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Resumen

Uno de los principales contaminantes en zonas urbanas altamente industrializadas es el
benceno, y el principal efecto toxico por la exposicion cronica a este compuesto es la
leucemia mieloide aguda, por lo que representa un problema de salud publica, sobre
todo para los nifios quienes representan una de las poblaciones mas vulnerables.
Durante su metabolismo, el benceno es eliminado como &cido trans, trans muconico
(t,t-AM), el cual es considerado un buen biomarcador de exposicién al benceno. Los
genes de algunas de las enzimas que participan en el metabolismo del benceno, como
el citocromo P450 2E1 (CYP2E1l), epoxico hidrolasa (EH), NAD(P)H:quinona
oxidoreductasa 1 (NQO1) y glutation-S-transferasas (GST’s) presentan polimorfismos
que podrian modular el metabolismo de este compuesto y por lo tanto, la excrecion de
sus metabolitos, incluyendo los metabolitos reactivos; de esta manera, algunos
individuos serian mas susceptibles a sus efectos téxicos. ElI municipio de
Coatzacoalcos, Ver. se caracteriza por ser un area con gran actividad industrial, donde
se concentra el 80% de la actividad petroquimica del pais, por lo que representa un
problema de contaminacién ambiental para la regién. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el grado de exposicion al benceno en la poblacion infantil del municipio de
Coatzacoalcos y la participacion de algunos polimorfismos genéticos de enzimas que lo
metabolizan sobre los niveles del metabolito t,t-AM. Para ello, se realizd un estudio
transversal en nifios de 6 a 10 afios de tres escuelas primarias localizadas cerca de los
principales complejos industriales de este municipio. Se tomd una muestra de sangre
en ayunas y se colecto la primera orina de la mafiana. Se determinaron los niveles de
t,t-AM por HPLC de fase reversa y la presencia de los polimorfismos CYP2E1 Pstl/Rsal,
GSTM1*0 y GSTT1*0 por PCR convencional, y EPHX1T113H, EPHX1H139R vy
NQO1*2 por PCR en tiempo real. La media geométrica de los niveles de t,t-AM fue de
370 (309-442) ug/g de creatinina, y el 30% de los nifios presentaron niveles mayores
que el indice de exposicion biolégica ocupacional (500 pg/g creatinina). Los resultados
de la asociacién de los niveles de t,t-AM y los genotipos estudiados mostraron que los
individuos heterocigotos para el polimorfismo EPHX1H139R presentaron valores
menores de t,t-AM (-40; IC -55,-19) y los individuos heterocigotos y homocigotos
polimorficos para NQO1*2 presentaron niveles menores (-43%, IC -66, -7; y -52%, IC -
72, -17, respectivamente) del metabolito t,t-AM. Estos resultados sugieren que los
polimorfismos EPHX1H139R y NQO1*2 modulan los niveles urinarios del t,t-AM en
nifos ambientalmente expuestos al benceno. Esta asociacidon gen-ambiente puede
contribuir a explicar las diferencias interindividuales en el metabolismo del benceno y
puede participar en una mayor susceptibilidad de desarrollar los efectos toxicos por
exposicion a este contaminante.



Abreviaturas

CYP2E1 Citocromo P-450 isoforma 2E1

EH Epoxido hidrolasa

GST’s Glutation S-transferasas

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion (por sus siglas en inglés)
NQO1 NAD(P)H: quinona 6xidoreductasa 1

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés)

t,t-AM Acido trans,trans-muconico
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1. Introduccion
1.1. Benceno

El benceno es un liquido incoloro con un olor dulce que se evapora rapidamente
en el aire, es poco soluble en agua y es altamente inflamable. El benceno proviene de
fuentes naturales e industriales, siendo las fuentes antropogénicas las principales, ya
que la mayor parte del benceno proviene de la vaporizacion de productos derivados del
petréleo y de la combustion de hidrocarburos, ademas del humo del cigarro. Entre las
fuentes naturales se encuentran las emisiones volcanicas y los incendios forestales
(ATSDR, 2007). El benceno ha sido ampliamente utilizado como disolvente en
industrias de productos farmacéuticos, tintas, diluyentes, pegamentos 'y
desengrasantes; aunque debido a sus caracteristicas cancerigenas, su uso ha sido
restringido. Actualmente, el benceno es utilizado en industrias como refinerias y
petroquimicas, donde es producido o aplicado como materia prima (Roma-Torres et al.,
2006).

1.1.1. Absorcidn, distribucion y eliminaciépn del benceno

El benceno ingresa al organismo principalmente por via inhalatoria, aunque la
exposicion por via oral y dérmica también son importantes. El porcentaje de excrecion
como metabolitos urinarios 0 como compuesto original depende de la dosis y de la via
de exposicion: a bajos niveles de exposicidn, el benceno es rapidamente metabolizado
y excretado en la orina principalmente como sus metabolitos conjugados, mientras que
a altos niveles de exposicion, las rutas metabdlicas se saturan y una gran proporcion de
la dosis absorbida de benceno se elimina como el compuesto original en la exhalacion
de aire (ATSDR, 2007). La vida media de los metabolitos urinarios del benceno es

generalmente menor a 24 h (Johnson et al., 2007).

1.1.2. Metabolismo del benceno

El benceno es metabolizado principalmente en el higado; el primer paso es una
oxidacion catalizada por el citocromo P450 (CYP), por la isoforma CYP2EL, para formar
el 6xido de benceno (OB), el cual se encuentra en equilibrio con su tautdmero, el oxepin

(Fig.1, reacciones 1 y 2). Numerosas rutas metabolicas estan involucradas en la



transformacion del OB-oxepin; la ruta principal involucra un re-arreglo no enzimatico
para formar el fenol (reaccion 3), el cual es oxidado por el CYP2E1 para formar la
hidroguinona (HQ) (reaccion 4) o el catecol (CA) (reaccion 5), los cuales son oxidados
por las mieloperoxidasas (MPO) (reacciones 6 y 7), dando lugar a la formacion de los
metabolitos reactivos 1,4- y 1,2-benzoquinona (1,4 y 1,2-BQ). Esta reaccion puede ser
reversible via la NAD(P)H: quinona oxidoreductasa (NQO1), enzima responsable de la
reduccion de las BQ (reacciones 8 y 9). Tanto el CA como la HQ pueden ser
transformados por el CYP2E1 en 1,2,4-bencenotriol (reacciones 10 y 11). Los derivados
del CA y la HQ son los principales metabolitos urinarios del benceno y algunos de los
efectos mas dafinos causados por la exposicion al mismo se deben a éstos.
Alternativamente, el OB puede ser metabolizado por la epéxido hidrolasa (EH) para
formar el dihidrodiol benceno (reaccion 12) y subsecuentemente la dihidrodiol
deshidrogenasa (DHDD) cataliza la conversion a CA (reaccion 13). Otras rutas
metabdlicas del OB incluyen: a) la conjugacion con glutation por las glutation-S-
transferasas (GSTs) (reaccidon 14) para formar el acido S-fenilmercapturico (S-fm) y, b)
la abertura del anillo catalizada por el hierro para formar el trans,trans-muconaldehido y
sucesivamente la formacion del &cido trans,trans-mucoénico (t,t-AM) via la catalisis de la
alcohol deshidrogenasa (ADH) o la aldehido deshidrogenasa (ALDH) (reacciones 15y
16) (ATSDR, 2007).

1.1.3. Marcadores de exposicion al benceno

Un biomarcador de exposicion es el contaminante o su metabolito, o el producto
de la interaccion con alguna molécula o célula blanco que pueda ser medido en algin
sitio en el organismo (ATSDR, 2007). Un biomarcador de exposicion ideal debe ser
especifico, disponible para el analisis con técnicas no invasivas, detectable en
concentraciones traza y lo mas importante, que se pueda relacionar cuantitativamente
con el grado de exposicidn al xenobidtico de interés (Ong et al., 1995).

La cuantificacibn de los metabolitos del benceno representa la principal
estrategia para obtener informacion relacionada con su exposicion (Marrubini et al.,
2002) y aunque varios metabolitos del benceno han sido ampliamente reconocidos y

estudiados como utiles biomarcadores de exposicion al mismo, se ha demostrado que



en particular el t,t-AM y el S-fm son marcadores sensibles de exposiciones a bajos
niveles del compuesto (Qu et al., 2005). Sin embargo, el t,t-AM es el metabolito mas
sensible y especifico a bajos niveles de exposicién y ha mostrado una mejor correlacion
con los niveles atmosféricos del benceno (Ong et al., 1995). Aunque la formacion del t,t-
AM se da principalmente a través del metabolismo del benceno, existe una pequefia
contribucion del metabolismo del acido ascorbico, un antimicético cominmente afiadido
a alimentos como margarina, mayonesa, quesos, bebidas y dulces (Protano et al.,
2010).

1.1.4. Efectos toxicos por exposiciéon al benceno

La exposicion al benceno representa una amenaza para la salud humana, ya que
esta clasificado como un compuesto carcindgeno del grupo 1 (carcinogénico para los
humanos). La principal consecuencia toxicolégica de la exposicion crénica al benceno
es la leucemia mieloide aguda, aunque también se le ha asociado con anemia,
pancitopenia y el sindrome mielodisplasico (ATSDR, 1997). Los efectos del benceno en
la salud estan mediados por sus metabolitos, los cuales son hematotoxicos y
genotoxicos. La presencia de los metabolitos reactivos en la médula 6sea hacen que el
benceno sea especialmente téxico para las células hematopoyéticas; asi mismo,
pueden generar aductos con el ADN e inducir aberraciones cromosomicas Yy
micronucleos (Dougherty et al., 2008). Ademas, se ha descrito que el benceno puede
alterar la metilaciéon del ADN e inducir cambios epigenéticos, como en el estudio
realizado por Bollati et al. (2007) en policias de transito y despachadores de gasolina de
Milan, lItalia, en el cual se observo una hipometilacion global del ADN, asi como una
hipo- e hipermetilacion de genes especificos que podrian asociarse con procesos
malignos, aunque los mecanismos por los cuales el benceno causa estas alteraciones

epigenéticas no se han explorado.
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La poblacion infantil es considerada una de las mas susceptibles a sufrir los
efectos toxicos del benceno, debido a diferentes factores como presentar una
exposicion mayor que los adultos, por sus caracteristicas fisiologicas y su
farmacocinética. Los nifios absorben mas contaminantes del entorno que los adultos, ya
que tienen una tasa mayor de ventilacion, ademas, los nifios tienden a pasar mas
tiempo al aire libre y realizan una actividad fisica mayor; si la exposicion a los
contaminantes ambientales se da desde la infancia, el riesgo a sufrir los efectos
adversos a la salud es muy alta (Protano et al.,, 2010). Los estudios de exposicion
ambiental a benceno en poblaciones infantiles son escasos, sin embargo, se ha
reportado que los nifios que habitan cerca de fuentes emisoras de benceno (como
gasolineras o talleres mecanicos) presentan un mayor riesgo a padecer leucemia
(Brosselin et al., 2009; Steffen et al., 2004).

1.2. Polimorfismos de enzimas involucradas en el metabolismo del benceno

Existe amplia evidencia de personas que presentan la misma exposicidon a un
determinado compuesto y muestran diferentes niveles de severidad en la respuesta
(Snyder, 2007). Recientemente se ha observado que existen grandes diferencias
interindividuales en la actividad catalitica de varias de las enzimas que metabolizan
xenobidticos, lo que puede traducirse en la diferente susceptibilidad observada hacia
los efectos toxicos de estos. Dentro de estas variaciones hay factores que pueden
inhibir o inducir a las enzimas metabolizadoras de los xenobiéticos, y la presencia de
polimorfismos genéticos existentes en las enzimas.

Las variaciones especificas en la secuencia de un gen que alcanzan una
frecuencia del 1% o mas en una poblacién son consideradas polimorfismos (Kelada et
al., 2003). Un polimorfismo puede no tener efecto (silencioso), pero es considerado
funcional si altera la funcién catalitica, la estabilidad y/o los niveles de expresion de la
proteina resultante. Entre los polimorfismos funcionales de las enzimas metabolizadoras
de xenobioticos se incluyen los polimorfismos en un solo nucleétido (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP, por sus siglas en inglés) que son mutaciones puntuales; si se dan
en regiones codificantes de los genes, dan lugar a sustituciones de aminoacidos que
pueden alterar la actividad catalitica, la estabilidad de la enzima y/o la especificidad por

un sustrato; asi mismo, existen mutaciones puntuales en regiones no codificantes que



pueden afectar los niveles de ARN mensajero (ARNm), de la proteina e incluso
incrementar la actividad metabdlica de ésta. De igual manera, se han encontrado
deleciones de genes en los que no se alcanza a producir la enzima (Ingelman-
Sundberg et al., 1999). Debido a esto, se han realizado estudios enfocados en
determinar si los polimorfismos genéticos de las enzimas involucradas en el
metabolismo del benceno juegan un papel importante en la susceptibilidad de los

individuos expuestos a estos compuestos.

1.2.1. Citocromo P-450

La superfamilia de hemoproteinas del CYP es responsable de metabolizar a una
variedad de compuestos enddgenos y exdgenos. Estas enzimas se localizan en el
reticulo endoplasmico liso y en la membrana mitocondrial. Las familias 1, 2 y 3 del CYP
se encuentran entre las enzimas de fase 1 mas importantes, ya que son responsables
de metabolizar el 80% de los medicamentos, asi como un numero amplio de
xenobidticos (Gonzélez y Yu, 2006). Entre los CYP de mayor importancia para el
metabolismo de farmacos se encuentran: el CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 y CYP2D6;
mientras que las isoformas CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, CYP2El1 y CYP3A4 son las
responsables de la activacion de pre-carcindgenos (Ingelman-Sundberg, 2002). Para
este trabajo, el CYP2EL es de especial interés, ya que ésta es una de las principales

enzimas involucradas en el metabolismo del benceno.

1.2.1.1. Isoforma CYP2E1

La isoforma CYP2EL cataliza la oxidacién de numerosos compuestos toxicos de
bajo peso molecular a metabolitos mas toxicos. Entre los sustratos del CYP2E1 se
encuentran disolventes organicos (etanol, benceno y clorometano), nitrosaminas (N-
nitrosodimetilamina) y farmacos (acetaminofén) (Gonzéalez y Yu, 2006). EI CYP2E1 se
expresa principalmente en el higado, asi como en tejidos extrahepaticos como el rifidn,
los pulmones y el cerebro. En el metabolismo del benceno, esta enzima es la
responsable de la oxidacion del compuesto padre para formar metabolitos intermedios
como el OB, la HQ, el CAy el 1,2,4-bencenotriol (Dougherty et al., 2008).



1.2.1.2. Polimorfismos del gen CYP2E1

El gen CYP2E1l se localiza en el cromosoma 10g26.3 y se han descrito
diferentes polimorfismos, sin embargo, los mas estudiados son aquellos en los sitios de
restriccibn Rsal y Pstl, los cuales se ubican en la region promotora del gen y se
encuentran en desequilibrio de ligamiento (Dougherty et al., 2008). El polimorfismo de
Rsal es ocasionado por el cambio de C por T en la posicidén -1019 corriente arriba de la
secuencia flanco 5’ del gen; mientras que el polimorfismo Pstl es ocasionado por un
cambio de G por C en la posicion -1259 de la misma secuencia (Hayashi et al., 1991).
El alelo silvestre (cl) es el mas comun y la presencia del alelo polimérfico (c2) ha sido
asociado con mayores niveles de ARNm del CYP2EL, tanto en el higado como en los
linfocitos de sangre periférica, asi como con un incremento en la actividad de la enzima
(Tang et al., 2010). La frecuencia alélica para este polimorfismo en una poblacion
mexicana fue de 0.30 (Mendoza-Cantu et al., 2004) y en mexicoamericanas fue de 0.16
(Wan et al., 1998) (Tabla 1). Aunque en numerosos estudios se ha reportado que existe
una asociacion entre los polimorfismos del CYP2EL1 y la susceptibilidad a padecer
diferentes tipos de cancer, otros estudios sefialan que no existe evidencia suficiente

para esta asociacion (Krajinovic et al., 2002).

1.2.2. Epo6xido hidrolasa microsomal

A la fecha, se han identificado cinco EH, las cuales pueden diferenciarse en base
a sus propiedades fisicas y su localizacion en la célula (Wu et al., 2007). La enzima EH
microsomal, que es codificada por el gen EPHX1, participa en la fase | de la
transformacién de diversos xenobiéticos (Sandberg et al, 2000), y es considerada una
enzima protectora, involucrada generalmente en la defensa contra numerosos
oxidantes ambientales, aunque también es responsable de la activacion de compuestos
carcindgenos (Gresner et al, 2007). En el metabolismo del benceno, la EH cataliza la
transformacion del OB a dihidrodiol benceno, el cual posteriormente forma CA que
puede ser eliminado en la orina o puede formar los metabolitos reactivos 1,2-
benzoquinona y 1,2,4-bencenotriol, por lo que la enzima es de gran interés para este

trabajo.



1.2.2.1. Polimorfismos del gen EPHX1

Se han identificado dos polimorfismos en la regidon codificante del gen EPHX1
con cambios importantes en la actividad enzimatica: un polimorfismo en el exon 3 que
resulta en la sustitucion de una histidina (H) por una tirosina (Y) en la posicion 113 de la
secuencia de aminoacidos; el otro polimorfismo se da en el ex6n 4 y resulta en la
sustitucion de una arginina (R) por una H en la posicibn 139 de la secuencia de
aminoacidos (Omiecinski et al., 2000). El polimorfismo EPHX1T113H se ha asociado
con una disminucién (39%) de la actividad enzimatica, mientras que el polimorfismo
EPHX1H139R se asocia con un incremento del 25% en la actividad de la enzima
(Hassett et al., 1994). Las frecuencias alélicas reportadas para la poblacién caucéasica
son de 0.22 para el polimorfismo EPHX1H139R y de 0.35 para el polimorfismo
EPHX1T113H (Tabla 1) (Hassett et al., 1994). Debido al importante papel que juega la
EH en el metabolismo del benceno, resulta de gran importancia evaluar estos

polimorfismos.

1.2.3. Glutation-S-tranferasas

Las GSTs conforman una superfamilia de enzimas que catalizan la desactivacion
de numerosos sustratos electrofilicos y juegan un papel muy importante en la fase Il del
metabolismo de xenobidticos (Sprenger et al, 2000). Las GSTs realizan uno de los
principales mecanismos por el que las células son protegidas de los efectos
carcinogénicos de numerosos compuestos, tanto endégenos como exdgenos, ya que
conjugan los compuestos xenobidticos con el glutation y una vez conjugados son mas
faciles de eliminar en la orina o la bilis. En células humanas se han encontrado siete
clases de GSTs: GSTA, GSTM, GSTP, GSTT, GSTZ, GSTS y GSTK (Josephy, 2010).

1.2.3.1. Isoformas GSTM y GSTT

Las isoformas GSTT y GSTM se encargan principalmente de la desactivacion de
epoxidos alifaticos; en el metabolismo del benceno se encargan de la transformacién
del OB al metabolito S-fm, por lo que se presume que una alteracion en la expresion de
los genes que las codifican da lugar a la susceptibilidad de sufrir los efectos toxicos y

carcinogénicos de los compuestos quimicos (Gresner et al., 2007).



1.2.3.2. Polimorfismos de los genes GSTM1 y GSTT1

A la fecha se conocen cuatro alelos funcionales para el gen GSTM1 y uno nulo
(GSTM1*0) por tener la delecién del gen. Por otro lado, la clase GSTT consta de dos
subunidades: GSTT1 y GSTT2, para la primera existen dos alelos funcionales y uno
mas que presenta actividad nula al existir una delecion del gen (GSTT1*0) (Lo y Ali-
Osman, 2007). Cada delecion se caracteriza por la ausencia de la respectiva proteina
(Dirksen et al., 2004). Las frecuencias alélicas reportadas en mestizos mexicanos para
los polimorfismos GSTM1*0 y GSTT1*0 son de 0.33 y 0.12, respectivamente (Tabla 1)
(Pérez-Morales, 2006).

Los polimorfismos genéticos GSTM1*0 y GSTT1*0 pueden estar relacionados
con los efectos toxicos por la exposicion al benceno, ya que se ha visto que el genotipo
nulo de GSTM1 esta asociado con un incremento en el riesgo a padecer diferentes
tipos de cancer relacionados con la exposicion al humo del cigarro, mientras que el
genotipo nulo de GSTT1 ha mostrado una asociacion con un incremento en el riesgo a
padecer sindrome mielodisplasico (Dirksen et al., 2004). Ademas, se ha reportado que
existe una asociacion entre estas deleciones y los niveles de los metabolitos urinarios
del benceno. Diversos estudios han demostrado que los genotipos nulos de GSTM1 y
GSTT1 estan asociados con un aumento en los niveles urinarios de t,t-AM (Wan et al,
2003; Lin et al., 2008).

1.2.4. NAD(P)H: quinona oxidoreductasa 1 (NQO1)

La NQO1 es una flavoproteina que cataliza la reduccion de un intervalo amplio
de sustancias. Como su nombre lo sugiere, sus sustratos preferidos son las quinonas y
en el mecanismo de reduccién de éstas se considera obligada la reduccion de dos
electrones (Ross, 2005). La NQO1 se ha asociado con la desactivacion de numerosos
compuestos endodgenos y exodgenos (Nebert et al., 2002). Participa en las reacciones de
fase Il del metabolismo del benceno y actia como un sistema de desintoxicacion, ya
gue se encarga de la reduccion de las benzoquinonas a dihidroquinonas, las cuales son

menos téxicas (Dougherty et al., 2008).



1.2.4.1. Polimorfismo del gen NQO1

Nebert et al. (2002) reportaron veintidos polimorfismos en el gen NQO1, sin
embargo, solo existen dos polimorfismos bien caracterizados con fenotipos definidos: el
NQO1*2 y el NQO1*3. La frecuencia alélica de NQO1*3 es baja y sus consecuencias
fenotipicas varian de acuerdo al sustrato. En este trabajo nos enfocamos en el
polimorfismo NQO1*2, el cual es un cambio de un solo nucleétido (C>T) en la posicion
609 del gen, el cual codifica para un cambio de prolina a serina en la posicién 187 de la
secuencia de aminoacidos (Ross y Siegel, 2004). La proteina codificada con la variante
NQO1*2 es rapidamente degradada por el sistema ubiquitin proteosoma, reduciendo su
vida media de 18 h (NQO1*1/*1) a solo 1.5 h aproximadamente, por lo que se considera
qgue la proteina estad ausente en los tejidos de individuos con el genotipo homocigoto
polimorfico (Ross, 2005). El polimorfismo NQO1*2 se ha asociado con un incremento en
el riesgo a padecer leucemia en la infancia (Krajinovic et al., 2002) y con un incremento
en el riesgo a sufrir hematotoxicidad por exposicion al benceno (Rothman et al., 1996).
La frecuencia alélica reportada para este polimorfismo en una poblacién de

mexicoamericanos es de 0.42 (Tabla 1) (Wiencke et al., 1997).

1.2.5. Relacién entre los polimorfismos de genes de enzimas metabolizadoras del
benceno y la excrecién del &cido t,t-AM

Se ha considerado que los genes polimérficos de las enzimas que participan en
el metabolismo del benceno predisponen a algunos individuos a la toxicidad del mismo
a través del metabolismo, por esta razon, se han realizado estudios para investigar los
efectos de algunos polimorfismos en los niveles urinarios de los metabolitos del
benceno. Kim et al. (2007) determinaron los efectos de algunos polimorfismos de genes
de enzimas metabolizadoras del benceno en la producciéon de cinco metabolitos del
mismo, entre ellos el t,t-AM, en individuos expuestos y no expuestos en la ciudad de
Tianjin, China, y observaron que los individuos con el polimorfismo NQO1*2
presentaron niveles de t,t-AM menores (p<0.05) que los individuos con el genotipo
silvestre. De igual manera, Qu et al. (2005) realizaron un estudio en trabajadores
expuestos para determinar la asociacion entre los polimorfismos genéticos y la
formacion de metabolitos urinarios del benceno, sin embargo, no observaron diferencias

significativas entre los niveles del t,t-AM y los polimorfismos NQO1*2, CYP2E1 Rsal y



GSTT1*0. Fustinoni et al. (2005) compararon los niveles urinarios de dos metabolitos
del benceno (S-fm y t,t-AM) y del compuesto padre y la influencia de dos polimorfismos
genéticos (CYP2EL Rsal y NQO1*2) sobre ellos, y observaron que los individuos que
presentaron al menos un alelo del polimorfismo CYP2E1 Rsal tenian mayores niveles
urinarios de t,t-AM en comparacion con los individuos con el genotipo silvestre; sin
embargo, no encontraron diferencias significativas con el polimorfismo NQO1*2.
Ademas, se reportd que existe una asociacion entre las deleciones de GSTT1 y
GSTM1 vy los niveles de los metabolitos urinarios del benceno; Lin et al. (2008)
reportaron un incremento en los niveles de S-fm asi como de t-t-AM en individuos que
presentaron los genotipos nulos de GSTT1 y GSTM1 en una poblacién de trabajadores

de una fabrica de sintesis de sustancias quimicas en Taiwan.

1.3. Generalidades de la Zona de Estudio

El municipio de Coatzacoalcos se localiza en la zona sur del estado de Veracruz
(Fig. 2), con una superficie de 471.2 km?, comprendiendo el 0.65% del territorio estatal y
cuenta con 280,363 habitantes. El indice de marginacibn municipal del Consejo
Nacional de la Poblacion (CONAPO, 2000) indicé que el 55% de la poblacion percibe
hasta dos salarios minimos, el 99% cuenta con servicio de drenaje y el 95% con agua
entubada, lo que coloca al municipio de Coatzacoalcos en un grado de marginaciéon
muy bajo. Aproximadamente el 30% de la poblacién del municipio corresponde a nifios
de 0-14 afios (INEGI, 2005).

1.3.1. Actividad Industrial en el municipio de Coatzacoalcos, Ver

En el municipio de Coatzacoalcos, Ver. se han establecido diversas industrias,
entre las cuales destaca la industria petroquimica secundaria. Pemex Petroquimica
cuenta con 60 diferentes plantas productoras en el pais y el 85% de sus productos son
elaborados en la zona de Coatzacoalcos, distribuidos en los parques industriales de
Cosoleacaque, Cangrejera, Morelos y Pajaritos (Bozada y Bejarano, 2006; Sanchez,
1994). Estas industrias emiten principalmente metales pesados, compuestos organicos
volatiles y gases de efecto invernadero (SEMARNAT, 2004). Actualmente, el rio

Coatzacoalcos es considerado uno de los sitios mas contaminados del pais, debido a la



gran cantidad de mezclas de agentes tdxicos encontrados en algunos estudios
ambientales y biolégicos (Sanchez, 1994).

1.3.2. Problematica de salud en Veracruz

En México, el Sistema Nacional de Informacion en Salud reportd que la leucemia
representd la segunda causa de mortalidad (9%) en nifios de entre 5 y 14 afios. De
igual manera, en Veracruz, los tumores malignos (linfomas y leucemias) también
representaron la segunda causa de muerte de nifios en edad escolar (SINAIS, 2008).
Ademas, el INEGI reportd que Veracruz contribuye con casi el 7% de las muertes por
leucemia ocurridas en nifios a nivel nacional (INEGI, 2009). Teniendo en cuenta que el
principal efecto toxico de la exposicidon cronica al benceno es la leucemia, resulta de
gran importancia conocer el grado de exposicion a benceno en la poblacion de este
municipio, sobre todo en la poblacion infantil, ya que es una de las poblaciones mas
vulnerables a padecer los efectos adversos a la salud causados por la exposicion a

benceno.
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Fig. 2. Municipio de Coatzacoalcos, Veracruz.



Enzima

CYP2E1

EH

EH

GSTM

GSTT

NQO1

CYP2EL: Citocromo P450 isoforma 2E1; EH: Epo6xido hidrolasa; GST: Glutation-S-transferasa; NQO1: NAD(P)H: quinona oxidoreductasa.

Tabla 1. Polimorfismos de las enzimas que metabolizan al benceno.

Polimorfismo

(rs)

Rsal/Pstl
(rs2031920/rs3813867)

EPHX1T113H
(rs1051740)

EPHX1H139R
(rs2234922)

GSTM1*0

GSTT1*0

NQO1*2
(rs1800566)

Poblacion/
Frecuencia

Mexicanos/ 0.30

Efecto

Incrementa la cantidad de
ARNmM de CYP2Ely la
actividad metabdlica

México-Americanos/
0.16
Disminucion de la actividad
metabdlica (39%)

Caucéasicos/ 0.22

Incremento de la actividad
metabdlica (25%)

Caucasicos/ 0.35

Mestizos Mexicanos/
0.33

Actividad nula

Mestizos Mexicanos/
0.12

Actividad nula

Actividad nula por

México-americanos/ 0.42

inestabilidad de la proteina

Referencia

Mendoza-Cantu et al.,
2004
Wan et al., 1998

Hassett et al.,1994

Hassett et al.,1994

Pérez-Morales, 2006

Pérez-Morales, 2006

Wiencke et al., 1997



1.4. Justificacion

El municipio de Coatzacoalcos, Ver. es una de las zonas mas contaminadas del
pais, ya que ahi se encuentran algunos de los complejos industriales petroquimicos
mas grandes de México, por lo que la poblacién que habita en las zonas cercanas a
estos complejos se encuentra continuamente expuesta a contaminantes como el
benceno. Se sabe que la principal consecuencia por la exposicion a este compuesto es
la leucemia y se ha reportado que ésta es la segunda causa de muerte de nifios en
edad escolar en Veracruz. Considerando que los nifios constituyen una de las
poblaciones mas vulnerables a sufrir los efectos toxicos causados por la exposicion al
benceno y que estos efectos podrian variar por la presencia de polimorfismos genéticos
de las enzimas que participan en el metabolismo de este compuesto, resulta de gran
importancia conocer el grado de exposicion al benceno y evaluar si la presencia de los
polimorfismos genéticos de las enzimas metabolizadoras del benceno: CYP2E1
Rsal/Pstl, EPHX1H139R, EPHX1T113H, GSTM1*0, GSTT1*0 y NQO1*0 modifican los

niveles del metabolito en la orina.

1.5. Hipotesis

Los niveles urinarios del metabolito del benceno, &cido tt-AM, estaran
modulados por la presencia de los polimorfismos genéticos CYP2E1 Rsal/Pstl,
EPHX1H139R, EPHX1T113H, GSTM1*0, GSTT1*0 y/o NQO1*2.

1.6. Objetivos
1.6.1. Objetivo General

Conocer el grado de exposicion al benceno en una poblacion infantil del
municipio de Coatzacoalcos, Ver., y la participacién de polimorfismos genéticos sobre

los niveles del metabolito t,t-AM.

1.6.2. Objetivos particulares
1. Determinar el nivel de exposicion al benceno mediante la cuantificacion del t,t-

AM en orina.



2. Determinar las frecuencias alélicas de los polimorfismos genéticos de las
enzimas metabolizadoras del benceno: CYP2E1 Rsal/Pstl, EPHX1H139R,
EPHX1T113H, GSTM1*0, GSTT1*0 y NQO1*0.

3. Evaluar la asociacion entre los niveles urinarios del t,t-AM y la presencia de los

polimorfismos genéticos.



2. Métodos
2.1. Disefio del estudio

Se realizé un estudio de tipo transversal en una poblacién infantil del municipio
de Coatzacoalcos, Ver., invitando a participar a nifios de 6 a 10 afios de edad de tres
escuelas primarias publicas cercanas a los principales complejos industriales (Fig. 3)
Los padres o tutores que aceptaron que sus niflos participaran en el estudio firmaron
una carta de consentimiento informado y se les aplicé un cuestionario para obtener
informacion acerca de las caracteristicas socio-econémicas, los habitos alimenticios, la
exposicion a diversos contaminantes ambientales, el estado general de salud, el

consumo de farmacos y el tabaquismo pasivo (humo de segunda mano).

Fig. 3. Sitios de Muestreo. Coatzacoalcos, Ver. Se identifican con una estrella.

2.2. Criterios de inclusién y exclusion

Como criterios de inclusion, que fueran nifios de 6 a 10 afios de edad de ambos
géneros, cuyos padres o tutores aceptaran que participaran y firmaran la carta de
consentimiento informado; como criterio de exclusion se tuvo que los nifios tuvieran un
diagnéstico de cancer y que los padres fumaran (fumadores pasivos). Para la

determinacién de las frecuencias alélicas, se excluyeron al azar a aquellos individuos



con parentesco, dejando a uno por familia, para no sobrestimar la frecuencia de los

polimorfismos.

2.3. Cuantificacion de creatinina en la orina
Para la determinaciébn de creatinina en la orina empleamos el método

colorimétrico propuesto por Jaffe (Hervey, 1953).

2.3.1. Reactivos

Se utilizé un kit comercial marca Randox (Antrim, Reino Unido).

2.3.2. Fundamento
La creatinina en solucién alcalina reacciona con el acido picrico para formar un
compuesto rojo anaranjado (reaccién de Jaffé). La absorbancia de este complejo es

directamente proporcional a la concentracion de creatinina en la muestra.

2.3.3. Procedimiento

La orina se diluyé (1:49) con agua MiliQ EIl reactivo de trabajo se prepar6
mezclando voliumenes iguales de las soluciones Rla y R1b contenidas en el kit. La
muestra patron se prepard adicionando 1.0 mL del reactivo de trabajo y 0.1 mL de la
solucion patrén y posteriormente se ley6 en el espectrofotométro Eclipse Vitalab Merck,

a una longitud de onda de 490 nm.

2.4. Determinacion de los niveles del t,t-MA en la orina
La cuantificacion del t,t-AM se realizé mediante cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC, por sus siglas en inglés), por el método descrito por Ducos et al.

(1992) con algunas modificaciones.

2.4.1. Reactivos

El metanol grado HPLC, acido acético y Trizma fueron obtenidos de Sigma
Aldrich (St. Louis, MO). Las columnas SAX Strata phenomenex; de Agilent (Santa
Clara, CA).



2.4.2. Tomay almacenamiento de la muestra

Se colecto la primera orina de la mafana en recipientes estériles, se acidifico con
acido clorhidrico (HCI) 6 M afiadiendo 100 ul por cada 10 ml de muestra colectada y se
preservo a 4°C hasta su traslado al laboratorio. Una vez en el laboratorio, se centrifugo
a 3000 rpm durante 15 min y se prepararon alicuotas de 3 ml que fueron preservadas a
4°C hasta su analisis.

2.4.3. Extraccion del metabolito t,t-AM
Para separar el analito de la muestra de orina se realiz6 una extraccion

empleando columnas de intercambio aniénico.

2.4.3.1. Fundamento

En la cromatografia de intercambio anionico, la retencion se basa en la atraccion
electrostatica entre los iones en solucion y las cargas inmovilizadas a la fase
estacionaria. Los iones de la misma carga son excluidos, mientras que los de carga
opuesta son retenidos por la columna. Asi, las particulas N*(CHs) contenidas en las
columnas SAX empleadas son un intercambiador anioénico usado para la adsorcion de
acidos. Las condiciones oOptimas para la extraccion requieren que el intercambiador
i6nico y el analito tengan cargas opuestas. El pH de la muestra debera favorecer la
forma ionizada del analito (dos unidades arriba del pKa), lo que favorece la completa
adsorcion del analito. Para la elusion, debe emplearse un solvente que neutralice el

acido y compita con el analito en los sitios de intercambio.

2.4.3.2. Procedimiento
2.4.3.2.1. Acondicionamiento de las columnas

Se emplearon columnas SAX 500 mg y 6 ml de Strata phenomenex (Santa Clara,
CA) Las columnas se colocaron en la camara de vacio y se les agregaron 4 ml de
metanol, el solvente se dej6é en contacto con las columnas durante 10 min, se aplico
vacio y se afadieron 3 ml de agua desionizada, se dej6é pasar el volumen con un ligero

vacio y se paso un volumen de 2 ml de amortiguador Trisma 0.05 M.



2.4.3.2.2. Extraccion del analito

A 1 ml de orina se le afadieron 2 ml del amortiguador Trisma 0.2 M y se hicieron
pasar por las columnas previamente acondicionadas como se sefialé anteriormente, sin
emplear vacio. Se pasaron 2 ml de agua desionizada y a continuacion 3 ml de acido
aceético al 1%. Se aplico vacio durante 15 min hasta que las columnas se secaron. Se
eluyeron con 3 mL de &cido acético/metanol al 20% y se aplicd vacio durante 20 min.
Se filtr6 el eluato en jeringa con un filtro de 0.45 um. Finalmente, se inyectaran 20 ul en
el HPLC bajo las condiciones indicadas en la Tabla 2. Se utilizO un Cromatégrafo

Agilent serie 1100 equipado con una bomba cuaternaria.

2.5. Extraccion del ADN por el método de fenol-cloroformo

2.5.1. Reactivos

El Tris-HCI se obtuvo de Merck (Darmstadt, Alemania), el cloruro de magnesio
tetrahidratado de Mallinckrod (Phillipsburg, NJ), el cloruro de sodio, Triton X-100 vy
sacarosa de Sigma Aldrich (St. Louis, MO).

2.5.2. Toma de las muestras
Se realizé la colecta de una muestra de sangre en ayunas por puncion venosa en

tubos vacutainer con EDTA.

2.5.3. Fundamento

La extraccion de ADN por la técnica de fenol-cloroformo se basa en el uso de
solventes organicos que por diferencia de densidades y por su capacidad para degradar
proteinas permiten la purificacién y el aislamiento de ADN. Este procedimiento consiste
en la separacion de una mezcla que contiene la muestra de la que se desea obtener el
ADN, una solucién acuosa de fenol-cloroformo y una solucion de desnaturalizacion que
al centrifugarse dan lugar a una fase superior acuosa y a una fase inferior organica. Los
acidos nucléicos (ADN y ARN) se encontraran en la fase acuosa, mientras que las

proteinas se encontraran en la fase organica.



Tabla 2. Condiciones cromatograficas para la cuantificacién del acido t,t-AM.

Detector UV-Vis (259 nm)
Columna C-18 (Zorbax)

Fase movil Metanol/Acido acético al 1% (20:80)
Flujo 1 ml/min

°T de la Columna 30°C

Equipo: Agilent serie 1100. Bomba cuaternaria

2.5.4. Procedimiento

Se colocaron 1.5 ml de sangre congelada en un tubo cénico con 13 ml de
solucion de lisis (pH= 7.4) y se mezclaron en vortex. Posteriormente, la mezcla se
centrifugd a 2000 g por 15 min (4°C) y la pastilla se resuspendid en 700 ul de
amortiguador de suspension (150 mM NaCl, 60 mM EDTA, 400 mM Tris-HCI, 1% SDS,
pH 7.4) y 180 pul de perclorato de sodio 5 M; se mezclaron por rotacion suave durante
15 min y se incubaron a 65°C por 30 min. Se agregaron 2 ml de cloroformo puro (-20°C)
y se mezclo por rotacion suave durante 10 min, se centrifugd a 1400 g por 15 min (4 °C)
y la fase acuosa se transfiri6 a un tubo nuevo. Se agregaron 2 volimenes de etanol
puro (4°C) y se mezclé por inversion. A continuacion se transfirié a un tubo nuevo de
1.5 ml y se agregaron 500 ul de etanol al 70%, se centrifugd a 1000 rpm por 10 min
(4°C) y se quitd el sobrenadante (este procedimiento se realiz6 dos veces mas).

Finalmente, se dej6 secar el botdn y se resuspendié en 100 ul de agua inyectable.

2.6. Determinacion de los polimorfismos de CYP2E1l Pstl/Rsal mediante PCR-
RFLP
Se realizd por la técnica de Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP,

por sus siglas en inglés).

2.6.1. Reactivos
Las sondas TagMan, asi como las enzimas de restriccion se obtuvieron de Gibco BRL
(Rockville, MD).



2.6.2. Fundamento

El ADN es amplificado utilizando la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Posteriormente, las secuencias especificas
en el ADN que contienen la mutaciébn son reconocidas y cortadas por enzimas de
restriccion (también llamadas endonucleasas de restriccion). La presencia de los
polimorfismos se diferencia de acuerdo a la longitud de los fragmentos de restriccion

digeridos por las enzimas.

2.6.3. Procedimiento

Se realiz6 mediante la técnica descrita por Hayashi et al. (1991). Para los sitios
Rsal/Pstl, el ADN gendémico se amplific6 con 20 pmoles de los oligonucle6tidos
(iniciador directo: 5-CCAGTCGAGTCTACATTGTCA-3; inverso: 5'-
TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-3") en solucién amortiguadora de PCR (20 mM Tris-
HCI, 50 mM KCI, pH 8.4), 0.75 mM de MgCl,, 200 mM de dNTPs y 2.5U de Taq
polimerasa en un volumen total de 50 pl, para obtener un fragmento de 410 pb. Las
condiciones en las que se utilizdé el termociclador fueron las siguientes: temperatura
inicial de 94°C por 3 min y 35 ciclos de: 94°C por 30 s, 55°C por 60 s 'y 72°C por 30 s,
después del ultimo ciclo, la temperatura fue de 72°C por 7 min. Del amplicén obtenido,
15 pl fueron digeridos por separado a 37°C durante toda la noche con 10 U de las
enzimas de restriccion Pstl y Rsal. La presencia de un alelo polimorfico para el sitio Pstl
se muestra por la presencia de dos fragmentos de 120 y 290 pb, mientras que el alelo

silvestre para el sitio Rsal se muestra por dos fragmentos de 360 y 50 pb (Fig.4).

2.7. Determinacién de los polimorfismos GSTM1*0 y GSTT1*0 por PCR

convencional

2.7.1. Reactivos

Se utiliz6 AmpliTaq polimerasa de Gibco BRL (Rockville, MD).
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2.7.2. Fundamento

La reaccion de PCR se fundamenta en la replicacién del ADN, para lo cual
emplea ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas para separar las hebras de ADN
recién formadas entre si, y tras cada fase de replicacién, cada hebra es replicada
nuevamente. El proceso de PCR consiste en una serie de 20 a 35 cambios repetidos de
temperatura llamados ciclos; cada ciclo suele consistir en 2 6 3 pasos a diferentes
temperaturas. Los pasos de ciclos a menudo estan precedidos por un choque térmico a
alta temperatura (>90°C), y al final del proceso se da un choque térmico mas para la

extension del producto final.

Pst Rsa

410 pb

290 pb 360 pb

120 pb

cl/cl cl/lc2 c2/c2 cl/cl cl/c2 c2/c2

Fig. 4. RFLP’s de los fragmentos de PCR amplificados obtenidos con las enzimas de restriccion
Pstl y Rsal. cl/cl, homocigoto silvestre; cl/c2, heterocigoto; c2/c2 homocigoto para la variante
mutada.

2.7.3. Procedimiento

Se realiz6 mediante el método descrito por Arand et al. (1996). Para los genes
GSTM1 y GSTT1, la amplificacion del ADN se realizé en un volumen total de 25 pl con
5 pmoles de los oligonucleétidos de GSTM1 y GSTT1 (sentido: 5'-
GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3 y antisentido: 5-
GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3; sentido: 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3;


http://es.wikipedia.org/wiki/Temperatura
http://es.wikipedia.org/wiki/Replicaci%C3%B3n

y antisentido: 5-TCACGGGATCATGGCCAGCA-3", respectivamente) y 3 pmoles de los
primers de albumina (sentido: 5-GCCCTCTGCTAACAAGTCCTAC-3 y antisentido: 5’-
GCCCTAAAAAGAAAATCGCCAATC-3") en amortiguador de PCR (50 mM de KCI, 1.5
mM de MgCl,, 20 mM de Tris-HCI, pH 8.4), con 1U de AmpliTaqg polimerasa. Las
condiciones en las que se utilizé el termociclador fueron las siguientes: temperatura
inicial de 94°C por 1 min, seguido de 40 ciclos a 94°, 60° y 72°C de 1 min cada uno,
después del ultimo ciclo la temperatura fue de 72°C por 7 min. Los fragmentos
obtenidos de ADN fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa (1%) con 3
pl de bromuro de etidio. La presencia del gen se muestra por las bandas de 215 pb para
GSTM1, 480 pb para GSTT1 y 350 pb para la albumina (Fig. 5).

480pb (GSTT1)
350pb (Albumina)

215pb (GSTM1)

0 1 2 3 4 5

Fig. 5. Amplificacion de los fragmentos de PCR obtenidos para los genes GSTM1y GSTTL1. Las
muestras 1y 2 representan las deleciones de GSTM1 y GSTT1, las muestras 3 y 5 representan
la presencia de ambos genes y la muestra 4 representa la delecién de GSTML1.

2.8. Determinacion de los polimorfismos EPHX1T113H, EPHX1H139R y NQO1*2
Se realiz6 empleando la técnica de PCR en tiempo real y sondas TagMan

especificas para cada polimorfismo.

2.8.1. Reactivos
Las sondas TagMan™, asi como el Master Mix para la determinacion del

polimorfismo se obtuvieron de Applied Biosystems (Carlsbad, CA).



2.8.2. Fundamento

La técnica de PCR en tiempo real es una variante de la PCR convencional. Este
proceso se realiza en un termociclador con capacidad de hacer incidir sobre cada
muestra un haz de luz de una longitud de onda determinada y de detectar la
fluorescencia emitida por el fluorocromo excitado: las sondas TagMan estan disefiadas
para reconocer una regiéon del ADN amplificado, y a medida que la enzima Taq
polimerasa avanza sintetizando una nueva cadena, de 5' a 3, la exonucleasa degrada
la sonda que ha reconocido la secuencia. Las sondas TagMan tienen dos moléculas
fluorescentes, una actia generalmente como molécula reportera de los alelos mutantes
(6-carboxifluoresceina, FAM) y la otra (VIC) como reportera de los alelos silvestres. La
degradacion de la sonda libera el fluoréforo y se aleja del “apagador”, permitiendo asi
su fluorescencia. La fluorescencia detectada en el termociclador es directamente
proporcional a la del fluoréforo liberado y a la cantidad de ADN presente en la plantilla
de PCR.

2.8.3. Procedimiento

Las reacciones se llevaron a cabo utilizando TagMan Universal Master Mix que
incluye: la enzima AmpliTag Golden DNA polymerase, AmpErase UNG, dNTPs con
dUTP, una molécula fluorescente como referencia pasiva, la mezcla de oligonucledtidos
y sondas TagMan y aproximadamente 20 ng de ADN gendmico. Las condiciones a
utilizar en el termociclador fueron las siguientes: temperatura inicial de 50°C por 2 min,
seguido de 95°C por 10 min y 40 ciclos de: 95°C por 15 sy 60°C por 1 min. Al final de la

reaccion se realiza la discriminacion alélica.

2.9. Andlisis estadisticos

Se utilizé el programa Arlequin 3.11 para evaluar la conformidad de todos los
polimorfismos con la Ley de Hardy-Weinberg. Los niveles urinarios de t,t-AM fueron
transformados al logaritmo para normalizar los residuos en el andlisis de regresion
posterior. La ubicacion de la escuela, la edad, el sexo y el indice de masa corporal
(IMC) fueron considerados como posibles factores que pueden modificar los niveles

urinarios de t,t-AM, determinado por un andlisis de regresién simple, y posteriormente
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evaluando un cambio en el valor de B (£ 10%) en el analisis de regresion mdultiple; sin
embargo, ninguna variable resulté confusora. Todos los analisis se realizaron con el
paquete STATA v. 10.1 (Stata Corp, College Station, TX).



3. Resultados
3.1. Caracteristicas de la poblacién y niveles urinarios de t,t-AM

Las caracteristicas de los nifios que participaron en el estudio y los niveles de t,t-
AM se resumen en la Tabla 3. El estudio se realizé en 92 participantes, de los cuales, el
45% fueron nifios y el 55% nifas. Del total de participantes en el estudio, el 59% se
encontr6 en su peso ideal, el 10% se encontr6 por debajo de su peso, el 18%
presentaron sobrepeso y el 13% obesidad. El valor de la media geométrica de los
niveles urinarios de t,t-AM fue de 370 pg/g de creatinina; el 30% de los participantes
presentaron niveles de t,t-AM superiores al indice de exposicion biologica (BEI, por sus
siglas en inglés) para benceno establecido para un lugar de trabajo (500 ug/g de
creatinina) propuesto por la “American Conference of Govermental Industrial Hygienists”
(ACGIH) en el 2006. La escuela que presentd niveles mayores de t,t-AM fue la que se
localiza en Mundo Nuevo, aunque no se presentaron diferencias significativas entre

cada una de las escuelas.

3.2. Polimorfismos genéticos

Se genotipificd a los nifios para seis polimorfismos de enzimas involucradas en el
metabolismo del benceno, las frecuencias alélicas observadas se muestran en la Tabla
4. Se genotipificaron 72 individuos para el polimorfismo de CYP2E1 Pstl/Rsal, de los
cuales el 76% presentd el genotipo clcl y el 24% presento el genotipo clc2, para este
polimorfismo no se observé el genotipo c2c2; la frecuencia alélica del polimorfismo fue
de 0.12. Para el polimorfismo EPHX1T113H, se genoatipificaron 83 individuos, de los
cuales el 16% presentd el genotipo silvestre, el 51% el genotipo heterocigoto y el 33%
fueron individuos homocigotos para la variante mutada; se observdé una frecuencia
alélica de 0.60. En el caso del polimorfismo EPHX1H139R, se genotipificaron 75
individuos, el 84% present6 el genotipo silvestre y el 16% tuvo el genotipo heterocigoto,
ningun nifo presento el genotipo homocigoto para la variante mutada y la frecuencia
alélica fue de 0.08. Para el polimorfismo NQO1*2, se genotipificaron 85 nifios, el 21%
presentd el genotipo homocigoto silvestre, el 49% tuvo el genotipo heterocigoto y el
30% fueron homocigotos para la variante mutada; la frecuencia alélica fue de 0.54. Por

otro lado, para los polimorfismos GSTM1*0 y GSTT1*0, no fue posible determinar la



proporcion de individuos heterocigotos y homocigotos silvestres, ya que la técnica no
permite discriminar entre uno y otro, por lo que solo se reporta la frecuencia de la
delecion. Para el polimorfismo GSTM1*0 se genotipificaron 71 individuos y en el 22% se
observo la delecion del gen, mientras que para el polimorfismo GSTT1*0 se
genotipificaron 58 individuos, de los cuales el 17% presento la delecion del gen. Todos
los polimorfismos genéticos se encontraron en equilibrio de acuerdo a la Ley de Hardy-

Weinberg.

Tabla 3. Caracteristicas de la poblacién.

Caracteristica Valor n (%)*
Edad 7.83+1.23 92
Masculino 41 (45)
Género
Femenino 51 (55)
Peso ideal 54 (59)
Bajo peso 9 (10
MC® jop (10)
Sobrepeso 17 (18)
Obesidad 12 (13)

Niveles de t,t-AM

o 370 (309-442)°
(Mg/g creatinina)

Escuela:®
1 362 (249-526)
2 364 (256-519)
3 380 (295-486)

2 Porcentaje de la poblacién entre paréntesis. "indice de masa corporal: calculado como el peso
dividido entre la estatura elevada al cuadrado (kg/m?) y el percentil de indice de masa corporal
correspondiente para la edad de acuerdo a la tabla de crecimiento de la CDC; °Media
geométrica (Intervalo de confianza al 95%). “1=Coatzacoalcos, 2= Mundo Nuevo y 3=Allende.



Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos estudiados.

Genotipo
Poli i Frecuencia
SHinTe e Alélica Homocigoto  Heterocigoto ~ Homocigoto
silvestre (%) (%) polimérfico (%) —F

CYP2E1*5 0.122 76 24 21
EPHX1T113H 0.602 16 51 33 48
EPHX1H139R 0.08 2 84 16 15
NQO1*2 0.542 21 49 30 50
GSTM1*0 ° 22

GSTT1*0° 17

3En equilibrio de acuerdo a la Ley de Hardy-Weinberg; "Representa la frecuencia de la delecion
del gen.

3.3. Niveles de t,t-AM y su relacion con los polimorfismos de los genes CYP2EL,
EPHX1, GSTM1, GSTT1y NQO1

Se considero la posibilidad de que la ubicacién de la escuela, la edad, el género
y el IMC fueran factores que alteraran los niveles urinarios de t,t-AM, por lo que se
realiz6 una prueba estadistica para corroborarlo y se observd que estas caracteristicas
no modifican los valores urinarios del metabolito (Tabla 5). Los polimorfismos
EPHX1H139R y NQO1*2 se asociaron significativamente de manera negativa con los
niveles del metabolito; los nifios con el genotipo heterocigoto para el polimorfismo
EPHX1H139R presentaron niveles 40% mas bajos de tt-AM (IC 95%; -55,-19) en
comparacién con los individuos con el genotipo silvestre. Por otro lado, para el
polimorfismo NQO1*2, los individuos con el genotipo heterocigoto presentaron niveles
menores (43%) de t,t-AM (IC 95%; -66,-7) y los nifios con el genotipo homocigoto para
la variante mutada presentaron niveles 52% mas bajos (IC 95%; -72,-17), ambos en

comparacion con los nifios del genotipo silvestre.



Tabla 5. Niveles urinarios de t,t-AM en la poblacién estudiada de acuerdo a los diferentes genotipos.

Polimorfismo

CYP2EL1 Pstl/Rsal

EPHX1T113H

EPHX1H139R

NQO1*2

GSTM1*0

GSTT1*0

aMedia Geométrica e intervalo de confianza del 95%. "Coeficiente de regresién presentado como la diferencia en porcentaje, de

Genotipo

C1C1 (55)
C1C2 (17)
CC (11
CT (35)
TT (25)
AA (59)
AG (10)
CcCc (17)
CT (37)
TT (19)
Presente (64)
Nulo (17)
Presente (64)
Nulo (14)

Acido t,t-AM
MG (IC 95%) 2

(Mg/g de creatinina)

354 (273 , 458)
344 (235 , 504)
431 (211, 879)
345 (261, 455)
368 (283, 480)
397 (317, 497)
240 (193, 298)
609 (373, 993)
345 (271, 438)
291 (208, 408)
372 (298, 465)
337 (242 , 470)
354 (284, 440)
376 (249, 567)

Efecto (IC 95%)°

Referencia
-3 (-36, 49)
Referencia
-20 (60,57)
-14 (56,67)
Referencia
-40 (-55,-19)
Referencia
-43 (-66, -7)
-52 (-72,-17)
Referencia
-9 (-37, 31)
Referencia
6 (-30, 62)

Valor de p

0.904

0.519
0.647

0.001

0.026
0.008

0.602

0.773

acuerdo al grupo de referencia y calculado con la formula %efecto=100(exp(6)-1), para datos categoéricos en logaritmo.



4. Discusion
4.1. Niveles del metabolito t,t-AM

Los niveles del metabolito t,t-AM encontrados en este estudio (370 pg/g de
creatinina, IC 95% 309-442) (Tabla 3) se pueden considerar altos, ya que el 30% de
los nifios que participaron en el estudio presentaron niveles superiores al indice de
exposicion bioldgica ocupacional establecido para el benceno (500 pg de t,t-AM/g de
creatinina) por la “American Conference of Govermental Industrial Hygienists” de
Estados Unidos; es decir, presentaron niveles superiores a los observados en
adultos ocupacionalmente expuestos al benceno (ATSDR, 2007). Lo anterior podria
ser el reflejo de la continua exposicion a la emision de los contaminantes
provenientes de los complejos petroquimicos que hay en la zona.
Desafortunadamente, no existe un indice establecido para personas expuestas
ambientalmente al compuesto, lo que pone de manifiesto la urgente necesidad de
regular el limite maximo permisible de benceno en el aire para la poblacién en
general para proteger su salud.

Los niveles del tt-AM que observamos en la poblacion estudiada son
diferentes a los encontrados en otras poblaciones infantiles (Tabla 6). Protano et al.
(2010) realizaron un estudio en nifios de entre 5 y 11 afios de edad de zonas rurales
y urbanas de Italia y los niveles de t,t-AM que observaron en los nifios que habitaban
en zonas urbanas (114.95 ug/g de creatinina) fueron menores que los observados
en este estudio en una zona petroquimica. En otro estudio realizado por Navasumrit
et al. (2005) en Tailandia se compararon los niveles de exposicion ocupacional y
ambiental a benceno en diferentes grupos (nifios, trabajadores de petroquimicas,
trabajadores de gasolineras y vendedores ambulantes) y encontraron que los niveles
urinarios de t,t-AM observados en los nifios (0.17 + 0.03 mg/g de creatinina) fueron
mayores a los encontrados en los vendedores ambulantes y comparables con los
niveles que presentaron los trabajadores de las gasolineras e industrias
petroquimicas, por lo que concluyeron que probablemente los nifios pueden
transformar una mayor cantidad de t,t-AM que los adultos. En otro estudio, Weaver
et al. (1996) evaluaron la exposicion al benceno en una poblacion infantil de
Baltimore, EU, y observaron niveles mayores de t,t-AM (176.6 pg/g de creatinina), en
comparacion con los adultos no ocupacionalmente expuestos al benceno, e incluso
con individuos fumadores; ademas, los autores sefalaron que la edad puede ser un

factor importante para explicar estas diferencias, ya que los nifios podrian



metabolizar mayores proporciones del benceno a t,t-AM que los adultos. Por lo
anterior, los niveles del metabolito observados en este estudio (370 pg/g de
creatinina, IC 95% 309-442) sugieren que los nifios de la poblacion de
Coatzacoalcos, ademéas de transformar una mayor cantidad de t,t-AM, podrian estar
expuestos a mayores niveles de benceno; sin embargo, para esto seria necesario
realizar un monitoreo ambiental de los niveles del compuesto, lo cual nos permitiria
determinar si los niveles observados se deben a la exposiciobn o a variaciones

relacionadas con la edad.

Tabla 6. Niveles de acido t,t-AM en diferentes poblaciones.

Hg/g de

Pais Poblacién ] = Referencia
creatinina
EUA Niflos de una zona urbana 177 \l/\g%aeiver etal,
Italia Niflos de area urbana 114.95 Protano et al.,
2010

Nifos 170

Tailandia Vendedores ambulantes 110 Navasumrit et al.,
Trabajadores de gasolinera 180 2005
Trabajadores de petroquimica 180

México Nifios de zona petroquimica 370 Este estudio

4.2. Genotipificacion

En la Tabla 7 se presentan las frecuencias alélicas de los polimorfismos
estudiados en diferentes poblaciones comparadas con las frecuencias que se
observaron en este estudio. La frecuencia del polimorfismo CYP2E1l Pstl/Rsal fue
baja (0.12) en comparacion con poblaciones de chinos (0.25-0.50) y habitantes de la
Ciudad de México y Coahuila (0.30; p<0.05); del mismo modo, la frecuencia del
polimorfismo EPHX1H139R (0.08) fue menor respecto a la reportada por Hasset
(1994) en una poblacion de estadounidenses (0.35; p<0.05); para esta misma
poblacién, la frecuencia del polimorfismo EPHX1T113H fue de 0.22, que en
comparacion con la frecuencia obtenida en este estudio (0.60), ésta ultima resulta
mayor (p<0.05). Por otro lado, la frecuencia de la delecion de GSTM1 no present6
diferencias significativas al ser comparada con una poblacibn de mestizos

mexicanos de la ciudad de México, asi mismo, la frecuencia de GSTT1*0 tampoco



presentd diferencias significativas con la frecuencia observada en esa misma

poblacion; por ultimo, la frecuencia del polimorfismo NQO1*2 no mostré diferencias

significativas al compararlo con una poblacién de mexicoamericanos.

Tabla 7. Frecuencias alélicas de los polimorfismos CYP2E1 Rsal/Pstl,
EPHX1T113H, EPHX1H139R, GSTM1*0, GSTT1*0 y NQO1*2 en diferentes
poblaciones.

Polimorfismo Poblacion Frecygnma Referencia
alélica
0.25*
Chinos 0.50* Garte et al., 2001
0.10 Gattas y Soares-Vieira, 2000
Caucasicos
CYP2E1 Rsal/Pstl 0.05 Garte et al., 2001
Mexicoamericanos 0.08 Raucy et al., 1999
0.10 Wu et al., 1997
0.30* Mendoza-Cantu et al., 2003
Mexicanos
0.12 Este estudio
Estadounidenses 0.22* Hassett et al., 1994
EPHX1T113H
Mexicanos 0.60 Este estudio
Estadounidenses 0.35* Hassett et al.,1994
EPHX1H139R
Mexicanos 0.08 Este estudio
Mestizos ,
) Pérez-Morales et al., 2008
GSTM1*0 @ Mexicanos 0.33
Mexicanos 0.22 Este estudio
mziﬂ:za?nsos 0.12 Pérez-Morales et al., 2008
GSTT1*0 ?
. 0.17 Este estudio
Mexicanos
Mexicoamericanos 0.42 Wiencke et al., 1997
NQO1*2
Mexicanos 0.54 Este estudio

*Frecuencias alélicas con diferencia significativa respecto a las encontradas en este estudio

(p<0.05). ®Frecuencia de la delecion del gen.

El polimorfismo CYP2E1 Pstl/Rsal se ha asociado con un incremento en la

transcripcion de la enzima, la cual se encarga de la transformacion del benceno en



OB, siendo el paso inicial en el metabolismo del compuesto. Los estudios realizados
en poblaciones mexicanas son escasos y muestran una variabilidad alta; en
trabajadores de la industria del coque en Coahuila se observo una frecuencia de
0.30 (Mendoza-Canti et al., 2003), mientras que en una poblacién de
mexicoamericanos fue de 0.16 (Wan et al., 1998) y para nifios mestizos del estado
de Veracruz en este estudio se obtuvo una frecuencia de 0.12. Por esta razon,
resulta de gran importancia e interés realizar estudios posteriores en diferentes
zonas del pais y asi conocer la distribucion del genotipo en la poblacién mexicana.
La EH es una enzima que metaboliza epoxidos reactivos y los transforma en
dihidrodioles por medio de la adicibon de agua, éstos son compuestos menos
reactivos y facilmente solubles (Wu et al., 2007). En el metabolismo del benceno,
esta enzima es responsable de la transformacion del OB a dihidrodiol, que
posteriormente es transformado en CA, metabolito que puede ser eliminado en la
orina 0 que puede dar pie a la formacién del metabolito reactivo 1,2-BQ (ATSDR,
2007). Los polimorfismos del gen EPHX1 pueden incrementar o disminuir la
actividad de la enzima, por lo que es de gran importancia evaluar su presencia en
los individuos expuestos. En el presente estudio, el 33% de los nifios presentaron el
genotipo homocigoto para la variante mutada de EPHX1T113H (disminucion en la
actividad enzimética); mientras que para el polimorfismo EPHX1H139R (incremento
en la actividad enzimatica) no se presentd el genotipo homocigoto para la variante
mutada en ningun individuo. Se encontr6 que las frecuencias alélicas de los
polimorfismos EPHX1T113H y EPHX1H139R fueron de 0.60 y 0.08,
respectivamente. Desafortunadamente, no existen trabajos realizados en
poblaciones mexicanas con las que se puedan comparar las frecuencias
observadas; sin embargo, al compararlas con las reportadas en una poblacion de
estadounidenses: 0.22 para T113H y 0.35 para H139R (Hassett et al.,, 1994), se
observo una diferencia significativa para ambos polimorfismos. La presencia del
polimorfismo EPHX1H139R, el cual aumenta la actividad de la enzima puede llevar a
una mayor formacién de CA, el cual puede ser mas facilmente eliminado en la orina,
por otro lado, una mayor producciéon de CA podria llevar a la formacion del
metabolito reactivo 1,2-BQ (Kim et al., 2007), por lo que seria conveniente evaluar

también los niveles de CA en la orina.



En este estudio se encontré una frecuencia de la delecidon del gen GSTM1 de
22% que no fue diferente a la reportada por Pérez-Morales et al. (2008) en una
poblacién de mestizos de la Ciudad de México que fue de 33%. Por otro lado, la
frecuencia de la delecion del gen GSTT1 fue de 17%, la cual no fue diferente con la
reportada para otra poblacion mestiza mexicana (12%) (Pérez-Morales et al., 2008)
Tanto GSTM1 como GSTT1 son enzimas importantes que catalizan la conjugacion
de diferentes compuestos de bajo peso molecular. Chen et al. (2007) reportaron un
mayor riesgo de padecer los efectos toxicos por exposicion al benceno en una
poblacion de chinos ocupacionalmente expuestos que presentaron la delecion del
gen GSTT1 en comparacion con aquellos que si lo presentaban; mientras que
Dirksen et al. (2004) observaron que nifios de Alemania y Austria que no presentan
la enzima GSTT1 poseen mayor riesgo de padecer anemia.

Finalmente, en este estudio, el genotipo homocigoto para la variante mutada
de NQO1*2 se observo en 26 individuos, con una frecuencia alélica de 0.54, que al
ser comparada con una poblacion de mexicoamericanos (0.42) (Wiencke et al.,
1997) no mostré diferencia significativa. Se ha reportado que la NQO1 actda como
un sistema de desactivacion de las quinonas derivadas del metabolismo del
benceno. El polimorfismo NQO1*2 causa una alteracion a nivel de la proteina, ya
gue al presentarse el polimorfismo la enzima es degradada rapidamente, reduciendo
su vida media de 18 a 1.5 h (Ross, 2005). Se ha demostrado que los portadores de
este polimorfismo presentan un incremento en el riesgo de sufrir los efectos toxicos
causados por la exposicion al benceno (Ross, 2005). Por lo anterior, se considero de
gran importancia conocer la frecuencia de este polimorfismo en la poblacion de

nuestro estudio.

4.3. Niveles de t,t-AM y su relacion con los polimorfismos CYP2E1 Pstl/Rsal,
EPHX1T113H, EPHX1H139R, GSTM1*0, GSTT1*0 y NQO1*2

El benceno es metabolizado por un sistema enzimético que incluye al
CYP2E1, la EPHX1, las GSTs y la NQO1, entre otras. Los metabolitos que se
forman en este proceso pueden ser excretados en la orina o reaccionar con
macromoléculas en los 6rganos blanco (Qu et al., 2005). La presencia de algunos
polimorfismos puede influir en el metabolismo del benceno y la formacién de sus
metabolitos, modificando asi los niveles urinarios de estos en los individuos, como

es el caso del t,t-AM. Se han realizado estudios en los que se determinaron los



niveles de t,t-AM y se relacionaron con la presencia de los diferentes polimorfismos
que evaluamos en este estudio (CYP2E1*5, EPHX1T113H, EPHX1H139R,
GSTM1*0, GSTT1*0 y NQO1*2) (Kim et al., 2007; Qu et al., 2005; Sgrensen et al.,
2003); sin embargo, no se ha llegado a una conclusion acerca de qué polimorfismos
modulan los niveles de t,t-AM y de qué manera afectan el metabolismo del benceno.

Los efectos del polimorfismo CYP2E1l Pstl/Rsal en el metabolismo del
benceno y la formacion de sus metabolitos no estan bien establecidos. Fustinoni et
al. (2005) reportaron un incremento en los niveles de t,t-AM en los individuos
heterocigotos en comparacion con los individuos con el genotipo silvestre. Sin
embargo, existen estudios en los que no se ha observado dicha asociacion entre la
excrecion del metabolito y este polimorfismo (Qu et al., 2005; Verdina et al., 2001).
La falta de asociacion entre el polimorfismo CYP2E1 Pstl/Rsal y los niveles urinarios
de t,t-AM en este estudio, podria explicarse por la baja frecuencia del alelo c2
observado en nuestra poblacion (0.12), por lo que resultaria importante evaluar esta
asociacién en una poblacion mas grande o en otra poblacién con una frecuencia
mas alta.

Por otro lado, tampoco observamos una asociacion entre los niveles del
metabolito tt-AM y la presencia del polimorfismo EPHX1T113H, pero si
encontramos que los individuos heterocigotos para el polimorfismo EPHX1H139R
presentaron niveles inferiores de tt-AM (-40%) con respecto a los individuos
silvestres. Kim et al. (2007) reportaron que la presencia del polimorfismo
EPHX1H139R incrementd los niveles de CA en trabajadores expuestos
ocupacionalmente al benceno, y de igual manera, Garte et al. (2008) observaron que
los individuos que presentaron este polimorfismo presentaban niveles mayores de
dihidrodiol benceno y subsecuentemente de CA y 1,2-BQ. Se sabe que la enzima
EH participa en la conversion del OB a CA, el cual posteriormente es transformado
en el metabolito reactivo 1,2-BQ (ATSDR, 2007) y que el polimorfismo
EPHX1H139R incrementa la actividad enzimatica en un 25% (Hasset et al., 1994).
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el polimorfismo
EPHX1H139R modula los niveles urinarios de t,t-AM en los nifios que participaron
en el estudio, ya que al presentar un incremento en la actividad de esta enzima se
favorece la formacion del didhidrodiol benceno y CA, disminuyendo asi la formacién

de t,t-AM y la eliminacién del mismao.



En cuanto a las GSTs, enzimas involucradas en la ruta minoritaria del
metabolismo del benceno que da lugar a la formacion del S-fm, se ha observado que
los polimorfismos GSTM1*0 y GSTT1*0 pueden influir en el metabolismo del
benceno. En nuestro estudio no se observd una asociacion entre los niveles del
metabolito t,t-AM y los polimorfismos GSTM1*0 o GSTT1*0, resultados similares
fueron encontrados en otros estudios (Kim et al.,, 2007; Verdina et al., 2001);
mientras que Rossi et al. (1999) observaron una asociacion entre el polimorfismo
GSTT1*0 y un incremento en la formacion de t,t-AM, pero no observaron un efecto
sobre la produccion de S-fm. Ya que las GSTs no se encuentran directamente
involucradas en la formacion del tt-AM, es probable que la presencia de los
polimorfismos no afecten este proceso; sin embargo, se debe tomar en cuenta que
el papel que juega cada enzima en el metabolismo no ha sido completamente
identificado.

En la actualidad, el papel del polimorfismo NQO1*2 en la formacion de los
metabolitos del benceno no esta claro; se han realizado estudios para evaluar la
presencia del polimorfismo NQO1*2 y los niveles urinarios de t,t-AM y los resultados
han sido contradictorios. Los resultados de nuestro estudio mostraron que tanto los
individuos heterocigotos como los homocigotos para la variante NQO1*2
presentaron niveles inferiores del metabolito urinario tt-AM (-43% y -52%,
respectivamente), resultados que estan de acuerdo con Kim et al. (2007), quienes
realizaron un estudio en una poblacibn de chinos (Tianjin, China) expuesta
ocupacionalmente al benceno y encontraron que el polimorfismo NQO1*2 afect6
significativamente los niveles de todos los metabolitos del benceno, entre ellos el t,t-
AM, presentando niveles menores los individuos homocigotos para la variante
mutada en comparacion con los individuos que presentaban los genotipos silvestre y
heterocigoto. Por otro lado, Sgrensen et al. (2003) reportaron que los niveles de t,t-
AM incrementaron con la presencia del polimorfismo NQO1*2 en habitantes de
Copenhague ambientalmente expuestos a benceno, y sugirieron que cuando la
NQOL1 se encuentra en concentraciones menores (por ejemplo, por el efecto del
polimorfismo) otras enzimas de desactivacion actuan como las GST’s que podrian
llevar a un incremento en la formacion del t,t-AM. Mientras que en otro estudio, Qu et
al. (2005) no encontraron asociacion entre los niveles del metabolito y la presencia
del polimorfismo NQO1*2 en una poblacion de chinos expuesta ocupacionalmente al

benceno.



5. Conclusiones

- Los nifios del municipio de Coatzacoalcos, Ver. presentaron niveles de t,t-
AM (370 um/g creatinina) que pueden considerarse altos, pues el 30% de ellos
presentaron niveles similares a los observados en trabajadores expuestos
laboralmente (500 pg/g de creatinina). De mantenerse estos niveles de exposicion,
su presencia podria considerarse un problema de salud publica.

- Los individuos heterocigotos para el polimorfismo EPHX1H139R presentaron
valores significativamente menores de t,t-AM en la orina, asi como los individuos
heterocigotos y homocigotos para la variante NQO1*2.

- El papel de los polimorfismos genéticos EPHX1H139R y NQO1*2 en los
niveles urinarios de los metabolitos del benceno es complejo.

- No se encontré una asociacion entre los polimorfismos CYP2E1 Pstl/Rsal,
EPHX1T113H, GSTM1*0 y GSTT1*0 y los niveles urinarios de t,t-AM.

- El polimorfismo de algunas enzimas metabolizadoras del benceno puede
modular el metabolismo del mismo, modificando los niveles urinarios de sus
metabolitos, en este caso el tt-AM, lo que podria tener consecuencias en la

susceptibilidad de desarrollar efectos toxicos.



6. Perspectivas
- Realizar la genotipificacion de los genes de las enzimas que participan en el

metabolismo del benceno en diferentes poblaciones del pais.

- Realizar un monitoreo ambiental para determinar los niveles de benceno en el aire.

- Cuantificar los niveles de otros metabolitos del benceno como el S-fm, 1,2-BQ, 1,4-
BQ, CA e HQ, ademas del t,t-AM.

- Evaluar la interaccion entre los diferentes polimorfismos de los genes que
participan en el metabolismo del benceno con su efecto en la excrecion de los

metabolitos del benceno, asi como con los efectos toxicos de los mismos.
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