada para la
acetilcolinesteresa (Lucio G Costa, 2006).

2.2.5 Manifestaciones clinicas

Intoxicacién aguda: Las intoxicaciones con compuestos organofosforados pueden
generar tres cuadros clinicos: el sindrome colinérgico agudo, el sindrome intermedio y
una neurotoxicidad tardia (Fernandez et al., 2010).

o Sindrome colinérgico agudo: Se presenta como consecuencia de la
inhibicion irreversible de la actividad de la acetilcolinesterasa en la sangre y el
sistema nervioso, dando lugar a la acumulacién excesiva de la acetilcolina y
la activacion de los receptores muscarinicos y nicotinicos, se caracteriza
principalmente por cambios en el estado de conciencia, debilidad muscular y
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excesiva actividad secretora. La aparicion de este cuadro varia entre pocos
minutos hasta doce horas posterior al contacto con el toxico, dependiendo de
la edad del paciente, la cantidad ingerida y la toxicidad intrinseca del
organofosforado (Fernandez et al., 2010; Hurtado Clavijo & Gutierrez de
Salazar, 2005; Lukaszewicz-Hussain, 2010; Povey, 2010).

El sindrome colinérgico agudo incluye aumento de la sudoracion y salivacion,
secrecién bronquial, broncoconstricciébn, miosis, aumento de la motilidad
gastrointestinal, diarrea, temblores, espasmos musculares y diversos efectos
del sistema nervioso central(Lucio G Costa, 2006).

Sindrome Intermedio: El término “sindrome intermediario” se aplica al
cuadro caracterizado por recaida clinica, con gran debilidad muscular que
aparece 24 a 96 horas después de la exposicion pero antes que la neuropatia
retardada. Puede estar asociado a una terapia insuficiente con oximas. Este
sindrome aparece generalmente, luego de 4-5 dias de iniciado el episodio
agudo toxico; se caracteriza por paralisis respiratoria aguda, debilidad de
musculos flexores de la nuca, lengua y faringe, musculos proximales de las
extremidades y musculos del térax, con compromiso de la funcion
respiratoria, ausencia o disminucién de los reflejos osteotendinosos, debilidad
en el territorio de nervios craneales motores principalmente el sexto
(oftalmoparesia externa), asociado a sintomas nicotinicos el tratamiento con
atropina y oximas no influencia el curso clinico del sindrome intermedio. Su
incidencia es de 57,1%. Algunos estudios han mostrado que el sindrome
intermedio sélo ocurre en pacientes con inhibicion prolongada de la
acetilcolinesterasa y que la presencia del sindrome no depende del tipo de
agente téxico involucrado (Fernandez et al., 2010; Hurtado Clavijo &
Gutierrez de Salazar, 2005).

Neuropatia retardada: Los organofosforados fosforilan otras enzimas:
fosfatasa acida, aliesterasas, lipasas, tripsina, quimotripsina, succino-oxidasa,
oxidasa-acido ascorbico, deshidrogenasas, enzimas sulfhidrilo. Algunos
pacientes, presentan una neurotoxicidad tardia, que se presenta entre la
primera y tercera semana de evolucion de la intoxicacion aguda por
organofosforados, producida a través del incremento del Ca* intracelular por
alteracion de la enzima calcio-calmomodulinaquinasa Il y por la inhibicion de
la actividad de una proteina de la célula nerviosa a la que se ha dado el
nombre de esterasa neurotoxica o esterasa diana de neurotoxicidad (NET), lo
cual lleva a degeneracion axonal en grandes neuronas distales (Fernandez et
al., 2010; Hurtado Clavijo & Gutierrez de Salazar, 2005).

Se trata de una polineuropatia predominantemente motora, de tipo flacido,
pero también con manifestaciones de tipo sensorial, que afecta a los
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musculos distales de las extremidades que se manifiesta con debilidad
ascendente pero de predominio distal, ataxia, hipotrofia muscular,
hiporreflexia. en miembros inferiores, calambres, parestesias, dolor
neuropatico, e hipoestesia; su recuperacion puede ser total o parcial entre 6-
12 meses con una adecuada rehabilitacion. Dentro de los organofosforados
que méas se han asociado se encuentran el leptofox, mipafox, clorpirifox,
triclorfon, fention y diazindn (Fernandez et al., 2010).

e Intoxicacion Cronica

Los organofosforados modifican los procesos rédox del organismo, cambiando las
actividades de enzimas antioxidantes y provocando aumento de la peroxidacion lipidica
en muchos drganos, la cual se relaciona con la cardiotoxicidad (Lukaszewicz-Hussain,
2010). Sin embargo los sistemas y 6rganos que mas pueden verse afectados por los
organofosforados son el sistema nervioso central y periférico, higado, rifiones, musculos,
sistema inmunoldgico, sistema hematolégico y otros. Ademas se demostrado la
asociacion entre la exposicion crénica a los plaguicidas y los casos registrados de cancer
humano, debido a que estos compuestos son reconocidos genotdxicos que tiene la
capacidad de inducir dafio en el ADN, no sélo directamente sino también a través de
otros mecanismos, tales como el estrés oxidativo o procesos inflamatorios (Shadnia et
al., 2005).

o Trastornos neuropsiquiatricos cronicos inducidos por organofosoforados
COPIND: Conjunto anomalias neuroconductuales producidas por la exposicion
crénica a organofosoforados que pueden ocurrir sin antecedentes de eventos
colinérgicos y no parecen ser dependientes de la inhibicion de la
acetilcolinesterasa. Dentro de estas se incluyen: ansiedad, depresion, sintomas
psicoticos, déficits en la memoria a corto plazo, aprendizaje, atencion,
procesamiento de la informacién, trastornos musculoesqueléticos (mialgia) la
coordinacién ojo-mano y el tiempo de reaccion, y sintomas extrapiramidales.
(Povey, 2010; Terry, 2012).

2.2.6 Vigilancia de la exposicién ocupacional

El empleo de plaguicidas a nivel laboral ocasiona inevitablemente la exposicion a
pequefias cantidades de los mismos que pueden variar desde niveles indetectables hasta
otros facilmente medibles utilizando determinaciones analiticas sensibles de féacil
disponibilidad. La relevancia biolégica de este tipo de exposiciones depende de la
duracion de la exposicién, dosis y reactividad biolégica (A F Hernandez et al., 1998).

e Biomarcadores y organofosforados
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Uno de los aspectos mas importantes relacionados con la exposicion laboral crénica a
compuestos organofosforados es la evaluacion de la toxicidad por medio de marcadores
bioquimicos que constituyen una sefial de alarma previa a la aparicion de
manifestaciones clinicas. La evaluacion del riesgo de los plaguicidas precisa de
indicadores bioldgicos (Lépez, 2005).

o Biomarcadores de exposicién: La exposicion o absorcién individual se
estima mediante monitorizacién en fluidos y tejidos corporales de plaguicidas
0 sus metabolitos (determinacién de alquilfosfatos en orina). Los plaguicidas y
sus metabolitos pueden analizarse en muestras biologicas, suero, grasa,
orina, sangre o leche materna por medio de técnicas analiticas
convencionales.

o Biomarcadores de efecto: Determinacién de las actividad colinesterasa
(butirilcolinesterasa plasmatica y acetilcolinesterasa eritrocitaria) y/o de otras
enzimas.

o Biomarcadores de susceptibilidad: polimorfismos genéticos de enzimas
gue metabolizan plaguicidas. Estos ultimos son de especial interés, ya que
pueden predisponer a un mayor riesgo en el caso de la exposicion a estos
compuestos. La variacion interindividual existente en la poblacion no
expuesta de alguna de estas actividades hace necesaria la realizacion de
estudios poblacionales para detectar aquellos individuos mas susceptibles a
la intoxicacion por organofosfatos. Se ha propuesto la determinacién previa
de 5 enzimas (acetilcolinesterasa. butirilcolinesterasa, esterasa neurotoxica
en linfocitos, paraoxonaxa 1 y arilesterasa plasmaticas) como indicadores
predictivos de susceptibilidad.

La utilidad de los biomarcadores de susceptibilidad radica en su capacidad potencial para
detectar los efectos de los plaguicidas antes de que produzcan efectos adversos sobre la
salud (L6pez, 2005).
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2.3 Paraoxonaxa

Las paraoxonasas (PON) forman 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. De hecho
su nombre deriva de uno de los sustratos artificiales mas utilizados, el paraoxon (figura 2-
7), metabolito activo del insecticida paratién (A. Hernandez et al., 2007; Nus, Sanchez-
Muniz, & Sanchez-montero, 2008; Valiyaveettil, Alamneh, Biggemann, et al., 2011,
Valiyaveettil, Alamneh, Rezk, et al., 2011).

Mazur en 1946 fue el primero en describir la hidrélisis enzimatica de compuestos
organofosforados por los tejidos animales y, durante la década de 1950, Aldridge la
clasific6 como una esterasa «A» por su capacidad para detoxificar organofosforados para
diferenciarla de las esterasas «B», representadas por las carboxilesterasas y
colinesterasas, que son inhibidas por organofosoforados. En la década de los noventa se
descubri6é su implicacion en el metabolismo lipidico, pues era capaz de destruir lipidos
oxidados, por lo que puede desempenfar un papel importante en las primeras fases de la
patogenia de la aterosclerosis (Draganov & La Du, 2004; Mackness, Durrington, &
Mackness, 1998).

Figura 2-7. De Paraoxon a Paranitrolfenol y Dietilfosfato por la enzima Paraoxonasa 1.
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Tomado de: http://eawag-bbd.ethz.ch/servlets/pageservlet?ptype=r&reaclD=r0067.

2.3.1 Caracteristicas estructurales de la paraoxonasa

La PON 1 es una glicoproteina dependiente de calcio compuesta por 354 aminoacidos
con 44 kDa que se sintetiza y almacena, en el higado y una porcién se secreta en el
plasma, donde se asocia con lipoproteinas de alta densidad HDL Se puede encontrar
también en, cerebro, pulmén, corazon, rifiones, intestino delgado y aorta (Lucio G Costa,
Vitalone, et al., 2005; Fridman et al., 2011; Matthews, Sutter, & Rentz, 2011).
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Figura 2-8. Estructura general de la paraoxonasa 1

Fuente. Masson, Rochu, & Chabrie, 2010

La estructura cristalina de PON1 humano no ha sido disipada. Sin embargo, el
conocimiento de la estructura 3D es esencial para comprender el mecanismo catalitico
de la PON1 humana y para disefiar de mutantes con actuaciones optimizadas. Sin
embargo, se ha determinado la estructura de un recombinante rPON1 hibrido de
mamiferos (una construccion sintética emitida desde la mezcla de conejo, ratén, rata y
genes PON1 humano, expresado en E. coli). En la figura 2-8 se observa que la PON1
parece tener una estructura helicoidal de seis hojas-B, cada hoja formada por cuatro
hebras. La hoja beta esta estabilizada por un cierre tipo de «cremallera» constituido por
puentes de hidrogeno entre el grupo amida y el grupo carboxilo de un filamento
adyacente y los radicales se disponen alternativamente a uno y otro lado de la cadena
polipeptidica y se complementa ademas por un puente disulfuro entre la cisteina 42 (cys)
(hebra 6D) y la cys353 (hebra 6C). Contiene dos moléculas de calcio en el tunel central
de la hélice, una en la parte superior (Cal) y otra en el centro (Ca2) con una separacion
entre ambos de 7,4 A. Se cree que la molécula Ca2 tiene una funcibn meramente
estructural pero cuya disociacion da lugar a una desnaturalizaciéon irreversible. Sin
embargo al Cal se le ha denominado el «calcio catalitico» se ha sugerido que el centro
activo de la PON1 esta formado por un calcio en la parte superior, un (PO4)* y una
pareja de histidinas (hys) unidas por enlace de hidrégeno en posicion 115 y 134 (Fridman
et al., 2011; Masson, Rochu, & Chabrie, 2010; Nus et al., 2008).
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2.3.2 Actividad PON-1

La PON-1 presenta varias actividades principalmente:

e Paraoxonasa. Hidroliza compuestos organofosforados: paraoxdn, soman, sarin,
etc. (figura 2-9).

e Arilesterasa: Hidroliza ésteres aromaticos como el acetato de fenilo.

e Lactonasa: Hidroliza lactonas arométicas y alifaticas (dihidrocumarina, lactona
del acido homogentisico) ademas de catalizar la reaccion reversa de lactonizacion
de acidos hidroxicarboxilicos (Androutsopoulos, Kanavouras, & Tsatsakis, 2011;
Canales & Sanchez-Muniz, 2003; H. Catano et al., 2005; Moreno-Banda et al.,
2009; Nus et al., 2008).

Figura 2-9. Hidrdlisis de clorpirifos-Oxon, paraoxén y diazoxon por la PON1
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Fuente: Androutsopoulos et al, 2011.

2.3.3 Moduladores de la actividad de PON1

Son numerosos los factores que afectan la actividad de PON1 en los individuos, estos
principalmente se deben a los polimorfismos del gen que codifica a la enzima, sin
embargo también se presenta una contribucion de otros factores de modulacion de la
actividad de PON-1 los cuales pueden llegar a ser importantes, dentro de estos se
pueden resaltar medicamentos, medio ambiente, y factores dietéticos, edad, ciertas
enfermedades, género, estrés oxidativo, fosfolipidos oxidados en LDL y HDL, consumo
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de alcohol, tabaquismo y la actividad fisica (Figura 2-10). La actividad de PON1 varia con
la edad, es mas baja en nifios, alcanza su mayor nivel en adultos jévenes y declina en
adultos mayores y en mujeres después de la menopausia. El estrés oxidativo ejerce un
fuerte impacto, pudiendo conducir a la inactivacién de la enzima (Lucio G Costa, Vitalone,
et al., 2005; Fridman et al., 2011).

Figura 2-10. Efectos biolégicos y modulacién de la PON — 1
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Adaptada de Costa et al., 2005

2.3.4 Polimorfismo de Paraoxonasa (PON-1)

El gen que codifica la enzima PON-1 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7
(7921.3) sitio conocido por ser polimorfico y se localiza entre los pares de bases
94.571.639 y 94.598.495, y esta formado por 26.856 pdb (Figura 2-11). Existe una
considerable variacion interindividual en la actividad plasmética de PON-1 y esto esta
determinado en parte, genéticamente (Fridman et al., 2011; Pérez Parra, 2009).
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Figura 2-11. Representacion esquematica de los polimorfismos mas prevalentes para
PON1, PON2 y PON3

Regio promotora Regio codificant

C-1741T C-1076T

~

N LS5M Q192R
G-909C A-832G C-126G T-107C

—

A148G $311C

G-4105A C-746T
S

ey b
A-4984G T-4970G A-665G C-567T

Fuente: Pérez Parra, 2009

La clonacion del gen en 1993 permitid la identificacion de mas de 200 polimorfismos de
un sdlo nucledtido (SNPs) en diferentes regiones del gen PON-1. Hasta el momento se
han identificado siete polimorfismos principales en el gen de la PON1 que se encuentran
en las regiones codificantes y reguladoras (ver tablas 2-3 y 2-4) (H. Catafio et al., 2005;
Fridman et al., 2011; Min et al., 2006; Nus et al., 2008; Pasdar et al., 2006; Povey, 2010).

Tabla 2-3. Polimorfismos en la regién reguladora

Posici6én  Sustitucion Observaciones
-909 Guanina (G) | Este polimorfismo no parece afectar a la expresion de la actividad
por citosina arilesterasa de forma independiente, pues presenta un
© desequilibrio de enlace con el resto de los polimorfismos
-832 Adenina (A) | Los individuos con el polimorfismo —832A presentan una mayor

actividad arilesterasa y una mayor concentracion de PON1 que los

por (G) individuos —832G.

-162 A por G Se ha observado una mayor actividad arilesterasa en los individuos
gue presentan A en lugar de T. Esta diferencia de actividad es
menor que para el polimorfismo de la posicién —108, pero esta muy
poco influenciada por el desequilibrio de enlace con los nucleétidos
de las posiciones 55y 192.

-126 C por G No se ha observado ningun efecto significativo sobre la actividad
arilesterasa.
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-108 C por timina | Se ha observado una mayor actividad arilesterasa para el haplotipo

M C que para el T, pero parte de esta diferencia es debida en un 6%

al polimorfismo 192 y en un 4% al polimorfismo 55 de la regién

codificadora. Se trata de una posicibn muy importante para la

expresion de PON1 en humanos, seguramente porque esta
asociado al sitio de unidn del factor de transcripcion SP1.

Fuente: (Nus et al., 2008)

Tabla 2-4. Polimorfismos en la region codificadora

55 TTG > ATG Se cree que afecta en general la actividad de la
. L PON-1 debido a las cantidades variables de
Leucina(L) - Metionina (M) | expresién de la proteina, pero no tienen un
impacto directo PON-1 la eficiencia enzimatica. El
genotipo PON-1 MM55 se asocié con una menor
actividad PON-1 debido a la menor cantidad de
ARNmM vy, por tanto, disminuye la cantidad de
PON-1 para la sintesis de proteinas (Matthews et
al., 2011; Sirivarasai, Kaojarern, Yoovathaworn, &
Sura, 2007)

192 CAA >CGA Se produce una sustitucion de una glutamina (Q)

. - por una arginina (R) dando lugar a isoenzimas de
Glutamina (Q) = Arginina (R) baja y alta actividad respectivamente, cuando se

utilizé paraxon como sustrato. El polimorfismo
192 Q/R afecta la actividad catalitica de PONI
hacia los organofosforados, siendo el factor
determinante principal de la sensibilidad o
resistencia a la toxicidad. de un individuo
(Androutsopoulos et al., 2011; Gamboa et al.,
2008; Lacasafia et al., 2010; Singh, Kumar,
Vashisht, et al., 2011; Sirivarasai et al., 2007)

Al existir un polimorfismo funcional de esta enzima, los individuos con genotipo QQ
muestran una menor tasa de hidrélisis de los oxones, por lo que en principio serian mas
sensibles a estos compuestos que los portadores del genotipo RR (figura 2-12). De esta
forma, la caracterizacion del genotipo o fenotipo PON-1 permitiria establecer a priori la
mayor o menor sensibilidad de individuos expuestos a algunos organofosforados. En
otras palabras, dicho parametro puede constituir un importante biomarcador de
susceptibilidad individual, con importantes aplicaciones a nivel laboral, ambiental e
incluso militar. Sin embargo, esto depende del organofosforado al que se esté expuesto,
asi los portadores PON1-192R presentan una mayor actividad frente al paraoxén y una
menor actividad frente a soman y sarin que los portadores PON1-192Q. Eso significa que
la PON1 juega un papel destacado en la detoxificacion del diazoxén y clorpirifés, pero no
del paraoxén (H. C. Catafio et al., 2006; Ferré et al., 2002; A. Hernandez et al., 2007; Min
et al., 2006; Nus et al., 2008).
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Figura 2-12. Metabolismo PON1-dependiente de clorpirifos-oxon y diazoxon
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Fuente: Povey A., 2010

2.3.5 PON-1y susceptibilidad a los Organofosforados

Diversos insecticidas organofosforotioatos (entre ellos paration, clorpirifés, diazinon)
siguen una via metabdlica en dos pasos, que incluyen una bioactivacién del compuesto
original por el sistema microsomal CYP450 y la posterior hidrolisis del metabolito
oxigenado (oxén) por las paraoxonasas hepatica y sérica. Los oxones de
organofosforados son sustratos para la enzima paraoxonasa (PON1) del plasma, y esto
da como resultado el desintoxicacion como parte del metabolismo de fase 1 hepético. La
hidrdlisis se presenta en el enlace éster aril (Oxon) o enlace O= P. Esta descomposicion
es de interés puesto que se presenta en los organofosforados antes de la unién con las
colinesterasas y posteriormente se hidroliza en metabolitos especificos en particular DEP
(fosfato de dietil), TCP (tricloropiridinol), MHP (metil pirimidinol) y PNP (para-nitrofenol).
La importancia de la PON1 en la prevencion de la toxicidad de los organofosoforados se
desprende de los informes que muestran que los ratones que carecen de PON-1 eran
mas susceptibles a clorpirifos-Oxon y que los ratones de tipo salvaje al diazoxon
(Androutsopoulos et al., 2011; Canales & Sanchez-Muniz, 2003; Povey, 2010).

Los polimorfismos moleculares de la paraoxonasa sérica humana, tienen el potencial de
ser determinantes de la toxicidad variable de organofosforados en las personas, ademas
los genotipos y las actividades relacionadas con la enzima PON 1 se han asociado con
numerosas enfermedades humanas como el Alzheimer y la enfermedad de Parkinson,
trastornos reproductivos, y las enfermedades cardiovasculares (Gupta, Gill, & Singh,
2009; Matthews et al., 2011; Singh, Kumar, Thakur, et al., 2011; Singh, Kumar, Vashisht,
et al., 2011). En cuanto a la relacion la PON-1 y la toxicidad por plaguicidas
organosoforados se han realizado varios estudios con personas expuestas:
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Lee et al observaron que agricultores portadores del alelo Q de PON1 (genotipos
QQ o QR) tenian casi 3 veces mas probabilidad de presentar sintomatologia
relacionada con la exposicion cronica a plaguicidas con respecto a los
agricultores con genotipo RR. Por cual los autores indican que el polimorfismo
PONL1 parece ser también un importante determinante de la susceptibilidad de los
agricultores a la intoxicacion cronica por plaguicidas (A. Hernandez et al., 2007).

Browne et al, estudiaron trabajadores con exposicibn subliminal a
organofosforados y encontraron un descenso significativo de la AChE y un
aumento compensatorio de la paraoxonasa como consecuencia de dicha
exposicion (A. Herndndez et al., 2007). Ello indica que la PON1 no es s6lo un
biomarcador de susceptibilidad a organofosforados sino también un biomarcador
de exposicion, pues los agricultores de invernadero que usan plaguicidas de
forma regular tienen una actividad enzimatica significativamente méas baja.

Sirivarasai j, et al (2007), realizaron un estudio con el fin de determinar el efecto
de los polimorfismos PON-1 en personas expuestas sobre las actividades
acetilcolinesterasa, butirilcolinesterasa, paraoxonasa, arilesterasa, y diazonasa.
Dentro de sus hallazgos mencionan que la actividad de la paraoxonasa sérica fue
la que tuvo correlacién con los polimorfismos estudiados siendo significativamente
diferente entre los distintos genotipos, RR> QR> QQ, LL> LM y 108CC->-108CT>
108TT-, el gen PON1 mostré una amplia variacién en la actividad de las enzimas
(Sirivarasai et al., 2007).

Singh S, et al (2011), estudiaron la susceptibilidad de dafio en el ADN con
relaciéon a los polimorfismos de la PON-1 en 115 trabajadores de India expuestos
a organofosforados y un nimero igual de sujetos controles, encontrando que la
actividad PON1 hacia el paraoxén y fenialacetato fue menor en los trabajadores
gue en los sujetos control. La distribucién de los genotipos y frecuencias alélicas
de PON1192Q/R y PON155L/M fue similar en los 2 grupos. La actividad de PON1
hacia la paraoxonasa se encontré6 que era significativamente mayor en los
genotipos R/R que en Q/R y menor en Q/Q tanto en trabajadores y sujetos
control. De igual forma para PON155LM), la actividad PON1 hacia la paraoxonasa
se observé mas alta en sujetos con genotipos L/L y mas bajo en los individuos
con genotipos M/M en ambos grupos. Ademas los individuos que los expuestos a
organofosforados presentaron la actividad paraoxonasa mas baja y los genotipos
Q/Q y M/M mostraron significativamente un mayor dafio del ADN (Singh, Kumar,
Thakur, et al., 2011)



3.0bjetivos

3.1 General

Caracterizar de la actividad enzimética y polimorfismos genéticos de la paraoxonasa-1
(PON-1), en trabajadores expuestos a plaguicidas organofosforados de una empresa
productora de agroquimicos del municipio de Soacha — Cundinamarca, en el afio 2014.

3.2 Especificos

1.

Determinar la actividad enzimética de la paraoxonasa 1 en trabajadores expuestos a
plaguicidas organofosforados

Determinar los polimorfismos genéticos en las posiciones 55 y 192 de la regién
codificadora del gen PONL1 en trabajadores expuestos a organofosoforados.

Identificar los polimorfismos de la PON-1 en las posiciones 55 y 192 con base en la
secuenciacion del fragmento de la region codificante.

Establecer la correlaciéon entre los resultados de actividad enzimatica y polimorfismos
genéticos de la paraoxonasa 1 en la poblacién estudiada.






4.Metodologia

4.1 Tipo de estudio

Este trabajo de investigacion es de tipo exploratorio, descriptivo y de corte transversal,
donde se buscé determinar la actividad de la enzima paraoxonasa 1 (PON-1) y los
polimorfismos del gen en un grupo de individuos expuestos ocupacionalmente a
plaguicidas organofosforados, usando como control a un grupo de individuos no
expuestos a este tipo de productos.

4.2 Descripcion Poblacion de Estudio

4.2.1 Individuos ocupacionalmente expuestos a
organofosforados

La poblacion que formo parte del presente estudio la conformaron individuos
ocupacionalmente expuestos a plaguicidas organofosforados, los cuales laboraban en
una empresa productora de plaguicidas del municipio de Soacha Departamento de
Cundinamarca, realizando actividades como formulacién, mezcla, empaque y adecuacion
final de plaguicidas organofosforados. En las instalaciones de la empresa productora de
plaguicidas se socializo el proyecto con aproximadamente 70 individuos, de los cuales
43, accedieron voluntariamente a participar en el proyecto y firmaron el consentimiento
informado (Anexo 1).

Dentro de los acuerdos establecidos con la Empresa productora de plaguicidas, se firmo
un acuerdo de confidencialidad entre los grupos de investigacién: Grupo
Farmacogenética de la Facultad de Ciencias- Grupo Toxicologia Ambiental y
Ocupacional (TOXICAO) de la Facultad de Medicina, de la Universidad Nacional de
Colombia, en donde se acordd mantener en reserva el nombre de la empresa y se
defini6 como “trabajadores expuestos” a los operarios, supervisores e ingenieros que
laboran en la planta de produccion.

4.2.2 Individuos Control

Dentro del proyecto de planteo contar con un grupo de individuos seleccionados a partir
de la poblacion general que no estuvieran expuestos a plaguicidas organofosforados que
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tuvieran el mismo rango de edad, género y caracteristicas socioeconémicas, culturales y
educacionales que el grupo de trabajadores expuestos. Se socializo el estudio a 100
individuos, de los cuales 40 decidieron participar del proyecto y procedieron con la firma
del consentimiento informado (Anexo 1).

4.2.3 Criterios de inclusion

= Personas mayores de edad (> 18 afios)
= Firmar el consentimiento informado para participar en el estudio (Anexo 1).
» Para los individuos del grupo de expuestos

o Individuos que en su labor diaria se vean expuestos a plaguicidas
organofosforados.

o Ser empleado de la empresa productora de plaguicidas y participar de las
actividades de: formulacién, mezcla, empaque, adecuacion final de
plaguicidas, operarios de mantenimiento de equipos y areas de planta de
produccion, asi como también de los ingenieros y supervisores de planta
encargados del control de calidad de los procesos de produccion.

= Para los sujetos del grupo de control

o Tener el mismo rango de edad, género y caracteristicas
socioecondmicas, culturales y educacionales que el grupo de trabajadores
expuestos (rango de edad).

4.2.4 Criterios de exclusion

= Edad menor de 18 afios
= Rehusarse a participar
= Diligenciamiento incompleto y/o sin firma del consentimiento informado
» Para los individuos del grupo de expuestos
o No laborar en las areas de produccion de empresa
» Para los individuos del grupo de control
o Estar expuestos directa o indirectamente a plaguicidas organofosforados y
otros plaguicidas inhibidores de colinesterasa.

4.3 Reclutamiento de los voluntarios

En la socializacion del proyecto que se realizdé tanto a individuos ocupacionalmente
expuestos como a los del grupo control se les dio a conocer los objetivos del estudio, su
caracter de voluntarios y los riesgos que se podian presentar por los procedimientos
aplicados procediendo luego a la firma del consentimiento informado, de acuerdo a lo
establecido en Resolucion No 008430 del 4 de octubre de 1993 expedida por el
Ministerio de Salud, por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigaciéon en salud. Posteriormente se pidi6 a los que
decidieron ser voluntarios que completaran un cuestionario (anexo 2) que incluyé entre
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otros datos personales (edad , sexo), demograficos (peso y altura corporal, exposicion a
rayos X, medicamentos), estilo de vida (tabaquismo, alcohol) , informes de enfermedades
(de cualquier tipo de enfermedad aguda y crénica), sintomas de toxicidad (debido a la
exposicion cronica por plaguicidas), y por ultimo informacién relacionada con la
ocupacioén (horas de trabajo/dia , aflos de exposicion, uso de medidas de proteccion, tipo
de exposicion, etc.) (Ver figura 4-1).

4.4 Obtencidon de las muestras

Las muestras sanguineas se recolectaron durante el periodo comprendido entre Enero a
Abril del 2014, en el area de enfermeria de la empresa productora de plaguicidas
(expuestos) y en las instalaciones del Instituto De Biotecnologia de la Universidad
Nacional (controles) con la ayuda de una bacteridloga.

De cada individuo se obtuvo una muestra de sangre (~10 mL) de 12 horas de ayuna la
cual fue recogida por puncién venosa y trasferida a 2 tubos vacutainer esteriles, uno sin
anticoagulante (tapa roja) para el analisis de la actividad enzimatica paraoxonasa
(PONasa) y otro con anticoagulante EDTA (venojet Beckton Dickenson) para la
determinacion de los polimorfismos 55 y 192 de la PON-1.

Todas las muestras fueron codificadas y marcadas con el nombre del individuo, estas
fueron almacenadas y trasportadas al laboratorio del Instituto de Biotecnologia para su
andlisis, garantizando la cadena de frio para la preservacién de las muestras y se
procesaron dentro de las cinco horas de recogida de muestras.

Figura 4-1. Esquema de obtencion y tratamiento de la muestra

No Acepta v .y .y . s onsentimiento Informado
Sale — Invitacion / Inclusion-Exclusion
Encuesta

Vacutainer lapa Morada
EDTA

Vacutainer Tapa Roja

Extraccion

Células blancas Fenol: Cloroformo: Alcohol
isoamilico (25:24:1)

Actividad Enzimatica Polimorfismos

PON-1 Q192R y LgsM
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4.5 Fase pre-analitica

4.5.1 Separacion del suero

El mismo dia de la colecta, la sangre se centrifugo a 3000 rpm por 10 minutos
obteniéndose asi el suero, el cual se dividio en 2 alicuotas para las determinaciones de la
actividad enzimética las muestras se congelaron a -20°C y a -80°C hasta el momento
de la realizacion de los analisis.

4.5.2 Extraccion de ADN
= Procesamiento de muestras

Las muestras con anticoagulante fueron centrifugadas a 3000rpm, durante tres minutos a
temperatura de 4°C, con el fin de separar la capa de células blancas, las cuales fueron
trasferidas a un tubo tipo eppendorf de 2.0mL y se procedid a realizar lavados (~7) con
buffer de lisis de glébulos rojos (NH,CI 0,14M NaHCO; 0,1M)(Morantes Medina, 2014;
Pérez, Santana, Argudin, & Gardon, 2007)

= Digestiéon con Proteinasa K

Una vez lisados y eliminados los glébulos rojos, el pellet de células blancas se
resuspendié en 200 pL de buffer de digestién (tris-HCI 50mM pH 8,0; acetato de calcio 2
mM) y 10 pL de proteinasa K (20 mg/mL).Esta mezcla se agité con virtex mixer y luego
se mantuvo a 55°C por una hora. Pasado este tiempo se detuvo la reaccién inactivando
la enzima a 95°C por 5 minutos.

= Extraccion ADN - Fenol-Cloroformo-Alcohol - isoamilico (25:24:1)

Al producto de la digestibn se le adicionaron 200 uL de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), luego se agitd por vortex y se centrifugd a 10.000 rpm por 10
minutos. La fase acuosa se recuperdé y se transfirié a otro tubo eppendorf de 1.5 mL, se
adicion6 100 yL de cloroformo, nuevamente se centrifugo y se recuperé la fase acuosa.

* Precipitacion del ADN

Para precipitar el ADN se adicionaron 200 L etanol absoluto frio y 20 uL volimenes de
acetato de sodio 3M (pH 5,2), se agité por inversion y luego se incubd durante toda la
noche a -20°C. Transcurrido este tiempo, se centrifugd, se retirdé el sobrenadante y el
pellet de ADN se lavé con 500 pL de etanol al 75%, nuevamente se centrifugo, se
descarto el sobrenadante y el pellet se dejo secar a temperatura ambiente durante 6
horas.
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» Resuspenciony Cuantificacion del ADN

Para resuspender el ADN, se adiciono 50 pL de agua milliQ y se procedié con la
cuantificacién empleando Qubit® 2.0 Fluorometer Invitrogen. Y se almacené a -80°C

4.6 Determinacion de la actividad Paraoxonasa

La actividad paraoxonasa sérica (PON-1) usando como sustrato en paraoxon. La
formacion del cromdgeno amarillo paranitrofenol en la hidrdlisis enzimatica fue seguida
espectrofotométricamente a 405 nm. La mezcla de ensayo incluye: Paraoxon 1mMm
Cloruro de calcio 1 mM en Buffer Tris-HCI 100 mM pH 8,5, 50uL de muestra diluida 1:2
en e-serina 10° M (Akgiir, Oztiirk, Solak, Moral, & Ege, 2003; Gamboa et al., 2008; A F
Hernandez et al., 2003; Lopez-Flores et al., 2009).

Procedimiento

» Para cada conjunto de ensayos, se preparé una solucién del substrato paraoxon
1mM diluido en Buffer a partir de una solucioén de paraoxén de 700 mM diluido en
acetona.

» Se incuban 950 uL de esta solucion a 37°C por 3 minutos

= La reaccion se inicia agregando la muestra a la celda: 50 uL de muestra (suero)
diluido 1: 2 con eserina 10™° M).

= Se realizan las lecturas en microceldas desechables, monitorizando el aumento
de la extincion a 405 nm (formacion de paranitrofenol) a intervalos de 30
segundos durante 3 minutos.

= La hidrélisis no enzimatica se corrigi6 mediante el uso de tampén en lugar de
suero y el valor obtenido se usa en los calculos.

Célculos:

AA/At *V

U
Atividad catalitica (~) = ————
ivida caallca(L) v div

AA/[At): Incremento de la absorbancia (densidad 6ptica) por minuto
V: Volumen final en la cubeta
v: Volumen de la muestra
g: Coeficiente de extincién molar
d: Paso éptico de la cubeta
t: tiempo (minutos)

Esta determinacién se realizd en el Laboratorio de Andlisis Instrumental del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional en el equipo Thermo scientific evolution 201
UV-VIS spetrophotometer, con sistema peltier PCCU control and cooling unit.
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4.7 Determinacion de los polimorfismos de la PON-1

El andlisis se realizé mediante la técnica PCR-tiempo real con sondas Tagman 5°.

4.7.1 PCR Tiempo Real

La PCR-Tiempo real con sondas Tagman 5’ se basa en la actividad exonucleasa de la
polimerasa. Las sondas TagMan son complementarias a los dos alelos de un SNP y cada
una tiene un quencher (bloqueador) en su extremo 3’ y una molécula fluorescente (HEX,
TEX, Cy-5y FAM) en 5’. Durante la fase de anillamiento extensién, la sonda se hibrida a
los amplicones y la DNA polimerasa hidroliza (rompe) el bloqueador, lo que resulta en un
incremento de la fluorescencia, como se muestra en la figura 3-2. Esta técnica resulta
Optima para estudios que requieran el analisis de muchas muestras para el genotipado.

Figura 4-2: Quimica de las sondas tagman.
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Tomado de: http://www.thermoscientificbio.com/applications/pcr-and-gpcr/introduction-to-qpcr/
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4.7.2 Disefio de Iniciadores y sondas

Para la determinacion de los polimorfismos en las posiciones 55 y 192 del gen de la
Paraoxonasa 1 (PON-1) se disefié del juego de Iniciadores y sondas especificas
Tagman que serian utilizadas en la PCR- tiempo real con el fin de tener una mayor
confiabilidad en los resultados, para obtener este disefio se hizo necesario realizaren
varias etapas sucesivas:

e Busqueda en Bases de datos (GenBank)
Se empled el banco de secuencias GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para realizar
la busqueda de la secuencia de nucleétidos del gen PON-1 e identificacién de los exones
donde se encuentran los polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) con la identificacion
exacta del punto en el cual se encuentran los SNPs que son de particular interés en esta
investigacion (55 y 192). De esta busqueda se extrajo la informacion que se presenta en
la tabla 4-1:

Tabla 4-1. Resultado de busqueda en GenBank

Cddigo del polimorfismo Rs854560 Rs662
Exén 3 6
Tamario del exén 156 pb 296 pb
Cambio de base TTG>ATG CAA>CGA
Cambio de amino&cido Leucina (L)->Metionina (M) Glutamina (Q)—>Arginina (R)

e Disefio de Iniciadores y sondas (Beacon Designer 8,10)

Se introdujeron estos datos encontrados en GenBank en el software especializado para
la obtencion de Iniciadores y sondas Beacon Designer 8,10, empleando parametros
restrictivos que permitieran garantizar su especificidad de unién al fragmento de interés y
calidad en cuanto a la poca formacion teérica de dimeros, entre todos los productos
(secuencias de iniciadores y sondas) que estaran incluidos en la reaccién. Los datos
obtenidos para tamafio del amplicon, posicién del polimorfismo, secuencias de
iniciadores y sondas se presentan en la tabla 4-2. Posteriormente se realizé analisis del
blast (Basic Local Alignment Search Tool) a las secuencias de Iniciadores y sondas
obtenidos en el Beacon Designer para compararlas contra una gran cantidad de
secuencias que se encuentren en una base de datos con el fin de asegurar que fueran
especificos para la region que se pretendia amplificar.

e Determinacion de Fluoroforos para las sondas
La seleccién de los colorantes a emplear en cada sonda tagman disefiada se realiz6
verificando que fueran idéneos para la tecnologia empleada, con el propésito de asegurar
la compatibilidad de las sondas disefiadas con los filtros especificos en la que se
realizan las lecturas de las muestras. Para determinar los fluorocromos a utilizar se
determind las longitudes de onda de cada uno de los filtros de excitacién y emision del
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equipo, y con base a esta informacion se realiz6 una busqueda con los fluorocromos de
diferentes proveedores para encontrar las mejores combinaciones con el fin de hacer una
RT-PCR.

Tabla 4-2. Iniciadores empleados en la genotipificacion del PON-1 55y 192

| PON-1 55 PON-1 192
Tamafo del amplicon 115 114
Posicién del SNP 50 48
Iniciador directo (5°>3’) | CAACCTGTACTTTCTGTTCTC GCACTTTTATGGCACAAATG
Iniciador reverso (5°>3’) | CACAGAAAAGTGAAAGAAAACA CGAACTTCACTTGGACTATA
Sonda Salvaje 5' 6-FAM- 5'Cy5 - ACCCCTACTTACGATCCTGGGAG

CTCTGAAGACTTGGAGATACTGCCT - 3' | 3'Black Hole Quencher® 2
Black Hole Quencher® 1

Sonda Mutante 5' TEX 615 - 5' HEX -
CTCTGAAGACATGGAGATACTGCCT - 3' | ACCCCTACTTACAATCCTGGGAG - 3'
Black Hole Quencher® 2 Black Hole Quencher® 1

4.7.3 Estandarizacion de Iniciadores - PCR convencional

La PCR convencional se realiz6 para comprobar que el disefio establecido para los
Iniciadores permitiera la amplificacion de los fragmentos de interés, evitando la formacion
de dimeros.

= Mezcla de reacciéon

Se emplearon las concentraciones de los reactivos como vienen en el kit comercial
Master Mix (adquirido para realizar la PCR en tiempo real) variando la concentracion de
Magnesio (Mg), para comprobar si la concentracion del Kit master mix 3.2 nM impedia o
favorecia la amplificacion debido a su alta relevancia en la PCR, comparandola contra
una concentracion de 2.0 nM, la cual es habitualmente usada en el PCR. Ver tabla 4-3.

Tabla 4-3. Mezcla de reaccion empleada en la amplificacion

. Condicion 1 Condicion 2
Reactivos Volumen (uL)* Volumen (uL)*

Buffer [x] 5 1 4,0 1 4,0
MgCl2 [mM] 50 2 0,8 3,2 1,3
dNTPs [mM] 10 0,2 0,4 0,2 0,4
Mezcla de Iniciadores [uM] 10 0,2 0,4 0,2 0,4
Tag [U/uL] Bioline Mango 5 0,05 0,2 0,05 0,2
Templete [ng/uL] 50 10 2 10 2

Agua ** - - 12,2 - 11,7

Cantidad por Rx. ** Cada Rx se prepar6 en un volumen final de 20 pL.

Tabla 4-4. Condiciones de PCR empleadas en la amplificacion

Pasos Temperatura Tiempo Numero Ciclos
Denaturacion Inicial 95°C 5 min 1x
Denaturacién 95°C 30 seg
Anillamiento* 55.5, 56.0, 58.3, 60.0, 62.3°C 40 seg 30x
Extension 72°C 30 seg
Extension Final 72°C 5 min 1x
Refrigeracion 4°C « 1x
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e Gradiente de temperatura

El termiciclador se programo de tal forma que cada una de las reacciones con variacion
en la concentracion de Mg se evalud a cada una de las temperaturas, incluyendo ademas
una mezcla sin templete con el fin de evidenciar si se formaban dimeros de los
iniciadores. Como se muestra en la figura 4-3, se obtuvieron amplificados en todas las
condiciones probadas.

Figura 4-3. Estandarizacion de la PCR.
Fragmentos amplificados de: a) PON-1 55 y b) PON-1 192
a) b)

4.7.4 Estandarizacion de la PCR en tiempo real

La estandarizacion de las sondas se realiz6 mediante PCR en tiempo real con el
proposito de determinar las condiciones idéneas para la amplificacion del fragmento de
interés, la hibridacion del mismo con las sondas Tagman disefiadas especificamente
para los alelos salvaje y mutante de los polimorfismos 55y 192 de la PON-1y finalmente
la hidrolisis de las sondas que aleja la del quencher permitiéndole emitir su fluorescencia.
Para ello probaron diversas condiciones en las cuales se varié la concentracion de las
sondas y de los iniciadores las cuales se encuentran en las tablas 4-5y 4-6.

Tabla 4-5. Condiciones evaluadas para iniciadores y sondas de PCR en tiempo real
Protocolo Volumen final 10pL

Reactivos Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
_ (pL) (L) (pL) (UL) (pL) (L)
Master Mix 5 5 5 5 5 5
Iniciadores 10uM 0,25 0,4 0,5 0,25 0,4 0,5
Sonda 10uM 0,05 0,05 0,05 0,1 0,1 0,1
ADN 10nM 1 1 1 1 1 1

Agua 3.3 3 2,8 3,1 2,8 2,6
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Tabla 4-6. Condiciones de la PCR en tiempo real

95°C 5 min 1x
95°C 15 seg 45x
58°C 1 seg

40°C 5 min 1x

Una vez se obtuvieron las condiciones Gptimas se corrieron las muestras para todos los
individuos que participaron en el estudio.

4.7.5 Estimacién de Frecuencias Alélicas y Genotipicas para el
Gen PON-1

Una vez se realiz6 el andlisis de las muestras, se calcularon las frecuencias genotipicas y
alélicas. Las frecuencias genotipicas se calcularon por conteo directo y las frecuencias
alélicas se estimaron empleando el método descrito por (Hartl, 2000).

Frecuencia alelo silvestre (p):
p= Fa/a +% Fa/b
Frecuencia alelo mutado (q):
g= Fb/b + Y%:Fal/b
Donde;
e [ a/a= Frecuencia genotipo homocigético silvestre
¢ F b/b = Frecuencia genotipo Homocig6ticos mutado
e F a/b = Frecuencia genotipo Heterocigético

4.7.6 Secuenciacion

Para la confirmacién de los genotipos se realizo secuenciacion del 6 % de las muestras
al azar, las cuales antes de ser enviadas a secuenciar se amplificaron por PCR
convencional y se verifico la amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa
como se describi6 previamente. Estos productos denominados heterocigotos vy
homocigotos fueron enviados a un servicio externo de secuenciacion. El analisis de las
secuencias se llevd a cabo empleando los programas Chromas y Bioedit.

4.8 Analisis estadistico

» Andlisis descriptivo de cada variable para su caracterizacion general determinado
las medidas de tendencia central y dispersion.

» Se utilizo la prueba de Kolgomorov-Smimov para determinar la normalidad de los
datos y la prueba de Levene para analizar la homogeneidad de las varianzas de
cada una de las muestras comparadas y determinar si los datos eran
paramétricos o no paramétricos.
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4.9

Para evaluar la relacion existente entre variables cuantitativas (actividades
paraoxonasa, edad. IMC. etc.) se utiliz6 el andlisis de correlacion de Pearson.

Las diferencias de las actividades de PON-1 entre genotipos fueron evaluados por
la prueba de ANOVA o kurskall Wallis.

Las diferencias entre las medias de los grupos fueron detectados por la prueba t
de student.o U Mann-Whitney

El valor de p menor de 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
Los analisis se realizaron con la ayuda de programas estadisticos, Excel
2010, IBM SPSS Statistics 22, Graph.Pad Prism 6, STATAGRAPHICS
centurions XV.I.

Consideraciones Eticas

Para el presente estudio se consideraron las siguientes disposiciones éticas:

Las consideraciones éticas del presente proyecto se encuentran contempladas en
la Resoluciéon N° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud por la cual se
establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion
en salud en Colombia.

El presente proyecto fue sometido a evaluacion por parte del Comité de Etica de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia, el cual aprob6
los protocolos y procedimientos empleados en este trabajo en su reunion del dia
09 de Agosto de 2012, Acta No. 104 (ver Anexo 3).

Se solicitd la autorizacion a los trabajadores participantes en el estudio previa
presentacion de los objetivos, riesgos y beneficios del proyecto (consentimiento
informado).

Se realizé la socializacion de los resultados de la investigacién a las empresas
gue participaron en el estudio.

Se garantiz6 que la informacion suministrada no se diera a conocer y se protegio
de manera segura. Se garantiz6 que el estudio se desarrollara de modo que los
procedimientos no afectaron la integridad del participante. Se mantuvo en reserva
la informacion proporcionada.

Los recursos utilizados para el desarrollo del estudio fueron los justos, acorde a
las necesidades del mismo.






5.Resultados

5.1 Caracteristicas sociodemogréficas de la poblacion
de estudio

En este estudio participaron en total 83 individuos, distribuidos de la siguiente forma: 40
controles y 43 trabajadores de una empresa productora de plaguicidas (expuestos).
Como se evidencia en la figura 5-1, los individuos proceden de diversos lugares del pais,
siendo Cundinamarca el departamento del cual proviene la mayoria (63% los expuestos y
55% los controles).

Figura 5-1. Distribucién de la poblacién de estudio segln lugar de nacimiento

Lugar de nacimiento (Expuestos) Lugar de nacimiento (Controles)
30 - 25 -
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Fuente: Encuesta aplicada

En la tabla 5-1 se muestra de manera global las caracteristicas generales y
sociodemogréficas de la poblacion.
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Tabla 5-1. Distribucién de la poblacion de estudio segun caracteristicas generales y
sociodemograficas
Niveles de la Expuestos

Control

Variable

variable n=40 %
T MaSCU'fﬂO 41 (95,4) 38 (95,0)
Femenino 2 (4,6) 2 (5,0)
=20 1 (2,3) 0 (0,0)
e R R B o R S

(afos) ' '
41-50 11 (25,6) 7 (17,5)
250 3 (7,0) 1 (2,5)
<18,50 1 (2,3) 1 (2,5)
IMC 18,51 — 24,99 27 (62,8) 25 (62,5)
(Kg/m?) 25,00-29,99 13 (30,2) 12 (30,0)
230 2 4,7 2 (5,0)
Primaria 2 4,7) 2 (5,0)
Secundaria 31 (72,1) 16 (40,0)
Nivel de Técnico 4 (9,3) 6 (15,0)
estudio Tecnologico 4 (9,3) 0 (0,0)
Profesional 1 (2,3) 10 (25,0)
Posgrado 1 (2,3) 6 (15,0)
Consumo de Si 39 (90,7) 31 (77,5)
alcohol No 4 (9,3) 9 (22,5)
Consumo de Si 7 (16,3) 11 (27,5)
cigarrillo No 36 (83,7) 29 (72,5)

Fuente: Encuesta aplicada

En cuanto a la distribuciéon por género, la mayoria son hombres que representaron mas
del 95% de la poblacion, participando solo 4 mujeres en el estudio.
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Figura 5-2. Distribucién porcentual de la poblacion de estudio segun genero.
a) Expuestos, b) Controles.

a) b)

Genero Genero

Fuente: Encuesta aplicada

La edad media de todos los individuos estudiados es de 33.9 + 9.2 afios (rango 19-59: n
= 83). Aproximadamente el 90% de los expuestos tenian entre 21 y 50 afios de edad. No
se observaron diferencias significativas entre controles y expuestos para esta variable
como se muestra en la tabla 5-2.

Tabla 5-2. Datos descriptivos de Edad
Expuestos Control

Variable @@ p-valor
n: 43 n: 40

35,4+9,49  32,2848,65

*. Promedio () + sd

Edad (Afios)* 0,1249

Figura 5-3. Distribucion porcentual de la poblacion de estudio segun grupos
etareos. a) Expuestos, b) Controles.

b)

Porcentaje
Porcentaje

31 -40 41-50 =51

Fuente: Encuesta aplicada
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El valor medio de indice de Masa Corporal para todos los individuos fue de 24,10 + 3,39.
Mas del 60% de los participantes presento un valor de IMC normal (18,51-24,99), sin
embargo aproximadamente el 8% de ellos se encontraban en sobrepeso y obesidad.
Como se muestra en la tabla 5-3, no se evidencia diferencia significativa para los valores
de IMC entre el grupo control y el de expuestos.

Tabla 5-3. Datos descriptivos del IMC

_ Expuestos Control
Variable 0@ p-valor

n: 43 n: 40
IMC (Kg/mz)* 24,52+3,61 23,64+3,12 0,240

*: Promedio (X) + SD

Figura 5-4. Distribucién porcentual de la poblacion de estudio segun el IMC.
a) Expuestos, b) Controles.

b)

a)

Porcentaje
Porcentaje

0

1851 - 2439 *60-20% >0 <1850 18,51-2499  2550-2999 3000

Fuente: Encuesta aplicada

En lo referente al estilo de vida, mas del 80% de los participantes en el estudio informo
que consumia alcohol con regularidad (mensual y quincenal) y por el contrario el 22%
aproximadamente informo que consumia cigarrillo habitualmente.

En la figura 5-5 se presenta la distribucion de las enfermedades previas de los
participantes, donde se evidencia la que los problemas con la tensién arterial y colesterol
son similares en los 2 grupos (aproximadamente 2,4% y 5,0% respectivamente), 3
participantes del grupo control manifesto tener desordenes glicémicos y un participante
de los de expuestos informo que tuvo un linfoma tiempo atréas.
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Figura 5-5. Distribucién porcentual de la poblacién de estudio de acuerdo a sus enfermedades
previas. a) Expuestos, b) Controles.

a) b)

Porcentaje
Porcentaje

Ninguna Desordenes Colesterol  Hipertensidn
Ninguna  Trigliceridos  Colesterol Linfoma  Hipertensidn Otros 9 Glicemicos P

Fuente: Encuesta aplicada

Los datos de relevancia clinica se resumen en la tabla 5-4, el consumo de medicamentos
se centrd en atorvastatina, naproxeno, tiroxina y vitaminas, en 16 % de los trabajadores y
20 % de los controles. En lo referente a episodios de intoxicacion, 14 trabajadores
expuestos (32,6 %) informaron haber presentado previamente sintomas relacionados con
la exposicion crénica y aguda a plaguicidas y dentro del grupo control solo un individuo
refirié una intoxicacion aguada afios atréas.

Tabla 5-4. Datos clinicos de la poblacion

Expuestos Control
Variable Niveles de la variable
Inconvenientes Si 1 (2,3) 3 7,50
para tener hijos No 42 (97,7) 37 92,50
Consumo de Si 7 (16,3) 8 (20,0)
medicamentos No 36 (83,7) 32 (80,0)
Radiografias en Si 1 (2,3) 11 (27,5)
el tltimo afo No 42 (97,7) 29 (72,5)
Episodios de Si 14 (32,6) 1 (2,5)
intoxicacion No 29 (67,4) 39 (97,5)

Fuente: Encuesta aplicada
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5.2 Caracteristicas Ocupacionales

Los datos ocupacionales de individuos expuestos se presentan en las figuras 5-6 y 5-7,
cabe destacar que el tiempo medio de labor en la empresa productora de plaguicidas fue
de 3,8 £ 0,7 afios (rango 0,5-26: n = 43). El 16 % de los participantes tenia menos de un
afio de trabajar en la empresa, 19 de ellos (44,2 %) entre 1 y 3 afios y aproximadamente
el 40 % informo tener mas de 4 afios de exposicion.

Figura 5-6. Distribucién porcentual de los trabajadores expuestos a plaguicidas
organofosforados segun el tiempo de ejercer el trabajo.

Porcentaje

<1 1-3 4-6 =6

Tiempo de exposicion (afios)

Fuente: encuesta aplicada

De los 43 empleados expuestos a organofosforados mas del 35% participa en los
procesos de produccién, formulacion, mezcla y empaque.

Al trabajar todos los individuos expuestos en la misma empresa productora de
plaguicidas se prestd que para algunos de los pardmetros evaluados en la encuesta
obtuvo las mismas respuestas, es asi que en lo referente al uso de elementos de
proteccion personal todos los individuos utilizan durante su jornada de trabajo mascara
gafas y guantes. Los overoles de dotacion se lavan en la empresa y los empleados se
duchan al finalizar la jornada laboral.
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Figura 5-7. Distribucién porcentual de los trabajadores expuestos a plaguicidas
organofosforados de acuerdo al proceso en el que participan.

(=]
=]

Porcentaje

2,3%

Produccién  Formulacién, Reparacién de Mantenimiento Despachos y Verificacién de Transporte de Electricista

mezcla y equipos recepciones seguridad  materia prima

Cperarios de
Maguina

empague

Proceso

Fuente: Encuesta aplicada

En lo referente a los plaguicidas organofosforados a los que estaban expuestos el grupo
de trabajadores, en la tabla 5-5 se presenta el listado de principios activos de
organofosforados que se utilizan en la empresa productora de plaguicidas.

Tabla 5-5. Listado de plaguicidas organofosforados elaborados en la empresa
Acefato
Triclorfon
Temefos
Malation
Clorpirifos
Fuente: http://www.ica.gov.co/
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5.3 Actividad Paraoxonasa

El valor medio de la actividad paraoxonasa (U/L) en la poblacién estudiada fue de 143,46
+ 95,10 (rango 27,39 — 424,61: n=83). La distribucién de los datos no cumplié con los
pardmetros de normalidad segun la prueba de Shapiro-Wilk, como se observa en los
respectivos histogramas de frecuencias.

Figura 5-8. Histograma de frecuencia de la actividad paraoxonasa (U/L).
a) Datos para los 83 participantes; b) Grupo expuesto; ¢) Grupo control.

a)
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] “np sm0 !
Actividad Paraoxonasa (UIL) Actividad Paraoxenasa (un)
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Fuente: Resultados de la investigacion

La media de valores de actividad paraoxonasa fue mas alta en el grupo de referencia que
en el grupo de trabajadores (149,52 + 93,00 y 138,04 + 94,0 U/L respectivamente), sin
embargo, como se muestra en tabla 5-6 y en la figura 5-9, no se encontrd diferencia
significativa para entre los grupos.
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Tabla 5-6. Datos descriptivos de la actividad paraoxonasa en la poblacién estudiada

Grupo n Actividad paraoxonasa (U/L)* Rango P-Valor**

Expuestos 43 138,04 £ 94,0 27,39 - 424,61 0,5092
Control 40 149,52 £+ 93,00 31,96 - 379,0

*: Promedio (%) + SD; *: U Mann-Whitney.

Figura 5-9. Diagrama de cajas y bigotes para actividad paraoxonasa (U/L)

500,0

a3

400,07

300,04

200,0

Actividad paraoxonasa (UIL)

100,07

0 T T
Expuestos Cortroles

Fuente: Resultados de la investigacion

Se realizdé un analisis de correlacion entre la actividad paraoxonasa y de las variables
cuantitativas incluidas en la encuesta (edad, IMC, afios de exposicién), con el fin de
conocer cOmo se relaciona cada par de variables y la direccion y significancia de dicha
relacion (tablas 5-7 y 5-8), es asi que la actividad paraoxonasa, no presento una
correlacion significativa con las variables estudiadas pero si hubo correlacién en los
trabajadores entre la edad y los afios de exposicion e IMC (r = 0,509 y r = 0,357)
respectivamente. La edad y el IMC también estuvieron correlacionadas en el grupo
control (r = 0,382).
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Tabla 5-7: Andlisis de correlacion entre variables cuantitativas en los individuos
expuestos a organofosforados

Actividad Anos de
Paraoxonasa exposicién
Actividad Paraoxonasa 1

0,140
0,035 0509"
IMC -0,186 0,083 0,357 1

*: Correlacion significativa en el nivel 0,05.

Fuente: Resultado de la investigacion

‘ Edad ‘IMC

=

Tabla 5-8: Analisis de correlacion entre variables cuantitativas en grupo control
Actividad Paraoxonasa ’ Edad ‘ IMC
Actividad Paraoxonasa 1
0,189 1
0117 0382 1
*: Correlacion significativa en el nivel 0,05.
Fuente: Resultado de la investigacion

La tabla 5-9 y la figura 5-10 presentan los resultados generados al evaluar los valores de
actividad enziméatica de acuerdo a grupos etarios para expuestos y controles. Los valores
de actividad paraoxonasa fueron similares para ambos grupos en los rangos de edades
de 21 a 30 afios y 31 a 40 afios. Los valores mas altos se encontraron en el grupo control

para los rangos de 41 afios en adelante, sin embargo no se encontré diferencia
significativa al comparar los grupos.

Tabla 5-9. Actividad paraoxonasa (U/L) de acuerdo a grupos etarios
Edad (afios)

Control* n Expuestos* N p-valor**
0 0 205,5 1 -
1395+ 91,7 20 134,9 £ 101,7 13 0,8344
145,0 £ 90,0 12 143,4 £ 106,2 15 0,7096
181,30 + 114,0 7 125,0 + 88,8 11 0,2015
182,6 1 152,2 + 36,9 3 -

*: Promedio (%) = SD; *: U Mann-Whitney.
Fuente: resultado de la investigacion
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Figura 5-10. Actividad paraoxonasa segun grupos etarios

Exposicidn
M Expuestos
M Controles

250,0

200,0

Actividad Paraoxonasa (UIL)

31 - a0
Edad (afios)

Fuente: Resultados de la investigacion

La tabla 5-10 y la figura 5-11 presentan los resultados generados al evaluar los valores
de actividad enzimatica de acuerdo al IMC. En los individuos con bajo peso y peso
normal (IMC < 18,50 y entre 18,51 a 24,99), se encontrd que la actividad paraoxonasa
era ligeramente superior en el grupo de expuesto con respecto a los controles, pero esta
variacion no fue significativa. Por el contrario en los individuos con sobrepeso y obesidad
(IMC de 25,00 a 29,99 y > a 30) los valores de la actividad fueron superiores para los
controles, pero tampoco se encontré diferencia significativa entre los grupos.

Tabla 5-10. Actividad paraoxonasa (U/L) de acuerdo al IMC (Kg/m?)

Edad (afios)

Grupo Control* n Expuestos* N p-valor**

< 18,50 155,2 1 187,2 1 -
18,51-24,99 136,4 + 86,8 25 156,9 + 107,7 27 0,6140
Zspelerzicielels  162,8 £ 109,7 12 95,5+529 13 0,1639

>30 230,6 + 67,8 2 | 134,7+£226 2 . 0,3333
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Figura 5-11. Actividad paraoxonasa (U/L) de acuerdo al IMC (Kg/m?)

Exposicién

W Expuestos
M Controles

Actividad Paraoxonasa (UIL)

18,51 - 24,99 25,00 - 29,99
IMC (Kg/m2)

Fuente: Resultados de la investigacion

El consumo de cigarrillo no altero los valores de actividad enzimética. En el grupo control
se encontraron niveles inferiores de actividad paraoxonasa en los individuos que
informaron fumar, pero sin diferencia significativa.

Tabla 5-11. Actividad paraoxonasa (U/L) de acuerdo al consumo de cigarrillo

Consumo de cigarrillo

Control* n Expuestos* N p-valor**
108,3 £ 75,7 11 149,4 + 113,7 7 0,4926
165,2 + 95,3 29 1358 +91,5 36 0,1578

0,0564 0,9936

*: Promedio (%) = SD; *: U Mann-Whitney.

Figura 5-12. Actividad paraoxonasa (U/L) de acuerdo al consumo de cigarrillo

Exposicidn

M Expuestos
B Cortroles

Actividad Paraoxonasa (UIL)

Mo =i

Consumo de Cigarrillo

Fuente: Resultados de Investigacion
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El consumo de alcohol vario significativamente la actividad enzimatica en los
trabajadores expuestos a organofosforados (p<0,005), pero se encontr6 esta diferencia al
evaluar entre controles y expuestos (tabla 5-12 y figura 5-13).

Tabla 5-12. Actividad paraoxonasa (U/L) de acuerdo al consumo de alcohol

Consumo de Alcohol

Grupo Control* n Expuestos* N p-valor**
Si 146,4 £ 96,1 31 128,5 + 92,3% 39 0,3853
No 160,3 £ 85,3 9 230,6 + 56,8° 4 0,1133
p-valor** 0,5714 0,0177
*: Promedio () + SD; *: U Mann-Whitney. La diferente letra suscrita revela diferencia significativa

(p<0,05).

Figura 5-13. Actividad paraoxonasa (U/L) de acuerdo al consumo de alcohol
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Mo Si

Consumo de Alcohol

Fuente: Resultados de inestigacion

Como se muestra en la tabla 5-13, los valores de actividad paraoxonasa fueron
superiores en aquellos individuos que declararon estar consumiendo medicamentos en
ambos grupos (220,9 + 121,7 y 169,6 = 64,81, para controles y expuestos
respectivamente) y en el grupo de control se encontré diferencia estadisticamente
significativa (p< 0,05).

Tabla 5-13. Actividad paraoxonasa (U/L) de acuerdo al consumo de medicamentos

Consumo de medicamentos

Control* n Expuestos* N p-valor**
220,9 + 1217 8 169,6 + 64,81 7 0,4507
131,7 + 76,78 32 131,9 + 98,25 36 0,6359

0,0454 0,1174

* Promedio (%) + SD; *: U Mann-Whitney. La diferente letra suscrita revela diferencia significativa
(p<0,05).
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Figura 5-14. Actividad paraoxonasa (U/L) de acuerdo al consumo de medicamentos
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Fuente: Resultado de la investigacion

En el grupo de trabajadores se evalud los afios de ejercer su labor en la empresa
productora de plaguicidas con relacién a los valores de actividad paraoxonasa (tabla 5-14
y figura 5-15), encontrandose una tendencia de disminucién de la actividad a medida que
los afios de exposicion aumentaron (no estadisticamente significativo).

Tabla 5-14. Actividad paraoxonasa (U/L) de acuerdo a los afios de exposicion
Grupo Promedio n Rango P-valor
208,1 +52,6 50,2 - 424,6

1-3 1401 + 85.9 274 -3013
4-6 107.0 + 68.0 274 - 3059 Lo
6 1065 + 74.4 54.8-191.8

*: Promedio (X) + SD; **: Prueba de Kruskal Wallis.

Figura 5-15. Actividad paraoxonasa (U/L) en relacion a los afios de exposicion a OPs

Actividad Paraoxonasa (UIL)

1-3 4-6
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Fuente: Resultado de la investigacion
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5.4 Estimacioén de frecuencias genotipicas y alélicas
para el Gen PON-1 en las posiciones 55y 192

Luego de analizar y comparar las respuestas obtenidas (figura 5-16), se establecié que
de las 83 muestras evaluadas, para el alelo PON-1 55L, 21 muestras (25,3%) fueron
homocigotas (10 en expuestos y 11 en controles) y 63 (74,7%) fueron heterocigotos (33
en expuesto y 29 en controles) PON-1 55, para el alelo PON-192Q, 73 muestras (88,0%)
fueron heterocigotos (38 en los expuestos y 35 en los controles) y 10 muestras (12,0%)
fueron homocigotas (5 en los expuesto y 5 en los controles). Ninguna muestra resultd
homocigota para los alelos mutados. En la figura 5-17) se registran estos resultados
expresados en porcentajes, calculados con respecto al total de muestras analizadas
(n=83).

Figura 5-16. Respuesta de Amplificacion de las muestras. a)
heterogigoto para PON-1 55 LM. b) heterogigoto para PON-1 192 QR.
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Figura 5-17. Distribucién de los polimorfismos de la PONL1 en las posiciones 55 (LL, LM
y MM) y 192 (QQ, QR y RR) en muestras de voluntarios expuestos y controles de la
poblacién Colombiana.
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Fuente: Resultados de la investigacion

Después del conteo directo de los genotipos presentes en la poblacion se calcularon las
respectivas frecuencias genotipicas, los valores obtenidos, fueron usados para estimar
las frecuencias alélicas. En la tabla 5-15 se muestran los resultados.

Tabla 5-15. Frecuencias Genotipicas y Alélicas estimadas para los polimorfismos 55 y
192 del Gen PON-1

Posicién Frecu?n.cia Frecygncia
genotipica alélica

LL 0,253 L 0,6265

PONL1 55 LM 0,747 M 0,3735
MM 0,00

QQ 0,121 Q 0,5605

PON1 192 QR 0,879 R 0,4395
RR 0,000

Fuente: Resultados de la investigacion
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5.5 Secuenciacién

Las genotipificaciones de la PON-1 para los polimorfismos en las posiciones 55y 192 se
confirmaron secuenciando el 6% de las muestras escogidas al azar. Las muestras
secuenciadas coincidieron en un 100% con las genotipificaciones.

5.6 Asociacion entre los polimorfismos de la
paraoxonasa (PON-1) y la actividad enzimatica

En la figura 5-18 y la tabla 5-16 se presentan los valores de actividad paraoxonasa en
expuestos y controles de acuerdo con los polimorfismos genéticos 55 y 192. Al evaluar
los datos de los genotipos entre expuestos y controles no se encontré diferencia
estadisticamente significativa.

El genotipo silvestre (LL) de PON-1 55 mostro los valores mas altos de actividad
enzimatica (215,5 + 121,4y 192,2 £ 75,2, para expuestos y controles respectivamente)
con relacion al genotipo PON-1 55 LM, de la misma manera y el genotipo QR de PON-1
192, mostro los valores mas altos de actividad enzimatica (144,5 + 94,5y 157,8 + 88,7,
para expuestos y controles respectivamente), encontrdndose una significancia estadistica
para dicha variacion en todos los genotipos a excepcion del grupo de expuestos para los
polimorfismos de PON-1 192.

Tabla 5-16. Actividad paraoxonasa por cada genotipo de PON-1
Expuestos Controles

Genotipo Actividad PONasa  n Actividad PONasa  n Rango
(U/L) (U/L)
PON-1 55
LL 2155 +121,4 10 (50,2 - 424,6) 192,2 + 75,2 11 (68,5 - 296,8) 0,5452
LM 1146 +70,8 33 (27,4-273,)9) 133,4+95,1 29 (31,96 - 379,0) 0,5582
MM 0 0 0 0 0 0
p-valor 0,0162 0,0210
PON-1 192
QQ 88,6 £82,1 8 (31,9-232)9) 91,32+112,5 5 (31,9 -292,2) 0,7302
QR 144,5 + 94,5 35 (27,39 - 157,8 + 88,7 35 (36,5-379,0) 0,4019
424.,6)
RR 0 0 0 0 0 0
p-valor 0,1352 0,0390

*: Promedio (%) = SD; *: U Mann-Whitney. La diferente letra suscrita revela diferencia significativa (p<0,05).
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Figura 5-18. Actividad paraoxonasa en expuestos y controles de acuerdo con los
polimorfismos genéticos 55 y 192.
Exposicidn Exposicién

[ Expuestos M Expuestos
M cortrol W Cortral

200,00

Actividad Paraoxonasa (U/L)
Actividad Paraoxonasa (UiL)

50,0

aRr
PON1 192

LM
PON1 55

Fuente: Resultados de la investigacion

Adicionalmente como se observa en la tabla 5-17 se listaron los valores de actividad
enzimatica y los genotipos de PON-1 en aquellos individuos que manifestaron episodios
previos de intoxicacion, encontrando que en dos individuos del grupo expuesto
presentaban simultdneamente los genotipos que mas afectan la actividad enzimatica
(PON-1 LM y QQ), situacién que también se evidencio en el individuo control que
manifesto intoxicacion previa.

Tabla 5-17. Actividad paraoxonasa y polimorfismos en individuos con intoxicaciones

previas

146,11 LM QR

155,24 LM QR

168,93 LL QR

251,12 LM QR

54,79 LM QR

73,05 LL QR

Expuestos 109,58 LM QR
73,05 LL QR

118,71 LM QR

178,07 LM QR

232,85 LM QR

301,34 LL QR

159,8 LM Q0

27,39 LM QQ

Control 36,52 LM QQ

Fuente: Resultados de la investigacion



6.Discusion

La paraoxonasa es una enzima de amplio interés en el campo de toxicologia, porque
participa en el metabolismo de algunos compuestos organofosforados, por lo cual se
esperaria que los individuos con baja actividad sérica de esta enzima tendran menor
capacidad para metabolizar los compuestos organofosforados. El conocimiento de este
mecanismo es de importancia para la toxicologia ocupacional puesto que los
trabajadores expuestos a organofosforados estan en riesgo de intoxicacién aguda y
cronica.

6.1 Perfil de la muestra

En este trabajo se estudiaron los niveles de actividad enzimética y 2 polimorfismos
comunes de la paraoxonasa-1 en las posiciones 55 y 192, en 43 individuos expuestos
ocupacionalmente a organofosforados que trabajan en una empresa productora de
plaguicidas (edad: 35,4 £ 9,49) y 40 controles no expuestos (32,28 + 8,65) que actuaron
como grupo control.

6.2 Actividad paraoxonasa

El valor promedio de actividad paraoxonasa que presentaron los 43 sujetos expuestos
laboralmente a organofosforados fue de 138,04 U/L, siendo el mismo ligeramente inferior
al del grupo control 149,52 U/L, pero sin encontrarse diferencia significativa entre los dos
grupos, estos hallazgos podrian corresponder a los estdndares en las practicas de
higiene ocupacional del grupo de expuesto puesto como medida ordinaria en la empresa
productora de agroquimicos y plaguicidas donde laboran, los trabajadores deben utilizar
todos los elementos de proteccion personal, se deben retirar los overoles a la hora del
almuerzo, asi como lavarse las manos y ducharse al finalizar la jornada laboral.

Sin embargo los valores de actividad paraoxonasa en expuestos y controles o en los 83
individuos en conjunto fue de 143,46 U/L, siendo inferiores a los que se han reportado en
otros estudios similares. Por ejemplo, en India, se reportaron valores promedios de
241,52 para controles y 179,19 en expuestos a organofosforados (Singh, Kumar, Thakur,
et al., 2011), En México se encontraron valores medios de actividad paraoxonasa en
480,1 U/L en trabajadores rurales expuestos a organofosforados (Pérez-Herrera et al.,
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2008) en Espaia se han reportado valores medios de 247,6 y 188,8 U/L, para controles y
fumigadores respectivamente (A, Hernandez et al., 2003) y en un periodo de minima
exposicion valores de 262,9 para controles y 260,3 U/L expuestos (Lopez, 2005).

Aunque los valores de actividad paraoxonasa varian de un estudio a otro, el hecho que
los promedios reportados en el presente estudio fueran bajo tanto para expuestos como
controles en primer lugar muestra que muy posiblemente la rigurosa aplicacion de los
esquemas de proteccién en la empresa productora de organoforforados, ha minimizado
los riesgos ocupacionales haciendo que las muestras de los dos grupos sean
indiferenciables. Igualmente, puede indicar que la exposicion en la muestra estudiada
intervino otros factores como puede ser la exposicion ambiental, principalmente la debida
a contaminacion de alimentos con organofosforados como ha sido reportado diversas
investigaciones realizadas en Colombia (Castro, Ramos, Estevez, & Rangel, 2004;
Gutiérrez & Londofio, 2009). En un estudio realizado en Bucaramanga, Santander se
encontraron residuos de mas de dos plaguicidas organofosforados en alimentos como
papa, cebolla, tomate, manzana, fresas y uvas y el profenofos estuvo por encima de su
limite maximo permitido (Murcia & Stashenko, 2008).

La actividad paraoxonasa puede estar modulada por diversos factores, como la edad, el
consumo de cigarrillo, alcohol, medicamentos, entre otros(Lucio G Costa, Giordano, &
Furlong, 2011; Lucio G Costa, Vitalone, et al.,, 2005). En este sentido, en el presente
estudio no se encontré relacion entre la edad de los participantes y la actividad
paraoxonasa. Los estudios que evallan esta asociacion son contradictorios, algunos
establecen que la actividad paraoxonasa es bastante constante en el tiempo, una vez
gue alcanza valores de los adultos y otros por el contrario la actividad disminuye con la
edad, puede estar relacionado con el desarrollo de condiciones de estrés oxidativo con el
envejecimiento (Lucio G Costa, Vitalone, et al., 2005; Seres, Paragh, Deschene, Fulop, &
Khalil, 2004).

El consumo de cigarrillo no se asocié con una disminucién de la actividad enzimatica
contrario a lo establecido en otras investigaciones. Sin embargo los niveles mas bajos de
actividad enzimatica se presentaron en los individuos que declararon ser consumidores
de alcohol dentro del grupo de expuestos con respecto a los controles. Esta diferencia
probablemente se deba a los niveles de alcohol que ingirieron en cada grupo (que no se
evaludé en el presente estudio). De acuerdo a lo reportado para hombres y mujeres
saludables de edad media, dosis moderadas de alcohol (vino y cerveza) 4 vasos (40
g/dia) causan un incremento en la actividad y niveles de la paraoxonasa (van der Gaag et
al., 1999), pero en caso de en alcohdlicos cronicos la actividad enzimética se disminuye y
se relaciona con el grado del dafio hepatico, probablemente como consecuencia de la
inactivacion por los peréxidos lipidicos y/o a HDL alteraciones estructurales existentes en
la enfermedad hepatica alcohdlica (Marsillach et al., 2007)

La actividad paraoxonasa estuvo significativamente mas alta en los individuos que
declararon estar consumiendo medicamentos, con relacion a los que no, en el grupo de
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controles (220,9 y 131,7 U/L respectivamente). Este comportamiento esta ampliamente
explicado por varios autores que han establecido que diversos productos farmacéuticos
modulan la actividad de la paraoxonasa, en particular aquellos compuestos relacionados
con la disminucién de lipidos tales como estatinas y fibratos, asi como algunas otras
drogas (Lucio G Costa et al., 2011). En este estudio, el grupo de expuestos a
organofosforados no presentd esta marcada diferencia. En los 7 individuos que
declararon consumir medicamentos en el momento de la toma de muestra la actividad
enzimatica promedio fue de 169,6 U/L y los que no consumian medicamentos fue de
131,9 U/L. La divergencia de resultados entre controles y expuestos indica que al estar
presente en los participantes varios de los factores que modulan la actividad
paraoxonasa, algunos afectan mas la respuesta que otros, en este caso se puede
relacionar con el consumo de alcohol que estuvo mas disminuido en los expuestos.

En el grupo de trabajadores evaluados también se presenté una tendencia a la
disminucion de la actividad al aumentar los afios ejerciendo la labor (afios de exposicion),
la cual también puede deberse al estrés oxidativo que se da con los afios (Lucio G Costa,
Vitalone, et al., 2005; Seres et al., 2004), pero también debe considerarse la posibilidad
gue la exposicion continua a los organofosforados origine una disminucién paulatina de la
actividad de la enzima.

6.3 Polimorfismos de la paraoxonasa-1 PON-1

En los seres humanos la paraoxonasa-1, PON1 exhibe polimorfismos genéticos , tanto
en las region codificante como en la promotora, que producen un cambio en la actividad y
los niveles séricos de la enzima (Adkins, Gan, Mody, & La Du, 1993; Brophy et al., 2001),
constituyéndose la determinacién de estos polimorfismos en un importante bioindicador
de susceptibilidad a organofosforados.

Diversos estudios describen una amplia variacion en la distribucion mundial de las
frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos PON-1 55L/M. En el presente
estudio el genotipo heterocigoto LM para PON-1 55 fue el que se encontré con mayor
frecuencia (0,747), seguido del genotipo salvaje LL con una frecuencia de 0,253, no se
evidencio la presencia del genotipo MM. Al comparar los resultados obtenidos con lo
reportado para otros grupos étnicos, se encontrdé una similitud con la frecuencia alélica
descrita para espafioles (Ferré et al., 2002; A F Hernandez et al., 2003). Para este grupo,
al igual que para las muestras analizadas en este trabajo, el alelo PON 55 M es el menos
frecuente. Sin embargo, contrario al presente estudio en las poblaciones espariolas
descritas si se encontro presencia del genotipo MM, el cual tampoco estuvo presente en
estudios realizados en asiaticos (Shin, Oh, Kim, & Kim, 2008; Zhang et al., 2006) En la
tabla 5-1 se registran y comparan las frecuencias estimadas para asiaticos, europeos y
latinos. Cabe notar que para este ultimo grupo solo se encontraron reportes provenientes
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de México. Con respecto a estudios en poblacién colombiana, no se encuentran registros
de estudios previos que evaluaran el polimorfismo PON-155 L/M, las frecuencias
presentadas en la tabla 6-1 son el primer reporte para este alelo en poblacion
Colombiana. Los resultados obtenidos para el polimorfismo PON-1 55 L/M, pueden ser el
resultado contribucién de genes de diversos grupos étnicos, puesto que es conocido que
en Colombia existe una diversidad étnica, pero es imposible hacer correlaciones de este
tipo para la poblacibn muestreada dado que no se recolectaron tantos individuos que
permitan explorar relaciones étnicas muy profundas.

Tabla 6-1. Comparacion de frecuencias genotipicas y alélicas para PON-1 55 de
diferentes grupos étnicos

Frecuencias Frecuencias

Continente i . . Fuente
genotipicas alélicas

LL LM MM L M
Europa Espafia | 215 | 0,362 | 0,497 | 0,141 | 0,610 | 0,390 (Ferré et al., 2002)

Espafia | ND | ND ND ND 0,590 | 0,410 (A F Hemandez et al,,

2003)
Espafia | 197 | 0,188 | 0,406 | 0,406 | 0,391 0,609 | (Garcia-Martin et al., 2010)
Espafia | 155 | 0,294 | 0,578 | 0,127 ND ND (Antonio F Hernandez et al.,
2013)
Turquia | 108 | 0,500 | 0,380 | 0,120 | 0,690 | 0,310 (Can Demirddgen et al.,
2008)
Asia Korea | 592 | 0,899 | 0,101 | 0,00 | 0,957 | 0,043 (Shin et al., 2008)
China 82 | 0,902 | 0,098 | 0,00 | 0,951 | 0,047 (Zhang et al., 2006)
India 115 | 0,497 | 0,409 | 0,096 | 0,700 | 0,300 (Singh, Kumar, Thakur, et
al., 2011)

Latinoamerica | México | 214 | 0,710 | 0,250 | 0,04 | 0,840 | 0,160 | (Rojas-Garcia et al., 2005)
México 170 | 0,892 | 0,102 | 0,060 | 0,940 0,060 (Lopez-Flores et al., 2009)

México | 431 0,813 | 0,187 (Huen, Harley, Bradman,
Eskenazi, & Holland, 2010)

México 54 | 0,611 | 0,315 | 0,074 | 0,787 | 0,213 (Huesca-Gomez, Soto,
Castrejon-Téllez, Pérez-
Méndez, & Gamboa, 2013)

Colombia | 83 | 0,253 | 0,747 | 0,000 | 0,6265 | 0,3735 Este estudio

El polimorfismo en la posicion 192 ha sido el mas estudiado. En los individuos
participantes en este estudio se encontr6 predominio del heterocigoto QR, sobre el
homocigoto QQ, no encontrandose el heterocigoto salvaje RR. Al comparar los
resultados obtenidos con lo reportado para otros grupos étnicos, se encontrd una
similitud con la frecuencia genotipica descrita para peruanos (Catafio Miraval, 2005), en
los cuales también se presentdé predomino de los heterocigotos PON-1 192 QR. Esta
similitud de frecuencias alélicas puede deberse a que por la cercania geografica de los
dos paises se pudieron presentar los mismos procesos de mestizaje. La no existencia del
genotipo RR también se report6 para una poblacion de coreanos(Shin et al., 2008).
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Al comparar la frecuencia alélica los resultados obtenidos fueron similares a los
reportados para poblaciones asiaticas (hindies y chinos) y latinas (mexicanos y
peruanos) (Huen et al., 2010; Rojas-Garcia et al., 2005; Singh, Kumar, Thakur, et al.,
2011; Zhang et al., 2006). En la tabla 6-2 se registran y comparan las frecuencias
estimadas para asiaticos, europeos Yy latinos. De igual forma que para el polimorfismo
PON-1 55 L/M, para el polimorfismo PON-1 192 Q/R, no se encontraron registros de
estudios previos en poblacion colombiana, los datos de nuestro son el primer reporte.

Tabla 6-2. Comparacién de frecuencias genotipicas y alélicas para PON-1 192
diferentes grupos étnicos
PON-1 192

. . Frecuencias Frecuencias
Continente Pais Fuente

genotipicas alélicas
QQ | QR | RR Q R
Europa Espafia 0,488 | 0,404 | 0,108 | 0,690 | 0,310 (Ferré et al., 2002)
Espafia | ND | ND ND ND | 0,700 | 0,300 | (AF Hernandez etal., 2003)
Espafia | 197 | 0,523 | 0,396 | 0,081 | 0,721 | 0,279 | (Garcia-Martin et al., 2010)

Espafia | 155 | 0,500 | 0,422 | 0,078 ND ND (Antonio F Hernandez et al.,
2013)

Turquia | 108 | 0,444 | 0,389 | 0,167 | 0,639 | 0,361 | (Can Demird6gen et al., 2008)
Ucrania | 108 | 0,427 | 0,491 | 0,082 | 0,670 | 0,330 | (Pochernyaev, Tyzhnenko,

Gorshunska, Poltorak, &
Atramentova, 2009)

Asia Iran 85 | 0,568 | 0,383 | 0,049 | 0,820 | 0,180 (Mahrooz et al., 2012)
Korea 592 | 0,438 | 0,563 | 0,00 | 0,719 | 0,281 (Shin et al., 2008)
China 82 | 0,183 | 0,561 | 0,256 | 0,463 | 0,537 (Zhang et al., 2006)
India 115 | 0,322 | 0,513 | 0,148 | 0,590 | 0,410 | (Singh, Kumar, Thakur, etal.,
2011)

Latinoamerica | México | 214 | 0,290 | 0,440 K 0,270 | 0,510 | 0,490 | (Rojas-Garcia et al., 2005)
México | 155 | 0,264 | 0,574 | 0,161 | O,551 | 0,448 (Gamboa et al., 2008)
México 54 | 0,210 | 0,510 | 0,280 | ND ND (Pérez-Herrera et al., 2008)
México | 170 | 0,161 | 0,470 | 0,369 | 0,400 | 0,600 (Lopez-Flores et al., 2009)
México | 431 | ND ND ND | 0,511 | 0,489 (Huen et al., 2010)
Meéxico 54 | 0,259 | 0,500 | 0,241 | 0,490 | 0,510 | (Huesca-Gémez et al., 2013)

Peri 89 | 0,236 | 0,607 | 0,157 | 0,539 | 0,461 (H. C. Catafio et al., 2006)

Colombia | 83 | 0,121 | 0,879 | 0,000 | 0,561 | 0,439 Este estudio
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6.4 Influencia de los polimorfismos sobre la actividad
paraoxonasa

Los polimorfismos de la region codificante de la paraoxonasa-1 han sido investigados
por sus efectos sobre las eficiencias cataliticas de hidrélisis de sustratos especificos. Se
han realizado numerosos estudios en diferentes poblaciones étnicas para evaluar la
correlacion entre la actividad paraoxonasa y su prevalencia del genotipo en los
voluntarios sanos, asi como en los trabajadores expuestos a organofosforados y en
enfermedades asociadas al polimorfismo (H. C. Catafio et al., 2006; Gamboa et al., 2008;
Garcia-Martin et al., 2010; Guxens et al., 2008; Huesca-Gémez et al., 2013; Singh,
Kumar, Thakur, et al., 2011).

La sustitucion PON-1 192 Q/R afecta significativamente la eficiencia catalitica de la
paraoxonasa demostrando ser responsable de las variaciones de la actividad
dependiente de sustrato. En el presente estudio, se observé un aumento de la actividad
PON-1 en QR, seguido de QQ en ambos grupos de estudio. Esto es consistente con los
hallazgos previos establecen la actividad contienen alelo R (A F Hernandez et al., 2003;
Pérez-Herrera et al., 2008; Singh, Kumar, Thakur, et al., 2011; Sirivarasai et al., 2007)

El polimorfismo L/M en la posicién 55 no afecta a la actividad catalitica, pero se ha
asociado con la variabilidad de los niveles plasmaticos, lo que conlleva a que los
individuos con el alelo PON-1 55 M, presenten una menor actividad PON-1 inferior(L.
Costa et al.,, 2003). En este estudio de igual forma que en otros reportes (Can
Demirdégen et al., 2008; Antonio F Hernandez et al., 2013; Sirivarasai et al., 2007), se
encontraron valores de actividad paraoxonsa mayores para los individuos que
presentaban el genotipo LL en relacion a los heterocigotos LM.



7.Conclusiones y Recomendaciones

7.1 Conclusiones

1.

Se realiz6 la caracterizaron de la actividad enzimatica y polimorfismos genéticos
de la paraoxonasa-1 en personas expuestas ocupacionalmente a plaguicidas
organofosforados en el municipio de Soacha Cundinamarca.

El comportamiento de la actividad enzimética fue ligeramente menor para los
individuos expuestos a organofosforados con relacion a los controles (no
estadisticamente significativo). No se encontr6 relacién entre la edad, el indice de
masa corporal con la actividad paraoxonasa en ninguno de los 2 grupos
estudiados, sin embargo en los individuos expuestos se encontré una correlacion
entre el consumo de alcohol y los niveles méas bajos de actividad y en los
controles se relacion6 el consumo de medicamentos con los valores altos de
actividad paraoxonasa.

En los individuos expuestos el valor de la actividad enzimética presento una
tendencia a la disminucién al aumentar los afios de exposicion.

La poblacion estudiada tiene frecuencia elevada de heterocigotos para los
polimorfismos 55 y 192 (0,747 y 0,879 respectivamente), no encontrandose los
homocigotos mutados en ninguna de las dos posiciones. No se encontraron
diferencia para cada genotipo entre los individuos expuestos y control.

La actividad paraoxonasa fue mayor en los individuos con el genotipo PON 55 LL
y PON 192 QR, tanto en expuestos como en controles, y menor para los

genotipos LMy QQ.
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7.2 Recomendaciones

1.

Se recomienda realizar otros estudios con el fin de evaluar la asociacion de los
polimorfismos de la PON-1 55L/M y 192Q/R y la actividad paraoxonasa con el fin
de contar con mas datos que permitan determinar si se puede considerar la
paraoxonasa-1 un bioindicador adecuado de susceptibilidad en aquellos lugares
en donde se presente exposicién ocupacional a organofosforados como paration,
clorpirifos, diazinon.

Se deberian realizar otros tipos de estudios en los cuales se incluya: una muestra
de tipo poblacional, otro tipo de individuos expuestos como trabajadores de
cultivos de flores y tomate entre otros.

En estudios futuros para la determinacion de la actividad enzimética se pueden
utilizar otros sustratos para complementar los resultados que se obtengan con el
paraoxon, con el fin de inferir claramente genotipos y fenotipos de la paraoxonasa
1.
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9.Anexos

Anexo 1: Consentimiento informado

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

SEDE BOGOTA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA Y POLIMORFISMOS GENETICOS DE
LA PARAOXONASA-1 (PON1) Y BUTIRILCOLINESTERASA (BCHE) EN TRABAJADORES
OCUPACIONALMENTE EXPUESTOS A PLAGUICIDAS INHIBIDORES DE COLINESTERASA

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Fecha:

Usted ha sido invitado a participar de un estudio que seréa ejecutado por los grupos de investigacion de Toxicologia
Ambiental Y Ocupacional (TOXICAO) y el grupo de FARMACOGENETICA de la Universidad Nacional de Colombia, a
través del cual se busca conocer y evaluar los efectos de los plaguicidas organofosforados sobre la actividad enzimaética y
polimorfismos genéticos de butirilcolinesterasa'y paraoxonasa-1.

Si usted esta de acuerdo en participar en el estudio, se le hara entrega de un cuestionario que debera diligenciar de la
manera mas clara posible, completa y sincera, el cual nos aportara informacion de gran importancia para el desarrollo de
este estudio y posteriormente se le pedira donar dos muestra de sangre periférica (~10 mL), esta se tomara en la mafiana
después de un ayuno de doce horas. Estas muestras se utilizaran Unicamente con propdésitos netamente cientificos
durante esta investigacion
Los procedimientos a realizar son seguros, no le ocasionaran ningun dafio; la puncion por la aguja puede causar alguna
incomodidad, si llega a presentar alguna molestia sera atendido de inmediato.

Usted en este estudio es de caracter investigativo, usted participara como voluntario y no recibira ninguna retribucién
econdmica por su participacion, podra retirarse cuando asi lo considere.

Se garantiza estricta confidencialidad con la informacién personal del participante y los datos obtenidos durante el
desarrollo de la investigacion.

Este estudio esta regido por las normas de ética en investigacion dictadas por el estado Colombiano en resolucién 8430
de 1993.

Yo identificado con documento de
identidad de acepto participar en este estudio y hago constar que se
me ha explicado claramente y entiendo el caracter del mismo, sus riesgos y beneficios, ademas acepto proporcionar
informacion veraz y las muestras de sangre que sean requeridas. Para constancia firmo a continuacion.

Firma del voluntario Firma del testigo

Firma del investigador
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Anexo 2: Encuesta caracteristicas sociodemograficas,
antecedentes clinicos, ocupacionales y estilo de vida

Encuesta Trabajadores Ocupacionalmente Expuestos a Plaguicidas

Espacio diligenciado por el investigador
Cédigo: Fecha encuesta: Empresa:

Buenos dias, le agradecemos por brindarnos unos minutos de su tiempo para responder las siguientes preguntas, por favor lea
preguntas cuidadosamente y contéstelas tan claro y conciso como le sea posible brindando la informacién correcta.

Las repuestas que usted nos proporcione seran utilizadas para la interpretacién de nuestros resultados y no estaran asociadas
con su nombre en ningdn documento publico y siendo conocidas Gnicamente por los investigadores de este estudio.

1. Datos Personales

Nombre:

Sexo: Masculino |:| Femenino
Fecha de nacimiento: Edad:

Lugar de nacimiento:

2. Datos Socio Demograficos

Escolaridad: Primaria |:| Secundaria |:| Técnico |:| Otro|:| Cual:

Estado civil: Soltero ]:I Casado ]:I Unioén Libre |:| Otro|:| Cual:
Municipio donde reside:

Municipio donde trabaja:

Lugar donde Nacié:

Madre: Padre:
Abuela Materna: Abuela Paterna:
Abuelo Materno: Abuelo Paterno:

3. Datos Clinicos

Peso (Kg): Estatura (m): IMC:

Ha sufrido de alguna enfermedad: Si[l N0| ¢Cual?:

Le ha dicho algiin médico que: Tiene colesterol alto Si No
Tiene triglicéridos altos Si No
Tiene niveles elevados de azucar Si No

Tiene tension alta Si No
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Sufre del corazén Si |:| No |:|
Tiene Hijos: Si|:| NOD Numero de hijos:

A presentado inconvenientes para tener hijos Si|:| NoDCuaI:

En caso de ser mujer responda lo siguiente:

A estado embarazada Si No NUmero de embarazos:
Ha presentado algun aborto: Si No Numero de abortos:
Se encuentra embarazada actualmente: Si No
Ha presentado problemas durante el embarazo: Si |:| No|
Cual:
Consume medicamentos en la actualidad: Si |:| NoDNombrelos:
Se ha sacado radiografias en el Gltimo afio Si No
Ha presentado episodios de intoxicacion Si No| |Cual:
Tiempo: Gravedad

4. Estilo de Vida

Cigarrillo Si:| No: I:I Hace cuanto fuma: Numero de cigarrillos por dia:
Alcohol Si:| No: ]:I
Tipo de bebida alcoholica:  Cerveza |:| Aguardiente | Ron |:| Guarapo |:| Vino |:|

Otro D Cual:

Frecuencia: Diaria I:I Semanal I:I Quincenal _| Mensual |:| Ocasional |

5. Datos Ocupacionales

Afiliacion al EPS Si:| No: Cual:
Afiliacion a ARL Si:| No: Cual:
Ocupacion: T T ﬁempo de ejercer esta labor:

Cite los organofosforados que maneja con mayor frecuencia:

Jornada diaria (horas):

Proceso en el que participa: Formulacion Mezcla Empaque Otro Cual
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Que elementos de proteccidon personal utiliza?

Guantes Si:| |No:
Botas Si:| [No:
Overol Si:| |No: Impermeable Si: |:|NOZ |:|
Mascara Si:| [No:

Tipo de mascara:  Careta l:l Media cara l:l Cara completa leiltro |:| 2 filtros [

Se cambia de ropa al finalizar la jornada laboral Si: DNO: |:|

Cuando lava su ropa de trabajo?
Después de fumigar D Una vez por semana Dos veces por semana
Lava la ropa de trabajo en casa junto con la ropa de la familia Si:| No: |:|

Donde guarda la ropa de trabajo?

Dentro de la casa I:I Area exclusiva m Junto con otra ropa D
Se lava las manos antes de ingerir los alimentos Si:| |No:
Se ducha el cuerpo al finalizar la jornada de trabajo Si:| |No:

Ha recibido capacitacion sobre manejo seguro de plaguicidas?
Cuando fue la tltima capacitacion Mes Afio
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Anexo 3: Concepto aprobatorio Comité de ética de la
Facultad De Medicina

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

SEDE BOGOTA
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE TOXICOLOGIA
MAESTRIA EN TOXICOLOGIA

Bogota D.C., 21 de agosto de 2012
MT-327-12

Estudiante

DIANA CECILIA MARQUEZ
Maestria en Toxicologia
Facultad de Medicina

Apreciada Estudiante

Comedidamente me permito informarle que el Comite de Etica de la Facultad de Medicina en su
reunion del dia 09 de agosto de 2012 acta No 104, dio su concepto aprobatorio del proyecto de
tesis titulado, "CARACTERIZACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA Y POLIMORFISMOS DEL GEN
DE LA PARAOXONASA-1 (PON-1), EN UNA MUESTRA DE PERSONAS EXPUESTAS Y NO
EXPUESTAS A PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS, BOGOTA 2012".

Agradezco su atencién a la presente

Se anexa copia de la comunicaciéon CE-14

Cordialmente

IRO ALFO so?g;ZsQUERA

Profesor Titular

Coordinador Académico

Programa Curricular Maestria en Toxicologia
Departamento de Toxicologia

Elizabeth

Copia Profesor Fabio Ancizar Aristizabal- Director de Tesis

145 anos

Innovando

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE MEDICINA piso 2° Oficina 203
Teléfono(s): 3165153 directo Conmutador: 3165000 extensién 15120,15184, 15056
Correo electrénico: maetoxico_fmbog@unal.edu.co
Bogota Colombia, Sur América
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et
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE BOGOTA

FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA
ACTA DE EVALUACION

CE-14
ACTA DE EVALUACION: N° 104
Fecha: 09 de agosto de 2012 .

Nombre completo del proyecto: "CARACTERIZACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA Y POLIMORFISMOS DEL GEN DE LA PARAOXONASA-1
(PON-1), EN UNA MUESTRA DE PERSONAS EXPUESTAS Y NO EXPUESTAS O PLAGFICIDAS ORGANOFOSFORADOS, BOGOTA 2012”.

Versién niimero: 01

Sometidos por: |a estudiante Diana Cecilia Marquez

Tutor: Prof. Fabio Ancizar Aristizabal

Presentado por: el Prof. Jairo Alfonso Téllez Mosquera, Coordinador

Departamento o Seccién: de la Maestrfa en Toxicolog(a
Fecha en que fue sometido a consideracién del comité: 09 de agosto de 2012

El COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE MEDICINA. Se constituyé mediante la Resolucidn 152, (Acta No. 43 del 5 de
diciembre de 1996 actualizado mediante resolucién 008 (acta 03 de 27 de enero de 2011), de Consejo de Facultad el Comité de Etica de
investigacién, el cual estd regido por la Resolucién 008430 del 4 de octubre do 1993 del Ministerio de Salud de Colombia que estableci6
las normas cientfficas, técnicas y administrativas para la investigacién en salud; los principios de la Asamblea Medica Mundial expuestos
en su Declaracion de Helsinki de 1964, tltima revision del afio 2000; y el cédigo de regulaciones federales, titulo 45, parte 46, para la
proteccién de los sujetos humanos, del departamento de salud y servicios humanos de los institutos Nacionales de Salud de los Estados
Unidos (Junio 18 de 1991).

El Comité de Etica de la facultad de Medicina certifica que:

1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto:

v Carta de presentacion del proyecto generada por la unidad bdsica o el departamento.

v Copia de la evaluacién de los jurados o pares académicos que evaluaron y aprobaron el trabajo)
v Copia del proyecto completo de investigacion.

v Dos restimenes ejecutivos.

4 Dos copias del consentimiento informado (en espafiol y cuando la investigacién lo amerite).

v Hojas de vida resumidas de los investigadores y coinvestigadores del proyecto

4 Consideraciones éticas segtn resolucién 8430 Ministerio de Salud.

4 Resultados de evaluacion por otros comités (si aplica).

2. El presente proyecto fue EVALUADO por los siguientes miembros del Comité:

Garcfa Vega Oscar Armando Departamento de Ciencias Fisioldgicas
Guerrero Fonseca Carlos Arturo Departamento de Ciencias Fisioldgicas
Lara Diaz Marfa Fernanda Departamento de la Comunicacién Humana

Elb/. Jeannette P. Al.-

145 anos

Innovando

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE MEDICINA, Edificio 471 Piso 4°, Oficina 401
Teléfono: (57-1) 316 5251Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 15167 — 15008
Correo electrénico: et c
Bogot4, Colombia, Sur América
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

SEDE BOGOTA
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA

Mora Mercedes Miembro Externo de La Comunidad Cientlfica

3. El Comité consideré que el presente estudio: -

a. Esvélido desde el punto vista ético. La investigacién involucra un riesgo igual al promedio para los sujetos que participan en ella. La
investigacién se ajusta a los estdndares de la buena practica clinica.

b. El Comité considera que las medidas que estén siendo tomadas para proteger a los sujetos humanos son adecuadas
4. El Comité informar4 inmediatamente a las directivas institucionales:

a. Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.
b. Cualquier suspensién o terminacién de la aprobacién por parte del Comité.

5. El Comité informara inmediatamente a las directivas, toda informacién que reciba acerca de:

a. Lesiones o dafios a sujetos humanos con motivo de su participacién en la investigacién Problemas Imprevistos que involucren riesgos
para los sujetos u otras personas.
b. Cualquier cambio o modificacién a este proyecto que haya sido revisado y aprobado por este comité

6. Cuando el proyecto sea aprobado, seré por un periodo de un (1) afio a partir de la fecha de aprobacién.
7. El Investigador principal deberd:

a. Informar de cualquier camblo que se proponga introducir en el proyecto. Estos camblos no podrdn ejecutarse sin la aprobacién previa
del COMITE DE ETICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA) excepto cuando sean necesarios para minimizar o suprimir un peligro
inminente o un riesgo grave para los sujetos que participan en la investigacién. '

b. Avisar de cualquier situacién imprevista que se considere implica alglin signo de riesgo para los sujetos o la comunidad o el medio en
el cual se lleva a cabo el estudio.

c. Informar de cualquier evento adverso serio de algtin paciente, comunicando la situacién al secretario y al presidente del Comité de
Etica), de acuerdo con la normatividad que el INVIMA a generado a este respecto.

d. Poner en conocimiento del comité toda informacién nueva Importante respecto al estudio, que pueda afectar la relacién
riesgo/beneficio de los sujetos participantes.

e. Comunicar cualquier decisién tomada por otros comités con respecto a la investigacién que se lleva a cabo.

f. Informar de la terminacién prematura o suspensién del proyecto explicando las causas o razones.

g. Presentar a este comité un informe cuando haya transcurrido un afio, contado a partir de la aprobacién del proyecto. Los proyectos
con duracién ‘mayor a un afio, serdn reevaluados a partir del informe de avance integrado.

h. Todos los proyectos deben entregar al finalizar un informe final de cierre del estudio, este clerre puede ser el informe final en
formato completo o en formato de resumen de cierre de estudio, firmado por el investigador responsable del estudio.

8. Observaclones:

Concepto Aprobatorio

Nombre: QEXKA&WA{?ECQ St U

Titulo: Md; MSc, PhD
Cargo: Presidente COMITE DE ETICA
Elb/. Jeannette P. Al.-

145 afnos

Innovando

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE MEDICINA, Edificio 471 Piso 42, Oficina 401
Teléfono: (57-1) 316 5251Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 15167 — 15008
Correo electrénico: etl ud_fmbog@unal.edu.co

Bogot4, Colombla, Sur América
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Asunto: Informacion cambio de titulo.

Saludo respetuoso,

Me dirijo a ustedes respetuosamente, para informar sobre el cambio de titulo del proyecto titulado
“CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA Y POLIMORFISMOS GENETICOS DEL
GEN DE LA PARAOXONASA-1 (PON -1), EN UNA MUESTRAS DE PERSONAS EXPUESTAS
Y NO EXPUESTAS A PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS. BOGOTA 2012." el cual
contaba con aval del comité de ética, segun acta N° 104 del 09 Agosto de 2012.

El nuevo titulo corresponde a, “CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA Y
POLIMORFISMOS GENETICOS DE LA PARAOXONASA-1 (PON -1), EN TRABAJADORES
EXPUESTOS A PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS EN EL MUNICIPIO DE SOACHA
2014.", este cambio fue aprobado por el Consejo de Facultad en sesion del 16 de octubre de
2014, acta 35.

Agradezco la atencion prestada.

Cordialmente,

é@fcaa %éoei *‘ZE* o3

Diana Cecilia Marquez Llanos
Estudiante de Toxicologia Profesgr Titular
Codigo 05599336 Director de Tesis




