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Resumen

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) y los compuestos organicos volatiles (VOCs) son
compuestos que han sido asociados con el desarrollo de enfermedades y distintos tipos de cancer
debido al efecto mutagénico y carcinogénico que pueden presentar. Los microntcleos (MN) son
biomarcadores de efecto bioldgico que reflejan riesgos de dafio genético en personas expuestas a
agentes mutagénicos. Diversos tipos de sustancias quimicas pueden actuar por si mismos como
compuestos tdxicos o carcinogénicos; o bien, al ser metabolizadas por enzimas como CYP450, se
pueden producir metabolitos altamente reactivos, capaces de interactuar con componentes
celulares como proteinas, lipidos y con el DNA y generar dafio. Los PAHs y los VOCs son
metabolizados, principalmente, por las enzimas de fase I, como CYP1Al y CYP2El
respectivamente. Varios estudios han demostrado el papel de ambas enzimas en la activacién de
mutagenos y carcindgenos al estudiar su actividad en modelos in vitro e in vivo. A su vez se ha
observado que la variabilidad genética en las poblaciones determina una susceptibilidad individual
como la descrita para enzimas de fase I que pueden mostrar incrementos en la actividad o, por el
contrario, disminuirla, y que pueden estar asociados a un dafio relacionado con procesos
patolégicos como la carcinogénesis. En CYPIAI se han reconocido varios polimorfismos de este
tipo: el sitio polimérfico AA, mi1, m2 o Ille/Val, y m4 mientras que en CYPZE], se reconocen los
polimorfismos Dral, Rsal, Psd, Taqgl y la insercién de 96 pb, entre otros. Con todo lo
anteriormente mencionado, se puede conjuntar en un solo estudio el andlisis de micronucleos y
asociarlo a la presencia de los polimorfismos Psf y Rsal de CYPZE]y el polimorfismo CYPIAI2C
utilizando como grupo de estudio a pobladores de comunidades que se localizan a lo largo de los
rios Atoyac y Xochiac, contaminados con una gran cantidad de agentes quimicos debido a la
presencia de complejos industriales que tienen efectos en la salud de los habitantes. Los individuos
de estas comunidades muestran una alta frecuencia de microntucleos en linfocitos de sangre
periférica en la presencia del genotipo nulo de GS771. Para este estudio, los donadores son
habitantes de nueve comunidades establecidas a lo largo de los rios Atoyac y Xochiac en el estado
de Tlaxcala. Por medio de la técnica de PCR/RFLP se obtuvieron los genotipos de los
polimorfismos Rsal y Psd de CYP2E1y el polimorfismo CYPIAI1"2C, se calcularon las frecuencias
alélicas de los alelos mutantes y, mediante una prueba de Regresién Robusta, se correlacionaron
cada uno de los tres polimorfismos estudiados, asi como la combinacién de los polimorfismos
Psd/Rsal y, Rsal;CYPIA1"2C, con la frecuencia de a) células con un MN, b) células con mds de un
MN vy c) células con uno o mas MN, datos que fueron obtenidos anteriormente (Montero, et al,
2006). Las frecuencias de las variantes alélicas dentro de la poblacién de estudio fueron de 0.235
para el polimorfismo Psd, de 0.324 para el polimorfismo Rsal y de 0.574 para el polimorfismo
CYPIAI'2C. Los polimorfismos Psdl y Rsal se encontraron estrechamente ligados y en
desequilibrio de enlace. También se encontré que los portadores de la variante alélica de los
polimorfismos Psd y Rsal presentan una menor frecuencia de MN, mientras que el polimorfismo
CYPIA12Cno presento ninguna relacion.



INTRODUCCION

Contaminacion ambiental y riesgo para la salud

El creciente descuido en la emanacién y desecho de sustancias téxicas al ambiente en nuestro pais
ha provocado que en los ultimos afios el estudio de los efectos que pueda tener sobre la salud
humana se haya vuelto prioritario.

Los contaminantes en el ambiente, pueden encontrarse en su forma liquida o gaseosa, o formando
particulas; ya sea en mezclas o solos, su origen puede ser natural, antropogénico o ambos.

Una sustancia quimica al ser liberada por una planta industrial o de un contenedor como una pila o
una botella, entra al ambiente como una emisién quimica ya sea al aire, al agua o al suelo. A partir
de cualquiera de estos medios es que un individuo puede entrar en contacto con ella para que
ocurra la exposicién. Dicha exposicién puede darse al respirar, comer o beber sustancias que
contengan a la sustancia quimica o por el contacto con la piel (Fig. 1).

Fuente de los Contaminantes

Filtracién
Drenaje de lluvias S
Concentracién |,_£vaPoracién  [@oncentracion Aludes Concentracién Decaimiento orginico ]éeposnacml:l,y
g Y T oncentracion
en aire Depositacién en agua Depositaciéon en suelo Absorcién por raices
en plantas
Depositacién Ingesta
Ingesta
Evaporacién
-l o7 Concentracién
Ingestién Concentracién Ingesta de 4
Inhalacién en productos particulas en ganado vacuno 5
Contacto y aves de corral Ingestién
dérmico | |del mar, lacustres
Contacto : Contacto
dérmico y fluviales dérmico Consumo de huevo Consumo de
Inhalacién Ingestién y aves de corral leche y carne
Leche materna
Receptor
humano

Figura 1. Representacién de las rutas y vias potenciales por las que un contaminante puede entrar en contacto con el
humano y darse la exposicién. Modificado de Derelanko y Kollinger, 2002

Sin embargo, aun cuando se esté expuesto a sustancias toxicas como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, PAHs (por sus siglas en inglés) y/o los compuestos organicos volatiles, VOCs (por sus
siglas en inglés), las consecuencias para la salud estaran moduladas por diversos factores. Estos
factores incluyen la dosis (cantidad de la sustancia), la duracién (cuanto tiempo se esta expuesto),
la via por la cual se da la exposicién (respiracidn, ingestién, bebida, o por contacto por la piel), las
caracteristicas fisico-quimicas de los agentes toxicos, otros compuestos quimicos a los cuales se esté
expuesto (mezclas), las condiciones laborales y caracteristicas individuales como la edad, género,
estatus nutricional, rasgos hereditarios, estilo de vida y estado de la salud (Fig. 2) (ATSDR, 1995;
Derelanko y Kollinger, 2002).



Presencia y Biodisponibilidad

Fr “Fj‘-n mi / Téxicoen el Ambi
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wwmma| e
Transferencia z un trabajo
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Estado hormonsl (ef. Menopeusisa, emberaza)
Estada i .
Conducta personal

Figura 2. Factores que influyen en el riesgo que presenta un individuo por exposicién a xenobidticos. Modificado de

Derelanko y Kollinger, 2002.

Hidrocarburos arométicos policiclicos, PAH’s

De manera general, en un proceso de combustién eficiente, el carbén del combustible es oxidado a

diéxido de carbono (COz), el hidrégeno a vapor de agua (H20) y el azufre a diéxido de azufre
(SO2); sin embargo, en una combustiéon incompleta, se pueden formar productos incompletos y/o

inquemados como hidrocarburos no quemados (CH), y liberarse carbono (Cz), hidrégeno (Hz2) y

monoéxido de carbono (CO) (Lippmann et al. 2003). Este tipo de combustién se presenta por
diversas condiciones tales como la falta de oxigeno (O:2), mezclas pobres de combustible y aire,

niveles extremadamente altos de aire, la extincién de flama con paredes frias, reduccién de la

temperatura durante la combustién, menor combustién por el tiempo de residencia de un gas y
reduccién de carga (por ejemplo, disminucidn en la intensidad de la combustién) (EPA, 1993).

Los hidrocarburos aromadticos

(PAHs) son un grupo de sustancias quimicas

policiclicos

diferentes que se forman por reacciones a alta
temperatura como combustiones incompletas y
pirdlisis de combustibles y
materiales organicos (Ho y Lee, 2002); ejemplo
de ello es la combustién incompleta del carbon,

fosiles otros

petrdleo, gasolina, gas, madera, basura y otras

sustancias orgdnicas como el tabaco y carne
cocinada a la parrilla (ATSDR, 1996).

Estructuras de PAH’s

Pericondensado Catacondensado
@. _ = %
Pireno Coroneno Naftaleno Fenantreno
C16H10 CoqHq2 CioHg C1aH10
0 £ 0
S Sen
Perileno  Benzo[ghi]perileno Tetrafeno Criseno
CagH12 Ca2Hi2 C1gHi2 CigH12

< g
OGO. 0
N Qo LI
Antantreno Ovaleno Pentafeno Pentaceno
CaoHi2 CaaH14 CooHyg CooHig
Figura 3. Estructuras quimicas de diversos

hidrocarburos arométicos policiclicos (PAHs).



Los PAHs son una clase de moléculas organicas muy estables formadas por carbono e hidrégeno.
Estas moléculas son planas en donde un atomo de carbono estd unido a tres atomos de carbono
mas, como en el grafito y en los cuales dos o mas anillos bencénicos se encuentran fusionados
(Albert, 1990) (Fig. 3). Existen mas de 100 tipos diferentes de PAHs; sin embargo, no todos han
sido completamente estudiados y, por ende, no se tiene suficiente informacién de los efectos que
puedan tener en la salud, pero de aquellos que se tiene informacidn, se sabe que los efectos que
tienen sobre ésta no son exactamente los mismos.

En la tabla 1 se presentan aquellos PAHs de los cuales existe una mayor informacién disponible y
que se ha observado en algunos casos puedan tener efectos nocivos en la salud humana. Aun
cuando los PAHs se forman durante la pirdlisis y la combustién incompleta, estos también se
pueden localizar en el alquitrdn, petréleo crudo, creosota, asfalto, brea y alquitran para techado,
aunque algunos son utilizados en medicamentos o en la fabricacion de tintes, plasticos y pesticidas:
generalmente se encuentran como una mezcla de dos o mas de estos compuestos como el hollin.
Asi, la mayoria de estos compuestos se encuentran de forma natural en el petrdleo y en el carbon
y, en menor cantidad, cuando se produce algin incendio forestal o de pastizales debido a
tormentas y por actividad volcdnica; sin embargo, algunos son manufacturados como compuestos
individuales para investigacién, pero las mezclas encontradas en los productos de combustién no

pueden ser sintetizadas. Los PAHs puros generalmente son sélidos incoloros, blancos o amarillos
verdosos palidos. (ATSDR, 1995; ATSDR, 1996).

La movilizacién de los PAHs en el ambiente depende de las propiedades de cada uno de ellos,
como qué tan facilmente se disuelven en el agua y qué tan facilmente se evaporan en el aire; asi,
pueden encontrarse en el aire, en el agua, en la tierra o incluso en los mismos seres vivos segtn las
condiciones que se presenten (ATSDR, 1996). En general, mientras menor sea el peso molecular y
mayor sea la polaridad de un hidrocarburo, mayor serd su solubilidad en el agua, por lo que los
hidrocarburos aromaticos son menos solubles que los hidrocarburos lineales; por otra parte, la
evaporacion de hidrocarburos de bajo peso molecular (12 atomos de carbono o menos) es mucho
mayor que la de hidrocarburos de alto peso molecular (Albert, 1990).

A continuacioén se presenta la forma en la que los PAHs pueden llegar a los diferentes medios:

a) Aire. Estos compuestos organicos pasan al aire principalmente por las emisiones volcanicas,
incendios forestales, combustién del carbdn, la quema de madera en los hogares y los gases
del tubo de escape de los automdviles y camiones, y pueden encontrarse en forma de
vapores, aunque también se ha observado que pueden encontrarse adheridos a particulas de
polvo; sin embargo, ciertas particulas de PAHs pueden evaporarse facilmente del suelo o de
aguas superficiales. Algunos, pueden degradarse en productos de larga duracién durante un
periodo que dura dias o semanas al reaccionar con la luz solar o con otras sustancias quimicas

presentes en el aire (ATSDR, 1996).

b) Agua. Los PAHs pueden llegar a las aguas superficiales a través de las descargas producidas
por plantas industriales y plantas de tratamiento de aguas residuales. La mayoria de estos
compuestos no pueden disolverse ficilmente en el agua, aunque después de varias semanas o
incluso meses, pueden ser degradados por microorganismos principalmente (ATSDR, 1995;
ATSDR, 1996).



Tabla 1. Hidrocarburos Aromiticos Policiclicos (PAHs)

Nombre

Sinénimos

Férmula
quimica

Estructura
quimica

Acenafteno

Acenaftileno

Antraceno

Benzo[a]antraceno

Benzo[a]pireno

Benzo[b]fluoranteno

Benzo[e]pireno

Benzo[g,h,i]perileno

Benzo[j]fluoranteno

Benzo[k]fluoranteno

Criseno

Dibenzo[a,h]antraceno

1,2-dihidroacenaftileno
1,8-dihidroacenaptalino
1.8-etilenonaftaleno

1,2-dihidroacenaptileno

ciclopenta[d,e]naftaleno

antracin
aceite verde
paranaftaleno

BA
benz[a]antraceno
1,2-benzantraceno
benzo[b]-fenantreno
2,3-benzofenantreno
tetrafeno

benzo[d,e,f]criseno
3,4-benzopireno
3,4-benzpireno

BP

B[a]P

3,4-benz[e]acefenantrileno
2,3-benzfluoranteno
3,4-benzfluoranteno
2,3-benzofluoranteno
3,4-benzofluoranteno
benzo[e]fluoranteno
B[b]F
1.2-benzopireno
1,2-benzpireno
4,5-benzopireno
4,5-benzpireno

Ble]P

1,12-benzoperileno

10,11-benzofluoranteno
12,13-fluoranteno
dibenzo[a,j,k]-fluoreno
7,8-benzofluoranteno
BjJF
8,9-benzfluoranteno
8,9-benzofluoranteno
11,12-benzofluoranteno
2,3,1,8-binaftileno
dibenzo[b,j,k]fluoreno

1,2-benzofenantreno
benzo[a]-fenantreno
1,2-benzfenantreno
benz[a]fenantreno
1,2,5,6-dibenzonaftaleno

1,2:5,6-dibenz[a]antraceno
dibenz[a]antraceno
DB[a,h]A

DBA

c:12H10

C:14H10

C:18H12

CZOHIZ

C20H12

CZOHIZ

CZZHIZ

C20H12

CZOHIZ

C18H12

C22H14




Tabla 1. Hidvocarburos Arométicos Policiclicos (PAHS) {contings)

Noan'bre Sindnimos Firmupla Estruciura
quimica  quimica
Fenantreno Fenantreno Citlin
Fenamtrin j__
Fluoranteno 1,2{1,8-nafiflenc] benzeno C
li:[be’:-ncm&ulo o OQ.O
1,2{1.8-nafralenedil] benzeno
benzolj,k]fluoreno

Fluoreno Orto-bifenileno metano CiaHyp

2,2-metileno bifenil

2,3-benzideno

Tndenof1,2,3-<.dlpireno  Indenopireno Calliz oY
- fentleno o CLU0
1,10-{orto-fenilenc[pirenc
1,10-[1,2-fenileno]pirenc
2 3-orto-fenileno pireno

Pireno benzod.e.f]fenantreno CyHyo i O
8-pireno fi ‘:

— "Bay region”. Presente coando el FAH tene un anillo terminal y Is coddaciin membéilicn de este anillo
termimal es on pesn crucisl en In activaciin de Jos hidromarboros aromiticos pobiciclicos (Ortix de Montellmo et
al. 1997}

c) Suelo. En este caso, es probable que los PAHs se adhieran firmemente a las particulas
permaneciendo como sdlidos en el suelo o en sedimentos, a través de los cuales pueden ser
transportados y contaminar mantos fredticos. Estos compuestos pueden llegar al suelo de los
sitios de desechos peligrosos si se escapan de contenedores de almacenamiento, a través de
pesticidas, derrame de combustibles fésiles e, incluso, a través de la lluvia cargada con estos
compuestos en suspension. Al igual que en el caso del agua, existen microorganismos que
pueden degradarlos después de varias semanas o meses (ATSDR, 1995; ATSDR, 1996).

d) Organismos. Los PAHs pueden acumularse en plantas acuaticas y terrestres, peces,
invertebrados acudticos y animales terrestres; muchos animales pueden metabolizar y
eliminar estos compuestos. Los PAHs que se acumulan en los organismos acuaticos
provienen del agua, de los sedimentos y de comida contaminados por estos compuestos.
Algunas plantas terrestres pueden tomar los PAHs del suelo a través de sus raices o del aire a
través de su follaje, mientras que los PAHs pueden acumularse en animales terrestres a través
de la cadena alimenticia o por ingestién de suelo (ATSDR, 1996).

En la actualidad, las personas pueden estar expuestas a estos compuestos al respirar aire
contaminado y que son producidos por plantas que procesan coque, alquitrdn y asfalto, o en
aquellos lugares donde se quema basura o se ahuman productos; la exposiciéon puede ser laboral o
ambiental, cuando las personas viven cerca del lugar. Los trabajadores pueden estar expuestos a los
PAHs a través de la inhalacién de gases de los tubos de escape de motores y/o al utilizar productos
que contienen PAHs provenientes de industrias como la minera, refinadoras de petrdleo, la
metalurgica (como las plantas de produccién de aluminio), produccién de compuestos quimicos, la
industria eléctrica y el transporte. También al respirar aire con PAHs del humo del cigarro, de la
combustiéon de madera, de emisiones del escape de los automdviles, caminos de asfalto, o humo de
la combustién de productos agricolas. De igual forma se exponen a los PAHs al estar en contacto



con aire, agua o suelo cerca de sitios de residuos peligrosos y desechos de fabricas, asi como la
incineraciéon de carbon, madera, gasolina u otros productos y de residuos industriales y
municipales. En el hogar se puede estar expuesto a estos compuestos a través del humo del cigarro,
en los productos de madera tratados con creosota, al ingerir carnes preparadas en parrillas o que se
han quemado, granos, cereales, harina, pan, hortalizas, frutas o carnes contaminadas, asi como
alimentos procesados o en escabeche e, incluso, al beber leche o agua contaminadas y a través de la
leche materna cuando la madre se ha expuesto a estos compuestos orgdnicos. Los alimentos
cultivados en suelos contaminados o en atmosferas contaminadas también presentan PAHs
(ATSDR, 1995; ATSDR, 1996).

En el aire de dreas rurales se han encontrado niveles de referencia de algunos PAHs
representativos que oscilan entre 0.02 y 1.2 ng/m3, mientras que en dreas urbanas se han detectado
niveles entre 0.15 y 19.3 ng/m3. Por otra parte, se ha encontrado la presencia de PAHs en el agua
potable, cuyo rango oscila entre 4 y 24 ng/L. En la dieta tipica en EU, el nivel de PAHs es menor a
2 pg/kg de alimentos (ATSDR, 1995).

Los PAHs son contaminantes ambientales omnipresentes y muchos de ellos, actualmente, son
conocidos como compuestos mutagenos y/o carcindgenos; estos ultimos se han asociado con
particulas atmosféricas. Estos compuestos pueden sufrir una descomposicién térmica, reaccionar
con distintos compuestos quimicos presentes en la atmosfera y formar otro tipo de compuestos que
pueden ser incluso mads téxicos que los compuestos originales (Ho y Lee, 2002).

Los PAHs pueden ser perjudiciales para la salud humana. Se ha observado que PAHs como el
benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[j]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, criseno, dibenzo[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-c,d]pireno pueden causar
tumores en animales de laboratorio (ATSDR, 1996). Por ejemplo, se ha observado que en ratones,
la exposicion a altas concentraciones de benzo[a]pireno, causa problemas en fertilidad, defectos de
nacimiento y bajo peso corporal; efectos similares se podrian presentar en humanos, pero no se
dispone de informacién que pueda demostrar dichos efectos. También en animales se ha visto que
los PAHs pueden ocasionar efectos nocivos en la piel, fluidos corporales, y en la habilidad para
combatir infecciones después de la exposicién, tanto a corto como a largo plazo (ATSDR, 1995;
ATSDR, 1996).

Por otra parte, estudios realizados en seres humanos han demostrado que personas expuestas a
través de la respiracion o por contacto con la piel durante largos periodos de tiempo a mezclas que
contienen PAHs y otros compuestos también pueden desarrollar cancer (ATSDR, 1996).

Por esta razén, diversas organizaciones y agencias se han encargado de determinar cuales son
aquellos PAHs que podrian actuar como agentes carcindgenos mediante la elaboracién de estudios
tanto en humanos como en animales. En la tabla 2 se presentan algunos ejemplos de estos
compuestos:



Tabla 2. Clasificacién de alguncs PAHz segiin su efecto carcinegénico (ATSDR, 1995)
Hidrocarburc Aromédtico  Carcindgence  Probsebles Posibles No No clasificado
Policiclico (PAH) animales carcindégenos carcindgenos carcindgencs segiinsusefectos
humanos humsanos humanos carcinbgenos

Acenafteno v1,2,3
Acenaftileno 73
Antraceno 'y 73
BenzofaJantraceno vl ¥2,3

Benzo{b]Aucranteno vl v3 V2
Benzafj]fiuomnteno vl v2
Benzo{k]fluoranteno 1 3 2

Benzo{a]pirenc 1 ¥2.3

Benzo[e]pirenc 72
Benzo{gh,iperileno 3,3
Criseno vl v3 >
Dibenzofa,hlantraceno 1 3

Fluoremteno 2,3
Flucreno ¥2,3
Fenantreno ¥2,3
Indeno{1,2,3c,d]pireno ¥l 3 2

Pireno v¥2,3

" Recientemente la IARC Lo ha registrado como posible carcindgeno homano (LARC, 2007)

Compuestos organicos volatiles, VOCs

Acorde a la definicién otorgada por la Comisiéon de las Comunidades Europeas, los compuestos
organicos voldtiles (VOCs) son todos aquellos compuestos que poseen una presién de vapor igual o
mayor de 0.075 mmHg, a una temperatura de 20°C, o que tengan una volatilidad correspondiente
bajo una condicién particular (IUPAC, 2000). Otros autores describen a los VOCs como un grupo
diverso de compuestos organicos que tiene la propiedad de permanecer evaporados en un cuarto a
temperatura ambiente (Kim, et.al., 2005), por lo que se incluyen diversas clases de compuestos
quimicos organicos con distinto grado de volatilidad y liposolubilidad, y son empleados en grandes
cantidades en la industria, en el transporte y en el &mbito doméstico (Moreno, 2003).

Uno de los usos que se les ha dado a los VOCs es como disolventes, siendo éstos definidos como
sustancias quimicas orgdnicas de pequeflo tamafio molecular que se encuentran en estado liquido,
con una lipofilia y una volatilidad variables y que carecen de carga eléctrica, por lo que se
clasifican principalmente segin su estructura molecular o su grupo funcional, abarcando sus
diferentes categorias a los hidrocarburos alifdticos, muchos de los cuales son clorados, los
hidrocarburos aromadticos, alcoholes, éteres, ésteres, acetatos, amidas y aminas, aldehidos, cetonas
y diferentes tipos de mezclas complejas de dificil clasificacion (Klaassen y Watkins III, 2006).

De la misma manera, si se definiera a los VOCs con base en su presion de vapor, diferentes clases
de compuestos quimicos con diversa solubilidad y perfil téxico cubririan este término (IUPAC,
2000). En la tabla 3 se presentan algunos VOCs representativos y mas estudiados.

Los VOCs son emitidos como gases de ciertos sélidos o liquidos (www.epa.gov/iag/voc.html) que
incluyen numerosos disolventes, halogenados y no halogenados, y son empleados en muiltiples


http://www.epa.gov/iaq/voc.html

usos: agentes desengrasantes, pesticidas, lacas, tintes, aerosoles, materiales de construccién,
reactivos para sintesis quimica, combustibles y aditivos; también pueden liberarse por equipos de
oficinas, como copiadoras e impresoras, correctores y papel para copia sin carbén, materiales
graficos y para arte incluidos pegamentos y adhesivos, marcadores permanentes y soluciones
fotograficas; en el hogar se utilizan en barnices, pinturas y ceras, todo lo que contiene disolventes
organicos como productos de limpieza, desinfectantes, cosméticos, desengrasantes y para
recreacion (www.epa.gov/iag/voc.html); algunos VOCs pueden ser ingeridos en pequeiias dosis por
consumo de agua clorada (Moreno, 2003).

Tabla 3. Compuestos Organicos Volatiles (VOCs)

Tipo de
sustancia

Nombre

Sinénimos

Férmula quimica

Estructura
quimica

Hidrocarburos aromaticos

Benceno

Tolueno

o-Xileno

m-Xileno

pXileno

Etilbenceno

Estireno

benzol
1,3,5-ciclohexatrieno

metilbenceno
fenilmetano
toluol

1,2-dimetilbenceno
o-xilol
ortoxileno

1,3-dimetilbenceno
m-xilol
metaxileno

1,4-dimetilbenceno
pxilol
paraxileno

etilbenzol
EB
feniletano

fenileteno
vinil benceno
estirol
etenilbenceno
estiroleno

CeHs

CH,

CSH 10

CSH 10

CEI-HIO

CSH 10

CgHy o
C,H.CH:CH,

’jl

alifaticos

Hidrocarburos

N-Hexano

hexano

C6H14

Alcoholes

Metanol

Etanol

hidroximetano
alcohol metilico
alcohol de madera
carbinol

alcohol etilico
alcohol de grano
hidroxietano
EtOH

CH,OH

C,H,0H



http://www.epa.gov/iaq/voc.html

Tabla 3. Compuestos Orgédnicos Voldtiles (VOCs) (contimda)

Tipode - s - . Estructura
- Nombre Sinénimos Férmula quimica i

Tetraclorurode  cloruro de carbomo cal, §
carbono tetracloruro de metano AN

l I cl
tetraclorometano
tetrasol

Diclorometano cloruro de metileno CH,ClL, |

A
3 Clorobenceno cloruro de benceno CH,CL a

tricloroeteno CLCC=CCL,

Hi

Tetracloroetilene  tetracloroeteno C,Cl, a.  c

Formaldehido metanal HCHO 0

Acetona Propanona CH,COCH,

Ak
g

metil etil cetona
% Acetatodeetilo  etancato de etilo CHO,
8

(0]
PN
(0]
metilpropanona CH,COC,H, M
o]
etil ester CH,COOC,H, )J\o/\
Acetato de etilo

ester acérico
ester de etanol

Etilenglicol etano-1,2-diol HOCH,OH o ~OH
etileno plicol

§ monoetileno glical

MEG
1,2-etanediol

-~
% Propilenglicol propane-1,2-diol G0, HO” " 0H
propileno glical CH,CHOHCH,OH

Dimetilformamida N,N-dimetilmetanamida C,H,NO o
; DMF HCON(CH_), A

N.N-dimetilformida |
DMFA

Adicionalmente, algunos VOCs pueden ser generados por algunos microorganismos como los
hongos, mohos, bacterias, y protozoos que contribuyen con innumerables especies quimicas,



algunas de las cuales son usadas como marcadores de contaminacién. Los olores mohosos pueden
deberse a los subproductos del metabolismo microbiano o de la degradacién de organismos y de los
sustratos sobre los cuales crecen. Las clases y el nimero de VOCs microbianos (MVOCs) son
muchas. El tipo de sustancia depende del organismo u organismos especificos involucrados, las
condiciones del cultivo en cuanto a sustrato, humedad, temperatura y nutrientes disponibles. Los
mohos comunes que crecen en una variedad de medios de cultivo, bajo condiciones controladas,
producen patrones de MVOCs dependientes en gran medida de la composicién del medio
(Derelanko y Hollinger, 2002). Los MVOCs son liberados directamente en el aire y, dado que estos
compuestos tienen a menudo olores fuertes y/o desagradables, pueden ser la fuente de los olores
asociados a los mohos. Por otra parte, la exposiciéon a los MVOCs de los mohos ha sido ligada a
sintomas como dolores de cabeza, irritacién nasal, mareo, fatiga y nauseas; sin embargo, la
investigacién sobre los MVOCs aun estd en fase temprana, por lo que no se conocen los efectos
nocivos que puedan tener sobre la salud humana (EPA, 2001).

Los VOCs se volatilizan cuando los productos de los cuales forman parte (como propulsores de
aerosoles, aguarrds, limpiadores, entre otros) son empleados para los fines previstos; asi como
también puede liberarse a través de fugas de disolventes durante las actividades de produccién,
procesado, almacenamiento y transporte (Klaassen y Watkins, 2003). Al ser de cardcter no iénico y
tener un peso molecular bajo, son buenos candidatos para la absorcién por todas las vias de interés
ambiental: ya sea por ingestion, por inhalacién y por via cutdnea (Moreno, 2003). Ademas son un
grupo importante de contaminantes ambientales que producen serios problemas de contaminacién
del aire: en primer lugar, se ha demostrado que estos compuestos son muy activos en la formacién
de smog fotoquimico y niveles altos de produccién de ozono, generando la llamada contaminacion
oxidante. Y en segundo lugar, varios VOCs encontrados en aire urbano han sido clasificados como
compuestos carcinogénicos (1,3-butadieno y benceno) (Ho y Lee, 2002; Moreno, 2003).

Las concentraciones atmosféricas de varios VOCs son usualmente muy bajas; no obstante, se han
registrado altas concentraciones de estos compuestos en algunas areas urbanas, principalmente
alrededor de plantas petroquimicas y en areas inmediatas a las zonas de almacenaje de residuos
peligrosos (Klaassen y Watkins III, 2003). Ademads, son emitidos al aire a partir de depdsitos de
desechos industriales mal construidos o en lotes expuestos al aire libre, por lo que también pueden
contaminar el aire de comunidades que se encuentran aledafias (Moreno, 2003).

Por si fuera poco, los VOCs, por el uso tan extendido que se les da como disolventes, pueden
contaminar todos los medios, alcanzando una distribucién muy amplia: los abastecimientos de
agua potable, el suelo, el aire al evaporarse a partir del agua o del suelo, y al ser moderadamente
solubles en agua, pueden filtrarse hasta las fuentes de agua subterranea, de tal forma que aun
aquellas personas que no los usan o estdn en contacto directo con ellos, podrian verse expuestos;
todo lo anterior los convierte en un problema sanitario cuya importancia va en aumento. Una vez
que un VOC penetra en una masa de agua, su concentracién disminuye rapidamente como
consecuencia de la dilucién y la evaporacidn, principalmente. En el caso de las aguas superficiales,
seguin su densidad, los VOCs ascienden hacia la superficie, en donde se evaporan en su mayor
parte, o se hunden hasta el fondo en donde, para alcanzar la superficie, los VOCs dependeran de su
hidrosolubilidad o de la mezcla por la accién de las corrientes o las olas. Los compuestos que llegan
a las aguas subterrdaneas quedan atrapados hasta que el agua alcanza la superficie (Klaassen y
Watkins III, 2006).

En estudios elaborados por la EPA (Environmental Protection Agency, USA) se ha encontrado que
los niveles de contaminantes organicos son de 2 a 5 veces mds altos dentro de los hogares que fuera
de ellos, ya sea en dreas rurales o en dreas altamente industrializadas; de igual manera se ha



reportado que las personas que emplean productos con compuestos organicos se exponen a sf
mismas y a otras a niveles altos de contaminantes que pueden persistir en el aire a concentraciones
elevadas aun después de finalizar la actividad (EPA, 2007). Pequeias diferencias en la estructura
quimica pueden traducirse en diferencias considerables en cuanto a la toxicidad. La mayoria de los
VOCs provocan narcosis e irritacién en la piel y en las mucosas, dolor de cabeza, pérdida de la
coordinacidn, nduseas, dafio al higado, rifién y al sistema nervioso central. Algunos VOCs pueden
causar cancer en los animales, de algunos se sospecha que puedan causar cancer en humanos y sélo
unos cuantos se encuentran clasificados como carcindgenos para el ser humano (Klaassen y
Watkins III, 2006; www.epa.gov/iag/voc.html). Igual que en el caso de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, los VOCs estan siendo estudiados por organizaciones y agencias para
determinar cudles representarian un riesgo de carcinogénesis para los humanos. En la siguiente
tabla se presenta la clasificacién que se le ha dado a algunos de los VOCs, segin su efecto
carcinogénico en animales o humanos, por parte de tres agencias de importancia: EPA, JARC y
DHHS (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificackm de algnnos VOCs més representatives por su eferts carcinogénico segdin la DHHE, kb [ARC y Ia EPA.

Compuesto Orginico Carcinégenn  Carcindgenos Probables Posibles No clasificahle No clasificadn
d I I ind iné
humana
Acetato de etilo ¥3
Acetona v1h, 3a
Benceno vl v23
2-RButsnona +*1b ¥ 3*
Clorchenceno v3 v
Cloroformo *la v3 v2
Diclorometano ¥1a 3 2
Dimetilformamida v2 v3
Etanol 2o
Eiilbenceno v2 v3
Exikenglicol 18,3
Estireno ¥Zh 3"
Formaldehfdo 1a v v3
n-Hexano *1b, 3b
Metanol 3"
Prapilenglicol v1b,3
Tetracloroetileno v1a ¥2 3
Tetraclonmo de earbono ¥1a v3 v
Tricloroetilena V2 i
Toleno 2 3
Xileno 2 v'3h

1 Departamenio da Salud y Servicios. Humanas (DHHS) (TodFAGs 2001b, 2005a)

1% pyada ser anficipado comao carcinSgens (ToxFAQs 1987a, 1987¢, 1980a, 2001a, 2005b)

15 Tanin la DHHS como a IARC (TaxFAQS 1985a, 1805D, 1997b, 1998b, 2007)

2 Agancia Inlemacional para la Investigacién del Céncer (IARC 1957, 1999a, 1998c, 1998d, 2000, 2004)

hEahﬂnwﬁhuhmﬂmnhlmmhﬁhsmm 1988)

aAl.l'll.lalil inormaciin es inadecumxia para eveluar 2 cancineganickiad, k2 ARG los ha dcasificade como no carcinfigenos e humanos
{IARC, 19995).

3 agencia de Profeccion Ambicnial (EPA) (IRIS 1987a, 1967b, 1987c, 1957, 1985, 1989, 1990, 1991a, 1991b, 1991c, 1991d, 19910, 19911,
1885, 2000, 2001, 2003a, 2003c, 20050)

hthmbmmmmmm:hMMum“hihnﬁhm
conocer su polencial carcindgeno es inadecuada, por lo qus 2 no ko puede clesiicar (IRIS 2003k, 2005a; ATDSR 1885, 2001)

By nformeciin inadecuada para su clesTicecion,

* Mo se hace referencls sobre la carcinegenicidad del compuests.
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Biomarcadores

Uno de los retos principales de la toxicologia ambiental es relacionar la presencia de una sustancia
quimica en el ambiente con el peligro que representa para los organismos expuestos al evaluar sus
efectos toxicos. Las consecuencias nocivas en la salud inician con la exposicién al contaminante y
su posterior evolucién al deterioro o alteracién de la funcién de un organelo, de una célula o de un
tejido del organismo que ha entrado en contacto directo o indirecto con la sustancia tdxica.
Anteriormente, el riesgo ambiental era valorado mediante la medicién de los residuos quimicos en
muestras ambientales y la comparacién con los efectos téxicos que se observaban en las especies en
contacto con dichos compuestos, o bien, se determinaban los niveles de una o mas sustancias
téxicas presentes en los organismos y se relacionaban con los efectos perjudiciales sobre los mismos
(Klaassen y Watkins III, 2006; Manahan, 2003); sin embargo, debido a factores como las
alteraciones bioquimicas de los compuestos tdxicos, las correlaciones entre los niveles en el
ambiente y los efectos toxicos observados son a menudo imposibles de lograr (Manahan, 2003).

En la actualidad, las medidas de exposicién y efecto pueden ser cuantificadas en una variedad de
niveles de organizacién biolégica (molecular, celular, sistemas, individuos, poblaciones y cualquier
comunidad bidtica) (Derelanko y Hollinger, 2002) en donde los biomarcadores han llegado a
formar una parte importante para dicha cuantificacién y han permitido obtener una mejor
aproximacion en la correlacién de niveles de compuestos tdxicos y sus efectos.

El término biomarcador se utiliza lo mds ampliamente posible para abarcar “cualquier respuesta
bioldgica a un producto quimico a nivel de individuo, o por debajo de él (molecular, celular,
sistemas), demostrando una desviacién del estado normal”, por lo que abarca mediciones
bioquimicas, fisioldgicas, histoldgicas, morfolégicas y de sobrevivencia (Derelanko y Hollinger,
2002).

En general, un biomarcador es una caracteristica que es medida y evaluada objetivamente como un
indicador de procesos biologicos normales, procesos patdgenos, o como respuestas a una
intervencién terapéutica (Biomarkers Definitons Working Group Bethesda, Md, 2001). Sin
embargo, en la toxicologia, los biomarcadores consisten en alteraciones observables y/o medibles
de componentes, estructuras, procesos o conductas bioldgicos, atribuibles a la exposicién a
sustancias xenobidticas, y a menudo se utilizan animales y otros organismos para inferir los
peligros de los productos quimicos en humanos (Manahan, 2003). También son ampliamente
utilizados en la evaluacién de los efectos téxicos y/o acumulativos que los productos quimicos
pueden tener en la biota (in situ), por ejemplo, en la evaluacién de riesgos ecoldgicos, los
biomarcadores son usados para evaluar la integridad de un ecosistema. Los biomarcadores también
juegan un papel importante en la evaluacién de la eficacia que tienen las acciones de remediacion
en un caso de contaminacién (Deralenko y Hollinger, 2002).

El aumento de la informacion acerca de las enfermedades causadas por sustancias quimicas en una
especie permite disponer de un mayor nimero de biomarcadores especificos y ttiles que pueden
extrapolarse a otras especies. Sin embargo, en la mayoria de los casos se desconocen los
mecanismos exactos por los que un compuesto téxico provoca un dafo, lo que hace necesario
emplear indicadores especificos de enfermedad (Klaassen y Watkins III, 2006).

Para seleccionar biomarcadores de forma apropiada y segun el tipo de estudio que se vaya a
realizar, hay factores importantes que deben de ser considerados puesto que pueden afectar el
resultado; éstos incluyen sensibilidad de las especies, condiciones fisioldgicas, rasgos del
comportamiento, tiempo, indice y frecuencia de la exposicién al compuesto quimico en el
ambiente; asi como caracterizar los efectos directos e indirectos (Derelanko y Hollinger, 2002).



Tipos de biomarcadores

La exposicién a una concentraciéon suficiente de una sustancia téxica puede producir en el
organismo una gran variedad de respuestas que pueden evolucionar hacia una enfermedad; dichos
eventos inician con la exposicion interna, seguido del establecimiento de la dosis interna y de la
llegada al lugar critico, en donde se producen alteraciones reversibles o irreversibles que
desembocan en situaciones patoldgicas (Klaassen y Watkins III, 2006). Por lo que los
biomarcadores pueden ser clasificados dentro de tres categorias principales: a) de susceptibilidad,
b) de exposicion o c) de efecto, segin el evento que estén indicando.

Biomarcadores de susceptibilidad

Los biomarcadores de susceptibilidad son criterios de valoracién que indican la presencia de una
alteracién bioquimica o fisioldgica, lo que se relaciona con incrementos en la vulnerabilidad de los
organismos a una enfermedad, un ataque fisico (como a bajas temperaturas), o ataques quimicos
por parte de otras sustancias quimicas. Los biomarcadores de susceptibilidad mds comunes son
aquellos que estan asociados con fallas en el sistema inmune (inmunosupresion), que puede
incrementar la susceptibilidad de los organismos a enfermedades infecciosas o a pardsitos, e
inclusive hacerlos mas susceptibles a enfermedades como el cancer (Manahan, 2003; Klaassen y
Watkins III, 2006); la falta de nutrientes y los rasgos genéticos heredados también son ejemplos de
biomarcadores de susceptibilidad y entre los que se pueden mencionar a los polimorfismos
genéticos de los que se hablara mas adelante.

Biomarcador de exposicién.

Un biomarcador de exposicion consiste en la medicién de la dosis interna de un xenobidtico, de sus
metabolitos y/o de una diana molecular o celular, o de un efecto directamente atribuible a tal
sustancia en el organismo. Los xenobidticos o sus metabolitos pueden ser medidos directamente en
tejidos obtenidos de una biopsia o de una necropsia en orina, sangre, aire exhalado, heces y leche;
la ventaja de este tipo de marcadores es que algunos pueden ser tomados en repetidas ocasiones
sobre un periodo de tiempo (Manahan, 2003; Klaassen y Watkins III, 2006).
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Un ejemplo de biomarcador de exposicién en humanos es la anilina, ya que -
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Los compuestos causantes de cancer y los metabolitos carcindgenos son

cambios genéticos y bioquimicos que conducen al cdncer por adicién a grupos nucleofilicos
(atomos ricos en electrones, como el nitrégeno y el oxigeno) localizados en biomoléculas,
particularmente en el DNA, formando asi complejos conocidos como aductos. Una clase
particularmente util de biomarcador usado con mayor frecuencia en los ultimos afios son los
aductos de xenobidticos o sus metabolitos, con biomoléculas. Un ejemplo directo de la medicién de
un aducto usado durante muchos afios como evidencia de exposicién es la carboxihemoglobina,
COHDb, producido cuando el monéxido de carbono inhalado se incrementa en la hemoglobina de la
sangre. Hb:
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En general, los biomarcadores de exposicién se utilizan para establecer la dosis recibida por un
individuo, la cual se trata de relacionar con las alteraciones que dan lugar al estado patoldgico
(Klaassen y Watkins III, 2006).

Biomarcador de efecto

Los biomarcadores de efecto son alteraciones fisioldgicas, bioquimicas, o de conducta, que son
directamente atribuibles a la exposicién a sustancias quimicas y que, dependiendo de su magnitud,
se identifican como un trastorno de la salud o una enfermedad potencial o definida.

CHz Como se menciond anteriormente, la exposicién a anilina puede ser
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Methemoglobina actividad de esta enzima. La exposicién al metabolito del DDT, EL p,p-
DDE puede ser medido en ratas de laboratorio (Rattus ratus) por induccién de la enzima de

citocromo P-4502B, una enzima involucrada en la desintoxicacién de xenobidticos.

Dentro de los biomarcadores de efecto se pueden encontrar también los biomarcadores
citogenéticos que son alteraciones citogenéticas que pueden observarse en la sangre periférica;
ejemplo de ello son las aberraciones cromosémicas, los intercambios de cromdtidas hermanas y los
micronucleos. Estas alteraciones citogenéticas han sido usadas durante muchos afios como
biomarcadores de exposicion a genotdxicos en humanos y como biomarcadores de efecto temprano
en el proceso carcinogénico, ya que pueden proveer informacién util para la deteccién temprana
de los efectos por una exposicién a un carcinégeno y la prediccién de un riesgo a padecer cancer.

La razoén principal por la cual se usa este tipo de pruebas es el hecho de que la mayoria de los
carcinégenos humanos conocidos son genotdxicos en pruebas a corto plazo, siendo capaces de
inducir dafio cromosémico como aberraciones cromosémicas o micronucleos. En un estudio
controlado y bien disefiado de trabajadores expuestos ocupacionalmente, el incremento en la
frecuencia de alteraciones citogenéticas es generalmente considerado como indicio de exposicién a
carcindgenos genotdxicos lo que permite sugerir la necesidad del establecimiento de medidas de
protecciéon. Ademas, hay estudios epidemioldgicos que sugieren que una alta frecuencia de
aberraciones cromosdmicas predice un incremento en el riesgo a cancer (IARC, 2004).

La determinacién de biomarcadores citogenéticos en estudios de susceptibilidad individual ha sido
aplicada en investigaciones de individuos expuestos a agentes genotdxicos conocidos o potenciales
(Ishikawa et al. 2004).



Micronucleos (MN)

La presencia de micronucleos (MN) es uno de los marcadores mas sensibles de dafio al DNA y ha
sido usado en la investigacién de la genotoxicidad producida por varios compuestos quimicos. Al
usar células en interfase, la presencia de MN se considera como un biomarcador citogenético mas
recomendable para esta clase de estudios, que los intercambios de cromatidas hermanas y las
aberraciones cromos6micas, debido a que no esta limitado a células en metafase, ademas permite
hacer una rapida revisién de un gran nimero de células (Ishikawa et al. 2004); el inconveniente
con este tipo de biomarcador es poco especifico, es decir, no nos permite conocer el tipo de agente
que produce el dafio o en que lugar esta sucediento, sobre todo cuando hablamos a nivel de genes,
pero a cambio de ello, los MN son muy informativos ya que se pueden inducir enn condiciones de
estrés oxidante, exposicién a clastégenos y anetgenos, defectos genéticos en los retenes del ciclo
celular y/o reparacién del DNA, asi como deficiencias en nutrientes requeridos como cofactores en
el metabolismo del DNA y en la maquinaria de la segregaciéon cromosomal. Todos estos eventos
pueden causar la formaciéon de MN a través de rearreglos cromosémicos, expresion de genes
alterada, aneuploidia o efectos asociados con el fenotipo de inestabilidad cromosémica que puede
observarse después en el cancer (Bonassi et al. 2006).

Los MN son pequeiios nucleos adicionales que estan formados por cromosomas enteros con una o
ambas cromatidas, por cromosomas acéntricos o por fragmentos de una cromatida que se han
retrasado en la anafase/telofase del ciclo celular y han sido excluidos de ambos ntcleos de las
células hijas, por lo que la prueba de MN parece ser una buena herramienta para investigar los
efectos de clastégenos y aneuploidégenos en exposiciones ambientales y ocupacionales (Ishikawa
et al 2004; IARC, 2004).

En humanos, los MN son usualmente detectados en cultivos de linfocitos de sangre periférica que
se marcan de alguna forma para poder identificar a las células que proliferaron en un cultivo, ya
sea por el método de bloqueo de la citocinesis o por marcaje con bromodesoxiuridina (BrdU). Los
MN producidos por exposiciones in vivo pueden ser analizados también en células epiteliales
exfoliadas, tales como las de las mucosas bucal, nasal y de vejiga. La presencia de fragmentos o de
cromosomas enteros en MN puede ser identificada por la técnica de hibridacién in situ con sondas
pancentroméricas (IARC, 2004).

Se ha demostrado que existen factores que producen una variacién de micronucleos intra e
interindividualmente. Tales factores pueden ser demograficos (edad y género) y habituales (beber
o fumar). Se ha demostrado que la edad afecta la frecuencia de los biomarcadores citogenéticos,
pero en los microntcleos es debida a que los cromosomas sexuales son expulsados al aumentar la
edad, tanto en hombres como en mujeres (Bukvic et al. 2001; Cataldn et al. 2006; Ishikawa et al.
2004; IARC, 2004).

Por otra parte, numerosos estudios epidemiolégicos han indicado que los polimorfismos en genes
de enzimas metabdlicas juegan un papel importante como factores que explican la dispersién de la
distribucién de MN en una poblacién (Ishikawa et al. 2004).

Metabolismo de xenobidticos

La disposiciéon de una sustancia dentro del organismo, omprende diversos procesos como la
absorcion, distribucion, biotransformacién y excrecion; los cuales se llevan a cabo dependiendo de
la via de administracién, de los érganos que intervengan y de las caracteristicas de la sustancia
(Tabla 5).



Tabla 5. Principales vias de administracién y de excrecién, asi como érganos y tejidos que participan en los procesos de
absorcié6n, distribucién y almacenamiento de sustancias quimicas

Vias de administraciéon ~ Absorciéon Distribucién Almacenamiento Excrecién
Ingestién Tubo digestivo Sangre Higado Urinaria
Inhalacién Pulmones Liquido Rifiones Fecal
Dérmica Piel Extracelular Tejido adiposo Biliar
Intravenosa Hueso Exhalacién
Intraperitoneal Secreciones
Subcutdnea

Intramuscular

La unién de la sustancia quimica a otros compuestos o su disoluciéon en determinados
constituyentes corporales puede alterar considerablemente su distribucién y, por otra parte, a
menudo muchos compuestos téxicos llegan a depositarse en tejidos u drganos, sean o no su lugar
de accién, en donde conforme van siendo biotransformados o excretados se van liberando de los
lugares en que se encuentran almacenados. En el siguiente esquema se presentan las diferentes vias
de absorciodn, distribucién y excrecidn que puede recorrer un xenobidtico a través del cuerpo.

Inhalacién

Intraperitoneal

Subcutdnea

Intramuscular

Dérmica

pulmone estructuras

secretoras
alvéolos
aire secreciones|
espirado

heces

Figura 6. Vias de absorcion, distribucién y excrecién de las sustancias tdxicas en el cuerpo. Fuente: Klaassen y Watkins
111, 2006.

La toxicidad producida por un compuesto quimico en el organismo, depende en mucho de la dosis,
y la concentracién de dicho compuesto en el lugar donde actua. Diferentes factores pueden afectar
los procesos de absorcién, distribucién, biotransformacién y excrecién de las sustancias, siendo
algunos ejemplos los siguientes: 1) si la fraccién o la velocidad de absorcién son bajas, la sustancia
nunca alcanzard una concentraciéon lo suficientemente alta como para causar toxicidad en un
posible blanco de accién; 2) la distribucién de una sustancia quimica puede hacer que ésta se
concentre en un tejido que no es la diana, ocasionando la disminucién de la toxicidad; 3) la
biotransformacién de un compuesto quimico puede originar la formacién mas o menos rapida de
metabolitos de menor o mayor toxicidad, teniendo consecuencias obvias para la concentracién, y



por lo tanto para la toxicidad, en el lugar de accién, y 4) cuanto mds rapido se elimine una
sustancia quimica del organismo, menor sera la concentracién y por ende su toxicidad en el tejido
o tejidos afectados.

La piel, los pulmones y el tubo digestivo son las barreras principales que separan a los organismos
superiores de un medio que contiene una gran variedad de sustancias quimicas, con excepcién de
los productos cdusticos y corrosivos (dcidos, bases, sales oxidantes) que actiian por via tdpica.
Cuando una sustancia es absorbida, el torrente sanguineo la distribuye a todo el cuerpo, hasta
alcanzar un érgano o tejido blanco. Una diana puede ser afectada por uno o mds compuestos
quimicos y un compuesto quimico puede tener mas de una diana, lo que puede incrementar el
dafio que produzca en el organismo.

Los compuestos quimicos son eliminados de la circulacién mediante la biotransformacién, la
excrecion y el depdsito en distintas zonas del cuerpo. La contribucién relativa de estos procesos a
la eliminacién total dependera de las caracteristicas fisicas y quimicas del compuesto. El rifién,
junto con los pulmones y el higado, desempefa una funcién fundamental en la eliminacién de la
mayoria de los compuestos toxicos, pero el érgano mads activo en la biotransformacién de las
sustancias es el higado. La biotransformacion suele ser un requisito para la excrecion renal, ya que
muchos compuestos son liposolubles y, para poder ser excretados por los rifiones, se requiere su
transformacion en productos hidrosolubles.

La sensibilidad de los érganos a uno o mas compuestos téxicos también depende de factores como:
a) Potencia y especificidad del compuesto téxico.

b) Velocidad de absorcién vs. velocidad de eliminacién. Si la velocidad de absorcién supera la
velocidad de eliminacidn, se corre el riesgo de que los compuestos téxicos comiencen a acumularse
y alcanzar una concentracion critica en su lugar de accién dando lugar a la toxicidad.

c¢) Relacién toxicidad-concentracion del compuesto toxico en el érgano o tejido blanco. En este
caso, no importa si la sustancia se ha administrado o se ha producido por biotransformacién en el
6rgano o tejido blanco o en otra zona lejana.

d) Disponibilidad del compuesto téxico en el organismo. Algunos productos quimicos tienen
toxicidad inherente, pero su biotransformacién puede generar metabolitos que ejercerdn los
efectos farmacodinamicos o toxicos para el organismo y la respuesta téxica dependera de la
velocidad de produccién y de la concentracion de los metabolitos, en este caso se dice que hay una
activaciéon de un compuesto o metabolito téxico. Sin embargo, la mayoria de las veces la
biotransformacién inactiva rapidamente a un compuesto que tiene una alta toxicidad por si mismo
y pone fin a los efectos farmacoldgicos de un principio activo y disminuye la toxicidad de los
xenobidticos; en este caso se dice que hay una bioinactivacién o desintoxicacién, en donde los
metabolitos son menos dafiinos o no son téxicos para el organismo (Fig. 7) (Klaassen y Watkins III,
2006).
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Figura 7. Representacion esquemdtica de la disposicidn y los efectos téxicos de las sustancias quimicas. Modificado de
Klaassen y Watkins I1I, 2006.

Biotransformacién de xenobidticos

La mayoria de los compuestos xenobidticos que entran al organismo son altamente liposolubles,
caracteristica que favorece su absorcién. Durante su biotransformacién, estos compuestos son
transformados en compuestos mds polares y solubles en agua, lo que favorece su excrecién en orina
o heces principalmente, aunque también es posible su eliminacién por medio del sudor, ldgrimas,
semen y secreciones vaginales, que pueden actuar como medios de excrecién; por ejemplo, algunos
compuestos voldtiles pueden ser eliminados por medio de la exhalacién.

Las enzimas metabolizadoras de xenobidticos son las encargadas de llevar a cabo el proceso de
biotransformacion y se encuentran en todos los tejidos, siendo el higado el que presenta una mayor
concentracién de éstas. Se les encuentra en varios compartimentos subcelulares y en los
vertebrados, aparte del higado, se localizan en la piel, los pulmones, la mucosa nasal, los rifiones,
los ojos, el tubo digestivo y muchos mads tejidos (Tabla 6). Ademas, la microflora intestinal
participa de forma importante en la biotransformacién de algunos xenobidticos. (Derelanko y
Hollinger, 2002; Klaassen y Watkins III, 2003).

Tabla 6. Localizacién y cantidad relativa de enzimas que
metabolizan xenobiéticos en algunos tejidos (fizente:

Derelanko y Hollinger, 2002)
Cantidad relativa Tejido
Alta Higado
Media Pulmdn, rifidn, intestino
Baja Piel, testiculos, placenta, adrenales
Muy baja Tejidos del sistema nervioso

En su mayoria, estas enzimas presentan una especificidad amplia por varios sustratos, por lo que la
biotransformacion de los compuestos quimicos sucede de manera competitiva. La mayoria de estas
enzimas son constitutivas, es decir, su sintesis se lleva a cabo sin la necesidad de un estimulo



externo discernible; sin embargo, algunas de estas enzimas se sintetizan en respuesta a la presencia
del xenobiotico, a través de procesos de induccién de la enzima.

Las reacciones de biotransformacién de xenobidticos en sistemas bioldgicos se llevan a cabo en dos
fases principales: la Fase I, en la cual los xenobiéticos la mayoria de las veces son modificados para
posteriormente pasar a la Fase II en donde experimentan reacciones de conjugaciéon con moléculas
enddgenas (Tabla 7). Las reacciones de la Fase I abarcan, principalmente reacciones de hidrdlisis,
reduccién y oxidacion, las cuales exponen o introducen grupos funcionales mas polares que
incrementan su hidrofilia; entre los grupos funcionales que se agregan se encuentran el carboxilo,
el epoxido, el hidroxilo, el sulfhidrilo, el amina, el hidroxilamina y el imina. La mayoria de los
metabolitos polares experimentan una conjugacién a través de reacciones de Fase II, las cuales
resultan en la introduccién de grupos funcionales endégenos, que generan productos aun mads
polares y mds facilmente excretables. Los principales procesos de biotransformacién de la Fase II
son la glucuronidacidén, la sulfonacién o sulfatacién, acetilacién, metilacién, conjugaciéon con
glutatién y con aminoacidos tales como la glicina, la taurina y el acido glutdmico. Las enzimas que
participan en ambas fases de la biotransformacién se localizan principalmente en el reticulo
endopldsmico, y en el citosol, aunque también aparecen en menor cantidad en mitocondrias,
nucleo y lisosomas (Tabla 8).

Tabla 7. Reacciones metabélicas de Fase I y Fase II
(fuente: Derelanko y Hollinger, 2002)

Fase ] Fase II
Oxidacién Glucuronidacién
Reduccién Glucosidacién
Hidrolisis Sulfatacién
Isomerizacion Metilacién
Otros Acetilacion

Conjugacién con aminodcido
Conjugacién con glutatién
Conjugacién con acidos grasos

Condensacién

La modificacién quimica de los xenobioticos que se produce por la biotransformacién puede alterar
sus efectos bioldgicos. Algunos farmacos que pasan por esta etapa se transforman en metabolitos
activos que ejercen un efecto téxico o farmacodindmico. Las enzimas que catalizan las reacciones
de biotransformacién a menudo determinan la intensidad y duracién de la accién de un farmaco y
son un factor clave en la toxicidad y la oncogénesis quimica. Algunos metabolitos producidos
durante la Fase I son mas reactivos que los compuestos originales y esto puede resultar en una
unién covalente con blancos criticos conduciendo a la formacién de compuestos toxicos.

Sin embargo, las vias metabdlicas también son afectadas por factores generales como las
propiedades intrinsecas del compuesto quimico, la dosis, la especie u organismo expuesto, raza,
sexo y edad, asi como otras consideraciones ambientales, como ya se habia mencionado
anteriormente (Derelanko y Hollinger, 2002; Klaassen y Watkins III, 2003).



Tabla 8. Reacciones generales de biotransformacién de xenobiéticos, enzimas que intervienen en el

proceso y su principal localizacién intracelular (modificado de Klaassen y Watkins III, 2006)

REACCION ENZIMA LOCALIZACION
Fase ]

Hidrdlisis Esterasa RE*, citosol, lisosomas
Peptidasa Lisosomas
Epdxido hidrolasa RE, citosol

Reduccion Reduccidn de grupos azo y nitro Microflora, RE, citosol
Reduccidn de grupos carbonilo Citosol, RE
Reduccidn de grupos disulfuro Citosol
Reduccidn de grupos sulféxido Citosol
Reduccién de grupos quinona Citosol, RE
Deshalogenacién reductora RE

Oxidacion Alcohol deshidrogenasa Citosol

Aldehido deshidrogenasa

Mitoconderia, citosol

Aldehido oxidasa Citosol
Xantina oxidasa Citosol
Monoamino oxidasa Mitocondria
Diamina oxidasa Citosol
Prostaglandina H sintasa RE

Flavin monooxigenasas RE
Citocromo P-450 RE

Fase IT

Glucuronidacién RE
Sulfatacién Citosol
Conjugacién con glutatién Citosol, RE

Conjugacién con aminodcidos

Mitocondria, RE

Acetilacién Mitocondria, citosol

Metilacién Citosol, RE

* RE, Reticulo Endopldsmico

Citocromo P450

Los citocromos P450 (CYP450) son enzimas cuyo sitio activo esta conformado por una
protoporfirina IX, unida a un dtomo de hierro a través de una cisteina. Este grupo de enzimas
comenzd a ser estudiada a mediados del siglo XX y en 1964 los japoneses Tseo Omura y Ryo Sato
confirman la naturaleza hemo-protéica de estas enzimas ddndosele el nombre de Citocromos P450
por la peculiaridad de que su esprectro de absorcién en luz UV presenta un pico maximo a 450nm.
Una vez identificado CYP450, numerosos estudios demostraron que esta proteina era una
hidroxilasa microsomal hepdtica y su actividad enzimaitica es conocida por estudios de la
biotransformacién de fairmacos. La concentracién mas alta intracelular de las enzimas CYP450 se
encuentra en los microsomas del reticulo endopldsmico.

CYP450 metaboliza muchos pasos de la biosintesis de esteroides y participa en el metabolismo
oxidante de acidos grasos, esteroides, y otros sustratos enddgenos. Sin embargo, dentro de la
reaccion de oxidacién durante la Fase I, los CYP450 juegan un papel central en el metabolismo de
una gran variedad de farmacos y en general de xenobidticos, pues llevan a cabo las reacciones de
desintoxicacién y bioactivacién por lo que ocupan el primer lugar en cuanto a versatilidad
catalitica y nimero de compuestos quimicos que activan o inactivan. Este grupo de enzimas lleva a
cabo las reacciones de oxidacién: 1) Hidroxilacién de un carbono alifitico o aromatico; 2)
epoxidacion de un enlace doble; 3) oxigenacién de un heteroatomo (S-, N-e /-) y N-hidroxilacién;



4) desalquilacién de un heteroatomo (O-, S-, N- y Si-); 5) transferencia de un grupo oxidante; 6
escision de ésteres y 7) deshidrogenacién.

Las presencia del grupo hemo en su sitio activo, permite a CYP450 introducir grupos hidroxilo en
estructuras no reactivas como cadenas de hidrocarburos y anillos aromaticos, iniciando la
biotransformaciéon de compuestos que no poseen grupos funcionales requeridos para la
conjugacion. Ademads, estas enzimas son monooxigenasas, es decir, catalizan reacciones de
oxigenacién a partir de la molécula de O: oxigeno molecular y en presencia de cofactores, para
transferir uno de los 4dtomos del oxigeno al sustrato y el otro reducirlo a agua, mediante
equivalentes reductores procedentes del NADPH (Josephy et al. 1997; Klaassen y Watkins III,
2006).

Debido a sus caracteristicas, las enzimas de CYP450 pueden activar compuestos quimicos que en
ocasiones llegan a ser mds dafiinos que el compuesto original, por lo que pueden ser las
responsables transformar varios tipos de xenobidticos a especies mds reactivas mucho mas tdxicas
y/o carcinogénicas; de tal forma que se dice que los citocromos P450 son enzimas clave en la
activacién y eliminacion de sustancias de importancia toxicoldgica y farmacolégica (Josephy et al.
1997).

Superfamilia CYP450

Diversos estudios han revelado la existencia de multiples formas de CYP450 con diferencias en
secuencias de aminoacidos, mecanismos enzimadticos, afinidad por sustratos, mecanismos de
regulacién y niveles de expresidon en 6rganos y tejidos. Por ejemplo, los microsomas hepaticos de
mamiferos contienen numerosas isoformas de CYP450, la mayoria con la capacidad de catalizar
diferentes reacciones de oxidacién, que en el caso de humanos se pueden presentar 15 o mas
isoformas de CYP450 diferentes.

De forma general, todas las enzimas de CYP450 se engloban en una superfamilia conocida con el
mismo nombre y, cada enzima individualmente es identificada por el nimero de la familia a la que
pertenece (cuando la secuencia idéntica es >40%), una letra que indica la subfamilia (segin la
identidad de la secuencia de los aminoacidos) y al final otro nimero, el cual la identifica como un
miembro especifico dentro de la subfamilia.

La funcién y regulacién de CYP1A1l, CYP1A2, CYP1B1 y CYP2E1 estin muy bien conservadas
entre los mamiferos, por lo que estas proteinas mantienen el mismo nombre en todos los
mamiferos y, el resto de las enzimas CYP450 adoptan un nombre especifico segun la especie. Las
diferentes isoformas de CYP450 pueden participar en el metabolismo de una gran diversidad de
xenobioticos y, mientras algunos de estos xenobidticos son metabolizados exclusivamente por una
isoforma, existen otros que pueden ser metabolizados por mas de dos isoformas distintas (Tabla 9),
lo cual dependerd en parte de la afinidad que tenga la enzima por el xenobiético (Josephy et al.
1997; Klaassen y Watkins III, 2006).

La cantidad y la actividad de cada enzima de CYP450 en cada individuo dependera de factores
ambientales y genéticos. En ocasiones, la estructura de una enzima puede presentar variaciones
interindividuales que no sélo afectan la cantidad y actividad de la enzima, sino que también puede
producir diferencias en la velocidad de la reaccién enzimatica.



Tabla 9. Ejemplo de xenobiéticos activados por enzimas CYP450 de
humanos (Fuente: Klaassen y Watkins 111, 2006)

CYP1A1l

Benzo[a]pireno y otros hidrocarburos
aromadticos policiclicos

CYP1A2
2-Acetilaminofluoreno
4-Aminodifenilo
2-Aminofluoreno
2-Naftilamina
NNK*

Paracetamol

Productos de la pirdlisis de los
aminoécidos (DiMeQx, MelQx,
Glu P-1, Glu P-2, IQ, Ph1P, Trp

CYP2E1
Acrilonitrilo
Benceno
Carbamato de etilo
Cloroformo
Cloruro de vinilo
Dibromuro de etileno
Diclorometano
1,2-Dicloropropano
Dicloruro de etileno

Estireno

Halotano

P-1, Trp P-2) N-Nitrosodimetilamina
Tacrina Paracetamol
CYP2A6 Tetracloruro de carbono
N-Nitrosodietilamina Tricloroetileno
NNK* CYP3A4
CYP2B6 Aflatoxina B, y G,

6-Aminocriseno 6-Aminocriseno

Ciclofosfamida Benzo[a]pireno, 7,8 dihidrodiol
Ifosfamida Ciclofosfamida

CYP2C8,9, 18,19 Esterigmatocistina
Acido tienilico Ifosfamida

Acido valproico
CYP2D6
NNK*

1-Nitropireno
Paracetamol
Senecionina

Tris(2,3-dibromopropil) fosfato

*NNK. 4-Metilnitrosamino-1-3-piridil-butanona, una nitrosamina especifica del tabaco

Polimorfismos en enzimas metabodlicas

Dentro de los biomarcadores de susceptibilidad se encuentran los polimorfismos que pueden
definirse como una caracteristica Mendeliana o monogénica que existe en una poblacién en al
menos dos fenotipos y aparentemente en al menos tres genotipos. Un polimorfismo debe de
contrastar con un a variante genética rara, la cual es arbitrariamente definida como una
caracteristica monogénica que se presenta en una poblaciéon con una frecuencia de el 1%-2%, y
usualmente con frecuencias mucho mas bajas (Vogel y Motulsky, 1997).

La presencia de polimorfismos en las enzimas encargadas del metabolismo de xenobiéticos puede
llegar a ocasionar un cambio en los niveles de expresién y de actividad de la enzima (que puede
deberse a una alteracion en la estructura de la proteina que ocasione que la enzima incremente o
disminuya su actividad, o bien, impedir que sea degradada o inducir esta accién) y, por ende,
alterar el metabolismo de compuestos quimicos carcinogénicos y generar un mayor o menor riesgo
a la salud.

La incorporacién del estudio de los polimorfismos metabdlicos en estudios epidemioldgicos es de
importancia debido a por lo menos tres razones: a) la identificacién de una subpoblacién que sea
mas susceptible a una enfermedad inducida por compuestos quimicos puede incrementar la
importancia de los estudios; b) la sospecha del papel de un agente etiolégico es reforzada por el
conocimiento de la enzima implicada en su metabolismo y, 3) los polimorfismos pueden ser



particularmente significativos en relacién a niveles bajos de exposicién ya que pueden influir en el
proceso de la evaluacion de riesgo y en el establecimiento de limites tolerables de exposicién que
deberia de tener en cuenta la susceptibilidad individual (Vineis et al. 1999). Ademas, el estudio de
los polimorfismos permite conocer que alelo es el que va a dar una mayor susceptibilidad (si el
alelo comun o la variante alélica) a una poblacién dependiendo del compuesto al cual esté expuesta
y al efecto que tenga la variante alélica sobre la enzima (mayor o menor expresién, mayor o menor
actividad, etc.).

Polimorfismos en CYP1A1l

El gen de CYPIAI en los seres humanos se encuentra ubicado en el cromosoma 15 cerca del locus
MP1 en la regién 15q22-24, esta integrado por 7 exones y 6 intrones y su proteina estd conformada
por 512 residuos de aminodcidos. De acuerdo a su funcién principal, se considera una enzima
extrahepdtica debido a que se ha reportado la presencia de mRNA y proteina en pulmon, linfocitos
y placenta, en contraste a la ausencia de niveles detectables en la mayoria de los higados humanos
examinados. El producto del gen de CYPIAI es una hidrocarburo aromatico hidroxilasa, enzima
principal en el metabolismo de los PAHs como el benzo[a]pireno (Fig. 8) y el
dimetilbenzantraceno, de los cuales anteriormente se mencioné que varios de ellos son
considerados como carcindgenos humanos.

Conjugada GSH-Benzofalpirenc 7.8-dicl, 9, 10-epéudda

Figura 8. Metabolismo del benzo[a]pireno (modificado de Quisiones et al. 2006).

Varios polimorfismos han sido descritos en el gen de CYPIAI entre los cuales resaltan el sitio
polimérfico AA, Mspl (o m1), CYPIAI2C (o m2 o polimorfismo /le/Val), la mutacién m3 descrita
en poblaciones de negros africanos y m4, situada tan s6lo dos bases rio arriba de CYPIA1°2C (Fig.
9); sin embargo, s6lo los tres primeros han sido estudiados extensivamente en relacién con la
susceptibilidad a cancer. Dos de ellos son polimorfismos genéticamente ligados, uno producido por
el sitio de reconocimiento Mspl en la regién no codificante 3’ y el otro, CYPIA1°2C, producido
por la transicién de la base adenina a guanina en la base 4889 del exén 7; ambos han sido
asociados con un incremento de riesgo a cancer de pulmdn inducido por fumar en asidticos pero



no asi en caucasicos. (Cascorbi et al. 1996; Vineis et al. 1999). Ademads, en los ultimos afios la
variante alélica de CYPIA1°2C ha sido asociada con un incremento al riesgo de distintos tipos de
cancer: de eséfago en asidticos (Wang et al. 2002; Wu et al. 2002; Yang et al. 2005), cancer de
mama en mujeres coreanas (Han, et al, 2004) y cancer cervical en mujeres turcas (Taskiran et al.
2006); sin embargo, en americanas se asoci6é con una disminucién de riesgo a cancer endometrial
(Doherty et al. 2005).

pb 1 1000 2000 3000 4000 5000 6000
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Exén ] I HIEE B —
- > —t Y ot 3
Polimorfismo mé  CYPIAI®2C m3  Mspl

C4887A  A4889G T5639C T6235C
(Thr/Asn),g, (Tle/Val),q

Figura 9. Organizacidn estructural y sitios polimdrficos en el gen CYPIA7 de humanos.

Debido a que se han encontrado asociaciones entre el polimorfismo CYPIA12Cy algunos tipos de
cancer, en diversos estudios se ha tratado de correlacionar este polimorfismo con la presencia de
distintos tipos de dafio temprano mediante el uso de una gran cantidad de biomarcadores como
metabolitos (Alexandrie et al. 2000; Lee et al. 2001a; Heuser et al. 2007), intercambio de
cromatidas hermanas (Carere et al. 2002), micronucleos (Ishikawa et al. 2004; Heuser et al, 2007),
aductos (Hong et al. 2000; Lodovici et al. 2004), aberraciones cromosémicas (Paz y Mifio et al.
2004), dafio a DNA observado a través del ensayo cometa (Hoffman et al. 2005; Heuser et al. 2007;
Novotna et al. 2007), dafio en tejidos (Tsai et al. 2006), entre otros. Para corroborar el papel que
juega CYPIAI"2C como factor de susceptibilidad individual y prevenir el posible desarrollo de
distintas enfermedades, en especial en aquellas personas que estin expuestas, directa o
indirectamente, a una gran cantidad de agentes tdxicos y evitar riesgos a la salud.

Polimorfismos en CYP2E1

El gen de CYPZE] enlos seres humanos se encuentra localizado en el cromosoma 10, en la regién
10q2403-qter y, con 11413pb, estd integrado por 9 exones y 8 intrones y codifica para una proteina
de 493 aminodcidos. CYP2El es una N-nitrosodimetilamina dimetilasa que se expresa
principalmente en el higado (Umeno et al. 1988; Piao et al. 2003). CYP2E1l se encarga de
metabolizar un gran numero de compuestos con estructura quimica diferente, agrupados dentro de
los VOCs, lo que indica que su sitio activo no se acopla a una estructura en particular, ademas de
que los sustratos pueden no tener una alta afinidad por la enzima. Algunos sustratos de CYP2E1
son hidrocarburos aromadticos (benceno, tolueno, xileno, estireno, etc.), hidrocarburos halogenados
(tetracloruro de carbono, tricloroetileno, cloruro de vinilo, etc.), anestésicos halogenados,
alcoholes, nitrosaminas, entre otros; la mayoria son compuestos téxicos reconocidos y muchos de
los cuales se vuelven mds reactivos y, por ende mas peligrosos, cuando son activados por CYP2E1
(Fig. 10) (Vineis et al. 1999; Haufroid et al. 2002).

Mediante analisis de RFLP se han identificado varios polimorfismos en el locus de CYPZE], esta
técnica emplea enzimas de restriccién para la identificacién de variaciones de origen natural
ocasionadas por cambios en un solo par de nucleétidos, o por deleciones o inserciones de uno o
mads pares de nucledtidos (Klug y Cummings, 1999). En la figura 11 se presentan los polimorfismos
que han sido reportados a lo largo de la regién no codificante (una insercién de DNA entre -1270 y



-1676pb, Pst, Rsal, Ddel), en los intrones (Dral y 7agl) y en los exones (//al en el exén 2 y en el
exon 8) del gen de CYP2EI, los cuales han sido estudiados para ver su posible relacién con la
actividad de la enzima (Wu et al. 1997; Nomiyama et al. 2001; Haufroid et al. 2002; Teixera et al.
2004; Ma et al. 2005; Qu et al. 2005). De éstos, los polimorfismos Psd (G-1259C) y Rsal (C-1019T)
localizados en la regién no codificante 5’ del gen (Fig. 11), han sido de los mas estudiados por su
posible efecto en la actividad transcripcional del gen (Hayashi et al. 1991b; Watanabe et al. 1994) o
en la actividad de la enzima (Lucas et al. 1996; Le Marchand et al. 1999). En los ultimos afios la
asociacion de estos polimorfismos con el desarrollo de cincer o alguna enfermedad asociada a la
actividad de CYP2E1 ha sido muy controversial; ya que en algunos estudios se han encontrado
asociaciones positivas entre el alelo mutante de uno o ambos polimorfismos con céncer de
estomago (Gao et al. 2002) o incrementos en la patogénesis (Piao et al. 2003); otros han encontrado
que portar el alelo mutante puede conferir una protecciéon contra el desarrollo de cancer de
pulmon (Persson et al. 1993; Wu et al. 2002), gastrointestinal (Nishimoto et al. 2000), de eséfago
(Tan, et al, 2000) y, otros estudios mas no han encontrado ninguna relacién con cdncer (Wong et
al. 2000) u otra enfermedad relacionada con el consumo de alcohol (Lee et al. 2001b; Vidal et al.
2004).
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Figura 10. Metabolismo del benceno (modificado de Qu et al. 2005).
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Figura 11. Organizacidn estructural y sitios polimdrficos en el gen CYP2E7 de humanos.



Atn asi, dado que ambos polimorfismos han sido asociados, ya sea positiva o negativamente con
varias enfermedades y tipos de cdncer, se han disefiado estudios basados en la identificacién de
biomarcadores de exposicién como metabolitos (Kawamoto et al. 1995; Lee et al. 2001a; Haunfroid
et al. 2002; Fustinoni et al. 2005) o de dafio como aductos (Hong et al. 2000), intercambio de
cromatidas hermanas (Carere et al. 2002; Wong et al. 2003) y microntcleos (Ishikawa et al. 2004;
2006), que permiten conocer su posible relacién con la presencia de los polimorfismos de CYP2E]
y asi deducir el papel que juegan dentro del riesgo a la salud.

Lugar de estudio

El estado de Tlaxcala, México, se encuentra en una situacién de transicién en la que las
actividades rurales estdn siendo sustituidas por actividades industriales. El subito asentamiento de
corredores industriales en medio de una zona poco urbanizada y en donde los sistemas de
alcantarillado no estdn separados de los sistemas municipales de las comunidades ha generado un
deterioro ambiental importante en el aire y en las aguas de los rios Atoyac y Xochiac que corren a
lo largo de la zona. Se han encontrado sustancias quimicas como cloroformo, cloruro de metileno,
indigo, anilina y tolueno, producto de las descargas de las industrias y pequefias lavanderias o
maquiladoras de mezclilla situadas a lo largo de ambos rios, asi como aceites y grasas, ademas de los
residuos organicos de origen doméstico (Tabla 10).

Tabla 10. Compuestns Orginicos Volitiles Téxicos encontrados en el Rio Atoyac (Norma Ambiental).

Agente Caracteristicas ,_Elunmcmégem Norma
quimico amhbiental

Clorurode No se encuenira de forma natural. Se emplea como disolvente Probable carcindgeno No hay
metileno industrial, removedor de pintura y como locién limpiadora de en humanos (IARC, | unanorma
metal. Se evapora flicilmente en el aire y su1 iempo de vida es de grupo 2B)
127 dias.

Cloroformo Se usa en la produccién de olros compuestos y puede fonmarse Probable carcindgeno | Nohay
durante el tratamiento de agua con cloro. Se evapora fiicilmenteen | enbumanocs(IARC, | unanorma

el gire donde permanece durante mucho tiempo. También se filtra grupo 2B}
al agua subterrdnen
Tolueno Esuno de los componentes de aceites y gasolinas. Se usa No, sélo es neurotdxico | No hay
ampliamentes en la produccién de pinturas, laces, adhesivos y y nefrotdxico (IARC, | unanorma
caucho. Se filtra al apua subterrinea. grupo3)
indigoy | Tintesnaturalesy sintétices. Fl vapor de anilina es més pesado que La anilina es No hay

anilinz el gire por lo que puede acumularse en dreas bajas. El vapor es consideradacomoun | unanorma

combustible. La anilina tiene un olor caracteristicoaromdticooa | probable carcinfgeno

aguda. La anilina se absorbe ripidamente después de 1a inhalacién grupo 3)

e ingestiém. La anilina liquida y en vapor es ahsorhids también a
través de la piel, lo que contribuye a una taxicidad sistémica.

Habitantes de poblaciones que se distribuyen a lo largo de los rios Atoyac y Xochiac, han
denunciado la presencia de olores y aire irritantes que afectan los ojos, la garganta y causan dolor
de cabeza, y se ha registrado la aparicion de enfermedades como anemia, puarpura
trombocitopénica y leucemia que los pobladores atribuyen a la contaminacién de los rios, la cual se
observa por las manifestaciones del color azul, rojo o negro del agua y de los olores penetrantes por
tiempos prolongados y de forma cotidiana.



Al mismo tiempo, algunas personas que habitan la regién trabajan en las industrias establecidas en
la zona, que incluyen una planta petroquimica y numerosas industrias maquiladoras de mezclilla.
Las condiciones laborales dentro de algunas de estas industrias constituyen una exposiciéon de
riesgo para la salud, sobre todo en la industria textil, ya que los trabajadores no cuentan con un
equipo de proteccién o de ventilacién adecuados y se encuentran expuestos a pelusa de algodoén y
otras fibras, calor y a vapores de numerosos agentes toxicos, sustancias cloradas, hidréxido de
sodio, indigo y anilina (Tabla 11). En el caso de la petroquimica, ain cuando los trabajadores
cuentan con un equipo de proteccién y atencién médica, se produce metanol, ademds de que la
planta maneja sustancias quimicas tdéxicas como el tolueno y el benceno, éste tultimo un
carcindgeno reconocido, y los trabajadores se quejan de vapores y toxinas que causan malestares y
en ocasiones, intoxicaciones agudas (Morales et al, 2004).

Por otra parte, la agricultura ain se practica en estas poblaciones y los agricultores manejan
pesticidas algunos de los cuales se consideran peligrosos como el paraquat y el 2,4-D, siendo ambos
clastogénicos y, el primero de ellos, clasificado como carcindgeno. Los trabajadores sélo emplean
los pesticidas por temporada, una o dos veces al afio y se protegen usando guantes y botas, pero no
mascaras; ademds, simultdneamente estdn expuestos al sol y a los canales de riego que llevan agua
de los rios Atoyac y Xochiac (Morales et al. 2004; Montero et al. 2006).

Tabla11. Compuestos quimicos txicosnsadosen las indostrizs de |z zons estodiads (Norms Ocupacional}
Indhostriz Comrpuesto Viade Toxicidad Butagenicidat | Cardnogenicidad” | Incorpomackin | ;Regulado

Qufmicn | exposicifin en conrids poruna
mis norma?
probable

respiTatovisg
Hidréoddode | Dérmicae En polves y Ningona Sim informacidn No La
sodio(2) |inhalacién | aerosclesirritalas {IACR, grupo 3) 3
vims respiratoriss. dela EPA
Alrss dosis producen estmblece 2
mflemacifmy mg/mfen el
chetrocciin, hugarde
Exposichin e beia con
cansanlceraci'n de um=
15 fosas nasales e de 8 horas,
Irritacidn en piel 40 hfsemuma
fndigo(3) | Dérmicae | Enpolvo imitapiel, | Mutagénicoen | Sin informacion No No

inhalacién oiulymmhr:n- bacterias (IARC, grupo 3)

compuestos
qmm:fspndm
producirse por su
eslos compuesios
inchryenIa anilina y
el dcido plerico.
Anilina () | Démmcae Produce — No clanificable No La NOM-
inhalacidn | methemnglobi- COMmT cCarcindgeno 010-STPS-
Demiss y Enenis en homenos 1993 =
hemolitica {(IARC, gnupo 5) estublece yn
afeciando rifiones, Himitede 2
corzzin e higado. Ppm en el
Induce cuerpos de hugarde
una jornada
de8h, 40




Tubla 11. Qnimicos téxicos nsados en las fmdusivias de Ia zona estndiade (Nooma Ocnpacionsl) { conifiagi)

Industriz Compossio Viede Toodicided Bintepenicide] | Carcinopenicklad® | Incorpomcién | jRegnlado
mifis T
probuble

Planin Benceno(3) | Inbalsciém |  Exposiciin crfnica Absraciones Induoce lencenia No La NOM-

pebxuimica Cunsm unemin, cromowdmices, | (IARC, propo 1} 010-5TFS-

hemdlisise mricronticlecs, 1595
cromitides limite de
hermanss, 200 ppm en
mtaciénen el Jogar de
genes, afecta la tmbsjocon
moriologis de una jornads
los de8h. 40
espermatoecides h/semana
y In fextifidad
femening.

Tolueno(6) | Dérmica, Nemobéxicoy Micromiicdecse | Probablementeno No La NOM-
inhalacién | nefrotimico. Altos | intercambiode |  cacinégenoen 010-5TPS-
e ingestitn miveles poeden cromtides umencs (IARC, 1993~

canear la moerte. hermanas. grupo 3) establecetn
Hmite de 50
Prmenel
lngarde
tmbajocon
unajormada
de8h. 40
h/semana

Metanol (7) | Dénnicae | La exposicidn crénica|  Teratogénioo (IARC, gropo £} No La NOM-
inhalacién |  conduosn dosis G10-5TPS-

internas peligrosas 1993+
por ecumnlamiento, establecemn
¥ pucde camer Hmitede 2
cegnera y mmerte. Sa Prmenel
metebolimo produce logerde
#cido Bxmico y trab=jocon
formaldehido, que unajomada
también son téxicos. de8h, 40

h/sernana

Agricoftorz | Cuproquety | Démmicae |  Inhaladoprodoce Abermaciones Cincer de piel Se pueden La NOM-

Gramoxona | inhalacién dafioen los comosémices, | (IARC gropol} | contaminar | G10-51PS-
(Paraquat} (8) pulmonesy matacidn de los coltivos 1993*
envenenamiento. La Eenese estableceun
exposicién & intercambio de Hmive de 0.1
FEcpEaciones cromitides mgim*enc
concentradasa travds hesmanas lugarde
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Planteamiento del estudio

La transicién de las actividades econémicas en el estado de Tlaxcala ha provocado un deterioro
ambiental grave en la zona, que ha comenzado a afectar el estado de salud de los habitantes de
comunidades aledafas a los rios Atoyac y Xochiac, los cuales son usados como drenaje de diversos
tipos de residuos, sustancias téxicas y quimicas de las industrias y pequefias lavanderias que se han
instalado en la zona en los tltimos afios.

La contaminacién ambiental y los corredores industriales representan un riesgo para la salud de los
habitantes, en especial por estar relacionadas con enfermedades degenerativas y cancer. En
monitoreos previos, realizados con habitantes de varias de estas comunidades, se determinaron
frecuencias altas de microntcleos, como marcadores de dafio genotoxico en células sanguineas en
comparacién con un grupo control de la Ciudad de México. Se encontrd también que las
frecuencias mas altas de dafio se presentaron en individuos portadores del polimorfismo nulo en el
gen de la enzima glutation transferasa T1 (GS777"0) (Montero y cols, 2006), cuya frecuencia entre
estos pobladores fue del 10%. Otros polimorfismos relevantes en la bioactivacién de compuestos
téxicos en el organismo pudieran también influir en los niveles de dafio genotoéxico. Tales
polimorfismos estdn relacionados con las enzimas del sistema CYP450 cuya funcién es el
metabolismo de sustratos enddgenos y la biotransformacién de compuestos xenobidticos, como los
disolventes encontrados en el ambiente de la zona estudiada.

Numerosos estudios han demostrado que la presencia de polimorfismos en enzimas de CYP450,
pueden estar relacionados con factores que incrementan los riesgos a la salud humana; ya sea
porque su efecto es incrementar la tasa de bioactivacién de un compuesto téxico o por el contrario,
hacer mas lento el funcionamiento de una enzima que lo inactiva. En una poblacién donde estos
polimorfismos se presentan con una frecuencia elevada, se presentara una distribucién de posibles
respuestas individuales al efecto de los compuestos téxicos en la que habrd individuos mas
resistentes a los efectos dafiinos de los compuestos, y en el otro extremo, individuos mas
susceptibles. El conocimiento del posible efecto que tengan dichos polimorfismos en personas
altamente expuestas a sustancias toxicas, como lo son los habitantes de las distintas comunidades
establecidas a lo largo del estado de Tlaxcala, se hace fundamental para comenzar a establecer las
medidas necesarias para controlar y disminuir el riesgo a su salud.

Con base en esta informacion, el presente estudio tuvo como objetivo principal el de buscar una
posible relacion entre la frecuencia de micronucleos, como marcadores de exposicién y de efecto
temprano; y la presencia de tres polimorfismos en dos de las enzimas CYP450 mads relevantes en la
biotransformacién de compuestos téxicos: el polimorfismo Zle-Val en CYPIAI, CYPIAI2C,
(detectable mediante la enzima de restriccién BsrDI) y los polimorfismos dados por las enzimas de
restriccién Rsal y Pstl en la region flanqueante 5’ de la isoforma CYP2E].

El estudio de los polimorfismos de ambas enzimas se basa en el hecho de que se ha reportado la
presencia de diversos VOCs en descargas y afluentes del Rio Atoyac donde destacan
principalmente el cloroformo, el cloruro de metileno y el tolueno, ademas de que la presencia de
las industrias y de la petroquimica son por si mismas una fuente de emisién de PAHs y de VOCs al
aire que rodea a las poblaciones cercanas a ellas.



Hipotesis
1. La frecuencia de los polimorfismos de CYPIAIy CYPZE] se distribuird de forma

similar a las encontradas en otras poblaciones mexicanas.

2. Los individuos que presentan por lo menos un alelo mutante de los polimorfismos de
CYPIAI y/o CYP2ZE] estudiados tendrdn una frecuencia de MN distinta a la que
presentan individuos que no portan estos alelos.

Objetivo general

Determinar si las variantes de los polimorfismos estudiados de CYPIAIy CYPZE] afectan la
frecuencia de MN en habitantes del estado de Tlaxcala.

Objetivos particulares

* Obtener las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos CYPIAI2C y de
Rsal/Pstlen CYPZE] en habitantes del estado de Tlaxcala.

* Conocer si esas frecuencias en los habitantes de Tlaxcala son similares a otras frecuencias
reportadas en poblaciones mexicanas y del mundo.

* Determinar si la variante alélica del polimorfismo CYPIA1°2C influye en la frecuencia de
MN en linfocitos de sangre periférica.

* Determinar si las variantes alélicas de los polimorfismos Rsaly Pst/de CYPZE] influyen en
la frecuencia de MN en linfocitos de sangre periférica.

* Determinar si los polimorfismos combinados de CYPIAI y CYPZE] influyen en la
frecuencia de MN en linfocitos de sangre periférica.



Material y Métodos

Caracteristicas de los donadores

Los donadores fueron seleccionados de un grupo de personas que respondieron un cuestionario
aplicado en nueve comunidades establecidas a lo largo de los rios Atoyac y Xochiac en el estado de
Tlaxcala y distribuidas en 3 regiones (Anexo 1) y que dieron su consentimiento para participar en
el estudio. Las caracteristicas de inclusién fueron: el rango de edad entre los 19 y 80 afios, no
presentar diabetes, cancer o infecciones parasitarias y no tener antecedentes de familiares con
cancer. El grupo incluye agricultores, trabajadores ocupacionalmente expuestos a compuestos
téxicos en las industrias, amas de casa y estudiantes. Los donadores estan constituidos por un grupo
homogéneo de mestizos.

Reactivos

Los oligonucledtidos C53 y OJA10 para CYPIAI los oligonucledtidos CYP2Elrv y CYP2EIFW
para CYPZEI, la TagDNA polimerasa recombinante y los dNTPs para las amplificaciones se
compraron a la compafifa Invitrogen Life Technologies®. Para la digestién del fragmento
amplificado de CYPIAI se empled la enzima de restriccion BsrDI de las empresas BioLabs y
Fermentas, mientras que para la digestion del fragmento amplificado de CYP2E] se emplearon las
enzimas Rsal y Psd de la compaiiia Invitrogen.

Amortiguador de Reaccion MPCRB

Para la amplificacion se preparé un stock del Amortiguador para PCR con una concentracién de
2mM de MgCL: (MPCRB); para ello, se filtraron 2.5mL de TRIS 1M pH=8.3, una vez hecho esto se
disolvieron 12.5mg de BSA (albumina), 250mg de Ficol y 2.02mg de Rojo Cresol en 2.5mL de H20
y en el TRIS filtrado. Una vez disueltos se adicioné 200uL de MgCl: 500 mM y se resuspendid
agitando en vdrtex. El stock se separd en alicuotas de 1mL en tubos limpios y estériles y cada uno
se etiqueto como MPCRB.

Oligonucleodtidos

Los oligonucleétidos para la amplificaciéon del fragmento de CYPIA I fueron C53 con la secuencia 5°
GAA AGG CTG GGT CCA CCC TCT 3’ y OJA 10 con la secuencia 5° TCA GAG GCC TAA GGA CCT
CCT AAC C 3’; el primero fue tomado de Hirvonen y cols. (1992) y el segundo fue disefiado por el
Dr. Rafael Camacho (Araujo, 2004; Montero et al. 2007). Los oligonucledtidos que se emplearon
para la amplificacién del fragmento CYP2E] fueron CYP2EIFW con la secuencia 5° CCA GTC GAG
TCT ACA TTG TCA 3’ y CYP2E1rv con la secuencia 5° TCC ATT CTG TCT TCT AAC TGG 3’ tomados
de Hayashi y cols. (1991b).

Extraccion de DNA

De cada individuo se emplearon 500 pL de sangre periférica para extraer el DNA utilizando un Kit
de BIO-RAD Aqua Pure Genomic DNA; se siguieron las instrucciones del fabricante y se utiliz
RNAsa.



Amplificacion de un fragmento de la region no codificante 5’ de CYP2EL1

Se amplificaron 102 muestras de los donadores para CYPZE]. Para cada muestra se preparé una
mezcla de la siguiente forma: 14 pL de agua destilada libre de DNAsas y RNAsas, 3 uL del DNA
purificado, 2 pL de dNTPs (1.6mM), 1 pL del oligonucleétido CYP2E1IFW(0.2uM), 1 pL del
oligonucleétido CYP2E1rv (0.2 uM), 1.5 pL de la enzima Taq Polimerasa Recombinante (2.5U) y
2.5 pL de amortiguador MPCRB (2mM de MgClz) obteniendo un volumen total de 25 pL. La
amplificacién del fragmento de la regién no codificante 5° de CYPZE] se llevé a cabo en un
Mastercycler® gradient 5331 de Eppendorf Scientific, Inc. El programa de PCR fue de 30 ciclos,
iniciando con un primer paso a una temperatura de 94°C por 3 minutos y ciclos de 30 segundos
94°C, 30 segundos 56°C y 30 segundos a 72°C; al finalizar los ciclos se dejé 3 minutos de extensién
a 72°C. El producto de la amplificacién por PCR es un fragmento de 410pb que correspondiente a
una parte de la regién flanqueante 5’ de CYPZE]y que contiene los sitios polimérficos para Psd y
Rsal (ver Fig. R-1 de la seccién de resultados). Para corroborar la amplificacién del producto de
PCR del gen se tomaron 5uL del producto y se corrieron en una electroforesis en un gel de agarosa
al 1% durante 45 minutos a 85 volts; para visualizar los fragmentos se utiliz6 tincién con bromuro
de etidio y luz ultravioleta. Cada imagen fue documentada.

Determinacién de los polimorfismos de CYP2E1 dados por las enzimas
de restriccion Rsal y Pstl

Para conocer la presencia de cada polimorfismo se dividié el producto de PCR tomando 10 pL para
determinar el polimorfismo dado por la enzima de restricciéon Rsal y 10 pL para determinar el
dado por la enzima de restriccién Psd. Para cada caso, a los 10 pL. de producto se les adiciond 1.5
pL de amortiguador de reaccién REact® (1X del volumen final), 3.4 pL de agua destilada libre de
DNAsas y RNAsas y 0.1 pL de la enzima de restriccién correspondiente (1U de Rsal o Psd). Cada
tubo se sell6 con Parafilm y se dejaron de 20 a 24 horas a 37°C en la estufa. El producto de
digestion se corrid en un gel de agarosa al 3% durante 45 minutos a 90 volts, el cual se tifi6 con
bromuro de etidio. La presencia/ausencia del polimorfismo dada por la enzima de restriccidén Pstl
se determiné de la siguiente manera: el homocigoto nativo (Psf-) presenté una banda de 410pb; el
homocigoto mutante (Pst +) present6 dos bandas, una de 290pb y una de 120pb, y el heterocigoto
(Psd-/Pst +) presentd tres bandas, una de 410pb, una de 290pb y otra de 120pb (ver Fig. R-2 de la
seccion de Resultados); mientras que la presencia/ausencia del polimorfismo dada por la enzima de
restricciéon Rsal se determiné de la siguiente forma: el homocigoto nativo (Rsal+) present6 dos
bandas, una de 360pb y otra de 50pb; el homocigoto mutante (XRsal-) present6 una banda de 410pb,
y el heterocigoto (Rsal+/Rsal-) presentd tres bandas, una de 410pb, una de 360pb y una de 50pb
(ver Fig. R-3 de la seccién de resultados). Los fragmentos se observaron con una lampara de luz
ultravioleta y cada gel fue documentado.

Amplificacion de un fragmento que contiene el exdon 7 de CYP1Al

Se amplificaron muestras de 101 donadores para determinar el genotipo de CYPIA1"2Cy para ello
se preparo la siguiente mezcla: se agregaron 16.5 pL de agua destilada libre de DNAsas y RNAsas, 1
pL del DNA purificado, 1.5 pL. de dNTPs (1.2mM), 1 pL del oligonucleétido C53 (0.2 uM), 1 pL del
oligonucleétido OJA 10 (0.2uM), 1.5 pL de la enzima Taq Polimerasa Recombinante (2.5U) y 2.5
pL de amortiguador MPCRB obteniendo un volumen total de 25 pL. Las amplificaciones se
llevaron a cabo en el mismo termociclador que se us6 para amplificar CYPZE]. El programa de
PCR consistié en 30 ciclos con una desnaturalizacién inicial a 94°C por 3 minutos; cada ciclo
consistié en 30 segundos de desnaturalizaciéon a 94°C, 30 segundos de alineacién a 60°C y 45



segundos de extensidn a 72°C; al finalizar los ciclos se dejé 3 minutos de extensiéon a 72°C. La
amplificacién del producto de PCR se comprobd corriendo 5uL de cada producto en un gel de
agarosa al 1.5% durante 45 minutos a 85volts. El producto de digestién se corriéd en un gel de
agarosa al 3% durante 45 minutos a 90V. El producto de la amplificacién es un fragmento de 760pb
que incluye parte de los intrones 7 y 8 y el exén 7 donde se encuentra el polimorfismo CYPIA12C
(ver Fig. R-4 de la seccién de resultados) y para visualizar los fragmentos se utilizé tincién con
bromuro de etidio y luz ultravioleta documentando cada gel.

Determinacién del polimorfismo lle/Val

Para determinar la presencia del polimorfismo //e/ Val/ en CYPIAI se tomaron 10 pL del producto
de PCR y se les adiciond 1.5 pL de amortiguador R+, 0.2 uL de la enzima de restriccién BsrDI (1U)
y 3.3 uL de H20O para llevarlo a un volumen final de 15 pL. Cada tubo se sell6 con Parafilm y se
pusieron a digerir a una temperatura de 65°C en un termoblock Multi-Blok Heater No. 2093 de
Lab-Line Instruments, Inc. durante 20-24 horas. Una vez digerido el producto, se determiné la
presencia del polimorfismo dado por la enzima de restriccién Bs/DI como a continuacién se
describe: el homocigoto nativo (//e-le) presentd tres bandas, una de 421pb, una de 253pb y otra de
46pb; el homocigoto mutante (Va/-Val) present6 dos bandas una de 714pb y otra de 46pb, y el
heterocigoto (/le-Val) presentd cuatro bandas, una de 714pb, una de 461pb, una de 253pb y la
ultima de 46pb (ver Fig. R-5 de la seccién de resultados). Para visualizar los fragmentos se utilizé
tincién con bromuro de etidio y una ldmpara de luz ultravioleta. Cada imagen fue documentada.

Obtencion de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos

* Las frecuencias genotipicas para cada polimorfismo se calcularon de acuerdo a las siguientes
férmulas:

p? = no. de homocigotos nativos / no. total de individuos
2pq = no. de heterocigotos / no. total de individuos

@% = no. de homocigotos mutantes / no. total de individuos

* Las frecuencias alélicas para cada polimorfismo se calcularon con las siguientes férmulas:
p(A)=[p?+Y2(2pq)]/ p? + 2pq + g% donde A es el alelo nativo
q (B) =[Y2 (2pq) + q%] / p* + 2pq + g2 donde B es el alelo mutante

* Para calcular el equilibrio de H-W se emple¢ la siguiente férmula:

x? =X (0 — e)? / e, donde o son los observados y e son los esperados, y el valor obtenido se
compard con tablas de x2.

Analisis de MN

El andlisis de micronucleos se llevd a cabo previamente y fueron reportados en Montero y cols.
(2006); los datos se tomaron para buscar la correlacién con los polimorfismos estudiados. La técnica
empleada para la identificacién de MN se presenta en el Anexo 2.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se emplearon los programas Microsoft Excel y Stata 5.



Resultados

1. Determinacion de los genotipos para los polimorfismos Pstl y Rsal de
CYP2E1

Una vez que se comprobd que el producto de la amplificacién por PCR era un fragmento de 410pb
(Fig. R-1), para cada muestra se determind el genotipo para los polimorfismos Psd y Rsal
corroborando que, para el caso del polimorfismo Pst, el homocigoto nativo presentara s6lo una
banda de 410pb, el homocigoto mutante dos bandas, una de 290pb y otra de 120pb, y el
heterocigoto tres bandas, una de 410pb, una de 290pb y otra de 120pb (Fig. R-2). Para el caso del
polimorfismo Rsal, se comprobd que el homocigoto nativo presentara dos bandas, una de 360pb y
otra de 50pb, que el homocigoto nativo presentara una banda de 410pb y que el heterocigoto
mostrara tres bandas, una de 410pb, otra de 360pb y la tultima de 50pb (Fig. R-3).

Marcador
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Figura R-1. Amplificacién de un fragmento de la regién
no codificente 5 de CYFP2EL productn de PCR
correspondi6a un fragmentode 410 pb.

Figrna R-2. Digestifn del fragmento Figura R-3 Digestibm del frapmento
amplificado de CYPZEI con la enzimz de amplifimade de C¥PZ2Ef con Ia enzima de
restriccién PoA. Se obtienen 3 genotipos: N — restriccién Red. Se obtienen 3 genotipos: N —
homocigote nativec cl/cl (linea 2), H - homocipoto nativee clfcl (iines 2), H —
heterocigotre c1/c2? (linea 3}, M — homocigoto heterocigoto: clfc? (linem 3), M -

mutante: c2/c2 (linea 1}. homoocigoto mutante: €2/c2 (linea 1).



2. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos Pstl y Rsal
de CYP2E1

De los 102 genotipos analizados se obtuvo que, para el polimorfismo Psd, 59 son homocigotos
nativos (cl/cl), 28 heterocigotos (c1/c2) y 5 homocigotos mutantes (c2/c2) dando una frecuencia
genotipica del 57.84%, 37.25% y 4.90% respectivamente (Tabla R-1); mientras que, para el
polimorfismo Rsal, se encontrd que 41 son homocigotos nativos (c1/c1), 56 heterocigotos (c1/c2) y
5 homocigotos mutantes (c2/c2) obteniendo una frecuencia genotipica del 40.20%, 54.90% vy
490% respectivamente (Tabla R-2). Las frecuencias alélicas se calcularon a partir de las
frecuencias genotipicas de cada polimorfismo obteniendo para Psd un valor de c1 =0.76471 y c2 =
0.23529 y, para Rsal, c1 = 0.67647 y c2 = 0.32353 (Tabla R-3).

Tabla R-1. Frecoencizs genotipices del Tahla R-2. Frecnencias penotfpicas del polimorfismo
Estado de Tlaxcala, México. México.
Polimorfisme Pl Frec. Pomcent.  Acum. Polimarfisme Rl Frec. Pomcent  Acom.
cl/cl 5% 57.84 57.84 clfcl 41 £0.20 402
clic2 3B 37.5 95.1 clfc2 56 54.90 95.1
c2/c2 5 490 100 c2fc2 5 490 100
Total 102  100.00 Total 102 100.00
Polimorfiema Anf: c1/c] — hamocigoin mative; £1/c2 — Polimorfiomo Redl: €1/c] — homocignto native; €1/c2 — heterocigoto;
heteracigning €2/e2 — homocigoto mutamte. c2/c2 — bomocigoto mutante.

Para conocer si las frecuencias genotipicas de ambos polimorfismos se encuentran en el equilibrio
de Hardy-Weinberg, se aplicé por separado la prueba de ji-cuadrada en donde se obtuvo para el
polimorfismo Psd una X? = 0.1261 y para el polimorfismo Rsal una X? = 6.5964; al comparar cada
uno de los valores con la X? de tablas, cuyo valor es de 3.841 con una o = 0.05 y 1 GL, se observo
que solo el polimorfismo Psd se encuentra en equilibrio al tener una X? calculada menor a la de
tablas.

Tabla R-3. Frecuencias aldicas de los polimorfismos
Pol y Real de CYP2E] y CYPIATIZ( en hahitantes

del Estado de Tlaxcala, México.
Fremencias alflicas
Polimorfismo cl c2 N
Pail 0.76471 0.23529 102
Heal 0.67647 0.32353 102
e Val
CYPIA ] 0.42574 0.57426 101

Polimosfizmo Pl €] — alelo native; c2 — alelo mutanie.
Polimocftamo Rsal: ¢l —alkelo netivo: ¢2 — aldo mutame.
Polimocfiomo CYPIAIA fie — alelo nativeg Val— zlelo mutante.

Dado que la presencia del heterocigoto de Rsal fue mayor que la del heterocigoto de Psd, se
obtuvieron las frecuencias de ambos genotipos combinados (Pst/Rsal), observando que 18 de ellos
presentaron la combinacién homocigoto nativo para Psd y heterocigoto para Rsal (Tabla R-4), por



lo que, para conocer si ambos polimorfismos se encontraban ligados, se determinaron los
haplotipos y sus frecuencias mediante el método descrito por Hayashi y cols. (1991b) (Tabla R-4)
para posteriormente calcular la frecuencia del ligamiento con la siguiente férmula: p (al;a2) = £
(al:a2)/f(al), en donde p (al;a2) = probabilidad del ligamiento del alelo 1 (al) con el alelo 2 (a2); £
(al;a2) = frecuencia de los alelos 1 y 2, y f(al) = frecuencia del alelo 1. Para el caso de nuestro
estudio, dado que los alelos de ambos polimorfismos llevan el mismo nombre, la nomenclatura se
manejara de la siguiente forma: ¢/ y c¢Z representan al alelo nativo y al alelo mutante,
respectivamente, del polimorfismo Psd, y cl y c2 representan al alelo nativo y al alelo mutante,
respectivamente, del polimorfismo Rsal. Asi, se obtuvo que p (cZicl) =1, p(cl;c2) = 0, p (cZcl) =
0, p(c2c2)=1; p(cl;cl) =0.842, p(cl;c2) = 0.158, p(c2;cl) =0y p(c2;c2) = 1.

Los valores anteriores demuestran un grado de ligamiento, por lo que se buscé cuantificar el valor
del desequilibrio de enlace como se reportd previamente en poblaciones japonesas (Watanabe et al.
1990; Hayashi et al. 1991a). Para ello, se utilizaron las frecuencias de los haplotipos calculadas en la
tabla 4 para la férmula A = h — pip2 (Vogel y Motulsky, 1997) en donde:

A = desviacién del equilibrio de enlace
h = frecuencia del haplotipo clc/ (el alelo c1 de Rsal en combinacién con el alelo c7 de Psd)
pip2 = frecuencias de los alelos c1c/ combinados considerando una libre recombinacién

Con lo anterior se encontrd que la desviacién del equilibrio de enlace de los alelos cZ-cl fue de
0.1632.

Tabla BE-4. Precuencias de los genotipos y haplotipos de Psfl- Bl y Rsal-Psrl.

Polimorfismn Polimorfismo
Pl BEd N Frec. Read P N Frec.
Genotipo cliel clfel 41 04019 cliel clel 41 040196
clel clfc2 18 017647 cliel clie? 0 0
clel clic2 ¢ 0 cliel 242 0 0
cl? clicl ¢ a clic2 clel 18 0.17647
clie? clfe2 38 037255 clie2 cle? 38 0.37255
clie? c2fc2 4 [{] clie2 242 0 0
c2e2 clicl ¢ ] clicl  cikl 0 0
ce2 clic2 a g clic2 clie2 0 0
c24? 22 5 0.04902 22 247 5 0.04902
Frec. Frec.
Pafl — Raal estimada | Pegl  Pef estimade
Haplotipo | ecf-cl 0.64 cl-ci? 063
ci—c2 0.12 cl-2 0
c2—cl g c2-¢cl 0
c2—c2 024 2 -2 032

Polimorfismo £54: c¥/cl— homodigoto native; c/c2— heterocigotn; ¥e2— homacignto munante.
Polimorfismo Rsd: €1/c] — hamacigoto native; ¢1/c2 — heterocigoto; c2/c2 — homocigoto mutante.

Aunado a esto, se decidié organizar los genotipos de ambos polimorfismos en dos grupos para el
andlisis estadistico con MN, dado que se observé una baja frecuencia de homocigotos mutantes, se
agruparon en un primer bloque a individuos que no portaban ninguno de los alelos mutantes
(homocigotos nativos) y en el segundo grupo se ubicaron a individuos que portan uno, o dos alelos
mutantes (heterocigotos y homocigotos mutantes). Las nuevas frecuencias obtenidas se muestran



en la tabla R-5 para el polimorfismo Psd y en la tabla R-6 para el polimorfismo Rsal. Por otra
parte, dado que la presencia de Rsal fue mayor, se obtuvo la frecuencia de Pst y Rsal combinados
tanto por genotipos (Tabla R-7) como por la presencia/ausencia de los alelos mutantes (Tabla R-8).

Tahla R-5. Frecuenciss de los portadores
del alelo mutente B de CYPEZES en
habitantes del Estado de Tlaxcala, México.

Tabla R-6. Frecuencias de los portadores
del alelo mutante Rell de CYP2E] en
habitantes del Estado de Tlaxcala, México.

Polimorfismo Polimorfismn
Pl Frec. Porcent Acum Real Prec. Porcent. Acom.
Nat 59 5784 5784 Nat 41 40.2
Het/Mut 43 42.16 100 Het/Mut 61 100
Total 102 100 Toml 102

Nat— no porta ls nmiscifn; Het/Mut — ports una o

dos alelos nnrmrtes.

Nat —no porta In mmuiscién; Het/Mat — porta mno o
dos alelos mumtes.

Tabla R-7. Frecmencias genntipicas de los polimofrismos Ped y Beal
combinadosde CYP2E]en habitantes del Estado de Tlaxcala, México.

Polimorfismn Kl
Polimarfismno Pl cl/cl clfc2? cc2 Total
clicl| 41(40209) 18(17.65%) 0(0.00%) 59(57.859%6)
cliez| 0 (0.0006) 38(3725%) 0(0.00%) 38(37.25%)
cZcZ| © (0009} O (COD%) S(490%) 5 (49%)
Total| 41(40.2006) 56 (54.90%) 5(4.90%) 102 (1009%)

Polimorfisma £54: el cf — bomocigota native; £/ c2— heterocignin; «2'c2— homocignto mutante.
Polimorfismo Kel: l/e] —homocigoto native; el/e2 — haterocigoto; €2/e2 — homosigoto mutante.

Tabla R-8. Frecuencias de los portadores de alelos mutamtes Pef —
Real combinadns de CYP2E] en hshitantes del Estado de

Tlaxcala, M éxico.
Polimocksms Polimorfismo sl
Pl Nat Het/Mut Total
Nat 41 (40.2%6) 18 {17.65%) 59 (57.85%)
Total 41{40.29%) 61 (59.81%) 102 (10096)

MNati- no porta la mutacién; Het/Mhn — porta 1o o dos alelos rmnanies.

3. Determinacion de los genotipos para el polimorfismo CYP1A1*2C

Cuando se comprobé que el producto de la amplificacién era un fragmento de 760 pb (Fig. R-4), se
determind el genotipo de cada muestra del polimorfismo CYPIAI"2C corroborando que el
homocigoto nativo presentara tres bandas, una de 421pb, una de 235pb y la tltima de 46pb; que el
homocigoto mutante presentara sélo dos bandas, una de 714pb y otra de 46pb y que el
heterocigoto presentara cuatro bandas, una de 714pb, una de 461pb, una de 253pb y otra de 46pb
(Fig. R-5).
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Figora R-4. Amplificacién de on fragmento de CYPIAT
que inchrye una parte de los intrones 7y By el emin 7. El

producto de PCR correspondié a un frapmento de 760 pb.

Figurs R-5. Digestifm del fragmentn de CYPIAT con
la enzima de restriccibn HeDL Se obtienen 3
genotipos: N — homocigoto native: Jeflke (liness 1 y
2), H — heterocipoto: Ilo/Val (lines 4), M -
homocigoto mutante: VaF VaKlines 3).

4. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo CYP1A1*2C

De 101 muestras analizadas se identificaron 13 individuos con el genotipo de homocigotos nativos
(le/Ile), 60 heterocigotos (/le/ Val) y 28 homocigotos mutantes (Va/Val) y cuyas frecuencias
genotipicas obtenidas fueron de 12.87%, 59.41% y 27.72% respectivamente (Tabla R-9). Las
frecuencias alélicas obtenidas mediante las frecuencias genotipicas dieron valores de /e = 0.42574
y Val=0.57426 (Tabla R-3).

Se aplicé la prueba de ji-cuadrada para conocer si los genotipos del polimorfismo CYPIA1"2C se
encuentran en el equilibrio de Hardy-Weinberg encontrando una X? = 4.6659 que, comparada con
la X? de tablas, indica que la poblacidn no se encuentra en equilibrio para este polimorfismo.

Igual que en el caso de los polimorfismos de CYP2E], para el andlisis estadistico se organizaron los
genotipos de CYPIA1°2C en dos grupos teniendo en el primero a individuos que no portan el alelo
mutante (homocigotos nativos) y en el segundo a aquéllos que portan uno o ambos alelos mutantes
(heterocigotos y homocigotos mutantes), las frecuencias obtenidas se presentan en la tabla R-10.

Tabla R-9. Frecuencias genotipicas del Tabla R 10. Frecuencias de Ins portadores
polimorfismo CYPIAIZC en habitentes del del alelo L CYPIAIZC en
Estado de Tlaxcala, México. habitantes del Estado de Tlaxcals, México.
CYPIATZ2C) Frec. Porcent Acnm. Polt P
Be/Tle 13 12.87 12.87 CYPIAFAC Frec. Porcent. Acom.
Iie/Va 60 59.41 28 Nat 13 1287 1287
Val/Vi 2% MR 100 Het/Mut| 88 8713 100
Toml] 101 100.00 Toml| 101 100
Polimorfismo GFPIAG He/lke- homocigoto nativo; Nat—no ports ls mstscién; Het/Mut — pors uno o

Hey'Val — heterocignto; Val/Val— homocigoto mutante. i ellclos mintanbos.



5. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos Rsal de CYP2El y
CYP1A1*2C combinados.

Para conocer si existe alguna influencia de los polimorfismos combinados de CYPZEly CYPIAI
sobre la frecuencia de MN, se calcularon las frecuencias genotipicas combinadas de ambos
polimorfismos, Rsal y CYPIA1°2C. Esta decisién se tom6 debido a que de los dos polimorfismos de
CYPZE] que se estudiaron, Rsal ha sido relacionado con cambios en la actividad transcripcional
del RNA mensajero y/o actividad de la enzima, lo que no sucede con Ps:d (Watanabe et al. 1994; Le
Marchand et al. 1999). El calculo de las frecuencias se obtuvo a partir de un total de 100 individuos
y se observé que la combinacién heterocigota para Rsal y heterocigota para CYPIA1"2C presentd
la mayor frecuencia con 31 individuos (31%), seguida por la combinacién nativa para Rsal y
heterocigoto para CYP1A1*2C con 26 individuos (26%); el resto de los datos se muestran en la
tabla R-11.

Tabla R-11. Frecuencizs genoifpicas de los polimorfismos
combinados Bl de CYFPZEl'y CYPIAIZC en habitamtes del Estado
de Tlexcala, Méxion,

Polimorfismo CYPIATIZC
Polimorftsmo Bssl Ie/T= Te/Val Val/Val Total
clicl 5 (5%) 26(26%%) 9 {9%) 40 (40%)
cve2| 7 () 31(319%) 17(17%)  55(55%)
c2/c2 1 (19%) 2 (%) 2 {2%) 5 (3%)
Toml| 13(139%6) 59(59%) 28(28%) 100 (100%)
Polimorfismo Rsmi: e1/c1 — homosigoto native; c1/e2 — heterocigot; €22 — bamocigoio

mutante. Polimorfisme CYPIALIAT Ho'fke — bomodigoto nativo; fky'Val — beterocigota;
Va¥/'Vai— homocigown mumante,

Para el andlisis estadistico con MN, se agruparon los portadores de uno o ambos alelos mutantes en
un solo grupo, al igual que en los casos anteriores, y al final se obtuvieron cuatro combinaciones
que se presentan en la tabla R-12.

Tebla R-12. Frecuencizs de los portadores de les

mmuiaciones combinados Bedl de CYPZETy CYPIAI'AC
en habitantes del Estado de Tlaxcala, Méxion.

Hxal Nat Het/Mut Total

Nat 5 (59%) 35(3596) 40 (40%)

Het/Mut 8 (B%) 52(529) 60 (60%)

Total 13 (13%) 87(8796)} 100 (100%)

Nat — no poriz la mutacién; Het/Mut — porta uno o dos alelos oroanies.

6. Correlacion entre la frecuencia de MN y los polimorfismos de CYP2E1
y CYP1Al

Se analizé si existe alguna correlacién entre el genotipo de CYPIAIy/o de CYPZE1y la frecuencia
de dafio en forma de micronucleos. Para el analisis se utilizaron los datos previamente obtenidos
del estudio de MN en linfocitos de sangre periférica: a) frecuencia de células con MN, b)
frecuencia de células con mas de un MN (>1MN) y c) total de MN (Montero et al. 2006). Se aplic6



una prueba de regresiéon robusta en la que se compard cada tipo de dafio contra el genotipo
presentado para CYPIAI, CYPZE] y los dos combinados; alternativamente se compard cada
categoria de la frecuencia de MN contra la presencia o ausencia del alelo mutante de cada gen.

De todas las combinaciones analizadas para las tres categorias de frecuencias de MN vs. frecuencias
polimérficas, sélo la categoria de células >1MN mostrd valores significativos en relacién con los
polimorfismos estudiados, por lo que sdlo se presentaran esos datos (ver Anexo 3). Hay que hacer
notar que la frecuencia de células que muestran mas de un microntcleo es normalmente baja; en el
estudio realizado por Montero y cols, 2006, un grupo de referencia de habitantes de la ciudad de
México mostrd una frecuencia cero de estas células, mientras que en nuestro grupo de estudio un
tercio de los donadores mostraron este tipo de células.

6.1 Correlacién entre la frecuencia de células >1MN y los polimorfismos Psd y Rsal de CYP2E1

En el andlisis de regresion robusta se encontrd una correlacion significativa entre la presencia de
los genotipos c1/c2 y c2/c2 del polimorfismo Rsal (Tabla R-13) y una menor frecuencia de dafio
genotdxico, esto con una p < 0.05.

Tabla RB-13. Frecoencia de cflulas com mis de mm
micronticles (ofiulas >IMN} en relackm con el
polimorfismo Esalde CYP2EL
Polimorksmo Cénlas con > 1MN
Rl Media Desv. Estémidar Frec.
cl/cl 25264706 28011155 34
cljc2 1474359 31527521 39
22 0 0 3
Total 18868421 29838383 76

Polimorfismo Rel: cl/cl —homorigoin nativo: c1/c2 — beteracigoin: £2/e2 —
homacignto munsnte. Prochs: Regresién robusta, P< 0.05, Coef. = -
D.1345679.

Cuando se analiz6 el polimorfismo Psd, aunque se vio la misma tendencia, no se encontré una
correlacién significativa; no obstante, como se aprecia en las tablas R-13 y R-14, los genotipos
cl/cl de ambos polimorfismos muestran mayor frecuencia de células con mas de 1 MN. No es de
extrafiar que al analizar los polimorfismos combinados, se haya encontrado que los individuos
portadores del alelo c1, muestren mayor dafio que los homocigotos c2/c2 (Tabla R-15), p < 0.05.

Tabla R-14 Frecpencia de cflules con mis de wm
micromicleo (cfinlas >1MN) en Jos genotipos de Pl de

CYP2K].
Polimarfisms Célules con >1MN
Pl Media Desv. Estiimdar Frec.
clicl 0.2 0.26990646 45
cllc? 0.155 0.34869598 28
eHc? 0 1] 3
Total 0.18868421 029838383 76

Polimorfismo Al o cf— homocigoin mative; o e2— hetevocigoio



Tabla R-15. Frecuencia de cfiulas con miis de un micromiclen (células
>1MN} en relaciin con los polimorfismos P y A combinados de

CYPZEL
Polimorfismus Podl y Rsal Célatas con >IMN

c¥el; clicl 25264706 28011155 34

clcLclie2| 1281818 076314 1

clieZ; clic2 155 34869598 2

cXeZ; cdied 0 0 3

Towl| 18868421 29638383 76

Polimorfismo Psd: e¥fcf —homocigow native; cff e2— beteracignta; 22 e2— homocigotn
mutante. Polimorfismo Rel: cl/e] — hompcigotn netive; cl/e2 — heterocigoto; £2/e2 —
homocigoin mumte. Proche: Regresitur robusts, < (.05, Coef. = -BO799%098

Al agrupar a los portadores del alelo c2 de cada polimorfismo, en su forma homocigota o
heterocigota, se encontrd una diferencia significativa en la frecuencia de células con mas de 1 MN,
siendo mayor en los portadores del alelo nativo en su forma homocigota (Tablas R-16 y R-17).

Tebla R-16. Frecuencia de ofinles con més de un Tabla R-17. Frecuencia de células con mds de vn
micromiclen {(oflnlas >1MN} en relacién con los micromicles {células >1MN) en relacidn con los
poriadores de la mstacién Pl de CYP2EL portadores de la mutaciin Fol de CYP2ET,
Polimarfisme Célnlas con >1MN Palimorfismo Célnlas con >1MN
Nat 26990646 45 Nat| 25264706 28011155 M
Het/mmt 1 33406586 31 Het/Mut| 13690476 0589722 42
Total | 18868421 29838383 76 Toml| .18868421 Z983AB3IR3 76
Nat — no porta [a mutacidn; het/mut — porta uno o dos alelos Nat — no porta le mmacién; Hes/Mut — ports uno o dos alelos
mutantes. Prucbe: Regresife robusta, P« 0.05, Coel. — -0L1401426. mutanies. Procha: Regresién robmsta, P< (.05, Coef, = -0.1587289,

6.2 Correlacién entre la frecuencia de células >1MN y el polimorfismo CYPIA1°2C

Como se menciond en el inicio de este punto, de todas las combinaciones analizadas para las tres
categorias de frecuencias de MN vs. frecuencias polimérficas, sélo la categoria de células >1MN
mostrd valores significativos con relacién a los polimorfismos estudiados y por ello se presentan
sélo esos resultados.

Sin embargo, a diferencia de los polimorfismos de CYPZE], en donde la categoria de células con
mds de un micronucleo (células >1MN) presentd valores significativos con la prueba de regresién
robusta, no se encontré una correlacién significativa entre la frecuencia de células >1MN y el
polimorfismo 2C’'de CYPIAI; como se ve en las tablas R-19 y R-20, la frecuencia de células >1MN
es muy similar entre los tres genotipos y entre portadores y no portadores del alelo mutante
CYPIAI1"2C, respectivamente.



Tabla R-18. Frecuencia de célalas con més de nm
micromiiclen (cdulas >1MN) en relackin con el

polimorfieme CYPIA I
Paolimarfismn Célules com > IMN
CYPIAIC Medin Desv. Estimdar Frec.
e/l 0.183 0.33731126 10

HeyVal| 0.19727273
Val/Val| 0.19809524
Total 0.1956

0.30586031 44
028054623 21
029915756 75

Palimorfisms CYIAVAC fefflr — homocigoto nativog
He/'Val — hererocigoto; Val/Val — homocigoto muismite.
Sin Incitn senificar

Tabla R-19. Frecuencia de cflulas con miés de un
micromficles (cflules >1MN) er relacidn con los
portadores de la mutacién CYPIAT2C
Céinlas con »>1MN

Polimorfizmo
CYPIAIAC Media Desv.Estindar Frec.
Nat 0.183 0.33731126 10

Het/Mut | 0.19753846 0.29571962 65
Total 0.1956 029915756 [

6.3 Correlacién entre la frecuencia de células >IMN vy los polimorfismos combinados Rsal de

CYP2Ely CYPIAI2C

A pesar de que no hubo una correlacién significativa entre la frecuencia de células >1MN con

relacién al polimorfismo CYPIA1°2C, al aplicar la prueba de regresién robusta para determinar

una posible asociacién entre los polimorfismos Rsal y CYPIA12Cy la frecuencia de células >1MN
se encontrd que los portadores de los genotipos nativos (o ausencia del alelo mutante) para ambas
enzimas tuvieron una mayor frecuencia de células >1MN en comparaciéon con las otras

combinaciones de los polimorfismos, p < 0.05 (Tablas R-21 y R-22).

Tabla R-20. Frecnencie de ofiulas con mds de un
micromicleo (cflolas >1MN} en relaciim com Ios
polimorfismos Real de CYPZEI y CYPIAIZC
combinados,

Polimorfismos Rsal de Célulss con >1MN
CYPZEly CYPIAI'ZC Desv.
camhinadns Medin Estimiar Frec.

clfcl; e/lle AS575 4170032 4
clfcl; Be/Val| 20714286 24749026 21
cl/cl; Val/Val| S0125 27992027 8

clic?; Be/ile 1] (] 5
clfc?; fie/Val 2 37696852 0
clfc2; Val/Val| .13461538 27204826 13
c2/c2; He/fle 4] a 1
2/c2; He/'Val o (4] 2
c2fc2; Val/Val| 14 ] 0

Tabla R-21. Frecoencia de cflolas con més de mm
micronicden (cflulas >1MN) en relacién con los
portadores de las mutaciones combinadas Rel de
CYPZEly CYPIAT'C

Polimorfismos Rsal de Céluks con>1MN
CYP2ETy CYPIAI'ZC) Desv.
Nat; Nat 4575 4170032 4

Nat; Het/Mut | 23310345 2552884 2
Het/Mut ; Nat 0 H 6
Het/Mut ; Het/Muot | .16428571 32894918 35

Totl | 19378378 30078301 74

0.05, Coef. = -0.0410251.

Nzt — no porta In vnutacidn; Hey/Mur — parta unmo o dos alelos
mubmtes. Proche: Regresifur robusta, #< 03.05, Coef. = -N1.0751246.



Discusion

Para tratar los resultados obtenidos en este trabajo se decidié manejar la informacion en dos partes
principales con base en los objetivos del mismo. La primera de ellas se concentra en las frecuencias
obtenidas de los polimorfismos estudiados de CYP2E] y CYPIAI y su comparacién con las
frecuencias encontradas en otras poblaciones Mexicanas y del mundo, mientras que la segunda
parte se centra en la posible influencia que pudieran tener estos polimorfismos en la frecuencia de
micronucleos en células de sangre periférica en nuestra poblacién de estudio.

Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos Pstl y Rsal de
CYP2E1ly del polimorfismo CYP1A1*2C en mestizos de Tlaxcala.

1. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos Psd y Rsal de CYP2E1

Inicialmente, los polimorfismos Psd y Rsal de CYPZE] fueron encontrados por el grupo de
Watanabe y cols. (1990) en una poblacién Japonesa reportando una frecuencia alélica de 0.193
para ambos alelos mutantes. Estudios posteriores reportan que en poblaciones asidticas, la
frecuencia de ambos polimorfismos varia de entre 0.15 y 0.24 (Tabla D-1), con excepcién de dos
poblaciones chinas en donde se reportan valores de frecuencia de 0.075 (Piao et al. 2003) y en otro
estudio de 0.30 (Tan et al. 2000). Sin embargo, en comparacién con las frecuencias encontradas en
asidticos, se ha reportado que en poblaciones caucasicas la frecuencia de los alelos mutantes es
mucho menor, oscilando entre 0.02 y 0.05, con excepcién de una poblacién en Bélgica cuya
frecuencia reportada es de 0.12 (Haufroid et al. 2002), un valor mayor al promedio en estas
poblaciones (Tabla D-2).

Tabla D-1. Frecuencia del alelo mutante <2 del polimorfismo Bd y/o

Fuente Poblacidn N alélicade c2
‘Watanabe et al. 1990 japonesa 202 0.193
Tan et al. 2000 china 150 030
Kongruttanachok et al. 2001 tailandesa 231 0.15
Lee et &l. 2001a coreana 218 0204
Lee et al. 2001b coreana 64 6.2
Gao et al. 2002 china 93 024
Wan et al. 2002 china 150 022
Wong et al. 2002 taiwanesa 333 024
Piao et al. 2003 china 20 0075
‘Wong et al. 2003 teiwanesa 2 022
Ishikawn et &]. 2004 japoness 90 018

Ishikawna et al. 2006 japonesa 248 022




Tabla D-2. Frecuencia del alelo mutzamte c? del polimorfismo P y/o

Foente Poblacién N recuends
Persson et al. 1993 sueca 148 0.05
Sarmancova et al. 2000 checoslovaca 416 0.023
Wong et al. 2000 inglesa 375 0.033
Griese et al. 2001 aborigenes 239 0.02

gustralianos
Omer et al. 2001 turca 153 0.02
Pastorell: et al. 2001 italiana 124 0.036
Carere et al. 2002 italiana 167 0.0308
Hzufroid et al. 2002 belga 30 0.12
Silvestri et al. 2003 italiema 95 0.042
Ernstgard et al. 2004 sueca 27 0.04
Verlaan et al. 2004 holandesa 122 0.02
Vidal et al. 2004 espafiola 519 0.038

En el caso de las poblaciones americanas la presencia de ambos polimorfismos varia mucho entre
poblaciones por lo que no pueden generalizarse los valores de las frecuencias entre poblaciones de
distintos paises (Tabla D-3); sin embargo, las frecuencias reportadas para uno o ambos
polimorfismos en poblaciones mexicanas presentan valores muy similares entre si, oscilando entre
0.15 (mexicanos radicados en Estados Unidos) y 0.24 (otomies) (Wu et al. 2002; Mendoza et al.
2003; Montano et al. 2006).

En este estudio se encontrd que la frecuencia del alelo mutante del polimorfismo Psd es de 0.235,
valor que concuerda con las otras poblaciones mexicanas estudiadas y que son muy similares a las
encontradas en poblaciones asidticas, aunque no se puede decir lo mismo del polimorfismo Rsal, ya
que la frecuencia del alelo mutante de este polimorfismo en nuestra poblacién de estudio fue de
0.326, siendo una frecuencia mas alta que en las otras poblaciones mexicanas e incluso que en las
poblaciones asidticas.

En los estudios donde se ha evaluado la presencia de ambos polimorfismos de CYPZE] se ha
observado que las frecuencias genotipicas, y por ende las frecuencias alélicas, de Psd y Rsal son
idénticas en japoneses (Watanabe et al. 1990), africanos y mexicanos que viven en Estados Unidos
(Wu et al. 1997), coreanos (Lee et al. 2001b), italianos (Silvestri et al. 2003), holandeses (Verlaan
et al. 2004) y en habitantes de la Ciudad de México (Mendoza et al. 2003), lo que concuerda con el
reporte inicial de que ambos polimorfismos se encuentran estrechamente ligados, es decir, que los
loci de los polimorfismos estudiados al estar tan cerca el uno del otro (Psd se encuentra en la
posicién —1259 y Rsal en la posicidén —1019) casi siempre se heredan juntos (Watanabe et al. 1990;
Hayashi et al. 1991a), y aun mas, sugiere que las dos variantes se originaron en el mismo
cromosoma y que hay un desequilibrio de enlace completo. Por este motivo, en algunos estudios se
ha optado por analizar s6lo uno de los polimorfismos (Persson et al. 1993; Wong et al. 2000).



Table D-3. Frecuencia del alelo mutente ¢2 del polimorfismo P y/o Resl de CYP2E]

Fuente Poblacién N euencs
Gattas y Solares Viers, 2000 _ mulatos de Brasil 86 0.116
Nishimoto et al. 2000 japanesa brasilefia 133 0.26
brasilefia 191 0.055
Quifiones et al. 2001 chilena 148 0.16
Gaspar et al. 2002 tribu Aché, Paraguay 67 1.00
tribu Xavante, Brasil 33 0.03
tribm Guarani, Brasil 51 0.902
tribu Wai Wai, Brasil 2 0.81
tribu Zoré, Brasil 28 0.76
tribm Surui, Brasil 21 0.5¢
tribm GaviAo, Brasil 31 0.59
W et al, 2002 africanade E.U. 114 0.07
mexicanade E.U. 92 0.15
Mendoza et al. 2003 mexicans (mestizos) 102 0.2
Montanoet al. 2006 otomi, México 59 0.24
Heuser et al 2007 Brasilefin 55 0.1545
En este estudio (mestizos de 102  0.235pam
Tlaxcala) Ped y 0.326
para Kssl

Sin embargo, como ya se menciondé anteriormente, las frecuencias alélicas reportadas en este
estudio para ambos polimorfismos son distintas entre si, por lo que, siguiendo los métodos de
Hayashi y cols. (1991b) y Vogel y Motulsky (1986) se calculé la frecuencia del ligamiento de los
alelos (p), la cual nos permite saber si los alelos se heredan juntos dada la cercania entre ellos y en
donde nuestros resultados mostraron claramente que hay un 84.2% de ligamiento del alelo nativo
de Psd con el alelo nativo de Rsal (p (cZ;cl) = 0.842) y un 100% de ligamiento del alelo mutante de
Rsal con el alelo mutante de Psd (p (c2;¢2) = 1) (apartado 2 de Resultados, Tabla R-4); por lo que se
puede decir que ambos polimorfismos estan estrechamente ligados y que la probabilidad de que se
hereden juntos es muy alta; sin embargo, manifiestan un cierto grado de recombinacién.

Se sabe que atin cuando el ligamiento es bastante cercano, repetidos entrecruzamientos después de
muchas generaciones causa la presencia de una distribucion azarosa entre los alelos de dos genes, o
como en este caso, dos polimorfismos en un mismo gen, generando asi un equilibrio de enlace en
donde las frecuencias de la fase de acoplamiento (nativo/nativo, mutante/mutante) y de repulsién
(nativo/mutante; mutante/nativo) se igualan; sin embargo, cuando en la poblacién hay una
desviacion de este equilibrio, se dice que los alelos se encuentran en desequilibrio de enlace (LD),
tendencia que presentan alelos particulares en loci separados que son heredados juntos debido a
una baja recombinacién entre ellos, lo que puede conducir a asociaciones entre alelos en una
poblacion (Vogel y Motulsky, 1997; Jobling et al. 2004); lo cual se debe a tres factores principales:
1) la poblacién de estudio se originé de la combinacién de los genes de dos poblaciones con
diferentes frecuencias de los alelos A, a y B, b, y el tiempo transcurrido desde la combinacién de
los genes de las poblaciones no es suficiente para que se genere una distribucién al azar completa;



2) para dos alelos mutantes que estdn localizados muy cercanamente, el nimero de generaciones
que han transcurrido desde que se originaron no es suficiente como para separarlos por
recombinacién y, 3) ciertas combinaciones de alelos en loci de genes ligados se mantienen en una
alta frecuencia por seleccién natural (Vogel y Motulsky, 1997).

Una vez que se confirmé que efectivamente los alelos de Psd y Rsal se encuentran estrechamente
ligados, y dado que anteriormente se reporté que ambos se encontraban en desequilibrio de enlace
(Watanabe et al. 1990; Hayashi et al. 1991a), se prosigui6 a averiguar si este mismo fendmeno se
presentaba en la poblacién analizada, obteniendo la desviacién del equilibrio de enlace (A);
parametro que se define como la diferencia entre la frecuencia observada del haplotipo de dos loci
y la frecuencia esperada (basada en las frecuencias alélicas observadas), por lo que si ambos alelos
se segregaran al azar y el valor obtenido es diferente de cero, se indica la presencia de un
desequilibrio. En la poblacién de estudio, el valor de A obtenido fue de 0.1632, lo que indica que
hay un desequilibrio entre los dos polimorfismos, lo que probablemente podria deberse a la
cercania que ambos polimorfismos tienen, ya que entre mds cerca estén los loci, mayor es el
tiempo requerido para alcanzar el equilibrio y como es bien sabido la distancia entre ambos loci es
de tan sélo 240pb.

Por otra parte, la diferencia entre las frecuencias de los alelos mutantes de los polimorfismos
estudiados se vio reflejada en las frecuencias genotipicas. Para el polimorfismo Rsal, el nimero de
individuos con genotipo heterocigoto fue mayor que el nimero de individuos con genotipo
homocigoto nativo u homocigoto mutante, teniendo una frecuencia del 54.9% y siendo similar a la
reportada en el grupo control de una poblacién otomi en México, cuya frecuencia de heterocigotos
fue del 52.1% (Montano et al. 2006). Para el polimorfismo Psd, el nimero de individuos con
genotipo homocigoto nativo fue mayor que el de los otros dos genotipos, de 57.84%, concordando
con los reportes de las frecuencias genotipicas para este polimorfismo en otras poblaciones cuyas
frecuencia del homocigoto nativo va de entre 55.3% y 66.6% en asidticos y de 92.9% en espaiioles
(Hong et al. 2000; Wan et al. 2002; Wong et al. 2002; Wong et al. 2003; Vidal et al. 2004). Sélo se
encontrd un reporte en donde el numero de heterocigotos del polimorfismo Rsal era mayor con
respecto al del polimorfismo Psd en uno de los grupos de estudio y viceversa para otro de los
grupos, aunque esta variacion se debié sélo a dos individuos, uno por cada grupo en una poblacion
italiana (Carere et al. 2002). En el presente estudio, la frecuencia de genotipos entre ambos
polimorfismos fue mayor (Tablas R-1 y R-2 de los resultados). En el caso de los portadores del
genotipo heterocigoto para ambos polimorfismos o dobles heterocigotos, encontramos que en la
poblacion estudiada, la frecuencia fue de 37.25%, valor que es mucho mayor al registrado en
algunas poblaciones caucasicas, cuyo valor se encuentra entre el 5% y el 10% (Haufroid et al. 2002;
Silvestri et al. 2003; Verlaan et al. 2004); pero que es similar al reportado en una poblacién
coreana, cuya frecuencia de dobles heterocigotos fue de 34.4% (Lee et al. 2001b).

2. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo CYPIAI1"2C

Inicialmente, el polimorfismo CYPIAI"2C fue reportado por el grupo de Hayashi y cols. (1991c)
para una poblacidén japonesa cuya frecuencia alélica fue de 0.802 para el alelo nativo /e y de 0.198
para el alelo Val Estudios posteriores elaborados en distintas poblaciones asidticas muestran que la
frecuencia del alelo mutante es similar teniendo valores entre 0.183 y 0.275 (Tabla D-4) con
excepcion de una poblacién china en donde la frecuencia del alelo mutante es mayor a las
reportadas (Wang et al. 2002).



Tabla D-4. Frecuencia alflice del glelc mutente del

Fuente Poblacitm N :M‘?m"“de i
Hayashietal. 1991  japonesa 0.198
Sato et al. 2000 japonesa 142 0.204
Lee et al. 2001 coreana 718 0.275
Song et al. 2001 china 404 0.256
Chen et al. 2002 china 106 0.183
Wangetal, 2002  china 101 0.455
Wu et al, 2002 taiwanesa 324 0.251
Han et al. 2004 coreana 661 024
Ishikawsetal 2004  japonesa 20 021
Ng et al. 2005 china 161 0.239
Tiai et al. 2006 taiwanesa 393 0.248
Shin et al. 2007 coreana 437 0.268
Tenchiyaetal 2007 japonesa 178 0.205

Contrario a lo observado en poblaciones asidticas, en poblaciones caucasicas se reportan
frecuencias del alelo mutante de entre 0.027 y 0.075 mostrando que, en caucasicos, el alelo Va/es
mucho mds raro que en poblaciones asidticas; s6lo en un caso la frecuencia del alelo mutante fue
mayor al resto, una poblacién turca que reporta una frecuencia de 0.131 (Taskiran et al. 2005) la
cual sigue siendo menor que las reportadas en poblaciones asidticas (Tabla D-5).

Tabla D-5. Frecoencia alélica del alelo mutante del pobmorfizmo

Fuente Poblacién =~ N reemcs
Hirvonenetal. 1992 finlandesa 121 0.05
Cascorbietal 1996  alemana 880 0.0267
Alexandrieetal. 2000  sueca 54 0.06
Basham et al, 2001 inglesa 1355 0.039
Carereet al. 2002 italans 169 0.075
Ivaschenkoet al. 2002 rusa 9% 0.05
Larsen et al. 2005 mustralisna 581 0.026
Taskiram et al. 2006 turca 202 0.131
Novotna et al. 2007 checa 54 0.037
Sillampaiietal 2007  finlandesa 479 0.070

A diferencia de los polimorfismos Psd y Rsal de CYP2E1, el polimorfismo CYPIAI"2Cha sido de
los mas estudiados en poblaciones americanas (Tabla D-6) y dado que Estados Unidos es un pais
multicultural y multiétnico, las frecuencias reportadas para el alelo Va/ son muy variadas; sin
embargo, agrupando algunos valores se puede observar que las poblaciones africanas que radican
en Estados Unidos presentan una frecuencia mucho mas baja que los mismos caucasicos, oscilando
entre la ausencia total del alelo y 0.018; en el caso de poblaciones caucasicas, los valores son



similares a los reportados en caucasicos europeos, variando entre 0.03 y 0.048, y, por otra parte, se
encontrd en un reporte para una poblacién mexicana radicada en Estados Unidos que la frecuencia
fue de 0.246 (Ishibe et al. 1996) y que es similar a las frecuencias reportadas en poblaciones
asidticas.

poblaciones de Estados Unidos.
Fuente Poblacién N A reemenci

Ishibe et al. 1996 africanaen E.U. 136 ¢o18
mexicanaen E.U. 140 0.246

Olshan et al. 2000 estadounidense — raza blanca 165 0.03
estadounidense—raza negra 24 ausente

Goodman et al. 2001 hawsiana (cauchsicos, asifticos y 144 0173
nativos)

Terry et al. 2003 estadounidense 471 ¢.039

Slattery et al. 2004 estadounidense (blancos no hispanos, 1170 ¢.047
hispanos y africancsde E.U.}
estadounidense (hlencos no hispancs, 1010 0.042
hispancs, africancs de E.U., asifticos
y nativosde E.U.)

Doherty et al. 2005 esmdounidense (caucksias y 420 0.04
africanasde E.U.)

‘Wenzlaff et al. 2005 africanaen E.U. 30 0016
caucdgicaen E.U. 148 ¢.047

Nock et al. 2006 africanaen E.U. 177 0.014
caucdsicaen E.U. 210 0026

Cote et al. 2007 africanaen E.U. 126 0011
caucdsicaen E.U. 323 0047

Holt et al. 2007 estadounidense (mujeres blancas) 447 0.0437
estadounidense (mujeres negras) 126 00119

McGrath et al. 2007 estadounidense 975 ¢.048

Sin embargo, la frecuencia de esta poblacién mexicana en Estados Unidos es menor a las reportadas
en distintas poblaciones de América, excepto Estados Unidos (Tabla D-7), cuyas frecuencias van de
0.57 a 1.00 con excepcion de dos poblaciones brasilefias en donde no se indica la composicién
étnica y cuyas frecuencias fueron de 0.13 (Leichsenring et al. 2006) y de 0.301 (Heuser et al. 2007).
Las frecuencias mas elevadas se encontraron en grupos indigenas con un bajo grado de mestizaje.
Estos estudios incluyen a dos poblaciones mexicanas ubicadas en distintas areas geograficas de
México, Coahuila y Tlaxcala-Puebla, en donde se reporta que la presencia del alelo mutante es 0.54
y 0.567 respectivamente (Montero et al. 2007). Probablemente una de las causas por las cuales la
diferencia entre las poblaciones mexicanas y la poblaciéon mexicana en Estados Unidos sea muy
marcada se deba al hecho de que la segunda tiene un mayor contacto con otros grupos étnicos y
raciales (caucasicos, africanos, asiaticos, americanos, etc.) en comparacién con las primeras, ya que
el requisito étnico que se solicitaba para formar parte del estudio en las dos poblaciones de Estados
Unidos era tener ascendencia mexicana que viviera en Estados Unidos (Ishibe et al. 1996), lo que
da pauta a que la frecuencia alélica sea diferente de una generacién a otra.



Tabla D-7. Frecuencia del alelo mmtamte Val del polimorfismo CYPIATIAC en
distintas poblaciones de América (excepto Estados Unidos).

Fuente Poblacién N Frecuencia
alélicade Val
Quifiones et al. 2001 chilena 120 0.33
Gaspar et al. 2002 tribu Aché, Paragnay 67 1.00
tribu Xavante, Brasil 33 0.97
tribu Guarani, Brasil 51 0.902
tribu Wai Wai, Brasil 26 081
tribu Zord, Brasil 28 0.76
tribu Surui, Brasil 21 054
tribu Gavifio, Brasil 31 0.59
Paz y Mifio et al. 2004 ecuatoriana 66 0507
brasilefia - 0.80
chilenz - 0.77
Leicheenring et al. 2006 brasilefia 60 0.13
Heuser et al. 2007 brasilefia 53 0.301
Monteroet al. 2007 mexicana (Coahuila) 50 0.54
(Tlaxcala - Puebla) 149 0.567
En este estudio {mestizos de Tlaxcalz) 101 0574

En el presente estudio se encontré que la frecuencia del alelo mutante Va/es de 0.574, siendo
similar a las poblaciones de Coahuila y de la zona de Tlaxcala-Puebla mencionadas anteriormente,
asemejandose mads aun a esta ultima, lo que nos permite reforzar este dato puesto que nuestra
poblacién de estudio es del mismo estado de Tlaxcala. Por lo anterior, se podria decir que la
frecuencia del alelo mutante de CYPIA1°2C en las poblaciones originales americanas era mayor
que en las poblaciones caucdsicas, africanas y asiaticas.

El equilibrio de Hardy-Weinberg es un modelo tedrico en genética de poblaciones que establece
que la composicién genética de una poblaciéon permanecera en equilibrio siempre y cuando: 1) la
poblacion sea panmictica, (todos los individuos tengan la misma probabilidad de aparearse y que
ésta sea al azar), 2) que la poblacion sea lo suficientemente grande para disminuir la posibilidad de
endogamia, 3) que las frecuencias alélicas y genotipicas se mantengan constantes de generacion en
generacién y 4) que no actien ninguna de las fuerzas evolutivas como la mutacién recurrente, la
deriva génica, la seleccion natural, la endogamia y la migracién, para evitar la pérdida o ganancia
de alelos (Kalmes y Huret, 2001). Sin embargo, en la poblacién estudiada, estos postulados no se
cumplen debido a que desde el cambio de las actividades econdmicas y el establecimiento de
corredores industriales a lo largo de la zona de estudio a principios de los afios 90’s se observd que
muchos nativos de la zona han emigrado hacia los Estados Unidos de Norteamérica mientras que,
al mismo tiempo, habitantes de otros estados del pais se han establecido en el drea como
consecuencia de este cambio. Con este constante movimiento poblacional existe la probabilidad de
que las frecuencias de los alelos estén fluctuando, por lo que se buscé establecer si los alelos de los
tres polimorfismos estudiados se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg, obteniendo que
sélo los alelos del polimorfismo Ps: presentaban esta condicién, lo que sugiriere que la migracién



es un factor que podria estar afectando el equilibrio en por lo menos dos polimorfismos, Rsal de
CYPZEly CYPIAI2C.

Ahora bien, para concluir con la primera parte de este trabajo, hay que destacar la importancia de
la obtencién de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos estudiados por varios
motivos. El primero de ellos radica en el hecho de que si bien estos polimorfismos han sido
ampliamente estudiados en diferentes poblaciones del mundo, no ha sido asi para el caso de
nuestro pais; los estudios que se han llevado a cabo para la identificacién y caracterizacién de estos
polimorfismos en poblaciones mexicanas son muy pocos por lo que la informacién que de ellos
existe es escasa y por lo tanto, su relevancia como posibles factores de susceptibilidad es
practicamente desconocida, segundo motivo por el cual se enfatiza la importancia de su estudio. Ya
anteriormente se menciono que la presencia de estos polimorfismos varia entre las distintas razas y
son precisamente las frecuencias alélicas las que nos van a indicar qué parte de la poblacién corre
un mayor riesgo; es decir, si uno o mas polimorfismos han sido asociados con una menor o mayor
susceptibilidad a algtn tipo de riesgo a la salud en varias poblaciones, es de importancia saber si
dentro de nuestra poblacién de estudio estan presentes los alelos variantes, y si es asi, con qué
frecuencia se esta presentando y cudl de los dos alelos estudiados (el nativo o el mutante) es el que
va a conferir la susceptibilidad de tal forma que se puedan identificar qué proporcion de la
poblacion estaria en un mayor riesgo de dafio a la salud para que los encargados de la salud publica
disefien las medidas adecuadas para prevenirlo.

Correlacion entre la frecuencia de células >1MN y los polimorfismos de
CYP2Ely CYP1Al

1. Correlacién entre la frecuencia de células >1MN con los polimorfismos Psf y Rsal de CYP2E1.

Debido al cambio en las actividades econémicas del estado de Tlaxcala, los habitantes se han visto
afectados por las constantes emisiones de una serie de compuestos quimicos y téxicos al ambiente
por parte del complejo petroquimico y las fabricas establecidas en la zona. La presencia de altas
concentraciones de algunos VOCs (cloruro de metileno, cloroformo, tolueno) en el aire y agua de
los rios Atoyac y Xochiac dentro de la zona de estudio (Morales et al. 2004) y el reporte de una alta
frecuencia de dafio genotdxico en donadores de las comunidades establecidas a lo largo de estos
rios (Montero et al. 2006) reflejan por si mismos que los habitantes de esta zona estdn expuestos a
sustancias que han comenzando a dafar su salud, lo que se refleja en altas frecuencias de dafio
genotoéxico. Si a lo anterior le sumamos el hecho de que es bien conocido que CYP2E1 se
caracteriza por metabolizar y activar una gran variedad de VOCs y, que se ha reportado que las
variantes alélicas de los polimorfismos Psd y Rsal pueden alterar su actividad transcrpicional
(Hayashi et al. 1991b; Mendoza, 2003) o enzimatica (Lucas et al. 1996; Le Marchand, 1999),
volviéndola un posible factor de susceptibilidad, es posible suponer que CYP2El podria
incrementar el dafio genotdxico en individuos expuestos a este tipo de compuestos y este efecto, a
su vez, se veria alterado por la presencia de los polimorfismos Psd y Rsal que pudieran estar
incrementando o disminuyendo el riesgo a dafio genotdxico. Por todo lo anterior, el analisis de la
relacién entre los polimorfismos Psd y Rsal y la presencia de dafio genotdxico, reflejado a través de
la observacion de células con mds de un MN, nos es de importancia para ayudar a establecer el
papel que juegan estos polimorfismos dentro de la generacién de un dafio por la exposicién a
agentes téxicos como son los VOCs.

En el presente estudio, la correlacién entre los genotipos del polimorfismo Psd y la frecuencia de
células >IMN no fue significativa; sin embargo la distribucién de las células >1MN tiene una



tendencia a ser mayor en los individuos con genotipo homocigoto nativo (cZ/cl), que individuos
heterocigotos (cZ/c2) y homocigotos mutantes (cZ/c2), lo que indica que aquellas personas con
genotipo cl/cl tienden a tener un mayor dafio (tabla 14 en la seccién de Resultados). En contraste
con lo observado en el presente estudio, Wong y cols. (2003) encontraron en una poblacién de
Taiwan que trabajadores expuestos al monémero de cloruro de vinilo que portaban el genotipo
cZ/c2 presentaban una mayor frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas (ICH), es decir,
presentaban un mayor dafio en DNA.

Varios estudios han reportado que la presencia del alelo mutante de Psd estd relacionada con el
incremento de riesgo de dafio al DNA, ya sea genotdxico u oxidante. Hong y cols. (2000)
encontraron en una poblacién coreana que los individuos expuestos al humo de incendios y que
portaban el alelo mutante (c2), tenian una mayor concentracion del aducto 8-
hidroxidesoxiguanosina (8-OH-dG) en orina, por lo que se sugiere que la presencia del alelo c2
puede ser un factor importante en el proceso de carcinogénesis. Otro estudio en una poblacion
china reportdé que fumadores portadores del alelo c¢Z tienen 3.3 veces mds riesgo de
envenenamiento por benceno que los individuos no fumadores y que no portan el alelo ¢2(Wan et
al. 2002). En contraste, algunos estudios no han encontrado asociacién alguna entre el riesgo de
cancer o de dafio al DNA, y el portar el alelo c2 del polimorfismo Psd y/o Rsal. Mientras que
Kawamoto y cols, (1995) encontraron que portar la variante alélica del polimorfismo Rsal no
afecta el metabolismo del tolueno iz vivo en japoneses, Haufroid y cols. (2002) no observaron
ningun efecto de los polimorfismos Psd y Rsal en el metabolismo de la clorzoxazona en belgas. Por
su parte, Lee y cols. (2001a) no encontraron asociacién del polimorfismo Rsal con la concentracién
del 1-hidroxipireno (1-OHP) o del 2-naftol (2-NAP) en orina de trabajadores en mantenimiento de
aviones en Corea.

En el presente estudio, se obtuvo que la presencia del alelo c1 del polimorfismo Rsal, en forma
homocigota o heterocigota, confiere mayor susceptibilidad de tener células con mdas de un
micronucleo que el genotipo homocigoto c2. Al analizar los genotipos combinados de Psd y Rsal
se encontr6 que el genotipo doble homocigoto nativo mostr6 significativamente mayor frecuencia
de células con mds de un MN (p < 0.05), lo que significa que en aquellos individuos que presentan
uno o ambos alelos mutantes de estos polimorfismos, la frecuencia de células >1MN tiende a ser
menor en comparacién con los que no portan los alelos mutantes de Psd y/o Rsal. Estos datos
concuerdan con dos reportes en poblaciones Japonesas saludables en donde se asocia la presencia
del genotipo c1/cl con un incremento en la frecuencia de MN. En el primero de ellos, Ishikawa y
cols. (2004) reportaron inicialmente en una poblacién japonesa saludable que las personas que
portan el alelo mutante de Rsal tienen una media estadisticamente baja de la frecuencia de MN en
comparacién con aquéllas que portan el genotipo cl/cl. Posteriormente, Ishikawa y cols. (2006)
reportaron que los individuos japoneses que portaban el genotipo cl/cl del polimorfismo Rsal y
que ademads eran bebedores habituales, presentaban un incremento estadisticamente significativo
en la frecuencia de MN, encontrando asi que la presencia del polimorfismo tiene una clara
asociacion con los efectos genotdxicos en la poblacién japonesa saludable.

Ademas, estudios elaborados con otros biomarcadores de genotoxicidad refuerzan la idea de que la
presencia del alelo c2 de Psd y/o Rsal confiere una proteccién contra dafio en comparacién con el
alelo nativo de uno o ambos polimorfismos. En un estudio realizado en una poblacién italiana se
observé una asociacidn significativa entre los polimorfismos Psd y Rsal con la frecuencia de ICH y
células con una alta frecuencia de intercambios (CAFI) encontré que la presencia del alelo mutante
en individuos no fumadores presentaban una disminucién de dafio genotdxico reflejado en la
frecuencia de ICH (Carere et al. 2002). Un estudio en una poblacién mexicana encontré que
individuos con el alelo nativo (c1) de Psd/Rsal son mas susceptibles a los efectos del tolueno ya



que presentaron una mayor cantidad de mRNA, lo que indica que la induccién de CYPZE] fue
mayor en individuos con este alelo (Mendoza, 2003).

En nuestro estudio se observd que la presencia de los genotipos cl/c2 y c2/c2 de Rsal tuvieron
mayor importancia en el nivel dafio genotdxico que los del polimorfismo Psd. Esto tal vez pueda
deberse al hecho de que el polimorfismo Rsal es el que confiere un cambio en la regulacién y
expresion del gen de CYPZET y no el polimorfismo Psd (Watanabe et al. 1994).

2. Correlacidn entre la frecuencia de células >1MN con el polimorfismo CYPIA1°2C.

Dado que en los ultimos afios se han establecido un complejo petroquimico y varias industrias a lo
largo de los rios Atoyac y Xochiac, existe la posibilidad de la emisién al ambiente de una gran
variedad de PAHs que son metabolizados y activados por CYP1A1. Se ha propuesto que, asi como
los polimorfismos de CYPZE] pueden influir en el dafio genotdxico encontrado en donadores de
esa zona, el polimorfismo CYPIA12C puede jugar también un papel importante en el mismo. Esta
idea se ve reforzada debido a que algunos estudios han encontrado que la presencia del alelo Va/
estd asociada con un incremento en los niveles de 1-hidroxipireno (1-OHP, metabolito del pireno)
en trabajadores de una planta de aluminio en Suecia (Alexandrie et al. 2000); con altos niveles en
la concentracién de 1-OHP y 2-NAP en coreanos que trabajan en el mantenimiento de aviones
(Lee et al. 2001a); con un incremento en la frecuencia de ICH y CAFI en fumadores que fuman
<15 cigarros por dia en una poblacién italiana (Carere et al. 2002); con un incremento de aductos
de benzo[a]pireno diolepéxido (BPDE) en leucocitos de fumadores italianos (Lodovici et al. 2004)
y, con una mayor susceptibilidad a induccién de lesiones en DNA por dafio oxidante en policias
checos (Novotna et al. 2007). Ademads, se ha reportado en una poblacién japonesa que este mismo
alelo estd asociado con el incremento en la concentracién de acido hiptrico (HA), un metabolito
del tolueno que se mide en la orina en trabajadores que manejan tolueno en una imprenta, en una
fabrica de partes eléctricas y en trabajos de pintura (Kawamoto et al. 1995), y precisamente se ha
reportado la presencia de tolueno en el rio Atoyac (Morales et al. 2004).

Sin embargo, en los resultados del presente estudio se obtuvo que la presencia del polimorfismo
CYPIAI2Cno estd asociada con un incremento o disminucién de dafio genotdxico. Esto se puede
observar claramente en las tablas R-18 y R-19 de la seccién de resultados, en donde la presencia de
células >1MN es muy similar entre los diferentes genotipos dados por este polimorfismo; esta
misma tendencia se present6 en las otras dos categorias de MN analizadas en este estudio.

Estudios realizados en otras poblaciones reportan datos similares a los encontrados. Ishikawa y
cols. (2004) no hallaron una influencia detectable del polimorfismo CYPIA1°2C en la frecuencia
de MN, esto en japoneses; Hong, y cols. (2000) no encontraron un efecto del polimorfismo en la
concentracién de la 8-OH-dG en coreanos; en brasilefios expuestos a pesticidas no se encontrd
ninguna relacién del polimorfismo con la presencia de aberraciones cromosémicas (Paz y Mifio et
al. 2004), y Hoffman y cols. (2005) observaron que el polimorfismo aparentemente no influia en el
dafio a DNA por el humo de cigarro a través de un ensayo cometa en alemanes.

Como los resultados obtenidos en nuestro trabajo mostraron que la distribucién del dafio
genotoxico es similar en los tres genotipos del polimorfismo CYPIA1"2C se puede suponer que el
alelo Va/no estd influyendo en la presencia de dafio genotdxico de los donadores, probablemente
porque la presencia de los PAHs no es tan grande como para que se vea reflejado, en comparacién
con lo reportado en grupos expuestos a PAHs, ya sea por una exposicion laboral (Alexandrie et al.
2000; Lee et al. 2001; Novotna et al. 2007) o por su estilo de vida (Carere et al. 2002; Lodovici et al.
2004).



3. Correlacién entre la frecuencia de células >1MN con los polimorfismos Rsal de CYPZEI y
CYPIA12C combinados.

Para ver la posible influencia de los genotipos combinados de CYP2E1y CYPIAI estudiados en
este trabajo en la presencia de dafio genotdxico, se decidi6 utilizar sélo el polimorfismo Rsal de
CYPZE] ya que, como se mencioné anteriormente, se ha reportado que este polimorfismo se
encuentra asociado con un cambio en la actividad de CYP2E1 y no asi el polimorfismo Psd; en
cuanto al efecto de la mutacién, sin embargo, hay controversia, pues mientras Watanabe y cols.
(1994) reportaron un incremento en la actividad transcripcional debida al alelo c2, otros estudios
reportaron que la presencia del alelo c2 de Rsal puede estar asociado con la disminucién en la
actividad enzimdtica o no inducibilidad (Lucas et al. 1995; Carriere et al. 1996; Kim et al. 1995;
Kim et al. 1996) o bien, se ha asociado con una disminucién en la actividad enzimadtica in vitro
(Lucas et al. 1996) e in vivo (Le Marchand et al. 1999) de CYP2E1 y una menor presencia de
mRNA en portadores del alelo c2 (Mendoza, 2003). Dado que CYP2E1 es la enzima que activa una
gran variedad de VOCs, entre ellos el benceno, con actividad genotdxica y/o carcinogénica, el
hecho de tener una actividad disminuida de esta enzima obligaria a que el metabolismo de estos
compuestos tomara una ruta diferente de la ruta de activacién usual, reduciéndose asi los efectos
toxicos. Pero si bien existen estas discrepancias, lo cierto es que se ha observado que el
polimorfismo Rsal puede influir en el riesgo a la salud, algo que se ve reforzado por nuestros
propios resultados, en donde observamos que efectivamente el alelo c2 influye en una menor
presencia de dafio genotdxico.

Ya que hasta el momento este estudio es el primero que ha determinado la asociacién entre el
posible efecto de los polimorfismos Rsal de CYPZEl y CYPIAI"2C combinados, nuestros
resultados no pueden compararse con otros estudios. Al aplicar la prueba estadistica se obtuvo una
correlacién significativa en donde los individuos que portan ambos alelos nativos (cl e /Zle)
presentaron un mayor daflo genotéxico. Sin embargo, también es cierto que los individuos que
presentaron la mayor frecuencia de células >1MN fueron aquéllos con genotipo c1/cl sin importar
el genotipo de CYPIA1'2C (ver Tablas R-20 y R-21 de los resultados), por lo que las personas que
portan por lo menos un alelo mutante del polimorfismo Rsal estan mds protegidas contra un dafio
genotoxico que aquéllas que no lo portan.

Si bien no se ha caracterizado la presencia de VOCs en el aire de la zona de estudio, la
identificacién de varios VOCs en los rios Atoyac y Xochiac, su volatilidad a temperatura ambiente,
asi como la exposicién laboral de los trabajadores, y el conocimiento de que la presencia de altas
concentraciones de VOCs en el aire de zonas cercanas a tiraderos industriales y de plantas
petroquimicas puede generar el desarrollo de enfermedades y cdncer como la leucemia infantil
(Reynolds et al. 2003; Knox E G, 2008), son informacién suficiente para sugerir que los habitantes
de esta zona presentan un mayor riesgo a dafio genotéxico el cual puede verse intensificado por la
presencia del alelo c1 del polimorfismo Rsal, puesto que nuestros resultados sugieren que el portar
esta variante confiere susceptibilidad por la exposicidn a estos compuestos, probablemente porque
su activacién es mayor que la que se presenta cuando se porta el alelo c2.



Conclusiones

AN La frecuencia alélica del alelo mutante del polimorfismo Psd de CYPZE] es similar a las
reportadas en asidticos, mientras que la frecuencia alélica del alelo mutante del polimorfismo Rsal
de CYPZE] es ligeramente mads alta.

AN Los polimorfismos Psd y Rsal se encuentran estrechamente ligados y en desequilibrio de
enlace.

AN La frecuencia del alelo Va/ del polimorfismo CYPIAI°2C es mayor que las reportadas en
caucasicos, asidticos y africanos, y concuerda con lo encontrado en poblaciones consideradas
nativas de América.

AN Sélo el polimorfismo Psd se encuentra en equilibrio de H-W y no asi Rsal ni CYPIAI"2C, lo
que puede deberse a la migracién que se ha dando desde 1990 como una posible consecuencia del
establecimiento de los complejos industriales.

AN Portar los alelos mutantes de Psd y/o Rsal confirmé una proteccion contra el dafio genotéxico
encontrado en la zona en comparacién con el alelo nativo.

A Portar el alelo mutante del polimorfismo CYPIA7°2Cno influyé en la presencia de un mayor o
menor dafio genotdxico.

AN Si se asocia la presencia de VOCs en el ambiente de la zona de estudio en Tlaxcala, y si
efectivamente el alelo c2 de Rsal redujera la actividad de CYP2E1, nuestros resultados podrian
sugerir que el portar esta variante confiere resistencia a la exposicién a estos compuestos,
probablemente porque su activacion esta reducida.
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Mapa de la zona de estudio. Las lineas gruesas representan el curso de los rios Atoyac y Xochiac.
Las puntas de la flechas indican la direccién del flujo de los rios. Las estrellas grandes representan
las descargas de la planta petroquimica; las estrellas pequefias representan las descargas de las
industrias textiles y la estrella transparente representa la unién de los rios Atoyac y Xochiac.
(Fuente: Montero et al. 2006).



Anexo 2

Técnica para determinar la frecuencia de MN
Cultivo de Linfocitos

El manejo de la sangre y los reactivos se llevd a cabo en una campana de flujo laminar y cada
experimento se manej6é por duplicado. Se tomaron 0.5 mL de sangre entera de cada donador,
heparinizada, y se agregaron a 6.5 mL de una mezcla de medio RPMI-1640, PHA al 2.8% y BrdU
15 pM concentracién final (Sigma, México). Las muestras fueron incubadas a 37°C durante 48
horas. Una vez transcurrido el tiempo, cada cultivo se resuspendié en vdrtex hasta obtener una
resuspension completa del paquete celular y se agregé 1 mL de KCl 0.075 M a temperatura
ambiente para nuevamente resuspender en el vortex. Posteriormente las muestras fueron
centrifugadas a 1300 rpm, durante 7 minutos y una vez concluido esto se extrajo el sobrenadante
de todos los cultivos hasta una distancia de 3 mm por enzima del paquete celular. Nuevamente se
resuspendi6 cada cultivo y se agreg6 a cada uno 10 mL de solucién fijadora Carnoy (metanol 3:
acido acético 1). Ya con el fijador, cada cultivo se homogenizé en el vértex y se centrifugd a 1500
rpm por 7 minutos para después retirar el sobrenadante hasta 3 mm por encima del paquete
celular. Se agregaron 7 mL de fijador y se resuspendi6é para nuevamente centrifugar a 1500 rpm
durante 10 minutos. El paso anterior se repitié hasta obtener un paquete celular limpio de color
blanco; cuando esto ocurrié se agregaron 5 mL de fijador, se resuspendieron y los cultivos se
sellaron y refrigeraron durante al menos 24 hrs.

Montaje en laminillas

Se retird el sobrenadante hasta una distancia de 5 mm por encima del paquete celular y se agregé 1
mL de fijador nuevo. Se resuspendié cada cultivo con una pipeta Pasteur hasta obtener una
suspension homogénea y, para cada cultivo, se prepar6 una laminilla con 5 gotas de la suspensién
que se dejo secar y posteriormente las laminillas se tifieron con Giemsa.

Anilisis de MN

Se evaluaron dos cultivos por donador y se contaron 2000 células por cada cultivo. Para el caso de
MN, de cada laminilla se evalud lo siguiente: a) el nimero de células con un MN, b) el numero de
células con mas de un MN y c) el numero total de células con MN (con uno o mas MN).
Posteriormente se calcularon las frecuencias del biomarcador con base en la siguiente férmula:

Frecuencia X= (Numero de Xencontrados/4000) x 1000

En donde Xes el biomarcador evaluado.

Figura 1. Presencia de MN en linfocitos de sangre periférica en habitantes de comunides a lo largo de
los rios Atoyac y Xochiac en Tlaxala, México.

Célula con 2 MN

Célula con 3 MN
Célula con 1 MN



Anexo 3

Frecuencia de les tres categoriasde MN enalizadas con relacién = los genotipos de los polimorfismos estudiados

Célnlascon 1MN  cl/el clfc2 c2/c2 Toml  clfel cl/c? c2/c2 Total llele llefVal Val/Val Total
Media| 153 1594 144 1,67 148 186 144 167 1,72 1,62 164 164
Medisma| 15 2 13 15 1,17 2 13 135 1,67 15 2 15
ErrorEst.| 0,15 024 058 013 18 019 058 013 0,39 0,18 62 013
Frec. 45 28 3 76 34 b 3 76 10 44 21 7S

Célulescon >1MN
Media| 0,22 016 GO0O 019 025 015 000 019 0,18 0,20 020 020
Medisna | 0,19 ¢ )] 0 011 0 ¢ 0 0 ¢ 0 (4]
ErrorEst.| 0,04 0,07 ¢ 003 005 005 ¢ 003 0,11 0,05 06 003
Frec 45 28 3 76 34 39 3 76 10 44 21 7S

Totalde MN

Media| 145 1,77 157 158 155 160 157 158 1,81 148 159 155
Medisma| 15 15 133 15 L5 15 133 15 167 103 144 15
ErrorEet.| 0,15 022 G451 @12 gIi8 017 058 012 0,3 0,17 021 0,12
Frec. 5% 38 5 102 41 56 S 102 13 &0 28 10
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