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Introduccioén general

Los beneficios que ha traido el uso de los plaguicidas a la humanidad son innegables;
sin embargo, en el balance riesgo-beneficio también se deben considerar sus impactos
negativos sobre el medio ambiente y sobre la salud humana. En la ultima década, los
efectos a la salud por exposiciones cronicas a bajas dosis de los plaguicidas han
aumentado el interés de la opinion publica, debido a que algunos investigadores han
reportado efectos inmunoldgicos, reproductivos, endocrinos, neuroldgicos vy
cancerigenos (De Silva y cols., 2006; Eskenazi y cols., 2008). La exposicion a
plaguicidas constituye un problema de salud, en particular en las localidades en nifios,
mujeres y hombres, que trabajan y viven en estrecha proximidad a los campos
agricolas donde estos productos son aplicados y almacenados (Fenske y col. 2000;
Vida y Moretto, 2007). La evolucién temporal del sistema nervioso humano sucede
desde las primeras semanas de gestacion hasta alrededor de los 20 afios de edad
(Rice y cols., 2000; Selevan y cols., 2000), por lo que el dafio por la exposicion a
agentes neurotdxicos durante el desarrollo de éste es mayor (Grandjean, 2006). Esto
sugiere que los nifios son un grupo vulnerable con mayor riesgo de sufrir dafos
neuroldgicos a corto, mediano y largo plazo (Eskenazi y cols., 1999; Weiss y cols.,
2004). Varios estudios en la literatura indican que los efectos adversos potenciales a
la salud por la exposicién a plaguicidas, son mayores para los nifios que para adultos
debido a sus patrones de actividad y comportamiento, alimentacion y caracteristicas
fisiologicas asociadas con el desarrollo (Eskenazi y cols., 1999; Weiss y cols., 2004).
Los plaguicidas organofosforados (OPs por sus siglas en inglés) son una clase de
plaguicidas ampliamente utilizados en la agricultura; sus efectos clinicos debido a una
intoxicacion aguda estan bien documentados, pero los estudios sobre sus efectos
neurotdxicos cronicos no son concluyentes (Kwong, 2002; Kamel y cols. 2003, 2007;
De Silva y cols., 2006).

El presente proyecto de Tesis de Doctorado form6é parte del Programa

Multidisciplinario e Interinstitucional “Evaluacion Clinica de la Exposicion a Insecticidas



en Poblacién Infantil: Marcadores Bioquimicos, Moleculares y Neuropsicolégicos” de
la Red “Diagnéstico Clinico de Enfermedades Metabdlicas” integrada por la
Universidad Autonoma de San Luis Potosi (Laboratorio de Género, Salud y Ambiente
de la Facultad de Medicina), Universidad Autébnoma del Estado de Morelos
(Laboratorio de Farmacia Clinica y Diagnéstico Molecular de la Facultad de Farmacia)
e Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suéarez”
(INNNMVS, Departamento de Neuropsicologia).

El objetivo general fue caracterizar la exposicion a los plaguicidas OP y evaluar su
efecto sobre el desempefio cognitivo de nifios en edad escolar de la localidad agricola
de El Refugio, Ciudad Fernandez, San Luis Potosi, México, para ello el trabajo se

realizé de acuerdo a las siguientes etapas:

e Evaluacién de la exposicion a los plaguicidas organofosforados a través de la
medicion de los metabolitos inespecificos dialquilfosfatos (DAP) en orina,
usando la técnica analitica de Cromatografia de gases con Espectrometria de
Masas. Para lo cual previamente se implementé y validé el método analitico
(Capitulo 1), posteriormente se recolectaron las muestras de orina de los nifios
participantes, durante dos periodos de muestreo (baja y alta aplicacion de
plaguicidas) y se cuantificaron las concentraciones de los metabolitos DAP en
las mismas. Ademas, durante la colecta de las muestras biol6gicas se
registraron los parametros antropomeétricos de los nifios participantes y se
entrevistd a sus madres sobre diversos factores sociodemograficos y de
exposicion a plaguicidas y otras sustancias contaminantes. Finalmente, se
examinaron las diferencias en las concentraciones urinarias de los metabolitos
DAP entre los periodos de aplicacion de los plaguicidas y entre otras variables

sociodemograficas y de exposicion (Capitulo Il).

e Caracterizacion bioquimica y molecular de la paraoxonasa 1 (PON1), enzima

implicada en la desintoxicacion de los plaguicidas OPs, por lo cual juega un



papel importante en la susceptibilidad individual a la toxicidad de los OPs. Para
la realizacion de esta etapa del proyecto, se colectaron muestras sanguineas
de los nifios participantes durante el periodo de alta aplicacion de plaguicidas y
se determinaron las actividades arilesterasa (AREasa) y paraoxonasa (POasa)
por métodos enzimaticos y espectrofotométricos; y se determinaron los
genotipos de los polimorfismos PON1issm Yy PON1oig2r usando la técnica de
Reaccion en Cadena de Ila Polimerasa por Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos de Restriccion (PCR-RFLP, por sus siglas en
inglés). En esta etapa se examino la relacidn entre la exposicion a plaguicidas
OP (medida como las concentraciones de los metabolitos DAP) y las

actividades y polimorfismos de PON1 (Capitulo IlI).

Evaluacion del desempefio cognitivo de los nifios participantes, mediante la
aplicacion de la prueba WISC-R, por un grupo de psicologos del INNNMVS con
una amplia experiencia en el area. Se evaluo la asociacion de la exposicion a
plaguicidas OP, actividades y polimorfismos de PON1 y el desempefio cognitivo

de los nifios participantes (Capitulo V).



Capitulo I. Implementacion de un método analitico para la determinacion de
metabolitos urinarios dialquilfosfato por CG/EM, usando dos agentes

derivatizantes

Resumen. Los compuestos organofosforados (OPs) son ampliamente usados como
plaguicidas, principalmente en la agricultura. Una forma de evaluar la exposicion
humana a éstos, es cuantificando sus metabolitos inespecificos dialquilfosfato (DAP)
en orina. Se implementé un método analitico para medir los seis principales
metabolitos urinarios DAP, el cual consistié en una extraccion liquido-liquido, en una
etapa de derivatizacion y en el analisis por cromatografia de gases/espectrometria de
masas (CG/EM). El volumen de orina utilizado fue de 200 pL. La reaccion de
derivatizacion fue llevada a cabo usando bromuro de pentafluorobencilo y
cloroiodopropano a 70, 80 y 90 °C por 2 h. El analogo deuterado del dietiltiofosfato
(DETP-d10) fue utilizado como estandar interno. Los limites de deteccion del método
(LDMs) de los ésteres cloropropil fosfato fueron 1.10, 0.21, 0.070 y 0.46 ug/L para los
metabolitos DMTP, DETP, DMDTP y DEDTP, respectivamente; mientras que para los
ésteres pentafluorobencil fosfato fueron 1.36, 1.07, 1.49, 0.98, 0.27 y 0.52 ug/L para
los metabolitos DMP, DEP, DMTP, DETP, DMDTP y DEDTP, respectivamente. Estos
limites de deteccion son comparables a los reportados por otros estudios, en los cuales
también emplearon CG/EM. Los coeficientes de variacion fueron inferiores al 23%. Los
porcentajes de recobro oscilaron entre 77.9% y 103.7% dependiendo del metabolito
DAP y del agente derivatizante. El método implementado fue empleado para medir los

metabolitos DAP en muestras de orina de nifios de una localidad agricola de México.

Palabras clave: método analitico, metabolitos urinarios dialquilfosfato, CG/EM,

plaguicidas organofosforados, PFBBr, CIP.
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ABSTRACT

Organophosphate (OPs) compounds are widely used as pesticides mainly in
agriculture. One way to assess human exposure to OPs is quantifying their
dialkylphosphate nonspecific metabolites (DAP) in urine. A method was implemented
to measure the main six DAP urinary metabolites using liquid-liquid extraction, a
derivatization reaction and gas chromatography—mass spectrometry (GC/MS). The
volume of urine utilized was 200 pL. Derivatization was performed using
pentafluorobenzyl bromide and chloroiodopropane at 70, 80 and 90 °C for 2 h. The
stable isotope analogue of the DETP (diethyl-d10) was used as internal standard.
Detection limits (LOD) for chloropropyl phosphate esters were 1.10, 0.21, 0.070 and
0.46 ug/L for DMTP, DETP, DMDTP and DEDTP, respectively; while for
pentafluorobenzyl phosphate esters were 1.36, 1.07, 1.49, 0.98, 0.27 and 0.52 ug/L for
DMP, DEP, DMTP, DETP, DMDTP and DEDTP, respectively. These detection limits
are comparable to previous studies in which GC/MS was also used. The coefficients of
variation were lower than 23%. The recoveries oscillated between 77.9 and 103.7%
depending of the DAP metabolite and of the derivatizing agent. The method
implemented was used to evaluate the exposure to OPs in Mexican children from an

agricultural locality.

Keywords: analytical method; urinary dialkylphosphate metabolites; GC/MS;
organophosphate pesticides; PFBBr; CIP.
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Introduccién

Los compuestos organofosforados (OPs) constituyen un grupo de plaguicidas
ampliamente utilizado en la actualidad, principalmente en la agricultura. Los OPs son
neurotdxicos y representan el primer tipo de compuestos quimicos en ser regulados
como grupo, de acuerdo con la “Food Quality Protection Act” (FQPA por sus siglas en
inglés), debido a su amplio uso y a que tienen un mecanismo de accion comun “la
inhibicion de acetilcolinesterasa (AChE)” (Androutsopoulos y cols., 2012). La AChE
cataliza la hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina (ACh) el cual transmite las sefiales
electroquimicas a través de las sinapsis neuronales y uniones neuromusculares. Los
plaguicidas OP inhiben la AChE, fosforilandola y produciendo una acumulacion del
neurotransmisor ACh en las terminaciones nerviosas, resultando en una estimulacion
continua del impulso nervioso (Kwong, 2002; Costa, 2006). Una vez que la AChE ha
sido fosforilada, puede ser reactivada o envejecer quedando irreversiblemente

inactivada.

La toxicidad aguda de los plaguicidas OP ha sido bien documentada por varios
investigadores (LaDou, 2004; De Silva y cols., 2006; Eskenazi y cols., 2008). Mientras
que los efectos adversos a la salud derivados de la exposicion cronica a los plaguicidas
OP son menos conocidos (Kwong, 2002; Kamel y cols. 2003, 2007; De Silva y cols.,
2006), entre estos efectos se incluyen: alteraciones neuroconductuales, efectos en el
desarrollo, dafios inmunologicos, efectos reproductivos, disrupcién endocrina y
reacciones alérgicas (Eskenazi y cols., 1999; Sanborn y cols., 2002; Eskenazi y cols.,
2008).

Los plaguicidas OP (en su forma “tio”) son bioactivados mediante una desulfuracion
oxidativa catalizada por citocromo p450 para formar el oxén correspondiente, el cual
es hidrolizado por la paraoxonasa 1 (PON1) obteniéndose como productos de
reaccion, los metabolitos inespecificos dialquilfosfato y un metabolito especifico

dependiendo del plaguicida organofosforado en cuestion (Cocker y cols., 2002; Costa
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y cols., 2003); una vez formados estos metabolitos, son eliminados por via renal. En la
Figura 1, se muestran las estructuras quimicas de los seis principales metabolitos
dialquilfosfato: dimetilfosfato (DMP), dietilfosfato (DEP), dimetiltiofosfato (DMTP),
dietiltiofosfato (DETP), dimetilditiofosfato (DMDTP) y dietilditiofosfato (DEDTP).

Alrededor del 85% de los plaguicidas OP son degradados a algunos de los metabolitos
dialquilfosfato. Por lo cual, diversos estudios han cuantificado estos metabolitos para
evaluar la exposicion a los plaguicidas OP (Apreay cols., 1996a; Cocker y cols., 2002;
Wessels y cols., 2003; Fenske y cols., 2000, 2005; Arcury y cols., 2007; Barr y cols.,
2011). En la tabla 1 se presentan los principales plaguicidas OP y los metabolitos

dialquilfosfato que son producidos en su reaccion de hidrélisis.

Los metabolitos DAP han sido usualmente cuantificados por cromatografia de gases
empleando diferentes detectores, tales como el detector fotométrico de flama (FPD por
sus siglas en inglés), el detector nitrogeno-fosforo (NPD por sus siglas en inglés), el
detector de ionizacidon de flama (FID por sus siglas en inglés) y el detector termoidnico
especifico (Apreay cols., 1996; Moate y cols., 1999; Oglobine y cols., 2001b; Petchuay
y cols., 2008).

Actualmente, los métodos mas utilizados para la determinacion de metabolitos
dialquilfosfato incluyen técnicas de deteccion como la espectrometria de masas (Park
y cols., 1998; Hard y Angerer, 2000; Kupfermann y cols., 2004; Hemakanthi y cols.,
2008) y la espectrometria de masas tandem (MS/MS por sus siglas en inglés)
(Oglobine y cols., 2001; Bravo y cols., 2002, 2004), este tipo de detectores a diferencia
de los mencionados en el parrafo anterior, permiten la confirmacién de la identidad de
los analitos de interés, mediante la comparacién de sus espectros de masas con los
obtenidos de estandares, aumentando la selectividad y sensibilidad del método
analitico, particularmente cuando el analisis se realiza en el modo de “Monitoreo del

I6n Selectivo (SIM por sus siglas en inglés). Esto ha hecho posible alcanzar limites de
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deteccién mas bajos, permitiendo la medicién de metabolitos DAP en poblaciones no-

ocupacionalmente expuestas (Barr y cols., 2004).

Los metabolitos dialquilfosfato son moléculas polares y de baja volatilidad debido a su
naturaleza iénica, por lo que es necesario derivatizarlos para aumentar su volatilidad
antes de ser cuantificados por cromatografia de gases. Dado lo anterior, la
derivatizacion es una etapa critica. En la literatura, se ha reportado el uso de diversos
agentes derivatizantes, algunos de los cuales presentan ciertas desventajas tales
como alta toxicidad y peligrosidad, poca estabilidad, bajo rendimiento y en algunos
casos interfieren con la determinacion analitica de los metabolitos dialquilfosfato (Black
y Muir, 2003).

Algunos de los primeros reactivos empleados en la derivatizacion de los metabolitos
DAP fueron: diazoalcanos como el diazometano, el diazoetano y el diazopentano y aril-
alquil triacenos. Posteriormente, se usaron otros que mejoraron el rendimiento y la
respuesta analitica de los derivados obtenidos, entre éstos estan: benciltolil triaceno,
hexametildisilazano, trimetilclorosilano, bromuro de pentafluorobencilo (PFBBr por sus
siglas en inglés) y 1-cloro-3-yodo propano (CIP) (Aprea y cols., 2002; Bravo y cols.,
2002; 2004; Black y Muir, 2003). El hexametildisilazano y el trimetilclorosilano, tienen
el inconveniente de que en la reaccion quimica se emplea piridina, un disolvente
altamente toxico. De los agentes derivatizantes antes sefialados, los mas empleados
en la actualidad son el PFBBr y el CIP, debido a algunas ventajas en comparacion con
otros reactivos. Por ejemplo, el PFBBr genera un producto de reaccién para cada
metabolito dialquilfosfato; mientras que otros agentes derivatizantes como el
diazopentano, producen dos isomeros en el caso de los metabolitos DMTP y DETP,
debido a que la alquilacién se lleva a cabo tanto en el atomo de azufre como en el de
oxigeno (Hard y cols., 2000). En la Figura 2 se muestra un esquema de las reacciones

de derivatizacion de los metabolitos DAP con los derivatizantes PFBBr y CIP.
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El objetivo de este trabajo fue implementar y validar un método analitico para la
determinacion de los 6 principales metabolitos urinarios dialquilfosfato por
cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG/EM), empleando dos agentes

derivatizantes, el PFBBry el CIP.

Materiales y métodos

Reactivos

Los estandares de DMP (97%), DEP (99%), DMTP (99.2%), DETP (99%), DMDTP
(99.4%) y DEDTP (99%), y el estandar interno (EI) isotopicamente marcado del DETP
(DETP-d10) con una pureza isotdpica del 98% fueron obtenidos de Cerilliant CIL, Inc.
Todos los disolventes utilizados fueron grado analitico con una pureza mayor del 98%.
El 1-Chloro-3-iodopropano (CIP), el bromuro de 2,3,4,5,6-Pentafluorobencil (99%)
(PFBBr) y el carbonato de potasio anhidro (K2COs) fueron adquiridos de Aldrich
Chemical Co. (Milwaukee, WI, USA).

“Orina blanco”

La “orina blanco” fue preparada de acuerdo con el procedimiento descrito por Bravo y
cols., (2002). Se colect6 una muestra diaria, durante una semana de un donador
voluntario no expuesto a OPs, éstas fueron combinadas en volumenes iguales para
formar una muestra compuesta. Con la finalidad de disminuir el efecto de matriz, la
muestra compuesta fue diluida, con agua bidestilada desionizada en proporciones 1:1
(v/v); posteriormente ésta fue mezclada en una placa de agitacion y filtrada bajo vacio
a través de una membrana de 0.2 um y dividida en tres alicuotas, a las cuales
posteriormente se les adiciond disoluciones estandares de los metabolitos
dialquilfosfato en diferentes concentraciones, para la obtencion de los puntos de

calibracion y de las muestras control.
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Disoluciones estandares “patron”

Disoluciones estandares “patron” de 100, 500 y 1000 pg/L de cada metabolito DAP
(DMP, DMTP, DMDTP, DEP, DETP y DEDTP) en 10 mL de metanol fueron obtenidas.
Ademas, disoluciones estadndares “patron” de 100 y 500 ug/L del estdndar interno
fueron preparadas por dilucion del reactivo DETP-d10. Las disoluciones obtenidas
fueron divididas en dos alicuotas, las cuales fueron almacenadas a -20°C hasta su
uso. Estas disoluciones fueron utilizadas para preparar los estandares de calibracion

y las muestras control.

Estandares de calibracion y muestras control

Seis estandares de calibracion fueron preparados por dilucion a partir de las
disoluciones estandares “patron” de los metabolitos dialquilfosfato individuales (DMP,
DMTP, DMDTP, DEP, DETP y DEDTP) en 5 mL de “orina blanco”, de acuerdo con los
siguientes intervalos de concentracion: de 1 a 200 ug/L para el DMP, DMTP, DEP y
DETP; de 0.25 a 50 pg/L para el DMDTP; y de 0.5 a 100 pg/L para el DEDTP. La
concentracion del estandar interno en las disoluciones de calibracion y muestras

control fue de 12.5 ug/L.

Tres muestras control fueron preparadas por dilucidon a partir de las disoluciones
estandares “patron” de los metabolitos dialquilfosfato individuales (DMP, DMTP,
DMDTP, DEP, DETP y DEDTP) en 5 mL de “orina blanco”. a) muestra “control bajo”
(CB) conteniendo de 7.5 a 10 ug/L de DMP, DEP, DMTP y DETP; de 2.5 a 3.75 ug/L
de DMDTP y de 3.75 a 5 pg/L de DEDTP. b) muestra “control medio” (CM) conteniendo
de 15 a 32 pg/L de DMP, DEP, DMTP y DETP; de 7.5 a 8 ug/L de DMDTP y de 7.5 a
16 pg/L de DEDTP. c¢) muestra “control alto” (CA) conteniendo de 30 a 80 ug/L de
DMP, DEP, DMTP y DETP; de 15 a 20 pg/L de DMDTP y de 15 a 40 pg/L de DEDTP.
Los estandares de calibracion y las muestras control fueron divididas en alicuotas de

750 pL y almacenadas a -20°C hasta su uso.
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Preparacion de la muestra

El procedimiento empleado para la preparacion de las muestras, se basé en el método
descrito por Valcke y cols., (2006) con la diferencia de que éstos investigadores
emplearon un volumen de muestra de 500 pL. Se adicioné el estandar interno (DETP-
d10) a una concentracién de 12.5 ug/L a alicuotas de 200 pyL de cada estandar de
calibracion, muestra control, blanco de método y muestra problema. Posteriormente,
se adiciono 10 pL del agente derivatizante (CIP o PFBBr) y 200 mg de carbonato de
potasio y se les sometid a calentamiento a 70°C, 80°C y 90°C durante 2 h en bafio

SecCo.

Los ésteres cloropropil y pentafluorobencil fosfato fueron extraidos dos veces con 7
mL de una mezcla de cloruro de metileno en hexano (8% v/v). El sobrenadante
obtenido fue transferido a otro tubo y evaporado a sequedad bajo una corriente suave
de nitrogeno a 30°C, en un Turvovap LV (Zymark, Hopkinton, MA). El residuo fue
resuspendido en 500 pL de cloruro de metileno/hexano y evaporado a 50 uL bajo una
corriente de nitrogeno a 30°C. Finalmente, el extracto fue transferido a un microvial
cromatografico, el cual fue sellado y analizado por CG/EM. El procedimiento de
extraccion de los metabolitos dialquilfosfato de las muestras de orina es resumido en

la Figura 3.

Condiciones CG/EM

Un cromatografo de gases (CG) Agilent 6850 equipado con un automuestreador
Agilent 6850 y un detector selectivo de masas (EM) Agilent 5973N fueron empleados
para la separacion y andlisis de los metabolitos dialquilfosfato. Se emple6 una columna
capilar HP-5MS marca J & W (Folsom, CA, USA) de 30 m de longitud, 0.25 mm de
diametro interno y 0.25 pum de espesor de pelicula (5% fenil-95% metilpolisiloxano).
Una alicuota de 2 uL de cada extracto fue inyectado en el modo splitless. La

temperatura del puerto de inyeccion fue mantenida en 270°C. El programa de
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temperatura del horno fue el siguiente: temperatura inicial de 60°C (mantenida por un
minuto), rampa de 10°C/min hasta 135°C (mantenida por 10 min), rampa de 5°C/min
hasta 160°C (mantenida por 10 min), rampa de 25°C/min hasta 250°C y finalmente
una rampa de 100°C/min hasta 300°C (mantenida 4 min). Como gas acarreador se
utilizé helio con una pureza de 99.999% (Praxair; Guadalajara, Jalisco, México) a un
flujo constante de 0.6 mL/min. EI EM fue operado en el modo de ionizacion de impacto
de electrones a 70 eV y las temperaturas de la linea de transferencia y de la fuente de
ionizacion fueron mantenidas en 150°C y 230°C, respectivamente. Al menos dos iones
de cada metabolito dialquilfosfato fueron monitoreados en el modo “Monitoreo del 16n
Selectivo” (SIM por sus siglas en inglés).

Cuantificacién

Las curvas de calibracion de cada metabolito dialquilfosfato fueron construidas
graficando las concentraciones de seis niveles (intervalo: 0.25 a 200 pg/L en orina)
contra sus respectivos factores de respuesta, los cuales fueron calculados como el
area bajo la curva obtenida del cromatograma del i6n seleccionado de cada metabolito
dialquilfosfato dividido entre el area bajo la curva obtenida del cromatograma del i6n
seleccionado del estandar interno (DETP-d10). Al menos cinco determinaciones
repetidas fueron realizadas para cada concentracion de la curva de calibracion.
Mediante analisis de regresion lineal se obtuvieron la pendiente y el intercepto de las
curvas de calibracion. Previo al analisis CG/EM de las muestras, un estandar de
concentracion conocida fue inyectado para verificar que la resolucion cromatografica

y la masa espectral de cada metabolito dialquilfosfato fueran adecuadas.

La identificacién de los metabolitos dialquilfosfato se realiz6 en funcién de sus iones
moleculares y un segundo i6n caracteristico; asi como de sus tiempos de retencion.
La cuantificacion de cada metabolito se efectuo interpolando su area bajo la curva

(respuesta) en la curva de calibracion correspondiente.
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Validacion

Con la finalidad de proveer resultados confiables, se realiz6 la validacion del método
analitico. Los parametros evaluados fueron: selectividad, linealidad, repetibilidad,

reproducibilidad, limite de deteccién y porcentaje de recobro.

La selectividad se refiere a la capacidad de un método analitico para identificar un
analito particular cuando éste se encuentra en una mezcla (EURACHEM, 1998). Para
evaluarla, se prepararon disoluciones en orina blanco conteniendo una mezcla de los
metabolitos dialquilfosfato (DMP, DEP, DMTP, DETP, DMDTP y DEDTP), en tres
diferentes concentraciones (50, 100 y 200 pg/L). Las muestras fueron procesadas de

acuerdo con el procedimiento de preparacion descrito anteriormente.

La linealidad del método se refiere a la capacidad de obtener respuestas analiticas,
directamente proporcionales a la concentracion (cantidad) del analito en cuestion en
un intervalo especifico de concentracion. Este parametro, fue determinado mediante
el analisis de cinco réplicas de seis niveles de concentracion en el intervalo de 0.25 a
200 ug/L dependiendo del metabolito dialquilfosfato. Las curvas de calibracién fueron
graficadas y se calcularon los coeficientes de correlacion, pendientes e interceptos al

origen para cada DAP.

El limite de deteccion de un método (LDM), es la minima concentracion de un analito
que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones
establecidas (EURACHEM, 1998). ElI LDM fue calculado para cada metabolito
dialquilfosfato como 3Sg/m, donde Sg fue estimada como el intercepto al origen “b” y
“m” como la pendiente, ambos pardmetros fueron obtenidos por andlisis de regresion
(Miller y Miller; 2002) de una curva de calibracion construida con niveles de 0.25 a 200

Hg/L dependiendo del metabolito dialquilfosfato.
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Para evaluar el procedimiento de extraccion, se adicionaron a partir de disoluciones
“patrén”, concentraciones conocidas (en el intervalo de 2.5 a 80 pg/L) de una mezcla
de DAP a alicuotas de “orina blanco” y se calcul6 el recobro como el cociente entre la
concentracion medida y la concentracion adicionada de cada DAP (EURACHEM,
1998). El porcentaje de recobro obtenido fue comparado con los criterios de aceptacion
establecidos para este parametro (60% a 120% para 1 a 10 pug/L y 70% a 120% para
10 a 100 pg/) por la AOAC Peer Verified Methods program (AOAC 1999, 2000).

La precision se refiere al grado de concordancia entre los resultados de pruebas
independientes obtenidos bajo condiciones estipuladas, siendo las medidas mas
comunes de ésta, la “repetibilidad” y la “reproducibilidad” (EURACHEM, 1998). La
primera, se obtiene con el mismo método, laboratorio y operador, empleando el mismo
equipo y dentro de intervalos de tiempo cortos; mientras que la segunda, aunque se
lleva a cabo con el mismo método, se realiza en diferentes laboratorios, por diferentes
operadores, usando diferentes equipos. La repetibilidad fue evaluada mediante el
calculo del coeficiente de variacion (%CV) de mediciones repetidas (n=5) de muestras
a las que se les adicionaron diferentes concentraciones de cada uno de los metabolitos
DAP. EI criterio de aceptacion para este parametro fue establecido en 16% a 23%,
dependiendo de la concentracion analizada (AOAC 1999, 2000). Por otro lado, la
reproducibilidad del método fue determinada por el %CV de la pendiente obtenida de
cinco curvas de calibracion independientes, de cada uno de los DAP en un intervalo
de concentracion de 0.25 a 200 pg/L dependiendo del DAP.

Para evaluar la estabilidad de los metabolitos DAP se prepararon muestras control en
“orina blanco”, en concentraciones de 2.5 a 10 pg/L (control bajo) y de 20 a 80 ug/L
(control alto) dependiendo de cada DAP. Estas muestras se dividieron en alicuotas, se
almacenaron a -20°C y se analizaron durante el tiempo que durd el estudio (seis
meses). Los porcentajes de error de las concentraciones medidas en las muestras
“control bajo”, oscilaron de 0.1% a 28.3%, dependiendo del DAP; mientras que en las

muestras “control alto” fueron de 0.5% a 18.9%. Alrededor del 60% de las
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concentraciones medidas estuvieron por debajo de la concentracion adicionada
(intervalo: del 45% al 70%); y las que estuvieron por arriba, oscilaron del 30% al 50%,
dependiendo del DAP.

El método analitico implementado fue utilizado para medir los metabolitos
dialquilfosfato en las muestras de orina obtenidas de nifios y adolescentes de 6 a 14
afios de edad de una localidad agricola de México (Ramirez-Jiménez y cols., 2014).
Para asegurar la calidad y confiabilidad de los resultados de éstas, se incluyé una
muestra control en cada lote de 11 muestras. Ademas de alicuotas de “orina blanco”
a las cuales Unicamente se les adicion6 el estandar interno (blancos de método). Los
blancos de método, las muestras control y las muestras problema fueron sometidas al

procedimiento de extraccion descrito anteriormente.

Resultados y discusion

En la actualidad, los organofosforados (OPs) se encuentran entre los plaguicidas mas
usados en México, principalmente en la agricultura. Este tipo de plaguicidas son
neurotdxicos. Una de las formas mas comunes de evaluar la exposicién a OPs es a
través de la cuantificacion de los seis principales metabolitos dialquilfosfato en orina
(Fenske y cols., 2005; Barr y cols., 2011). Este método proporciona una estimacion de

la exposicién integral a plaguicidas OP (Lu y cols., 2001).

En el presente estudio, fue implementado y validado un método para la determinacion
de metabolitos urinarios DAP en nifios y adolescentes de una localidad agricola,
basado en el procedimiento descrito por Valcke y cols., (2006). Este método, permitid
la medicidon de los seis principales metabolitos dialquilfosfato en una sola corrida
cromatografica, usando el PFBBr como reactivo derivatizante y utilizando un volumen

pequefio de muestra de orina (200 pL).
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En este trabajo se emplearon, el 1-Chloro-3-iodopropano (CIP) y el bromuro de
2,3,4,5,6-Pentafluorobencilo (PFBBr), éstos son dos de los agentes derivatizantes mas
empleados en la alquilacion de los metabolitos dialquilfosfato (Bravo y cols., 2002,
2004; Valcke y cols., 2006; Hemakanthi y cols., 2008), debido a que éstos
proporcionan mejores limites de deteccion (Reddersen y Heberer, 2003), ademas de

algunas ventajas en comparaciéon con otros reactivos.

La derivatizacion de los DAP es una reaccion termosensible, ya que los metabolitos
gue contienen azufre son degradados a altas temperaturas a Sus respectivos
metabolitos oxigenados (DMP y DEP), sobreestimandose la concentracion de éstos
(Aprea y cols., 1996b; Moate y cols., 1999; Oglobline y cols., 2001a, 2001b). Por ello
la optimizacion de la temperatura de reaccion es critica, principalmente para aquellos
metabolitos que contienen azufre (DMTP, DMDTP, DETP y DEDTP); mientras que los
metabolitos DMP y DEP requieren una temperatura mas alta para la formacion de la

estructura éster.

Ademas del empleo de CIP y PFBBr, se evaluaron tres diferentes temperaturas (70°C,
80°C y 90°C) para determinar la temperatura de reaccibn mas adecuada para la
obtencion de los compuestos éster de todos los metabolitos DAP. En la Tabla 2, se
presenta el area bajo la curva (ABC) del pico cromatografico obtenido, de acuerdo con
el agente derivatizante y con la temperatura de reaccion. Con respecto a la duracion
de la reaccién de derivatizacién, ademas del tiempo de 2 horas, se probaron 4 horas
(a 60°C), 15 horas (a 40°C) y 24 h (a temperatura ambiente, alrededor de 25°C). Los
rendimientos obtenidos en estas pruebas fueron menores a las de 70°C, 80°C y 90°C

por 2 h (datos no mostrados).
En el presente estudio, todos los metabolitos dialquilfosfato fueron identificados

cuando fue utilizado el PFBBr como agente derivatizante; no asi para el caso del CIP,

los metabolitos DMP y DEP no fueron identificados (Figura 4).
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En el presente estudio, los ésteres de pentafluorobencilo de los metabolitos DMP y
DEP presentaron un mayor rendimiento a la temperatura de 90°C/2 h; mientras que
los ésteres de los demas metabolitos tuvieron mejor rendimiento cuando la reaccion
se realizo a la temperatura de 70°C/2 h (Tabla 2), aunque estas diferencias fueron
significativas solo para los ésteres pentafluorobencil fosfato de los metabolitos DMP,
DEP, DMTP y DMDTP (t-Student pareada, p<0.05). En el caso de los ésteres
cloropropil fosfato de los metabolitos dialquilfosfato que contienen azufre, se observé
una tendencia similar (Tabla 2), pero las diferencias solo fueron significativas para el

DETP y marginalmente significativa para el DMTP (t-Student pareada, p<0.05).

Las condiciones de derivatizaciéon de 70°C/2 h de acuerdo con Valcke y cols., (2006)
ofrece los mejores resultados entre la reaccion completa de DMP y DEP y la menor
pérdida de los metabolitos que contienen azufre. Algunos estudios previos han
reportado reacciones de derivatizacion de metabolitos dialquilfosfato en un solo paso,
pero que requirieron tiempos de reaccion mas largos tales como 40°C por 15 h, 60°C
por 4 h'y 60°C por 3 h (Hardt y Angerer, 2000; Oglobline y cols., 2001a, 2001b; Bravo
y cols., 2004). Otros estudios han llevado a cabo la reaccion de derivatizacion a dos
temperaturas: a 90°C durante 2 h para obtener los ésteres de los metabolitos DMP y
DEP; y a temperatura ambiente para los metabolitos que contienen azufre (Moate y
cols., 1999).

En el presente estudio, los metabolitos dialquilfosfato fueron analizados usando un
detector selectivo de masas en el modo de Monitoreo del lon Selectivo (SIM)
empleando al menos dos iones caracteristicos de cada metabolito. En la Tabla 3, se
presentan los tiempos de retencion y los iones monitoreados para la identificacion y
cuantificacion de los derivados cloropropil y pentaflurobencil fosfato de cada metabolito
DAP. Los ésteres cloropropil fosfato tuvieron tiempos de retencion de 18.45 min para
el DMTP, 23.27 min para el DETP, 22.18 para el DMDTP, 26.20 min para el DEDTP y
23.00 min para el DETP-d10; los metabolitos DMP y DEP no fueron identificados. Por

otro lado, los ésteres pentafluorobencil fosfato presentaron los siguientes tiempos de
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retencion: 16.38 min para el DMP, 21.38 min para el DEP, 23.65 min para el DMTP,
28.04 min para el DETP, 27.21 min para el DMDTP, 32.60 min para el DEDTP y 27.58
min para el DETP-d10.

En la Figura 5, se presentan los cromatogramas caracteristicos de los ésteres
cloropropil fosfato (a) y pentafluorobencil fosfato (b) de dos muestras de orina a las
que se les adicionaron disoluciones patron de una mezcla de los DAP. Todos los
derivados DAP-PFB fueron identificados, mientras que los ésteres cloropropil fosfato
del DMP y DEP no fueron identificados.

Los espectros de masas se obtuvieron mediante el procesamiento de disoluciones
estandar individuales de 500 pg/L en metanol y muestras de “orina blanco” a las cuales
se les adicioné 500 pg/L de cada metabolito DAP. Los derivados éster obtenidos,
fueron analizados por CG/EM en el modo SCAN. En la Figura 5, a manera de ejemplo
se presentan los espectros de masas de los esteres cloropropil y pentafluorobencil
fosfato del metabolito DMTP.

Las curvas de calibracion fueron obtenidas representando graficamente la relacion de
la respuesta cromatografica de cada metabolito. El método mostr6 una buena
linealidad para cada metabolito, los coeficientes de correlacion oscilaron entre 0.989 a
0.999 y 0.993 a 0.997 para los derivados DAP-CIP y DAP-PFB, respectivamente. En
la Tabla 4, se presentan los pardmetros de calibracién de los ésteres cloropropil y

pentafluorobencil fosfato de los metabolitos DAP.

Para fines de comparacion, las curvas de calibracion del par de ésteres DAP-CIP y
DAP-PFB de los metabolitos DMTP, DMDTP, DETP y DEDTP fueron representadas
en una misma gréafica (Figura 6). Las pendientes de las curvas de calibracion de los
ésteres cloropropil fosfato fueron mayores que las de sus correspondientes derivados

DAP-PFB, lo que implica que la sensibilidad del método fue mayor cuando se empled
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el CIP; sin embargo, los metabolitos DMP y DEP no pudieron ser identificados cuando

se empled este derivatizante.

En la Tabla 4 se muestran los LDMs, con respecto a los ésteres cloropropil fosfato,
éstos oscilaron de 0.10 a 1.10 ug/L, mientras que los de los ésteres pentafluorobencil
fosfato, estuvieron entre 0.27 y 1.49 ug/L. Estos LDMs fueron mas altos, que aquellos
reportados por otros estudios que utilizaron la técnica CG/EM-EM: 0.04 a 0.5 ug/L
(Oglobine y cols., 2001b) y 0.1 a 0.6 pg/L (Bravo y cols., 2004), debido a la mayor
selectividad y sensibilidad que se logra con un detector doble de masas. Por otro lado,
los LDMs de este estudio, fueron menores que los reportados por otros autores que
emplearon CG-FPD (Oglobine y cols., 2001a) y similares a los reportados por Hardt y
Angerer (2000), quienes usaron un equipo similar (CG/EM).

En la Tabla 5, se presentan los porcentajes de recobro y coeficientes de variacion del
meétodo analitico en funcion del agente derivatizante empleado (CIP y PFBBr). Las
concentraciones de los controles analizados fueron de 3.5 a 15 pg/L y de 2.5 a 80 ug/L
cuando se emplearon como derivatizantes el CIP y el PFBBr, respectivamente. Se
obtuvieron mejores porcentajes de recobro (86% a 104%) cuando se utilizé el CIP, que
cuando se empled el PFBBr (78% a 97%). Con respecto a los coeficientes de variacion,
estos oscilaron de 2.1% a 15.2% para el CIP y de 5.3% a 17.8% para el PFBBr, todos

los datos estuvieron dentro del criterio de aceptacion establecido (AOAC 1999, 2000).

Los resultados obtenidos tanto del porcentaje de recobro como del coeficiente de
variacion, cuando se empleo tanto el CIP como el PFBBr como agentes derivatizantes,
son comparables con aquellos reportados por otros estudios. Hardt y Angerer (2000),
reportaron recobros que oscilaron de 71% a 114% y coeficientes de variacion de 7.9 a
17%, empleando extraccion liquido-liquido y andlisis CG/EM. Por otro lado, Bravo y
cols., (2002) reportaron coeficientes de variacion menores del 20% y Oglobline y cols.,
(2001a, 2001b) del 4% al 14%; en estos estudios se utilizaron la destilacion

azeotropica y la liofilizacién para la preparacion de la muestra y el analisis CG/EM-EM
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para la cuantificacion de los metabolitos dialquilfosfato. Ademas, Aprea y cols., (1996)
reportaron coeficientes de variacion del 8% al 12% y Moate y cols., (1999) de hasta

46% con un % de recobro que oscilo de 58% a 119%.

En el presente estudio, el volumen de orina usado en la preparacién de la muestra fue
pequefio (200 pL), el empleo de volumenes mas grandes podria requerir el uso de
técnicas como la liofilizacion, para eliminar el agua de éstas (Oglobline y cols., 2001;
Bravo y cols., 2004) antes de la etapa de derivatizacion, paso clave para asegurar una

reaccion completa en la formacion de la estructura éster (Aprea y cols., 1996).

El método implementado en este trabajo, fue empleado para evaluar la exposicion a
plaguicidas organofosforados en nifios y adolescentes que viven en una localidad
agricola de México (Ramirez-Jiménez y cols., 2014). Para ello, se colectaron muestras
de orina de nifios y adolescentes de 6 a 14 afios de edad durante dos periodos de
aplicacion de plaguicidas. Debido a que no se dispuso de materiales de referencia
estandar (SRM por sus siglas en inglés), se prepararon muestras de “orina blanco”
adicionadas con los metabolitos DAP de interés en dos niveles de concentracion.
Control bajo: conteniendo 2.5 pg/L de DMDTP, 5.0 ug/L de DEDTP y 10 ug/L de DMP,
DEP, DMTP y DETP. Control alto: conteniendo 20 pg/L de DMDTP, 40 ug/L de DEDTP
y 80 ug/L de DMP, DEP, DMTP y DETP. Estas fueron divididas en alicuotas y
almacenadas a -20°C. En cada lote de 11 muestras se incluy6 una de estas muestras
control, para asegurar la confiabilidad de los resultados. Los porcentajes de recobro
oscilaron de 71.7% a 118.4% y los coeficientes de variacion de 6.5% a 17.1% para el
control bajo; mientras que para el control alto, los porcentajes de recobro y variacion
fueron de 74.3% a 114.8% y de 5.0% a 11.6%, respectivamente. Los porcentajes de

recobro estuvieron dentro de la media + 2DE.

Para el analisis de las muestras de orina, se seleccion6 al PFBBr como agente
derivatizante, debido a que éste tiene la ventaja de generar solamente un producto de

reaccion con cada metabolito (Oglobine y cols., 2001a). Similarmente a Hemakanthi y
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cols., (2008), se observé que el exceso de PFBBr en la muestra es indeseable, ya que
produce una pérdida de sensibilidad en el sistema CG/EM después de la inyeccion de
un lote de alrededor de 50 muestras, debido a que este reactivo dafia los componentes
de la fuente, la columna y el detector, por lo cual una etapa de limpieza previa al

analisis CG/EM, es recomendable para eliminar el exceso de PFBBr.

El DMTP fue el principal metabolito dialquilfosfato detectado en las muestras de orina
de los nifios y adolescentes en ambos periodos de muestreo; en el periodo de baja
aplicacion de plaguicidas, la frecuencia de éste fue de 92.1% y en el periodo de alta
aplicacion fue de 99.1% (Ramirez-Jiménez y cols., 2014). En la Figura 7, se muestra
un cromatograma de la muestra de orina de un nifio, cuya vivienda se encuentra cerca

de los campos agricolas.

En conclusion, los resultados aqui presentados, indican que fue mejor el PFBBr que el
CIP como agente derivatizante; ademas de que el método analitico fue confiable y los
LDMs fueron lo suficientemente bajos para determinar la exposicion a OPs en nifios y
adolescentes mexicanos no ocupacionalmente expuestos, residentes en una localidad
agricola.
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Tablal

Plaguicidas OP mas comunes y sus metabolitos dialquilfosfato inespecificos

Plaguicida organofosforado

Metabolito dialquilfosfato

DMP DMTP DMDTP DEP DETP DEDTP

Azinfos metilico
Cloretoxifos
Clorpirifos
Clorpirifos metilico
Coumafos
Diclorvos (DDVP)
Diazinon
Dicrotofos
Dimetoato
Disulfoton

Etion

Fenitrotion
Fention

Isazafos metilico
Malation
Metidation
Paration metilico
Naled
Oxidemeton metilico
Paration

Forato

Fosmet

Pirimifés metilico
Sulfotep

Temefos

X X X X X X X X

X X X X X X

X
X X
X X
X X
X X
X
X X
X X
X
X
X X
X X
X
X X
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Tablal

Continuacion

Metabolito dialquilfosfato
Plaguicida organofosforado

DMP DMTP DMDTP DEP DETP DEDTP

Terbufos X X X

Tetraclorvinfos X

DMP: dimetilfosfato; DMTP: dimetiltiofosfato; DMDTP: dimetilditiofosfato; DEP:
dietilfosfato; DETP: dietiltiofosfato; DEDTP: dietilditiofosfato.
Fuente: Wessels y cols., 2003.
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Tabla 2

Area bajo la curva (ABC) obtenida del pico cromotogréafico de acuerdo al agente derivatizante y a la temperatura de reaccion

empleada.
. Temp-eiratura de DAP-CIP DAP-PFB
reaccion ABC Comparacion p-value? ABC Comparacion p-value?
DMP 70°C NI NI NI 238 +£128 70 <80 0.139
80°C NI NI NI 344 + 206 70 <90 0.076
90°C NI NI NI 550 + 287 80<90 0.048
DMTP 70°C 421 + 212 70 >80 0.051 1624 + 977 70> 80 0.016
80°C 295+ 161 70> 90 0.089 1332 + 913 70>90 0.647
90°C 275+ 132 80 >90 0.367 1570 + 803 80 <90 0.064
DMDTP 70°C 1402 + 811 70 >80 0.161 576 £421 70> 80 0.018
80°C 1261 + 699 70> 90 0.219 534 + 410 70>90 0.41
90°C 1192 + 609 80 >90 0.344 553 + 377 80 <90 0.456
DEP 70°C NI NI NI 1081 + 860 70<80 0.037
80°C NI NI NI 1556 + 1022 70<90 0.02
90°C NI NI NI 1781 + 1032 80<90 0.001
DETP 70°C 1497 + 949 70 >80 <0.001 1065 + 769 70> 80 0.062
80°C 1320 + 945 70> 90 0.114 991 + 736 70> 90 0.048
90°C 1194 + 758 80 > 90 0.371 920 + 712 80 >90 0.035
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Tabla 2

Continuacion

Temperatura de DAP-CIP DAP-PFB
DAP .
reaccion ABC Comparacion p-value? ABC Comparacion  p-value?
DEDTP 70°C 1747 £ 1222 70 >80 0.313 618 + 440 70 > 80 0.37
80°C 1628 + 1070 70 >90 0.185 610 + 452 70> 90 0.331
90°C 1639 + 1129 80 <90 0.784 605 + 458 80> 90 0.27

DMP: dimetilfosfato; DMTP: dimetiltiofosfato; DMDTP: dimetilditiofosfato; DEP: dietilfosfato; DETP: dietiltiofosfato;
DEDTP: dietilditiofosfato. DAP-CIP: ésteres cloropropil fosfato. DAP-PFB: ésteres pentafluorobencil fosfato. ABC: Area
bajo la curva del pico cromatografico expresada como media + desviacion estandar (n = 3). NI: metabolito dialquilfosfato
no identificados. @ Evaluado por la prueba t-Student pareada (p<0.05).
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Tabla 3

lones y tiempos de retencién usados para la identificacion y cuantificacion de los

derivados DAP-CIP y DAP-PFB de los metabolitos dialquilfosfato

Metabolito DAP-CIP DAP-PFB
Tiempo de retencion Tiempo de
lones (M/z) lones (M/z)
(min)2 retencion (min) 2

DMP NI NI 16.38 £ 0.05 306, 110
DMTP 18.45 + 0.62 218, 142 23.65 £ 0.08 322,110
DMDTP 22.18 £ 0.33 234, 158 27.21£0.16 338, 157
DEP NI NI 21.38 £ 0.09 334, 258
DETP 23.27 £0.32 246, 170 28.04£0.14 350, 138
DEDTP 26.20 £ 0.36 262, 186 32.60 £ 0.25 366, 185
DETP-d10 23.00 £ 0.35 256, 180 27.58 £0.17 360, 148

DMP: dimetilfosfato; DMTP: dimetiltiofosfato; DMDTP: dimetilditiofosfato; DEP:
dietilfosfato; DETP: dietiltiofosfato; DEDTP: dietilditiofosfato. DAP-CIP: ésteres
cloropropil fosfato. DAP-PFB: ésteres pentafluorobencil fosfato. Temperatura de
reaccion empleada para la obtencién del éster: 70°C/2 h. 2 Valor expresado como
la media = desviacion estandar (n = 3). NI: metabolito dialquilfosfato no
identificado.
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Tabla 4

Linealidad y limites de deteccién del método obtenidos al emplear los agentes

derivatizantes CIP y PFBBr.

Parametro DMP DEP DMTP DETP DMDTP DEDTP

DAP-CIP
m NI NI 0.309 0521 1.235 1.287
b NI NI 0.181  0.045 0.056 0.099
r NI NI 0.989  0.999  0.999 0.998
LDM (ug/L) NI NI 1.10 0.21 0.070 0.46
DAP-PFB
m 0.132 0289 0206 0.205 0.436 0.247
b 0.022 0.018 0.087  0.004 0.008 0.003
r 0.995 0.997 0.993 0997  0.997 0.997
LDM (ug/L)  1.36  1.07  1.49 0.98 0.27 0.52

DMP: dimetilfosfato; DMTP: dimetiltiofosfato; DMDTP: dimetilditiofosfato; DEP:
dietilfosfato; DETP: dietiltiofosfato; DEDTP: dietilditiofosfato. DAP-CIP: ésteres
cloropropil fosfato. DAP-PFB: ésteres pentafluorobencil fosfato. Temperatura de
reaccion empleada para la obtenciéon del éster: 70°C/2 h. m = pendiente de la
curva. b = intercepto. r = coeficiente de correlacion. LDM = limite de deteccion del
meétodo. Estandar interno (DETP-d10): 12.5 pg/L. Intervalo lineal: 1 a 200 ug/L
(DMP, DEP, DMTP y DETP); 0.5 a 100 pg/L (DEDTP); y 0.25 a 50 pg/L (DMDTP).
Valores expresados como la media aritmética (n = 5). NI: metabolito dialquilfosfato
no identificado.

37



Tabla 5

Porcentajes de recobro y coeficientes de variacion de muestras control, empleando

dos agentes derivatizantes (CIP y PFBBr).

Metabolito Control PAP-CIP PAP-PFE
Mg/L % recobro %CV Mg/L % recobro %CV
bajo NI NI NI 10 77.9 8.2
DMP medio NI NI NI 32 93.3 154
alto NI NI NI 80 96.9 9.7
bajo NI NI NI 10 81.6 9.9
DEP medio NI NI NI 32 95.9 5.3
alto NI NI NI 80 88.8 5.8
bajo 7.5 85.9 15.2 10 80.2 17.8
DMTP medio 15 92.6 4.6 32 93.2 9.4
alto 30 95.9 5.0 80 92 5.7
bajo 7.5 96 7.1 10 82.8 8.4
DETP medio 15 94.6 4.8 32 91.8 10.6
alto 30 97.3 4.0 80 93.5 54
bajo 3.75 97.9 12.2 2.5 94.4 16.4
DMDTP  medio 7.5 96 2.1 8 90.3 5.8
alto 15 100.1 5.7 20 92.9 12.4
bajo 3.75 103.7 12.2 5 921 10.0
DEDTP medio 7.5 94.6 5.6 16 87.6 11.8
alto 15 94.2 3.3 40 97.3 8.1

DMP: dimetilfosfato; DMTP: dimetiltiofosfato; DMDTP: dimetilditiofosfato; DEP:
dietilfosfato; DETP: dietiltiofosfato; DEDTP: dietilditiofosfato. DAP-CIP: ésteres
cloropropil fosfato. DAP-PFB: ésteres pentafluorobencil fosfato. Temperatura de
reaccion empleada para la obtencion del éster: 70°C/2 h. Valores expresados

como la media aritmética (n = 5). NI: metabolito dialquilfosfato no resuelto.
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Leyenda de Figuras

Figura 1

Estructuras quimicas de los 6 principales metabolitos dialquilfosfato.

DMP: dimetilfosfato; DMTP: dimetiltiofosfato; DMDTP: dimetilditiofosfato; DEP:
dietilfosfato; DETP: dietiltiofosfato; DEDTP: dietilditiofosfato.

Figura 2

Reacciones de derivatizacion de los metabolitos dialquilfosfato con: a) 1-Chloro-3-
iodopropano (CIP) y b) Bromuro de pentafluorobencilo (PFBBr).

R = CHs 0 CH2CHs

Fuente: Bravo y cols., 2002, 2004.

Figura 3

Procedimiento de preparacion de las muestras urinarias para el analisis de metabolitos
dialquilfosfato.

HEX/DCM: hexano/cloruro de metileno. El: Estandar interno (DETP-d10).

Figura 4

Cromatogramas de los ésteres cloropropil fosfato (a) y pentafluorobencil fosfato (b), de
dos muestras de orina adicionadas con una concentracion conocida con disoluciones
patron de la mezcla de metabolitos dialquilfosfato

Dimetilfosfato (DMP), dimetiltiofosfato (DMTP), dimetilditiofosfato (DMDTP),
dietilfosfato (DEP), dietiltiofosfato (DETP) y dietilditiofosfato (DEDTP).

Figura 5

Espectros de masas de los derivados del DMTP a) Cloropropil fosfato (DMTP-CIP); y
b) Pentafluorobencil fosfato (DMTP-PFB).

DMTP: metabolito dimetiltiofosfato
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Figura 6

Curvas de calibracién de los derivados cloropropil fosfato y pentafluorobencil fosfato
de los metabolitos: a) Esteres pentaflurobencil y cloropropil fosfato del DMTP, b)
Esteres pentaflurobencil y cloropropil fosfato del DMDTP, c¢) Esteres pentaflurobencil
y cloropropil fosfato del DETP; y d) Esteres pentaflurobencil y cloropropil fosfato del
DEDTP.

DMTP: dimetiltiofosfato, DMDTP: dimetilditiofosfato, DETP: dietiltiofosfato, DEDTP:

dietilditiofosfato.

Figura 7

Cromatograma de una muestra de orina de un nifilo ocupacionalmente no expuesto,
residente de una localidad agricola de México.

Dimetilfosfato (DMP), dimetiltiofosfato (DMTP), dimetilditiofosfato (DMDTP) y estandar

interno (El).
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200 YL de orina + EI (12.5 ng/mL)

Vortex,
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ﬂ Vortex

Derivatizacion
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l

Enfriamiento de los tubos en agua fria por 1 min

I

Extraccion liquido-liquido
2.5 mL de H20 + 7mL de DCM/HEX (8% v/v)

Vortex,
centrifugacion (2500 rpm)

Re-Extraccion liquido-liquido
7mL de DCM/HEX (8% v/v)
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Evaporacion
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Capitulo 1. Concentraciones urinarias de metabolitos de plaguicidas
organofosforados en nifios y adolescentes de una zona agricola de México

Resumen. Los plaguicidas organofosforados son los mas usados en México. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la exposicidén a estos plaguicidas neurotéxicos en
110 niflos y adolescentes (6 a 14 afios) de una zona agricola, mediante la
determinacion urinaria de los metabolitos dialquilfosfatos en dos periodos de aplicacion
de plaguicidas. El metabolito predominante fue el dimetiltiofosfato y el menos
detectado fue el dietilditiofosfato. En el periodo de alta exposicion, las concentraciones
totales de metabolitos dimetilfosfatos y dietilfosfatos (mediana: 161.2 y 56.3 nmol/L,
respectivamente) fueron mayores que las del periodo de baja exposicion. Ademas,
nuestros resultados sugieren que la proximidad de campos agricolas al hogar y
escuela de los nifios pueden ser factores importantes en la exposicion a los plaguicidas

organofosforados.

Palabras clave: localidad agricola, metabolitos dialquilfosfatos, exposicidén, nifios,

organofosforados, México.
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Abstraci— Organcphosphate pesticides are the most commonly used pesticides 1 Mexico. The objechve of thus stady
was to assess exposure to these peurotoxic pesticides in 110 chaldren and azdolescents (6 to 14 vears old) of an agneultural
region, through the determinaton of unnary dialkylphosphate metabolites 1 tero periods of pesticide application. The
predominant metabolite was the dimethylthiophosphate while the disthyldithiophosphate was the least detected. The total
concentrations of the dimethvlphesphate and diethylphosphate metabolites (median, 161.2 and 563 nmolL., respectively)
dunng the penod of high pesticide exposure were higher than m the low exposure. Moreover, our findings suggest that the
proxmmty of the farmlands to the home and school of the children can be mmportant facters m their exposure to
organophosphate pesticides.

Eevword— Agricultural communiry, dialkylphosphates, exposure, children, organophosphate, Mexico.

Resumen— Los plagmeidzas organcofosforados zon los mas wsados en Méwico. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
exposiclon a estos plagmerdas pewrotoxices en 110 mifies v adolescentes (6 a 14 afios) de una zona agricola, mediante la
determinacion unnana de los metabolitos dialqwlfosfatos en dos pertodos de aplicacion de plagpwicidas. El metabolito
predomimante fue el dimenlhofosfato v el menos detectzde fue el disnldihofosfato. En el penodo de altz exposicion, las
concentraciones totales de metabolitos dimetilfosfates v diehlfosfatos (mediana: 1612 v 563 nmoll, respectvamente)
fueron mayeores que las del penode de baja expesicion. Ademas, nuestros resultados sugeren que la proxmuidad de campos
agricolas al hogar v escuela de los mfios pueden zer factores importantes la exposicion a los plagmecidas
organofosforades.

Palabraz claves— comunidad agricela, dialguilfesfates, exposicion, nitios, erganofosforades, Mexico.

I INTRODUCCION

Los plaguicidas organofosforados (OF) son un grupo de plaguicidas neurotoxicos ampliamente
usados en la agricultura v constituyen el primer tipo de compuestos en ser regulado como grupo bajo la
FQPA (Food Quality Protection Act) debido a su amplio uso v a que presentan un mecamismo de accion
comun: la inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChE) [1].

Varios estudios indican que los efectos adversos potenciales a la salud, por la exposicion a este grupo

de plaguicidas. son mavores para los nifios que para los adultos debido a sus patrones de actividad v
comportamiento, a la alimentacion v a las caracteristicas fisiologicas asociadas con el desarrollo [2-3].

Almunos estudios epidemiologicos realizados en poblaciones infantiles, han reportado una asociacion
entre la exposicion a este tipo de agroquimicos v efectos neurologicos [4-3].

Loz plaguicidas OF pueden ser metabolizados formando de uno a seis metabolitos mespecificos
dialquilfosfato (DAP), los cuales son dimetilfosfato (DMP), dietilfosfato (DEP), dimetiltiofosfato
(DMTP), dietiltiofosfato (DETP), dimetildifiofosfato (DMDTP) v dietilditiofostato (DEDTP) [6-7]. La
medicion de estos metabolitos en ornna refleja 1a exposicion acunmulada a este tipo de compuestos [8-
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10]. Existen reportes en la literatura que han evaluado la exposicion a OF. cuanfificando las
concenfraciones unnanas de metabolitos DAP en nifios que viven en zonas mrales [11-14] v en
comunidades urbanas [15-21].

La exposicion a plaguicidas constifuve 1m problema de salud, pnncipalmente en conmnidades donde
sus habifantes trabajan v viven en estrecha proxinudad a los campos agricolas, donde este tipo de
comypuestos son aplicados v almacenados [22-24].

En Mexico, los organofosforados son el grupo de plaguicidas mias usados en la agricultura v en el
control de plagas urbanas; sin embargo, no hay datos oficiales sobre la canfidad v tipo de agrogquinicos
usados [25-20]. A pesar de que el uso de varios OF, como parafion mefilico, metamidofos, clorpirifos
etilico, mevinfos, monocrotofos v azinfos metilico, enfre otros, ha sido prolubido o severamente
restringido en otros paises [27], en Mexico su empleo en comunidades murales v urbanas sigue siendo
intensivo [26.28]. Por otro lado, los estudios sobre la evaluacion de la exposicion a este tipo de
plaguicidas en poblaciones mexicanas son limitados [29-30], particularmente en nifios de conmmidades
agricolas [31]; no obstante que la poblacion de nifios en México asciende a 39 millones (29% de la
poblacion total), de los cuales casi el 26.6% vive en comunidades rurales [32].

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la exposicion a OF en nifios v adolescentes de 6 a
14 afios de edad que viven en una zona agricola, mediante la cuantificacion urinaria de los metabolitos
DAP. en dos periodos de aplicacidn de estos plagwicidas; asi como, determinar la influencia de
variables como edad, sexo, proximudad de la vivienda al campo agricola v uso residencial de
plagmicidas, entre ofras, sobre las concentraciones de estos metabolitos.

[I. METODOLOGIA

A Poblacion y sifio de estudio

Este estudio se llevo a cabo en un grupo de nifios v adolescentes que viven en la commmdad de El
Refugio. Esta commmnidad se localiza en el municipio de Ciudad Fernandez en una de las zonas agricolas
mas importantes del Fstado de San Lwis Potosi Mexico, en donde se aplican diferenfes tipos de
plaguicidas prncipalmente piretroides, carbamatos, organoclorados v organofosforados. Respecto a
estos ultimos, enfre los mas usados se encuenfran el clorpirifos etilico, diazinon, malation, metamidofos,
paration metilico, dimetoato, acefato, etidon v monocrotofos. El estudio se efectud en dos estaciones del
afio: en primavera en tno de los meses con mayor aplicacion de plaguicidas (mayo 2010) v durante el
mnviemo en uno de los meses con menor aplicacion de plagnicidas (febrero 2011).

En este estudio se incluyeron nifios v adolescentes que asistian a dos de las principales escuelas de
Educacion Basica de la comunidad. una localizada en el centro v 1a otra ubicada en la periferia v mas
cercana a los campos agricolas.

En ¢l primer nmestreo (mavo 2010: periodo de alta aplicacidn de plaguicidas) parficiparon 110 nifios

v adolescenfes, de § a 14 afios de edad con un tiempo de residencia en la comunidad = 5 afios y

clinicamente sanos (de acuerdo al analisis biogquimico-clinicos, datos no mostrados). En el segundo
mestren {febrem 2011: periodo de baja aplicacion de p]aguicidas} hubo una tasa de desercion del 10%
vy solo 99 mifios continuaron participando. Los padres de los nifios participantes firmaron una carta de
consenfuniento nformado. Este estudio fie aprobado por el Conuté de Etica de la Facultad de Medicina
de Ia UASLP. Fl trabajo descrifo en este mamuscrito fue realizado de conformidad con las directrices
nacionales e institucionales para la proteccion de los sujefos nmanos.
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B. Colecta de mussiras

En el periodo de mayor aplicacion de plaguicidas, se colecto Ia primera orina de la mafiana durante 5
dias consecutivos ¥ en el periodo de menor aplicacion. solo se colectaron muestras en el dia vno y en el
dia cinco. Las muestras de orina fueron tomadas en frascos de plastico, de boca ancha v estériles y
fueron transportadas al laboratorio a 4°C, donde fueron divididas en alicuofas v almacenadas a -20°C
hasta el momento de su analisis.

En ambos periodos de muestreo, se registro la edad, el peso y la estura de los mifios y los adolescentes
¥ se calculd el Indice de Masa Corporal (IMC) usando el software AnthroPlus v1.0.4. Las madres de los
participantes feron entrevistadas para registrar informacion relacionada con Ia historia clinica familiar,
escuela a la que asiste el nifio, 1a ocupacion de los padres, a proximidad de campos agricolas al hogar, 1a
exposicion residencial a plaguicidas, frecuencia de consumo de alimentos de origen vegetal v estilo de
vida de los nifios.

C. Andalisis de metabolitos dialguilfosfatos

La determinacion de los seis metabolitos dialquilfosfato en omna: dimetilfosfato (DMP),
dimetiltiofosfato (DMTP), dimetilditiofosfato (DMDTP), dietilfosfato (DEP), dietiltiofosfato (DETP),
diefilditiofosfato (DEDTP) fue realizada conforme al metodo descrito por Valcke ef al [19]. Las
muestras fileron denvatizadas vsando bromuro de pentafluorobencilo v carbonato de potasio a 70°C
durante 2h. Los esteres obtemidos fueron extraidos con una mezcla de hexano/clonwo de metileno v
concentrados bajo una comiente de nitrdgeno a 50 pl. Como estindar inferno se empled el
dietiltiofosfato deuterado.

La cuantificacion de los metabolitos se realizd en un Cromatdgrafo de Gases Agilent (modelo 6830
Network System) acoplado a un Espectrometro de Masas Agilent (modelo 5973 Network), operado en
los modos de ionizacién electronica v de monitoreo del ion selectivo (GC-MS-EI-SIM por sus siglas en
inglés).

Las concenfraciones de creatinina unnana fueron deferminadas vsando el méfodo colonmetrico
fundamentado en la reaccion de Jaffe (procedinuento de creatimna No. 333, Sigma Diagnostics, St
Louis. Mo).

D, Analisis estadisiico

Las concentraciones de los metabolitos individuales estin expresadas en ng'L v en nmolT para la
sumaforia de los mefabolifos dimetil {DMPs): DMP, DMTP v DMDTP v dienil (DEPs): DEP, DETP v
DEDTP. Para estimar la concentracion total de metabolitos DAPs, se sumaron los valores obtenidos de
DMPs mas DEPs. Todas las concentraciones fueron ajustadas por creatinina. Para fines estadisticos, los
miveles <L fueron sustidos por LIV 2 [33].

Las conceniraciones de los metabolitos dialquilfosfafo no se ajustaron a una disiribucion normal
(evaluada por la prueba de Kolmogorov-Snumov). Para evaluar las diferencias enire grupos se
emplearon 1as pruebas de U-Mann Whitney v Kruskal-Wallis). Las variables: edad, sexo, IMC, tiempo
de residencia en la conmmnidad, escuela a la que asiste el nifio v el adolescente, exposicion materna
durante la gestacion a agrogquimicos, ocupacion del padre, parficipacion del nifio o del adolescente en
actividades agricolas, exposicion residencial a plaguicidas, proximidad de campos agricolas al hogar, v
frecuencia de ingesta de alimentos de origen vegetal, se incluyeron como covariables. Para comparar las
concentraciones de los mefabolitos dialquilfosfato entre los periodos de baja v de alta aplicacion de
plaguicidas se empleo la prueba de rango con signo de Wilcoxon.

El analisis estadistico fie realizado con el software “Statistical Package for the Social Sciences”
(SPSS) version 18 para “WindowsTM (SPSS Inc. Chicago. IL). considerando un nivel de sigmificancia
de p<0.05.
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III. RESULTADOS

Las caracteristicas de la poblacion de estudio en los peniodos de alta exposicion (AE) v baja
exposicion (BE) a plaguicidas son mostradas en 1a Tabla I La edad promedio de los participantes fue de
07 =10 afios de edad, el 50.9% fueron varones v el 80.9% ha vivido siempre en la comunidad de
estudio. Con base a los puntos de corte de 1a Infernational Obesity TaskForce (TIOTF por sus siglas en
ingles), el 20% de los nifios presentaron obesidad Por otro lado, el 40.9% de los nifios estuvieron
expuestos a plaguicidas en el hogar durante el mes previo al estudio; v solo el 14.5% no vive en
proximidad a campos agricolas.

Tablal. Caracterizticas de la poblzcion de estudio.

Caracteristicas Periodo AE Periodo BE
{m=110) {n=209)
Humero de nifios por escusla
Excuely uhizada en el centro de la comnmidad 43 (43.6) 2424
Escuela ubicada en la periferia de 1a conmmidad (mpu'm:imidnﬂa-:_nmpu_s 60 (54.5) 55 (55.6)
azricalas)
Edad (afios) Medin=TE (minmas)  27=10(6-14) 103=18(7-15)
§a11 adies 06 (27.3) 91 (010
212 adios 14(127) EE1)
Sexo Femening 54 (40.0) 48(485)
Mascuting 56 (30.9) 51(515)
fndice de masa corperal (M) (kzm) Medin=DF (minmas)  17.6=37 (124315 178=36(1246313)
dehaio dal pso saiudable 20 (18.2) 19(19.3)
peso saiudabls 81 (35.5) 53(533)
— 20 200203
ohesidad 7(64) 7L
Tiempa de residencia en Ia localidad (afinc) Media = D (min-mas)  ©.1<15 (3.0-13.9) 0.0+24(3.0-13.0)
=5 afios 6(5.5) 5D
=5 afios 104 {84.5) 04 (04
La madire esnuvo exguizsta 3 plazuicidas durante & o 60 (54.5) 53(535)
5 4138 40 (40.4)
Exposicién a plapuicidas en &l hogr Mo 81 (55.5) 56 (36.6)
5i 45 (20.9) 119
Deuparien agricola dal padrs Ma 40 (44.5) 45 (45.5)
5 54 (49.1) 40 (405
J:érj.-:md:hsﬂ oine o el adolescente en actnidades o 03 (34.5) 86 (35.)
5i 15 (13.8) 13(13.1)
Provimidad de campos agricolas al hogar (m) Ma 16 (14.5) 16(162)
=50a2sim 922 B(EL)
“15260m 1 LE B
sl5m 50 (53.5) 51(315)

Laos datos son expresados como o (%) 2 menos de que se mdique lo contrano. n° pumero de nmestra. DE: Dresviacion estandar.
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Los limites de deteccion (LD) del método analitico fueron: 1.36, 1.49, 0.27, 1.07, 098 v 0.52 pg'L
para el dimetilfosfato (DMP), dimefiltiofosfato (DMTP), dimetilditiofosfato (DMDTP). dietilfosfato
(DEP), dietiltiofosfato (DETP) v dietilditiofosfato (DEDTP), respectivamente. Los porcentajes de
recobro de los seis metabolitos fluctuaron entre el 92 v el 111%; v los coeficientes de variacion enfre
3.0% v 16.7%. Las curvas de calibracion de los seis metabolitos fileron lineales (r == 0.993).

Los porcentajes de defeccion de los metabolitos DMP, DMTP, DMDTP, DEP, DETP v DEDTP en
las muestras de orina en el periodo de alta aplicacion de plaguicidas (n = 110) foeron: 60%. 90.1%,
41 8%, 86.4%, 70.9% v 20%, respectivamente; mientras que en el periodo de baja aplicacion (n = 99)
las frecuencias de deteccion fieron menores (Tabla IT). En ambos periodos, el DMTP fue el metabolito
predominante. En la Tabla 2 se presentan los estadisticos descriptivos (media, desviacion estandar,
percentiles, minimo v maximo) de las concentraciones de los metabolitos dialquilfosfato.

Tablall. Metzbolitos unnanes dialquilfosfatos en mnies v adolescentes mexicanos en dos penedos de aplicacion de

plagmeidas
Media Percentiles )
Metabolito Periodo %3 =LD (DE) Minimo 25 5 pi0 5 29 Maximo
DME (ugL) AE 5 13(31) <LD 4ap D 09l 14 04 402
BE 32 078 (1.8) <LD <D <LD) <LD <L 43 03
DMTP (p2L) AE ®W1  13(040) <ID B4 161 201 M0 48 1214
BE ol 15(17.1) =LD <LI 102 115 159 EER ] 14564
DMDTP (gL AE 418 070(l4 <LD 4D <D <D 06l 44 11
EE 182 038(L.1) <LD LD <LD) <LD <L 14 73
DEP (=) AE 854 76(64) <D 4AD 47 52 00 18 5l
BE 7.7 4039 <LD <1LD <LD) 32 6l 11 13
DETP (ugL) AE 09 13(29) <D 4D <D 13 19 10 14
BE 455 14(23) <LD <LI <LD <L 11 48 a7
DEDTP pzL) AE 0 040(ll) <LD 4D D <D <D 31 72
BE 141 037(10) <ID 4D <D <D <D 40 4
DIMPs (molL) AE 133 (138) <D s 10 18 1% 375 1222
BE 114 (129) <LD <LI 12 03 120 146 1119
DEPs (nmolTL) AE 3 (54) <LD <LD 36 58 g7 1565 347
BE 37034) <LD <D <LD) il 33 102 150
DAP: (mmol) AE ME(I5T)  <ID S0 155 1\ 30 4 1202
BE 153 (142) <LD 1D o 131 17 ERE 1175

LT Menor al Timite de defecdan. TE: Desviacion estandar.

El DMTP presento las concenfraciones mas altas en ambos periodos de mmestreo, el valor de la
mediana en el periodo de alta exposicion fiue de 20 1pg/T: mientras que en el de baja exposicion fie de
12.5 pg/L. Sin embargo, el valor maximo de este mefabolito fie mavor en el periodo de baja exposicion
que en el de alta exposicion (1664 pgLl v 1214 pgl. respectivamente. Fn ambos periodos de
muesireo, el metabolito con los niveles mas bajos fue el DEDTP. En el periodo de alta exposicion, el
valor de la mediana de los metabolitos totales DMPs (suma molar de DMP, DMTP y DMDTP), DEPs
(suma molar de DEP, DETP y DEDTP) v DAPs (suma de DMPs v DEPs) fue: 161.2. 56.3 v 2314
nmolL. respectivamente; nueniras que en €l periodo de baja exposicion fue alrededor de 1.7 veces
menor. Sin embargo, los valores maximos de DMPs v DAPs fueron similares en ambos periodos.
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En Ia Tabla II se presenfan las concentraciones de mefabolitos dialquilfosfato ajustados por
creatining urinaria. Las concenfraciones de los metabolitos dialquilfosfatos en el periodo de alta
exposicion, fueron significativamente mavyores a las del periodo de menor exposicion, excepto para el
DETP v para el DEDTP (prueba de rango con signo de Wilcoxon p = 0.03).

TablaIl. Metabolitos winanes dizlqmlfosfatos ajustados por creatinina en mitios v adolescentes mexicanos en dos
penodes de aplicacion de plagmeidas

Aedia Percentiles

Aetabolito Periodo pP* Minimo — Maximo
(DE}) pi  p2i pi@  p75 pos
CMP (/s crearinina) AE 00001 2183 <ID 4D <D 07 214 73 2
BE 0.59 (1.8) <IN <D <D <D <D 3% U]
CMTP (ug/g crsatinina) A <0.0001 Wy <D 3 0B 17 B 4 n
BE 13817 <ID 4D 94 1 15 B 103
ﬁgﬂg‘ﬁ AE 0042 05(l3) <D 4D <D <D 056 35 §7
BE 032(10)  <ID 4D <D <D <D 27 70
DEP (ug/g creatinima) AE 00001  68(53) <ID 4D 39 59 90 14 30
BE 3738 <D 4D <D 33 57 11 17
DETP (g creasining) AE 0.123 W5 <D 4D <D 12 14 384 1
BE 1218 <D 4D <D <D 212 50 09
DEDTP (g ceatmima)  AE 0363  049(lF <ID 4D <D <D <D 33 15
BE 035010  <ID 4D <D <D <D 3l 51
ﬁeﬁm’l’;’”]"g AE 00001 158(106)  <ID 33 95 13 193 37 70
BE 10694 <ID 4D 67 @ 111 10 752
DEPs (nmolg creatinina) A <0.0001 57(48)  <ID 4D 31 48 73 14 m
BE 3330 <D 4D <D 1 48 137
DAP: (mmolg creatinina)  AE 00001  216(130)  <ID 30 13 108 255 47 770
BE 1300107  <ID 4D 81 13 1M 313 785

TE:- Desviacion estandar, <L1: Menar al Dmite g deteccion. *Evabiada pot prusha 42 RNZ0 COn SLEND G2 WICoRom (U 03 L

Las concentraciones de DMPs, DEPs v DAPs de acuerdo al sexo del mifio no fieron estadisticamente
diferentes (U-Mann Whitney, p<0.05) en ambos periodos. En el periodo de alta exposicion, el valor de
la mediana de DEPs fie superior en los nifios mayores de 11 afos de edad que en los de 6 a 11 afios
(794 v 52.2 nmol/L. respectivamente; U-Mann Whitney, p=0.041); sin embargo, el valor miximo se
defectd en el grupo de 6 a 11 afios de edad. En ambos periodos de muestreo, los nifios que asistian a la
escuela wbicada en la periferia de Ia comumidad v colindante con campos agricolas, fuvieron
concentraciones significativamente mayores de DMPs. DEPs v DAPs que aquellos nifios que asistian a
la escuela localizada en el centro de la conmmidad (U-Mann Whitnev, p < 0.03). En el periodo de alta
exposicion, los nifios cuyos padres realizaban actividades agricolas presentaron concentracionss
mavores de DEPs v DAPs (U-Mann Whitney, p=0.044 v p=0.030, respectivamente) v de DMPs (valores
ajustados por creatinina wrinaria; U-Mann Whitney, p=0.030). En el periodo de alta exposicion, los
nifios que viven cerca de los campos agricolas (3 una distancia = 15m) presentaron concentraciones
mavores de DMPs comparados con los que viven a una distancia superior a 15 m (Kruskal Wallis,
p=0.041). Las concentraciones de DEPs v DAPs ajustadas por creatinina fiueron estadisticamente
mayores en los nifios cuya vivienda se ubicaba a = 15 m de los campos agricolas.
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No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de los dialquilfosfatos, de acuerdo
a la exposicion residencial a plaguicidas, al consumo v frecuencia de alimentos de origen vegetal vala
participacion del nifio o del adolescente en actividades agricolas.

IV. DISCUSION

En el presente estudio se enconfraron diferencias estacionales en la exposicion a OF, va que las
concentraciones unnarias de los mefabolitos dialquilfosfato en los nifios v en los adolescentes
participantes, fueron mavores en el mes de mayo (periodo de alta aplicacion a plaguicidas) que en el mes
de febrero (periodo de baja aplicacion a plagnicidas).

Pocos estudios han evaluado los patrones temporales de exposicion infantil a OF; Koch et al [23]
reportaron concenfraciones urinarias de metabolitos dialquilfosfato superiores, en mifios residentes de
una commuudad agricola durante los meses de alta aplicacion de OF, con respecto a los meses de menor
aplicacion. Por otro lado, Fenske et al. [12] v Rodriguez et al. [34] detectaron concentraciones urinarias
del metabolito del clompirifios. tres veces mas altas en nifios después de la aplicacion de este insecticida,
comparada con un periodo de no aplicacion.

La varniabilidad temporal observada en las concenfraciones urinarias de metabolitos dialquilfostato,
puede ser atribuida a wvarios factores, tales como diferencias estacionales en la aplicacion de los
plaguicidas OF (tipos v cantidades de plaguicidas utilizados, periodos de aplicacion condiciones
meteorologicas v degradacion ambiental de los residuos, enfre otros), exposicion para-ocupacional y
residencial a plaguicidas v proxinudad de campos agricolas al hogar [35-36]. Otro factor que podria
influir en estas diferencias es la varabilidad intra-individual de los mifios (mefabolizadores lenfos v
rapidos) [37].

La ruta de exposicion a OF puede deberse a la ingesta de alimentos, agua v bebidas contaminadas
con residuos de estos compuestos, por contacto de 1a piel con suelo, polvoe v articulos contaminados, por
el uso de insecticidas en el hogar o a fravés de la deriva v deposicion de aerosoles v vapores de estos
plaguicidas [35-36, 38]. Bajo este escenario. todos los nifios estan potencialmente expuestos a OF; sin
embargo, aquellos que viven en las commnidades agricolas estin en mavor nesgo, debido a la
proximidad de sus hogares a zonas de cultivo. a la posibilidad de que sus padﬁ:s lleven residuos de estos
insecticidas en sus cuerpos, ropa v zapatos a la casa. después de realizar las actividades agricolas [12,
36].

Estudios previos que han examinado las concentraciones de metabolitos dialquilfosfato en relacion
con la proximidad de zonas agricolas al hogar, han reportado resultados contradictorios. Por ejemplo, Lu
et al. [11] encontraron concentraciones significativamente mayores de metabolitos urinarios de OF en
los nifios que viven en casas cerca de campos tratados con plaguicidas (<60m), en comparacion con los
que viven en distancias mas alejadas; por el contrario, Arcury et al. [14] v Eoch et al. [23] no reportaron
asociaciones sigmficativas enfre estas variables. En nuestro estudio. se enconfro que las concentraciones
urinarias de mefabolitos dialquilfosfato en los mifios que vivian cerca de campos agricolas (= 15m),
foeron mavores que las de los mifios que no vivian cerca de los campos agricolas o que vivian a una
distancia =153m Otros factores que podrian influir en estos resultados. ademds de la ubicacion de la
vivienda del nifio con respecto a los campos agricolas y al periodo del afio cuando son aplicados, son las
actividades v usos v costumbres del nifio. por ejemplo, s1 los nifios ayudan en las actividades agricolas v
el tiempo v la frecuencia que el nifio uega en las zonas impactadas por los agrogquimicos, enfre otros [3
36].

Los nifios que viven en commmidades agricolas generalmente presentan concentraciones mayores de
DMPs que los nifios que viven en dreas wbanas [13. 23], En muestro estudio, el valor de la mediana de
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los metabolitos dialquilfosfato totales fue de 1.5 a 1.7 veces mas alta que 1a reportada en diferentes
estudios realizados en nifios de comumidades agricolas [22-23, 39] v urbanas de Estados Unidos de
Norteameérica v Canada [8. 16, 21]. Mientras que fue sinular al reportado por Lambert et al. [13] en
nifios de vna conmunidad urbana; sin embargo, fue 1.4 a 2.7 veces menor que 1a reportada en nifios de
tres conmunidades agricolas de Oregon dedicadas a diferentes cultivos [13]. En la Tabla IV se comparan
las concentraciones urinarias de los metabolitos DMPs v DEPs en nifios v adolescentes de diferentes
estudios.

Tabla IV. Concentraciones (mediana) de los metabolitos dmps y deps urinarios en nifios ¥ adolescentes de diferentes

estudies.
Referencia n Edad DMPs (nmolL) DEPs (nmol/L)
Luetal, 2001 %3 110 25 afios 110 40
Curl e al, 2002 %7 211 2-6 afios g7 &0
Eochetal, 2002 33 44 25 afios 70 40
Eochetal , 2002 %* 44 2.5 afios 60 40
Barr et al, 2004 -# 471 6-11 afios 91 16
Lambert et al, 2005 ** 52 1.6 afios 230
Lambert et al, 2005 ** 29 1.6 afios 250
Lambert et al., 2005 2 33 26 afios 440
Lambert et al., 2005 "3 61 26 afios 150 -
Cralhote et al, 2013 -4 1030 6-11 afios 62 25
Bradman et al, 2013 &7 25 2.5 afios 04 57
Este estudio 110 6-14 afios 161 36
Este estudio a9 6-14 afios 93 31

" En poblacion urbana o poblacion general * En conmmidad apncela. “En nino: menores de § anos. * Eo nines de 6-11 anos o mas.

La principal limitante de este estudio se relaciona con el uso de los metabolitos dialquilfosfato como
biomarcadores de exposicion a OF, va que la medicion de éstos, no proporciona informacion sobre la
identidad del compuesto padre al que se ha estado expuesto, aunado a lo anferior, estos metabolitos
pueden ser producto de 1a degradacion en el ambiente incorporandose a diferentes matrices (agua, suelo,
alimentos) [40-41]; no obstante lo anterior, las concenfraciones urinanas de los metabolitos
dialouilfosfato, proporcionan una medida integrada de la exposicion a estos msecticidas [8].

En conclusion, este estudio proporciona informacion relevante sobre 1a exposicion temporal a
plaguicidas OF en nifios v adolescentes de vna conmunidad agricola mexicana. En nuestro conocinuento
este es el primer estudio en Mexico con este enfoque.

Se requieren de estudios adicionales con un disefio longitudinal que permuta evaluar tanto la
exposicion cronica a plaguicidas organofosforados, como la idenfificacion de las nitas de exposicion.
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Capitulo Ill. Polymorphisms and activity of PON1 in Mexican children and
adolescents exposed to organophosphate pesticides from an agricultural

community

Resumen. La paraoxonasa 1 (PON1) es una enzima, la cual interviene en la
desintoxicacion de ciertos plaguicidas organofosforados (OPs) y previene la oxidacion
de las LDL. Pocos estudios han evaluado la asociacion entre la exposicion a OPs y
PON1 en niflos y adolescentes. Nosotros determinamos los metabolitos urinarios
dialquilfosfato (DAP) y las actividades arilesterasa (AREasa) y paraoxonasa (POasa)
y los polimorfismos PON1issm Y PON1lo192r €n 107 nifios y adolescentes (6-14 afios
de edad) que viven en una localidad agricola. Cuestionarios respecto a aspectos
sociodemogréficos y otras variables de interés fueron aplicados a las madres de los
niios. Las frecuencias de los alelos L y Q fueron 84% y 38%, para PON1lissm Yy
PONL1o192r, respectivamente. El valor de la mediana para los DAPs fue 229.2 nmol/L
(<LOD, 1292.2). Las concentraciones de DAPs ajustadas por creatinina no
presentaron diferencias significativas de acuerdo a los polimorfismos de PONL1. La
variabilidad de las actividades AREasa y POasa fue explicada considerando ambos
polimorfismos (PON1issm Y PON1qig2r) en un 12.7% y 42.2%, respectivamente. La
disminucién de la actividad AREasa [B=—4.4 (95% CI, —8.6 to —0.32)] estuvo asociada
con un incremento en las concentraciones de DAPs (ajustada por creatinina y
estratificada por tertiles). Diferencias significativas en el valor de la mediana fueron
observadas con respecto a la ocupacion del padre y a la proximidad de campos
agricolas al hogar (p<0.05). Ademas, los nifios que viven cerca de campos agricolas
mostraron menor actividad AREasa que los nifios que no viven cerca de ellos.
Nuestros resultados sugieren que los nifios que viven en localidades agricolas podrian
estar en mayor riesgo de exposicion a plaguicidas OP. Se deben realizar esfuerzos
para reducir la exposicion a estos compuestos.

Keywords: metabolitos dialquilfosfatos, actividad y polimorfismos de PON1, localidad

agricola; nifios; México.
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ABSTRACT

Paraoxonase 1 (PON1) is an enzyme, which takes part in detoxification of certain
organophosphate (OPs) and prevents LDL oxidation. Few studies have assessed the
association between the exposure to OPs and PONL in children and adolescents. We
determined wurinary dialkylphosphate metabolites (DAP) and PON1 activity
(arylesterase and paraoxonase) and polymorphisms (PON1issm and PON1oig2r) in
107 children and adolescents (6-14 years old) living in an agricultural locality.
Questionnaires about sociodemographic aspects and other variables of interest were
also applied. Frequencies of L and Q alleles were 84% and 38%, for PON1qi92r and
PONL1.ssm, respectively. Median value for DAPs was 229.2 nmol/L (<LOD, 1292.2). No
significant differences in DAPs concentrations were observed according to PON1
polymorphisms. The variability of arylesterase and paraoxonase activities was jointly
explained by both polymorphisms (PON1issm and PON1qig2r) in 12.7% and 42.2%,
respectively. Decreasing in the AREase activity [f=—4.4 (95% CI, —8.6 to —0.32)] was
associated with an increase in DAPs concentrations (adjusted by creatinine and
stratified by tertiles). Significant differences were observed in median value of DAPs
with respect to father's occupation and to the proximity of homes to farmland
(p<0.05). In addition, the children living close to farmland show less AREase activity,
than children who do not live close to them. Our results suggest that children who live
in agricultural localities may be at a greater risk of exposure to OP pesticides. Efforts
to reduce exposure to these compounds must be addressed.

Keywords: dialkylphosphates; PON1 activity and polymorphisms; farming town;

children; Mexico
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1. Introduction

Organophosphates pesticides (OPs) are among the most used pesticides currently,
these compounds are neurotoxic and its main toxicity mechanism is the inhibition of
acetylcholinesterase (AChE), though they also act at other levels (Androutsopoulos et
al., 2012).

One of the most common ways to assess OP pesticide exposure is through
guantification of six dialkylphosphate metabolites in urine; these metabolites are
dimethylphosphate (DMP), diethylphosphate (DEP), dimethylthiophosphate (DMTP),
diethylthiophosphate (DETP), dimethyldithiophosphate (DMDTP) and
diethyldithiophosphate (DEDTP) (Fenske et al., 2005; Barr et al.,, 2011). Various
researchers have used the measurement of these metabolites to estimate exposure to
OP pesticides in children and adolescents (Lambert et al., 2005; Valcke et al., 2006;
Arcury et al., 2007).

Genetic variations affecting individual susceptibility are of particular interest in relation
with the development of diseases associated with exposure to environmental
contaminants. Among the responsible genes for this susceptibility are those of
enzymes that metabolize and detoxify toxic substances (Au et al., 2001). An important
enzyme in the detoxification of the OPs (oxones) is paraoxonase 1 (PON1), which is a
calcium-dependent esterase associated to high-density lipoproteins (HDL), formed by
354 aminoacids (Costa et al., 2003). PON1 has a key role in human susceptibility to
OPs toxicity. Numerous PON1 polymorphisms have been identified (Harel et al. 2004),
PON1aqiozr, in particular, is important because it affects the catalytic efficiency of the
enzyme, which is substrate-dependent (Davies et al. 1996; Costa et al., 2003). This
polymorphism consists in the substitution of a glutamine (Q-allele) by an arginine (R-
allele) (Adkins et al., 1993; Humbert et al., 1993). In vitro assays have shown that
PON1ri92 allozyme hydrolyzes the paraoxon and chlorpyrifos-oxon more efficiently
than PON1o192; while other OPs, such as diazoxon are hydrolyzed more rapidly by
PON1lqie2 (Davies et al., 1996; Humbert et al., 1993; Li et al., 2000). Nevertheless, in
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vivo studies indicate that both allozymes hydrolyze much like diazoxon (Li et al., 2000);
and that PON1ri92 allozyme provided better protection to chlorpyrifos-oxon than
PON10192 (Cowan et al., 2001). On the other hand, PON1ssm polymorphism [a leucine
(L-allele) substitution by methionine (M-allele)] has been associated with differences in
PON1 serum levels, reporting that PON1ss. allozyme shows higher PON1 levels than
PON1wmss (Blatter-Garin et al., 1997; Costa et al.,, 2003). This effect on enzyme

expression is also relevant for OPs metabolism.

Moreover, some studies have shown PONL1 participation in lipid metabolism, reporting
that PON1rio2 isoform is less efficient in the hydrolysis of oxidized low density
lipoproteins (LDL) than PON1qi92 isoform, suggesting that individuals with this isoform
could be more susceptible to suffering from atherosclerosis and cardiovascular disease
(Aviram et al., 2000; Wang et al., 2011).

PON1 activity and genotypic distribution vary widely in humans. Inter-individual
variability of PON1 activity fluctuates 10 to 40 times, while the variation among
individuals with the same PON1192 genotype is at least 13 times (Richter and Furlong,
1999; Costa et al., 2003). Researchers have emphasized the importance of PON1
status in susceptibility to organophosphorus insecticides as well as a risk factor for
cardiovascular diseases (Richter and Furlong, 1999; Richter et al., 2009). PON1 status
includes PONL1 levels and PON1loio2r functional genotype. PON1 status can be
determined through a bi-dimensional substrate assay, in which PON1 hydrolysis rates
toward two substrates, for example, phenylacetate (arylesterase activity) and paraoxon
(paraoxonase activity) are shown in graphs (Richter and Furlong, 1999; Richter et al.,
2009).

Children are particularly vulnerable to toxic effects of pesticides due to physiological
mechanisms immature detoxification (Weiss et al., 2004; Sly and Flack, 2008). Recent
studies have reported that PON1 levels are lower in children than those of adults (Chen
et al., 2003; Huen et al., 2010). There are few studies that have assessed PONL1 activity
and polymorphisms in Mexican populations (Rojas-Garcia et al., 2005; Lépez-Flores et
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al., 2009); especially in children living in farming localities (Gonzalez et al., 2012);
however the population of children in Mexico reaches 32.5 million (29% of the total
population), of which 26.6% live in rural localities (INEGI, 2010).

The objective of this study was to determine PON1 activities
(arylesterase and paraoxonase) and polymorphisms (PON1lois2r and PON1issm) as
well as urinary dialkylphosphate metabolites concentrations in Mexican children from
an agricultural locality. Moreover, we examined the relationship between PONL1 activity

and polymorphisms and dialkylphosphate metabolites.

2. Materials and methods

2.1 Study design and population

A cross-sectional study was conducted with children and adolescents residing in El
Refugio locality during the period with the highest amount of pesticide application (May-
August). This locality is located in the municipality of Ciudad Fernandez in one of the
most important agricultural zones of the State of San Luis Potosi, Mexico, in which
different types of pesticides are applied (OPs, pyrethroids, carbamates,
organochlorines). Ethyl chlorpyrifos, diazinon, malathion, methamidophos, methyl
parathion, dimethoate, acephate, ethion and monocrotophos are among OPs most
used.

Before selecting children to participate, a meeting was held with parents in two
Elementary Schools, whose authorities agreed to take part in the study. During the
meeting, objectives, methods and duration of the project were explained. The study
population consisted of a convenience sample of 107 children and adolescents (51 girls
and 56 boys) ranging from 6 to 14 years old, who had resided in the locality for at least
5 years and were clinically healthy (reported by the mother). The sample size of this
study has statistical potential of more than 80% and a 95% significance level (Epi Info™
7). Parents of participants signed an informed consent form prior to samples collection
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and application of questionnaires. This study was approved by the Ethics Committee
of the Faculty of Medicine, UASLP.

2.2 Sample collection

Sampling was carried out during spring in a month with the highest pesticide
application (May 2010). Blood samples were collected (8.5 mL) by venipuncture, using
a BD Vacutainer® tube with EDTA and another without anti-coagulant to analyze
genetic polymorphisms and PON1 enzyme activities, respectively. To determine
enzyme activities, blood samples were centrifuged at 2500 rpm for 10 min to obtain the
serum. To analyze dialkylphosphate metabolites, urine specimens were collected
during five days (morning urine). Equal volumes of urine from each day were mixed to

form a composite sample which was stored at —70°C until analysis.

An interview with parents was conducted in order to obtain information on general
sociodemographic characteristics, family history, parents occupation, illnesses,
mother’s obstetric history, consumption of alcohol and tobacco by parents, exposure to
pesticides of children and their mothers (during pregnancy), consumption of foods of
vegetable origin and lifestyle of participating children. Mothers were interviewed using

a guestionnaire with 80 questions and required around 20 min to be completed.

Anthropometric measurements were registered (age, weight and height). Body Mass
Index (BMI) and Body Mass Index for Age (BMI-for-age) were calculated through

AnthroPlus v1.0.4 software

2.3 Analysis of dialkylphosphate metabolites

Exposure to organophosphate pesticides was assessed by measurement of six urinary
dialkylphosphate metabolites: dimethylphosphate (DMP), dimethylthiophosphate
(DMTP), dimethyldithiophosphate (DMDTP), diethylphosphate (DEP),
diethylthiophosphate (DETP), and diethyldithiophosphate (DEDTP). Analysis was
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performed according to the method described by Valcke et al., (2006). Urine samples
were spiked with an isotopically labeled internal standard and derivatized using
pentafluorobenzyl bromide and potassium carbonate at 80°C for 2 h. Pentafluorobenzyl
esters were extracted with a mixture of hexane/methylene chloride and were
concentrated under nitrogen stream. Analysis was performed using a gas
chromatograph (Agilent 6850)-mass spectrometer (Agilent 5973N) system with an
electron impact ionization source operating in single ion monitoring mode (GC-MS-ElI-
SIM). Urinary creatinine concentration was determined using a colorimetric method
based on the Jaffe reaction (Creatinine Procedure No. 555, Sigma Diagnostics, St

Louis, Mo).

Limits of detection (LOD) were 1.36, 1.49, 0.27, 1.07, 0.98 and 0.52 ug/L for DMP,
DMTP, DMDTP, DEP, DETP, and DEDTP, respectively. Average recoveries of the six
metabolites ranged from 92 to 111%. Repeatability and reproducibility coefficients of
variation of analytic method were between 3.0 to 10.3% and 7.7 to 16.7 %, respectively.

The calibration curves of the all metabolites were linear (r = 0.993).

2.4 Determination of PON1gi92r and PON1ssm polymorphisms

DNA was extracted using Fermentas Life Science® Genomic DNA Extraction Kit and
Bio-rad Laboratories® Aquapure™ Genomic DNA kits according to manufacturer’s
instructions. PON1loie2r and PON1lissm polymorphisms were determined using
polymerase chain reaction technique for restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP), according to the procedure described by Humbert et al., (1993). The
primer sequences for PONlqigzr were: 5-TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG-3' 5'-
CACGCTAAACCCAAATACATCTC-3" and for  PONlissm  were: 5-
GAAGAGTGATGTATAGCCCCAG-3' 5-TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCC-3'. PCR
was done with 25 pL of reaction mixture containing 100 ng of DNA template, 15pmol of
each primer, 1.25 mM MgClz, 1xTaqg Buffer ([NH4]2SO4), 200 mM dNTPs and 1 U
TagDNA polymerase (Fermentas Life Sciences) employing a Perkin Elmer Gene Amp
PCR System 2400 thermocycler. PCR amplification consisted of 5 min of
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denaturalization at 94°C, followed by 35 cycles (denaturation at 92°C for 30 seconds,
annealing at 60°C for 30 seconds and extension at 72°C for 30 seconds), and a final
extension at 72°C for 7 min. PCR products were digested at 55°C for 1 h using BspPI
(Alwl, Fermentas Life Science) for PON1qig2r and at 37°C for 1 h using Hinll1 (Nla I,
Fermentas Life Science) for PON1issm. Digested fragments were separated by
electrophoresis in acrylamide gels at 7.5% and 20% for PON1issm and PON1qiozr,

respectively; and visualized with ethidium bromide.

2.5 Determination of enzyme activities

Arylesterase (AREase) and salt-stimulated paraoxonase (POase-NacCl) activities were
measured spectrophotometrically using phenylacetate and paraoxon, respectively,
according to the method by Gan et al., (1991) y Humbert et al., (1993). AREase activity
was determined in serum at 25°C and pH 8.0 with phenylacetate (1 mM), Tris—HCI (10
mM) and CaClz (1 mM); phenol produced was measured at 270 nm for 3 minutes, the
activity was calculated using 1310 molar extinction coefficient and was expressed in
pmol/min/mL (Gan et al. 1991). POase-NaCl activity (salt-stimulated paraoxonase) was
determined through monitoring paraoxon hydrolysis, adding 20 pL of problem serum to
980 pL of a solution containing 1 mM paraoxon, 10 mM Tris—HCI, 1 mM CaClz and 2.6
M NacCl at pH 8.0; the rate of p-nitrophenol formation was monitored for 5 min at 412
nm and activity calculated using a molar extinction coefficient of 17000 M-icm* and
expressed in nmol/min/mL (Humbert et al. 1993).

2.6 Statistical analysis

The concentrations (ug/L) of six dialkylphosphate metabolites were converted to molar
concentrations (nmol/L) and summed to produce total dialkylphosphate levels (DAPS).
Likewise, Dimethyl- (DMP, DMTP and DMDTP) and diethylphosphate (DEP, DETP and
DEDTP) metabolites were summed to obtain total dimethylphosphate (DMPs) and total
diethylphosphate (DEPs) metabolites, respectively. Metabolite levels were adjusted by
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urinary creatinine concentration. Dialkylphosphate metabolite levels below the LOD
were assigned a value of LOD/N2 (Barr et al. 1999) for purpose of statistical analysis.

The genotype frequencies of the PON1issm and PON1qis2r polymorphisms were
determined by direct count. Chi squared tests (x2) were applied to assess the
concordance of genotypic frequencies of polymorphisms with the Hardy-Weinberg
equilibrium model and significance of the linkage disequilibrium between the two

polymorphisms.

The AREase and POase-NacCl activities were considered dependent variables and the
PON1qig2r and PON1ssm genotypes independent variables. The variables of age, sex,
length of time residing in the locality, prenatal exposure to pesticides, father’s
occupation, residential exposure to insecticides, proximity of farmland to the home,
among others, were included as covariables. Normality of continuous variables was
assessed with a Kolmogorov-Smirnov test and variables which did not adjust to normal

distribution were transformed to a natural logarithm (BMI and BMI-for-age).

The relationship between AREase and POase-NaCl activities with continuous variables
(age and time of residence, among others) were assessed by means of Pearson
correlation coefficients. Differences between AREase and POase-NaCl activities,
according to PON1g192r and PON1ssm genotypes and other categorical variables (sex,
father's occupation and exposure to household insecticides, among others) were
evaluated by analysis of variance (ANOVA) or t-test.

The urinary dialkylphosphate concentrations were not normally distributed; therefore,
nonparametric tests including the Mann-Whitney U-test and Kruskal-Wallis were used
to compare metabolite concentrations according to genotypes and activity of PON1 and
other variables documented in the questionnaire (sex, father’'s occupation, residential

exposure to insecticides and proximity of farmlands to homes, among other).
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Simple and multiple linear regression models were used to assess the influence of
PON1lo192r and PON1issm genotypes on the variability of AREase and POase-NaCl
activities. Genotypes of the polymorphism were coded in dummy variables, taking RR
and LL genotypes as reference for PON1qiszr and PON1issm, respectively. Firstly,
simple regression models were used to examine the influence of PON1.ssm and
PON1lg192r polymorphisms on AREase or POase-NaCl enzymatic activities; then
multiple regression linear models (MRLM) were carried out to assess the contribution

of both polymorphisms on the enzymatic activities.

The association between AREase and POase-NaCl activities, dialkylphosphate
metabolites, sociodemographic variables and pesticide exposure were also analyzed.
Firstly, simple regression linear models were used to assess the influence of each
covariable (age, sex, place of birth, time residing in the locality, proximity of farmlands
to homes, father’s occupation and exposure to insecticides in home, among other) on
enzymatic activities. Dialkylphosphate metabolites were examined as continuous
variables and stratified by tertiles. The variables with p< 0.20 in bivariate analysis were
considered in the MRLM and only those variables with p<0.05 were included in the final

models.

The statistical analysis was realized with the Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) software version 18 for Windows™ (SPSS Inc. Chicago, IL), considering a
significance level of p<0.05.

3. Results

3.1 Characteristics of the study population

The characteristics of the study population are shown in Table 1. The children’s

average age was 9.7+£1.9 years old (6 to 14 years old), 47.7% were girls, and 88.8%
were born in the study zone, of which 81.3% had lived exclusively in the study locality.
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Approximately 50% of the children had relatives that have worked in activities related
to agriculture and 85% reported that they lived near farmlands.

3.2 Concentrations of dialkylphosphate metabolites

Table 2 shows the descriptive statistics for individual dialkylphosphate metabolites,
DMPs, DEPs and DAPs in urine samples of 107 participants of 6 to14 years old. At
least, one of the six metabolites was detected in 99.1% of the samples. DMTP was
found more frequently and in greater concentration among dimethylphosphate
metabolites (99.1%), whereas DEP metabolite was the most frequently detected
among the diethylphosphate metabolites (86.0%), and DEDTP was the metabolite
detected at the lowest concentration. Median values (minimum, maximum) of DMPs,
DEPs and DAPs were 162.8 (<LOD, 1222.3), 53.3 (<LOD, 347.4) and 229.2 (<LOD,
1292.2) nmol/L, respectively. DMPs metabolites were found in significantly higher
concentrations than DEPs (Wilcoxon signed-rank test, p<0.05).

3.3 Polymorphisms and activities of PON1

PON1ss. and PON1ssm allele frequencies were 0.84 and 0.16, respectively, and for
PON1192¢ and PON11g2r alleles were 0.38 and 0.62, respectively. PON1issm genotypic
frequencies were 72% (LL), 23.4% (LM) and 4.7% (MM) and 10.3% (QQ), 55.1% (QR)
and 34.6% (RR) for PON1oi92r (Table 3). Genotypic frequencies of two polymorphisms
did not differ significantly from Hardy-Weinberg equilibrium (p=0.32 for PON1.ssm, and
p=0.21 for PON1loi92r) and PON1issm and PON1ogig2r polymorphisms did not show
any significant linkage disequilibrium (X2 p=0.99, D=-0.0035).

The values of arithmetic media = standard deviation of AREase and POase-NaCl
activities were 54.4+18.4 pmol/min/mL and 152.4+91.3 nmol/min/mL, respectively. A
significant interindividual variability was seen in PON1 enzymatic activity; values of
AREase activity fluctuates from 9 to 101.7umol/min/mL and POase-NaCl activity
oscillate from 8.7 to 454.4 nmol/min/mL.
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Average values of AREase and POase-NaCl activities, according to PON1issm
genotypes were statistically different (ANOVA, p<0.05); while only POase-NaCl activity
was statistically different (ANOVA, p<0.05) for PON1qigo2r genotype. Children with
PON1ss.. genotype presented greater AREase and POase-NaCl activities (58.2+17.0
pgmol/min/mL and 181.2487.6 nmol/min/mL, respectively), while children with
PON1192rr genotype showed greater POase-NaCl (220.2£100.9 nmol/min/mL) activity.

No significant differences in dialkylphosphate metabolites concentrations were
observed according to polymorphism PON1Lssm. In
relation to PON1qio2r only marginal significant difference was observed in levels of
DEPs (p=0.047, Kruskal-Wallis); though concentrations unadjusted for creatinine were

not statistically different (data not shown).

3.4 Influence of polymorphisms on PONL1 activities

According to bivariate linear regression analysis, PON1.ssm had a significant influence
on variability of AREase activity in 10.9% (p=0.02); while PON1q192r did not have any
significant influence (2.2%, p=0.31); for the variability of POase-NaCl activity,
PON1ssm and PON1qig2r showed influence of 27.9% (p<0.001) and 35.3% (p<0.001),
respectively. With the inclusion of both polymorphisms in MRLM models, these had an
influence on the variability of AREase and POase-NaCl activities of 12.7% (p=0.02)
and 42.2% (p<0.001), respectively.

Regarding to the contribution of PON1Lssm genotypes, children with LM and MM
genotypes presented significantly low AREase activity [3=-12.0 (95% ClI, -20.0 to -4.0)
and 3=-18.5 (95% CI, -34.6 to -2.4), respectively] and POase-NaCl activity [[3=-93.4
(95% Cl, -129.3 to -57.5) and 3=-153.8 (95% ClI, -225.8 to -81.9), respectively] than LL
homozygotes. With respect to PON1lqiszr genotypes, children with QR and QQ
genotypes presented less POase-NaCl activity [[3=-91.1 (95% ClI, -122.3 to -59.9) and
3=-169.3 (95% ClI, -220.1 to -118.4), respectively], than those with RR genotype (Table
4).
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3.5 Dialkylphosphate metabolites and PON1 activities according to variables in

questionnaire

No significant differences were observed between arithmetic mean of AREase and
POase-NaCl activities (p<0.05, t-test) according to children’s sex, the number of years
of residence in the locality (<5 years, >5 years), mother’s exposure to pesticides during

pregnancy, father’'s occupation and proximity of home to farmland, among others.

Significant differences were observed in median values of DAPs and DMPs (adjusted
for creatinine) with respect to variables: father's occupation (Mann-Whitney U-test,
p<0.05) and the proximity of home to farmland (Kruskal-Wallis test, p<0.05).
Also, significant differences were observed in the median of DEPs (adjusted for
creatinine) according to variable “father’'s occupation” (Mann-Whitney U-test, p<0.05)
(Table 5). On the other hand, significant differences were observed in levels of DAPs
and DMPs (unadjusted for creatinine) according to variables: age and
whether the child accompanies a family member to farmlands, respectively; however,
DEPs levels (unadjusted for creatinine) according to variable “father's occupation” were
not statistically different (data not shown).

3.6 Influence of DAP metabolites and other variables on PON1 activities

Table 6 shows the MRLM of PONL1 activities adjusted by PONiLssm, PON10192r and
associated variables. Only significant variables (p<0.05) are included in the final
models. Children who live close to farmland showed less AREase activity [f=—3.6 (95%
Cl, -6.8 to —0.42)] than children who do not live close to them. Furthermore, children
exposed to insecticides in their home during the month prior to the study, showed low
Poase-NaCl activity [=—38.8 (95% ClI, -67.1 to —10.6). Decreasing AREase activity
was associated with an increase of DAPs adjusted by creatinine and stratified by tertiles
[B=—4.4 (95% CI, —8.6 to —0.32)].
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Also, decreasing in AREase and POase-NaCl activities were associated with an
increase of DMPs levels adjusted by creatinine and stratified by tertiles [3=—6.0 (95%
Cl, —=10 to —2.0); B=—23.9 (95% ClI, —39.9 to —7.9), respectively].

4. Discussion

Although several OP pesticides such as methyl parathion, methamidophos and
chlorpyrifos have been banned or severely restricted in some countries (Rotterdam
Convention, ANEX 111, 2008), their use in Mexican rural and urban localities is extensive
(CICOPLAFEST, 2004; Sanchez-Guerra et al., 2011).

We evaluated exposure to OP pesticides through the measurement of six
urinary dialkylphosphate metabolites in 107 children and adolescents (6-
14 years), living in a Mexican farming locality. In the study site, the methylated
organophosphates were most frequently used (malathion, dimethoate, azinphos-
methyl and methyl parathion) than the ethylated organophosphates (chlorpyrifos,
diazinon and ethion), therefore this is consistent with our findings that DMPs
metabolites showed significantly higher concentrations than DEPs in urine samples.
Median values of DMPs and DEPs metabolites (162.8 nmol/L and 58.3 nmol/L,
respectively) of children participating in this study were 1.5 to 3.7 times higher than
those reported in children of other farming localities (Curl et al., 2002; Koch et al., 2002;
Bradman et al., 2013) around the world, and in children of American and Canadian
urban localities and of general population (Lu et al., 2001; Koch et al., 2002; Barr et al.,
2004; Oulhote et al., 2013). On the other hand, median values of DMPs and DEPs
metabolites in children of our study were similar to those reported by other studies in
children from farming localities (Curl et al., 2002; Bradman et al., 2013) and in children
of an urban locality (Lambert et al., 2005); and the median value of DMPs was 1.4 to
2.7 times lower than those reported in children of three farming localities
in Oregon. These comparisons should be considered with precaution, because
children’s age interval of some of these studies is different to children’s age interval of

our study.
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Most children are probably exposed to OPs to some extent; however, children in
agricultural localities also may be exposed through other pathways (Vida and Moretto,
2007). Children living in farming localities whose parents work with pesticides have a
greater risk of exposure to OPs because of the proximity of their homes to farmland,
and the possibility of their parents carrying pesticide residue on their bodies, clothes
and shoes to home after performing field tasks (Vida and Moretto, 2007), as well as the
intake of food and water contaminated with these agrochemicals and the use of
insecticides at home (Fenske et al., 2002). Previous studies that have examined the
levels of dialkylphosphate metabolites in relation to proximity to pesticide-
treated farmland have reported conflicting results. For example, Lu et al. (2000) found
significantly higher concentrations of urinary pesticide metabolites in children living in
households that were within 200 feet of treated orchards compared to those living
farther away; conversely, Koch et al. (2002) and Arcury et al. (2007) reported no
significant association between these variables. In our study, the data about the
proximity of farmland to home were obtained by asking mothers: How far is home from
farmland? (£15m, >15 to 60m, >60 to 250m and no exist). Children living near farmland
showed significantly higher concentrations of DAPs and DMPs (Kruskal-Wallis test,
p<0.05), than children who do not live near farmland; however, these differences were
not statistically significant for DEPs. Also, it has been reported that exposure to
insecticides in home in farming localities is important; Quandt et al. (2004) detected
residues of agricultural and residential pesticides in 95% of households monitored. In
our study, 44% of surveyed mothers reported the use of mostly spray insecticides at
home; however, no significant differences in DAPs, DMPs and DEPs were observed

according to this variable (Mann-Whitney U-test, p<0.05).

Other factors influencing variability of urinary dialkylphosphate metabolites might
include the location of child’s home relative to spray or spray drift or the frequency with
which a child plays in nearby fields, seasonal differences in application and use of
pesticides, meteorological conditions and degradation of residues (Fenske et al., 2005;
Vida and Moretto, 2007).
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The genetic factor may also influence the variability in levels of pesticides; for some
OPs, PON1 polymorphisms play a key role in individual susceptibility to toxicity of these
pesticides (Costa et al., 2005). The distribution of allele frequencies of PON1issm and
PON1qi92r polymorphisms shows significant variability in human populations. In our
study population, L and R allele (0.84, 0.62) were the predominant alleles for PON1Lssm
and PON1qio2r, respectively. These frequencies are similar to those seen in Afro-
American and Asian populations (Chen et al., 2003; Mohamed and Chia, 2008). With
respect to PON1.ssm, our study population has more similarity to allele frequencies
seen by Rojas-Garcia et al. (2005); while for PON1q192r, the allele frequencies are
closer to those reported in Mexican population by Moreno-Banda et al. (2009) and

Lacasafa et al. (2010).

Considering the predominant genotypes frequencies (55LL/192QR with 36.5% and
55LL/192RR with 33.6%) in our study population, it might be expected that this would
offer more protection against paraoxon and chlorpyrifos-oxon but it could be less
efficient in oxidized-LDL hydrolysis because of the higher presence of the R-allele;
however, the predominance of the L-allele confers a protective effect on the population
because this allele is related to higher levels of PON1 in serum. It has been indicated
that both PON1 quantity (level in plasma or serum) and quality (catalytic efficiency) are
important in estimating the risk of OPs exposure intoxication or of developing
cardiovascular diseases (Richter and Furlong, 1999; Li et al., 2000).

Some studies have reported that PON1lissm polymorphism is associated with
differences in PON1 serum levels (Blatter-Garin et al., 1997); while the PON1oi92r
polymorphism has a substrate-dependent influence on PONL1 catalytic efficiency in
protecting against exposure to some OPs (Davies et al., 1996; Li et al., 2000) and that
also intervenes in the hydrolysis of oxidized-LDL, a key process in the risk of
atherosclerosis and cardiovascular diseases (Durrington et al. 2001). POase-NaCl
activity regarding PON1ssm and PON1lgio2r genotypes showed patterns similar to
those reported in other studies: LL>LM>MM and RR>QR>QQ, respectively (Chen et
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al., 2003; Rojas-Garcia et al., 2005). On the other hand, the AREase activity was not
affected by PON1qigo2r (Chen et al., 2003; Holland et al., 2006) and the pattern, for
PON1s5m genotypes was similar to that of POase-NaCl activity (Chen et al., 2003).

Significant interindividual variability was observed in AREase activity of the study
population (9 to 101.7 pmol/min/mL) and POase-NaCl activity (8.7 to 454.4
nmol/min/mL), a consistent result with previous studies on children and adults-(Rojas-
Garcia et al., 2005; Furlong et al., 2006; Holland et al., 2006; Huen et al., 2009).

It has been reported that contributions of the PON1ssm and PON1oi92r polymorphisms
to molecular phenotype (enzyme activity) differ depending on the ethnicity (Chen et al.
(2005). In accordance with what was reported by Rojas-Garcia et al., (2005), influence
of the PON1lissm polymorphism on AREase activity (12%) on an adult Mexican
population was similar to that observed in this study in children (10.9%); and the
influence of PON1qi92r polymorphism in AREase activity (13%), our results indicate an
insignificant contribution (2.2%) in concordance with what is reported by Huen et al.,
(2009). The joint contribution of both PON1issm and PON1qis2r polymorphisms in
AREase and POase-NaCl activities of our study population (12.7% and 42.2%,
respectively) differ from those reported in other population of children with different

ethnicities and age ranges (Huen et al., 2010).

It has been reported that PON1 serum activity in humans is very low at birth and
increases with age (Chen et al., 2003; Huen et al., 2009), being still significantly low in
7 year-old children in comparison to adults (Huen et al., 2010). The average age of
children that took part in our study (9.6 +1.9 years old) was similar to that studied by
Gonzalez et al. (2012), who reported PON1 activity in 9 year-old children and their
mothers showed no significant differences, suggesting that PON1 activities at 9 years
of age could be close to those of adult levels. There are no reports on AREase and
POase activities which would allow us to know just how close the activities of children

in our study could be to those of adults from the same locality.
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PON1 genetic polymorphisms play a key role in the activity of this enzyme; however,
the contribution of other factors (environmental, epigenetic, pharmacological, diet,
lifestyles and certain physiological and pathological conditions) could be important in
modulating PON1 activity, affecting its expression, and therefore, individual
susceptibility to toxic OP pesticides and oxidative stress (Costa et al., 2005). For
example, it has been suggested that the ingestion of antioxidants increases PON1
activity; but smoking decreases it (Costa et al., 2005). In the multiple linear regression
analysis, factors such as the habit of smoking and the ingestion of alcohol were not
included since all the mothers of the children stated that there were no smokers in the
family, nor had they smoked or consumed alcohol during pregnancy. The responses
were very homogeneous in regard to their eating habits. More than 90% of the mothers
stated that their children’s diet includes some vegetable content (fruit, cereals,
legumes, other greens). Various vegetables and fruits consumed by participants in the
locality are locally produced; some of these are carrots, cauliflower, potatoes, broccoli,
cucumber, lettuce, squash, pumpkin, orange, watermelon and cantaloupe
mainly. Furthermore, AREase and POase-NaCl activities showed no significant

differences with respect to frequencies of consumption of such foods.

The influence of different pesticide exposure factors on PON1 activity was assessed in
our study: the children’s place of birth and time residing in the locality, if the mother
remained in the locality during her pregnancy and was exposed to pesticides at that
time, the participation of other relatives living in the household with the child in
agricultural activities, the proximity of farmland to the child’s home and exposure to
residential insecticides. A negative association was seen between AREase activity and
the proximity of farmlands to home; children who live close to farmland showed less
AREase activity than children who do not live close to them. On the other hand, a
negative association was seen between POase-NaCl activity and the exposure to
residential insecticides; children exposed to this type of insecticide during the month
prior to the study showed less paraoxonase activity in comparison to those who were
not exposed. We also evaluated the influence of the exposure to OP pesticides on
PON1 activity; a negative association was seen between AREase activity and
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concentrations of DAPs metabolites stratified by tertiles; children with higher
DAPs concentrations had lower AREase activity. Some studies have reported that
exposure to OP pesticides can decrease PON1 activity of adults occupationally

exposed to these pesticides (Hernandez et al., 2003, 2004; Kuang et al., 2006).

The main limitation of this study is related to the use of dialkylphosphate metabolites as
biomarkers to estimate exposure to OPs, since determination of these metabolites does
not provide information about the identity of specific OP pesticides to which a person
was exposed and also may reflect exposure to preformed DAP present in the
environment or food (Lu et al. 2005; Zhang et al., 2008; Weerasekera et al., 2009);
however, these metabolites may provide an integrated measure of exposure to OP

pesticides (Wessels et al., 2003).

In summary, urinary dialkylphosphate metabolites were measured and the PONL1
genotypes and phenotypes were characterized in this study on Mexican children
residing in a farming locality. The concentrations of dialkylphosphate metabolites of the
participants were higher than those reported in children of other sceneries with similar
age ranges (Barr et al., 2004; Oulhote et al., 2013). We observed differences in urinary
concentrations of dialkylphosphate metabolites due to father's occupation and
proximity of home to farmlands. Moreover, negative associations were detected
between AREase activity and concentrations of DAPs metabolites. These results
suggest that children of agricultural localities may be at a high risk of exposure to OP
pesticides. Efforts to reduce the exposure of these children to these compounds must
be realized. On the other hand, our results offer new data to existing studies on allele
and genotypic variability of the PON1issm and PON1qig2r polymorphisms and on the
influence of these polymorphisms on PONL1 activities on children.

Future researches should include biomarkers of exposure and of susceptibility; as well
as data and other biomarkers that permit to evaluate the multiple exposure pathways
to OP pesticides and that allow the characterization of the type, duration, intensity, and
timing of exposure; also should include precise measurements of other variables that
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can influence in the analysis of results (for example, the levels of cotinine). In this study,
we focus only in PON1; however cytochromes P450, together with glutathione-S-
transferases and several esterases, can also detoxify OPs. As numerous genetic
variants exist for all these enzymes, such genetic differences can greatly influence the
toxicity of OPs (Costa et al., 2006). Subsequent studies, in addition to PON1, should
also include the polymorphism of these enzymes to evaluate differential susceptibility
toward OPs.
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Table 1
General characteristics of participating children (n=107)

Characteristics

Age (years):

MeanzDE (interval)

9.7+1.9 (6-14)

6-9.9 years, n (%) 58 (54.2)
=10 years, n (%) 49 (45.8)
Sex, n(%): Girl 51 (47.7)
Boy 56 (52.3)
Place of birth, n(%): In the study site? 95 (88.8)
In another state 12 (11.2)

Time living in the locality (years): Meanz=DE (interval) 9.0£2.4 (3.0-13.9)

<5 years, n (%) 6 (5.6)

>5 years, n (%) 101 (94.4)
Mother remained in study site during pregnancy, n(%): No 11 (10.3)
Yes 96 (89.7)
Mother was exposed to pesticides during pregnancy, n(%): No 59 (55.1)
Yes 45 (42.1)
Exposure to insecticides at home, n(%)": No 61 (57.0)
Yes 44 (41.1)
Father’s occupation, n(%): Not related to farming 48 (44.9)
Related to farming 53 (49.5)
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Table 1

Continuation

Characteristics
Accompanies a family member to fields, n(%): No 69 (64.5)
Yes 37 (34.6)
Helps in farming activities, n(%): No 91 (85.0)
Yes 15 (14.0)
Proximity of home to farmlands, n(%): <15m 58 (54.2)
>15 to 60m 24 (22.4)

>60 to 250m 9(8.4)

No 16 (15.0)

DE: Standard deviation. 2Study site: El Refugio, Ciudad Fernandez, San Luis Potosi, México.

During the month prior to the study.
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Table 2

Detection and concentration of dialkylphosphate metabolites in urine samples of 107 children and adolescents

>LOD Percentiles
Metabolite Mean SD Minimum Maximum
(%) p5 p25 p50 p75 p95
DMP po/L 58.9 2.3 5.1 <LOD <LOD <LOD 0.88 2.3 8.0 40
Hg/g creatinine 2.0 4.3 <LOD <LOD <LOD 0.69 2.3 7.0 31
DMTP  pug/L 23 14 <LOD 9.5 16 20 25 41 121
Mg/g creatinine 991 19 11 <LOD 5.8 13 17 24 38 72
DMDTP pug/L 0.72 1.7 <LOD <LOD <LOD <LOD 0.62 4.2 11
Hg/g creatinine 43.0 0.55 1.2 <LOD <LOD <LOD <LOD 0.56 3.5 6.7
DEP pg/L 86.0 7.5 6.4 <LOD <LOD 4.7 6.9 9.5 16 51
Hg/g creatinine 6.3 5.1 <LOD <LOD 3.9 5.9 8.6 13 39
DETP ug/L 0.1 2.2 2.9 <LOD <LOD <LOD 1.3 2.8 10 13
Mg/g creatinine 1.8 2.3 <LOD <LOD <LOD 1.1 2.3 7.4 9.9
DEDTP ug/L 18.7 0.32 0.87 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 14 4.9
Hg/g creatinine 0.32 0.93 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 1.6 6.0
DMPs  nmol/L 184 140 <LOD 68 120 163 195 362 1222
nmol/g creatinine 156 106 <LOD 41 94 133 191 349 728
DEPs nmol/L 64 54 <LOD <LOD 36 53 81 156 347
nmol/g creatinine 54 42 <LOD <LOD 30 48 71 120 263
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Table 2

Continuation

>LOD Percentiles
Metabolite Mean SD Minimum Maximum
(%) p5 p25 p50 p75 p95
DAPs nmol/L 247 159 <LOD 70 154 229 297 470 1292
nmol/g creatinine 210 124 <LOD 44 131 198 252 437 770

DMP: dimethylphosphate; DMTP: dimethylthiophosphate; DMDTP: dimethyldithiophosphate; DEP: diethylphosphate;
DETP: diethylthiophosphate; DEDTP: diethyldithiophosphate. DMPs: molar sums of DMP, DMTP, and DMDTP;
DEPs: molar sums of DEP, DETP, and DEDTP; DAPs: molar sums of DMPs and DEPs. LOD: less than the limit of
detection. LOD (ug/L) are as follows: DMP=1.36, DMTP=1.49, DMDTP=0.27, DEP=1.07, DETP=0.98, DEDTP=0.52.
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Table 3
Allele and genotypic frequencies of PON1ssm and PON1qigo2r polymorphisms and enzymatic activities and

dialkylphosphate metabolites concentrations by genotype

n SNPs Frequency AREase? POase-NaCl? DMPsP DEPsP DAPsP
(%) (umol/min/mL) (nmol/min/mL) nmol/g creatinine nmol/g creatinine nmol/g creatinine
107 54+18 152+91 133 (<LOD-728) 48 (<LOD-263) 198 (<LOD-770)
PON1Lssm p=0.003 p<0.0001 p=0.909 p=0.150 p=0.392
77  LL genotype 72 58+17 181+88 132 (<LOD-728) 46 (<LOD-263) 182 (<LOD-770)
25 LMgenotype  23.4 46+18 88150 133 (52-539) 62 (<LOD-129) 211 (52-609)
5 MM genotype 4.7 40+25 27+19 106 (83-352) 38 (7.4-116) 209 (113-415)
L allele 84
M allele 16
PON1o192r p=0.31 p<0.0001 p=0.645 p=0.047 p=0.620
11 QQ genotype  10.3 47+20 51+22 139 (83-539) 70 (7.4-129) 210 (113-609)
59 QR genotype 55.1 56+18 129460 117 (<LOD-463) 47 (<LOD-185) 172 (<LOD-495)
37 RRgenotype  34.6 55+18 2204101 152 (24-728) 44 (<LOD-263) 187 (24-770)
Q allele 38
R allele 62

SNPs: Single nucleotide polymorphisms. AREase: Arilesterase activity (umol/min/mL). POase-NaCl: Salt-stimulated
paraoxonase activity (hmol/min/mL). DMPs: molar sums of dimethyl metabolites (DMP, DMTP, and DMDTP); DEPs:
molar sums of diethyl metabolites (DEP, DETP, and DEDTP); DAPs: molar sums of DMPs and DEPs. 2 Data are
expressed as arithmetic mean+SD and differences among genotypes evaluated by ANOVA (p<0.05). P Data are
expressed as median (minimum; maximum) and differences among genotypes evaluated by Kruskal-Wallis (p<0.05).
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Table 4

Influence of PON1ssm and PON1oig2r genotypes on AREase and POase-NaCl activities

AREase POase-NacCl
SNPs n  B-Estimate 95% CI p-value B-Estimate 95% ClI p-value
PON1ssm genotype 107
LL 77 Ref. Ref.
LM 25 -12.0 -20.0t0 -4.0 0.004 -93.4 -129.3t0-57.5 <0.0001
MM 5 -18.5 -34.6t0-2.4 0.024 -153.9 -225.8t0-81.9 <0.0001
r 0.109 0.003 0.279 <0.0001
PON1q192r genotype 107
RR 37 Ref. Ref.
QQ 11 -8.2 -20.7t04.4 0.199 -169.3 -220.1 to - <0.0001
118.4
QR 59 1.0 -6.7 10 8.7 0.792 -91.1 -122.3t0-59.9 <0.0001
r 0.022 0.314 0.353 <0.0001
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Table 4

Continuation

AREase POase-NacCl
SNPs n  B-Estimate 95% CI p-value B-Estimate 95% ClI p-value
PON1.ssm and
PON1q192r*
LM -14.2 -23.210-5.2 0.002 -53.7 -90.1t0-17.3 0.004
MM -20.6 -38.5t0-2.8 0.024 -95.9 -168.2t0-23.7 0.010
QR 5.7 -2.21013.3 0.155 -115.3 -173.0t0 -57.9 <0.0001
QQ 4.8 -9.41019.0 0.504 -73.0 -104.7 to -41.2 <0.0001
r 0.127 0.008 0.422 <0.0001

Simple and multiple linear regression models (p<0.05).
*Reference genotypes: LL for PON1issm and RR for PON1qio2r. SNPs: Single nucleotide polymorphisms. AREase:
Arilesterase activity (umol/min/mL). POase-NaCl: Salt-stimulated paraoxonase activity (nmol/min/mL).

r 2= Determination coefficient.

Cl=Confidence Interval.
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Table 5

PON1 enzymatic activities and dialkylphosphate metabolites concentrations (nmol/g creatinine) according to the

variables of the questionnaire

POase-
AREase?  NaCP DMPs? DEPs® DAPs®
Sox p=0331  p=0.614 0=0.909 0=0.651 0=0.957
Boy 56+19 148+83 117 (13-728) 43 (<LOD-185) 184 (13-770)
Girl 5318 157£100 140 (<LOD-463) 53 (<LOD-263) 206 (LOD-495)
Age groups (in accordance to WHO): p=0.808 p=0.31 p=0.097 p=0.090 p=0.318
6-0.9years 55+18  160+91 133 (32-539) 47 (<LOD-140) 182 (32-609)
>10years 54+19 142493 132 (<LOD-728) 50 (<LOD-263) 211 (<LOD-770)
Eg;iecri'ég;‘gos“re to residential p=0.199  p=0.384 p=0.737 p=0.541 p=0.936
No 56419 150493 122 (13-728) 44 (<LOD-146) 179 (13-770)
Yes 52+18 142+92 139 (<LOD-423) 52 (<LOD-263) 209 (<LOD-479)
Accompanies a family member to fields: P~0-217 ~ p=0.351 p=0.115 p=0.750 p=0.162
No 56417  158+90 131 (<LOD-728) 48 (<LOD-263) 182 (<LOD-770)
Yes 51+21 140496 139 (70-539) 48 (LOD-146) 219 (89-609)
Helps in farming activities: p=0.711 p=0.862 p=0.150 p=0.284 p=0.214
No 54+18  153+92 131 (<LOD-728) 47 (<LOD-263) 190 (<LOD-770)
Yes 57+24  148+94 134 (73-539) 52 (<LOD-129) 223 (89-609)
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Table 5

Continuation

POase-
AREase? NaCl2 DMPsP DEPsP DAPsP
Father’s occupation: p=0.762 p=0.139 p=0.024 p=0.0.027 p=0.005
Not related to farming  56+19 142+88 109 (13-539) 37 (<LOD-140) 152 (13-609)
Related to farming  54+18 169493 154 (>LOD-728) 50 (<LOD-263) 223 (<LOD-770)
Proximity of home to farmlands: p=0.070 p=0.487 p=0.001 p=0.140 p=0.001

<15m  53+18 148+91 163 (53-728) 53 (<LOD-263) 228 (58-770)

>15t0 60m  51+21 141+101 102 (<LOD-237) 39 (<LOD-146) 144 (<LOD-357)

>60 to 250m  59+14 155+33 109 (86-186) 47 (4.4-76) 139 (92-260)
No 65+16 185+100 102 (13-298) 43 (<LOD-121) 159 (13-398)

AREase: Arilesterase activity (umol/min/mL). POase-NaCl: Salt-stimulated paraoxonase activity (nmol/min/mL).
DMPs: molar sums of dimethyl metabolites (DMP, DMTP, and DMDTP); DEPs: molar sums of diethyl metabolites
(DEP, DETP, and DEDTP); DAPs: molar sums of DMPs and DEPs. 2 Data are expressed as arithmetic meanSD
and evaluated by t-test and ANOVA (p<0.05). b Data are expressed as median (minimum; maximum) and evaluated
by Mann-Whitney U-test and Kruskal-Wallis test (p<0.05). °During the month prior to the study.
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Table 6
Influence of PON1 polymorphisms, DAPs metabolites, and other exposure factors on

AREase and POase-NaCl activities.

B-Estimate 95% ClI p-value
AREase
PON155M/PON1q192r*
LM -9.7 -17.6t0 -1.7 0.017
MM -19.9 -35.710 4.1 0.014
QQ 6.1 -7.6t019.8 0.376
QR 4.3 -3.4t0 12 0.267
DAPs -4.4 -8.6 t0 -0.32 0.035
Proximity of farmlands to home? -3.6 -6.8 t0 -0.42 0.027
Exposure to insecticides in the home® -6.0 -12.9t0 0.92 0.088
r 19.3 <0.0001
POase-NaCl
PON1s5M/PON1qi92r*
LM -62.5 -99 to -26 0.001
MM -101.2 -172.1t0-30.3  0.006
QQ --112.1 -168.5t0 -55.8 <0.0001
QR -77.6 -109.1to-46  <0.0001
DAPs -11.6 -28.310 -5.2 0.173
Proximity of farmlands to home? -12.6 -25.91t0 .72 0.064
Exposure to insecticides in the home® -38-8 -67.11t0-10.6 0.008
r2 0.494 <0.0001

Multiple linear regression models (p<0.05). r 2 =Determination coefficient.
Cl=Confidence Interval. *Reference genotypes: LL for PON1lissm and RR for
PON1lqiozr. AREase: Arilesterase activity (pumol/min/mL). POase-NaCl: Salt-
stimulated paraoxonase activity (nmol/min/mL). DAPs: total dialkylphosphate
metabolites stratified by tertiles: T1 (<179), T2 (>179 a 258) and T3 (>258). 2No
farmland, farmland at a distance of >60 to 250m, >15 to 60m, and <15m. °During
the month prior to the study. The models were adjusted by creatinine variable.
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Capitulo IV. Exposicion a plaguicidas organofosforados y alteraciones

cognitivas en nifios y adolescentes mexicanos de una localidad agricola

Resumen. Los organofosforados (OPs) son los plaguicidas mas comunmente usados
en México. Estos compuestos son neurotéxicos, que han sido asociados con déficits
neuroconductuales; sin embargo, pocos estudios han evaluado la correlaciéon entre la
exposicion a OPs y el desempefio cognitivo en nifios. El objetivo de este estudio fue
examinar la relacion entre la exposicion a OPs y las alteraciones cognitivas en nifios
de una localidad agricola de México. Se colectaron muestras de orina y sangre de 105
nifios (6-14 afos de edad) durante un periodo de alta aplicacion de plaguicidas y se
midieron los niveles urinarios de los metabolitos dialquilfosfatos (DAP) para evaluar la
exposicion a OPs, y las concentraciones de plomo en sangre, como factor confusor.
Las madres de los nifios fueron entrevistadas sobre aspectos de estilo de vida y otras
variables de interés. El desempefio cognitivo de los nifios fue evaluado por
Neuropsicélogos, usando la prueba WISC-R. La exposicion a OPs estuvo asociada
con un pobre desempefio cognitivo. Los nifios del quintii con las mayores
concentraciones de dialquilfosfatos presentaron un déficit de 12 puntos en el
Coeficiente Intelectual, en comparacion con los nifios del quintil con las menores
concentraciones de éstos. Los resultados sugieren que los nifios de localidades
agricolas, expuestos a OPs, podrian estar en mayor riesgo de presentar alteraciones

cognitivas.

Keywords: nifios mexicanos, alteraciones cognitivas, plaguicidas organofosforados,

localidad agricola.
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ABSTRACT

Organophosphates (OPs) are the most commonly used pesticides in Mexico. These
compounds are neurotoxicants that have been associated with neurobehavioral
deficits; however, few studies have assessed the association between the exposure to
OPs and cognitive performance in children and adolescents. The objective of this study
was to examine the relationship between the exposure to OPs and the cognitive
alterations in children and adolescents living in a Mexican agricultural locality. Urine
and blood samples of 105 children (6-14 years old) were collected during a period of
high pesticide spraying. We measured the urinary dialkylphosphate metabolites and
the lead concentrations in the blood samples. Furthermore, questionnaires about
sociodemographic aspects and other variables of interest were applied to the mothers
of children. Moreover, trained personnel evaluated the cognitive performance of
children using the WISC-R intelligence test. The exposure to OPs, as measured by
dialkylphosphate metabolites was associated with poorer cognitive performance.
Children in the highest quintile of DAPs concentrations presented a deficit of 12 I1Q
points compared with those in the lowest quintile. Similarly, to our results, few studies
have reported some significant associations between urinary dialkylphosphate
metabolites and the cognitive performance in children older than 6 years old. Our
results suggest that children and adolescents of agricultural localities exposed to OPs

may be at increased risk of presenting cognitive alterations.

Keywords: Mexican children; cognitive alterations; organophosphate pesticides;

agricultural locality.
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Resumen. Los organofosforados (OPs) son los plaguicidas mas comunmente usados
en México. Estos compuestos son neurotéxicos, que han sido asociados con déficits
neuroconductuales; sin embargo, pocos estudios han evaluado la correlaciéon entre la
exposicion a OPs y el desempefio cognitivo en nifios. El objetivo de este estudio fue
examinar la relacién entre la exposicion a OPs y las alteraciones cognitivas en nifios
de una localidad agricola de México. Se colectaron muestras de orina y sangre de 105
nifios (6-14 afos de edad) durante un periodo de alta aplicacion de plaguicidas y se
midieron los niveles urinarios de los metabolitos dialquilfosfatos (DAP) para evaluar la
exposicién a OPs, y las concentraciones de plomo en sangre, como factor confusor.
Las madres de los nifios fueron entrevistadas sobre aspectos de estilo de vida y otras
variables de interés. El desempefio cognitivo de los nifios fue evaluado por
Neuropsicélogos, usando la prueba WISC-R. La exposicion a OPs estuvo asociada
con un pobre desempefio cognitivo. Los nifilos del quintil con las mayores
concentraciones de dialquilfosfatos presentaron un déficit de 12 puntos en el
Coeficiente Intelectual, en comparacion con los nifios del quintil con las menores
concentraciones de éstos. Los resultados sugieren que los nifios de localidades
agricolas, expuestos a OPs, podrian estar en mayor riesgo de presentar alteraciones

cognitivas.

Keywords: nifios mexicanos, alteraciones cognitivas, plaguicidas organofosforados,

localidad agricola.
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Introduccién

En la actualidad, los organofosforados (OPs) se encuentran entre los plaguicidas mas
utilizados en México, principalmente en actividades agricolas, no obstante su probado
efecto neurotoxico (Quintanilla-Vega y cols., 2010; Sanchez-Guerra y cols., 2011;

Androutsopoulos y cols., 2012).

Varios investigadores han utilizado la medicion de los metabolitos urinarios
dialquilfosfato para estimar la exposicién a plaguicidas OP en nifios y adolescentes
(Lambert y cols., 2005; Valcke y cols., 2006; Arcury y cols., 2007), la via de exposicion
para aquellos que viven localidades agricolas es a través de la inhalacién de aire
contaminado tanto en ambientes interiores como exteriores, la ingestion de alimentos
y agua contaminados y el contacto dérmico con materiares y superficies contaminadas,
entre otras (Vida y Moretto, 2007). Diferentes estudios epidemiolégicos han reportado
que las concentraciones urinarias de metabolitos dialquilfosfato son superiores en
nifos que viven en zonas agricolas, en comparacion con aquellos que son residentes
de areas urbanas (Koch y cols., 2002; Barr y cols., 2004; Lambert y cols., 2005; Valcke
y cols., 2006; Arcury y cols., 2007; Oulhote y cols., 2013).

Diferentes estudios experimentales han reportado vinculos entre la exposicion a OPs
y efectos neuroldgicos. Sugiriendo que estos plaguicidas pueden interferir con el
desarrollo del cerebro, conduciendo a dafios permanentes que podrian surgir en la
adolescencia y adultez, si la exposicion ocurre durante una etapa sensible del
desarrollo aun en bajos niveles de exposicion (Qiao y cols., 2003; Slotkin, 2004; Slotkin
y Seidler, 2005; Slotkin y cols., 2008).

La mayoria de los estudios que han evaluado los efectos neurotoxicos de los OPs en
poblaciones humanas, se han enfocado principalmente en los efectos agudos en
escenarios ocupacionales; sin embargo, los efectos cronicos por la exposicion a

concentraciones bajas han sido poco investigados (Kamel y cols. 2003, 2007).
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Los nifios son particularmente vulnerables a los efectos toxicos por la exposicién a
contaminantes, debido a diversos factores fisiologicos, entre los cuales estan sus
mecanismos inmaduros de detoxificacion (Weiss y cols., 2004; Sly and Flack, 2008).
Algunos estudios realizados en nifios han reportado asociaciones entre la exposicion
a plaguicidas OP y efectos neuroldgicos (Guillette y cols., 1998; Ruckart y cols., 2004;
Rohiman vy cols., 2005; Young y cols., 2005; Grandjean y cols., 2006; Rauh y cols.,
2006; Engely cols., 2007; Eskenazi y cols., 2007), entre los cuales se destacan déficits
incluyendo abstraccion verbal, atencion, memoria, procesamiento de informacion,
velocidad motora, coordinacién, problemas de atencion, alteraciones en la memoria a
corto plazo y destrezas motoras y comportamiento. Asi como, mayores retrasos en el
desarrollo psicomotor y mental y problemas de atencion, tiempos de reaccidn mas
largos, reflejos neonatales anormales y déficit de atencién/desorden hiperactividad

(ADHD por sus siglas en inglés).

En México, son escasos los estudios que han evaluado la exposicion a plaguicidas OP
y sus efectos adversos sobre el desempefio neuroconductual en nifios (Gamlin y cols.,
2006; Quintanilla-Vega y cols., 2010; Sanchez-Guerra y cols., 2011). No obstante que
la poblacion de nifios alcanza 32.5 millones (29% de la poblacion total), de los cuales
el 26.6% vive en localidades rurales (INEGI, 2010).

En el presente estudio, se estimd la asociacion entre la exposicion a plaguicidas
organofosforados, evaluada como las concentraciones de metabolitos dialquilfosfato

en orina y el desempefio cognitivo en nifios mexicanos de una localidad agricola.
Materiales y métodos

Area y poblacion de estudio

La localidad de El Refugio esta localizada en el municipio de Ciudad Fernandez, en

una de las zonas agricolas mas importantes del estado de San Luis Potosi, México
(Figura 1), por lo que diferentes tipos de plaguicidas son aplicados en la region
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(organofosforados, piretroides, carbamatos y organoclorados, entre otros). Entre los
plaguicidas OP mas usados se encuentran: clorpirifos etilico, diazinbn, malation,
metamidofos, paration metilico, dimetoato, acefato, etibn y monocrotofos, entre otros

(comunicacion personal, 2011).

Para la seleccién de los nifios participantes, se llevé a cabo una reunién con los padres
de familia de dos escuelas Primarias de la localidad y cuyas Autoridades aceptaron
participar en el mismo. Durante esta reunion, se explicaron los objetivos, métodos y
duracién del proyecto, indicAndose que el estudio era de participacion voluntaria, sin
costo y que podian retirarse cuando asi lo determinaran. Aquellos padres que
aceptaron participar, firmaron la carta de consentimiento informado. La poblacién de
estudio quedo conformada por una muestra de 105 nifios y adolescentes de 6 a 14
afos de edad, clinicamente saludables (reportado por la madre) y con un tiempo de
residencia en la localidad de al menos 5 afos. El presente estudio fue aprobado por el
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de San Luis

Potosi.

El presente es un estudio transversal realizado durante un periodo de alta aplicacion

de plaguicidas (mayo-agosto).

Colecta de muestras bioldgicas

La colecta de las muestras de sangre fue realizada por personal especializado,
empleando material nuevo y estéril. Se colectaron en ayunas, 4 mL de sangre por
puncion venosa en un tubo BD Vacutainer® con EDTA para la determinacién de plomo

(como factor confusor de dafio neuroldgico) y de la biometria hematica.
Para analizar los metabolitos urinarios dialquilfosfato, de cada nifio se colecto la

primera orina de la mafana, en recipientes de plastico nuevos y estériles durante cinco

dias seguidos. Una vez que se tuvieron todas las muestras, éstas fueron mezcladas
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en volumenes iguales para obtener una muestra compuesta, la cual fue almacenada

a -70°C hasta su analisis.

Determinacién de plomo en sangre

La determinacion de plomo en sangre se realizé de acuerdo al método descrito por
Subramanian (1987). 100 pyL de sangre, se mezclaron con 400 pL de una disolucién
de triton modificador (Triton-X 100 al 0.5%, fosfato de amonio al 0.5% y acido nitrico
al 0.2%), previo a su analisis por Espectrofotometria de Absorcién Atémica (Perkin-
Elmer modelo 3110, equipado con un Horno de Grafito). Como control de calidad se
empled un estandar de sangre (CDC 04PB39) del Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades de los Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés). El porcentaje de

variacion de éste, siempre estuvo dentro de los limites establecidos (7.9%, n = 5).

Andlisis de metabolitos dialquilfosfato en orina

La exposicion a plaguicidas organofosforados fue evaluada mediante la medicion de
los seis principales metabolitos urinarios dialquilfosfato: dimetilfosfato (DMP),
dimetiltiofosfato  (DMTP), dimetilditiofosfato (DMDTP), dietilfosfato (DEP),
dietiltiofosfato (DETP), y dietilditiofosfato (DEDTP). La determinacion de éstos se
realiz6 de acuerdo al método descrito por Ramirez y cols., (manuscrito en
preparacion). A alicuotas de 200 uL de orina se les adicion¢ el EI (DETP-d10) en una
concentracion igual a 12.5 pg/L; y fueron mantenidas en refrigeracion a 4°C y
protegidas de la luz durante 24 h. Dada la naturaleza polar de estos compuestos, se
sometieron a una reaccion de derivatizacion para obtener los ésteres respectivos, para
lo cual a las muestras de orina se les adicionaron 200 mg de carbonato de potasio
(K2CO3) mas 10 uL de bromuro de pentafluobencilo (PFBBr) y se inclubaron a 70°C
durante 2 h. Los ésteres pentafluorobencil fosfato fueron extraidos con 7 mL de una
mezcla de cloruro de metileno/hexano y concentrados a un volumen final de 50 pL,
bajo una corriente de nitrogeno a 30°C. El analisis de las muestras se realizon en un

Cromatégrafo de Gases (Agilent 6850) acoplado a un Espectrometro de Masas
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(Agilent 5973N) equipado con una fuente de ionizacion de impacto electrénico y

operado en el modo de monitoreo de i6n selectivo.

Se determind la concentracidén de creatinina en las muestras de orina, de acuerdo al
método colorimétrico basado en la reaccién Jaffe (Creatinina Procedimiento No. 555,
Sigma Diagnostics, St Louis, Mo).

Las concentraciones urinarias de los seis metabolitos diaquilfosfato en pg/L fueron
convertidas a nmol/L; y posteriormente, se obtuvieron las sumatorias: DMPs
(metabolitos dimetil- DMP, DMTP y DMDTP), DEPs (metabolitos dietil- DEP, DETP y
DEDTP) y DAPs (suma de DMPs y DEPS).

Medidas antropométricas y recopilacion de datos

Se determinaron los datos antropométricos (peso, talla y edad) de los nifios y
adolescentes participantes en el estudio. Para el registro del peso, se empled una
béscula electrénica, mientras que para la talla un estadiometro (ambos sin zapatos).
Mediante el uso del software AnthroPlus v1.0.4., se calcul6 el indice de Masa Corporal
(Kg/m?) y los puntajes z-score de la Estatura para la Edad y del indice de Masa corporal
para la edad (de Onis y cols., 2007). La prevalencia de bajo peso, normal, sobrepeso
y obesidad fue determinada usando los valores de corte del IMC por edad y sexo, del
Grupo de Trabajo sobre Obesidad (IOTF por sus siglas en inglés) de la Organizacién
Mundial de la Salud (Cole y cols., 2000, 2007).

Mediante una entrevista a la madre de familia, se recab6 informacion relacionada con
las caracteristicas sociodemograficas generales, ocupacién, consumo de alcohol y
tabaco de los padres y exposicion a plaguicidas. Asi como también estilo de vida y

usos y costumbres de los nifios y adolescentes.
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Evaluacion neuropsicolégica

Se les aplicé a los niflos y adolescentes participantes en el estudio, la Escala de
Inteligencia de Wechsler para nifios de 6 a 16 afios de edad (WISC-R por sus siglas
en inglés) adaptada para poblacion Mexicana, ésta consiste de una bateria de pruebas
para evaluar las habilidades cognitivas y calcula las puntuaciones de cuatro
subescalas o indices con base a diferentes subpruebas: indice de Comprension Verbal
(integrado por las subpruebas de Vocabulario y Semejanzas), indice de Razonamiento
Perceptual (integrado por los subpruebas de Disefio con Cubos y Matrices de
Razonamiento), Indice de Memoria de Trabajo (integrado por las subpruebas de
Retencion de Digitos y de Secuenciacion de Letras y Numeros) e indice de Velocidad
de Procesamiento (integrado por las subpruebas de Claves y Busqueda de Simbolos).
Con las puntuaciones obtenidas en todas las subescalas, se estima el Coeficiente
Intelectual Total (Cl Total).

Las pruebas fueron aplicadas en una sesion de aproximadamente 45 min, por un grupo
de neuropsicologos del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel
Velasco Suérez” (INNNMVS).

Debido a que la funcién intelectual de la madre es un factor determinante conocido en
el desempefio del nifio (Mink y cols., 2004), ésta fue evaluada mediante la Prueba de
Matrices Progresivas de Raven (Raven, 1960), la cual mide la inteligencia, la
capacidad intelectual y la habilidad mental general mediante la comparacion de formas

y el razonamiento por analogias.

Analisis estadistico

Mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (p<0.05) se evaluo la normalidad de las
variables continuas, tales como el IMC para la edad, nivel de plomo en sangre,
concentraciones urinarias de los metabolitos dialquilfosfato (DAPs, DMPs y DEPS),

nivel de creatinina urinaria, nivel de hemoglobina y puntuaciones de las subescalas
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cognitivas y Cl Total, entre otras; y se calcularon los parametros descriptivos de dichas

variables (media, desviacion estandar, minimo y méaximo y percentiles).

Los indices de Comprension verbal, Razonamiento perceptual, Memoria de Trabajo y
Velocidad de Procesamiento; asi como el Cl Total fueron considerados como variables
dependientes; mientras que las concentraciones de los metabolitos DMPs, DEPs y
DAPs como variables independientes. Como covariables se incluyeron: edad, sexo,
plomo en sangre, z-scores del IMC para la edad y nivel de hemoglobina de los nifios y
adolescentes; asi como la edad, escolaridad, funcién intelectual (medido por la prueba
de Matrices Progresivas de Raven) y estado civil de la madre; otras covariables fueron:
ingreso familiar, tiempo de residencia en la localidad, exposicion a plaguicidas durante
el embarazo, ocupacion de los padres, exposicion residencial a plaguicidas y
proximidad de la vivienda a los campos agricolas. Las variables IMC para la edad (z-
score) y el nivel de hemoglobina se utilizaron como medidas del estado nutricional de

los participantes.

Las relaciones entre variables continuas se evaluaron mediante el célculo de los
coeficientes de correlacion de Pearson o de Spearman, segun fuera el caso. Las
puntuaciones de las subescalas cognitivas y CI Total, de acuerdo a las
concentraciones de los metabolitos DMPs, DEPs y DAPs (categorizadas por quintiles)
y otras variables categéricas (sexo, ocupacion del padre, exposicién residencial a
plaguicidas y proximidad de campos de cultivo al hogar, entre otras) fueron evaluadas
mediante las pruebas de t-student, U-Mann-Whitney, ANOVA o Kruskal-Wallis.

Se emplearon modelos de regresion lineal simple y multiple (MRLM) para evaluar la
influencia de las concentraciones de los metabolitos DMPs, DEPs y DAPs sobre las
puntuaciones de las pruebas neuropsicoldgicas. En primera instancia, se utilizaron
modelos de regresion lineal simple para explorar la influencia de cada covariable sobre
las puntuaciones cognitivas. Las variables con p igual o menor a 0.20 en el analisis
bivariado fueron incluidas en el MRLM. Los modelos fueron ajustados por las variables:
funcidén intelectual de la madre, ingreso familiar (estratificada en cuatro categorias), la
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concentracion de plomo en sangre, los z-scores de IMC para la edad y el nivel de
hemoglobina.

El andlisis estadistico se realizé con el Paquete Estadistico para la Ciencias Sociales
(SPSS por sus siglas en inglés), version 18 para Windows™ (SPSS Inc. Chicago, IL),

considerando un nivel de significancia de p<0.05.

Resultados

Las caracteristicas de la poblacion de estudio son mostradas en las Tablas 1y 2. La
edad promedio de los nifios y adolescentes fue de 9.7+1.9 afios con un intervalo de 6
a 14 afos. El porcentaje de nifias fue del 50.9% y el 85.5% nacié en la zona de estudio.
El IMC oscil6 de 12.4 a 32.5 kg/m? con una mediana de 16.6 kg/m?.

De acuerdo a los valores de corte del IMC por edad y sexo, del Grupo de Trabajo sobre
Obesidad (IOTF por sus siglas en inglés) de la Organizacion Mundial de la
Salud (Cole y cols., 2000, 2007), la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue del 21%
y 6.7%, respectivamente. Por otro lado, utilizando los valores de referencia de la OMS,
los nifios con z-scores del IMC para la edad, mayor a +2 se clasificaron como obesos
y la prevalencia fue del 10.5%; mientras que los nifios con z-scores menores a -2 fue
del 6.7% (OMS, 2006).

La mayoria de las familias de los nifios participantes en el presente estudio, tuvieron
un ingreso mensual mayor a $2000 (63.8%). La escolaridad de la madre fue de 9.3 £
3.2 afios, y el 39% estuvo expuesta a plaguicidas durante el embarazo.
Aproximadamente el 51.4% de los participantes tenian familiares que trabajaban en
actividades relacionadas con la agricultura y el 54.3% report6 la existencia de campos
agricolas a <15 m de su vivienda. El 34.3% y el 13.3% de los nifios, acompafia a
familiares a campos agricolas o ayuda en actividades agricolas, respectivamente.
Ademas, el 42.9% de los nifios estuvieron expuestos a insecticidas en el hogar durante

el mes previo a este estudio (informacidn recabada del cuestionario).
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Los participantes presentaron valores normales de hemoglobina, salvo una nifia cuya
concentracion fue menor al valor de referencia (12-18 g/dL). Con respecto a los
metabolitos urinarios dialquilfosfato, el valor de la mediana (intervalo) de las
sumatorias DMPs, DEPs y DAPs fueron 161 (<LDM a 1222), 56 (<LDM a 347) y 231
(<LDM a 1292) nmol/L. Por otro lado, el promedio de las concentraciones de plomo en
sangre fue de 4.8+2.1 (1.2 a 10.3 pg/dL) y de creatinina en orina fue de 1.3+0.41 g/L.

En relacion a los resultados de las pruebas neuropsicologicas, la media del Cl Total
(89.6) de los nifios y adolescentes estuvo por debajo de los niveles esperados (90-
110) (Wechsler, 1983); y las puntuaciones promedio de los indices de Comprension
Verbal, Razonamiento Perceptual, Memoria de Trabajo y Velocidad de Procesamiento
fueron: 89.6, 94.5, 88.2 y 94.9, respectivamente. El 53.3% de los participantes
presentaron un CI total menor al punto de corte de referencia (<90), de los cuales el
36.2% presentd un puntaje entre 80 y 89 (Cl medio bajo), el 15.2% entre 70y 79 (ClI
en el limite inferior) y el 1.9% fueron intelectualmente deficiente (Cl < 69). Solo un 2.8%
de los participantes presentaron un Cl medio-alto (110 a 119) y el 45.7% obtuvo un
puntaje de 90 a 109 (Cl medio).

Las concentraciones urinarias de los metabolitos DMPs, DEPs y DAPs expresados en
nmol/L, mostraron correlaciones negativas significativas (r = -0.204 a -0.345, p<0.05,
Spearman) con los indices de Comprensién verbal, Razonamiento perceptual,
Memoria de Trabajo y Velocidad de Procesamiento y con el Cl Total.

Otras variables que estuvieron correlacionadas con los indices cognitivos fueron: la
edad del nifio (r= 0.302, p<0.05, Pearson) y el tiempo de residencia en la localidad (r=
-0.238, p<0.05, Pearson) con el indice de Velocidad de Procesamiento; la escolaridad
de la madre correlacion6 con el indice de Razonamiento Perceptual (r= 0.201, p<0.05,
Pearson); mientras que hubo una asociacion entre la funcion intelectual de la madre
(evaluada mediante la Prueba de Matrices Progresivas de Raven) con los cuatro
indices cognitivos (r= 0.264 a 0.293, p<0.05, Pearson), excepto con el indice de

Velocidad de Procesamiento.
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Los nifilos y adolescentes que acompafian a sus familiares a los campos agricolas,
presentaron puntuaciones menores en el indice Velocidad de Procesamiento, que
aquellos que no van a los campos de cultivo (91.1 y 96.9, respectivamente; p=0.025,
t-test). Los nifios cuyas madres permanecieron en el sitio de estudio durante el
embarazo presentaron menores puntuaciones (93.9) que aquellos cuyas madres
residian fuera de la localidad (104.4) (p=0.037, t-test).

Por otro lado, las puntuaciones de los indices de Comprension Verbal y Memoria de
Trabajo y el CI Total, fueron menores en los participantes cuya escuela esta ubicada
cerca de los campos agricolas, con respecto a aquellos que asistian a una escuela
ubicada en el centro de la localidad y por ende alejada de las parcelas (86.9 vs 92.7,
p=0.014 t-test; 86 vs 91, p=0.025 U-Mann-Whitney test; y 87.5 vs 92.2, p=0.030 t-test;

respectivamente).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los indices cognitivos
y en el Cl Total, de acuerdo a las variables: sexo, ocupacion del padre, exposicion a

insecticidas en el hogar y proximidad de campos agricolas al hogar.

En la Tabla 3, se presentan las puntuaciones de los indices cognitivos y del ClI Total,
de acuerdo a las concentraciones de los metabolitos DMP, DEPs y DAPs
categorizadas por quintiles. En los indices de Comprension verbal y Razonamiento
Perceptual y en el Cl Total, los nifilos y adolescentes con concentraciones DAPs en el
primer quintil (£150.9 nmol/L) tuvieron puntuaciones estadisticamente superiores, que
los nifios de los quintiles 2 a 5 (151 a <200.8, 200.9 a £252.7, 252.8 a <312.1y >312.1
nmol/L, respectivamente) (ANOVA, p<0.05; Bonferroni, p<0.05); mientras que no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre quintiles y las
puntuaciones de los indices de Memoria de Trabajo y Velocidad de Procesamiento.
Por otro lado, las puntuaciones de las subescalas cognitivas y del Cl Total, de acuerdo
a las concentraciones de los DAPs ajustadas por creatinina y categorizadas en
quintiles, siguieron una tendencia similar a los DAPs sin ajustar, excepto en la

subescala Memoria de Trabajo (datos no mostrados). Los resultados de las pruebas
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neuropsicolégicas, con respecto a las concentraciones (ajustadas y sin ajustar por
creatinina) de los metabolitos DMPs y DEPs categorizadas en quintiles, siguieron

tendencias similares que con las concentraciones de la sumatoria DAPs.

En la Tabla 4, se muestran los MRLMs de la influencia de las concentraciones
(categorizadas por quintiles) de los metabolitos urinarios DMPs, DEPs y DAPs sobre
cada uno de las subescalas cognitivas y sobre la escala del CI Total. Los MRLMs
fueron ajustados por la funcion intelectual de la madre, el ingreso familiar, la
concentracion de plomo en sangre, los z-scores del IMC para la edad, el nivel de

hemoglobina y el nivel de creatinina urinaria.

Las concentraciones urinarias de los metabolitos DAPs, presentaron asociaciones
inversas estadisticamente significativas con las puntuaciones de las subescalas de
Comprension Verbal [B = —2.6; 95% IC: -4.2 a -1.1], Razonamiento Perceptual [ = -
2.5;95% IC: -4.0 a -1.0] y Memoria de Trabajo [ =-2.7; 95% IC: -4.1 a -1.2]. Asi como
con el Coeficiente Intelectual (B =-2.9; 95% IC: -4.3 a -1.5). La asociacion inversa entre
la subescala de Velocidad de Procesamiento y la concentracion DMPs, DEPs y DAPs
no fueron estadisticamente significativas. Esta tendencia también se observo, con las

concentraciones de los metabolitos DMPs y DEPs (Tabla 4).

En la Figura 2, se muestran graficamente las diferencias en las puntuaciones de las
subescalas y el Cl Total, en funcién de los quintiles de las concentraciones de los
metabolitos DAPs (nmol/L). Los nifios y adolescentes del quinti Q5 de las
concentraciones DAPs en comparacion con los del quintii Q1, presentaron
disminuciones de 13, 11, 3, 4 y 12 puntos en las subescalas de Comprension Verbal,
Razonamiento Perceptual, Memoria de Trabajo y Velocidad de Procesamiento y en el

Cl Total, respectivamente.
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Discusioén

Los nifios residentes de localidades agricolas tienen un mayor riesgo de exposicion a
los plaguicidas, por una diversidad de rutas, por ejemplo la proximidad de campos
agricolas a las viviendas (Vida y Moretto, 2007), la ingesta de alimentos y agua
contaminados con estos agroquimicos y el uso de insecticidas en el hogar (Eskenazi
y cols., 1999). Asi como también, si el padre es jornalero abre la posibilidad de que

acarreen residuos de plaguicidas sobre su cuerpo, ropa y/o zapatos al hogar.

En México, los organofosforados son un grupo de plaguicidas ampliamente utilizado
en la agricultura y en el control de plagas urbanas; sin embargo, no hay datos oficiales
sobre el tipo y la cantidad que se emplea (Quintanilla-Vega y cols., 2010; Sanchez-
Guerra y cols., 2011). No obstante que algunos de éstos como el paration metilico, el
metamidofos y el clorpirifos han sido prohibidos o severamente restringidos en algunos
paises, su emple6 en México tanto en localidades rurales como urbanas, es extensivo

(Sanchez-Guerra y cols., 2011).

En este estudio se evalud la exposicion a plaguicidas OP, mediante la medicién de los
seis principales metabolitos urinarios dialquilfosfato, en 105 nifios y adolescentes de 6
a 14 anos de edad, residentes de una localidad agricola mexicana. Ademas, se
examind la influencia de las concentraciones urinarias de estos metabolitos y de
variables sociodemogréficas y de estilo de vida (indice de masa corporal, ingreso
familiar, tiempo de residencia en la localidad, cercania de campos agricolas al hogar,
exposicion residencial a plaguicidas, entre otras) sobre el desempefio cognitivo de los

nifios y adolescentes.

En la poblacion de estudio, la concentracion expresada como la mediana, de los
metabolitos totales DMPs, DEPs y DAPs, cuantificados durante un periodo de alta
aplicacion de plaguicidas en la localidad, fueron 161.2, 56.3 y 231.4 nmol/L,

respectivamente.
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De acuerdo con lo indicado por pobladores de la regién de estudio, los
organofosforados metilados (malation, dimetoato, azinfos metilico y paration metilico)
fueron usados mas frecuentemente que los organofosforados etilados (clorpirifos,
diazindn y etidn). Lo anterior es consistente con los resultados obtenidos ya que los
metabolitos DMPs estuvieran presentes en 99% de las muestras de orina de los
participantes, y en concentraciones significativamente més altas que los metabolitos
DEPs. En general, las concentraciones urinarias de los metabolitos DMPs, DEPs y
DAPs obtenidas en este estudio fueron de 2 a 3 veces mayores que aquellas
reportadas por otros estudios (Bouchard y cols., 2010; Mufioz y cols., 2011; Oulhote y
Bouchard, 2013). El dimetiltiofosfato (DMTP) fue el metabolito mas frecuentemente
detectado en las muestras de orina (99%), con las concentraciones mas altas
(mediana: 20.1 pg/L); mientras que el metabolito dietilditiofosfato (DEDTP) fue
detectado solamente en el 20% de los nifios y adolescentes participantes (datos no
mostrados).

Los nifios en comparacion con los adultos, se encuentran en mayor riesgo frente a la
toxicidad de los plaguicidas, debido a sus patrones de actividad y comportamiento,
alimentacion y caracteristicas fisioldgicas asociadas con el desarrollo (Weiss y cols.,
2004; Sly y Flack, 2008).

El interés sobre la neurotoxicidad producida por la exposicion a plaguicidas OP ha
aumentado, debido a las observaciones epidemioldgicas recientes de que los nifios
expuestos prenatalmente o durante la vida postnatal temprana, presentan diversos
déficits neuroldgicos (Eskenazi y cols., 2004, 2007, 2011; Young y cols., 2005; Rauh y
cols., 2006; Engel y cols., 2007; Handal y cols., 2007; Marks y cols., 2010; Bouchard y
cols., 2011; Quiros-Alcala y cols., 2011; Yolton y cols., 2013). Sin embargo, pocos
estudios han evaluado el neurodesarrollo de los nifios en etapas posteriores (nifiez y
adolescencia) con respecto a la exposicion a plaguicidas OP (Guillette y cols., 1998;
Ruckart y cols., 2004; Rohlman y cols., 2005; Grandjean y cols., 2006; Engel y cols.,
2011; Bouchard y cols., 2011).
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Los resultados del presente estudio sugieren que la exposicién a plaguicidas OP,
estimada por las concentraciones de los metabolitos urinarios DAPs (durante el
periodo de alta aplicacion de plaguicidas), esta asociada con una disminucién en el
desempeiio cognitivo de los nifios y los adolescentes de 6 a 14 afios de edad,
residentes de una localidad agricola mexicana. Las concentraciones de metabolitos
DAPs estuvieron inversamente relacionadas con las puntuaciones del Cl y de las
subescalas cognitivas, excepto con las de Velocidad de Procesamiento. Los nifios en
el quintil Q5 de las concentraciones urinarias de la sumatoria DAPS, presentaron

déficits de 12 puntos en el Cl comparados con los nifios en el quintil mas bajo (Q1).

Estos resultados coninciden con los reportados por Engel y cols., (2011) quienes
evaluaron la exposicion prenatal a OPs a través de la medicion de los metabolitos
dialquilfosfato en la orina de la madre y examinaron la relacion de las concentraciones
de éstos, con el desempefio cognitivo de sus hijos de 6 a 9 afios de edad. La mediana
de la concentracion de los metabolitos urinarios DMPs, DEPs y DAPs de la madre
fueron 47.8, 24.7 y 82.0 nmol/L, respectivamente, estos valores son 2 a 3 veces
menores que los a las encontrados en el presente estudio (161, 56 y 231 nmol/L). Por
otra parte, Mufioz y cols., (2011) reportaron una asociacion inversa entre la Velocidad
de Procesamiento y las concentraciones del metabolito DMTP en nifios chilenos de 6
a 11 afos de edad; las concentraciones de DMTP oscilaron de 2.5 a 51.4 ug/L,

mientras que en el presente estudio fueron de <LD a 121.4 ug/L.

En contraste con nuestro estudio, otros investigadores no encontraron asociaciones
significativas entre el desempefio cognitivo y la exposicion a plaguicidas OP en nifios
mayores de seis afios de edad. Grandjean y cols., (2006) evaluaron la exposicién en
nifios de una localidad floricola peruana, sin encontrar asociacion entre la exposicion
actual (0.417 y 0.426 nmol/kg por dia de DMPs DEPs, respectivamente) a plaguicidas
OP y la subprueba “Digitos en Progresion y Regresion”, la cual es empleada para medir
la Memoria de Trabajo; sin embargo, el incremento en las concentraciones de DMPs
y DEPs estuvo asociado con un aumento en el tiempo de reaccion. Sanchez y cols.,
(2008), no observaron correlaciones significativas entre el desempefio cognitivo
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evaluado por la prueba WISC y las concentraciones urinarias de metabolitos
dialquilfosfato, en 48 nifios de 7 afios de edad de una localidad agricola del sur de
Arizona, de los cuales 25 presentaron niveles detectables de metabolitos
dialquilfosfato (media: 110 pg/L); sin embargo, las concentraciones mas altas de DAPs
correlacionaron significativamente con un desempefio mas pobre en algunas de las
subpruebas de la prueba “Wisconsin Card Sorting” (WCST por sus siglas en inglés).
Las concentraciones de DAPs en el presente estudio (media: 36 pug/L) fueron menores

a las reportadas por Sanchez y cols., (2008).

Por otro lado, Bouchard y cols., (2011) quienes midieron los metabolitos urinarios
dialquilfosfato en mujeres embarazadas y en sus nifios a los 6 mesesy 1, 2,35y 5
afos de edad y evaluaron el desempefio cognitivo de los nifios a los 7 afios de edad
mediante WISC; encontraron que solamente las concentraciones prenatales,
estuvieron asociadas significativamente con puntuaciones menores en los indices de
Memoria de Trabajo, Velocidad de Procesamiento, Comprension Verbal,
Razonamiento Perceptual y Cl Total, en este ultimo los nifilos del quintil con las
concentraciones mayores de DAPs tuvieron un déficit promedio de 7.0 puntos
comparados con los del quintil mas bajo. Bouchard y cols., (2011) categorizaron las
concentraciones prenatales de DAPs (nmol/L) de acuerdo con los intervalos (mediana)
siguientes: Q1, 0-55 (39); Q2, >55-93 (75); Q3, > 93-173 (126); Q4, >173-319 (221)
y Q5, >319 (508). Mientras que en el presente estudio los quintiles de las
concentraciones de DAPs en los nifios fueron: Q1, £150.9 (122.1); Q2, 151 a <200.8
(174.6); Q3, 200.9 a £252.7 (232.7); Q4, 252.8 a <312.1 (277.8); y Q5, >312.1 (388.4).

El metabolismo de los plaguicidas organofosforados ocurre principalmente en el
higado. Como primer paso, la forma “Tio” de estos plaguicidas sufre una desulfuracion
oxidativa mediada por citocromo p450 para formar el “oxon” correspondiente, el cual
es la forma que ejerce la accidn toxica. La principal ruta de desintoxicacion de los
organofosforados consiste en la hidrolisis del “oxon” por la paraoxonasa 1(Costa y

cols., 2003, 2005), produciéndose un alcohol y DMP o DEP. Dado lo anterior, ademas
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se evaluo la asociacion entre los resultados cognitivos y las concentraciones de estos

metabolitos.

En las Figuras 3 y 4, se presentan las puntuaciones de los indices cognitivos y del ClI
de acuerdo a las concentraciones de los metabolitos DMP y DEP (en pg/L y
estratificadas en tertiles) del presente estudio. Con respecto, al metabolito DMP, solo
las puntuaciones del indice de Razonamiento Perceptual presentaron diferencias
significativas (p=0.018, ANOVA); los nifios del tercer tertil presentaron una disminucién
de 8.1 puntos en el coeficiente intelectual en comparacion con los del primer tertil (IC:
-5.4 a -0.83, p=0.043). Mientras que con respecto al metabolito DEP, las puntuaciones
de los indices de Comprensién Verbal (p=0.041, ANOVA), Razonamiento Perceptual
(p=0.021, ANOVA), Memoria de Trabajo (p=0.006, ANOVA) y el Coeficiente Intelectual
(p=0.006, ANOVA) presentaron diferencias significativas; los nifios del tercer tertil
presentaron una disminucion de 11.4 puntos en el coeficiente intelectual en

comparacion con los del primer tertil (IC: -6.4 a -1.2, p=0.005).

El coeficiente intelectual (Cl) esta influenciado por factores genéticos y ambientales.
Algunos investigadores sugieren que una parte significativa de la variacion
observada en el Cl es de origen genético (Plomin y cols., 2000); por otro lado, se ha
indicado que otros factores como la exposicion a drogas y contaminantes, el nivel
socioecondémico, el entorno familiar, la educacion y Cl de los padres, una nutricién
adecuada, la intervencion de los padres en el aprendizaje y motivacién del nifio,
factores estresantes o dificultades emocionales, entre otros, también pueden influir
en los resultados de las pruebas cognitivas (Coscia y cols., 2001; Braaten y Norman,
2006).

En el presente estudio, se evalué el factor confusor del plomo y de otras covariables
tales como: la escolaridad y la funcion intelectual de la madre, el ingreso familiar y el
estado nutricional de los participantes. Como medidas representativas del estado
nutricional, se utilizaron los valores z-score del IMC para la edad y el nivel de
hemoglobina.
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Ademas de los plaguicidas, otros contaminantes han sido asociados con alteraciones
en el sistema nervioso central, tal es el caso del plomo (Weiss 2000; Needleman,
2006). Varios investigadores han reportado que este neurotoxico esta asociado con
efectos neuroconductuales adversos en nifios, principalmente en concentraciones
mayores a 10 pg/dL; algunos de estos efectos incluyen alteraciones de la memoria,
problemas psicomotores y afectaciones en el rendimiento escolar (Kaufman, 2001;
Lanphear y cols., 2005; Sanders y cols., 2009). Lanphear y cols., (2005) encontraron
gue la exposicion cronica a concentraciones bajas de plomo (menores a 5 pg/dL) esta
asociada con disminucién en el Cl. Olympio y cols. (2010) reportaron asociaciones
entre los niveles de plomo y alteraciones neuroconductuales tales como depresion,
ansiedad y conductas antisociales (agresividad y delicuencia) en nifios y adolescentes

de Brasil.

En una investigacion previa, realizada cuatro afios atras en la misma localidad de
estudio, se detectaron concentraciones de plomo (media: 6.3 £ 2.5 pg/dL) por arriba
del valor de referencia (5 pug/dL) en el 60% de los nifios; ademas, se encontré una
asociacion significativa entre los niveles de este neurotéxico y los indices de
Comprension Verbal y Razonamiento Perceptual (Rivero, Tesis Doctoral 2012). En el
presente estudio, también se midieron los niveles sanguineos de plomo como factor
confusor; alrededor del 60% de los participantes tuvieron concentraciones (media: 4.8
+ 2.1 pg/dL) por debajo de valor de referencia de este neurotéxico y no se encontrd
asociacion alguna entre éste y las subescalas cognitivas y el Cl Total. La concentracion
media de plomo obtenida en el presente estudio fue similar a la media nacional
reportada (4.5 pg/dL), obtenida en un estudio realizado en diez Estados de México
(INE, 2004). En México, la gasolina libre de plomo ha contribuido en la reduccion de la
exposicién al plomo; sin embargo, otras fuentes de exposicién contindan siendo un
riesgo para la salud de la poblacidn, tal es el caso del uso de loza vidriada y el consumo
de alimentos y dulces contaminados con este metal (Caravanos y cols., 2014). En el
presente estudio no se identificaron las fuentes potenciales, ni las rutas de exposicion

al plomo.
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La media del CI Total (89.6) de los nifios y adolescentes del presente estudio estuvo
por debajo de los niveles esperados (90-110) (Wechsler, 1983); siendo el indice de
Memoria de Trabajo, el que presentd menores puntuaciones (media: 88.2). La
memoria de trabajo es la capacidad para mantener informacion de forma activa,
mediante procesos neurobiolégicos de almacenamiento y de recuperacion de la
informacion basica en el aprendizaje y en el pensamiento (Etchepareborda y Abad-
Mas, 2005). Las alteraciones en la memoria de trabajo influye en diversos procesos
formales de aprendizaje académico, tales como dificultad para enfocar la atencion,
dificultad en el reconocimiento de patrones de prioridad, incapacidad para reconocer
las jerarquias y dificultad en el reconocimiento y la seleccidn de los objetivos que son
mas adecuados a la resolucion de un problema (Etchepareborda y Abad-Mas, 2005).
Los déficits en la memoria de trabajo también estan asociados con enfermedades
como la esquizofrenia, el Trastorno por Déficit de Atencion con Hiperactividad (ADHD,
por sus siglas en inglés), la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson
(Dash y cols., 2007). Se ha indicado que el coeficiente intelectual es un predictor del
nivel de logro académico de los escolares; no obstante, también se ha sefialado que
éste no es la Unica medida para el éxito (Festus, 2012); y que la inteligencia emocional,
la inteligencia social, y la suerte también juegan un papel importante en el éxito de una

persona (Goleman, 1995; Petrides y cols., 2004).

En conclusién, estos resultados sugieren que la exposicion a plaguicidas OP (estimada
por las concentraciones urinarias de metabolitos dialquilfosfato), podria estar asociada
negativamente con el desempefio cognitivo en nifios y adolescentes en edad escolar
de 6 a 14 afios de edad, residentes de una localidad agricola mexicana. Para
corroborar si estas alteraciones cognitivas son persistentes se sugiere realizar estudios

de seguimiento.
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Tabla 1

Caracteristicas de los nifios y adolescentes participantes

Caracteristica n (%)
Niflos y adolescentes
Edad 6 a 11 afos 92 (87.6)
=212 afos 13 (12.4)
Sexo masculino 53 (50.5)
femenino 52 (49.5)
IMC? bajo peso 18 (17.1)
normal 58 (55.2)
sobrepeso 22 (21)
obeso 7(6.7)
Lugar de nacimiento en el sitio de estudio® 94 (89.5)
en otro estado 11 (10.5)
Tiempo de residencia (afios): <5 anos 6 (5.7)
>5 afios 99 (94.3)
Ubicacién de la escuela Escuela A 48 (45.7)
Escuela B 57 (54.3)
Acompana a familiares a campos
agricolas no 69 (65.7)
si 36 (34.3)
Ayuda en actividades agricolas no 91 (86.7)
si 14 (13.3)
Exposicion a plaguicidas en el
hogar® no 58 (55.2)
si 45 (42.9)
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Tabla 1

Continuacion

Caracteristica n (%)
Familiares
Edad de la madre (afios) 37 £ 5.5 (25-54)d
Escolaridad de la madre (afios) 9.3 +3.2 (1-20)d
La madre permanecio en el sitio durante
el embarazo o 109:3)
si 95 (90.5)
La madre estuvo expuesta a plaguicidas
durante embarazo no 58 (55.2)
si 41 (39.0)
Ocupacion del padre no 46 (43.8)
Si 54 (51.4)
Ingreso familiar mensual ($) <1000 8 (7.6)
1000 a 2000 26 (24.8)
>2000 a 4000 30 (28.6)
>4000 37 (35.2)
Proximidad de campos agricolas al
hogar® no 15 (14.3)
>60 a 250 m 9 (8.6)
>15a60m 24 (22.9)
<15m 57 (54.3)

a De acuerdo al Grupo de Trabajo sobre Obesidad (IOTF por sus siglas en inglés)
de la Organizacion Mundial de la Salud. P Sitio de estudio: El Refugio, Ciudad
Fernandez, San Luis Potosi, México. ¢Durante el mes previo al estudio. d
Expresada como media + desviacion estandar (minimo-méaximo). ¢ Determinado
por cuestionario. Escuela A: ubicada en el centro de la localidad. Escuela B:
localizada en la periferia, cerca de campos agricolas
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Tabla 2
Informacién general, parametros clinicos y de exposicion, y resultados cognitivos de los nifios y adolescentes

participantes

Percentiles
Parametro Media (DE) Minimo PS5 P25 p50 p75 p95 Maximo
Edad (afios) 9.7 (1.9) 5.8 6.4 85 98 11 127 14
Escolaridad del nifio (afios) 3.4 (1.6) 0 1 2 4 5 6 9
IMC (kg/m?) 17.6 (3.7) 124 133 145 166 195 250 325
IMC para la edad (z-score) 0.16 (1.46) -263 -219 -085 0.11 137 254 378
Estatura para la edad (z-score) 0.06 (0.96) -2.16 -1.48 -059 0.07 0.55 1.68 341
Hemoglobina (g/dL) 13.9 (0.70) 11.5 127 135 139 143 152 156
Creatinina (g/L) 1.3(0.41) 0.46 0.72 0.93 1.2 15 2 2.5
Plomo en sangre (ug/dL) 4.8 (2.1) 1.2 2 3 4.6 6 96 103
Metabolitos DAP
DMPs (nmol/L) 183 (138) <LD 60 120 161 194 375 1222
(nmol/g
creat) 158 (106) <LD 38 95 133 193 373 729
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Tabla 2

Continuacion

Percentiles
Parametro Media (DE) Minimo P53 P25 p50 p75 p95 Maximo
DEPs (nmol/L) 65 (54) <LD  <LD 36 56 87 165 347
(nmol/g
creat) 57 (49) <LD  <LD 31 48 73 143 273
DAPs (nmol/L) 248 (157) <LD 60 155 231 301 493 1292
(nmol/g
creat) 216 (130) <LD 38 132 198 255 472 770
Funcioén intelectual de la madre (total Raven
crudo) 2 30.7 (4.8) 16 20.1 28.5 32 34 36 36
Escala WISC-1V (niflos y adolescentes)
Comprension Verbal 89.6 (12.1) 61 69.6 82 91 985 106 128
Razonamiento Perceptual 94.5 (11.4) 53 77 86 96 103 112 117
Memoria de Trabajo 88.2 (10.7) 59 65.9 83 88 97 104 110
Velocidad de Procesamiento 94.9 (12.9) 65 75 85 94 103 120 128
Escala Cl Total 89.6 (11.2) 52 70 81.5 89 99 108.7 115

DMPs: suma molar de los metabolitos DMP, DMTP y DMDTP; DEPs: suma molar de DEP, DETP y DEDTP; DAPs:
suma molar de DMPs y DEPs. CI: Coeficiente intelectual. 2 Evaluada mediante la Prueba de Matrices Progresivas
de Raven.
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Tabla 3

indices cognitivos de acuerdo con las concentraciones de DMPs, DEPs y DAPs

(categorizadas en quintiles) de nifilos y adolescentes de una localidad agricola.

indice cognitivo DMPs © DEPs® DAPs ¢
Comprension Verbal @ p-value 0.004 0.001 <0.0001
Q1 97.9+12.4  99.2+11.6  99.6+10.9
Q2 87+12 86.6+10.9 85.7+11.8
Q3 90.1+11.4  88.7£10.7 88.319,4
Q4 85.2+10.3 85.2+11 86.9+11.2
Q5 87+10.6 88+11.7 86.8+12
Razonamiento Perceptual @ p-value 0.001 0.008 <0.0001
Q1 102.6+8.3 102.5+8.5 103.7£7.2
Q2 94+9.5 93+9.8 92.9+7.9
Q3 93.7+10.5 91.5+13 92+11
Q4 88.9+12 92+12.6 90.3+13.4
Q5 92.6+12.8 93.7+9.7 92.9+12.2
Memoria de Trabajo P p-value 0.153 0.001 0.051
Q1 91 (74-110) 97 (86-104) 94 (74-104)
Q2 91 (74-104 88 (74-102) 88 (74-110)
Q3 88 (71-104) 87 (74-110) 88 (71-102)
Q4 86 (59-102) 84.5 (59-97) 86 (59-104)
Q5 86 (62-102) 91 (65-104) 91 (62-102)
Velocidad de Procesamiento @ p-value 0.315 0.323 0.360
Q1 98.4+10.7 97.5+10.1 98+10.2
Q2 97.6+12.1 94.8+12 97.9+11.5
Q3 92.7£13.2 98.1+14.1 93+12.2
Q4 91.4+15.1 91.1+145  93.1+15.7
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Tabla 3

Continuacion

indice cognitivo DMPs © DEPs® DAPs ¢
Coeficiente intelectual 2 p-value 0.001 <0.0001 <0.0001
Q1 97.81£9 99.2+7.9 99.31£7.6
Q2 89.2+7.8 87.5+9.3 88.3+7.8
Q3 89.4+11.2 89.2+10.6 86.7+7.8
Q4 83.9+11.1 84.1+11.8 86.3x12.7
Q5 87.2x12.4  87.8+£10.9 86.8+13.6

@ Los datos son expresados como media aritmética £ desviacion estandar y
evaluado por la prueba de ANOVA (post hoc Bonferroni) (p<0.05). P Los datos son
expresados como mediana (minimo-maximo) y evaluado por la prueba Kruskal-
Wallis (p<0.05). ¢ Concentraciones en nmol/L, categorizadas en quintiles: DMPs:
Q1 (=113.4), Q2 (113.5 a £141.2), Q3 (141.3 a <176.5), Q4 (176.6 a <207.5) y
Q5 (>207.5); DEPs: Q1 (<29.8), Q2 (29.9 a <47), Q3 (47.1 a <68.6), Q4 (68.7 a
<92.6) y Q5 (>92.6); DAPs: Q1 (£150.9), Q2 (151a £200.8), Q3 (200.9 a 252.7),
Q4 (252.8 a<312.1) y Q5 (>312.1). DMPs: suma molar de los metabolitos DMP,
DMTP y DMDTP; DEPs: suma molar de DEP, DETP y DEDTP; DAPs: suma molar
de DMPs y DEPs. CI: Coeficiente intelectual.
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Tabla 4
Influencia de las concentraciones de metabolitos DMPs, DEPs y DAPs sobre las

puntuaciones cognitivas en nifios mexicanos de una localidad agricola

indice cognitivo r2 B-Coeficiente (95% IC) p-value

Comprension Verbal

DAPs 2 0.18 -2.6 (-4.2a-1.1) 0.001

DMPs 2 0.15 -2.7 (-4.3a-1.0) 0.002

DEPs @ 0.11 -2.1 (-3.7 a-0.44) 0.013
Razonamiento Perceptual

DAPs 2 0.22 -2.5(-4.0a-1.0) 0.001

DMPs 2 0.22 -2.5(-4.0a-1.0) 0.001

DEPs 2 0.18 -1.8 (-3.3 a-0.28) 0.021
Memoria de Trabajo

DAPs 2 0.23 2.7 (-4.1a-1.2) 0.001

DMPs 2 0.20 -2.3 (-3.8 2 -0.80) 0.003

DEPs 2 0.27 -3.0(-4.4a-1.6) 0.000
Velocidad de Procesamiento

DAPs @ 0.07 -1.9 (-3.8 a -0.06) 0.075

DMPs 2 0.07 -1.9 (-3.8 a2 0.04) 0.077

DEPs 2 0.07 -1.4 (-3.3a0.43) 0.254
Escala ClI Total

DAPs 2 0.25 2.9 (-4.3a-1.5) 0.000

DMPs 2 0.27 -2.9 (-4.3a-1.4) 0.000

DEPs 2 0.22 -2.6 (-4.1a-1.2) 0.000

Modelos de regresion lineal multiples (p<0.05) ajustados por: funcién intelectual
de la madre, ingreso familiar mensual, concentracién de plomo en sangre, z-score
del IMC por edad, nivel de hemoglobina y nivel de creatinina. 2 Concentraciones
en nmol/L categorizadas por quintiles. DMPs: suma molar de los metabolitos DMP,
DMTP y DMDTP; DEPs: suma molar de DEP, DETP y DEDTP; DAPs: suma molar
de DMPs y DEPs. CI: Coeficiente intelectual.
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Leyenda de Figuras

Figura 1
Localizacion del sitio de estudio: El Refugio, Ciudad Fernandez, San Luis Potosi,

México.

Figura 2

Media (95% IC) de las puntuaciones de los indice cognitivos por quintil de la
concentracion urinaria de los DAPs: a) Comprension Verbal, b) Razonamiento
Perceptual, ¢) Memoria de Trabajo, d) Velocidad de Procesamiento, y e) Coeficiente
Intelectual. Concentraciones de DAPs (en nmol/L), categorizadas por quintil: Q1:
<150.9, Q2: 151 A <200.8, Q3: 200.9 a =252.7, Q4: 252.8 a <312.1, Q5: >312.1.
Evaluada por la prueba de ANOVA: p<0.001, p<0.001, p=0.060, p=0.360 y p<0.001,

respectivamente.

Figura 3

Media (95% IC) de las puntuaciones de los indice cognitivos por tertil de la
concentracion urinaria del DMP: a) Comprension Verbal, b) Razonamiento Perceptual,
c) Memoria de Trabajo, d) Velocidad de Procesamiento, y e) Coeficientes Intelectual.
Concentraciones de DMP (en pg/L), categorizadas por tertil: T1: <LDM, T2: 0.35 a
1.69, T3: >1.69. Evaluada por la prueba de ANOVA: p=0.169, p=0.018, p=0.243,
p=0.747 y p<=0.068, respectivamente.

Figura 4

Media (95% IC) de las puntuaciones de los indice cognitivos por tertil de la
concentracion urinaria del DEP: a) Comprension Verbal, b) Razonamiento Perceptual,
c) Memoria de Trabajo, d) Velocidad de Procesamiento, y e) Coeficientes Intelectual.
Concentraciones de DEP (en ug/L), categorizadas por tertil: T1: <5.26, T2: 5.27 a 8.7,
T3: >8.7. Evaluada por la prueba de ANOVA: p=0.041, p=0.021, p=0.006, p=0.303 y

p=0.006, respectivamente.
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Conclusiones generales

Con respecto a la implementacion y validacion del método analitico para la
determinacion de los metabolitos urinarios dialquilfosfato por CG/EM: El PFBBr fue
mejor agente derivatizante que el CIP, bajo las condiciones de temperatura y tiempo
de reaccién empleada. El método fue confiable y los limites de deteccion obtenidos
fueron lo suficientemente bajos para determinar la exposicion a plaguicidas

organofosforados en los nifios y adolescentes participantes de la localidad de estudio.

Los nifios y adolescentes de la localidad agricola de El Refugio, Ciudad Fernandez,
San Luis Potosi, se encuentran expuestos a plaguicidas organofosforados,
principalmente metilados, tales como el malation, dimetoato, azinfos metilico y paration
metilico y en menor grado a los organofosforados etilados (clorpirifos, diazinén y etion).
De acuerdo a los esperado, las concentraciones de metabolitos dialquilfosfato en la
orina de los participantes fue mayor en el periodo de alta aplicacion de plaguicidas; sin
embargo, en el periodo de baja aplicacion las frecuencias de deteccion y las
concentraciones de estos metabolitos fueron importantes. Los resultados de la
presente investigacion y los obtenidos por otros dos estudios (uno previo y otro
reciente) realizados en la misma localidad de estudio, en los cuales también se detect6
la presencia de metabolitos dialquilfosfato en la orina de la poblacion participante,
indican que los nifios y adolescentes de esta localidad, se encuentran expuestos de
manera cronica a este tipo de plaguicidas.

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos PON1 y PON1 :
L55M Q192R

obtenidas en la poblacion de estudio fueron similares a las reportadas por otros estudios
realizados en poblacibn mexicana. Los genotipos predominantes fueron: LL y QR,
respectivamente; siendo estos genotipos, los que mayores actividades arilesterasa y
paraoxonasa presentaron. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en las sumatorias DMPs, DEPs y DAPs y en las concentraciones de los
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metabolitos DMP y DEP de acuerdo a los genotipos de los polimorfismos PONlL‘L3 y

5M

PON1 .
Q192R

La media del Coeficiente Intelectual (89.6) de los nifios y adolescentes del presente
estudio estuvo por debajo de los niveles esperados (90-110); siendo el indice de
Memoria de Trabajo, el que presentd menores puntuaciones (media: 88.2). La
exposicion a plaguicidas organofosforados, estimada por las concentraciones de los
metabolitos urinarios dialquilfosfato estuvo asociada con una disminucion en el
desempeiio cognitivo de los participantes. Los nifios y adolescentes con las
concentraciones mayores de la sumatoria DAPs, presentaron déficits de 12 puntos en
el Coeficiente Intelectual comparados con los nifios con las concentraciones menores.
Con respecto a los metabolitos producidos en la hidrolisis de la forma toxica (oxén) de
los organofosforados; los nifios con las concentraciones mas altas de DMP y DEP,
presentaron una disminucién de 8.1 y 11.4 puntos en el coeficiente intelectual,
respectivamente, en comparacion con los nifios con las concentraciones mas bajas.
Estos resultados sugieren que los niflos y adolescentes de localidades agricolas
expuestos a plaguicidas organofosforados, podrian estar en mayor riesgo de presentar
alteraciones cognitivas. Para corroborar si estas alteraciones cognitivas son
persistentes se sugiere realizar estudios de seguimiento. Por otro lado, se requiere
implementar un programa de intervencion que ayude a los nifios y adolescentes
afectados a mejorar su desempefio académico, mediante el uso de técnicas

neuropsicolégicas adecuadas.

En el presente estudio, no se observd el efecto protector de la paraoxonasa 1
(evaluada mediante la determinacion de sus actividades arilesterasa y paraoxonasa y

de sus polimorfismos PON1 y PON1 ) sobre la funcion cognitiva de los nifios
L55M Q192R

y adolescentes participantes. Para corroborar estos resultados, se sugiere realizar un
estudio de seguimiento con un tamafio de muestra mayor, que permita tener un

namero suficiente de individuos de cada uno de los genotipos de los polimorfismos
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PON1 y PON1 ; asi como, incluir la determinacion de las actividades y
L55M Q192R

polimorfismos de otras enzimas involucradas en el metabolismo de los plaguicidas
organofosforados, tales como citocromo P450, glutation-S-transferasa y otras
esterasas, las cuales podrian influir en la susceptibilidad individual hacia la toxicidad

de los plaguicidas organofosforados.
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A.1 Formato de Consentimiento Informado

Universidad Autonome de San Luis Potosi
LABORATORIO DE GENERO, SALUD Y AMBIENTE
Av. Penustiano Carranza No. 24035, San Luis Potosi, SLP. 78210

Tel. Oficina (444) 8262342 al 47 Ext. 6643

No. FOLIO

Consentimiento Informado

Por este conducto solicitamos su aprobacion para que su hijo(a) participe en el proyecto: “INFLUENCIA DE
LA EXPOSICION A PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS Y DE PON1 SOBRE EL DESARROLLO
COGNITIVO Y MOTRIZ EN NINOS DE UNA COMUNIDAD AGRICOLA” el cual estara a cargo de la Dra.
Leticia Yariez Estrada. Este estudio evaluara si sus hijos se encuentran expuestos a los insecticidas
organofosforados y que tan susceptibles son a su toxicidad. Los insecticidas organcfosforados son
compuestos neurotoxicos ampliamente utilizados en la agricultura para combatir algun tipo de plaga.

El proyecto se llevara a cabo en dos periodos de muestreo (considerando las temporadas de menor y
mayor aplicacion de plaguicidas en su comunidad).

En cada uno de estos periodos se colectaran 8 mL de sangre por puncion venosa y durante una semana se
colectara la primera orina de la mafiana. Ademas se registrara el peso y estatura de sus hijos. En la orina
se medira un grupo de metabolitos (llamados dialquilfosfatos), que nos permitira saber si sus hijos se
encuentran expuestos a los insecticidas organofosforados. En una de las muestras de sangre se
determinara el genotipo y la actividad de la paraoxonasa 1, la cual es una enzima que interviene en la
detoxificacion de estos plaguicidas dentro del organismo y en la otra muestra de sangre se mediran ciertos
parametros clinicos (biometria hematica, glucosa, perfil lipidico, proteinas totales y albumina) para evaluar
el estado general de salud de sus hijos. La toma de la muestra de sangre podria causar alguna molestia al
nifio, pero nunca se pondra en riesgo ni su integridad, ni su salud, ya que sera colectada por personal
especializado y se empleara material nuevo y estéril. Al finalizar el estudio, todas las muestras biologicas
(incluyendo las de material genético) que hayan quedado, seran destruidas adicionandoles cloro al 10% y
se eliminaran como residuos hiologicos.

Por ctra parte, en cada uno de los periodos de muestreo, se aplicara un cuestionario con preguntas sobre el
estado de salud, dieta y exposicion a plaguicidas de su hijo(a). Esta informacion nos permitira una mejor
interpretacion de los resultados del estudio. Adicionalmente un grupo de psicologos aplicaran una bateria
de pruebas para evaluar el desempefio cognitivo y motriz de su hijo(a).

Todos los analisis y pruebas seran gratuitos. La informacion que se obtenga sera manejada de manera
confidencial y andnima y se les entregara de manera personal. Usted podra abandonar el estudio
libremente cuando asi lo consideren pertinente.

Usted podra obtener beneficios directos, como acceso atalleres sobre el manejo adecuado de plaguicidas y
a platicas informativas sobre diversos temas (riesgos a la salud de los plaguicidas, nutricion y otros temas
ambientales y de salud). Ademas, se obtendra un beneficio que contribuye a la investigacion cientifica,
generando conocimientos sobre la exposicion a plaguicidas y su probable asociacion con las afteraciones
neuroldgicas en los nifos.

El proyecto ha sido aprobado por la Comision de Bioética de nuestra Institucion.
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Unniversidad Autonoma de San Luis Potosi
LABORATORIODE GENERO, SALUD Y AMBIENTE
Av. Venustiano Carranza No. 2403. San Luis Potosi, SLP. 78210

Tel Qficina (444) 8262342 al 47 Ext. 6643

“INFLUENCIA DE LAEXPOSICION A PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS Y DE PON1 SOBRE
ELDESARROLLO COGNITIVO Y MOTRIZEN NINOS DE UNA COMUNIDAD AGRICOLA”

Yo (nombre del Padre, la Madre o Tutor)

+*He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

*He podido hacer preguntas sobre el estudio.

*He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

*He hablado con la Dra. Leticia Yafez Estrada y comprendo que mi participacion es voluntaria.
*Comprendo que puedo retirar a mi hijo(a) del estudio cuando asi lo desee y sin tener que dar
explicaciones.

Por lo que presto libremente mi conformidad para que mi hijo(a) participe en este estudio.

Nombre del nifio (a):

Edad del nifio(a) : Grado escolar:

Direccion:

Estado y Municipio:

Teléfono(s) :

Fecha
Firma del Padre, la Madre o Tutor Dra. Leticia Yanez Estrada
Profesora-Investigadora
Responsable del Proyecto
(444) 8262342 al 47 Ext. 6643
Testigo 1
Testigo 2
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A.2 Formato del cuestionario para evaluar la exposicion a insecticidas OP
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