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Resumen:

La exposicion ocupacional a plaguicidas constituye uno de los factores de riesgo mas
importantes para el desarrollo de enfermedades crénicas, siendo su potencial genotoxico y el
estrés oxidativo los posibles mecanismos vinculados. El objetivo del estudio fue establecer la
asociacion entre los niveles de enzimas antioxidantes y la frecuencia de marcadores de
genotoxicidad en adultos ocupacionalmente expuestos a plaguicidas. Se realiz6 una
investigacion documental mediante la busqueda de articulos de casos y controles, publicados
entre los afios 2010-2021, en las bases de datos digitales de PubMed y Science Direct y el
buscador Google Académico. Segun la literatura evaluada, se sugiere que la exposicion
cronica a plaguicidas conduce a un aumento del estrés oxidativo debido a niveles elevados
de malondialdehido y una actividad alterada de las enzimas antioxidantes catalasa y
superéxido dismutasa; ademas de dafios al ADN revelados por la prueba de micronicleos y
ensayo cometa. Algunos articulos describieron resultados contradictorios entre la asociacion
del nivel de malondialdehido y el dafio al ADN, asi como una asociacion negativa con las
enzimas antioxidantes. Mientras que la actividad de las enzimas colinesterasas fueron
inconsistentes, lo cual puede representar un significado limitado en la practica ocupacional.
Las poblaciones humanas expuestas ocupacionalmente a plaguicidas tienen un mayor riesgo
téxico, manifestado con un aumento en la prevalencia de estrés oxidativo y dafio al ADN. Sin
embargo, la asociacion entre ambos biomarcadores aun es poco clara y es necesario un
mayor numero de estudios para emitir conclusiones definitivas e implementar su uso en la

vigilancia epidemioldgica.

Palabras clave: Estrés oxidativo. Genotoxicidad. Pesticidas. Plaguicidas. Organofosforado.

Exposicion ocupacional. Microndcleos. Ensayo cometa.
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Abstract:

Occupational exposure to pesticides is one of the most important risk factors for the
development of chronic diseases, its genotoxic potential and oxidative stress, being the
possible mechanisms linked. The aim of the study was to establish the association between
levels of antioxidant enzymes and the frequency of genotoxicity markers in adults
occupationally exposed to pesticides. A literary research was carried out by searching for
case-control articles, published from 2010 to 2021, in the digital databases of PubMed and
Science Direct and the Google Scholar search engine. According to the literature evaluated,
it is suggested that chronic exposure to pesticides leads to increased oxidative stress due to
high levels of malondialdehyde and altered activity of the antioxidant enzymes catalase and
superoxide dismutase; in addition to DNA damage revealed by the micronucleus test and
comet assay. Some articles described conflicting results between the association of
malondialdehyde level and DNA damage, as well as a negative connection with antioxidant
enzymes. While the activity of cholinesterase enzymes was inconsistent, it may represent
limited significance in occupational practice. The human populations occupationally exposed
to pesticides have an increased toxic risk, manifested by an increase in the prevalence of
oxidative stress and damage. However, the association between the two biomarkers is still
unclear and more studies are needed to reach definitive conclusions and implement their use

in epidemiological surveillance.

Keywords: Oxidative stress. Genotoxicity. Pesticides. Organophosphate. Occupational

exposure. Micronuclei. Comet test.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA
OP: Organofosforados
EPA: Agencia de Protecciéon Ambiental de los Estados Unidos
AChE: Acetilcolinesterasa
BChE: Butirilcolinesterasa
SOD: Superoéxido dismutasa
CAT: Catalasa
GPx: Glutation peroxidasa
GR: Glutation reductasa
GST: Glutation S-transferasas
GSH: Glutation reducido
ROS: Especies reactivas de oxigeno
RNS: Especies reactivas de nitrdgeno
*O2: Anidn superdxido
*OH: Radical hidroxilo
ONOO-: Radical peroxinitrato
ONOOCO:: Radical nitrosoperoxicarbonato
L: Acido graso
"L: Acido graso-radical libre.
*LOO: Radicales libres de peréxido
MDA: Malondialdehido
4-HNE: Trance- 4-hidroxinonenal
MN: Micronucleo;
CBMN: Técnica de micronucleos por bloqueo de la citocinesis

EC: Ensayo cometa
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INTRODUCCION
Los plaguicidas constituyen una categoria heterogénea de productos quimicos disefiados
para controlar plagas que afectan a los cultivos y vectores de enfermedades. El uso y la
variedad de plaguicidas a nivel mundial se ha incrementado draméticamente a la par con el
aumento de la poblacion. La FAO indica que, en los ultimos 35 afios el uso de los plaguicidas
ha aumentado en un 4-5,4 % en algunas regiones (Costa et al., 2015; Marrero et al., 2017).
Sin embargo, la exposicion a plaguicidas representa un serio problema de salud, puesto que
la poblacion estd inevitablemente expuesta, ya sea directamente en el entorno laboral o
indirectamente a través del consumo de alimentos y el ambiente (Demerdash, 2011).
Las exposiciones ocupacionales se deben a mezclas complejas de productos que pueden
presentar diversas interacciones e influir en la capacidad téxica, esto ocurre durante la
fabricacion, transporte, almacenamiento y aplicacion del producto (Mamane et al., 2015;
Benedetti et al., 2013). El problema se hace mas evidente ante la creciente evidencia
epidemioldgica y experimental que asocia la exposicion a plaguicidas y la toxicidad humana,
siendo los mecanismos mas comunes: la respuesta inflamatoria, estrés oxidativo,
desregulacion inmunolégica y alteracion endocrina que se manifiestan con una mayor
incidencia de cancer, enfermedades cronicas y degenerativas, trastornos reproductivos y
malformaciones congénitas (Cepeda et al., 2020; Mostafalou & Abdollahi, 2016).
Los plaguicidas, ademéas de sus efectos agudos conocidos, son xenobidticos capaces de
actuar como pro-oxidantes generando estrés oxidativo al aumentar la produccién de radicales
libres, estos se acumulan en las células y pueden causar dafio al ADN (Cepeda et al., 2020;
Costa et al., 2015; Simoniello et al., 2010). Dentro de los plaguicidas con estas propiedades
se encuentran los organofosforados y carbamatos, mismos que son ampliamente utilizados
(Demerdash, 2011; Salazar et al., 2020).
Las pruebas de control y vigilancia ocupacionales investigan la exposicion de los trabajadores
a una variedad de productos quimicos para determinar si estas exposiciones implican un
mayor riesgo de efectos adversos para la salud, utilizando biomarcadores de exposicion y de
efecto como herramientas fundamentales. Dentro de los biomarcadores de efecto se

Diana Carolina Betancourt Castillo
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encuentran los de genotoxicidad que permiten establecer la interaccién del xenobibtico con
el material genético e indicar precozmente posibles dafios en el ADN (Cepeda et al., 2020;

Pinilla et al., 2014; Simoniello et al., 2010).

OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS
Objetivo General
e Establecer la asociacion entre los niveles de enzimas antioxidantes y la frecuencia de

marcadores de genotoxicidad en adultos ocupacionalmente expuestos a plaguicidas.

Objetivos Especificos
e Describir las alteraciones del sistema antioxidante y dafio al ADN como efecto de
exposiciones cronicas de plaguicidas.
e Asociar el desequilibrio antioxidante como factor incidente en el dafio al ADN.
e |dentificar biomarcadores que definen un estado pre-patogénico en adultos expuestos

a plaguicidas.

Diana Carolina Betancourt Castillo
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I. MARCO TEORICO
1.1 Plaguicidas

El término plaguicida hace referencia a una serie de sustancias o0 mezclas que se emplean
para matar, prevenir o controlar el crecimiento de plagas como insectos, roedores, plantas no
deseadas o ciertos tipos de animales que dafian los cultivos (OMS, 2004; Marrero et al.,
2017). Los plaguicidas son utilizados ampliamente en diferentes campos, principalmente en
la agricultura para mejorar la calidad y la cantidad de los alimentos, a nivel doméstico para
eliminar insectos y a nivel de la salud publica, para el control de vectores transmisores de
enfermedades (Fernandez et al., 2010; Vasquez et al., 2016).

1.1.1 Exposicién a plaguicidas

La exposicion a plaguicidas puede ser ocupacional o no ocupacional; en la primera los
trabajadores estan expuestos a plaguicidas en sus lugares de trabajo, al aplicar los productos
a los cultivos y espacios residenciales, o en el proceso de elaboracién del producto. Mientras
gue la exposicién no ocupacional se debe principalmente a la contaminacién del ambiente, el

agua y los alimentos con residuos de plaguicidas (Bolognesi et al., 2011).

Tabla 1. Formas de exposicidon ocupacional y no ocupacional a plaguicidas

Exposiciéon ocupacional Exposicion no ocupacional/ Ambiental

-Trabajadores agricolas -Exposicion residencial: uso domeéstico,

-Trabajadores de la industria agroquimica vivienda cerca de cultivos

-Exterminadores de plagas y vectores -Consumo de alimentos 'y agua
-Trabajadores de invernaderos y | contaminados
floricultores, etc. -Pulverizacién aérea

Fuente: Elaboracion propia con base en datos de Aiassa et al., (2012). Bolognesi et al.,

(2011). Grosicka, (2011).

El uso prolongado de plaguicidas tiene efectos perjudiciales en los seres humanos, que
pueden ser clasificados como cancerigenos, neurotdxicos y teratogénicos. Ademas, Marrero
et al., (2017) indican considerar que las preparaciones de plaguicidas contienen sustancias
aditivas como disolventes organicos, surfactantes y agentes emulsionantes, que actian como

potenciadores de la penetracion dérmica.

Diana Carolina Betancourt Castillo
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La OMS establece una clasificacion en base a la toxicidad en seres humanos, esta es
determinada mediante la dosis letal oral 50 en ratas (DL50), la cual se define como la cantidad
de una sustancia que, al ser administrada a animales de experimentacion, mata al 50% de
esa poblacion (OMS, 2010; Fernandez et al.,, 2010). A nivel internacional los envases y
empaques de plaguicidas llevan una banda de color que identifique la categoria toxicologica

del contenido (OMS, 2010) (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de los plaguicidas segun su toxicidad

e _ DL50 (mg /Kg) Color de
Clasificacion Peligro .
Oral Dermal la etiqueta
Clase 1A: Extremadamente o
) Muy téxico <5 <50
peligrosos Roja
Clase 1B: Altamente peligrosos Toxico 5a50 50 a 200

Clase 2: Moderadamente
Nocivo >50a2000 | >200a2000 | Amarilla

peligrosos
_ _ _ >2000 a >2000 a
Clase 3: Ligeramente peligrosos Cuidado Azul
5000 5000
Clase U: Poco probable que .
Precaucion > a 5000 > a 5000 Verde

presenten peligro

Fuente: Elaboracion propia con base en datos de OMS, (2010). Diaz y Betancourt, (2018).

1.1.2 Tipos de plaguicidas

El mercado mundial de plaguicidas estéa principalmente comprendido por el uso y distribucion
de compuestos organofosforados y carbamatos.

1.1.2.1 Organofosforados

Los organofosforados (OP) inicialmente fueron utilizados como armas quimicas durante la
Segunda Guerra Mundial, para luego ser empleados en el control de plagas en cultivos
agricolas, ganaderos, uso doméstico y otros fines comerciales; comprenden alrededor del
40% de todos los plaguicidas utilizados en el mundo. Sin embargo, la Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos (EPA) prohibi6 el uso de algunos productos debido al alto

grado de toxicidad y dafio ambiental (Jaga & Dharmani, 2003; Kaushal et al., 2021).

Diana Carolina Betancourt Castillo
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Los OP son ésteres del acido fosférico y de sus derivados, generalmente poseen dos

sustituyentes alquilo junto con un grupo saliente suplementario que es mas vulnerable a la

hidrdlisis (Figura 1). La estructura quimica influye en el grado de toxicidad, los sustituyentes

tiones son menos téxicos al mostrar baja toxicidad hacia la inhibicion de acetilcolinesterasa

(AChE) (Kaushal et al., 2021); presentan una toxicidad variable debido a sus propiedades

liposolubles y volatiles que facilitan su absorcion (Fernandez et al., 2010).

Figura 1. Estructura quimica general de los organofosforados

RO 0 RO_ ,§
/7

D i

RO X RO X

OXONES TIONES

Fuente: Adaptado de Diaz y Betancourt, (2018).

Metabolismo. Los OP son metabolizados por una serie de enzimas esterasas,
enzimas microsomales y transferasas hepaticas. Los compuestos tioorganofosfatos
son metabolizados por desulfuracion oxidativa, el azufre es sustituido por oxigeno
dando la forma de oxén (altamente tdxico). Otra reaccidn importante es la hidrdlisis a
compuestos dialquil fosfato, como un proceso clave para disminuir la toxicidad; estos
compuestos se excretan en forma libre o unido a acido glucurénico y sulfatos (Koureas
et al., 2012; Fernandez et al., 2010; King & Aaron, 2015).

Mecanismo de accion. Los OP actuan inhibiendo la AChE, una enzima importante y
critica para la induccion del impulso nervioso producido por la acetilcolina, regula o
termina la transmision de la sefial del neurotransmisor al degradarlo en acetato y
colina (Cortés et al., 2017; Fernandez et al., 2010; Kaushal et al., 2021). La inhibicién
irreversible de la AChE resulta de la fosforilacion del grupo hidroxilo de la serina, lo
cual evita su accidn biolégica y conlleva a la acumulacién de acetilcolina,

desencadenando la sobre estimulacién del érgano efector: masculo esquelético, o
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sistema nervioso central y ganglios autbnomos, segun su actividad sobre los
receptores muscarinicos y nicotinicos, respectivamente (Naravaneni & Jamil, 2007,

Orias, 2020).

Figura 2. Mecanismo de toxicidad de los organofosforados
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Fuente: Adaptado de Kaushal et al., (2021).

Los OP afectan tanto la actividad de AChE eritrocitaria como la butirilcolinesterasa (BChE) a
nivel del suero. La BChE se inhibe mas rapidamente y los niveles se restauran a la normalidad
en un periodo de 60 dias; mientras la actividad de AChE se deprime mas lentamente y tarda
varias semanas 0 meses para restaurar su actividad, por lo cual se emplea para evaluar la
exposicion cronica (Cortés et al.,, 2017; Jaga & Dharmani, 2003; King & Aaron, 2015;
Véasquez, 2020).

La restauracion de la actividad de AChE ocurre por biosintesis de nueva enzima o por la
desfosforilacion espontanea y lenta de la enzima con atropina y oximas, como tratamiento en
intoxicacion aguda. Ademas, existen pruebas que los OP inducen estrés oxidativo a través
de la generacion de radicales libres, que conducen a peroxidacion lipidica y dafio del ADN
(De Silva et al., 2006; Cortés et al., 2017). Fernandez et al., (2010) mencionan que mediante
el método de Mitchell se puede estimar la severidad de la intoxicacion por OP con la actividad

de la AChE (Tabla 3).

Diana Carolina Betancourt Castillo
Karla Fabiola Paguay Fernandez 20



&l UNIVERSIDAD DE CUENCA

==

Tabla 3. Severidad de la intoxicacion por OP segun el método de Mitchell

Actividad de la enzima Severidad de la intoxicacion
75% Normal
50% - 75% Leve
25% — 50% Moderada
Menor al 25% Grave

Fuente: Elaboracion propia con base en datos de Fernandez et al., (2010).

e Efectos Toxicol6gicos. La exposicion a niveles altos de OP causan una intoxicacion
aguda, generando una crisis colinérgica, seguido de un sindrome intermedio que
consiste en paralisis muscular del cuello, extremidades proximales y respiratorias de
24 a 96 horas, y uno posterior, la polineuropatia distal de inicio 2-3 semanas después
del envenenamiento (De Silva et al., 2006: Fernandez et al., 2010).

La exposicion a dosis bajas por periodos prolongados desarrolla desde sintomas leves a
enfermedades crénicas. Dentro de los primeros se encuentran: nauseas, dolor de cabeza,
mareo, visién borrosa, dolor abdominal, vomitos y opresion en el pecho (Jaga & Dharmani,
2003). La toxicidad crénica esta relacionada con la tasa de regeneracion de AChE vy la
velocidad de hidrdlisis o eliminacion de los metabolitos del cuerpo (De Silva et al., 2006), que
conlleva a efectos reproductivos, abortos espontaneos y muerte fetal. Ademas, se ha
informado que las exposiciones de plaguicidas aumentan el riesgo de canceres especificos
de lugar como el linfoma no Hodgkin y recientemente, trastornos neurodegenerativos como
el Parkinson y Alzheimer (Bolognesi et al., 2011).
1.1.2.2 Carbamatos

Los carbamatos son ésteres N-sustituidos del acido carbamico y de los acidos tiocarbamicos
y ditio carbamicos; se utilizan como insecticidas, herbicidas y fungicidas, tanto en la
agricultura como en el hogar y en el control de vectores (Lozano, 2015). Son generalmente
poco persistentes en el ambiente y no se acumulan en el organismo, han reemplazado en

parte a los organoclorados (CENAPRECE, 2015).
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Figura 3. Estructura quimica general de los carbamatos
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e Metabolismo. Su biotransformacion tiene lugar a través de distintas reacciones de
degradacién en el higado: N-desmetilacién, O-desalquilaciéon, sulfoxidacion, siendo la
hidroxilacion alifatica de las cadenas alquilo la ruta predominante. Algunas de estas
reacciones fracasan en separar la unién éster, dando lugar a inhibidores de las
colinesterasas a veces mas potentes que el producto original. Ademas, los
ditiocarbamatos empleados como fungicidas tienen como metabolito comun el
disulfuro de carbono y sus subproductos, los cuales se relacionan con la intolerancia
al alcohol (Avivar et al., 2003; CENAPRECE, 2015; Ferrer, 2003).

e Mecanismo de accidn. Los carbamatos causan carbamilacién reversible de la AChE,
lo que permite la acumulacion de acetilcolina en el espacio sinaptico. La combinacién
carbamilo-acetilcolinesterasa se disocia mas rapidamente que el complejo fosforilo-
acetilcolinesterasa producido por los OP debido a que su enlace es electrovalente en
lugar de covalente, por lo tanto, la intoxicacion por carbamatos es limitada
(CENAPRECE, 2015; Ferrer, 2003).

e Efectos Toxicoldgicos. Los sintomas y signos de la intoxicacion por carbamatos son
semejantes a los expuestos en los OP, siendo la principal diferencia la brevedad de la
intoxicacion. Entre las afectaciones mas comunes estan la dermatitis bullosa o
sintomas digestivos inespecificos; los efectos de carbamatos fungicidas se asocian a
una ingesta alcohdlica concomitante provocando nauseas y vomitos con dolor

abdominal y temblor fino de manos y lengua (Ferrer, 2003).
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1.2 Sistema Antioxidante y Estrés Oxidativo

El sistema antioxidante actia como defensa enddgena contra los radicales libres, para ello
funciona de manera regulada y controlada, manteniendo un delicado equilibrio entre los
niveles de Radical libre y antioxidantes. Sin embargo, este equilibrio puede alterarse en
condiciones patolégicas o como respuesta a varios toxicos que favorecen la generacion de
estrés oxidativo y puede conducir a multiples enfermedades (Bhardwaj et al., 2018; Gutiérrez
et al., 2014). Un radical libre es un &tomo o molécula con uno o més electrones no apareados
en el ultimo orbital, que atacan moléculas cercanas para obtener otro electrén y asi ganar
estabilidad quimica, esto conduce a una cascada de reacciones que dafian la estructura y
funcion celular (Sanchez & Méndez, 2013).

La capacidad antioxidante del organismo estd comprendida por un sistema enzimatico y un
sistema no enzimético, cada uno tiene una actividad y concentracién determinada que
funcionan sinérgicamente para contrarrestar el estrés oxidativo (Lukaszewicz, 2010; Sabah &

Kinabalu, 2017) (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion del sistema antioxidante segin su capacidad antioxidante

Sistema antioxidante enzimatico Sistema antioxidante no enzimético
-Superéxido dismutasa (SOD) -Glutation reducido (GSH)
-Catalasa (CAT) -Vitaminas: vitamina C, vitamina E vy
-Glutation peroxidasa (GPx) betacaroteno.

-Glutation reductasa (GR)
-Glutation S-transferasas (GST)

Fuente: Elaboracion propia con base en datos de Sabah y Kinabalu, (2017).

1.2.1 Niveles de accion del sistema antioxidante
Las moléculas antioxidantes actian a diferentes niveles, ya sea como preventivos o
captadores de radicales y reparacion de dafios inducidos, por ello Ighodaro y Akinloye, (2017)

sugiere clasificarlos en cuatro grupos:
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1.2.1.1 Antioxidantes de Primera Linea

Suprimen o previenen la formacién de radicales libres a través de la neutralizacién de estos

0 moléculas con el potencial de convertirse en uno. Las enzimas clave son: SOD, CAT y GPx,

estas dismutan el radical superéxido ("O2) y descomponen los hidroperdxidos en moléculas

inocuas. También participan la transferrina y ceruloplasmina, al secuestrar el hierro y el cobre,

respectivamente, impiden la formacion de radicales libres (Ighodaro & Akinloye, 2017;

Bhardwaj et al., 2018).

Superoxido dismutasa, es una enzima enddgena de desintoxicacion y es el
antioxidante mas poderoso, cataliza la dismutacién de dos moléculas de ‘O; en
peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular con el fin de reducir el dafio celular. La
SOD es una metaloenzima, que requiere un cofactor metalico para ejercer su
actividad, se clasifican en tres formas: SOD citoplasmatico de cobre/ zinc (Cu/
ZnSOD), SOD de manganeso mitocondrial (MNSOD) y una forma extracelular
(ECSOD) (Bhardwaj et al., 2018; Londofio, 2011).

Catalasa, cataliza la reduccioén del peréxido de hidrégeno a agua y oxigeno molecular,
completando asi el proceso de desintoxicacion de la SOD. Se encuentra
principalmente en los peroxisomas, pero estd ausente en las mitocondrias (Ighodaro
& Akinloye, 2017; Londofio, 2011).

Glutation peroxidasa, enzima intracelular que descompone el peréxido de hidrogeno
y peréxidos lipidicos a sus correspondientes alcoholes principalmente en las
mitocondrias y algunas veces en el citosol. Su actividad depende del selenio como
cofactor, por esta razon, se considera una selenocisteina peroxidasa (Ilghodaro &
Akinloye, 2017).

El glutation es un antioxidante que tiene actividad reductora en el grupo tiol del residuo
de cisteina, elimina los radicales libres de forma directa o reduce perdxidos como
cofactor de la GPx, ciclando entre su forma reducida (GSH) y una forma oxidada,
dimerizada (GSSG), a través de la GR empleando NADPH como sustrato (Devine et

al., 2012; Bhardwaj et al., 2018).
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1.2.1.2 Antioxidantes de Segunda Linea
Son antioxidantes depuradores, neutralizan o eliminan radicales libres donando electrones y
asi, inhiben el inicio o propagacion de otras moléculas. En el proceso se convierten en
radicales libres menos dafiinos y facilmente neutralizables por otros antioxidantes de este
grupo: acido ascorbico, &cido urico, glutation, alfa tocoferol (vitamina E) y el ubiquinol
(Ighodaro & Akinloye, 2017).

1.2.1.3 Antioxidantes de Tercera Linea
Son enzimas que reparan el dafio causado a las biomoléculas y membrana celular. Ademas,
reconocen, descomponen y eliminan aquellas moléculas oxidadas o dafiadas, para evitar su
acumulacion y efecto toxico como las enzimas proteoliticas, polimerasas, glicosilasas y
nucleasas (Ighodaro & Akinloye, 2017; Dizdaroglu et al., 2015).

1.2.1.4 Antioxidantes de Cuarta Linea
Utilizan sefiales quimicas para prevenir la formacién y propagacion de radicales libres, es
decir, la formacion de un radical libre induce la formacién y transporte de un antioxidante

apropiado al sitio correcto (Ighodaro & Akinloye, 2017).

1.2.2 Formacion de Radicales Libres
El proceso de toxicidad inducido por el estrés oxidativo proviene de la generacién de radicales
de oxigeno, los cuales generan otras especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS).
Otros compuestos como el peréxido de hidrégeno, triclorometano y acido hipocloroso no son
considerados radicales libres, pero tienen alta tendencia a generarlos (Ighodaro & Akinloye,
2017).
Las ROS son los radicales libres de mayor preocupacion, la molécula de oxigeno es muy
susceptible a la formacién de radicales libres debido a que tiene dos electrones no apareados
en su capa exterior (Gutiérrez et al., 2014). Las ROS se originan tanto de fuentes endégenas
como exdgenas:

e La produccion enddgena resulta del metabolismo aerébico de la cadena respiratoria

mitocondrial para la produccion de energia, el O2 es reducido a agua tras aceptar
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cuatro electrones por el complejo citocromo-oxidasa; cerca del 2% del Oz es reducido
de forma incompleta al aceptar Unicamente un electrén, dando origen al “O, (Sdnchez
& Méndez, 2013).

e Los factores exdgenos se relacionan con el consumo de oxigeno, los cationes
metdlicos, la luz visible, la amina oxidasa que pueden aumentar la cantidad de ROS
(Bhardwaj et al., 2018).

El ‘O puede producir directamente el radical hidroxilo ("OH), o indirectamente a partir del
peréxido de hidrégeno por accién de la SOD y la reaccion de Fenton, que utiliza un catalizador
de iones metdlicos (cobre y hierro). Es el radical libre mas peligroso y el principal culpable de
la toxicidad celular y rotura del ADN; tanto el ‘O, como el "*OH promueven la peroxidacion
lipidica de las membranas, accién que compromete la integridad estructural y funcional de la
célula al alterar la permeabilidad, la funcionalidad de los receptores y enzimas unidas a la
membrana (Bhardwaj et al., 2018).

El éxido nitrico se produce a partir de arginina en presencia de enzima éxido nitrico sintasa 2
y actia como un agente extintor al reaccionar con el ‘Oz, pero genera un oxidante mas
potente, el peroxinitrato (ONOO-), este puede causar peroxidacion de lipidos, oxidacion de
proteinas, nitracion de proteinas e inactivacion de enzimas; induce la fragmentacion del ADN
gue activa poli ADP-ribosa polimerasa que agota la concentracion celular de Nicotinamida-
Adenina Dinucleétido (NAD*), aumento de la disfuncién mitocondrial y la necrosis. También
puede reaccionar con dioxido de carbono para generar nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO;-)
gue se desintegra facilmente en radical carbonato y radical diéxido de nitrégeno y provocar
dafio celular (Bhardwaj et al., 2018; Ighodaro & Akinloye, 2017).

1.2.3 Efectos en la Salud por el Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo influye en la fisiologia normal de un individuo, los radicales libres actian
como mediadores y afectan negativamente a varias biomoléculas causando enfermedades
agudas y crénicas como cataratas, envejecimiento, cancer, enfermedades autoinmunes,

cardiovasculares y neurodegenerativas (Bhardwaj et al., 2018).
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Figura 4. Estrés oxidativo y deterioro del sistema de defensa antioxidante
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Fuente: Bhardwaj et al., (2018).

La peroxidacion lipidica es el proceso de oxidacion de acidos grasos poliinsaturados, como
los fosfolipidos, componentes basicos de las membranas bioldgicas. Segun Grosicka, (2011),
la peroxidacion lipidica consta de tres fases:

e Fase de iniciacién: el atomo de hidrégeno se desprende de la molécula de acido
graso (L) bajo la influencia de un radical libre para formar una molécula de acido
graso-radical libre ('L).

e Fase de propagacion: los ‘L reaccionan con el oxigeno y forman radicales libres de
peroxido (LOO) en una cascada de reacciones, al desprender atomos de
hidrégeno de las sucesivas moléculas intactas de acidos grasos.

e Fase de terminacion: consiste en una reaccion entre radicales libres y conduce a
la formacién de un producto que no es un radical libre, se forman dimeros de

acidos grasos o moléculas de lipidos dafiadas y modificadas.
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El malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE) son los principales productos de
lipoperoxidacion que pueden dafar las biomoléculas, donde el 4-HNE es el més tdxico,
mientras que el MDA es mutagénico para numerosas células de mamiferos y carcindbgeno
para ratas (Grosicka, 2011).

Los radicales libres oxidan a los aminoécidos de las proteinas (lisina, cisteina e histidina)
produciendo diversas maodificaciones: formacion de grupos carbonilo, asociacién de
fragmentos proteicos por entrecruzamientos de enlaces disulfuro, rompimiento de enlaces
peptidicos, pérdida de la afinidad por los metales, incremento en la hidrofobicidad, alterando
la estructura, actividad y funcionalidad de las proteinas vinculadas a la actividad hormonal,
enzimatica y en el transporte de iones (Delgado et al., 2010; Frijhoff et al., 2015).

1.2.4 Exposiciéon a Plaguicidas y Estrés Oxidativo

Los mecanismos asociados a la toxicidad de plaguicidas en la produccion de ROS pueden
deberse a:

e Actividad de “ciclo redox”: aceptan facilmente un electrén para formar radicales libres
y luego los transfieren al oxigeno para generar ‘O.. Las ROS pueden producirse por
el metabolismo mediado por las monooxigenasas del citocromo P450, enzimas que
catalizan la oxidacion por adicién de un &tomo de oxigeno a un sustrato mediante una
via de transporte de electrones (Lukaszewicz, 2010; Vidyasagar et al., 2004).

e Generacion de radicales libres por una alteracién en la homeostasis del cuerpo que
resulta en estrés oxidativo, si no se mantiene el requerimiento de antioxidantes
(Vidyasagar et al., 2004).

Se considera que el principal mecanismo de toxicidad de OP y carbamatos es la inhibicion de
la AChE en la exposicidon aguda, mientras que en la exposicion subcronica o cronica puede
ser el estrés oxidativo; la exposicion a OP induce hiperglucemia que conduce a un aumento
de glicacién no enzimética mediante la unién de glucosa simple o subproductos a grupos
amino de proteinas y formacioén de productos finales de glicacion avanzada (Lukaszewicz,

2010; King & Aaron, 2015).
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Algunos autores consideran que la inhibicion de la colinesterasa induce una hiperactividad
colinérgica y glutamatérgica. El aumento de glutamato activa los receptores de N-metil-D-
aspartato que estimulan la sintesis de NO, al igual que el aumento en la concentracién Ca?*,
iniciando la acumulacién de ROS (Pearson & Patel, 2016; Vanova et al., 2018),

1.2.5 Asociacion entre Estrés Oxidativo y Dafio al ADN

La toxicidad de los plaguicidas esta relacionada con la induccién del estrés oxidativo, este
estado prolongado, es perjudicial para la célula porque puede producir cambios permanentes
en la estructura del ADN debido principalmente al radical ‘OH que conduce al dafio de las
bases nitrogenadas, residuos de azucar o roturas de cadenas de ADN (Grosicka, 2011).

La oxidacion de timidina por el radical *OH genera isbmeros de peréxido de timidina en la
posicién 5 o 6 del anillo; estos productos no generan lesiones premutagénicas potentes, no
obstante, la 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimidina distorsiona la molécula de ADN. El 5-
hidroxiuracilo, formado por la oxidacion del grupo metilo de la timina, influye en la interaccién
del ADN con muchos factores de transcripcion, que pueden alterar la expresion génica
(Grosicka, 2011; Mafion et al., 2016).

La guanina reacciona facilmente con el radical ‘OH dando como resultado la 8-hidroxiguanina,
efecto que es considerado el dafio mutagénico mas comun que induce una mutacion de
transversion donde el par de bases guanina-citosina cambia a timina-adenina o de adenina-
timina a citosina-citosina (Mafion et al., 2016; Dizdaroglu, et al., 2015). El radical hidroxilo
también puede reaccionar con la desoxirribosa en el ADN, provocando una liberacion de las
bases nitrogenadas unidas al azlcar y con ello, produce rupturas simples o dobles en las
cadenas de ADN que causan mutaciones, reordenamientos cromosOmicos, activacion o
inactivacion de genes (Delgado et al., 2010).

Los cambios permanentes en el genoma debido al estrés oxidativo, es la primera etapa
caracteristica del proceso de mutagénesis, carcinogénesis y envejecimiento celular. Se han
identificado més de 100 productos de oxidacién del ADN en células cancerosas. El dafio al
ADN puede provocar la induccion o la detencion del proceso de transcripcion, errores durante
la replicacion e inestabilidad del genoma (Grosicka, 2011).
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1.3 Potencial Genotoxico

El potencial genotdxico es uno de los principales factores de riesgo de efectos a largo plazo,
debido a cambios y alteraciones en el nimero y estructura de los cromosomas, por lo cual, el
monitoreo genotoxicolégico es una herramienta Gtil para estimar el riesgo genético de la
exposicion a plaguicidas (Bernardia et al., 2015; Bolognesi, 2011).

Algunos plaguicidas son agentes genotéxicos, es decir, que tienen la capacidad de
interaccionar con el ADN, produciendo alteraciones estructurales o funcionales a nivel celular
(Aiassa et al., 2012). Antes de su comercializacion pasan por varias pruebas de genotoxicidad
y carcinogenicidad para conocer el riesgo potencial en la salud humana. Sin embargo, existe
cierto grado de incertidumbre ya que las condiciones experimentales no son semejantes a la
exposicion ocupacional, asi estudios epidemiolégicos como el de (Bull et al., 2006) reportan
efectos negativos asociados con la ausencia de medidas de proteccion, el tiempo y la dosis
de exposicion, ademas de efectos acumulativos.

El dafio al ADN se puede clasificar en tres categorias: dafios pre-mutagénicos, aductos de
ADN y mutaciones génicas. Los dafios pre-mutagénicos pueden repararse antes de la division
celular, mientras que los otros efectos son permanentes y se transmiten a las células hijas

(Mostafalou & Abdollahi, 2013) (Tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion del dafio al ADN

Dafios pre-mutagénicos | Roturas de cadenas de ADN

Aductos de ADN Sintesis de ADN no programada

Insercion

Sustitucion o eliminacion de pares de bases

Mutaciones geénicas de _ —
tipo: Alteraciones cromosémicas:

-Aneuploidia: pérdida o ganancia de cromosomas completos
-Roturas de cromatides
-Reordenamientos cromosoémicos.

Fuente: Adaptado de Mostafalou y Abdollahi, (2013).
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1.3.1 Biomarcadores de genotoxicidad
Los biomarcadores son los cambios bioquimicos, fisiol6gicos o morfol6gicos medibles en un
ser vivo y se interpretan como reflejo de la exposicién a un xenobioético (Martinez & Gémez,
2007). Se pueden clasificar en tres tipos: de exposicién, de efecto y de susceptibilidad, ya sea
para evaluar la presencia de una sustancia exdgena o su metabolito, revelar alteraciones
bioguimicas o indicar la capacidad heredada o adquirida de responder a dicha exposicion,
respectivamente (Rey et al., 2020).
El monitoreo genotoxicolégico en humanos es una herramienta (til para estimar el riesgo
genético de una exposicién a un compuesto o mezclas complejas de productos quimicos y
constituye un sistema de advertencia temprana para enfermedades genéticas y/o cancer. Los
principales biomarcadores con alta sensibilidad para detectar el dafio al ADN son la prueba
micronucleos (MN) y el ensayo cometa (EC) (Gomez et al., 2013).

1.3.1.1 Micronucleos
Biomarcador que evalla la exposicion ocupacional a mutagenos y constituyen un marcador
de estados tempranos de cancer. Durante la division celular el material genético se replica y
divide equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas. Sin embargo, errores durante
la replicacion y roturas cromosdmicas por agentes externos provocan la pérdida cromosémica
y un reparto inequitativo del ADN (Lobo & Bolafos, 2014; Martinez & Gémez, 2007). Los
cromosomas rezagados se pierden durante la anafase por la ausencia de centrémeros y al
no ser incluidos en los nicleos hijos, se rodean de membrana nuclear y aparecen en el

citoplasma como cuerpos extranucleares (Bernardia et al., 2015; Mateuca et al., 2011).

Figura 5. Prueba de micronucleo en células binucleadas

a b c
Nota. a) Micronucleos. b) Puentes de cromatina. c) Yemas nucleares.

Fuente: Zliiga et al., (2012)
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Los MN también se originan por fallas en el ciclo celular, genes que controlan la formacion
del huso mitético, cinetocoro u otras partes del aparato mitético. Los MN pueden convertirse
en un ensayo estandar, donde la técnica de microndcleos por blogueo de la citocinesis
(CBMN) ex vivo/ in vitro se ha sometido a un extenso procedimiento de validacion
(Internacional HUman MicroNucleus (HUMN). El ensayo de MN puede aplicarse en la
interfase de cualquier poblacion de células en proliferacion (Bolognesi et al., 2011; Mateuca

etal., 2011).

Tabla 6. Anormalidades nucleares observadas dentro del ensayo de microndcleo

Provienen de la eliminacion de ADN amplificado que es resultado
Yemas nucleares _ ) .
del intento de la célula por reparar el dafio al ADN

Células binucleadas Causadas por fallas en la citocinesis

Cromatina condensada

Células con cariorrexis: Nucleo en desintegracion

Muerte celular : : _ S _
Picnosis: Nicleo disminuido de tamafio

Cariolisis: Disoluciéon nuclear

Dafio clastogénico originado por cromosomas dicéntricos cuyos
Puentes de cromatina | centrémeros fueron empujados a polos opuestos de la célula
durante la anafase.

Fuente: Gomez et al., (2013). Zufiga et al., (2012).

Rey et al., (2020) menciona que los MN deben cumplir con las siguientes caracteristicas:
1. La célula debe contener un nucleo principal y uno o mas MN
2. Serredondos u ovalados
3. Tener cuerpos de Feulgen positivos
4. Tener la misma textura e intensidad de tincion que el nucleo principal
5. Tamafo: 1/3 a 1/6 del tamafio del nucleo principal

6. No estar conectados al nucleo

La técnica de MN en la mucosa bucal tiene elevada importancia para el biomonitoreo

genético, permite observar efectos genotdxicos entre 7-21 dias después de la exposicion
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(periodo de replicacion), con lo cual es posible implementar medidas para disminuir o suprimir
la exposicion al agente deletéreo cuando aun es reversible (Bernardi et al., 2015).

La técnica de CBMN en vivo/ in vitro los linfocitos humanos se cultivan en presencia de
fitohemaglutinina para estimular la mitosis. Después se agrega citocalasina B, un inhibidor de
la polimerizacion de actina para bloquear la citocinesis, permite la distincion entre células
binucleadas (células que se han dividido una vez en cultivo) y mononucleadas (células sin
divisién). Se puede observar los puentes nucleopldsmicos, yemas nucleares y el indice de

division nuclear (Mateuca et al., 2011; Gémez et al., 2013).

1.3.1.2 Ensayo cometa

El ensayo cometa es un biomarcador rapido y sensible para medir y analizar rupturas en el
ADN. Cuantifica el dafio al ADN de células que son inmersas en agarosa, lisadas con
detergente y NaCl 2,5 M para eliminar las membranas, citoplasma y proteinas nucleares,
dejando el ADN en gran parte superenrollado en forma de nucleoides, que al ser sometido a
una electroforesis en pH alcalino se trazan bucles de ADN que contienen roturas Yy, por lo
tanto, con superenrollamiento relajado se dirige hacia el anodo, formando la apariencia de un
cola de cometa que se observa al microscopio mediante la tincibn con un colorante
fluorescente de unién al ADN (Collins & Gaivao, 2007).

La capacidad de migracion del ADN depende de la cantidad de rompimientos producidos,
cada célula lesionada tiene la apariencia de un cometa (cabeza y una cola brillante y
fluorescente) y las células sin dafio aparecen con nucleos intactos, su utilidad aumenta al
incubar al ADN nucleoide con una endonucleasa especifica de la lesion, esto aumenta el
namero de roturas y la intensidad de la cola (Martinez & Gomez, 2007; Gémez et al., 2013).
Los niveles de dafio se comparan con el rango observado en las células de control que fueron

tratadas con dosis subletales de dafio en el ADN (Mufioz, 2009).
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Il. MATERIALES Y METODOS
2.1 Disefio y tipo de investigacion
Se trata de una investigacién documental a través de una revision bibliografica, usando una
metodologia cualitativa, con caracter exploratorio en el area de Toxicologia Ocupacional.
2.2 Recoleccion de datos

Se realizdé una busqueda bibliogréfica de articulos de investigacion original, utilizando las

palabras clave: “estrés oxidativo” “genotoxicidad” y “pesticidas/plaguicidas” “organofosforado®

” LTS

“exposicion ocupacional” “micronucleos” “ensayo cometa”, obteniéndose un total de 579
articulos, recuperados en su mayoria en la base de datos PubMed (467), seguido de Science
Direct (102) y el buscador Google académico (10), segun la relevancia del titulo y el afio de
publicacion.

La seleccion de los articulos se realizé en dos fases: la primera consistio en una lectura rapida
del articulo completo, con el fin de verificar el cumplimiento de los criterios de inclusion y
exclusion.

e Criterios de inclusiéon. Articulos de casos y controles en espafiol e inglés, la
determinacion de la frecuencia de MN y/o EC como biomarcadores de genotoxicidad;
la determinacion de alguno de los biomarcadores de estrés oxidativo: enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GR y GPx, y MDA como producto de lipoperoxidacién. La
poblaciéon de estudio de los articulos debe tener edades entre 18 y 60 afios; una
exposicion minima a plaguicidas de un afio.

e Criterios de exclusion. Se excluyeron los articulos de evaluacion de genotoxicidad y
estrés oxidativo in vitro/ in vivo en animales, aquellos que no reportan biomarcadores
de genotoxicidad y/o estrés oxidativo segun las variables seleccionadas (Anexo 1.
Operacionalizacion de variables) u otros agentes de exposicidn; una exposicion
indirecta de plaguicidas como: la alimentacion o lugar de residencia cerca de los
cultivos; también se excluiran los estudios en nifios. Articulos que hayan empleado
una poblacién de estudio menor a 15 individuos tanto grupo expuesto como en el

grupo control, una metodologia poco clara, resultados y conclusiones no justificados.
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De acuerdo a los criterios anteriores, se excluyeron 485 articulos, 45 articulos duplicados y 7
revisiones sisteméticas; y solamente 56 articulos resultantes se descargaron y almacenaron
en una carpeta de google drive (Ejemplo: 01_Salazar_2020_Estrés oxidativo y microndcleos).
La segunda fase consistioé en la lectura completa del articulo, pero de forma mas critica y
analitica, con el fin de validar el disefio del estudio, la metodologia empleada y la coherencia
y claridad de los resultados y conclusiones, de esta manera se eliminaron 16 articulos por la
ausencia de la metodologia, muestra de estudio pequefia, otros biomarcadores y poblacion
expuesta indirectamente. Se obtuvieron un total de 40 articulos: 6 de asociacion de
biomarcadores de estrés oxidativo y dafio al DNA, 14 articulos que mencionan biomarcadores
de estrés oxidativo y 20 articulos que mencionan biomarcadores de dafio al DNA. A partir de

la pagina de scimago (https://www.scimagojr.com/) se pudo confirmar que el 75% de articulos

estaban dentro de los primeros cuartiles (Q1: 27,5%; Q2: 47,5 %; Q3: 15% y Q4: 2,5%) (Anexo
2,3y4).

Los articulos se clasificaron en tres grupos utilizando diferentes hojas de Microsoft Excel:
estrés oxidativo y dafio ADN, estrés oxidativo y finalmente, dafio al ADN; se registro el titulo,
afio, resumen, cita bibliografica, pais, tamafio de la muestra (grupo control y grupo expuesto),
edad, ocupacion, tiempo de exposicion, plaguicidas utilizados, y marcadores de exposicion
(acetilcolinesterasas), marcadores de genotoxicidad (MN y EC) y estrés oxidativo (SOD, CAT,
GPx, GR y MDA) con una previa conversion del valor numeérico a un valor cualitativo (Elevado/

Disminuido).
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[ll. RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1 Alteraciones en el sistema antioxidante
En los articulos revisados se reporta una alteracién de las enzimas antioxidantes con una
actividad aumentada como disminuida, que conlleva a un aumento de productos de
lipoperoxidacion (Tabla 7). El biomarcador mas utilizado para evaluar el estrés oxidativo fue

malondialdehido, seguido de catalasa y superoxido dismutasa.

Tabla 7. Principales alteraciones del sistema antioxidante y productos de lipoperoxidacion

de individuos expuestos a plaguicidas.

. N°
Biomarcador ,de Resultado | Fuente
articulos
(Sharma et al., 2018; Wafa et al., 2013; Ogut
3 Elevada | o1 a1 2011)
3 Disminuida (Kori et al., 2019; Madani et al., 2015; Mbah
SOD et al.,2020)
1 Disminuida* | (Olatunbosun et al., 2014);
(Wafa et al., 2013; Sharma et al., 2013; Ogut
8 Elevada | o1 a1 2011)
. "
CAT 1 Elevada (Jalilian et al., 2018)
(Kori et al., 2019; Olatunbosun et al., 2014;
5 Disminuida | Madani et al., 2015; Murussi et al.,, 2014;
Mbah et al.,2020).
cp 1 Disminuida* | (Olatunbosun et al., 2014)
X
2 Elevada (Sharma et al., 2013; Ogut et al., 2011).
(Sharma et al., 2013; Kori et al., 2019; Wafa
etal., 2013; Ogut et al., 2011; Olatunbosun et
11 Elevada al., 2014; Ledda et al., 2021; Salazar et al.,
2020; Madani et al., 2015; Ortega et al., 2016;
MDA Jalilian et al., 2018; Payan et al., 2012; Mbah
et al.,2020).
1 Elevada* (Lozano et al., 2018).
1 Disminuida | (Murussi et al., 2014).

Nota. (*) No significativo.

Los productos de lipoperoxidacion fueron analizados como biomarcador en casi la totalidad
de los articulos revisados. Este biomarcador revela que el sistema antioxidante no es capaz
de mantener el equilibrio oxidativo en personas ocupacionalmente expuestas, pues once
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articulos reportaron un aumento significativo y Gnicamente un articulo reporta un valor
disminuido, indicando un control antioxidante eficaz; asi también Bernieri et al., (2019)
menciona un mayor aumento de MDA en ratas ante la exposicion de una mezcla de herbicidas
en comparacion a uno solo, recalcando de esta manera, que en la exposicidn ocupacional a
mezclas de plaguicidas, hay mayor riesgo de estrés oxidativo.

La actividad de SOD y CAT se presenta aumentada en tres articulos respectivamente, se
asocia a una sobreproduccion de antioxidantes, como mecanismo compensador que trata de
reducir el exceso de radicales libres a niveles fisiol6gicos (Bhardwaj et al., 2018), no obstante,
con el pasar de los afos, dicha respuesta puede ser neutralizada provocando la pérdida de
su actividad, asi tres articulos reportan una disminucién significativa para SOD y cinco
articulos para CAT, el dafio enzimatico puede resultar por una mayor susceptibilidad a largo
plazo (Anexos 2, 3y 4), donde los radicales libres pueden alterar los grupos funcionales de
las enzimas. La inhibicién de la actividad de la SOD, causa una acumulacion de radicales
superéxido que conjuntamente con un nivel de CAT y GPx reducido, conduciria a un mayor
namero de radicales hidroxilo por la reaccion de Fenton, MDA y proteinas carbonilicas

(Ighodaro & Akinloye, 2017; Ahmadi et al., 2018).

3.2 Alteraciones en los biomarcadores de genotoxicidad

La Tabla 8 describe los resultados de los biomarcadores de genotoxicidad analizados en esta
revision bibliografica. Se ha reportado un aumento significativo en el dafio al ADN en todos
los estudios que realizaron el ensayo cometa, tanto en células bucales como en linfocitos de
sangre periférica; de forma semejante nueve de diez articulos reportaron un aumento
significativo en la frecuencia de microndcleos. A pesar que las poblaciones estudiadas fueron
de diferentes regiones del mundo, es claro que los efectos genotoxicos se presentan sin
distincion de raza y ubicaciéon geografica, lo cual destaca la importancia de generar protocolos
de medidas de bioseguridad para la poblacién ocupacionalmente expuesta, principalmente

agricultores de zonas rurales y pulverizadores de plaguicidas.
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Tabla 8. Resultados obtenidos en la prueba de micronucleos y ensayo cometa en individuos

expuestos a plaguicidas

Biomarcador/ N°, de Resultado | Autor
Muestra articulos
EC/ Celulas | , Elevado | (How et al., 2013; Carbajal et al., 2015)
bucales
(Benedetti et al., 2013; Butinof et al., 2018;
Marcelino et al.,, 2019; Khayat et al., 2013;
Aiassa et al., 2019; Dutta y Bahadur, 2019;
EC/ Linfocitos | 14 Elevado Singh et al 2011; Sapbamrer et al., 2019;
Ramos et al., 2021; Benedetti et al., 2017;
Kasiotis et al. 2012; Bernieri et al., 2019;
Dhananjayan et al., 2019; Cayir et al., 2019)
MN/ 3 Elevado (Coskun et al., 2011; Butinof et al., 2018;
Linfocitos Aiassa et al., 2019)
(De Oliveira et al.,, 2019; Benedetti et al.,
MN/ Células | 6 Elevado 2017; Marcelino et al., 2019; Matheus et al.,
bucales 2017; Khayat et al., 2013; Hutter et al., 2018)
1 Elevado* (Benedetti et al., 2013).

Nota. (*) No significativo.

Varios estudios confirman que la exposicién ocupacional a plaguicidas conduce al dafio al
ADN, como el metaanalisis realizado por Silva et al., (2020) donde reporté que el EC y MN
del grupo ocupacionalmente expuesto exhibia un mayor dafio que el grupo control. De forma
similar Rey et al., (2020) en su revision sisteméatica, encontré que diecisiete de veinte articulos
tenian una relacion positiva entre la mayor frecuencia de MN y la exposicion ocupacional,
ante estos resultados consistentes es evidente que los plaguicidas actiian como genotoxinas
gue afectan el material genético.

En otros estudios realizados por Bolognesi et al. (2011) y Silva et al., (2020) se observo el
uso de compuestos con capacidad genotoxica como metamidofos, monocrotofos, glifosato y
endosulfan. Los OP pueden actuar como agentes alquilantes, el grupo fosforilo y alquilo son
altamente electrofilicas y pueden formar enlaces covalentes con el ADN; la alquilacion de
oxigeno se asocia con efectos mutagénicos y oncogénicos, mientras que la alquilacion de

nitrégeno causa citotoxicidad (Qiao et al. 2003; Vindas et al. 2004).
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3.3 Asociacion de estrés oxidativo y dafio al ADN

La literatura evaluada describe que la poblacién ocupacionalmente expuesta, presenta una
alteracion tanto en el sistema antioxidante como en la estructura del ADN, sin embargo, son
pocos los articulos que evallan o describen la correlacion entre ambas variables como
Ahmadi et al., (2018) y Gaikwad et al., (2015) (Tabla 9). En general, se observé dafio en el
ADN con una mayor o menor actividad de las enzimas antioxidantes, segun los niveles de
MDA, el cuerpo no alcanza el equilibrio oxidativo para controlar el dafo celular, que vuelve

aun mas susceptible al ADN.

Tabla 9. Asociacion de biomarcadores de estrés oxidativo y dafio genotéxico

Prueba de micronucleo Ensayo Cometa

Fuente | sop | CAT | GPx | MDA | GR |[SOD| CAT |GPx| MDA | GR

(Xotlanih
ua et al.,
2018).

Negativa | Negativa | Positiva Negativa
(-1+%) (-+) (-+) (-1+%)

(Simonie
llo et al.,
2010)

Negativa Negativa
(-1+) (+1+)

(Zepeda
et al,
2017)

CH) | )| gy | Posiva | ()
(-1+)

(Ahmadi
et al, (+1+) (++) (-1+) (+1+) (-1+)
2018)

(Gaikwa
d et al, (+1+)
2015)

(Hilgert
et al.,
2018)

(+/+) Positiva (+/+)

(++) (+/%)

Nota. Biomarcador de estrés oxidativo /Biomarcador de genotoxicidad: (+) aumentado; (-) disminuido;
(*) No significativo

Correlacion: Positiva (existe correlacion entre ambos biomarcadores); Negativa (no existe correlacion).

Hilgert et al., (2018) indica una asociacion positiva entre el aumento de MDA y la frecuencia
de MN, este resultado puede deberse a dos mecanismos, efecto directo del MDA que
presenta propiedades mutagénicas y carcindgenas (Grosicka 2011) y, el exceso del radical

hidroxilo puede oxidar las bases nitrogenadas y residuos de azucar provocando la rotura en
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las cadenas del ADN (Delgado et al., 2010). No obstante, Simoniello et al., (2010) reporta una
asociacion negativa entre MDA y EC; mientras que Zepeda et al., (2017) describe una
asociacion positiva cuando el nivel de MDA esta disminuido, por ende, no se pudo realizar

una asociacion objetiva ante resultados contradictorios.

Por otro lado, Xotlanihua et al., (2018) encontré una asociacion positiva entre la GPx con un
aumento no significativo de MN, a diferencia de SOD, CAT y GR que no se asociaron al dafio
del ADN a pesar que todos estos biomarcadores estaban disminuidos; de forma semejante
Simoniello et al., (2010) no encontr6 asociacion entre la disminucién de CAT y EC. La
interpretacion de estos resultados indica que la correlaciéon entre enzimas antioxidantes y
dafio al ADN es inconsistente, pues para que exista valores aumentados de MDA requiere de
una alteracion del sistema antioxidante, por ello se requiere mas estudios para aclarar dicha

asociacion.

3.4 Analisis de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa como biomarcadores de
exposicioén

Al revisar la literatura, se encontraron resultados contradictorios en la actividad de las enzimas
colinesterasas (Tabla 10), si bien catorce de veinte y seis articulos mencionan una
disminucion de BChE y AChE, dos estudios presentan un aumento y siete un aumento no
significativo. Cuyo aumento probablemente se debe a que el cuerpo en estas situaciones
genera una sobreproduccion de las enzimas colinesterasas para mantener un equilibrio ante
exposiciones cronicas a plaguicidas (Dalmolin et al., 2019).

La utilidad de las colinesterasas se pone en duda debido a que diez articulos no encontraron
correlacion estadistica con la exposicion, a pesar que la inhibiciobn de la colinesterasa en
sangre es una medida bioquimica de eleccién por la OMS para evaluar de riesgo de OP y
carbamatos (Ahmadi et al., 2018; Dalmolin et al., 2019). Segun Benedetti et al., (2017) y De
Oliveira et al., (2019) la falta de asociacion se debe a una baja relacion dosis-respuesta que

representa un significado limitado y resultados contradictorios en la exposiciéon crénica.
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Ademads, De Silva et al., (2006) indica que los sighos y sintomas aparecen incluso en niveles

normales de AChE y dejan en evidencia otros mecanismos de toxicidad.

Tabla 10. Resultados en la actividad de enzimas colinesterasa en adultos

ocupacionalmente expuestos

Biomarcador N,O de Resultado Fuente
articulos
2 Elevada (De Oliveira et al., 2019; Dutta & Bahadur, 2019)
(Zepeda et al., 2017; Ortega et al., 2016; Payan
7 Elevada* | et al., 2012; Benedetti et al., 2013; Butinof et al.,
2018; Aiassa et al., 2019; Godoy et al., 2019)
(Simoniello et al., 2010; Sharma et al., 2013;
ACHE +/ Ahmadi et al., 2018; Kori et al., 2019; Wafa et al.,
BChE* 2013; Olatunbosun et al.,, 2014; Mbah et
14 Disminuida | al.,2020; Lozano et al., 2018; Murussi et al.,
2014; Matheus et al., 2017; Singh et al 2011;
Dhananjayan et al., 2019; Bianco et al., 2017;
Hilgert et al., 2018 )
3 Disminuida* (Ogut et al., 2011; Benedetti et al., 2017; Bernieri

et al., 2019).

Nota. (*) No significativo

La asociacion entre las enzimas antioxidantes y el dafio al ADN no se puede establecer

debido a que la literatura existente no aporta la base estadistica que vincule a ambas

variables, para esclarecer dichos resultados es necesario investigaciones futuras que validen

estos biomarcadores como indicadores de dafio en la vigilancia epidemiolégica.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Las poblaciones expuestas ocupacionalmente a plaguicidas constituyen uno de los grupos
humanos de mayor riesgo toxico, que se manifiesta con un aumento en la prevalencia de
estrés oxidativo y dafio al ADN. Sin embargo, la asociacién entre enzimas antioxidantes y el
dafio del ADN medido por biomarcadores de genotoxicidad alun es poco clara, pese a la
identificacion de posibles mecanismos de interaccion, por lo que es necesario un mayor
namero de estudios que evalien y correlacionen ambos biomarcadores para emitir

conclusiones definitivas.

Segun la revision de literatura realizada, los adultos expuestos a plaguicidas presentan
niveles alterados de las enzimas antioxidantes con actividades aumentadas y disminuidas,
gue conllevan a un aumento del MDA, considerado como un biomarcador ideal para evaluar

el dafio oxidativo.

Por otro lado, la mayoria de los estudios revisados refieren que existe un aumento en el dafio
del ADN, evaluado principalmente por la prueba de micronucleos y el ensayo cometa. Dichos
biomarcadores de efecto son necesarios para prevenir la aparicién de enfermedades crénicas

vinculadas al estrés oxidativo y dafio al ADN en trabajadores expuestos a plaguicidas.
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5.2 Recomendaciones

Dado el amplio uso de plaguicidas organofosforados y carbamatos en diferentes actividades
agricolas e industriales en el pais y a la ausencia de informacion referidos al tema, se
recomienda realizar investigaciones en este campo relacionadas con los efectos toxicoldgicos
por exposicion crénica referentes a la induccion de estrés oxidativo y su asociacion con el
dafio al ADN, considerando factores personales y laborales como la edad, tiempo de
exposicion, tipo de actividad realizada durante el trabajo con plaguicidas, el habito de fumar

y consumo de alcohol etilico, entre otros.

Las instituciones relacionadas con el manejo, control y vigilancia del uso de plaguicidas
organofosforados y carbamatos deben disponer de programas de capacitacion a la poblacion
expuesta referente a protocolos de seguridad, manejo y desecho de plaguicidas que

colaboren a reducir el impacto de estos productos quimicos en la salud y el medio ambiente.
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ANEXOS

Anexo 1. Operacionalizacion de las variables

Etiqueta Definicidon conceptual Unidades | Procedimiento | Operaciones Niveles de
de de medicion matematicas o | medicion
medicion procedimientos

Tiempo de exposicién Tiempo en el cual los participantes | Afios Reportado por | No son | NA

iniciaron la  manipulacion de los los articulos necesarias

pesticidas hasta el momento del estudio
Muestra entre el grupo expuesto | Participantes pertenecientes al grupo | Escala Reportado por | No son | NA
Yy no expuesto gue estuvo expuesto ocupacionalmente los articulos necesarias

a plaguicidas y participantes que no

estaban expuestos.

Biomarcadores de estrés | Actividad de las enzimas antioxidantes y | Escala Reportado por | No son | -Elevados

oxidativo (glutation peroxidasa, | productos de lipoperoxidacién los articulos necesarias -Disminuidos

glutatién reductasa , superoxido | determinados en los grupos de estudio

dismutasa y catalasa;

malondialdehido)

Biomarcadores de genotoxicidad | Frecuencia de los biomarcadores | Escala Reportado por | No son | -Elevados

(microndcleos, y ensayo cometa) | determinados en células epiteliales y los articulos necesarias -Disminuidos

linfocitos en los grupos de estudio, como
indicadores de alteracion/ dafio al ADN.

Biomarcadores de exposicion | Niveles de las enzimas | Escala Reportado por | No son | -Elevados

(acetilcolinesterasa y | acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa los articulos necesarias -Disminuidos

butirilcolinesterasa) determinados en los grupos de estudio
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Anexo 2. Tabla general de resultados obtenidos a partir de articulos que determinaron enzimas antioxidantes y productos de lipoperoxidacion.

Grupo T.
N° Autor Pais exp/ Exposici AChE SOD CAT GPx GR MDA Cuartil
control on

(Sharma . S

1 |et al., ::ﬂrr;[gia de E)I(EYY%I 3-8 afios D'Sanu'da Elevada S Elevada € Elevada © NA Ele\“/ﬂada Q2
2013) ' '

2 gﬁorzlmgit India NEI>E<:: Eédi/ 18 afios Dlsanwda Dlsmslgwda Dlsm::nwda NA NA EIe\“/Aada 03
(Wafa et | Mateur EX: 96/ 2258 Disminuida Elevada

3 14 2013) | Tanez ’ NE- 45 13.49 b B Elevada S | Elevada® NA NA M Q3

B ' anos

(Ogut et | Isparta, EX:96/ 8.56 Disminuida* Sb c Gb Elevada

4 | a1 2011). | Turquia NE:45 | 6.43 afios b Elevada Elevada Elevada NA M Q2
(Olatunbo EXO:I_GO . ~ isminuida* isminuid levad

5 | sun et al Suroeste (EX_ :30; | >10 anos Disminuida Disminuida* | Disminuida Disminuida® | NA Elevada NA
2014) " | de Nigeria | EXi: 30)/ | 12+1.7 se Ca M

' NE: 30

(Ledda et | Ragusa, EX: 52/ 51+0,8 Elevada

6 al., 2021) | Italia NE: 52 afios NA NA NA NA NA M Q1
(Salazar : . ~

7 let  al, ﬂ/la,“s.co’ EX: 113/ | 35,3 afios NA NA NA NA NA | Elevada | Q1
2020) exico NE: 93

8 (Madani Tlemcen, EX:75 5-11 Disminuida | Disminuida Elevada
et al., ) : ~ NA sd Cb NA NA M Q2
2015) Argelia INE: 60 afios
(Ortega et ~ EX: 26/ ~ %b Elevada

9 al., 2016) Espafa NE- 19 9 afos Elevada NA NA NA NA M Q4

10 ga'g'gyget Iran ,E\é_é?( >1 afio NA NA Elevada* € NA na | Elevada | g
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Camerudn:
NE: 125/
(Mbah et | Pakistany | EX: 200 ~ Disminuida | Disminuida | Disminuida Elevada
1 al., 2020). | Camerun | Paquistan >1 ano bB se Ca NA NA M Q1
- NE:112/
EX 200
(Lozano ) o .
12 |et  al., | Espafia Eﬁggf’ >1 afio | DiSminuida NA NA NA Na | Elevadat |5y
2018). '
(Payan et | Jalisco, EX: 25/ 19+6.2 * bb Elevada
13141, 2012). | México NE: 21 afios | Elevada NA NA NA NA v Q2
(Murussi Lo .
14 | et | al., gjrl;léﬁa, E)é1155/ S5 afi0S DISI’I’;IQUIda NA Dlsm‘lcnwda NA NA DIZI:ISUI Q2
2014). '

Nota. Principales fundamentos teoricos utilizados

SOD: S Autooxidacion del pirogalol por SOD a 420 nm durante 5 min.; S8 Grado de inhibicion de la reaccion entre la xantina con la xantina oxidasa para generar
radicales superéxido, que reaccionan con cloruro 2- (4-yodofenil) -3- (4-nitrofenol) -5-feniltetrazolio; S° nitroblue tetrazolium (NBT-reactivo) a 560 nm a 25C por
20 min; Sd dismutacién de radicales superéxido generado por la xantina oxidasa y la hipoxantina; S¢ Método colorimétrico: capacidad de SOD para inhibir la
autooxidacion de la epinefrina a un pH de 10,2.

CAT: € Protocolo estandar Aebi, et al., (1984): valoracion espectrofotométrica de la disminucién de la [H202] a 240 nm, 25 °C; €@ Método colorimétrico-mide el
acetato cromico producido a partir de la reaccion del dicromato en acido acético y H202a 570 nm; ¢ CAT reacciona con metanol en presencia de H20:. El
formaldehido producido se mide espectrofotométricamente con 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol

GPx: ¢ Determinacién de pmol NADPH oxidado por minuto usando hidroperéxido de terc-butilo; ¢ GPx cataliza la oxidaciéon del glutatiéon por cumeno
hidroperoxido

MDA: M Color producido por la reaccién del ac. tiobarbitdrico con malondialdehido (TBARS: sustancias reactivas con el ac. tiobarbiturico), a 535 nm.

AChE/ BChE: » AChE-Método estandarizado: velocidad de hidrdlisis de yoduro de acetiltiocolina (sustrato) por la reaccién de yoduro de tiocolina con acido
ditionitrobenzoico (DTNB); PPAChE: se basa en la liberacion de ac. acético de la acetilcolina, lo que provoca una disminucién del pH lo que esta relacionada
directamente con la actividad de la colinesterasa; B BChE-Método estandarizado: tasa de hidrélisis de butiriltiocolina (sustrato) en plasma por la reaccion de

yoduro de tiocolina con DTNB.
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Anexo 3. Tabla general de resultados obtenidos a partir de articulos que determinaron biomarcadores de genotoxicidad.

Grupo exp/

N° Autor Pais control T. Exposicidn AChE MN EC Cuartil

1 | (Benedetti et | Rio Grande do Sul, | £y.g9/ NE: 46 > 10 afios Elevada*® | Elevada*™ | Elevadas Q2
al., 2013) Brasil

o | (De Oliveira |\, Grosso, Brasil | EX: 76/ NE:72 > 1 afio Elevada Elevada ™ NA 01
et al., 2019)

3 Ej;eg(e)cl’%“ et | Brasil EX:137/ NE:83 | 29,9+128afios | Disminuida* | Elevada™ | Elevada s Q2

4 | (Coskun “et] L, oiia EX: 47/ NE: 48 > 1 afio NA Elevada ™ NA Q1
al., 2011)

5 | (Butinof et -4 qoba, Argent EX:47/ NE:52 2 ai Elevada*® | Elevada™ | Elevadas 3
al., 2018) ordoba, Argentina : : afos evada evada evada Q
(Marcelino et | Sudoeste de , . - Th S

6 al., 2019) Paran4, Brasil EX:18/ NE: 18 =1 afo NA Elevada Elevada Q2

7 g}/la;%elu?s) et Venezuela EX:41/ NE: 41 =1 afo Disminuida Elevada ™ NA NA

8 ;Th%?ts) et | Brasil EX:41/NE: 32 | 17 +13,9 afios NA Elevada™ | Elevada*S | Q2
(Hutter et al., | La Vega, Republica , ~ To

9 2018) Dominicana EX: 38/ NE 33 5 afios NA Elevada NA Q2

10 g?"azsgig) et Coérdoba, Argentina | EX: 30/ NE: 22 3-10 afios, Elevada* B Elevada Elevada S Q2
(Dutta Y| Norte de Bengala

11 | Bahadur, . . EX:155/ NE: 70 14,3 + 9,5 afios Elevada ® NA Elevada S Q2

Occidental, India.
2019)

12 (Z%T%h et al| Norte de la India EX: 70/ NE: 70 | 20.85+ 7.25 afios | Disminuida NA Elevadas Q2
(Sapbamrer | Phayao, Norte de , , ~ s

13 etal. 2019) | Tailandia. EX: 134/ NE: 44 33 £ 10 afios NA NA Elevada Q2
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14 gzarznoozsl) | Goias, Brasil ,E\é 1188((’)/, 16,3 + 10,3 afios NA NA Elevada S 01

15 gfazs(')ci“zs) et | agrinio, Grecia. EX:19 > 1 afio NA NA Elevada ™ o1

16 ;Elserzné‘ig) et E'rgsﬁra”de doSul. | Ex.12/NE:2 | 308+152afios | Disminuida* NA Elevada* T Q3
(Dhananjaya

17 |n et al., | Tamil Nadu, India EX: 77/ NE: 66 24,1 + 10,1 afios Disminuida ? B NA Elevada Q2
2019)

18 (2%"’1%'; et al., $32$k|,§a'e | EX: 41/ NE:45 5-15 afios NA NA Elevada Q2

19 (2Hoc1)\§v) et al, X';;?’;a’ Sudeste | EX: 11%%’ NE: > 2 afios NA NA Elevada Q2

. : : .75 + 5,36 afios isminuida
20 ;?'a;gf7) et it:g”eyr’]t:\r'f;roeﬁe EX: 76/ NE: 53 | 10,75 + 536 a Disminuida b NA NA Q2

Nota. Principales fundamentos teéricos utilizados

EC: SSingh (1988); T Tice et al. (2000);
MN: ™ Thomas et al. (2009); ™ Método de Fenech y Morley, (1985); ™ Método de Tolbert et al. (1992);

AChE/ BChE: » AChE-Método estandarizado: velocidad de hidrélisis de Yoduro de acetiltiocolina (sustrato) de eritrocitos lavados por la reaccién de yoduro de

tiocolina con acido ditionitrobenzoico (DTNB); B BChE-Método estandarizado: tasa de hidrdlisis de butiriltiocolina (sustrato) en plasma por la reaccién de yoduro

de tiocolina con DTNB
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Anexo 4. Tabla general de resultados obtenidos a partir de articulos que determinaron enzimas antioxidantes, productos de lipoperoxidacion y

biomarcadores de genotoxicidad.

Grupo

T.

N° | Autor Pais exp./ | Exposici| AChE | MN EC SOD CAT GPx GR MDA C;J“ar
control on

1 ;)é?tlanlgr Meéxico EX: 178 [/ 1-10 NA Elevad NA Disminuid | Disminuid | Disminuid | Disminuid NA 02
2018) " NE: 23 afios ax ™ a ac acb a
(Simoniell | Argentina EX: 95/ 1-20 Disminui Elevad Disminuid Elevada

2 |o et al, NE-50 anos da b8 NA a5 NA aC NA NA M Q3
2010) '
(Zepeda Mexico EX: 186/ ~ Elevada Elevad | Disminuid | Disminuid | Disminuid + | Disminu

3 |et al., i = 9 afios +bB NA T . +C % Gb Elevada ida M Q1
2017 ) NE: 22 a a a a ida
(Ahmadi Iran , 529+ o . .

4 | et al., | (Jiroft) El)é 101‘?0/ 4.34 Dlzr;nkr)ww NA EIe;/ad EIevSada EIevCada NA NA Ele\h/Aada NA
2018) ' anos
(Gaikwad | India .

5 |et  al, 5;('27/ NE1 5 afios NA E':¥oad NA NA NA NA NA Elevada |,
2015)

. Brasil 34.64 + L

Hilgert et EX: 50/ Disminui | Elevad | Elevad Elevada* Elevada

6 ;I %018) (Santg NE- 75 16.09 da B8 Y a5 NA c NA NA M Q1

" Catarina) ' afos

Nota. Principales fundamentos teéricos utilizados
EC: SSingh 1988; "Tice et al. 2000;
MN: ™M Método de Fenech y Morley, (1985); T Método de Tolbert et al. (1992);
SOD: S Autooxidacion del pirogalol por superéxido dismutasa a 420 nm durante 5 min.

CAT: € Protocolo estandar Aebi, et al., (1984): valoracién espectrofotométrica de la disminucién de la [H202] a 240 nm, 25 °C.

GPx: b GPx cataliza la oxidacion del glutation por cumeno hidroperéxido

MDA: M Color producido por la reaccién del ac. tiobarbitdrico con malondialdehido (TBARS: sustancias reactivas con el &c. tiobarbitdrico), a 535 nm.
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AChE/ BChE: » AChE-Método estandarizado: velocidad de hidrélisis de Yoduro de acetiltiocolina (sustrato) de eritrocitos lavados por la reaccién de yoduro de
tiocolina con Acido ditionitrobenzoico (DTNB); B BChE-Método estandarizado: tasa de hidrélisis de butiriltiocolina (sustrato) en plasma por la reaccion de yoduro

de tiocolina con DTNB; BB BChE: hidroxilacion de butiriltiocolina por BChE, con formacion de butirato y tiocolina, reduce el reactivo de color 2,6-
diclorofenolindofenol
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